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УЧЕБНАЯ ЦЕЛЬ: изучить особенности метаболизма железа и основных форменных элементов крови, изучить биохимию гемоглобина в норме и при патологии. Научиться определять в крови содержание гемоглобина и билирубина. Закрепить современные представления об особенности метаболизма железа и основных форменных элементов крови.

1. ТРЕБОВАНИЯ К ИСХОДНОМУ УРОВНЮ ЗНАНИЙ

Студент должен знать:

1.1 Строение и свойства олигомерных белков.

1.2 Кривые диссоциации оксимиоглобина и оксигемоглобина.

1.3 Гликолиз, пентозофосфатный цикл, ЦТК.

1.4 Перекисные процессы, антиоксидантная защита.

1.5 Система гемостаза.

1.6 Состав крови.

1.7 Строение и функции форменных элементов.

1.8 Основные физико-химические константы крови.

1.9 Строение и свойства олигомерных белков.

1.10 Кривые диссоциации оксимиоглобина и оксигемоглобина.

1.11 Метаболизм углеводов.

1.12 Перекисные процессы, антиоксидантная защита.

Студент должен уметь:

1.1 Работать на колориметре.

2.КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ИЗ СМЕЖНЫХ ДИСЦИПЛИН:

2.1 Строение гемоглобина, его виды и функции крови, система гемостаза (физиология).
2.2 Строение и свойства олигомерных белков (биоорганическая химия, молекулярная биология).
3. КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1 Общая характеристика, особенности метаболизма эритроцитов (гликолиз, пентозофосфатный цикл, изоцитратдегидрогеназа, малатдегидрогеназа, трансаминазы и др.). Na/K АТФ-аза, минеральный состав эритроцитов. Глутатион. Строение, функции, ферменты обмена глутатиона. Антиоксидантная защита. Характеристика белков и фосфолипидов мембран эритроцитов.

3.2 Гемоглобин (Hb), строение, свойства, производные, виды Hb. Изменение состава Hb в онтогенезе. Аномальные Hb. Сравнительная характеристика Hb и миоглобина.

3.3 Дыхательная функция крови, ее регуляция. Спектры крови гемоглобина и его производных. Регуляция степени сродства Hb к кислороду. Роль 2,3-ДФГК.

3.4 Обмен хромопротеидов. Переваривание и всасывание. Обмен гемоглобина. Биосинтез гема до порфобилиногена (локализация, ферменты). Распад Hb в клетках РЭС (образование неконъюгированного билирубина). Механизм конъюгации билирубина в печени. Превращение билирубина в кишечнике. Диагностическое значение определения билирубина и продуктов его обмена в крови и моче при различных видах желтух (гемолитической, паренхиматозной, обтурационной). 

3.5 Метаболизм железа. Механизмы всасывания, транспорта и депонирования. 

3.6 Особенности метаболизма лейкоцитов. Биохимические основы фагоцитоза. 

3.7 Особенности метаболизма тромбоцитов.

3.8 Общая схема гемостаза.

4. ВОПРОСЫ УСРС: 

4.1 Гипоксия, аноксия, виды. Нарушение обмена при гипоксии.
5. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ

5.1 Лабораторные работы.

Лабораторная работа №1. Определение концентрации гемоглобина в крови унифицированным колориметрическим методом

Принцип метода. Гемоглобин под действием трансформирующего раствора превращается в окрашенный продукт – гемихром, интенсивность окраски которого пропорциональна концентрации гемоглобина и измеряется фотометрически при длине волны 540 нм.

Ход работы. Составляют реакционную смесь по схеме:

	РЕАГЕНТЫ
	Опытная проба, мл.

	Трансформирующий раствор
	5,00

	Кровь
	0,02


Перемешать, выдержать 5 минут при комнатной температуре и измерить оптическую плотность опытной пробы (А) против дистиллированной воды в кювете с толщиной поглощающего слоя 1 см при длине волны 540 нм. Окраска стабильна до 5 часов.

Расчет содержания гемоглобина (в г/л) производят по формуле:

Hb = (Еоп / Ест)С,
где 
Еоп – экстинкция опытной пробы;


Ест – экстинкция стандартного раствора;


С – концентрация гемиглобинцианида в стандартном растворе, равная 138,0 г/л;

Норма: Содержание гемоглобина в крови по норме: у женщин – 120–140 г/л; у мужчин – 130–160 г/л.

Выводы. Записать полученный результат и дать его клинико-диагности​ческую оценку.

Лабораторная работа № 2. Определение концентрации общего билирубина в сыворотке крови унифицированным методом Ендрассика-Грофа.
Принцип метода. Общий билирубин определяется на основе реакции диазотированной сульфаниловой кислотой, после диссоциации неконъюгированного (непрямого, свободного билирубина) при участии кофеинового реагента.

Ход работы. Составляют реакционную смесь по схеме:

	РЕАГЕНТЫ
	Опытная проба, мл.

	Сыворотка крови
	0,2

	Кофеиновый реагент
	1,4

	Физ. раствор
	0,2

	Диазосмесь
	0,2


Время инкубации после добавления диазосмеси составляет 20 минут при температуре 200С. Измеряют экстинкцию опытной пробы против дистиллированной воды в кюветах с длиной оптического пути 5 мм на фотометре при длине волны 535 нм.

Расчет производят по калибровочному графику.

Норма:
0,5 – 1,1 мг %

8,5 – 20,5 мкмоль/л.

Клинико-диагностическое значение. Билирубин образуется в организме в результате естественного распада в клетках ретикулоэндотелиальной системы (печень, селезенка) гемоглобина и других гемопротеидов (цитохромы, каталаза и др.). Билирубин относится к группе желчных пигментов, является токсическим веществом и обезвреживается в гепатоцитах. Транспортируется билирубин к месту обезвреживания в комплексе с белком. В печени происходит процесс обезвреживания по схеме

УДФ-глюкуроновая кислота

Билирубин ((((((((((( Билирубин-глюкуронид.

глюкуронилтрансфераза

Образующиеся при этом глюкурониды билирубина хорошо растворимы в воде, секретируются в просвет желчного капилляра и выводятся из организма по желчевыводящим путям.

В сыворотке крови содержится две фракции билирубина, вместе составляющие "общий" билирубин:

· неконъюгированный (непрямой, токсичный, свободный, водонерастворимый, существует в виде комплекса с альбумином),

· конъюгированный (билирубин глюкуронид, прямой, нетоксичный, связанный, водорастворимый).

Содержание билирубина в крови в норме составляет 0,5–1,2 мг% (8,5–20,5 мкмоль/л в единицах СИ), причем 75 % приходится на долю неконъюгированного. Определение его уровня в крови является важным диагностическим тестом. Так, при различных поражениях печени и желтухах часто наблюдается гипербилирубинемия – увеличение концентрации билирубина до 30–35 мг% (512,5 – 600,0 мкмоль/л) и более.

Дифференциальная диагностика различных видов желтух осуществляется на основании исследования содержания фракций билирубина в крови, а также особенностей клинического течения заболевания и др.

Выводы. Записать полученный результат и дать его клинико-диагности​ческую оценку.

5.2 Лабораторные работы выполняются согласно учебно-методическому пособию «Биохимия. Практикум»: учеб. Пособие для студентов учреждений высшего образования по медицинским специальностям / А.И. Грицук, В.Т. Свергун, А.Н. Коваль. – Гомель: ГомГМУ, 2014. - С. 143 - 145.

6.  ХОД ЗАНЯТИЯ

6.1 Введение

6.2 Теоретическая часть занятия

6.3 Практическая часть занятия. 

6.3.1 Лабораторная работа №1 «Определение содержания гемоглобина в крови унифицированным колориметрическим методом». Лабораторная работа №2 «Определение концентрации общего билирубина в сыворотке крови унифицированным методом Ендрассика-Грофа».

6.4 Контроль усвоения темы.

6.5 Заключительная часть занятия. Подведение итогов, проверка протоколов.

7. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЯ ЗНАНИЙ (Компонент УСРС)

1. Гемоглобин транспортирует по крови:

а) азот; 
б) углекислый газ; 
в) кислород; 
г) аммиак?

2. Какие функции гемоглобина нарушаются при серповидноклеточной анемии?

а) растворимость; 
б) кооперативность; 
в) снижается сродство гемоглобина к кислороду; 
г) повышается сродство к кислороду; 
д) деформируется эритроцит.

3. Какие виды гемоглобинов содержатся в эритроцитах здорового человека?

а) HbA; 
б) HbB; 
в) HbC; 
г) HbE; 
д) HbF.

4. Выберите соединения, которые используются для синтеза гема:

а) глицин; 
б) ацетил-КоА; 
в) железо; 
г) сукцинил-КоА; 
д) гуанидиноацетат; 
е) малат?

5. Способность гемоглобина связывать кислород зависит от:

а) рН; 
б) концентрации глюкозы в крови;
в) температуры; 
г) парциального давления кислорода; 
д) осмотического давления крови; 
е) концентрации 2,3-дифосфоглицерата; 
ж) возраста?

6. Образующийся в пентозофосфатном пути НАДФН в эритроците используется:

а) для синтеза жирных кислот; 
б) для синтеза холестерина; 
в) для восстановления глутатиона?

7. Как влияет 2,3-бисфосфоглицерат на сродство гемоглобина к кислороду?

а) не изменяет; 
б) снижает; 
в) увеличивает.

8. Метгемоглобин – это...:

а) окисленный гемоглобин, образующийся при действии сильных окислителей; 
б) соединение гемоглобина с кислородом; 
в) соединение гемоглобина с угарным газом; 
г) соединение гемоглобина с углекислым газом?

9. Гемоглобин синтезируется:

а) в печени; 
б) в селезенке; 
в) эритробластами костного мозга; 
г) нормобластами костного мозга; 
д) в лимфатических узлах?

10. При этой желтухе выделение уробилиногена (стеркобилиногена) с мочой увеличивается:

а) паренхиматозная; 
б) механическая; 
в) синдром Жильбера; 
г) синдром Ротора; 
д) гемолитическая?
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