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Список сокращений
АТФ - аденозинтрифосфат
АДФ - аденозиндифосфат
АМФ - аденозинмонофосфат
цАМФ – циклический аденозинмонофосфат
ГТФ - гуанозинтрифосфат
ЖКТ - желудочно-кишечный тракт

ИБС – ишемическая болезнь сердца
НАД - никотинамидадениндинуклеотид

НАДФ - никотинамидадениндинуклеотидфосфат

ПФП - пентозофосфатный путь

УТФ - уридинтрифосфат
ФАД - флавинадениндинуклеотид
ФЭК - фотоэлектроколлориметр
ЦНС – центральная нервная система

ЦПЭ - цепь переноса электронов (дыхательная цепь)

ЦТК - цикл трикарбоновых кислот

I. ВВЕДЕНИЕ

Методическое пособие предназначено для студентов IV курса, обучающихся по специальности «Лабораторная диагностика» по дисциплине «Биологическая химия» и является частью учебно-методического комплекса. Пособие необходимо для подготовки студентов практическим занятиям, лабораторному практикуму, итоговому занятию и экзамену по дисциплине «Биологическая химия». Данное пособие структурировано согласно плану занятий по учебной дисциплине и темам занятий в соответствии с программой и требованиям ФГОС. Для подготовки к практикуму представлен краткий теоретический материал, вопросы для самоподготовки, протоколы лабораторного практикума, предложены примеры решения заданий в тестовой форме и ситуационных задач, предлагаются темы реферативных докладов, приводится список рекомендуемой литературы. 
Самостоятельная работа студентов по дисциплине «Биологическая химия» предполагает изучение теоретического материала, написание реферативных докладов, решение ситуационных задач и заданий в тестовой форме, работу с научной, учебной, методической литературой и ресурсами Интернет по изучаемым разделам биологической химии. Самостоятельная работа способствует развитию у студента общих и профессиональных компетенций.
Биохимия – одна из базовых теоретических дисциплин в подготовке врача-лаборанта. В соответствии с программой и учебным планом, биохимия изучается на III и IV курсах. Преподаватель останавливается на вопросах дисциплины, информирует студентов о календарном плане занятий, о необходимости и порядке отработок пропущенных занятий, об особенностях экзамена. Итоговая экзаменационная оценка складывается из трех этапов: проверка практических навыков, тестовый контроль по всем разделам дисциплины, собеседование по теоретическим вопросам и ситуационным задачам. 

II. Задачи биохимии. Правила работы в лаборатории
Цель: познакомиться с организацией учебного процесса и требованиями, предъявляемыми к студентам при обучении дисциплине «Биологическая химия»; освоить правила безопасной работы в биохимической лаборатории; научиться работать с мерной посудой (пипетками, дозаторами) и основной аппаратурой  биохимической лаборатории; изучить правила выражения концентрации веществ в биологических средах по системе «СИ»; ознакомиться с правилами работы с учебной и научной литературой.  

Основные термины:

Система «СИ» в медицине – стандартная международная система массовых и концентрационных  показателей, определяемых в медицинской практике.

ФЭК (фотоэлектроколориметр) - прибор для измерения оптической плотности окрашенных растворов. В основе работы - принцип измерения понижения интенсивности светового потока при его прохождении через окрашенный раствор.

Центрифугирование – разделение неоднородных смесей (суспензий, эмульсий, растворов) на составные части под действием центробежной силы.

Термостат – прибор для установления и поддержания определенной температуры среды (воды).

План изучения темы:

- организация учебного процесса при изучении биохимии;
- основные правила работы в биохимической лаборатории;
- работа с мерной посудой, дозаторами, аппаратурой;
- правила техники безопасности;
- система «СИ» в  медицине;
- основные приемы и навыки работы с учебной и научной литературой. 
Цель практических занятий по биохимии – знакомство с основными методами биохимических исследований, приобретение навыков лабораторных работ на основе изучения  теоретического материала основных разделов биохимии. 
В ходе изучения дисциплины и работы на практических занятиях по биологической химии студент приобретает следующие практические навыки: 
- техники работы с мерной посудой, пипетками и автоматическими дозаторами, лабораторным оборудованием (центрифугой, фотоэлектроколориметром и др.)

- способов сбора и подготовки биологического материала к исследованию.

- построения калибровочных кривых и приемы расчета концентраций определяемого вещества.
- определения в сыворотке крови содержания глюкозы.

- проведения теста толерантности к  глюкозе (построения сахарных кривых).

- интерпретации результатов биохимических анализов.

- оценки возрастных особенностей физиологических систем организма человека для адекватного применения лечебных средств у лиц разного возраста.
Подготовка к лабораторной работе
Выполнению практических занятий по биохимии должна предшествовать серьезная самоподготовка студентов. Она включает изучение ряда теоретических положений и предварительное ознакомление с принципами и особенностями проведения лабораторного практикума (принцип используемого в эксперименте метода, диагностическое значение эксперимента, а также процедура его выполнения и необходимые формулы для обработки полученных данных). 
Выполнение лабораторной работы
Группа на каждом занятии выбирает дежурного, который получает все необходимые принадлежности для текущего занятия у лаборантов и по окончании занятия сдает лаборанту лабораторную комнату.

Студенты самостоятельно выполняют лабораторную работу, где под контролем преподавателя, приобретают навыки работы в биохимической лаборатории, учатся обращаться со стандартной химической аппаратурой и выполнять несложные эксперименты. 

При оформлении лабораторных работ необходимо сделать расчет и обсудить полученные результаты исследования. Вывод включает сравнение полученных в ходе эксперимента данных с нормальными значениями, а также  описание возможных причин отклонений определяемого биохимического показателя от нормы.
Критерии оценки знаний студентов 

Проверка подготовленности студентов проводится на каждом занятии в виде письменного текущего контроля (15-20 мин), который составлен по вопросам для самоподготовки к занятию. 
Текущий и рубежный контроль проводятся в течение года на практических занятиях. Письменный текущий  контроль по вопросам для самоподготовки к занятию (контрольные вопросы) и устное собеседование используется для текущего контроля усвоения теоретического материала и готовности к практической части. 

Выполнение практической работы контролируется по результатам, а также их интерпретацией студентом при письменном оформлении протокола работы (экспериментальный отчет). Преподаватель подписывает протокол, если все правильно сделано, оформлено и результаты объяснены. 

После завершения изучения темы дисциплины проводится рубежный контроль, предусматривающий письменную контрольную работу по вопросам, собеседование по ним и контрольным вопросам практических работ, решение тестовых заданий и ситуационных задач. 

Критерии оценки выполнения задания текущего письменного контроля

Оценка «отлично» выставляется студенту, легко интегрирующему вновь усвоенные знания с уже изученными отделами текущего и освоенных модулей, способного активно применять изученные понятия для объяснения закономерностей биохимических процессов. 

Оценка «хорошо» ставится в случае свободного владения понятиями и качественного детального усвоения материала. 

Студент получает оценку «удовлетворительно» при условии правильного выполнения не менее 60% работы, воспроизведения значительной части материала и отсутствия грубых ошибок и пробелов в ключевых понятиях биохимии. 

«Неудовлетворительно» выставляется в случае наличия значительных пробелов в ответах и грубых ошибок.

Собеседование по письменной работе дает возможность студенту показать свои знания с использованием метаболической карты, где он может показать свое понимание протекания метаболических путей, прокомментировать химические превращения метаболитов, их участие в различных реакциях, не выучивая громоздкие формулы наизусть для воспроизведения. Собеседование является одной из форм контроля эффективности работы с метаболической картой на текущем занятии. Собеседование как дополнительная форма контроля может использоваться при всех видах письменных работ - ситуационных задачах, контрольных вопросах текущего и рубежного контроля, аргументирование выбора ответа при тестировании, помогая выставить оценку по заданию с эталонным ответом.

Критерии оценки собеседования

«Отлично» - студент ориентируется в метаболической карте, способен находить и комментировать метаболические пути, реакции, метаболиты, ферменты, сосчитать баланс энергии и показать связь с другими реакциями, объяснить возможные биохимические нарушения.

«Хорошо» - студент уверенно оперирует темой собеседования, но допускает незначительные неточности или пробелы в деталях, не может полноценно показать связи разных метаболических путей.

«Удовлетворительно» - студент в основном отвечает на наводящие вопросы, находит в карте реакции и объясняет основные биохимические особенности реакции (метаболического пути), но ответы стандартные, аналитические вопросы вызывают затруднение у отвечающего.

«Неудовлетворительно» - студент не ориентируется в метаболической карте, номенклатуре метаболитов и ферментов по теме собеседования, неправильно объясняет протекание реакций и их значение.

Критерии оценки экспериментального отчета

Отработано – студентом правильно выполнен лабораторный эксперимент или лабораторный анализ, получены данные, выполнены расчеты, сделаны адекватные выводы по эксперименту и демонстрационному опыту (проведена грамотная оценка результатов лабораторного анализа). Студент может ответить на вопросы преподавателя по теме и проведению работы, о применении изученного метода.

Не отработано – студент делает практические ошибки, неправильно выполняет расчеты и их оформление, делает неверные выводы и оценки, не может объяснить работу.

Самостоятельная работа студентов включает: 1) работу в библиотеке с литературой по темам реферативных докладов; 2) сообщения по теме реферативных докладов и обсуждение материала доклада в группе; 3) решение тестовых заданий и ситуационных задач по теме занятия; 4) межгрупповые студенческие конференции по различным темам (темы УИРС); 5) изучение  разделов биохимии, предназначенных для самостоятельного изучения. 

Для контроля самостоятельной работы студентов кроме контрольных вопросов также используется форма реферативных докладов, тема которых выбирается студентом и согласуется с текущим модулем. 
Критерии оценки реферативного доклада

При выставлении оценки по докладу и реферату суммарно учитываются следующие критерии:

- структура содержания и логика изложения

- полнота раскрытия темы

- обобщение изложенного материала

- современность, научность материала

- оценка практической значимости рассмотренных вопросов

- качество и количество информационных источников

- правильность и наглядность оформления (библиография, иллюстрации)

- учебная ценность  устного доклада

- использование наглядных средств для устного доклада

- качество ответов на вопросы по теме

«Отлично» - студент логично, полно и на современном уровне излагает выбранную тему, широко используя современную учебно-научную литературу, ведущие периодические издания по медицинскому профилю. Реферат хорошо оформлен, структурирован, проиллюстрирован, актуализирована тема, обобщены основные выводы исследования. Доклад хорошо рассчитан во временных рамках, основные идеи реферативного исследования донесены до слушателей, используются наглядные материалы и технические средства визуализации, ответы на вопросы исчерпывающие.

«Хорошо» - имеются некоторые недочеты по оформлению и содержанию, полноте раскрытия темы, мало используются периодические издания, для доклада выбраны не самые актуальные разделы реферата, ответы на вопросы неполные.

«Удовлетворительно» - тема в основном раскрыта и обобщена при написании, но литературные источники скудные, научный уровень несовременный, доклад неуверенный, затянутый и малопонятный слушателям, студент не может грамотно ответить на вопросы.

«Неудовлетворительно» - студент не ориентируется в теме и учебно-научной литературе, противоречивое содержание является компиляцией немногочисленных популярных источников, иллюстрации не относятся к содержанию доклада, обобщение неправильное, неактуальное или отсутствует.

Требования, предъявляемые к студентам на практических занятиях по биохимии 

При проведении учебных лабораторных и исследовательских работ необходимо строго следовать правилам техники безопасности и правилам работы в биохимической лаборатории. 

Правила работы в биохимической лаборатории

1. Перед каждой лабораторной работой необходимо изучить соответствующий лекционный и литературный материалы, а также материал методических указаний и рекомендаций.

2. Без указания преподавателя не проводить лабораторную работу. Пользоваться  лабораторным оборудованием и реактивами без преподавателя или лаборанта запрещается. В процессе эксплуатации центрифуги запрещается прикасаться к движущимся и вращающимся частям используемого оборудования. 

3. Лабораторные работы выполнять тщательно, аккуратно, спокойно и без лишней торопливости, соблюдая тишину и не загромождая рабочее место сумками, пакетами и тому подобное.

4. Работа с реактивами должна проводиться только на рабочих столах со специальным химически устойчивым покрытием. Работу с летучими веществами проводить только под тягой. Запрещается выливать в раковины концентрированные растворы щелочей и кислот, органические растворители. Все указанные отходы должны обязательно собираться в специальные емкости. 

5. Реактивы брать в количествах, указанных в методике проведения данной лабораторной работы. Никакие вещества в лаборатории нельзя пробовать на вкус. 

6. После употребления реактива банку или склянку тотчас же закрыть пробкой (крышкой) и поставить на место.

7. Сухие реактивы необходимо брать при помощи стеклянного микрошпателя.

8. Если реактив отбирается пипеткой, ни в коем случае нельзя той же пипеткой, не вымыв ее, брать реактив из другого сосуда.

9. Пипетки необходимо заполнять реактивами только с помощью резиновых груш. Бюретку следует заполнять титрованным раствором с помощью стеклянной воронки.

10. При нагревании пробирку держать только специальным держателем, направляя отверстием от себя и других людей. 

11. После работы с реактивами тщательно мыть руки.

12. После окончания работы вымыть использованную посуду, выключить воду, привести в порядок рабочее место и сдать его дежурному лаборанту или преподавателю.

13. По каждой лабораторной работе составить отчет и сделать выводы по результатам каждого проделанного эксперимента.

Правила техники безопасности
Студент обязан соблюдать правила техники безопасности при работе в биохимической лаборатории!

Студент обязан: 
- работать в застегнутом халате;

- работать на закрепленном рабочем месте;

- личные вещи хранить в специально отведенном рабочем месте;

- соблюдать тишину, порядок и чистоту в лаборатории;

- при попадании химических реактивов на стол, пол и другие предметы сообщить об этом преподавателю и привести все в порядок;

- опыты с едкими, ядовитыми или сильно пахнущими веществами проводить в вытяжном шкафу; 

- при разбавлении концентрированных кислот соблюдать порядок смешивания: кислоту аккуратно наливать в воду;

- после завершения работы необходимо отключить газ, воду, электроприборы;

- при попадании щелочи или кислоты в глаза или на кожу, промыть их проточной водой (3–5 мин.), а затем раствором борной кислоты (в случае попадании щелочи) или гидрокарбоната натрия (в случае попадании кислоты) и обратиться к врачу. 

Категорически запрещается:

- принимать пищу в лаборатории;

- загромождать рабочее место посторонними предметами;

- посещение лаборатории посторонними лицами;

- работать в отсутствии преподавателя или лаборанта, а также в неустановленное время;

- проводить опыты в загрязненной посуде;

- набирать реактивы в пипетку ртом;

- нагревать, смешивать, взбалтывать реактивы вблизи лица;

- выполнять работы, не связанные с учебным практикумом;

- выливать в раковину остатки кислот, щелочей и других вредных веществ;

- засорять раковину.

Знакомство с оснащением лаборатории. Правила работы с мерной посудой и лабораторным оборудованием
Студентам демонстрируют полный набор мерной посуды (пипетки, микробюретки) и показывают, как ими пользоваться. При знакомстве с основной аппаратурой студентам объясняют принцип работы фотоэлектроколориметра, центрифуги, центрифужных весов, термостата и показывают приборы в работе. 
Правила работы с микродозатором

Микродозатор представляет собой автоматическую пипетку, работающую путем вытеснения объема воздуха, соответствующего отмеряемому объему жидкости. Распространены микродозаторы как для измерения изменяемых объемов (20–200 мкл, 100–1000 мкл), так и для измерения постоянных объемов (50 мкл, 100 мкл, 500 мкл и т.д.) 

Для измерения: 

- воздух вытесняется из пипетки нажатием поршня до легкого сопротивления, носик  колпачка погружается в реактив, затем медленно отпускается поршень. Реактив пневматически насасывается через носик в колпачок пипетки в заданном объеме;

- далее реактив переносится в нужную пробирку и выливается путем повторного медленного нажатия на поршень. При этом носик колпачка контактирует со стенкой пробирки для лучшего выхода жидкости, и нажимать на поршень можно до конца (при выливании реактива ход поршня не измеряющий, но важно вылить все до последней капли);

- отпустить поршень;

- между отмериванием разных реактивов – промыть микродозатор. Для этого операции 1-3 повторить три раза с дистиллированной водой.

Помнить:

- не пытайтесь настроить объем микродозатора больше или меньше указанного на нем номинала, это приведет к поломке дорогого оборудования. При необходимости перенастроить объем обратитесь к преподавателю или лаборанту.

- обычно в работе объемы указаны в мл. Для пересчета, 1 мл=1000 мкл
- следите, чтобы жидкость не попала за пределы сменного колпачка – это гарантия поломки. Недопустимо класть горизонтально или переворачивать дозатор с раствором в колпачке, т.е. нельзя обращаться как со шприцом!

- до и после измерения в колпачке не должно быть жидкости, это ошибка измерения. Если в колпачке капли, от них нужно избавиться промыванием.

Работа с фотоэлектроколориметром (ФЭК)

Колориметрический концентрационный анализ основан на законе светопоглощения Бугера-Ламберта-Бера, который описывается линейной зависимостью между концентрацией раствора поглощающего свет вещества и его оптической плотностью для монохроматического излучения.

Оптическая плотность раствора может изменяться от нуля до бесконечности, но достаточная точность ее измерения возможна лишь в интервале значений от 0,2 до 0,8.

Измерение оптической плотности опытного раствора проводится относительно так называемого контрольного раствора, который не содержит анализируемого компонента, но все остальные реагенты такие же, как в опытном образце. Если эти реагенты прозрачные, можно в качестве контроля использовать дистиллированную воду.

Помнить:

- прогрев оборудования производится с открытой крышкой! крышка закрывается только на момент измерения или после выключения;

- не закрывать крышку без кювет!

- кюветы должны быть сухие снаружи, с чистыми оптическими поверхностями, заполнены выше метки, чтобы при измерении свет шел через раствор, а не через воздух.

Для измерения на КФК-2:

- включить прибор в сеть за 15 мин до измерения (для стабильности показаний необходим прогрев оборудования) с открытой крышкой;

- вращением ручки выбрать светофильтр согласно указанной в описании эксперимента длине волны;

- вращением ручки выбрать «чувствительность», соответственно группе светофильтров (черная, красная);

- поместить в кюветное отделение кюветы с опытным и контрольным раствором, закрыть крышку. (Перевод каретки позволяет менять их местами без вытаскивания);

- против контроля установить НОЛЬ по нижней шкале ручками «ГРУБО» и затем «ТОЧНО» Если не устанавливается, поменять положение ручки «чувствительность» (2 или 3);

- перевести каретку и снять показание прибора против опытной кюветы (стрелка покажет значение по нижней шкале). Открыть крышку;

- если нужны дальнейшие измерения, заменять опытные растворы на другие (и измерять как в п.6) без мытья кюветы, время от времени контролируя точность установки нуля (как в п.5);

- После работы выключить прибор, вытащить и промыть водой кюветы.

Для закрепления полученных знаний и навыков работы с мерной посудой и приборами каждый студент выполняет несложные лабораторные операции, с использованием автоматических пипеток:
	№ пробирки
	Сыворотка, мл (дозатор)
	Вода, мл (бюретка или цилиндр)
	Концентрация

	
	
	
	Мг/мл
	мг% («СИ»)

	1
	0,5
	4,5
	0,5/0,5+4,5=0,1
	0,1· 100=10

	2
	0,1
	4,9
	0,1/0,1+4,9=0,2
	0,2·100=20

	3
	0,02
	5,0
	0,02/0,02+5,0=0,04
	0,04·100=4


Таблица единиц концентраций в системе «СИ»

	Наименование единиц
	Символ
	Определение

	Грамм-на-литр
	г/л
	г вещества в 1000 мл раствора 

	Миллиграмм-на-литр
	мг/л
	мг вещества в 1000 мл раствора

	Моль-на-литр
	моль/л
	число молей, равное количеству грамм вещества в 1000 мл раствора, деленному на молекулярную массу вещества.

	Миллимоль-на-литр
	ммоль/л
	число миллимолей, равное количеству мг вещества в 1000 мл раствора, деленному на молекулярную массу

	Наряду с вышеуказанными, в клинической практике употребляют также:

	Грамм-процент
	г%
	г вещества в 100 мл раствора

	Миллиграмм-процент
	мг%
	мг вещества в 100 мл раствора


Работа с учебной и научной литературой

Студенты должны владеть основными методами работы с учебной и научной литературой, составления картотек, рефератов, литературных обзоров. 

Для свободной ориентации в потоке литературы по любой отрасли знаний и рациональному использованию найденных источников требуются определенные навыки. Еще до начала информационного поиска следует определить для себя круг тем и возможных смежных вопросов, их хронологические рамки, чтобы избавиться от «информационного шума».

Чтобы быстро получить подробные сведения по какому-то вопросу, целесообразно просматривать литературу в следующем порядке:

- медицинская энциклопедия;
- фундаментальные курсы биохимии (список литературы по изучаемому разделу);
- монографии (по данному вопросу), указатели (предметный, формульный, авторский и патентный), реферативные журналы (например, «Биохимия»), начиная с последних лет до периода, охваченного литературными ссылками в монографиях. Это  позволит ознакомиться с обзорными статьями по интересующему вопросу;

- журналы обзорного характера соответствующего профиля, специальные библиографические указатели. 

Перечисленная литература дает ссылки на оригинальные статьи и патенты, которые просматриваются по мере необходимости.

В наши дни существует возможность эффективного поиска литературы с использованием ресурсов Интернет. 

III. ОБМЕН И ФУНКЦИИ УГЛЕВОДОВ

3.1. Химия и функции углеводов. Переваривание углеводов
Цель: изучить состав и строение углеводов пищи, процессы переваривания и всасывания углеводов, их взаимопревращения, реакции и регуляцию распада и синтеза гликогена; освоить методы определения активности α-амилазы слюны и амилазы крови и мочи (диастазы), уметь интерпретировать результаты анализа в оценке состояния углеводного обмена и объяснять возможные причины его нарушения.
Основные термины:

Углеводы - органические соединения, состоящие из двух компонентов углерода и воды, элементарный состав выражается общей формулой См (Н2О)n. 

Моносахариды - производные многоатомных спиртов, содержащие альдегидную          

-НС=О (альдозы) или кетонную >С=О (кетозы) группу.

Олигосахариды - содержат несколько (от 2 до 10) остатков моносахаридов, соединенных гликозидной связью.

Полисахариды - полимеры, построенные из остатков моносахаридов.

Гомополисахариды - все мономеры идентичны.

Гетерополисахариды - мономеры различны.

План изучения темы:
1. Строение углеводов. 
2. Классификация. Основные углеводы пищи. 
3. Переваривание и всасывание углеводов, локализация процесса на уровне ЖКТ, ферменты. 
4. Взаимопревращения углеводов. 
5. Синтез и распад гликогена, регуляция этих процессов. 
6. Количественное определение амилазы слюны как метод оценки функции слюнных желез.

ИЗЛОЖЕНИЕ УЧЕБНОГО МАТЕРИАЛА
Углеводы, наряду с белками и липидами, являются важнейшими компонентами клеток живых организмов. В них они выполняют весьма разнообразные и важные функции: энергетическую (служат источником макроэргических соединений и тепла), защитную (полисахариды входят в состав клеточных мембран, антител), структурную (участвуют в образовании тканевых, клеточных и субклеточных структур), используются для биосинтеза нуклеиновых кислот (рибоза и дезоксирибоза), липидов, белков и многих других биологически важных соединений.
Источником углеводов организма служат углеводы пищи, основным из которых является крахмал. Крахмал (полисахарид) - это основная форма депонирования углеводов растениями, образуется в них в результате фотосинтеза. Гликоген – форма депонирования углеводов в тканях животных. Лактоза (дисахарид) содержится в молоке, это основной углевод в питании грудных детей. В меде и фруктах содержатся моносахариды глюкоза и фруктоза. Норма углеводов в питании составляет 400-500 г. 
Гидролиз (переваривание) крахмала и гликогена начинается в ротовой полости под влиянием амилазы слюны. Известны α,β,γ - формы амилазы слюны. Первая (α-амилаза) гидролизует внутренние связи в молекуле полисахаридов, образуя олигосахара. Вторая (β -амилаза), отщепляет с конца полисахарндной цепи молекулы мальтозы; γ -амилаза отщепляет от полисахарида молекулы глюкозы. Оптимум рН действия всех названных амилаз лежит в пределах 6,8-7,0. В желудке, где сильно кислая реакция среды, (рН 1,5-2,5), названные  ферменты неактивны, и углеводы в нем не перевариваются. Лишь внутри пищевого комка амилаза слюны продолжает действовать. В 12-перстной кишке углеводы начинают интенсивно расщепляться, т. к. в этом отрезке кишечника значение рН среды нейтральное или даже слабо щелочное, и сюда дополнительно поступает α-амилаза поджелудочной железы. Гликозидные связи, находящиеся в точках ветвления гликогена и амилопектина (1-6 связи) гидролизуются; амило-1,6-глюкозидазой и олиго-1,6-глюкозидазой.

Если от гликогена в желудочно-кишечном тракте отщепляется мальтоза, то она под влиянием мальтазы расщепляется на 2 молекулы глюкозы.  

Лактоза молока расщепляется под влиянием лактазы на глюкозу и галактозу.

Если с пищей попадает сахароза, то она под влиянием сахаразы расщепляется на  молекулы фруктозы и глюкозы.
В конечном итоге все поступившие с пищей поли-, олиго- и дисахара гидролизуются (перевариваются) до моносахаров - преимущественно до глюкозы, фруктозы и галактозы. Далее все они при активном участии АТФ, ионов натрия, ферментов и других молекул переносятся из просвета кишечника в клетки слизистой оболочки (облегченная диффузия, симпорт).
Углеводы, которые не перевариваются в ЖКТ: клетчатка, пектины, лигнины.  В ЖКТ нет ферментов, гидролизующих β-1-4-гликозидную связь. Биологическая роль клетчатки (целлюлозы): среда бактериальной флоры, стимулирует перистальтику кишечника, является основой  фекалиев и  адсорбентом различных токсинов.

Судьба всосавшихся моносахаров различна. Полагают, что более 90% их попадает в печень и там превращается в гликоген. В состав гликогена может включаться только глюкоза, а фруктоза и галактоза - нет. В связи с этим, последние в цитоплазме клеток кишечника изомеризуются и превращаются в глюкозу.

Пути, по которым начнутся дальнейшие превращения этих молекул, многочисленны: это аэробное и анаэробное окисление, использование их для био​синтеза заменимых аминокислот, гликозамигликанов, рибозы и дезоксирибозы, высших жирных кислот, гликогена; а также многих других важных для организма веществ.
Гликоген - основной резервный полисахарид в клетках животных. Остатки глюкозы соединены в линейных участках α-1-4-гликозидными связями, в местах разветвления α-1-6- гликозидными связями. Гликоген депонируется главным образом в печени и скелетных мышцах. Гликоген синтезируется в период пищеварения (1-2 часа после приема углеводной пищи). Синтез гликогена идет с затратой энергии, сопряженной с расходованием АТФ и УТФ. Синтез гликогена стимулирует гормон инсулин.

Мобилизация гликогена происходит в период между приемами пищи, во время физической нагрузки и при стрессе. Этот процесс происходит  в результате каскадного механизма  активации фермента фосфорилазы b под действием гормона адреналина и глюкагона. Гликоген печени освобождает глюкозу в кровь, т.к., в отличие от мышц, в печени функционирует фермент глюкозо-6-фосфатаза. Глюкозо-6-фосфат мышц используется для получения энергии.
Биосинтез гликогена происходит после приема пищи, в условиях повышенной концентрации глюкозы в крови с целью ее депонирования. Особой интенсивностью этого процесса отличаются печень и мышцы. Регуляторным ферментом является гликогенсинтетаза, активность которой повышается под действием  инсулина.  

Взаимопревращения сахаров - это процесс трансформации фруктозы и галактозы в глюкозу или ее производные. Существует несколько вариантов преобразования фруктозы и галактозы в глюкозу в зависимости от типа ткани и возраста. 

ЛАБОРАТОРНЫЙ ПРАКТИКУМ
Работа 1. Определение активности амилазы слюны по методу Вольгемута.

Принцип метода: Основан на нахождении, путем разведения слюны, минималь​ного «порогового» количества фермента, способного при определенных условиях опыта (температура 38°С, рН 7,0) расщепить за 30 минут 1 мл 0,1% раствора крахмала. Это минимальное количество фермента принимают за единицу активности.

Диагностическое значение: У здоровых лиц амилазная активность слюны колеблется в пределах «Е» (38°С/30') = 160-320. Это значит, что у здоровых лиц 1 мл не разведенной слюны способен при указанных условиях расщепить 160-320 мл 0,1-процентного раствора крахмала. Нарушается активность амилазы при заболеваниях слюнных желез.

Ход работы: Готовят разведение амилазы слюны в 20, 40, 80 и т. д. раз. Для этого в 6 пробирок наливают по 1 мл дистиллированной воды. В 1 пробирку добавляют 1 мл слюны, разведенной в 10 раз, и содержимое перемешивают (разведение в 20 раз). Далее 1 мл из 1 пробирки переносят во вторую (разведение в 40 раз), из второй в третью (разведение в 80 раз) и т.д. Из последней пробирки 1 мл разведенной слюны удаляют. Затем  в каждую пробирку добавляют по 1 мл воды и по 2 мл 0,1-процентного раствора крахмала (субстрат амилазы), перемешивают и помещают в термобаню  при 38°С на 30 минут. Далее к содержимому пробирок добавляют по 1 капле 0,1-процентного раствора йода. Для расчета амилазной активности слюны используют последнюю пробирку в ряду разведения слюны, в которой наблюдается полный гидролиз крахмала (слабо желтоватая окраска от добавления йода). 

Расчет результатов анализа:
Амилазную активность 1 мл слюны рассчитывают по формуле:

2 х Y
Е = ——, где

1

Е - амилазная активность слюны,

2 - количество мл 0,1-процентного раствора крахмала, взятого в опыт,

У - содержание фермента в пробирке, где произошло полное расщепление крахмала,

1 - объем слюны, на который рассчитывают активность амилазы.

	№ пробирки

Разведение слюны
	1

1:20
	2

1:40
	3

1:80
	4

1:160
	5

1:320
	6

1:640

	Кол-во мл 0,1% раствора крахмала
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	Окраска раствора с йодом
	
	
	
	
	
	

	Вывод о степени гидролиза
	
	
	
	
	
	


ВЫВОД из проделанной работы: в соответствии с полученными результатами делают вывод об активности амилазы слюны. 
Работа 2. Определение активности  диастазы (амилазы) крови и мочи.

Принцип метода: Основан на способности амилазы исследуемой жидкости катализировать гидролиз  нерастворимого в воде комплекса (крахмал - краситель) с освобождением из него красителя, который окрашивает исследуемый раствор в синий цвет. Чем активнее фермент, тем больше гидролизуется названного комплекса, тем больше освобождается красителя.

Диагностическое значение: Амилаза крови представлена 2 типами фермента: панкреатической Р (тип) и амилазой слюнных желез S (тип). В крови здоровых людей 70% активности дает S тип, в моче 65% активности падает на Р тип. В клинике анализируют общую активность (S и Р ) сыворотки крови или мочи. Гиперамилаземия наблюдается при нарушении секреции желез, содержащих амилазу, и проницаемости их клеточных мембран (например, при воспалении названных желез), а также недостаточности разрушения амилазы и выделения почками этого фермента из организма. Резкая гиперамилаземия Р–типа при острых панкреатитах в первые и вторые сутки сопровождается значительным выделением амилазы с мочой. Обострение хронического панкреатита, опухоль головки поджелудочной железы, сахарный диабет, острый некроз печени  могут вызвать увеличение амилазной активности крови, но при этих заболеваниях гиперамилаземия не развивается столь быстро и не достигает столь значительных величин, как при остром панкреатите.  Гиперамилаземию вызывают многие фармакологические соединения - кортикостероидные препараты, тетрациклин, гистамин, салицилаты. Хронические воспалительные процессы, приводящие к циррозу или атрофии поджелудочной железы, хронические заболевания печени обычно сопровождаются гипоамилаземией. В норме активность диастазы (амилазы) сыворотки крови колеблется в пределах 140-350 Е/л, мочи – 1000-2000 Е/л.

Ход работы: В центрифужные пробирки (опыт, контроль) добавляют реактивы в количествах, указанных в таблице.

	Проба

Реактив
	Опыт (мл)
	Контроль (мл)

	Суспензия субстрат-краситель
	1,0
	1,0

	Содержимое пробирок подогревают 5 минут в термобане при 370 С и добавляют следующие реактивы: 

	Сыворотка крови 

(или моча)
	0,1

 (0,05)
	-

	Дистиллированная вода

кровь

моча
	-
	0,1 

(0,05)

	Содержимое пробирок перемешивают и инкубируют 15 минут при 370 С и добавляют следующие реактивы:

	Осаждающий раствор
	2,0
	2,0


Содержимое пробирок снова перемешивают и оставляют еще на 15 минут. Центрифугируют содержимое пробирок при 3000 об/мин 10 мин и измеряют оптическую плотность надосадочной жидкости опытной пробы против контрольной  при длине волны 590 нм (желтый светофильтр) в кювете 5 мм.

Расчет: Активность фермента в международных единицах (Е/л) находят по  таблице, прилагаемой к набору реактивов. При анализе мочи полученную активность необходимо умножить на 2, т.к. на анализ берется в 2 раза меньше исследуемой жидкости.

ВЫВОД из проделанной работы: в соответствии с полученными результатами делают вывод об активности  диастазы (амилазы) крови и мочи.
УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ И ОСНАЩЕНИЕ
- протоколы лабораторных работ;

- сборники тестовых заданий и ситуационных задач с эталонами ответов;

- карточки программированного контроля (билеты с вопросами по теме занятия);

- водяная баня, посуда, реактивы, ФЭК, дозаторы, центрифуга, центрифужные весы.

ДИДАКТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ
А. Задания в тестовой форме: 
1. ФУНКЦИИ, ВЫПОЛНЯЕМЫЕ УГЛЕВОДАМИ И ИХ ПРОИЗВОДНЫМИ

1) энергетическая

2) рецепторная

3) защитная

4) антитоксическая 

5) структурная (гликопротеиды)

2. ПРИ ПЕРЕВАРИВАНИИ ПИЩИ ИСТОЧНИКАМИ ГЛЮКОЗЫ ЯВЛЯЮТСЯ 
    СЛЕДУЮЩИЕ УГЛЕВОДЫ
1) сахароза

2) лактоза

3) крахмал

4) целлюлоза (клетчатка)

5) гликоген

3. В РАСПАДЕ ГЛИКОГЕНА ДО ГЛЮКОЗЫ ПРИНИМАЮТ УЧАСТИЕ
1) фосфорилаза «а» печени 

2) глюкозо-6-фосфатаза скелетных мышц 

3) неорганический фосфат 

4) фосфорилаза мышц

5) глюкозо-6-фосфатаза печени 

Б. Ситуационные задачи: 

1. У больного обнаружен наследственный дефект фермента глюкозо-6-фосфатазы. 

1. Будет ли происходить: а) отложение гликогена в печени после еды? б) мобилизация гликогена и выход глюкозы в кровь в постабсорбтивный период?

2. Как будет проявляться это нарушение обмена углеводов?

2. После внесения адреналина в среду, содержащую кусочки мышечной ткани, концентрация цАМФ повысилась, но фосфорилаза находилась только в форме «В».

А. Дефект каких ферментов мышц наиболее вероятен? Как регулируется их активность?

Б. Могут ли животные с такой патологией выполнять длительную интенсивную мышечную работу, например, убегать от опасности, или переносить стресс?

3. Объясните, почему наследственные или возрастные дефекты ферментов, гидролизующих углеводы, являются причиной нарушения переваривания и сопровождаются спазмами и болями в кишечнике, диареей и метеоризмом.

В. Программированный контроль знания темы: письменная контрольная работа по вопросам конечного уровня знаний по теме занятия.
Г. Вопросы для самоподготовки по теме 1:

Химия углеводов.

1. Как классифицируются углеводы?

2. Перечислите основные углеводы пищи. Каково значение этих углеводов для организма?

3. Повторите формулы основных моно-, ди-, полисахаридов (триоз, рибозы, дезоксирибозы, сахарозы, лактозы, гликогена, крахмала, целлюлозы). 

4. Какие типы связей встречаются в молекулах ди- и полисахаридов? ((-1-4);  ((-1-2); ((-1-6); ((-1-4). Какие ферменты гидролизуют эти связи в ди- и полисахаридах?

5. Опишите строение и биологическую роль углевод-белковых комплексов (гликопротеидов и протеогликанов).

Переваривание и всасывание углеводов.
1. Где происходит переваривание ди- и полисахаридов? (перечислите ферменты, участвующие в переваривании углеводов и их локализацию в ЖКТ).

2. Какой из углеводов пищевых продуктов не переваривается в ЖКТ? Его значение в питании человека.

3. Раскройте механизм процесса всасывания углеводов.

4. Назовите возможные причины нарушения переваривания углеводов (генетически обусловленные, связанные с заболеваниями ЖКТ).

Роль глюкозо-6-фосфата в метаболизме углеводов.

1. Опишите первую реакцию превращения глюкозы. Перечислите ферменты и кофакторы этой реакции. В чем специфика этой реакции? (в печени и в др. органах и тканях).

2. В чем заключается биологическое значение образования глюкозо-6-фосфата («ловушки глюкозы»). 

3. Объясните схемы путей использования глюкозо-6-фосфата в клетке. 

Синтез гликогена.

1. Что является структурной единицей гликогена и какие типы связей встречаются в этом полимере? Напишите фрагмент молекулы гликогена.

2. В каких органах преимущественно откладывается гликоген после приема пищи, в каком количестве? Какие гормоны регулируют этот процесс?

3. Опишите уравнения реакций синтеза гликогена.

4. Как регулируется активность гликогенсинтетазы?

Распад гликогена и взаимопревращение сахаров.

1. При каких условиях происходит расщепление (мобилизация) гликогена? (стресс, физическая работа, промежутки между приемами пищи). Какие гормоны регулируют этот процесс?

2. В чем особенность мобилизации гликогена в печени и мышцах? (Роль глюкозо-6-фосфатазы печени).

3. Опишите схему каскада реакций, обеспечивающих превращения фосфорилазы «b» в фосфорилазу «а»?

4. Опишите реакции взаимопревращения сахаров (галактозы в глюкозу и фруктозы в глюкозу).

5. В чем причина и симптомы развития галактоземии?

3.2. Катаболизм углеводов
Цель: изучить пути аэробного и анаэробного превращения углеводов, метаболическое и функциональное значение этих процессов в организме человека; освоить методики количественного определения глюкозы в крови глюкозооксидазным и экспресс методами, энзимный метод определения молочной кислоты в крови; уметь использовать результаты этих анализов для оценки в организме состояния углеводного обмена и наличия заболевания.

Основные термины

Аэробный гликолиз - ферментативный процесс окисления глюкозы до ПВК, сопровождающийся  образования АТФ по механизмам субстратного и окислительного фосфорилррования.

Анаэробный гликолиз - ферментативный процесс окисления глюкозы до молочной кислоты сопровождающийся  образования АТФ по механизму субстратного фосфорилирования.

Гликолитическая оксидоредукция - это сумма реакций окисления и восстановления метаболитов глюкозы второй стадии гликолиза. Глицеральдегид-3-фосфат окисляется путем дегидрирования до 1,3-дифосфоглицериновой кислоты (фермент глицерофосфат дегидрогеназа, кофермент НАД), который восстанавливается до НАДН2.  В анаэробных условиях последние молекулы регенирируется, восстанавливая пируват до лактата (фермент лактатдегидрогеназа). Эти реакции являются движущей силой анаэробного гликолиза. 

Гликогенолиз – процесс анаэробного ферментативного распада в тканях гликогена до лактата.
Эффект Пастера - подавление анаэробного гликолиза дыханием (переключение анаэробного пути на аэробный в присутствии кислорода). 

План изучения темы: 
1. Катаболизм глюкозы: аэробный и анаэробный гликолиз (этапы, действие челночных механизмов, энергетический баланс). 
2. Регуляция катаболизма глюкозы. 
3. Диагностическое значение определения глюкозы и лактата в сыворотке крови.

ИЗЛОЖЕНИЕ УЧЕБНОГО МАТЕРИАЛА
Пути метаболизма и использования глюкозы в организме у человека многочисленны. Направления, по которым будет катаболизироваться глюкоза, зависят от вида клеток (анаэробы, аэробы или факультативные клетки), условий их существования в окружающей среде, а также от потребностей органов и тканей в различных соединениях, способных синтезироваться из углеводов. 

У человека глюкоза катаболизируется преимущественно в аэробных условиях, при наличии в клетке кислорода. Путь окисления углеводов в аэробных условиях более выгоден с энергетической точки зрения, так как каждый моль глюкозы при этом обеспечивает образование приблизительно 686 ккалорий. При катаболизме того же количества глюкозы по анаэробному пути освобождается всего 47 ккалорий. Однако, анаэробный путь превращения глюкозы крайне важен для организма человека. При недостатке кислорода большинство органов и тканей функционирует некоторое время лишь благодаря усилению скорости анаэробного гликолиза. Некоторые ткани находятся в наибольшей зависимости от катаболизма глюкозы, как источника энергии (например, клетки мозга). Недостаточное снабжение мозга глюкозой или гипоксия проявляются головокружением, судорогами, потерей сознания. 

Катаболизм глюкозы. Аэробный, анаэробный гликолиз.

Гликолиз – процесс окисления глюкозы, в результате которого происходит расщепление глюкозы с образование 2 молекул пирувата (аэробный гликолиз) или 2 молекул лактата (анаэробный гликолиз). Аэробный и анаэробный гликолитический путь начинается с фосфорилирования глюкозы. Во многих тканях эту реакцию катализирует гексокиназа (Км<0,1мМоль/л), а в печени эту реакцию может катализировать и глюкокиназа  (Км<12мМоль/л). Образование глюкозо-6-фосфата - своеобразная «ловушка» для глюкозы. 

В аэробном и анаэробном гликолизе можно выделить 2 стадии.

На стадии а) глюкоза распадается с образованием 2 фосфотриоз (фосфоглицериновый альдегид и фосфодиоксиацетон). Эти реакции протекают потреблением двух молекул АТФ.

Стадия б) аэробного гликолиза - обеспечивает окисление фосфотриоз до пировиноградной кислоты и  образование АТФ по механизму субстратного фосфорилирования. В ходе реакций происходит дегидрирование различных метаболитов и восстановление НАД и НАДФ до НАДН2. Кислород используется клетками (митохондриями) значительно позже - на стадии окисления НАДН2 в цепи биологического окисления. Это приводит к образованию АТФ по механизму окислительного фосфорилирования. Все этапы гликолитического пути окисления глюкозы происходят в цитозоле. Мембрана митохондрий не проницаема для водорода. Водород транспортируется в митохондрии с помощью челночного механизма. Существует два вида челночных механизмов: 1) глицеро-фосфатный челночный механизм (функционирует в клетках скелетных мышц и гепатоцитах печени); 2) малат-аспартатный челночный механизм (функционирует в клетках сердечных мышц).
Обе челночные системы существенно отличаются по количеству синтезируемого АТФ. В первой системе соотношение Р/О=2, т.к водород вводится в ЦПЭ на уровне КоQ. Вторая система энергетически более эффективна, т.к. передает водород в ЦПЭ через митохондриальный НАД и соотношение Р/О=3.

Стадия в анаэробного гликолиза отличается  от аэробного  тем, что НАДН2 (восстановленный кофактор фермента глицерофосфатдегидрогеназы)  окисляется не кислородом, а за счет переноса водорода ферментом лактатдегидрогеназой на пировиноградную кислоту с образованием лактата. Движущей силой анаэробного гликолиза является гликолитическая оксидоредукция. Гликолитическая оксидоредукция обеспечивает возможность продолжения гликолиза и образования энергии при недостаточном поступлении кислорода к органам и тканям по механизму только субстратного фосфорилирования. Значение реакции восстановления пирувата заключается не в образовании лактата, а в том, что данная реакция обеспечивает регенерацию НАД. Анаэробный распад глюкозы происходит в мышцах в первые минуты работы, в эритроцитах, в которых нет митохондрий, а также в различных органах при недостаточном снабжении их кислородом (гипоксия). При достаточном поступлении О2  происходит подавление анаэробного гликолиза, концентрация лактата снижается, а окисление глюкозы переключается на более энергетически выгодный аэробный путь окисления.
Пируват, образовавшийся в аэробном гликолизе, окисляется в общем пути катаболизма – в процессе окислительного декарбоксилирования, а полученный ацетил-КоА окисляется в цикле трикарбоновых кислот. 

Баланс энергии окисления одной молекулы глюкозы. 
	Этапы аэробного распада глюкозы
	Количество использованного АТФ
	Количество синтезированного АТФ

	I. Аэробный гликолиз
Глюкоза→2пируват
II. Окислительное декарбоксилирование пирувата

2 (пируват→Ацетил-КоА)

III. ЦТК 

2 (ацетил-КоА→СО2 +Н2О )

Суммарный выход АТФ при окислении 1моль глюкозы (переносчик второго типа
	-2
-
	+10

+6

+24

+38

	Этапы анаэробного распада глюкозы
	Количество использованного АТФ
	Количество синтезированного АТФ

	Гликолиз: стадия А 

Глюкоза→2фосфотриозы 

Гликолиз: стадия Б

2фосфотриозы →2 лактата

Суммарный выход АТФ при окислении 1моль глюкозы
	-2


	+4

+2


Регуляция катаболизма глюкозы.

Значение гликолиза состоит в синтезе АТФ. Показателем потребления АТФ является накопление АДФ и АМФ. Отношение уровня АТФ к АМФ и АДФ характеризует энергетический статус клетки. Три реакции гликолиза катализируемые гексокиназой (или глюкокиназой), фосфофруктокиназой и пируваткиназой необратимы. Существенное значение для регуляции гликолиза имеет изменение активности фермента фосфофруктокиназы, т.к. этот фермент катализирует наиболее медленную реакцию гликолиза. Фосфофруктокиназа аллостерически активируется АМФ, но ингибируется АТФ. При высоком уровне АТФ снижается скорость ЦТК и ЦПЭ, в этих условиях процесс гликолиза замедляется. На скорость катаболизма глюкозы влияет скорость регенерации НАДН2 в дыхательной цепи.

ЛАБОРАТОРНЫЙ ПРАКТИКУМ
Глюкоза является важнейшим компонентом крови. Количество ее в значительной мере отражает состояние углеводного обмена в организме. Глюкоза почти поровну распределяется между плазмой и форменными элементами крови с некоторым превышением ее в плазме. 

Основным методом определения глюкозы в крови является глюкозооксидазный. Необходимо отметить, что существуют понятия «истинная глюкоза» и «сахар крови». Последний показатель определялся по методу Хагедорна-Иенсена и включает всю сумму углеводов крови и некоторые редуцирующие вещества неуглеводной природы (глутатион, креатин). Поэтому содержание сахара в крови выше (4,4-6,6 мМоль), чем показатель истинной глюкозы (3,3-3,5 мМоль).

Работа 1. Определение количества глюкозы в сыворотке крови глюкозо-

оксидазным методом.

Принцип метода: Основан на способности фермента глюкозооксидазы (ФАД-зависимый фермент) окислять (-глюкозу, в результате чего  происходит перенос на ФАД двух протонов и электронов от первого её углеродного атома с образованием  из глюкозы глюколактона, а затем глюконовой кислоты. Далее восстановленный ФАДН2 передает протоны и электроны на кислород с образованием эквимолярного количества перекиси водорода, которая окисляет субстрат (SH2) в присутствии фермента пероксидазы по схеме:

                        Н

                                             пероксидаза


                S           + H2O2                                 S  +  2H2O
                          Н                                          субстрат

                                                                       красного

                                                                         цвета

Интенсивность образующейся при этом окраски зависит только от содержания в исследуемой жидкости глюкозы.

Диагностическое значение: Содержание глюкозы в крови в норме 3,3-5,5 мМоль/л. Повышение (гипергликемия) наблюдается после приема пищи (алиментарная), шоковых состояниях, при сахарном и стероидном диабете,  при стрессах, тиреотоксикозе и др. Снижение (гипогликемия) отмечается при голодании, длительной физической нагрузке, беременности, опухолях островкового аппарата поджелудочной железы, избыточном введении инсулина.

Ход работы: В 4 сухие пробирки добавляют по 2,5 мл «рабочего» реактива (смесь ферментов обеспечивающих протекание реакций). Затем в 1-3 пробирки вносят с помощью дозатора по 0,05 мл сыворотки крови (Задача 1,2,3) , а в 4 пробирку - 0,05 мл стандартного раствора (10 ммоль/л) глюкозы. Содержимое пробирок перемешивают и инкубируют 25 минут при комнатной температуре (перемешивание проводят через каждые 5-10 минут). После инкубации измеряют оптическую плотность (экстинкцию) опытных пробирок (Еоп) и стандартного раствора (Ест) против воды и при зеленом светофильтре (520 нм) в кювете 0,5 см.

Расчет концентрации глюкозы проводят по формуле:

         Еоп * Сст 

Соп= ————— , где 

             Ест

- Соп - содержание глюкозы в сыворотке крови (ммоль/л);

- Еоп - экстинкция опытной пробы;

- Сст - концентрация глюкозы в стандартном растворе (10 ммоль/л);

- Ест - экстинкция стандартного раствора.

ВЫВОД из проделанной работы: в соответствии с полученными результатами делают 
вывод о количестве глюкозы в крови. 
Работа 2. Определение молочной кислоты в крови энзимным методом.

Принцип метода: В основе метода лежит система сопряженных реакций:

молочная кислота + О2                                                   пируват + Н2О2

Н2О2  + 4-аминоантипирин + n-хлорфенол                           хиноаминовый окраш. пр-кт   +  Н2О
Диагностическое значение:  Молочная кислота является конечным продуктом гликолиза и гликогенолиза. Концентрация молочной кислоты в крови здорового человека при мышечном покое колеблется в пределах 1,0 - 1,7 ммоль/л.   Значительное количество молочной кислоты образуется в мышцах при тяжелой физической работе, гипоксии, ишемии, а также при некоторых заболеваниях, например, при инфаркте миокарда.

Ход работы:  В пробирки вносят реактивы по следующей схеме:

	Проба

Реактив
	Опытная, мл
	Стандартная, мл

	Рабочий реактив
	2,00
	2,00

	Сыворотка крови
	0,02
	-

	Стандартный раствор
	-
	0,02


Содержимое пробирок перемешивают и инкубируют 10 мин при температуре 20-250С. Пробы колориметрируют против дистиллированной воды при длине волны 490 нм в кювете с толщиной поглощающего слоя 0,5 см.

Расчет концентрации лактата проводят по формуле:

          Еоп * Сст 

Соп= ————— , где 

             Ест

- Соп - содержание лактата в сыворотке крови (ммоль/л);

- Еоп - экстинкция опытной пробы;

- Сст - концентрация лактата в стандартном растворе (3,3 ммоль/л);

- Ест - экстинкция стандартного раствора.

ВЫВОД из проделанной работы: в соответствии с полученными результатами делают 
вывод о количестве молочной кислоты.
Работа 3. Экспресс-методы определения в крови и других биологических жидкостях содержания глюкозы.

Принцип метода: В основе всех известных экспресс-методов определения содержания глюкозы лежат реакции со специфическими реактивами, нанесенными, как правило, на полоску фильтровальной бумаги. Глюкоза, содержащаяся в исследуемой жидкости, вступая во взаимодействие с этими реактивами, окрашивает бумагу в определенный цвет. Интенсивность развивающейся окраски используется для установления присутствия  глюкозы и ее полуколичественного определения в исследуемой жидкости.

Ход работы: На полоску «Глюкотест», «Глюкопрофил» или другие нанести каплю исследуемого вещества (кровь, моча). Сопоставляют окраску полоски с цветной шкалой, прилагаемой к набору, и определяют содержание глюкозы. 

ВЫВОД из проделанной работы: в соответствии с полученными результатами делают 
вывод о количестве глюкозы в биологических жидкостях.
УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ И ОСНАЩЕНИЕ
- протоколы лабораторных работ;

- сборники тестовых заданий и ситуационных задач с эталонами ответов;

- карточки программированного контроля (билеты с вопросами по теме занятия);

- посуда, реактивы, ФЭК, дозаторы.

ДИДАКТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ
А. Задания в тестовой форме: 
1. ПОЛОЖЕНИЯ, ПРАВИЛЬНО ХАРАКТЕРИЗУЮЩИЕ ЗНАЧЕНИЕ 
    АНАЭРОБНОГО РАСПАДА ГЛЮКОЗЫ
1) обеспечивает энергозатраты скелетных мышц в первые минуты при выполнении 
    срочной интенсивной работы

2) активируется в сердечной мышце при заболеваниях с нарушением кровообращения и 
   явлениями гипоксии

3) является основным источником энергии для метаболизма эритроцитов

4) обеспечивает синтез АТФ путем субстратного фосфорилирования

5) способствует поддержанию рН крови на постоянном уровне

2. УТВЕРЖДЕНИЯ, ПРАВИЛЬНО ОТОБРАЖАЮЩИЕ РАБОТУ ГЛИЦЕРОЛ-3-
     ФОСФАТНОГО ЧЕЛНОЧНОГО МЕХАНИЗМА

1) в цитозоле окисление НАДН2  до НАД происходит в процессе превращения 
    дигидроксиацетонфосфата в глицерол-3-фосфат

2) образующийся глицеролфосфат транспортируется через мембрану митохондрий

3) глицеролфосфат является донором электронов и протонов для ФАД-зависимой 
    дегидрогеназы

4) синтез двух молекул АТФ идет по механизму субстратного фосфорилирования

5) глицерофосфатный челночный механизм действует в клетках скелетных мышц

3. конечным продуктом анаэробного гликолиза в тканях 
   ЖИвотных является

1) пируват

2) лактат

3) фосфоенолпируват

4) этанол

5) ацетил - КоА

Б. Ситуационные задачи: 

1. А) Какой из процессов распада глюкозы обеспечивает энергией метаболизм эритроцитов - клеток, лишенных митохондрий?

      Б) Каков механизм образования энергии в этих условиях?

      В) Опишите другие особенности метаболизма глюкозы в эритроцитах.

2. А. Используя метаболическую карту, опишите характерные особенности аэробного и анаэробного гликолиза. 

    Б. Объясните механизмы переключения аэробного гликолиза на анаэробный и наоборот. 

3. Укажите (по метаболической карте), в каких реакциях анаэробного гликолиза используется, а в каких синтезируется АТФ. Опишите значение анаэробного гликолиза и механизм синтеза АТФ.

В. Программированный контроль знания темы: письменная контрольная работа по вопросам конечного уровня знаний по теме занятия.
Г. Вопросы для самоподготовки по теме 2:

Аэробный путь окисления глюкозы

1. Какова биологическая роль распада углеводов в клетках. Какие существуют типы распада углеводов (по характеру расщепления и доступности кислорода)?

2. Что такое аэробное окисление глюкозы? На какие этапы его делят? Дайте общую характеристику каждого этапа этого процесса (аэробный гликолиз, окислительное декарбоксилирование пирувата, ЦТК).

3. Опишите химические реакции I стадии аэробного гликолиза. Дайте общую характеристику, назовите ферменты, лимитирующие скорость превращения глюкозы по этому пути; перечислите варианты использования фосфотриоз.

4. Опишите химические реакции 2 стадии аэробного гликолиза.

Дайте общую характеристику, назовите ферменты, лимитирующие скорость окисления метаболитов глюкозы на этом пути, раскройте его значение для биогенеза клетки.

5. Опишите схему окислительного декарбоксилирования пировиноградной кислоты до ацетил-КоА. Назовите ферменты и коферменты этих реакций.

6. Объясните схему возможных путей использования клеткой ацетил-КоА.

7. Опишите реакции превращения ацетил-КоА в цикле трикарбоновых кислот. Перечислите возможные пути использования метаболитов ЦТК.

8. Объясните, почему превращение метаболитов глюкозы на всех трех этапах мы называем окислением. Приведите примеры окисления метаболитов глюкозы на всех трех этапах. Назовите какие ферменты катализируют эти процессы.

9. Опишите пути окисления восстановленных кофакторов дегидрогеназ НАДН2 и НАДФН2 (в аэробных условиях). Раскройте биологическое значение этих реакций. Объясните механизм окислительного фосфорилирования АДФ.

10. Опишите уравнения реакций аэробного окисления глюкозы, в которых происходит синтез АТФ по механизму субстратного фосфорилирования.

11. Расскажите о челночном механизме транспорта водорода НАДН2 из цитоплазмы в митохондрии (в клетках печени и мышц).

12. В чем заключается биологическое значение аэробного пути окисления глюкозы. Из каких этапов складывается этот процесс? Рассчитайте баланс энергии этих этапов (от глюкозы до ПВК; от ПВК до ацетил-КоА; от ацетил-КоА до СО2 и Н2О).
Анаэробный путь окисления глюкозы и гликогена.

13. Что такое гликолиз и гликогенолиз? На какие стадии принято делить гликолиз? Дайте общую характеристику каждой стадии гликолиза, назовите ферменты, лимитирующие скорость окисления глюкозы по этому пути.

14. Чем отличается аэробный и анаэробный гликолиз? Какой метаболит является конечным акцептором водорода от НАДН2 в реакциях гликолиза в анаэробных условиях?

15. Что такое гликолитическая оксидоредукция? Напишите уравнения этих реакций, дайте объяснение.

16. Опишите уравнения реакции I стадии гликолиза, идущие с потреблением энергии АТФ.

17. Опишите схему реакции II стадии гликолиза, идущих с выделением энергии. Дайте определение понятию «субстратное фосфорилирование».

18. В чем заключается биологическое значение гликолиза и гликогенолиза? Чем отличаются эти процессы? Рассчитайте баланс энергии этих путей окисления глюкозы.

19. Каковы механизмы переключения окисления глюкозы с аэробного пути на анаэробный и наоборот (Эффект Пастера)?

3.3. Глюконеогенез, цикл Кори. Пентозофосфатный путь
Цель: изучить  процессы синтеза глюкозы (глюконеогенеза), рассмотреть пути обмена лактата в печени и мышцах (цикл Кори); изучить апотомический путь окисления глюкозы - пентозофосфатный путь (ПФП) и его биологическую роль; освоить методику теста на толерантность к углеводам и построения сахарных кривых. 

Основные термины:

Глюконеогенез - синтез глюкозы (de novo) заново из неуглеводных компонентов. 

Цикл Кори - глюкозо-лактатный цикл - совокупность ферментативных реакций, обеспечивающих образование в печени из молекул молочной кислоты, поступающих с током крови из интенсивно работающих мышц; затем новообразованная молекула глюкозы вновь поглощается мышцами.
Лактоацидоз - метаболический ацидоз (снижение рН) возникает в результате повышения концентрации лактата в крови.

Пентозофосфатный путь окисления глюкозы – совокупность химических реакций, в которых происходит прямое окисление глюкозы и последующие превращения других моносахаридов, содержащих от 4 до 7 углеродных атомов.

План изучения темы: 
1. Глюконеогенез: локализация, этапы, энергетика, биологическое значение, регуляция.

2. Пути обмена лактата в печени и мышцах.

3. Пентозофосфатный путь окисления глюкозы: локализация, этапы, энергетика, биологическое значение, регуляция.

ИЗЛОЖЕНИЕ УЧЕБНОГО МАТЕРИАЛА
Глюконеогенез – процесс синтеза глюкозы из веществ неуглеводной природы. Его основной функцией является поддержание уровня глюкозы в крови в период длительного голодания и интенсивных физических нагрузок. Процесс протекает в основном в печени и менее интенсивно в корковом веществе почек, а так же  в слизистой оболочке кишечника. Эти ткани могут обеспечивать синтез 80-100 г глюкозы в сутки. На долю мозга при голодании приходится большая часть потребности организма в глюкозе. Это объясняется тем, что клетки мозга неспособны, в отличие от других тканей, обеспечить потребности в энергии за счет окисления жирных кислот. Кроме мозга в глюкозе нуждаются ткани и клетки, в которых анаэробный путь распада невозможен или ограничен, например эритроциты (они лишены митохондрий), клетки сетчатки, мозгового слоя надпочечников и др.  Первичные субстраты глюконеогенеза - лактат, аминокислоты, глицерол:
- лактат – продукт анаэробного гликолиза. Он образуется в эритроцитах и работающих мышцах. 

- глицерол – высвобождается при  липолизе в жировой ткани в период голодания или при длительной физической нагрузке.

- аминокислоты – образуются в результате распада мышечных белков и включаются в глюконеогенез при длительном голодании или продолжительной мышечной работе.

Большинство реакций глюконеогенеза  протекают за счет обратимых реакций гликолиза. 3 реакции гликолиза необратимы, они идут с использованием других ферментов (пируваткарбоксилазы, фосфоенлпируваткарбоксикиназы, фруктозо-1,6-бифосфатазы и глюкозо-6-фосфатазы).

Образование фосфоенолпирувата (первая необратимая реакция) начинается в митохондриях, пировиноградная кислота превращается в оксалоацетат под действием биотинсодержащего фермента пируваткарбоксилазы (+АТФ). Дальнейшее превращение оксалоацетата возможно только в цитозоле, но мембрана митохондрий непроницаема для оксалоацетата, поэтому он восстанавливается за счет НАДН2 до малата. Малат переносится в цитозоль, где дегидрируется цитоплазматической НАД зависимой дегидрогеназой в оксалоацетат. Образованный оксалоацетат под действием фосфоенолпоруваткарбоксикиназы (ГТФ-зависимой) превращается в фосфоенолпируват.

Все остальные реакции до образования фруктозо-1,6-бифосфата катализируются ферментами гликолиза. Превращение фруктозо-1,6-бифосфата в глюкозо-6-фосфат (вторая необратимая реакция) катализируется  ферментом глюкозо-1,6-бифосфатазой, а образование из глюкозо-6-фосфата глюкозы (третья необратимая реакция) идет под действием фермента глюкозо-6-фосфатазы, после чего свободная глюкоза выходит из клетки в кровь. 

Пути обмена лактата в печени и мышцах. 

Лактат, образованный в анаэробном гликолизе, не является конечным продуктом метаболизма. Лактат, образовавшийся в активно работающих мышцах или клетках с преобладающим анаэробным способом катаболизма глюкозы, поступает в кровь, а затем в печень. В печени отношение НАДН2/НАД ниже, чем в сокращающейся мышце, поэтому лактатдегидрогеназная реакция протекает в обратном направлении, т.е. в сторону образования пирувата из лактата. Далее пируват включается  в глюконеогенез, а образовавшаяся глюкоза поступает в кровь и поглощается скелетными мышцами. Эту последовательность событий называют «глюкозо-лактатным циклом» или «циклом Кори». Цикл Кори выполняет две важнейшие функции: 1 – обеспечивает утилизацию лактата; 2 – предотвращает накопление лактата и, как следствие этого, опасное снижение рН (лактоацидоз). Часть пирувата, образованного из лактата, окисляется печенью до СО2  и Н2О. Энергия окисления может использоваться для синтеза АТФ, необходимого для реакций глюконеогенеза. Кроме печени другим  потребителем лактата служат почки и сердечная мышца, где лактат может окисляться до СО2 и Н2О и использоваться как источник энергии, особенно при физической работе. 

Уровень лактата в крови – результат равновесия между процессами его образования и утилизации. Кратковременный компенсированный лактоацидоз встречается довольно часто даже у здоровых людей при интенсивной мышечной работе. У нетренированных людей лактоацидоз при физической работе возникает как следствие  относительного недостатка  кислорода в мышцах и развивается достаточно быстро. У пациентов лактоацидоз является следствием выраженной гипоксии и ишемии.
Пентозофосфатный путь превращения глюкозы (ПФП). ПФП называют также апотомическим (прямым) путем окисления глюкозы или гексомонофосфатным шунтом. ПФП состоит из двух стадий: окислительной и неокислительной:
1) в окислительной стадии происходит две реакции дегидрирования. Кофермент НАДФ восстанавливается до НАДФН2. Пентозы образуются в результате реакции декарбоксилирования.

2) неокислительная стадия может служить для образования гексоз из пентоз. С помощью этой стадии избыток пентоз, превышающий потребности клетки, может быть возвращен в фонд гексоз. Кроме того, в результате реакций неокислительной стадии из пентоз могут образоваться метаболиты гликолиза (фруктозо-6-фосфат и глицеральдегид-3-фосфат). Считают, что ПФП и гликолиз, протекающий в цитозоле, взаимосвязаны и способны переключаться друг на друга. При ряде патологических состояний (гипоксия, ишемия) удельный вес ПФП в окислении глюкозы возрастает .

Окислительная стадия синтеза пентоз и неокислительная стадия возвращения пентозх в гексозы вместе составляют циклический процесс – пентозофосфатный цикл. За один оборот цикла полностью распадается одна молекула глюкозы.
Суммарное уравнение пентозофосфатного цикла:

6 Глюкозо-6-фосфат + 12 НАДФ→6 СО2+ 12 НАДФН2+ 5 глюкозо-6-фосфат

Пентозофосфатный путь обеспечивает клетку рибозой, необходимой для синтеза 

мононуклеотидов, необходимых для синтеза нуклеиновых кислот и ряда коферментов. НАДФН2 являются донором водорода при синтезе ВЖК и холестерина. Наиболее активно ПФП протекает в жировой ткани, молочной железе, коре надпочечников, печени.

ЛАБОРАТОРНЫЙ ПРАКТИКУМ
Работа 1. Тест на толерантность к углеводам. Построение сахарных кривых.
Принцип метода: Тест на толерантность к глюкозе основан на том, что в ответ на поступление углеводов в организме вырабатывается инсулин, который и ограничивает повышение уровня глюкозы в крови. Глюкозу, сахарозу и другие углеводы вводят per os или внутривенно  в самых различных дозировках на кг веса или единицу поверхности кожи. Определение содержания глюкозы в сыворотке крови производят глюкозооксидазным методом натощак, а также после принятия углеводов (например, сахарозы 1–1,5 г на кг массы тела)  через 30, 60 и 120 мин. По полученным данным строят кривую и проводят ее анализ. Для трактовки гликемических кривых оценивают высоту подъема уровня сахара в крови и характер его падения, а также рассчитываю коэффициенты Бодуэна и Рафальского. Коэффициент Бодуэна показывает отношение наибольшего подъема сахара к уровню сахара натощак и в норме составляет 1,5–1,8. Коэффициент Рафальского представляет собой частное от деления содержания сахара через 2 ч после нагрузки на величину сахара натощак (в норме ниже или равен 1).

Диагностическое значение: Изучение реакции организма в ответ на однократную нагрузку  глюкозой (50–100г) представляет большой клинический интерес. У здорового человека однократный прием 50–100 г глюкозы вызывает временное повышение сахара в крови (пищевую, или алиментарную гипергликемию), обусловленное тем, что при введении сразу большого количества глюкозы печень не успевает превратить ее в гликоген и часть ее переходит в кровь. Повышение содержания сахара в крови вызывает усиленное выделение инсулина, который нормализует концентрацию глюкозы в крови уже через 2–2,5 часа. Если степень гипергликемии после нагрузки сахарами превосходит 70-80% от исходной и сохраняется дольше, чем у здоровых лиц, то говорят о нарушенной толерантности к углеводам. Причиной ее снижения может быть абсолютная или относительная инсулиновая недостаточность, повышение активности контринсулярных гормонов, а также ожирение, ИБС, атеросклероз и др. Чаще всего причиной нарушения толерантности является инсулярная недостаточность, поэтому тест на толерантность к глюкозе, как правило, используется для выявления сахарного диабета.

Ход работы:  В 6 пробирок  отбирают по 0,05 мл сыворотки крови из задач 1–6 (задачи 1, 2, 3 соответствуют содержанию глюкозы натощак, через 60 и 120 мин одного пациента (А); задачи 4,5,6 соответствуют содержанию глюкозы натощак, через 60 и 120 мин другого пациента (В)). В каждую пробирку добавляют по 2,5 мл рабочего реактива. В 7 пробирку  (стандартную пробу) вносят 0,05 мл стандартного раствора глюкозы и 2,5 мл рабочего реактива на глюкозу. Все пробы инкубируют 20 мин при комнатной температуре и измеряют их оптические плотности при 540 нм в кювете 5 мм против дистиллированной воды.

Расчет содержания глюкозы в пробах проводят по формуле:
           Еоп * Сст 

Соп= ————— , где 

             Ест

- Соп - содержание глюкозы в задачах 1–6 (ммоль/л);

- Еоп - экстинкция опытной пробы (задачи 1–6);

- Сст - концентрация глюкозы в стандартном растворе (10 ммоль/л);

- Ест - экстинкция стандартного раствора.

На основе полученных данных строят 2 сахарные кривые (задачи 1,2,3 – одна кривая  (пациент А); задачи 4,5,6 – другая кривая (пациент В) и проводят их анализ.


С ммоль/л

  (глюкоза)


                    0             60            120           время (мин)

Задачи:        1                   2                   3    (пациент А)

                    4                   5                   6    (пациент Б)   

Анализ сахарных кривых

1. Первый подъем уровня сахара в крови (через 30 мин) отражает силу рефлекторного раздражения симпатических нервов в ответ на введение глюкозы в пищеварительный тракт.

2. Дальнейшее увеличение концентрации сахара в  крови связано с быстротой всасывания углеводов, функцией печени и всех остальных периферических органов. У здорового человека приблизительно через 60 мин после сахарной нагрузки уровень глюкозы возрастает на 50–70% по сравнению с уровнем глюкозы натощак.

3. Нисходящий участок гликемической кривой  (через 90 мин) отражает продукцию инсулина и зависит от состояния парасимпатической нервной системы, функции поджелудочной железы, печени и др.

4. Последняя точка на гликемической кривой (через 2–2,5 часа) обусловлена равновесием всех систем организма и в норме должна совпадать с цифрой содержания сахара натощак  или быть немного ниже.

ВЫВОД из проделанной работы: в соответствии с полученными результатами 
делают вывод о концентрации глюкозы в крови натощак и после нагрузки глюкозой у разных пациентов. 
УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ И ОСНАЩЕНИЕ
- протоколы лабораторных работ;

- сборники тестовых заданий и ситуационных задач с эталонами ответов;

- карточки программированного контроля (билеты с вопросами по теме занятия);

- посуда, реактивы, ФЭК, дозаторы.

ДИДАКТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ
А. Задания в тестовой форме: 
1. ферментЫ, участвующиЕ в глюконеогенезЕ 
1) глюкозо - 6 - фосфатаза 

2) фруктозо - 1,6 - бисфосфатаза

3) пируваткиназа

4) фосфоенолпируваткарбоксикиназа

5) фосфорилаза
2. Биологическая роль лактата
1) может использоваться для образования заменимых аминокислот

2) служит источником энергии для работы сердца

3) всегда образуется в эритроцитах

4) используется для образования глюкозы в реакциях глюконеогенеза

5) может дегидрироваться с образованием НАДН2 и пирувата

3. Основное биологическое значение ПФП окисления глюкозы
1) является источником АТФ

2) в ходе реакции образуются кетоновые тела

3) образуются пентозы, используемые для синтеза нуклеотидов

4) образуются восстановленные коферменты, используемые в реакциях восстановления

5) промежуточные продукты цикла могут использоваться для образования глюкозы

Б. Ситуационные задачи: 

1. А. Где (в каком органе) и каким превращениям подвергается лактат в период после интенсивной мышечной работы? 

    Б. Опишите биологическое значение реакции образования лактата в мышцах.

2. А. Будут ли протекать реакции глюконеогенеза с достаточной скоростью, если в клетке ЦТК и ЦПЭ ингибированы? 

    Б. Подсчитайте количество АТФ, необходимое для синтеза 1 моль глюкозы путем глюконеогенеза. Опишите реакции, где используются макроэргические соединения. 

3. В качестве субстрата окислительного этапа пентозофосфатного пути (ПФП) использовали глюкозу с радиоактивной меткой по первому атому С.

     А. Опишите реакции I этапа ПФП окисления глюкозы.

     Б. Будет ли метка обнаруживаться в пентозе? 

     В. Будет ли метка обнаруживаться в СО2? 

     Г. Укажите биологическое значение ПФП.

В. Программированный контроль знания темы: письменная контрольная работа по вопросам конечного уровня знаний по теме занятия.
Г. Вопросы для самоподготовки по теме 3:

Глюконеогенез, цикл Кори.

1. Дайте определение понятию глюконеогенеза. Назовите исходные субстраты, используемые в этом процессе.

2. В каких органах наиболее интенсивно протекает глюконеогенез?

3. Напишите в виде схемы процессы биосинтеза глюкозы из: а) пирувата, б) лактата, в) аланина, г) глицерина.

4. Как преодолеваются необратимые реакции дихотомического распада углеводов при глюконеогенезе? Напишите реакции обходных путей. Перечислите участвующие ферменты.

5. Расскажите о регуляции глюконеогенеза. Назовите регуляторные ферменты этого процесса и механизмы их активации и ингибирования.

6. Где в организме и при каком физиологическом состоянии накапливается много молочной кислоты? Какова её судьба (цикл Кори)?

7. Назовите, какие гормоны регулируют скорость глюконеогенеза.
Пентозофосфатный (фосфоглюконатный) путь окисления глюкозы (ПФП).
1. Что понимают под апотомическим распадом глюкозы? Как иначе называется этот процесс?

2. Напишите реакции окисления глюкозы до образования фосфопентоз (окислительная стадия). Назовите ферменты и коферменты этих реакций.

3. Какова судьба водорода, отщепляемого при дегидрировании субстратов пентозного цикла?

4. Напишите схему возвращения пентоз в фонд гексоз (неокислительная стадия). В чем заключается биологический смысл второй стадии пентозного цикла?

5. В чем заключается биологическая роль апотомического распада глюкозы?

6. Какова интенсивность протекания апотомического распада глюкозы в различных тканях?

7. Как регулируется ПФП - окисления глюкозы?

8. Является ли апотомический распад глюкозы аэробным или анаэробным процессом? (Ответ поясните).

3.4. Нарушения углеводного обмена

Цель: изучить наследственные нарушения обмена моносахаридов и дисахаридов: галактоземия, непереносимость фруктозы, непереносимость дисахаров. Гликогенозы и агликогенозы. Нарушения углеводного обмена при стрессе, голодании, инсулиновой недостаточности. Основные пути коррекции углеводного обмена; уметь на основе лабораторных данных распознавать молекулярные механизмы нарушения обмена сахаров и рекомендовать мероприятия  по нормализации  их обмена; обсуждение путей решения тестовых и ситуационных заданий.
Основные термины:

Гипергликемия - повышение уровня глюкозы в крови.
Гипогликемия - понижение уровня глюкозы в крови.
Глюкозурия - выделение глюкозы с мочой.
Кетонемия - увеличение концентрации кетоновых тел в крови.
Кетонурия - выделение кетоновых тел с мочой.

Кетоацидоз – сдвиг рН крови в кислую сторону за счет кетоновых тел.

Гликозидозы - болезни нарушения обмена гликопротеидов и гликолипидов.

Гликогеновые болезни – болезни, связанные с  нарушением синтеза и распада гликогена

Галактоземии – болезни, связанные с нарушением обмена галактозы.

Диабет – общее название группы болезней, сопровождающихся избыточным выделением мочи из организма.

- сахарный -  диабет, вызванный отсутствием или снижением секреции инсулина или нечувствительностью к нему рецепторов клеток и характеризующийся гипергликемией, глюкозурией, кетонэмией и развитием метаболического ацидоза; различают инсулинзависимый диабет I типа и инсулиннезависимый диабет II типа.

План изучения темы:
1. Гормональные и внегормональные причины гипо- и гипергликемий. 
2. Патологии, вызванные дефектом энзимов, участвующих в  углеводном обмене. 
ИЗЛОЖЕНИЕ УЧЕБНОГО МАТЕРИАЛА
Достаточно полные сведения о характере нарушения у пациента углеводного обмена врач может получить, проанализировав его кровь на содержание глюкозы, гликогена, инсулина, молочной и пировиноградной кислот, а также, измерив в ней активность важнейших ферментов углеводного обмена, и, прежде всего, диастазы, гликогенсинтазы, лактатдегидрогеназы и некоторых других.

В повседневной деятельности врач, чаще всего, анализирует у пациента либо уровень глюкозы в крови, либо изучает в ней динамику изменения этого показателя после сахарной нагрузки (толерантность к углеводам).

У практически здоровых лиц уровень глюкозы в крови колеблется в пределах 3,3-5,5 мМ/л (60-100 мг проц.). Изменения в содержании глюкозы зависят, с одной стороны, от скорости поступления углеводов в организм, и, с другой стороны, от скорости потребления глюкозы тканями,  а у больных - еще от характера и степени нарушения углеводного обмена.

В медицинской практике повышение уровня глюкозы в крови называют гипергликемией (гиперглюкоземией), а понижение - гипогликемией (гипоглюкоземией). Как же научиться использовать исходные данные по содержанию глюкозы в крови для установления характера нарушения углеводного обмена?

С этой целью все виды изменений уровня глюкозы в крови (гипер-, и гипогликемии) лучше всего подразделить на две группы:

а) гормональные, т.е. связанные с изменением функции эндокринных желез;

б) внегормональные причины изменения уровня глюкозы.

Гипергликемии внегормональные. После приема с пищей большого количества простых сахаров у людей развивается так называемая алиментарная гипергликемия. Механизм ее развития представить нетрудно. Нередко гипергликемия наблюдается после перевозбуждения центральной нервной системы (ЦНС). Это так называемая эмоциональная гипергликемия. Если уровень глюкозы в крови поднимается выше 10 мМ/л - глюкоза преодолевает почечный барьер и выделяется из организма с мочой. Развивается глюкозурия. Повышение содержания глюкозы в крови, после приема с пищей избытка углеводов, внутривенного их введения или эмоционального возбуждения, может наблюдаться и у здоровых лиц, и у больных. Различие заклю​чается в том, что у последних гипергликемия выражена сильнее, сохраняется она значительно дольше, и больные нередко теряют с мочой глюкозу. Для уточнения механизма нарушения углеводного обмена у пациентов, в этих случаях определяют тип гликемической кривой после сахарной нагрузки. Важно помнить, что, если у субъекта по каким-либо причинам гипергликемия возникает часто - это опасно для здоровья. Развивается перенапряжение инсулярного аппарата. Это способствует развитию сахарного диабета, атеросклероза и ишемической болезни сердца (ИБС). Вот почему важно ограничивать в диете людей долю углеводов и потребление с  пищей, особенно рафинированных  сахаров.

Внегормональные гипергликемии наблюдаются также при заболевании печени, почек, менингитах, энцефалитах, шоковых состояниях, травмах ЦНС.

Гипогликемии внегормональные. Они наблюдаются у людей значительно реже - при голодании, длительной физической нагрузке, у беременных. Значительно понижается уровень глюкозы в крови у детей при рождении. Важно помнить, что у недоношенных детей, после рождения, уровень глюкозы в крови может падать ниже критических величин (2,0-2,5 мМ/л), что крайне опасно для здоровья и жизни. Для нормализации обмена углеводов в этот период можно рекомендовать дополнительные введения глюкозы.

Гормональные гипергликемии.
У животных уровень глюкозы в крови повышают практически все гормоны, за исключением инсулина. Установлено, что инсулин облегчает транспорт глюкозы через клеточные мембраны, активирует ферменты катаболизма этих веществ, и, главное, способствует их превращению в гликоген. Развитие патологии, как правило, связано с формированием относительной или абсолютной недостаточности инсулина в организме:
1) абсолютная недостаточность инсулина наблюдается в тех случаях, когда по ряду причин возникает недостаток гормона в крови. У пациента развивается диабет I типа (инсулинзависимый).

2) относительная недостаточность инсулина наблюдается, когда по ряду причин не реализуется действие инсулина (например, когда нарушается чувствительность рецепторов к инсулину), что приводит к развитию диабета II типа.
Во всех названных случаях понижается гипогликемическое действие инсулина  (транспорт глюкозы через мембраны клеток, катаболизм и превращение глюкозы в гликоген, липиды и другие, биологически важные соединения). В крови от этого повышается содержание глюкозы. В клетки она не поступает, и они испытывают энергетический голод. В связи с этим, клетки «информируют» регуляторные механизмы организма о том, что им не хватает глюкозы. Включаются компенсаторные механизмы, действием которых может повыситься уровень глюкозы в крови и тканях. Ведущим среди них является процесс глюконеогенеза, и, прежде всего образование глюкозы из аминокислот. Но и эта, вновь синтезированная, в основном в печени, и выделенная в кровь глюкоза, не попадает в цитоплазму клеток, не катаболизируется в силу недостаточности инсулина. В конечном итоге в крови еще больше повышается уровень глюкозы. Нарастет явление глюкозурии. В тяжелых случаях сахарного  диабета уровень глюкозы в крови у больных поднимается выше 20-25 мМ/л. В моче содержание глюкозы может достигать 5 %. Учитывая, что при сахарном диабете резко возрастает диурез (до 10 литров мочи в сутки)  нетрудно подсчитать, какое количество  глюкозы теряют больные сахарным диабетом. Для покрытия потребности клетки в энергии в ней усиливается катаболизм жиров и, как результат, образование в повышенных количествах кетоновых тел - ацетоуксусной,  β-гидроксимасляной кислот и ацетона. Развивается кетонемия, а затем кетонурия. В выдыхаемом больными воздухе ощущается запах ацетона, напоминающий запах моченых яблок. Таковы молекулярные механизмы нарушений углеводного обмена при сахарном диабете.

В нормализации углеводного обмена  при сахарном диабете ведущую роль играет инсулин и диета с ограниченны содержанием простых сахаров.

Гипергликемии гормональные наблюдаются также при нарушении функциональной активности других эндокринных желез, как правило, при их гиперфункции. Среди гормональных причин, вызывающих гипергликемию, следует особо выделить так называемый стероидный диабет. Наблюдается он у людей с избыточным содержанием глюкокортикоидных гормонов в крови. Повышение содержания последних может быть следствием либо гиперфункции (гиперсекреции) коры надпочечников при наличии в ней опухоли, или даже быть результатом введения с лечебной целью адренокортикотропных или кортикостероидных гормонов. Повышение уровня глюкозы в крови при стероидном диабете объясняется усилением скорости глюконеогенеза под влиянием глюкокортикоидных гормонов. Метаболизм сахаров в этих случаях можно восстановить отменой стероидных гормонов и нормализацией функциональной  активности коры надпочечников.

Повышается уровень глюкозы в крови при гиперсекреции катехоламинов (в результате усиления мобилизации гликогена), тиреоидных гормонов, глюкагона, а также многих других гормонов.

Гормональные гипогликемии. Они наблюдаются чаще всего, как результат введения в организм завышенных доз инсулина при лечении больных сахарным диабетом или ишемической болезнью сердца, а также при гиперплазии островков Лангерганса у больных с опухолью поджелудочной железы.

Следует отметить, что патология в углеводном обмене может также формироваться по причине нарушения их обмена на промежуточных этапах превращения. Чаще всего эти нарушения являются следствием изменения активности одного фермента, лимитирующего какой-либо путь превращения углеводов. Нарушения в обмене углеводов на промежуточных этапах их превращения ведут к развитию таких заболеваний, как гликогеновые болезни, гликозидозы, галактоземии и некоторых других заболеваний.

Гликогеновые болезни. Они являются результатом полного отсутствия в организме или недостаточной активности ферментов, осуществляющих мобилизацию гликогена, а именно фосфорилазы и киназы фосфорилазы. Известны несколько типов гликогенозов. Во всех случаях заболевания в клетках у больных чрезмерно повышается содержание гликогена, так как он при этом частично или полностью не разрушается.

Если снижается активность ферментов не распада, а биосинтеза гликогена, то, наоборот, развиваются агликогенозы. В клетках у таких больных понижается сначала содержание гликогена, а затем и глюкозы.

Широко известны в настоящее время гликозидозы - болезни нарушения обмена гликопротеидов и гликолипидов, т. е. основных компонентов межклеточного вещества соединительной ткани и клеточных мембран. Болезни эти развиваются в связи с дефектом лизосомальных ферментов, разрушающих в клетках полисахариды. Гликогеновые болезни и гликозидозы могут стать причиной смерти в раннем возрасте.

С патологией углеводного обмена на промежуточных этапах их превращения связано развитие галактоземии. Наблюдаются эти заболевания при отсутствии или недостаточной активности фермента гексозо-1-фосфат уридилтрансферазы. В крови таких больных уровень галактозы может повышаться до 10-16 мМ/л. Чаще болезнь развивается у детей. Это приводит к развитию умственной отсталости, помутнению хрусталика, возможны и летальные исходы заболевания.

У некоторых жителей Северной Европы и Африки с возрастом понижается лактазная активность клеток кишечного эпителия. Поступающая с пищей лактоза вследствие этого не переваривается, что ведет к диарее, особенно после приема с пищей молока. При исключении из диеты молока, диарея, как правило, прекращаются.

УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ И ОСНАЩЕНИЕ
- таблицы;

- темы реферативных докладов;

- список литературы;

- сборники тестовых заданий и ситуационных задач с эталонами ответов. 

ДИДАКТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ
А. Задания в тестовой форме: 
1. При гипогликемии активируются

1) глюкозо-6-фосфатаза в печени

2) гликогенсинтаза

3) фосфорилаза «а» в печени

4) фосфорилаза мышечной ткани

5) ферменты глюконеогенеза

2. Глюкозурия при сахарном диабете обусловлена

1) гипергликемией (> 8 - 10 мМ/л)

2) усиленным распадом гликогена в печени и мышцах

3) активацией процессов глюконеогенеза

4) нарушением фильтрационной способности почек

5) снижением порога почечной проницаемости для глюкозы

3. Для гипергликемической комы при сахарном диабете 
    характерны

1) гипергликемия 

2) кетоз

3) гиперосмолярность

4) глюкозурия

5) снижение содержания глюкозы в инсулинзависимых тканях 
Б. Ситуационные задачи: 

1. У больного наблюдается гипогликемия натощак. При исследовании биоптата печени оказалось, что синтез гликогена из глюкозо-6-фосфата не происходит. 

А) Перечислите ферменты, недостаточная активность которых может быть причиной заболевания;

Б) Какая патология при этом развивается?

2. Какие заболевания и  нарушения в обмене углеводов возникают при наличии дефектов ферментов: 


А. Лактазы;


Б. Гликогенсинтазы;


В. Галактозо-1-фосфат-уридилилтрансферазы;


Г. Фруктозо-1-фосфатальдолазы;


Д. Глюкозо-6-фосфатазы

3. У некоторых детей при добавлении в рацион сахарозы и крахмала возникает заболевание с симптомами: рвота, диарея, спазмы, боли в животе, метеоризм. Другие сахара (глюкоза, фруктоза, лактоза) переносятся хорошо. Назовите дефектные ферменты и объясните клинические проявления заболевания.

В. Программированный контроль знания темы: письменная контрольная работа по вопросам конечного уровня знаний по теме занятия.
Г. Вопросы для самоподготовки по теме 4:

1. Каковы механизмы гормональной регуляции углеводного обмена (инсулин, адреналин, глюкагон, глюкокортикоиды, кортизол)?

2. Гипергликемии (внегормональные, гормональные). Гипогликемии (внегормональные, гормональные).

3. Какова роль печени в углеводном обмене?

4. Нарушения углеводного обмена при сахарном диабете: 

а) как влияет инсулин в норме на обменные процессы в организме  и как меняется его действие при сахарном диабете?

б) перечислите основные симптомы сахарного диабета;

в) каковы причины возникновения гипергликемии, глюкозурии, полиурии при сахарном диабете?

г) каковы причины возникновения кетонемии и кетонурии при сахарном диабете?

д) что такое «кетоацидоз»? Когда и почему он возникает, к чему может привести? 

5. Назовите причины возникновения стероидного диабета (гиперкортицизм).

6. Наследственные нарушения углеводного обмена:

а) причины и биохимические нарушения при галактоземии и фруктоземии;

б) гликогенозы и агликогенозы;

в) недостаточность ферментов, расщепляющих дисахара в ЖКТ.

Письменная контрольная работа по всему материалу темы:
- по теоретическим вопросам темы (смотри вопросы для самоподготовки к занятиям №№ 1-4);
- решение заданий в тестовой форме по темам модуля;
- решение ситуационных задач по темам модуля; 
- прием у студентов практических навыков по выполненным лабораторным работам.

Собеседование с преподавателем по лабораторным работам, теоретическим вопросам, заданиям в тестовой форме и ситуационным задачам модуля. В результате  собеседования выставляется итоговая оценка по всему материалу темы «Обмен и функции углеводов».
Темы реферативных докладов

1. Ферменты и субстраты углеводного обмена в лабораторной диагностике заболеваний, связанных с нарушением углеводного обмена.

2. Обратимость гликолиза, ресинтез гликогена из молочной кислоты.

3. Генетически обусловленные нарушения углеводного обмена.

4. Нарушение углеводного обмена при гипоксии.

5. Влияние алкогольной интоксикации на углеводный обмен.

6. Роль печени в углеводном обмене.
Эталоны ответов на задания в тестовой форме

	№ тестового 

задания
	Тема 1
	Тема 2
	Тема 3
	Тема 4

	1
	1,2,3,4,5
	1,2,3,4
	1,2,4
	1,3,4,5

	2
	1,2,3,5
	1,2,3,5
	1,2,3,4,5
	1,2,3,4,5

	3
	1,3,5
	2
	1,3,4,5
	1,2,3,4,5


Эталоны ответов на ситуационные задачи
Тема 3.1.
1.
1. а)  Будут: дефектный фермент не используется для синтеза гликогена.

        б) Не будет: при распаде гликогена при дефектной глюкозо-6-фосфатазе не идет превращение глюкозо-6-фосфата в глюкозу. Глюкозо-6-фосфат имеет заряд и не может пройти через гидрофобную мембрану в кровь. 

2. Если нарушена мобилизация гликогена, то он  накапливается в клетках в больших количествах, что может привести к их разрушению. Такие гликогеновые болезни называют гликогенозами. Наиболее часто наблюдаются: увеличение печени, мышечная слабость, гипогликемия натощак. Нередко смерть наступает в раннем детстве. Частота гликогеновых болезней невелика – примерно 1:40000.

2.
А - протеинкиназа, киназа фосфорилазы. Активность этих ферментов регулируется по каскадному механизму (смотри по метаболической карте каскад реакций мобилизации гликогена). Протеинкиназа активируется путем диссоциации субъединиц, киназа фосфорилазы за счет фосфорилирования.

Б - нет, т.к. отсутствует фосфорилаза «А», и не происходит расщепления гликогена - важнейшего источника образования АТФ.

3.
1. Действие ферментов бактерий на не всосавшиеся  углеводы приводит к образованию низкомолекулярных нелетучих органических кислот (масляной, пропионовой и др.), которые обладают раздражающим действием на стенку кишечника, что усиливает перистальтику кишечника, является причиной спазма и боли. Декарбоксилирование метаболитов углеводного обмена сопровождается накоплением СО2 (метеоризм).

2. Накопление непереваренных углеводов и вышеперечисленных низкомолекулярных продуктов действия бактерий (п. 1) повышает осмолярность содержимого кишечника и, следовательно, приток воды, что вызывает диарею.

Тема 3.2.
1.
А) Эритроциты не имеют митохондрий, поэтому в них протекает анаэробный гликолиз. 

     
Б) Механизм образования энергии в этих условиях - субстратное фосфорилирование, т.е. синтез АТФ из АДФ и неорганического фосфата за счет энергии макроэргических связей субстрата. Оно не связано с ЦПЭ. 

    
В) При гликолизе образуется 2,3-дифосфоглицерат. Эта молекула является регулятором сродства кислорода с гемоглобином. 2,3-дифосфоглицерат, связываясь с гемоглобином,  уменьшает сродство гемоглобина к кислороду и тем самым облегчает освобождение кислорода в тканях. Пентозо-фосфатный путь окисления глюкозы обеспечивает эритроциты НАДФН2, который используется ими  для защиты от действия активных форм кислорода. 

2.
А. В аэробном гликолизе конечным акцептором водорода от НАДН2 является кислород. Конечным продуктом процесса является пируват. Процесс сопряжен с синтезом АТФ путем окислительного (реакция 6) и субстратного фосфорилирования (реакции 7 и 10). Процесс требует постоянной регенерации НАД+. В анаэробном гликолизе конечным акцептором водорода от НАДН2 является пируват. Процесс заканчивается образованием лактата. Процесс сопряжен с синтезом АТФ путем только субстратного фосфорилирования (реакции 7 и 10). Процесс требует постоянной регенерации НАД+. 

     
Б. В аэробных условиях НАДН2 не накапливается, т.к. постоянно окисляется кислородом в дыхательной цепи (при этом образуется АТФ путем окислительного фосфорилирования). Поскольку вместо восстановителя  (НАДН2) накапливается окислитель (НАД+), пируват не восстанавливается в лактат, вместо этого пируват окисляется, превращаясь в ацетил-КоА. Таким образом, регулятором переключения аэробного окисления на анаэробное является соотношение НАДН2\НАД+. Соотношение увеличивается в анаэробных условиях. 

3. Реакции, идущие с затратой АТФ:

глюкоза → глюкоза-6-фосфат

фруктоза-6-фосфат → фруктоза-1,6-бифосфат

Реакции, идущие с синтезом АТФ: 


1,3-бифосфоглицериновая кислота → 3-фосфоглицериновая кислота


фосфоенолпируват → ПВК

В процессе анаэробного гликолиза происходит окисление глюкозы в условиях дефицита кислорода. Энергетический баланс этого процесса составляет 2 АТФ. Механизм образования энергии в этих условиях - субстратное фосфорилирование. Субстратное фосфорилирование - это синтез АТФ из АДФ и неорганического фосфата за счет энергии макроэргических связей субстрата.

Тема 3.3.
1.
А. Лактат образуется из пирувата в интенсивно работающей мышце как результат включения анаэробного гликолиза. Лактат поступает из мышцы в кровь, а затем в печень, где из лактата образуется пируват, который подвергается глюконеогенезу с образованием глюкозы. Глюкоза поступает в кровь и используется скелетными мышцами, распадаясь по пути анаэробного гликолиза. Такая последовательность событий носит название «цикл Кори». Лактат может окисляться до СО2 и Н2О с образованием АТФ. Это связано с его преобразованием в пируват, а далее в ацетил-КоА в ЦТК. 

    
Б. Биологическое значение данной реакции - окисление НАДН2 в НАД под действием фермента ЛДГ без участия дыхательной цепи в ситуациях, связанных с недостаточным снабжением клеток кислородом.

2.
А. Нет, т.к. ингибирован синтез АТФ, необходимый для глюконеогенеза. 

  
Б. 6 АТФ (4 АТФ и 2 ГТФ):



- 2 (пируват + СО2 + АТФ → оксалоацетат);



- 2 (оксалоацетат + ГТФ → фосфоенолпируват);



-2 (3-фосфоглицериновая кислота + АТФ → 1,3-дифосфоглицериновая кислота).

3.
А. В окислительном этапе глюкоза превращается в пентозы с образованием НАДФН2  и СО2. Он включает реакцию дегидрирования глюкозо-6-фосфата с образованием глюконолактон-6-фосфата, реакцию гидролиза с образованием 6-фосфоглюконата, реакцию дегидрирования и декарбоксилирования с образованием пентоз и СО2. 

    
Б. Не будет в пентозе.

    
В. Будет в СО2. 

    
Г. В реакциях ПФП образуются: НАДФН2, которые  используются в реакциях биосинтеза липидов; пентозы используются в реакциях синтеза пуринов, пиримидинов, коферментов. 

Тема 3.4.
1.
А. Ферменты синтеза гликогена:

1) гликогенсинтаза; 2) фосфоглюкомутаза; 

3) УДФ-глюкопирофосфорилаза (гексозо-1-фосфатуридилтрансфераза).

    
Б. Агликогенозы. Самый характерный симптом агликогенозов - резкая гипогликемия натощак (поскольку нет запасов гликогена), особенно после ночного перерыва в приеме пищи. Гипогликемии проявляется в виде рвоты, судорог, потери сознания. Постоянное голодание мозга приводит к отставанию умственного развития. Обычно эти больные погибают в раннем детстве; частые кормления могут существенно ослабить проявления болезни.

2. 
А. Заболевание - непереносимость лактозы. Симптомы: метеоризм, боли в животе, диарея после употребления молока. Лечение: отмена молока в рационе. 

     
Б. Заболевание - агликогенозы. Самый характерный симптом агликогенозов - резкая гипогликемия натощак (поскольку нет запасов гликогена), особенно после ночного перерыва в приеме пищи. Гипогликемии проявляется в виде рвоты, судорог, потери сознания. Постоянное голодание мозга приводит к отставанию умственного развития. Смерть в раннем детстве. Лечение: частые приемы пищи. 

    
В. Заболевание - галактоземия. Симптомы: гипогликемия, ограниченное поступление глюкозы в мозг, отказ от еды, диарея, замедление роста, катаракта, увеличение печени, слабоумие. Лечение: отмена галактозы в рационе. 

     
Г. Заболевание - фруктозурия. Симптомы: гипогликемия (нарушается распад гликогена), рвота, судороги после приема пищи с фруктозой. Лечение: отмена фруктозы в рационе. 

     
Д. Заболевание - гликогенозы. Нарушается мобилизация гликогена (он накапливается в клетках в больших количествах), что может привести к разрушению клеток. Симптомы: увеличение печени, мышечная слабость, гипогликемия натощак. Нередко смерть наступает в раннем детстве. Лечение: частые приемы пищи. 

3. Наследственная недостаточность сахаразо-изомальтазного комплекса: 

нарушается переваривание (гидролиз) сахарозы и изомальтозы, которые образуются из крахмала. Непереваренные сахароза и изомальтоза попадают в толстый кишечник, где подвергаются воздействию бактериальных ферментов. При этом образуются низкомолекулярные кислоты (пропионовая, масляная), которые травмируют слизистую кишечника (боль) и СО2 (метеоризм). Избыток кислот из-за гиперосмолярности вызывает приток жидкости в кишечник (диарея). 
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