Тема 7.2 «Биохимия крови. Строение и функции гемоглобина. Обмен гемоглобина и его нарушения» 
Обоснование темы. 
Гемоглобин и его производные являются важнейшими компонентами крови. Знание вопросов биологической роли, состава, строения, свойств этой группы сложных белков необходимо для глубокого понимания кислородтранспортной и буферной функций крови, а также для использования в судебно-медицинской, клинической практике методов обнаружения крови. Знание процессов синтеза и особенно распада гемоглобина диктуется важной ролью этого соединения в жизнедеятельности человека. Вместе с тем, четкие представления о последовательности процесса катаболизма гемоглобина, важны для понимания патогенеза ряда патологических процессов в клинике.

Цель занятия.   
1.Изучить химическое строение, состав и функции гемоглобина. 
2.Знать уровень содержания гемоглобина в крови. 

3.Изучить процессы синтеза и распада гемоглобина, сформировать четкие критерии биохимической дифференциации желтух.
4.Знать уровень содержания в крови общего билирубина и его фракций.
5.Познакомиться с количественным определением гемоглобина в крови гемоглобинцианидным методом.   

6.Уметь определять концентрацию уробилиногена в моче с помощью диагностических тест – полосок « УБГ-фан».
Необходимый исходный уровень.

Из курса биоорганической химии студент должен знать:

· определение и классификацию сложных белков;

· строение гема в гемоглобине;

· характеристику белка глобина в гемоглобине (особенности четвертичной структуры).

Из курса физиологии студент должен знать:
· биологическую роль гемоглобина и миоглобина.

Основные понятия темы 

Гемоглобин, строение и функции. Гетерогенность гемоглобина в норме и при патологии (гемоглобинопатии, талассемии). Распад гемоглобина. Билирубин прямой и непрямой. Диагностическая ценность его определения при желтухах. Уробилиноген. Биосинтез гема и его регуляция. Обмен железа.

ВОПРОСЫ К ЗАНЯТИЮ
1. Особенности метаболизма эритроцитов. Строение и свойства гемоглобина.

2.  Функции гемоглобина. Производные гемоглобина: оксигемоглобин, карбоксигемоглобин, метгемоглобин, карбгемоглобин, цианметгемоглобин. Гемоглобиновый буфер.

3. Типы гемоглобинов у человека: гемоглобин плода (HbP), фетальный (HbF), гемоглобин взрослого (HbA1, HbA2). Вариации первичной структуры и свойств гемоглобина.

4. Патологические формы гемоглобинов. Гемоглобинопатии (HbS), талассемии (HbH).
5. Обмен гемоглобина. Синтез гемоглобина. Нарушения синтеза гемоглобина: порфирии.

6. Внутриклеточный распад гемоглобина в тканях: прямой и непрямой билирубин, строение и свойства.

7. Нарушения в обмене билирубина: желтухи (гемолитическая, печеночно-клеточная, обтурационная).

8. Диагностическое значение определения билирубина в сыворотке крови и моче. Уробилиноген и его диагностическое значение.

9. Обмен железа и его нарушения: железодефицитная анемия.
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 
К ПРАКТИЧЕСКОЙ ЧАСТИ ЗАНЯТИЯ

Лабораторная работа 1 

“Определение гемоглобина крови гемоглобинцианидным методом”
Принцип метода: гемоглобин при взаимодействии с «красной кровяной солью» (гексацианоферрат(III) калия - К3[Fe(CN)6]) окисляется в метгемоглобин, образующий с ацетонциангидрином окрашенный гемоглобинцианид. Интенсивность окраски раствора прямо пропорциональна количеству гемоглобина.

Ход работы. 1. В пробирку налить 5,0 мл трансформирующего раствора (содержит ацетонциангидрин, железосинеродистый калий и натрий двууглекислый), прилить 0,02 мл крови.

1. Содержимое пробирки хорошо перемешать и оставить на 10 мин, после чего измерить на ФЭК оптическую плотность при 500 – 560 нм (зеленый светофильтр) в кювете с толщиной слоя 1 см против трансформирующего раствора (или воды) опытной и стандартной пробы.
2. Готовый стандартный раствор колориметрируют параллельно с опытной пробой (концентрация стандартного раствора гемоглобина – 15 г %).
3. Расчет содержания гемоглобина производят по формуле:
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Нормативные величины Hb:
У женщин – 12,0 – 14,0 г %  или  120 – 140 г/л

У мужчин – 13,0 – 16,0 г %  или   130 – 160 г/л

Результат:

Вывод:

Клинико-диагностическое значение: 
Пониженное содержание гемоглобина в крови (гипогемоглобинемия) характерно для различного вида анемий, а также для острых и хронических кровотечений, инфекционных заболеваний и др. Повышенное содержание гемоглобина в крови (гипергемоглобинемия) наблюдается при сгущении крови, а также при заболеваниях, связанных с увеличением количества эритроцитов (эритремии и др.), применении эритропоэтина. Количество гемоглобина у детей подвержено значительным возрастным колебаниям: у новорожденных содержаниа гемоглобина составляет 130-160 г/л, к месяцу жизни снижается до 100 г/л. К концу первого, реже второго года содержание гемоглобина падает ниже нормы (65-70 г/л), к периоду полового созревания концентрация  Hb в крови достигает уровня взрослых.
Лабораторная работа 2

“Определение желчных пигментов в моче: проба Гмелина”
Принцип метода: билирубин в моче при взаимодействии с концентрированной HNO3 окисляется с образованием на границе раздела жидкостей (кислота – моча) окрашенных колец:

Зеленое – биливердин;

Синее – билицианин;

От красного - до желтого – холетелины.

Ход работы: к 1 мл концентрированной HNO3 осторожно, по стенке пробирки, наслаивают 1 мл исследуемой мочи так, чтобы жидкости не смешались. При появлении на границе раздела жидкостей окрашенных колец (зеленых, синих, фиолетовых, красных, желтых) проба считается положительной (первым появляется зеленое кольцо).

Результат:

Вывод:
Клинико-диагностическое значение: появление в моче билирубина наблюдается при паренхиматозной и обтурационной желтухах.
Лабораторная работа 3

«Количественное определение уробилиногена в моче с помощью  диагностических полосок «УБГ-фана»»
Принцип метода: в основе метода лежит реакция азосочетания стабилизированной диазониевой соли с уробилиногеном в кислой среде. В присутствии уробилиногена реактивная зона меняет цвет на розовый или красный.

Ход работы: реактивную зону диагностической тест-полоски смачивают исследуемой мочой и через 30-60 секунд сравнивают окраску реактивной зоны с цветной шкалой.
Результат:
Вывод:
Клинико-диагностическое значение: в норме уробилиноген в моче отсутствует. Появление его в моче (уробилиногенурия) наблюдается при паренхиматозной желтухе.

ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЯ 
I. Изобразить в виде схемы кооперативное действие гемоглобина при присоединении кислорода.
II.Решите ситуационные задачи:
1.В кодоне 5´-GAA-3´ информационной РНК, ответственной за синтез полипептидной цепи гемоглобина произошло замещение аденилового нуклеотида на уридиловый (т.е. 5´-GUU-3´), к возникновению какого заболевания приведет такая замена и почему?
2. Человека укусила змея (яд змей содержит фосфолипазу А2). При анализе крови обнаружен гемолиз эритроцитов. Объясните причину гемолиза?

3. В крови больного содержится 350 мкмоль/л общего билирубина, 288 мкмоль/л коньюгированного билирубина и 62 мкмоль/л неконьюгированного билирубина, в моче обнаружен билирубин и уробилиноген. При каких патологических состояниях наблюдаются такие изменения состава крови и мочи?

4.У больного в плазме крови содержится 164 мкмоль/л общего билирубина, 141 мкмоль/л коньюгированного билирубина и 21 мкмоль/л неконьюгированного билирубина. В моче обнаружена билирубинурия, кал обесцвечен. Дайте оценку приведенным результатам.

5. При неправильной эксплуатации печного отопления у людей часто происходит отравление угарным газом. Почему?
6. У женщины, страдающей желчно - каменной болезнью, появились боли в области печени, быстро развилось желтушное окрашивание склер, кожи, кал обесцветился, моча приобрела цвет крепкого чая. Какие нарушения пигментного обмена могут быть обнаружены, какой тип желтухи?

7. У пациента отмечаются головокружение, головные боли, одышка, учащенное сердцебиение, боли в конечностях, при анализе крови обнаружены удлиненные, похожие на полумесяц эритроциты. 1. Для какой патологии характерны указанные явления? 2. Какова причина изменения формы эритроцитов? 3. Каковы молекулярные изменения, ставшие причиной этой патологии? 4. Каким методом можно диагностировать данное заболевание? 5. Почему среди жителей Африки эта патология встречается чаще?

III.Заполните схему
ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ ОБМЕН ГЕМОГЛОБИНА
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IV. Заполните таблицу.
ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ДИАГНОСТИКА ЖЕЛТУХ
Примечание: 

 В графе “Норма” укажите концентрацию или суточную экскрецию. В графах “Желтухи” укажите изменения показателей в сравнении с нормой

(    ( - повышение;   (  - понижение; 0 – отсутствует;      (  - без изменений).
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