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1. SAUGAUS DARBO BIOCHEMIJOS LABORATORIJOJE
PAGRINDINES TAISYKLES

I. BENDRI REIKALAVIMAI

1.1. Studentui, nesilaikanc¢iam $ios instrukcijos reikalavimy, taikoma Lietuvos
Respublikos jstatymy numatyta drausmin¢, materialine, administracing ir
baudziamoji atsakomybé, priklausomai nuo pazeidimo pobiidzio ir pasekmiy.

1.2. Laboratorinius darbus studentams leidziama dirbti tik iSklausius darby saugos
instruktazg ir pasirasius instruktazo registracijos Zurnale, Zinant galimas traumas
ir apsinuodijimus ir mokant suteikti pirmaja pagalba.

1.3. Laboratorijoje leidZziama dirbti tik susipazinus su laboratorijos jranga:

1.3.1. Zinant vandentiekio ir gamtiniy dujy ¢iaupy iSdéstyma ir mokant jais naudotis;

1.3.2. Zinant elektros i§jungéjy iSdéstymo vietas, jy paskirtj ir mokant jais naudotis;

1.3.3. zinant gaisro gesinimo priemoniy i§déstymo vietas ir mokant jomis naudotis;

1.3.4. Zinant vaistinélés vietg ir joje esanciy pirmos pagalbos priemoniy paskirt;.

1.4. Laboratorijoje draudZiama:

1.4.1. buti be chalato;

1.4.2. vaikscioti be reikalo po laboratorija;

1.4.3. valgyti ir gerti;

1.4.4. jeiti pasaliniams asmenims;

1.4.5. dirbti nesant déstytojo arba laboranto;

1.4.6. dirbti pasalinius darbus;

1.4.7. vykdyti eksperimentus, nenumatytus mokymo planuose;

1.4.8. naudotis sugedusiais prietaisais, jrengimais, suskilusiais indais ir neZinomomis

medZziagomis.

1.5. Studentai privalo:

1.5.1. vykdyti déstytojy arba jy jgalioty asmeny nurodymus;

1.5.2. mokéti saugiai dirbti ir netrukdyti saugiai dirbti kitiems;

1.5.3. esant reikalui naudoti individualias saugos priemones;

1.5.4. informuoti déstytoja apie susizalojimus laboratoriniy darby metu;

1.5.5. laikytis vidaus tvarkos taisykliy, nevartoti alkoholiniy gérimy bei narkotiniy

medziagy. Riukyti Lietuvos sveikatos moksly universitete draudziama;

1.5.6. laikytis asmens higienos taisykliy, priziiiréti, kad chalatai biity Svarts.



I1. RIZIKOS VEIKSNIAIL SAUGOS PRIEMONES NUO JU POVEIKIO

2.1. Pavojingi, kenksmingi veiksniai studento darbo vietoje:

2.1.1. elektros srové dél netvarkingy elektros prietaisy ir aparaty;

2.1.2. koncentruoty rugsciy ir Sarmy poveikis dél neatsargaus elgesio su jais;

2.1.3. darbas su stikliniais indais — galimi mechaniniai suzalojimai;

2.2. Biutinos saugos priemongés:

2.2.2. medvilninis chalatas;

2.2.3. esant reikalui — gumingés pirstinés, neper§lampama prijuosté, apsauginiai
akiniai.

I11. VEIKSMAI PRIES DARBO PRADZIA

3.1. Pries pradedant darbg biitina:

3.1.1. susipazinti su darbo apraSymu ir i$siaiskinti neaiskius klausimus;

3.1.2. issiaiskinti darbe naudojamy reagenty ir reakcijose susidariusiy medziagy
savybes ir saugaus darbo su jais taisykles;

3.1.3. patikrinti darbo vieta, kad ji biity Svari ir tvarkinga, neapkrauta pasalinémis
medZiagomis ir prietaisais;

3.1.4. patikrinti dujy ir vandentiekio ciaupus;

3.1.5. patikrinti elektros prietaisy (centrifugos, oro termostato, vandens termostato)
1Zeminimg ir jjungimo laidy tvarkinguma;

3.1.6. gauti déstytojo leidimg dirbti.

IV. VEIKSMAI DARBO METU

4.1. Darbo metu laboratorijoje reikia laikytis tylos, tvarkos ir §varos. Eksperimentus

reikia atlikti ramiai, neskubant, susikaupus ir sgmoningai.

4.2. Darbo metu draudziama:

4.2.1. palikti be priezitiros veikiancius elektrinius prietaisus ir dujy degiklius;

4.2.2. 18eiti 18 laboratorijos be déstytojo leidimo;

4.2.3. dirbti su sugedusiais prietaisais ir suskilusiais indais;

4.2.4. dirbti su nezinomomis medziagomis;

4.2.5. dirbti su nejzemintais elektros prietaisais;

4.2.6. nesioti reagentus 18 jiems skirty viety;

4.2.7. apkrauti darbo vietg knygomis, nereikalingais reagentais, indais ir prietaisais;

4.2.8. laikyti be reikalo jjungtus elektros prietaisus ir dujy degiklius;



4.2.9. pilti chemines medziagas j kriaukle (panaudotus reagentus pilti i specialius
indus, esancius traukos spintoje).

4.3. Dirbant butina sekti bandymo eiga, laikytis apraSyme nurodyto darbo rezimo.
4.4. Dirbant su koncentruotomis riig§timis, Sarmais, degiomis ir nemalonaus kvapo
medziagomis bandymus reikia atlikti tik traukos spintoje, naudojantis individualiomis
saugos priemonémis: akiniais, skydeliais ir pir§tinémis.

4.5. Sildant skys¢ius mégintuvéliuose reikia naudotis specialiais laikikliais, o
meégintuvel] nukreipti i tg puse, kur néra Zmoniy.

4.6. I$piltus ant grindy ar stalo reagentus, taip pat sudauzytus indus biitina tuoj pat,
vadovaujant déstytojui ar laborantui, pasalinti laikantis reikalingy atsargumo
priemoniy.

4.7. Dirbant su centrifuga svarbu: jjungti galima tik sudéjus prieSpriesai subalansuotus
mégintuvélius ir uzdengus; atidengti tik pilnai sustojus rotoriui.

4.8. Naudojantis termostatu sandariai uzdaryti termostato duris.

V. STUDENTO VEIKSMAI AVARINIAIS (YPATINGAIS) ATVEJAIS

5.1. Sugedus jrengimams ar susidarius pavojingai situacijai, reikia nedelsiant
nutraukti darbus ir apie tai pranesti déstytojui.

5.2. Ivykus nelaimingam atsitikimui, reikia suteikti pirmajg medicinos pagalba
nukentéjusiam, prireikus iSkviesti gydytoja, iSsaugoti nepakeistg jvykio vieta, jei tai
negresia aplinkiniy gyvybei ir sveikatai; apie jvykj pranesti tiesioginiam darby
vadovui.

5.3. Pirmoji pagalba nukentéjusiam turi bati suteikta nedelsiant.

5.4. Patekus cheminéms medziagoms j akis, ant veido, ranky arba riiby tuoj pat tas
vietas gausiai plauti vandeniu. Jei nukentéjes negali to padaryti pats, jam turi padéti
kiti asmenys, esantys laboratorijoje.

5.5. Apie kiekvieng nelaimingg atsitikima biitina informuoti déstytoja.

5.6. Esant rimtoms traumoms, nudegimams arba apsinuodijimams, nedelsiant iSkviesti
greitaja medicining pagalba.

5.7. Gavus elektros smiigj, nedelsiant iSjungti elektros srove. Jei nukentéjes neteko
samongs (arba net atrodo mirgs), iki atvykstant greitajai pagalbai daryti dirbtinj
kvépavima ir Sirdies masaza.
VI. VEIKSMAI BAIGUS DARBA

6.1.Pabaigus darbg biitina:



6.1.1. iSjungti elektrinius prietaisus, dujas, vandenj;

6.1.2. sutvarkyti darbo vieta, sustatant prietaisus, reagentus, indus j jiems skirtas
vietas;

6.1.3. iSplauti indus ir nuvalyti stala;

6.1.4. nusiplauti rankas.



2. VITAMINAI

Vitaminai — nedidelés molekulinés masés biologiskai aktyviis organiniai
junginiai, bitini organizmo medZiagy apykaitai ir gyvybinei veiklai. Zmogaus
lastelése jie nesintetinami, todél turi biiti gaunami su maistu. Zmogui jy reikia labai
nedaug (paros norma — nuo keliy mikrogramy iki keliolikos miligramy, tik vitamino C
reikia daugiau — keliasdeSimt miligramy per parg). Kai kuriuos vitaminus (B grupés ir
vitaming K) sintetina Zarnyno bakterijos, ta¢iau jy organizmui nepakanka.

Terming vitaminai pasitilé lenky chemikas M. Funkas, kuris vitamino Bj
struktiroje nustaté aminogrupe ir nor¢jo pazyméti $io junginio svarbg gyvybei:
vitaminai — gyvybés aminai (lot. vita — gyvybé, gyvenimas + aminum — aminai).
Veéliau, atradus kitus vitaminus, paaiSkéjo, kad vitaminai yra jvairios struktiiros
organiniai junginiai. Kai kurie jy neturi nei aminogrupés, nei azoto.

Vitaminal, atsizvelgiant j jy tirpumg, skirstomi j dvi grupes:

1) riebaluose tirplis vitaminai: vitaminas A (retinolis, antikseroftalminis),
vitaminas D (kalciferolis, antirachitinis), vitaminas E (tokoferolis,
antisterilinis), vitaminas K (filochinonas, antihemoraginis);

2) vandenyje tirpiis vitaminai: vitaminas B; (tiaminas, antineuritinis), vitaminas
B, (riboflavinas, augimo vitaminas), vitaminas PP arba Bj (nikotino rtigstis
arba nikotinamidas, antipelagrinis), vitaminas Bs (pantoteno ragstis,
antidermatitinis), vitaminas Bg (piridoksolis, piridoksalis arba piridoksaminas,
antidermatitinis), folio rugstis (vitaminas By, antianeminis), vitaminas B,
(kobalaminas, antianeminis), vitaminas H (biotinas, antisebor¢jinis), vitaminas
C (askorbo riigstis, antiskorbutinis).

Visi vandenyje tirptGs vitaminai, i§skyrus vitaming C, vadinami B grupés
vitaminais. Kai vandenyje tirpiy vitaminy koncentracija kraujo plazmoje didesné uz
inksty slenkstj, jie iSskiriami su Slapimu. I§ vandenyje tirpiy vitaminy organizme
susidaro kofermentai, biitini fermenty veikimui.

Ligos, kuriomis susergama, kai Zmogus negauna vitaminy, vadinamos
avitaminozémis. Jeigu vitaminy gaunama nepakankamai, i§sivysto hipovitaminozes.
Daznesnés yra ne vieno, bet keliy vitaminy hipovitaminozés (polihipovitaminozes).
Kai organizmas gauna vitaminy per daug, prasideda hipervitaminozés. Dazniausiai

perdozuojami riebaluose tirpts vitaminai A, D ir K. Dideli jy kiekiai organizmui yra



toksiski. Pavyzdziui, vitamino D hipervitaminozés atveju i§ kaulinio audinio issiskiria

daug kalcio, jis patenka j organizmo skys¢ius, ima kalkéti minkstieji audiniai.

2.1. KOKYBINES VANDENYJE TIRPIU VITAMINU REAKCIJOS

2.1.1. Reakcija vitaminui B; nustatyti
Veikiant oksidatoriams tiaminas virsta tiochromu:

NH

2

\ _ -+
N CHz N O, Cl + 2K,Fe(CN), + 3KOH
Mo § ICHECHQOH
H,C” N s

Tiamino chloridas

NS N | CH, K,Fe(CN). + KCI + 3H,0
— M J——CHECHEOH + BHFe(CN)s + KCI + 3H,
H.C” N~ N7 s

Tiochromas

Darbo eiga:

1. ] mégintuvélj jlasinamas 1 lasas 0,1% tiamino tirpalo, 5 lasai 5% NaOH (natrio
hidroksido) tirpalo ir 1 lasas 5% Ks[Fe(CN)e] (raudonosios kraujo druskos;
kalio heksacianoferato I11) tirpalo. SumaiSoma.

2. Meégintuvelio turinys paSildomas. Tiaminas virsta tiochromu, tirpalas nusidazo

geltona spalva.

2.1.2. Reakcija vitaminui B, nustatyti

Redukuojamas riboflavinas i§ pradziy virsta raudonos spalvos rodoflavinu,

véliau — bespalviu leukoflavinu.

Darbo eiga:
1. | meégintuvel] jlaSinama 10 lasy 0,25% riboflavino tirpalo ir 5 laSai

koncentruoto HCI (vandenilio chlorido; druskos riigsties) tirpalo.
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2. Imetamas gabalélis cinko. Tirpalas i§ pradziy jgauna raudong spalva, o paskui

spalva iSnyksta.

,(CHOH),CH,OH THQ(CHOH) sCH,OH
KI T BOOLY
IN N
Zn + 2HCI ZnCl,
Riboflavinas Leukoflavinas

2.1.3. Reakcija vitaminui Bg nustatyti

Vitaminas Bg yra piridino darinys.

O H
CH,OH N CH,NH,
CH,OH HO X CH,OH CH,OH
| ~
H,C™ °N
Piridoksolis Piridoksalis Plrldoksamlnas

Jis su FeCls (gelezies (IIT) chloridu) sudaro raudonos spalvos junginj.
Darbo eiga:
1. | mégintuvelj jlaSinami keli lasai 5% vitamino Bg tirpalo ir 1 lasas 5% FeCls.

Tirpalas nusidazo raudona spalva.

2.1.4. Reakcija vitaminui PP nustatyti
Darbo eiga:
1. Apie 10 mg nikotino riigsties iStirpinama 10-20 lasy 10% CH3COOH (etano
(acto) rugsties) tirpalo. Tirpinama $ildant.
2. | verdantj tirpalg jpilamas toks pats tiiris 5% (CH3COQ),Cu (vario acetato)
tirpalo. MiSinys susidrumsc¢ia, jgauna zydrg spalva, o pastovéjus iSsiskiria

meélynos nuosédos.

11



~
2| + (CH,C00),Cu  ——=
N
Vario acetatas
Nikotino
ragstis
I 1
X —C—0—-Cu—-0—C AN
| | + 2CH,COOH
~ ~
N N

Vario nikotinatas

2.2. VITAMINO C KIEKIO NUSTATYMAS SLAPIME
Vitamino C (asko rbo ragstis) kiekis zmogaus kraujo plazmoje yra 0,7-1,2
mg/100 ml. Kai maiste nedaug vitamino C, jo Slapime nerandama. Suvartojus
didesnius vitamino C kiekius, dalis jo i$siskiria su Slapimu.
Vitaminui C yra budingos stiprios redukcinés savybés, jis dalyvauja
organizme  vykstanCiose  oksidacijos-redukcijos  reakcijose,  pavirsdamas

dehidroaskorbo riigstimi.

H 0 . .. H 0
CH,0H 0 Oksidacija CH,OH 0
OH \— = = OH
HO OH Redukcija 0 0
Askorbo Dehidroaskorbo
ragstis ragstis
Darbo eiga:
1. 1200 ml kolbg jpilama 10 ml tiriamo Slapimo, 100 ml vandens ir 1 ml ledinés
CH3COOH tirpalo.

2. Tirpalas titruojamas 0,001 N 2,6-dichlorfenolindofenolio tirpalu, kol jis jgauna
silpnai rozing spalva.

3. Atsizvelgiant | suvartotg titravimui 0,001 N 2,6-dichlorfenolindofenolio kiek],
apskaiCiuojamas vitamino C kiekis paros S$lapime. 1 ml 0,001 N 2,6-

dichlorfenolindofenolio tirpalo (titranto) atitinka 0,088 mg askorbo ragsties.

12



4. Zinant, kad paros §lapimo kiekis yra 1500 ml, vitamino C kiekis paros §lapime

randamas pagal tokig iSraiska:

Vtit‘ranto (ml) x 0,088 (mg) x 1500 (ml)
10 (ml)

m (mg) =

KLAUSIMAI SAVIRUOSAI

Vitaminai, jy biologinis vaidmuo:

1.
2.
3.

K3a vadiname vitaminais?
ISvardinkite: a) vandenyje tirpius vitaminus, b) riebaluose tirpius vitaminus.
Kuriems (vandenyje ar riebaluose tirpiems ) vitaminams buidingi hipervitaminozés

reiskiniai? Apibiidinkite Siuos reiskinius.

. Apibudinkite riebaluose tirpiy vitaminy biologinj vaidmenj organizme.

. Apibudinkite biochemines funkcijas bei hipovitaminoziy poZymius Siems

vitaminams: tiaminas (vitaminas B;); riboflavinas (vitaminasB,); niacinas, nikotino
ragstis (vitaminas PP, vitaminas Bj); pantoteno riigstis (vitaminas Bs); piridoksolis
(vitaminas Bg ); ; ciankobalaminas (vitaminas Bi,); folio rigstis (vitaminas By);

biotinas (vitaminas H); askorbo raigstis (vitaminas C).

13



3. FERMENTAI

Fermentai (enzimai) — biologinése sistemose vykstanciy reakcijy katalizatoriai.
Dauguma fermenty yra tirpis globuliniai baltymai (iSskyrus nedidel¢ grupe RNR
molekuliy — ribozimy, kurioms buidingas katalizinis aktyvumas).

Fermentai, kaip ir visi katalizatoriai, didina tik energiskai palankiy reakcijy
greit], mazindami aktyvacijos energija. Jie vienodai greitina pusiausvyrinés reakcijos
tiesiogines ir griztamasias reakcijas, t.y. nekeiCia reakcijos krypties, bet pagreitina
reakcijos pusiausvyros pastovumg. Fermentams budingos i$skirtinés savybés: didelis
katalizinis pajégumas — pagreitina reakcija 10"-10*° karty (pvz., fermentas ureazé - net
10" karty); savitumas — veikia tik viena ar keleta panaSios struktiros junginiy.
Fermentai yra labai jautriis aplinkos salygy (pvz., temperatiiros ir pH) pokyciams;
denatiiruojami praranda aktyvumg. Fermenty aktyvumas gali buti reguliuojamas,
jiems sgveikaujant su savitosiomis molekulémis, fiziologiniais efektoriais
(kovalentiné modifikacija, alosoterin¢ sgveika). Dél Sios savybés sudétingos
fermentinés sistemos veikia suderintai ir garantuoja lgstelés cheminiy procesy
atitikima besikeic¢ian¢iomis aplinkos salygomis.

Fermenty yra visuose audiniuose ir kiino skysciuose. Vidulasteliniai fermentai
katalizuoja metaboliniy keliy reakcijas; plazminés membranos fermentai, reaguodami
1 lastelés iSorés signalus, katalizuoja reakcijas lastelés viduje; kraujo fermentai
dalyvauja kreSé¢jimo procese. Beveik visi gyvybiniai procesai priklauso nuo fermenty
veikimo.

Atsizvelgiant | sudétj, fermentai skirstomi j paprastuosius ir sudétinius.
Paprastieji fermentai sudaryti tik i§ baltymo, 0 sudétiniuose fermentuose yra ir
nedidelé organiné molekulé — kofermentas (pvz., NAD®, FAD). Labai daznai

sudétiniy fermenty kofermenty pirmtakai yra vandenyje tirpas vitaminai.

3.1. FERMENTU SAVITUMAS IR TERMOLABILUMAS
Svarbiausia fermenty savybé yra jy Savitumas substratams. Pavyzdziui,
sacharaz¢ skaido sacharoze i gliukoze ir fruktozg, o seiliy amilazé hidrolizuoja
glikogeng ir krakmolg iki maltozés.
Kita budinga fermenty savybé yra jy termolabilumas. Virinant fermentai
denatiiruojami ir praranda biologinj aktyvumg. Fermentai yra aktyviausi esant
temperatiirai, kuri vadinama optimalia fermento veikimo temperatiira. Daugelio

fermenty optimali veikimo temperatiira yra apie 40 C.
14



o 0k~ w

Darbo eiga:

Imami 6 mégintuvéliai ir sunumeruojami. | pirmg, antrg ir trecig mégintuvélius
jpilama po 3 ml 2% sacharozés tirpalo, o j 4, 5 ir 6 — po 3 ml 1% krakmolo
tirpalo.

I pirma ir ketvirta mégintuvélius jpilama po 0,5 ml sacharazés tirpalo (mieliy
ekstrakto).

| antrg ir penktg mégintuvélius jpilama po 0,5 ml 5 kartus praskiesty seiliy.

I trecig mégintuvel]j jpilama 0,5 ml pavirinto sacharazés tirpalo.

I Sesta mégintuvel]j jpilama 0,5 ml 5 kartus praskiesty ir pavirinty seiliy.
Kiekvieno mégintuvélio turinys gerai sumaiSomas ir visi Se§i mégintuvéliai
jdedami j 38 "C temperatiiros termostata ar vandens vonia.

Po 10 min. mégintuvéliai iSimami i§ termostato ir atauSinami.

Norint patikrinti, ar susidaré sacharozés skilimo produktai, pirmame, antrame ir
tre¢iame mégintuvéliuose atliekama Felingo reakcija: i§ jy paimama po 2 ml
tirpalo ir perpilama j kitus atskirus mégintuvélius. Po to i juos jpilama po 1 ml
Felingo 1 ir Felingo II reagenty (Felingo I — 4% CuSOy (vario (Il) sulfato)
tirpalas; Felingo Il — Sarminis K, Na tartrato tirpalas). SumaiSoma ir kaitinama,
kol susidaro oranzinés spalvos nuosédos.

Norint patikrinti, ar suskilo krakmolas, 1 4, 5 ir 6 mégintuvélius jlasinama po 1
la8g jodo tirpalo. Jei krakmolas suskilo, mégintuvélio turinys nusidazo ruda

spalva, jei nesuskilo — mélyna.

10. Reakcijy rezultatai pazymimi lenteléje nurodant spalva.

Meégintuvélio | Substratas | Nevirintas | Virintas Felingo | Reakcija
Nr. fermentas | fermentas | reakcija su jodu

1 sacharozé¢ | sacharazé -

2 sacharozé amilazé -

3 sacharozé - sacharazé

4 krakmolas | sacharazé -

5 krakmolas | amilazé -

6 krakmolas - amilazé
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3.2. pH ITAKA FERMENTU AKTYVUMUI
Fermenty aktyvumas priklauso nuo terpés rigstingumo, t.y. nuo pH.
Kiekvienas fermentas aktyviausias, esant optimaliai vandenilio jony koncentracijai.
Pavyzdziui, seiliy o-amilazei optimalus pH yra apie 7, o skrandzio pepsinui jis yra
nuo 1,5 iki 2,5.
Darbo eiga:

1. T 8 mégintuvélius pilami lenteléje nurodyti 0,2 M Na,HPO, (natrio
hidrofosfato) ir 0,1 M citrinos riigsties tirpaly kiekiai. Gaunami atitinkamo pH
(5,0 — 8,0) buferiniai tirpalai.

2. 1 kiekvieng mégintuvélj pripilama po 5 ml 0,5% krakmolo tirpalo ir po 2,5 ml
250 karty praskiesty seiliy.

3. Kiekvieno meégintuvélio turinys gerai sumaiSomas ir visi 8§ meégintuvéliai
dedami j 38 'C temperatiiros termostata ar vandens vonia.

4. Po 15 min. i§ penkto mégintuvélio keli lasai tirpalo jlasinami j atskirg
meégintuvel], 1 kurj prie§ tai jlaSintas 1 laSas jodo tirpalo. Jei tirpalas nusidazo
mélynai, t.y. krakmolas dar nesuskilo, bandymas kartojamas kas minuteg, kol
krakmolas suskyla ir tirpalas nusidazo ruda spalva.

5. | visus meégintuvelius, pradedant nuo pirmo, jlaSinama po 2 lasus jodo tirpalo.
Gerai sumaiSoma. Stebima, kuriame meégintuvélyje krakmolas visiSkai suskilo.

6. Rezultatai suraSomi | lentele.

Meégintuvélio | 0,2 M Na;HPO,4 0,1 M citrinos pH Reakcija

Nr. tirpalo (ml) rugsties tirpalo su jodu

(ml) (spalva)
1 1,29 1,21 5,0
2 1,51 0,99 5,8
3 1,65 0,85 6,2
4 1,82 0,68 6,6
5 1,93 0,57 6,8
6 2,06 0,44 7,0
7 2,27 0,23 7,4
8 2,43 0,07 8,0
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3.3. SEILIU a-AMILAZES AKTYVUMO NUSTATYMAS

Seiliy o-amilazés aktyvumas nustatomas remiantis pakitusiu substrato
(krakmolo) kiekiu per tam tikrg laiko vieneta, esant optimalioms veiklos salygoms. Jis
iSreiSkiamas mililitrais 0,1% krakmolo tirpalo, kurj suskaido 1 ml nepraskiesty seiliy,
esant 38 'C temperatiirai per 30 min.

Seiliy a-amilazés aktyvumui turi jtakos aktyvikliai ir slopikliai: NaCl (natrio
chloridas) aktyvina, CuSO, (vario sulfatas) slopina §j fermenta.

Darbo eiga:

1. 110 sunumeruoty mégintuveliy pilama po 1 ml distiliuoto vandens.

2. | atskirg mégintuvelj pilama 1 ml seiliy, jos praskiedziamos 9 ml vandens.
Mégintuvélio turinys gerai sumaiSomas. Gaunama 10 karty praskiestos seilés.

3. [ pirmg mégintuvélj pipete jpilama 1ml 10 karty praskiesty seiliy.

4. MiSinys pirmame mégintuvélyje sumaiSomas, jtraukiant j pipete tirpalo ir vél jj
iSpilant. Po to 1 ml gauto misinio pipete perpilamas j antrg mégintuvélj, misinys
sumaiSomas, 1 ml gauto miSinio perpilamas j tre¢ig mégintuvélj ir t.t. IS deSimto
meégintuvelio 1 ml tirpalo iSpilamas lauk. Gaunami jvairiai praskiesty seiliy (o-
amilazés) tirpalai: kiekviename po jo esanciame mégintuvélyje fermento yra
dvigubai maziau negu pries jj esan¢iame (1/20, 1/40, 1/80 ir t.t.).

5. Kai tiriamas seiliy a-amilazés aktyvumas, j visus mégintuvélius jpilama po 1
ml vandens. Kai tiriama aktyvikliy jtaka o-amilazés aktyvumui, vietoj 1 ml
vandens ] visus mégintuvelius pilama po 1 ml 1% NacCl tirpalo, jei tiriama
slopikliy jtaka — pilama po 1 ml 1% CuSQ, tirpalo. Tiriant seiliy a-amilazés
aktyvuma, aktyvikliy ir slopikliy jtaka o-amilazés aktyvumui, vartojamos tos
pacios seilés.

6. ] visus10 mégintuvéliy (pradedant nuo desimto, po to j devintg ir t.t.) jpilama po
2 ml 0,1% krakmolo tirpalo ir mégintuvéliy turinys gerai sumaiSomas.

7. Visi mégintuvéliai §ildomi, esant 38 'C temperatiirai, termostate arba vandens
vonioje 30 min.

8. Po 30 min. mégintuvéliai iSimami i§ termostato, atausinami Salto vandens srove,
kiekvieno mégintuvélio turinys sumaiSomas.

9. I kiekvieng mégintuvélj jlasinama po 2 lasus jodo tirpalo ir stebima, kokia
spalva nusidazys mégintuvéliy turinys (nuo geltonos ik mélynos spalvos).
Geltona spalva rodo, kad krakmolas visiskai suskilo, rausva — yra tarpiniy
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krakmolo skilimo produkty (dekstriny), mélyna — yra krakmolo ar pradiniy jo
skilimo produkty.

10. Apskaiciuojamas tiriamyjy seiliy a-amilazés aktyvumas. Meégintuvélyje,
kuriame tirpalas yra mélynos spalvos, krakmolas nesuskaidytas. Mégintuvélyje,
kuriame tirpalas yra rudos spalvos, krakmolas pakankamai suskaidytas.

Pavyzdziui, penktasis mégintuvélis yra paskutinis, kuriame tirpalas yra rudos

spalvos. Siame mégintuvélyje nepraskiesty seiliy buvo 1/320 ml, todél galima

parasyti:

1/320 ml seiliy suskaidé 2 ml 0,1% krakmolo tirpalo
1ml seiliy suskaidé x ml 0,1% krakmolo tirpalo

X _ 21 640 (ml)
-~ 1/320

Matome, kad 1 ml nepraskiesty seiliy per 30 min, esant 38 'C temperatiirai
suskaide 640 ml 0,1% krakmolo tirpalo.

AnalogiSkai apskaiCiuojamas ir seiliy o-amilazés aktyvumas, pridéjus
aktyvikliy ar slopikliy. Duomenys, gauti nustacius seiliy a-amilazeés aktyvuma,

lyginami su rezultatais, gautais, pridéjus aktyviklio ar slopiklio. Daromos i§vados.

3.4. KOKYBINES FERMENTU REAKCIJOS
Fermentams nustatyti savity reagenty néra. Fermento buvimas tirpale
nustatomas pagal pridéto atitinkamo substrato pokytj. Substrato pokytis arba jo

skilimo produktai nustatomi savitosiomis spalvinémis reakcijomis.
3.4.1. Tirozinazé
Tirozinazés — tai fermentai oksidazés, kurie oksiduoja substratus molekuliniu

(oro) deguonimi. Tirozinaze katalizuoja dvi reakcijas:

1. Hidroksilina fenolius orto padétyje:
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OH OH

.. . OH
1 Tirozinazé
+ E 02
CH2—|C H-COOH CH2-|CH-C00H
NH, NH,
Tirozinas 3,4-dihidroksifenilalaninas
(DOPA)

2. Oksiduoja difenolius.
Tirozinas, veikiamas Sio fermento, virsta tamsios spalvos medziaga, kuri yra
panasi j nattralius plauky, odos ir panasius pigmentus — melaninus.
Tirozinazés yra grybuose, bulvése, cukriniuose runkeliuose, griiduose ir kt.
Darbo eiga:
1. Zalios, nuluptos bulvés pavirsinis sluoksnis plonai supjaustomas ir suberiamas j
grustuve.
2. Bulvés sutrinamos dalimis, uzpilant 10 ml vandens, ir filtruojamos.
3. | du mégintuvélius jpilama po 1 ml filtrato. Vieno mégintuvélio turinys
virinamas 1 - 2 min. ir atSaldomas.
4. ] abu meégintuvelius jlasSinama po 5 -10 lasy 0,1% tirozino tirpalo, jie statomi |
35 - 40 'C temperatiiros vandens vonig.
5. Kas 5 min. mégintuvéliai supurtomi. Jei yra tirozinazes, tirpalas 1§ pradziy

]jgauna rausvg, véliau rudg ir net juoda spalva.

3.4.2. Ureazeé
Ureazé yra hidrolaziy klasés fermentas. Ji hidrolizuoja CO(NH,), (karbamida,
urea, Slapalg):

CO(NH,), + H,0 — CO, + 2NH;

Ureazés yra kai kuriose bakterijose, sojos pupelése. Jos veikimo pH ribos yra
labai placios, geriausiai veikia neutralioje aplinkoje.

Darbo eiga:
1. T2 ml 2% karbamido tirpalo (arba $lapimo) jberiama 0,5 g sojos milteliy ir

suplakama. Jauéiamas issiskirian¢io amoniako kvapas.
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2. Po keliy minuciy jlasinami 2 lasai 0,1% fenolftaleino tirpalo. MiSinys parausta.

3.4.3. Peroksidazeé
Peroksidazés yra fermentai, katalizuojantys medziagy oksidacija atominiu
deguonimi. Atominis deguonis gaunamas skaidant H,O, (vandenilio peroksida) ar
kitus peroksidus:
H,O, - H,O + O
Peroksidazés oksiduoja junginius, turinius fenoling struktiirg. Susidaro

spalvoti junginiai.

HO HO o) OH
—_—
2HO + 30 HO N + CO,+2H,0
HO HO
Pirogalolis Purpurogalinas
Darbo eiga:

1. T4 mégintuvelius jpilama po 1 ml 1% pirogalolio tirpalo.

2. | pirma mégintuvélj jlasinami 2 lasai 2% H,0, ir 1 ml H,0.

3. | antrg mégintuvélj jpilama 1 ml tirpalo, turincio aktyvios peroksidazés — krieny
ekstrakto.

4. ] treCig meégintuvelj jpilama 1 ml krieny ekstrakto ir 2 lasai HyO».

5. Tketvirta mégintuvélj jpilama 1 ml pavirinto krieny ekstrakto ir 2 lasai H,O5.

6. Stebimas spalvy pokytis. Rezultatai suraSomi j lentelg.

Meégintuvelio Substratas Vandenilio
Nr. (pirogalolio akceptorius | Fermentas Spalva
tirpalas, ml)
1 1 H,0, —
2 1 - +
3 1 H,0, +
4 1 H,0, +*

*pavirintas krieny ekstraktas

20



KLAUSIMAI SAVIRUOSAI

Fermentai, ju savybés

1.

o M DN

10. Izofermentai, jy charakteristika. Kokia izofermenty reikSmé ligy diagnostikoje?

Kuo skiriasi fermentai nuo kity katalizatoriy? I§vardinkite fermentinés katalizés
ypatybes.

Kokie yra fermenty klasifikacijos principai? ISvardinkite fermenty klases.
Fermenty aktyvumo matavimo vienetai.

Koveiksniai ir kofermentai: jy struktiira ir vaidmuo fermentinése reakcijose.
Apibidinkite fermenty aktyvyji centra: kas sudaro aktyvyji centra, kokia jo
paskirtis?

Kokie veiksniai turi jtakos fermentinés reakcijos greiciui?

substrato koncentracijos ir fermento kiekio. Paaiskinkite.

. I kokias grupes skirstomi fermenty slopikliai pagal veikimo mechanizmg?

. Paaiskinkite fermenty aktyvumo reguliavima (alosteriniu ir kovalentiniu budais)

principus.

11. Pateikite fermenty, naudojamy ligy diagnostikai ir gydymui, pavyzdziy.

. Pavaizduokite grafiskai, kaip priklauso fermenty aktyvumas nuo temperattros, pH,
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4. ANGLIAVANDENIAI IR JU APYKAITA

Angliavandeniai (sacharidai) yra polihidroksialdehidai arba
polihidroksiketonai bei jy dariniai. Bendra monosacharidy formulé (CH;0),. Tai
labai gausi organiniy junginiy klasé. Angliavandeniai sintetinami augaluose
fotosintezés metu panaudojant saulés energija i§ CO, (anglies dioksido) ir vandens, o
gyvinai juos turi gauti su maistu. Angliavandeniams budinga biologiniy funkcijy
jvairové: jie yra energijos Saltinis; jeina | kity junginiy sudéti (nukleortigsciy,
kofermenty); yra pagrindinis augaly ir bakterijy sieneliy komponentas; jie svarbis
tarplgsteliniams rySiams, lastelés atpazinimo, signalo perdavimo procesuose.
Organizme yra nedidelés angliavandeniy atsargos (krakmolas — augaluose,
glikogenas — gyviinuose).

Monosacharidai reaguoja tarpusavyje, sudarydami glikozidinius rySius. Dvi
monosacharidy molekulés sudaro disacharidus; nuo 2 iki 10-ies monosacharidy —
oligosacharidus. Polisacharidais vadinami polimerai, kuriuos sudaro daugiau nei
deSimt monomery. Tiek oligosacharidai, tiek polisacharidai gali btiti homologiski
(monomerai vienodi) arba miSris (sudaryti 1§ skirtingy monosacharidy).
Polisacharidy molekulés gali buti linijinés arba Sakotos struktiiros, nes bet kuri 1§
daugelio monosacharidy molekuléje esanc¢iy hidroksigrupiy gali sudaryti rysj su kito
monosacharido keto- arba aldehidine grupe. Svarbiausias Zzmogaus monosacharidas —
gliukozeé. Gyviuninése lastelése kaupiamas glikogenas — Sakotas polimeras, kuriame
gliukozés monomerai tarpusavyje susijunge o-1,4 ir a-1,6 glikozidiniais rysiais.
Augalinése lastelése kaupiamg polisacharida krakmola sudaro amilozé — linijinis
polimeras, sudarytas i§ gliukozés monomery, tarpusavyje susijungusiy o-1,4
glikozidiniais rySiais ir amilopektinas, kuriame, kaip ir gyviiny glikogene, gliukozés
monomerai tarpusavyje susijunge o-1,4 ir a-1,6 glikozidiniais rysiais. Augaly Iasteliy
sienelése esanciame linijiniame polisacharide celiuliozéje gliukozés molekulés

susijungusios B-1,4 glikozidiniais rysiais. Sio rysio gyviiny fermentai neskaido.
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4.1. GLIKOGENO ISSKYRIMAS IS RAUMENU IR KEPENU IR REAKCIJOS
GLIKOGENUI ATPAZINTI

Glikogeno koncentracija raumenyse yra 0,5 — 1%, o0 kepenyse — apie 8%
drégno audinio masés. Sis polisacharidas lengvai nusodinamas i§ tirpaly etanoliu.
Saveikaudamas su jodu jis nusidazo raudona spalva.

Darbo eiga:

1. Imama apie 1 g Svieziy raumeny ar kepeny, susmulkinama atSaldytoje
grustuveje, uzpilama 4 ml verdancio vandens.

2. Turinys perpilamas j platy stiklinj mégintuvélj ir virinamas 2-3 min. Nuséda
baltymy nuosédos.

3. I8 plataus meégintuvélio turinys perpilamas i griistuve ir trinamas, kol pasidaro
vienalyté masé — koselé.

4. Kosele skiedziama 5 ml vandens, perpilama | platy stiklinj mégintuvélj,
partigS§tinama 5 lasais 1% CH3COOH tirpalo ir 20 min. virinama, visg laika

5. Nuosedos filtruojamos, o filtratas (glikogeno tirpalas) dalinamas j tris dalis ir
atliekamos reakcijos glikogenui atpazinti:

a) Glikogeno nusodinimas etanoliu.

I 5 lasus filtrato jpilami 5 lasai 96% C,HsOH (etanolio). Glikogeno dalelés
netenka vandens apvalkalélio ir nuséda kaip amorfinés nuosédos.

b) Reakcija su jodu.

Imami 2 mégintuvéliai. | vieng mégintuvel) laSinami 5 laSai filtrato, o | kitg — 5
lasai vandens. | abu mégintuvélius jlasinama po 1-2 lasus 1% jodo tirpalo. Pirmame
mégintuvélyje tirpalas nusidazo raudona spalva, nes jodas adsorbuojamas ant
glikogeno daleliy. Antrame mégintuvélyje tirpalas nusidazo geltona spalva.

¢) Glikogeno hidrolizé seiliy a-amilaze.

I mégintuvelj jlaSinami 5 laSai filtrato ir 1 laSas 10 karty praskiesty seiliy.
SumaiSoma ir po 5 min. jlaSinamas 1 lasas 1% jodo tirpalo. Mégintuvéelyje esantis

turinys nusidazo geltona spalva, nes seiliy a-amilazé suskaide glikogena.
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4.2. GLIUKOZES KONCENTRACIJOS NUSTATYMAS KRAUJO SERUME
FERMENTINIU BUDU

Pagrindinis kraujo angliavandenis — gliukozé. Ji tolygiai pasiskirsto tarp kraujo
plazmos ir eritrocity. Gliukozés koncentracija kraujyje, nustatant savituoju
gliukozoksidaziniu metodu, yra 3,33-5,55 mmol/l (60-100 mg/100 ml; perskai¢iavimo
koeficientas — 0,05555), serume arba plazmoje — 3,61-6,4 mmol/l (65-116 mg/100
ml), likvore — 2,78-3,89 mmol/l (50-70 mg/100 ml). Gliukozés koncentracijos
padidéjimas kraujyje vadinamas hiperglikemija, sumazéjimas — hipoglikemija.

Gliukozés koncentracija kraujyje labai priklauso nuo antinksCiy simpatiniy
nervy sujaudinimo bei insulino, gliukagono, adrenalino, gliukokortikoidy, tiroksino ir
somatotropinio hormono (STH) sekrecijos. Insulinas — vienintelis hormonas, kuris
mazina gliukozés kiekj kraujyje. Kiti hormonai didina gliukozés kieki kraujyje.
Gliukagono ir adrenalino poveikyje susidaro cAMP. Jis suaktyvina baltymy kinazg A.
Pastaroji per fosforilazés kinaz¢ suaktyvina glikogeno fosforilazg (glikogenolizés
fermentg) bei slopina glikogeno sintaze (glikogenezés fermentg). Gliukokortikoidai
aktyvina gliukoneogenez¢ reguliuojanciy fermenty sintezg; be to, jy poveikyje irsta
organizmo baltymai — susidaro aminortgstys, i$ Kkuriy sintetinama gliukozé.
Tiroksinas didina gliukozés rezorbcijag 1§ Zarnyno. STH veikia netiesiogiai,
skatindamas gliukagono sekrecija.

Sumazejus insulino sekrecijai (ar jai visai nevykstant) gliukozés koncentracija
kraujyje padid¢ja. Kai ji virSija 9-10 mmol/l, inksty kanaléliuose gliukoze
nereabsorbuojama ir ima skirtis su Slapimu (gliukozurija). Esant nedidelei
hiperglikemijai, gliukozurijos nebtina.

Nustatymo principas:

Gliukoze oksiduoja oro deguonis, dalyvaujant gliukozés oksidazei. Reakcijos
metu susidaro vandenilio peroksidas, kuriam sgveikaujant su fenoliu, 4-
aminoantipirinu bei esant peroksidazés, susidaro spalvotas junginys — raudonas
chinoniminas, kurio spalvos intensyvumas yra tiesiog proporcingas gliukozés

koncentracijai ir yra jvertinamas spektrofotometriniu metodu:
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Gliukozés oksidazeé

Gliukozé + %20, » Gliukonatas + H,0,

] o _ Peroksidaze
2H,0, + 4-aminoantipirinas + Fenolis

» Chinoniminas + 4H,0

Tirpalai:

Reagentas: 100 mM fosfatinis buferis (pH 7,5), 5 mM fenolis, gliukozés oksidazé ( >

10 Vnt./ml), peroksidazé (> 1 Vnt./ml), 0,4 mM 4-aminoantipirinas.

Standartas: Gliukozés tirpalas: 100 mg/100 ml (5,55 mmol/l).

Darbo eiga:

1. | pirmagji mégintuvélj (,,kontrolé*) jpilame 1 ml reagento. Jis bus naudojamas
spektrofotometro nulinés reikSmeés nustatymui.

2. | antrgji mégintuveli (,,standartas™) jpilame 1 ml reagento ir 10 pl standarto
(zinomos koncentracijos gliukozés tirpalo).

3. [ trecigji mégintuvelj (,,meéginys®) jpilame 1 ml reagento ir 10 pl tiriamo kraujo

serumo.
Kontrolé Standartas Meéginys
Reagentas 1ml 1ml 1ml
Standartas - 10 pl -
Kraujo serumas - - 10 pl

4. Atsargiai sumaiSome ir latkome kambario temperatiiroje 10 min.
5. ,,Standarto” ir ,,méginio” turinj perpylus i atskiras 1 cm kiuvetes, spektrofotometru

nustatome Sviesos sugerties (A) dydzius, kai bangos ilgis yra 500 nm.

Apskaiciavimas:

Consginio = =22 X Cytanarty (g/100 mi, mmol/l)

standarto
A — Sviesos sugertis, kai bangos ilgis yra 500 nm;
Cstandarto — Standarto koncentracija (100 mg/100 ml, 5,55 mmol/l);

Crmeginio— méginio koncentracija.

Rekomenduojamos reikSmés

NeiSneSiotas naujagimis
Naujagimis
Vaikas, suauges

25-80 mg/100 ml = 1,39-4,44 mmol/Il
30-90 mg/100 ml = 1,67-5,00 mmol/Il
70-105 mg/100 ml = 3,89-5,83 mmol/I
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4.3. GLIUKOZES KONCENTRACIJOS NUSTATYMAS KRAUJO SERUME
AUTOMATINIU ANALIZATORIUMI ,,CARDIO CHEK*

Cardio Chek yra rankinis matuoklis, kuriuo galima greitai ir tiksliai nustatyti
jvairius kraujo biocheminius Zymenis pilname kraujyje — tam tereikia tik mazo kraujo
laselio ir atitinkamos tyrimo juostelés.

Matuoklio tyrimy sistemg sudaro analizatorius, mikrosChema ir analitiniy
tyrimy juostelés. Nustatymas vyksta fotometrinio atspindzio metodu. Matuoklis
nuskaito testy juostelés spalvos pasikeitimg po to, kai ant jos yra uzlasinamas kraujo
lasas.

Veikimo principas:

Tai fermentinis nustatymo metodas. Gliukozés koncentracija nustatoma pagal
susidariusj H0,:

Gliukozé + O, —Gliukono laktonas + H,0O,

Fermentas — gliukozés oksidazé

H,0O, oksiduoja o-toluiding, susidaro Zalios spalvos junginys. Juostelés spalvos
intensyvumas proporcingas gliukozés koncentracijai.

Normali gliukozes koncentracija kraujyje yra 3,33-5,55 mmol/I.

4.4. LAKTATO DEHIDROGENAZES AKTYVUMO NUSTATYMAS
KRAUJO SERUME FERMENTINIU BUDU
Laktato dehidrogenazé¢ (LDH) yra tirpus oksidoreduktaziy klasés fermentas,
randamas Sirdies, griau¢iy raumeny, kepeny, inksty, smegeny ir kity organy lasteliy
citoplazmoje bei eritrocituose. LDH katalizuoja grjztamg piruvato virtimo laktatu

reakcija:

NAD

H* NAD*
(|300‘ (|DOO‘
CHs, LDH CHs,
Piruvatas Laktatas

LDH iséjimas i$ Igstelés j kraujo plazma parodo plazminés membranos triikius

ir yra susij¢s su audinio pazaida.
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Metodo principas:
LDH katalizuoja laktato oksidavimg NAD", susidarant piruvatui ir NADH.
Laktatas + NAD" — Piruvatas + NADH + H”

LDH aktyvumas jvertinamas spektrofotometriniu metodu pagal NADH kiekio
pokyti, kai bangos ilgis yra 340 nm. Vykstant reakcijai, NADH kiekis didéja, todél
didé¢ja ir Sviesos sugerties reikSmeés.

Darbo eiga:

1. ] du mégintuvélius (tiriamajj ir kontrolinj) jpilama po 1 ml LDH aktyvumui
nustatyti skirto reagento, kurio sudétis: 0,406 mM N-metil-D-glukaminas,
62,5 mM laktatas, 50 mM NAD". Tirpalo pH 9,4.

2. Kontrolinio mégintuvélio turinys perkeliamas i spektrofotometrine kiuvete.
Matuojama $viesos sugertis, kai bangos ilgis yra 340 nm.

3. ] tiriamajj mégintuvélj jpilame 0,025 ml kraujo serumo, sumaiSome.

4. Tiriamojo mégintuvélio turinys perkeliamas j spektrofotometrine kiuvete.
Palaikius 30 s kambario temperatiiroje matuojama $viesos sugertis, Kkai
bangos ilgis yra 340 nm. Matavimas pakartojamas po 1 min.

5. Apskai¢iuojamas Sviesos sugerties pokytis per 1 min. — AA.

6. LDH aktyvumas iSreiSkiamas tarptautiniais aktyvumo vienetais Vnt./I.

7. LDH aktyvumas apskaiciuojamas pagal formule:

LDH (Vnt./l) = AA x Vtx—ll)"’
exLxV,
kur — V¢ — tirilamojo mégintuvélio turinio taris (1,025 ml);
€ — NADH sugerties koeficientas; jis lygus 6300, kai bangos ilgis yra 340 nm;
L — kiuvetés skersmuo (1 cm);
Vs - tiriamo kraujo serumo tiris (0,025 ml).

Normoje LDH koncentracija kraujyje yra 230-460 Vnt./I.
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4.5. KIEKYBINIS PIRUVO RUGSTIES NUSTATYMAS SLAPIME
Piruvo rugstis, reaguodama su 2,4-dinitrofenilhidrazinu (2,4-DFH) Sarminéje
aplinkoje sudaro geltonai oranzinés spalvos, kurios rySkumas proporcingas piruvo

rugsties koncentracijai, junginius.

HoN < =N-
NH (I‘ N-NH
CH, NO, COO NO,
¢=0 + — + H,0
I
COOH
NO, NO2
Piruvo ragstis  2,4-dinitrofenilhidrazinas Piruvo ragsties
(2,4-DFH) 2, 4-dinitrofenilhidrazonas

A-ketoglutarato, oksaloacto, dehidroaskorbo riig§ties hidrazonai Sarminéje
aplinkoje neatsparts ir greitai iSnyksta.

Reagentai: 0,1% 2,4-DFH tirpalas, 2,5% spiritinis KOH tirpalas.
Priemonés: spektrofotometras, mégintuvéliai, 1 ml pipetés.
Darbo eiga:

Darbui imame 2 mégintuvélius. | pirmaj; kontrolinj jpilame 1 ml distiliuoto
vandens, ] antrgjj tirlamgjj — 1 ml §lapimo. Po to j abu mégintuvélius pilame po 1 ml
2,5% spiritinio KOH (kalio hidroksido) tirpalo, sumaiSome, 1 min. bégyje jpilame po
0,5 ml 0,1% 2,4-DFH tirpalo. Reakcijos komponentus sumaiSome ir palickame 15
min. kambario temperatiiroje.

Reakcijos pavyzdziy Sviesos sugertj matuojame spektrofotometru, kai bangos
ilgis yra 440 nm. Piruvo rugsties koncentracija apskaiciuojame i$ kalibracinés kreivés.
Gautg dydj perskai¢iuojame paros Slapimui. Vidutinis vyry paros Slapimo kiekis —
1500 ml, motery — 1200 ml. Perskai¢iavimo koeficientas } tarptauting vienety sistema
lygus 0,009 (umol/l).

Normoje piruvo ragsties kiekis slapime yra 114-284 umol/24 val.
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Kalibraciné Kkreiveé

Sugertis (440 nm)

T T

0 0.05 01 015 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
Piruvo riagsties koncentracija, pmol/ml

T T T d

KLAUSIMAI SAVIRUOSAI

Angliavandeniai, ju biologinis vaidmuo ir apykaita:

1.

Pagrindiniai angliavandeniai, gaunami su maistu. Angliavandeniy biologing ir

energetiné verte.

. Kg vadiname glikolize? Kokia glikolizés fiziologiné reikSmé? ParaSykite

anaerobinés glikolizés suming lygt;.

. ParaSykite gliukozés skilimo iki piruvato reakcijas, kuriy metu: a) ATP

sunaudojamas, b) ATP sintetinamas.

. Kiek molekuliy ATP sintetinama i$ gliukozés susidarant: a) piruvatui, b) laktatui?

. Kokj procesa vadiname gliukoneogeneze? ISvardinkite gliukozés susidarymo i$

piruvato negrjztamasias reakcijas.

. Kaip ATP, ADP ir AMP koncentracijos kitimai veikia glikolizés ir

gliukoneogenezés greitj?

. Gliukozés homeostazes reguliavimas.
. Gliukozés apykaitos kelias, biitinas Igstelés sintezés procesams.

. Pavaizduokite gliukozés aerobinj skilimg bendra schema. Kiek molekuliy ATP

susidaro visiSkai oksiduojant gliukoze iki CO, ir H,0?

10. ISvardinkite Krebso ciklo reakcijas, kuriose iSsiskiria CO,.
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11. Isvardinkite kofermentus, kurie jeina j a-ketoglutaratdehidrogenazinio komplekso
sudét;.

12. Kiek molekuliy ATP sintezuojama, oksiduojant vieng molekule: a) acetil-CoA, b)
izocitrato, c) a-ketogliutarato, ¢) malato, d) sukcinato?

13. Vitaminai, dalyvaujantys angliavandeniy apykaitoje.
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5. LIPIDAI IR JU APYKAITA

Lipidai (gr. lipos — riebalai) — tai sunkiai arba visi$kai netirpstan¢ios vandenyje
organinés medziagos. Pagrinding jy molekuliy dalj sudaro prisotintos
angliavandenilinés grandinés. Lipidy yra visose lastelése. Jie butini gyvybiniy
organizmo funkcijy palaikymui. Sios molekulés, o ypa¢ triacilgliceroliai, yra
koncentruotos cheminés energijos Saltinis; fosfolipidai, steroliai (pvz., cholesterolis
eukariotinése lgstelése) — svarbuis biologiniy membrany struktiiriniai komponentai;
eikozanoidai valdo fiziologines funkcijas; i$ lipidy sintetinami kai kurie vitaminai ir
hormonai.

Riebalai (triacilgliceroliai arba trigliceridai) — yra trihidroksilio alkoholio
glicerolio ir so¢iyjy (turin¢iy tik viengubuosius rysius) bei nesociyjy (turin¢iy vieng ar
daugiau dvigubyjy rysiy) riebaly ragsciy triesteriai.

Skysti riebalai (dazniausiai augalinés kilmeés) vadinami aliejais. Riebaly
konsistencija priklauso nuo riebaly riigs¢iy sotumo. Kuo daugiau riebaluose sociyjy
riebaly riig8ciy, tuo jie kietesni ir lydosi aukStesnéje temperatiiroje. Riebalai yra
pagrindiné energijos atsargy forma gyviiny Igstelése. Jie sudaro apie 21% zmogaus
kiino masés.

To paties organizmo skirtinguose organuose gali biti skirtingos riebaly
rugStys. Pavyzdziui, Zmogaus poodiniame riebaliniame sluoksnyje gausu sociyjy
riebaly riig8¢iy, o kepeny riebaluose — daugiau nesociyjy. Kai kurios riebaly riigStys
(linolo, linoleno) Zmogaus organizme nesintetinamos, todél jas biitina gauti su maistu
— tai nepakei¢iamosios riebaly ragstys.

Kai kuriy riebaly riigsciu lentelé

Anglies
atomy Pavadinimas Struktiira
skaicius
Sociosios riebaly ragstys

Cusa Miristo CH3(CH2)12COOH

Cis Palmitino CH3(CH,)14COOH

Cis Stearino CH3(CH2)15COOH

Cx Eikozano CH3(CH2)18COOH

Nesociosios riebaly ragstys
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Cig1 Oleino CH3(CH2)7CH:CH(CH2)7COOH

Cig2 Linolo CH3(CH2)4CH:CHCHzCH:CH(CH2)7COOH

Ciss Linoleno CH3CH,CH=CHCH,;CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH

Coo4 Arachidono CH3(CH2)3(CH20H:CH)4(CH2)3COOH

Zmogus vidutini§kai per parg suvartoja apie 60-150 g riebaly. Normaliai
maitinantis maisto riebalai organizmui suteikia apie 40 proc. energijos. Ilga laika
negavus lipidy su maistu ir sutrikus jy apykaitai, pazeidziama oda, gleiviné, vidaus
organai, centriné nervy sistema, susilpnéja imunitetas, sutrinka organizmo

homeostazés mechanizmai.

5.1. CHOLESTEROLIO KONCENTRACIJOS NUSTATYMAS KRAUJO
SERUME FERMENTINIU BUDU

Cholesterolis — 27 C atomus turintis junginys.

Cholesterolis

Cholesterolis — gyviiny audiniy steroidinis alkoholis, randamas visy lasteliy
plazminéje membranoje. IS jo sintetinamos tulzies riigStys, steroidiniai hormonai,
vitaminas Ds. | zmogaus organizmo Igsteles patenka egzogeninis cholesterolis, t.y. su
maistu gaunamas cholesterolis (0,5-1g) ir endogeninis cholesterolis t.y. cholesterolis,
kurj sintetina Zmogaus organizmo lastelés. Didziausias cholesterolio kiekis
sintetinamas kepenyse (~1 g/per dieng), nedideliais kiekiais sintetinamas antinks¢iy
zieveje, kiausidése, seklidése. Organizme cholesterolis gali biiti laisvas arba sudaryti
esterius su riebaly riigStimis. Kraujo plazmoje cholesterolis bei jo esteriai perneSami
lipoproteiny sudétyje. Padidéjes bendras cholesterolio kiekis siejamas su didé¢jancia

aterosklerozes ir Sirdies kraujagysliy ligy rizika.
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Bendro cholesterolio (laisvo ir esterifikuoto) koncentracija kraujo serume
nustatoma fermentiniu metodu. Cholesterolio esterius hidrolizuoja fermentas

cholesterolio esterazé.

Cholesterolio
esteraze

Cholesterolio esteris + H,0 » Cholesterolis + Riebaly rigstys

Reakcijos metu susidariusj laisvg cholesterolj oksiduoja cholesterolio
oksidazé:

Cholesterolio
oksidaze

Cholesterolis + 2 O, » Cholestenonas + H,0,

Reakcijos metu susidargs H,O, oksiduoja 4-aminoantipiring, susidaro
spalvotas junginys chinonimas, kurio spalvos intensyvumas yra tiesiog proporcingas
cholesterolio koncentracijai. Sviesos sugertj matuojame spektrofotometru, kai bangos
ilgis yra 500 nm.

Peroksidazé
2H,0, + 4 aminoantipirinas + fenolis » Chinoniminas + 4H,0

Darbo eiga:.

1. I du mégintuvélius (tiriamaji ir standartinj) jpilama po 1 ml cholesteroliui
nustatyti skirto reagento, kurio sudétis: 35 mM PIPES (piperazin-N-N'-bis
[2-ctansulfoniné rhgstis]), 28 mM fenolis, 0,2 Vnt./ml cholesterolio
esterazé, 0,1 Vnt./ml cholesterolio oksidaz¢, 0,8 Vnt./ml peroksidaze, 0,5
mM 4-aminoantipirinas, pH 7,0.

2. | standartinj mégintuvélj jpilame 0,01 ml cholesterolio standartinio tirpalo
(200 mg/100 ml; 5,18 mmol/1), sumaisome.

3. 1 tiriamgjj mégintuvélj jpilame 0,01 ml tiriamojo Kkraujo serumo,
sumaiSome.

4. Mégintuvéliai inkubuojami kambario temperattiroje 20 min.

5. Sviesos sugertj (A) matuojame spektrofotometru, kai bangos ilgis yra 500
nm.

6. Cholesterolio koncentracijg apskaiiuojame pagal formulg:
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C Atiriamojo
tiriamojo — A

standartinio

X Cstandartinio

Lipidy tyrimo reikSmés aterosklerozés diagnostikai pateikiamos lentel¢je

(mmol/l).
Tirlamasis Pageidaujama | .o oc ribos Viduting | 1y, ¢ rizika
lipidas koncentracija rizika
Bendrasis <5,2 5,2-6,5 >6,5 >7,8
cholesterolis

MTL <34 3,4-4,1 >4.1 >49
DTL >0,9 <0,9
TAG <2,3 2,3-4,1 >4,1 >11,3

MTL — mazo tankio lipoproteinai,
DTL - didelio tankio lipoproteinai;
TAG - triacilgliceroliai.

5.2. REAKCIJOS ACETONINEMS MEDZIAGOMS SLAPIME NUSTATYTI
Acetoninés medziagos — acetonas, acetoacto rugstis ir B-hidroksisviesto

ragstis, nustatomi nitroprusidiniais méginiais.

O O O OH O
Acetonas Acetoacto B-hidroksisviesto
ragstis ragstis

Acetoninés medziagos, reaguodamos su natrio nitroprusidu Na,[Fe(CN)sNO],
sudaro raudonai rudos spalvos kompleksinius junginius. Analogiska reakcija vyksta ir
su tam tikrais aminais (pvz., kreatininu), bet pridéjus etano ruigsties, susidariusi
vy$niné spalva iSnyksta, o esant acetoninéms medziagoms, spalva neiSnyksta, o dar

labiau stipréja.
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Darbo eiga:
Langés reakcija.

1. ] mégintuvél] jlasinama 10 lasy Slapimo, 2 lasai koncentruotos CH3;COOH
tirpalo, 2 1asai naujai paruosto 5% natrio nitroprusido tirpalo ir sumaiSoma.

2. Palenkus meégintuvélj 45 kampu, atsargiai sienele jpilamas toks pats taris
koncentruoto amonio hidroksido tirpalo. SkysCiy salyCio vietoje susidaro
violetinis ziedas, kurio intensyvumas ir susidarymo laikas priklauso nuo
acetoniniy medziagy Kiekio.

Legalio reakcija.

1. I mégintuvélj jlasinama 10 laSy Slapimo, 2 lasai natrio nitroprusido tirpalo ir 2-4
laSai 10% NaOH tirpalo. MiSinys nusidazo raudona spalva.

2. Po to jlasinami 4 lasai koncentruotos CH3COOH. Jeigu yra acetono ar acetoacto
rugsties, tirpalas jgauna tamsiai raudong spalva, o jei Siy medziagy néra —
spalva iSnyksta.

Libeno reakcija.

Acetonas Sarminéje aplinkoje reaguoja su jodu, sudarydamas jodoformo
nuosédas.

I mégintuvélj jlasinama 10 laSy Slapimo, 2 lasai 10% NaOH tirpalo ir keli lasai
Liugolio tirpalo (85 ml vandens istirpinama 10 g Kl (kalio jodido) ir 5 g jodo). Jei yra
acetono, tirpalas drumstéja ir jgyja biidinga jodoformo kvapa. Jei acetono daug,

nuséda gelsvos kristalinés nuosedos.

5.3. TULZIES ITAKA LIPAZES AKTYVUMUI
Tulzis emulsina riebalus ir aktyvina kasos sul¢iy lipazg. Veikiant lipazei,

triacilgliceroliai skyla:

o) /P

o) o—C—R " Non
1 HS— Lipaze HG—OH P
R—C—O—(|3 + 3HO HO-(IZH + R"—C\

H,C—o—<n:—R'“ H,C—OH OH
0
O R’“—Cy
“OH
Triacilglicerolis Glicerolis  Riebaly ragstis
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Darbo eiga:

1. Idvi konusines kolbutes pipete jpilama po 10 ml pieno ir 10 ml vandens.

2. ] abi kolbutes jberiama po 0,05 g pankreatino (jame yra lipazés). Kolby turinys

sumaiSomas, kad iStirpty pankreatinas.

3. Ivieng kolbute jlasinami 6 laSai tulzies, j kitg — 6 laSai vandens.

4. | abi kolbutes jlasinama po 1-2 lasus indikatoriaus fenolftaleino ir titruojama

0,1 N NaOH tirpalu.

5. Abi kolbutés laikomos oro termostate 37 'C temperatiroje. Tirpalai titruojami

kas 15 min.

6. Titravimo duomenys suraSomi ] lentele, braizomas grafikas. Abscisiy asyje

pazymimas laikas, o ordinac¢iy — nutitruoto 0,1 N NaOH tirpalo kiekis

mililitrais.

Inkubacijos laikas Kolbuté su tulzimi. Kolbuté su vandeniu.

(min.) NaOH tirpalo taris (ml). | NaOH tirpalo taris (ml).

0

15

30

45

60

KLAUSIMAI SAVIRUOSAI

Lipidai ir ju apykaita

. I8vardinkite pagrindines lipidy grupes.
. Kokios riebaly riigStys yra zmogaus lipidy sudétyje? ISvardinkite jas.
. Kokie lipidy ypatumai nulemia jy dalyvavimg membrany susidaryme?

1
2
3
4.
5
6

ISvardinkite pagrindines kraujo lipoproteiny grupes ir apibudinkite jy sudét;.

. Kokie yra pagrindiniai riebaly rags$ciy B-oksidacijos etapai?

. Kiek molekuliy ATP susidarys pilnai oksiduojantis iki CO, ir H,O: a) stearino

rigsciai, b) palmitino rugsciai?

. Parasykite malonil-CoA sintezés reakcijg, nurodykite fermentg ir kofermenta.

. Cholesterolio apykaitos schema.
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9. Kokiy junginiy pavidale cholesterolis pasalinamas i§ organizmo?

10. Pateikite ligy pavyzdziy, kuriy priezastis galima paaiSkinti cholesterolio apykaitos
sutrikimais.

11. Kodél pacientams turintiems per didele kiino mase rekomenduojama dieta, turinti
maziau angliavandeniy?

12. Kokias medziagas vadiname acetoninémis? ISvardinkite jas.

13. Kokie hormonai ir kaip valdo lipidy apykaita? Pateikite pavyzdziy.

14. Pateikite schema, iliustruojancia lipidy ir angliavandeniy apykaitos rysj.

37



6. BALTYMU (AMINORUGSCIU) APYKAITA

Baltymai sudaryti 1§ 20 genetiSkai koduojamy aminortigsciy, kuriy 8 yra
nepakeiiamosios ir 2 nepakei¢iamosios tam tikromis sglygomis (lentelé¢). Baltymai
sudaro apie 19% zmogaus kiino masés. Per parg zmogus turéty suvartoti apie 100 g
baltymy. Zmogaus organizme baltymai virskinami skrandyje ir Zarnyne iki
aminortigsciy. Pagrindiniai aminorigs¢iy apykaitos keliai  organizme yra
peramininimas, deamininimas ir dekarbokslinimas.

Organizme aminortgstys atlieka Sias pagrindines funkcijas: jos panaudojamos
specifiniy organizmui baltymy sintezei, 20% organizmui reikalingos energijos gauti
(oksiduojant 1 g baltymy susidaro 4 kcal), aminoriigStys panaudojamos jvairiy
biologiSkai aktyviy junginiy, tokiy kaip hemo, purino, pirimidino baziy, kai kuriy

kofermenty, hormony, pigmenty, biogeniniy aminy sintezei.

Lentelé. Pakei¢iamosios ir nepakei¢iamosios aminoriig§tys Zmogui

Pakei¢iamosios Nepakeiciamosios
Alaninas Argininas*
Asparaginas Histidinas*
Asparto riigstis Izoleucinas
Cisteinas Leucinas
Glutamo riigstis Lizinas
Gliutaminas Metioninas
Glicinas Fenilalaninas
Prolinas Treoninas
Serinas Triptofanas
Tirozinas Valinas

*— buitinos tik jauniems, greitai augantiems organizmams.

6.1. KIEKYBINE SKRANDZIO SULCIU ANALIZE
Per parg zmogaus organizme issiskiria apie 1,5-2,5 litry skrandzio suléiy.
Riigsti skrandzio terpé (pH 1,5-2,5) veikia bakteriocidiS8kai, be to denatiiruoja
globulinius baltymus, todél juos grei¢iau pasiekia virSskinimo fermentai. Nevalgiusio
zmogaus skrandzio sultys yra riigi¢ios dél sultyse esan¢ios HCl. Zmogaus skrandZio
sultyse yra apie 0,07-0,17% HCI.
Skrandzio sul€iy ragstingumu vadinamas titravimui suvartotas 0,1 N NaOH

tirpalo kiekis mililitrais, apskaic¢iuojant jj 100 ml skrandzio sul¢iy. Nustatant bendrajj
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rigstinguma, naudojamas indikatorius fenolftaleinas. Nustatant laisvosios HCI kiekj —
indikatorius p-dimetilaminoazobenzolas. Normalus bendras riig§tingumas yra 4060,
laisvasis rugstingumas — 20—40, nelaisvasis rugstingumas — 10—20.

Bendrojo skrandzio sul€iy riigstingumo nustatymas.

Bendrajj skrandzio sul¢iy ragstinguma sudaro laisvoji HCI, rigstis sujungta su
maisto baltymais ir jy skilimo produktais, kitos skrandzio sultyse esancios riig§¢iosios
medZziagos (acto, sviesto, pieno rigstys, rugstis fosfatai ir kt.).

Darbo eiga:

1. T konusing kolbute pipete jpilama 10 ml skrandzio sul¢iy ir jlaSinami 1-2 lasai
indikatoriaus fenolftaleino.

2. Titruojama 0,1 N NaOH tirpalu, kol atsiranda rausva spalva. Suvartotas 0,1 N
NaOH kiekis perskai¢iuojamas 100 ml skrandzio suliy.

Pavyzdziui, 10 ml skrandzio sul¢iy nutitruoti sunaudota 5 ml 0,1 N NaOH

tirpalo.

Bendrasis riigstingumas: 5x100:10 = 50.

Laisvosios HCI nustatymas

Darbo eiga:

1. Tkonusing kolbute jpilama 10 ml skrandzio sul¢iy ir jlas§inami 3 lasai 0,5%
p-dimetilaminoazobenzolo tirpalo.

2. Titruojama 0,1 N NaOH, kol kolbutés turinys nusidazo nekintan¢ia geltona
spalva. AnalogiSkai, kaip ir nustatant bendrajj rligstinguma, apskai¢iuojamas
laisvasis rugStingumas 100 ml skrandZio sul¢iy.

3. Apskai¢iuvojama HCI koncentracija skrandzio sultyse procentais, Zinant, kad
1 ml 0,1 N NaOH tirpalo reaguoja su 0,0001 moliu HCI, o tai atitinka
0,00365 g HCI:

NNaoH = Nrer = 0,001 1-0,1 mol/I= 0,0001 mol,
Muci=Muci nyer= 36,5 g/mol-0,0001 mol=0,00365 g.
Tada HCI kiekis 100 ml skrandzio sul¢iy apskai¢iuojamas pagal iSraisSka:

Viaorn mi * 0,00365 g x 100 ml
10 ml

Mye; =

Kadangi 100 ml skrandzio sulCiy sveria apie 100 gramy, tai gauta HCI masé ir

yra lygi procentinei HCI koncentracijai.
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Nelaisvojo riigstingumo nustatymas
Nelaisvasis riig§tingumas apskaic¢iuojamas i§ bendrojo rigstingumo atémus

laisvajj riigStinguma.

6.2. ALANINO AMINOTRANSFERAZES KONCENTRACIJOS KRAUJO
SERUME NUSTATYMAS
Metodo principas:

Alanino aminotransferazé (ALT) katalizuoja alanino aminogrupés pernasg a-
ketoglutaratui, susidarant piruvatui ir glutamatui. Sio fermento koncentracija
nustatoma pagal redukuoto nikotinamidadenindinukleotido (NADH), dalyvaujancio
laktato dehidrogenazés (LDH) katalizuojamoje reakcijoje, koncentracijos sumazéjima.
Tai atlickama spektrofotometrijos biidu matuojant $viesos sugertj, kai bangos ilgis yra
340 nm.

ALT
Alaninas + a-ketoglutaratas ——» Piruvatas +Glutamatas

LDH
Piruvatas + NADH+H* —— Laktatas + NAD*

Sudeétis:

A reagentas: 0,15 M Tris, 0,75 M L-alaninas, >1350 Vnt./l LDH, pH 7,3.

B reagentas: 1,3 mM NADH, 75 mM a-ketoglutaratas, 148 mM NaOH, 9,5 g/l NaNs.
Reagento paruoSimas:

Darbinis tirpalas: reagentas B supilamas ] reagento A butelj. Atsargiai
iSmaiSoma. Galima paruosti tik tam tikrg ttrj tirpalo: 4 ml reagento A + 1 ml reagento
B. Tirpalas i3licka stabilus 2-8 'C temperatiiroje 2 ménesius.

Tiriamasis pavyzdys:

Kraujo serumas. ALT kraujo serume islieka stabili 7 dienas.

Darbo eiga:

1. [ spektrofotometro kiuvete (1 cm) jpilama:

Reakcijos temperatiira 37°C 30°C
Darbinis tirpalas 1,0 ml 1,0 mi
Tiriamasis pavyzdys 50 ul 100 ul
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2. Gerai sumaiSoma. Kiuveté dedama j spektrofotometro Sulinélj. Sviesos sugertis
matuojama spektrofotometru, kai bangos ilgis yra 340 nm. Jjungiamas laikmatis.
3. Po 5 min. uzrasoma pradiné $viesos sugertis. Po to ji matuojama kas 1 min.
4. Paskaiciuojamas skirtumas per 1 min. (AA/min.).
Apskaiciavimas:
ALT koncentracija pavyzdyje apskaiciuojama pagal formule:

__ A/min.xV,x10°

Car =———— (Vat/l)

£><J’><Vp

¢ — NADH molinés sugerties koeficientas; jis lygus 6300, kai bangos ilgis yra 340 nm.
Sviesos nueitas kelias tirpale | yra 1 cm.

Bendras reakcijos misinio tiris (Vp) yra 1,05 ml esant 37 °C temperatiirai ir 1,1 ml
esant 30 °C temperattrai.

Tiriamojo pavyzdzio miSinio tiris (Vp) yra 0,05 ml esant 37 °C temperatiirai ir 0,1 ml
esant 30 °C temperatirai.

1Vnt./l yra 0,0166 pkat/l.

ALT koncentracija galima apskai¢iuojama pagal formule:

37°C 30 °C
AA/min. x 3333 =Vnt./Il x 1746 = Vnt/l
% 55,55 = pkat/l x29,1 = pkat/l
Rekomenduojamos reikSmés:
Reakcijos temperatura 37°C 30 °C
ALT koncentracija 41 Vnt./1 = 0,68 pkat/ 29 Vnt./1 = 0,48 pkat/l

6.3. BALTYMU KIEKIO NUSTATYMAS KRAUJO SERUME BIURETO
METODU
Biureto reakcija yra buidinga junginiams, turintiems du ar daugiau peptidiniy
ry$iy. Paveikus Sarminj baltymy tirpalg vario sulfatu, jis nusidazo mélynai violetine
spalva. Reakcijos metu peptidinés grupés prisijungia vario jonus, susidaro spalvoti
kompleksiniai junginiai. Spalvos intensyvumas tiesiog proporcingas baltymy
koncentracijai kraujo serume ir nustatomas spektrofotometru, kai bangos ilgis yra 540

nm.
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Darbo eiga:

Imami 2 mégintuvéliai. | pirmajj (tiriamaji) mégintuvélj jpilama 0,1 ml kraujo

serumo, j antrajj (kontrolinj) — 0,1 ml distiliuoto vandens.

I abu meégintuvélius pilama po 5 ml biureto reagento (vario sulfato Sarminio

tirpalo). Mégintuvéliy turinys sumaiSomas ir laikomas 20 min. kambario

temperatiiroje (iki +25 °C).

Spalvos intensyvumas tiriamajame mégintuvélyje nustatomas spektrofotometru

(bangos ilgis — 540 nm).

Baltymy koncentracija (g/l) kraujo serume nustatoma remiantis kalibracine

kreive. Pavyzdziui, 0,1 ml kraujo serumo yra 8,0 mg baltymy, tai 1 litre jy yra

80 g.
Normalus baltymy kiekis kraujo serume yra 65-85 g/l.

Kalibraciné kreivé

Biureto metodu

Baltymy Koncentracijos kraujo serume nustatymas

A4t

HHTHN

H1t

Sugertis (540 nm)

!

oo ,

1]

oc2 1

.01 ¢

T T
0005 10 15 20 25 30 35 40 45 60 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10010,511.011,512

Baltymy kiekis (mg/0,1 ml kraujo serumo)
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6.4. BALTYMU KIEKIO NUSTATYMAS KRAUJO SERUME BRADFORDO
METODU

Bradfordo reagentas naudojamas nustatyti bendrg baltymy koncentracija
tirpaluose. Tai dazo Kumasi briliantinio mélio G-250 fosfato ragstyje ir metanolyje
tirpalas. Metodo principas pagrjstas mélynos spalvos komplekso tarp baltymy ir dazo
susidarymu riigstinéje aplinkoje. Komplekso susidaryme dalyvauja baltyme esancios
bazinés amino rugstys (argininas, lizinas, histidinas). Spalvos intensyvumas yra
proporcingas baltymo molekulé¢je esanciy teigiamy kriiviy skai¢iui. Laisvos amino

rugstys ir peptidai nesudaro spalvoty kompleksiniy junginiy su $iuo reagentu.

Baltymo—
dazo
kompleksas

A=595nnm

Baltvmas Bradfordo reagentas |:>
Y * (Kumasi briliantinis mélis)

Darbo eiga:
1. ] matavimo kolbutg (100 ml) jpilama 1 ml kraujo serumo ir 99 ml distiliuoto
vandens, gaunama 100 ml 100 karty praskiesto kraujo serumo.
2. Imami du mégintuvéliai. | pirmg (tiriamaji) mégintuvelj jpilama 0,1 ml kraujo
serumo (1:100) , j antrg (kontrolinj) — 0,1 ml distiliuoto vandens.
3. ] abu mégintuvélius pilama po 3 ml Bradfordo reagento. Mégintuvéliy turinys
sumaiSomas ir laitkomas 10 min. kambario temperatiiroje.
4.  Spalvos intensyvumas tirlamajame  mégintuvelyje  nustatomas
spektrofotometru, kai bangos ilgis yra 595 nm. Matavimus atlikti 30 min.
laikotarpyje.
5. Baltymy koncentracija (g/1) kraujo serume nustatoma remiantis kalibracine
kreive. Pavyzdziui, 0,1 ml kraujo serumo (1:100) yra 0,9 mg/ml baltymo, gauta
reikSme reikia padauginti i§ 100 — gauname 90 mg/ml arba 90 g/l baltymo.

Normalus baltymy kiekis kraujo serume yra 65-85 g/l.
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Kalibraciné Kkreiveé

Baltymy kiekio nustatymas Bradfordo metodu

0.25
0.2

0.15

Sugertis (595 nm}

0 2 4 6 8 10 12
Koncentracija (pg/ml)

6.5. BALTYMU SKAIDYMAS PEPSINU
SkrandZio sul¢iy fermentas pepsinas yra endopeptidazeé (optimalus veikimo
pH — 1,5-2,5). Jis skaido peptidinius rySius baltymo molekulés viduje tarp $iy amino
rugsciy:
X—Phe-; -X—Tyr-; X—Trp
Hidrolizuojant pepsinu netirpy baltyma fibring, ] tirpala pereina atskile
peptidai, kurie nustatomi biureto reakcija.
Darbo eiga:
1. ] 5 sunumeruotus mégintuvélius, kaip nurodyta pateiktoje lentel¢je, supilami
atitinkami 1% pepsino tirpalo, 0,2% HCI ir vandens kiekiai.
2. Pirmame meégintuvélyje pepsino tirpalas neutralizuojamas NaHCO; (natrio
hidrokarbonatu) iki pH 7,0. pH tikrinamas lakmuso indikatoriumi.
3. Ketvirtame mégintuvélyje pepsino tirpalas pavirinamas.
4. ] visus mégintuvélius dedama po gabalélj zirnio dydzio fibrino. Mégintuveliy
turinys maiSomas purtant.
5. Visi mégintuvéliai laikomi termostate 60 min., esant 37 C temperatirai.
6. IS kiekvieno mégintuvélio imama po 1 ml (20 lasy) filtrato ir daroma biureto
reakcija. I 20 lasy filtrato jlaSinami 5 laSai 10% NaOH ir 1 lasas 1% CuSO4
tirpaly. SumaiSoma. Jei tirpale yra peptidy, tirpalas nusidazo violetine spalva.

Rezultatai suraSomi | lentele.
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Darbo rezultatai ir iSvados:

1% pepsino o Rezultatai
Méginys tirpalas ti?,zaﬁsl_?nll) ?rri(lg Fibrinas (biureto
(ml) P reakcija)
1 5,0 - - +
2 - 5,0 - +
3 2,5 2,5 - +
4 2,5% 2,5 - +
5 — — 5,0 +

* pavirintas pepsinas

6.6. KREATININO KIEKIO NUSTATYMAS SLAPIME
Kreatininas susidaro i§ raumenyse kaupiamo didziaenergio junginio — kreatino
fosfato. Kreatininas yra kreatino fosfato spontaninio defosforilinimo bei i§ jo

raumenyse susidariusio kreatino dehidratacijos produktas.

9 HO. N l\)?\ o
H,N_ _N ) ..N__N N
NH," O NH 0o H
Kreatinas Kreatino fosfatas Kreatininas

Kreatininas nustatomas pagal spalving Jofés reakcija.
Darbo eiga:
1. Imégintuvélj jpilama 2,7 ml 17,5 mM pikrino ragstis ir 0,29 M NaOH misinio
(1:2).
Pridedama 0,3 ml tiriamojo $lapimo, praskiesto 50 karty. Gerai sumaiSoma.
Inkubuojama kambario temperattiroje 20 min.
Matuojama Sviesos sugertis (bangos ilgis 492 nm) 1 cm kiuvetéje.

Pagal kalibracine kreive jvertinamas kreatinino kiekis (mg) paros Slapime.

I e

Perskaiciuojama kreatinino koncentracija Slapime mmol/l (Myeatinino= 113,12
g/mol).
Norma: moterims — 5,3-13,3 mmol/24 val., vyrams — 8,8-17,7 mmol/24 val.
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Kalibraciné Kkreiveé

0,10 I ] ] I ] Ll I ] 1 1 1 1 1
0,0020,0040,0060.0080.0100,0120.0140,0160.0180.,0200.0220.0240,0260,0280,030

Kreatinino kiekis (mg/0,3 ml)

6.7. BALTYMU ISSKYRIMAS IR GRYNINIMAS

Individualiy baltymy iSskyrimo metodai pagristi skirtingomis fizikinémis ir
cheminémis savybémis. Baltymus galima iSskirti tik esant Zemai temperaturai.
Tinkamiausia temperatiira yra artima tirpalo uzSalimo temperatirai. Esant Zemai
temperattrai, susilpné¢ja mikroorganizmy dauginimasis, nuslopinamas proteaziy
poveikis.

Tiriant mazai zZinomus baltymus, reikia vengti riigS¢iy ir Sarmy, nes daugelis
baltymy nekinta kai pH artimas 7. Esama ir i§im¢iy, pvz., tripsinas, chimotripsinas ir
pepsinas yra patvaresni rigscioje terpe¢je. Organiniai tirpikliai (etanolis, acetonas)
tinka baltymams i§skirti tik esant Zemai temperatiirai (apie -10 ‘C).

Pagrindiniai baltymy i§skyrimo etapai:
Baltymy ekstrahavimas i§ lgsteliy ir audiniy.
Nebaltyminiy medziagy pasalinimas.

Baltymy miSinio frakcionavimas.

A e

Drusky pasalinimas i§ baltymy.
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Druskoms ir kitoms mazos molekulinés masés priemaiSoms pasalinti i§
baltymy naudojamas dializés metodas, gelfiltracija. Siy metody pagrinda sudaro tai,
kad baltymy molekulés, turédamos didele molekuling mase, negali prasiskverbti pro
membrany poras arba jsiskverbti j gelio granules.

Baltymams i$skirti placiai taikomas elektroforezés metodas, kuris pagristas
tuo, kad skirtingi baltymai nevienodai jonizuojami, jgyja skirtingg kriivi ir todél

nevienodu greiciu juda elektros lauke.

6.7.1. Gelfiltracija kolonéléje
Gelfiltracijai naudojami molekuliniai tinkleliai — inertinés hidratuotos
medziagos, pvz., polisacharidai kaip poringos granulés. Jos gaunamos i§ bakterijy
polisacharidy (sefadeksai), agaro arba polimerizuoty akrilamido geliy (akrileksas).
Nedidelés molekulés prasiskverbia j granules per poras, todél pro geliu
pripildyta kolonéle juda 1é¢iau negu didelés molekulés, negalinios patekti j granuliy
vidy.
Darbo eiga:

1. Kolonélé pripildoma isbrinkintu izotoniniame (0,9%) NaCl tirpale molselektu
G-50.

2. Paruosiamas dviejy komponenty miSinys: so¢iojo mélynojo dekstrano tirpalo,
kurio molekuliné masé¢ yra 10" Da, ir so&iojo K,Cr,O; (kalio bichromato)
tirpalo, kurio molekuliné masé yra 294 Da, santykiu 1:1.

3. Ant gelio pavirSiaus uzlasinami 2-3 lasai frakcionuoto misinio ir palaukiama,
kol gelis sugers tirpala.

4. Atsargiai per stikling lazdelg, priglausta prie sienelés, 1 kolonéle jpilama apie 2
ml 0,9 % NaCl tirpalo ir prijungiamas lasintuvas su NaCl tirpalu. Sio tirpalo
reikia i$skiriamy medziagy eliucijai (iSplovimui).

5. Per¢jes per kolonéle miSinys pasiskirsto skirtingy spalvy frakcijomis. Kiekviena

frakcija surenkama j skirtingus mégintuveélius.

6.7.2. Baltymy elektroforezé poliakrilamido gelyje (PAAG)
Baltymy molekulés elektrinio kriivio dydis ir Zenklas priklauso nuo baziniy ir
rugstiniy jonizuoty grupiy santykio molekul¢je. Leidziant pastovig elektros srove

baltymy molekulés tirpale juda priesingai jkrauto poliaus link.
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Baltymy elektroforezé gali vykti natyvinémis ir denatiravimo salygomis.
Vykstant elektroforezei natyvinémis salygomis, baltymy molekuliy judéjimo greitis
priklauso nuo jy kriivio, molekulinés masés, hidratacijos laipsnio, molekuliy dydzio ir
formos. Vykstant elektroforezei denatiravimo sglygomis, pridedama natrio
dodecilsulfato (NDS), todél baltymo molekulés tarsi iSsitiesia ir jy judéjimas
elektriniame lauke priklauso tik nuo jy molekulinés masés.

Elektroforezé natyvinémis sglygomis atlickama, kai norima i$valyti ir iSgryninti
baltyma, o denatiiravimo sglygomis — kai norima nustatyti baltymo molekuling mase.

Elektroforezé vyksta specialiose plokstelése, pripildytose PAAG. PAAG yra
akrilo riigsties amido (akrilamido ir bisakrilamido) polimeras.

Tirpalai:

A. Koncentruotas tirpalas:
1 M Tris-HCI, pH 7,5.
B. Darbiniai tirpalai:
Elektrodinis buferis: 0,025 M Tris-HCI buferis (pH 8,3), 0,192 M glicinas, 0,1%
NDS.
Tirpalai skiriamajam geliui:
1. 0,75 M Tris-HCI buferis (pH 8,8), 0,2% NDS.
2. 0,81% bisakrilamido (N,N'-metilenbisakrilamido) ir 30% akrilamido (akrilo
ragsties amido) tirpalas (santykis 1:37).
Buferis koncentruojanciam geliui: 0,25 M Tris-HCI buferis (pH 6,8), 0,2% NDS.
Pavyzdzio buferis: 0,05 M Tris-HCI buferis (pH 7,5), 15% glicerolio, 1% NDS, 3%
-merkaptoetanolio.

Darbo eiga:

Elektroforezé¢ 15% PAAG, denatiiruojant fermento molekules (su 0,2% NDS),
atliekama Laemli metodu.
1. Elektroforezés plokstelés sandariai pritvirtinamos stove guminémis tarpinémis ir
gnybtais.
2. Cheminéje stiklinéje paruoSiamas 20 ml misinys 15% geliui gauti: 6,67 ml
buferinio tirpalo skiriamajam geliui (pH 8,8), 10 ml akrilamido+bisakrilamido tirpalo,
11 mg amonio persulfato ((NH4),S,03), istirpinto 3,33 ml dejonizuoto vandens, ir 10 pl
TEMED (NN,N’,N’ tetrametiletilendiamino).

3. Paruostas skiriamojo gelio tirpalas supilamas j ertme¢ tarp elektroforezés ploksteliy
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taip, kad virSutinis gelio pavirSius biity apie 1,5 cm Zemiau uz virSutinj jy krasta. Atsargiai
ir 1étai pilant sienele, uzpilamas keliy milimetry storio distiliuoto vandens sluoksnis.
Turi buti riba, skirianti vanden] ir gelj. Vanduo apsaugo gelj nuo oro deguonies, kuris
yra polimerizacijos slopiklis, be to, sudaro sglygas gauti lygy, ploks¢ig pavirsiy. Gelis
stingsta apie 20 min.

4. Pagrindiniam geliui sustingus, vandens sluoksnis paSalinamas siaura filtrinio
popieriaus juostele.

5. I ertme tarp plokSteliy uzpilamas koncentruojantis gelis, kurio 10 ml ruoSiama
chemingje stiklingje i 2,5 ml 0,25 M Tris-HCI buferio (pH 6,8); 1,5 ml
bisakrilamido+akrilamido tirpalo; 5 mg (NH4),S;0s, istirpinto 3,5 ml dejonizuoto
vandens, ir 5 ul TEMED. Po to j ertme tarp ploksteliy jstatomos ,,Sukutés® taip, kad po
ju dantukais nesusidaryty oro burbulai. Gelis stingsta apie 15 min.

6. Sustingus koncentruojanc¢iam geliui, ,,Sukutés* atsargiai iStraukiamos, gelyje susidare
Sulinéliai praplaunami vandeniu, o po to elektrodiniu buferiu.

7. Baltymy pavyzdziai elektroforezei ruosiami juos inkubuojant 3 min. 90 C
temperatiiroje 0,05 M Tris-HCI buferyje (pH 7,5). ] PAAG plokstelés griovelius
jneSama po 5-20 pg baltymo. | tiriamajj baltymy tirpalg pridedama mélyno dazo —
bromfenolio mélynojo, kad galima buty stebéti elektroforezés eiga ir matyti jos
pabaiga.

8. Apatiné elektrodiné kamera pripildoma elektrodinio buferinio tirpalo ir
sujungiama su virSutine elektrodine kamera. Apating, o po to ir virSutin¢ elektrodiné
kamera pripildoma elektrodinio buferio ir uzdengiama dangteliu.

9. Elektroforezé vyksta tekant pastoviai 40 mA/plokstelei elektros srovei.

10. Elektroforezé baigiama, kai mélyna juosta pasiekia ploksteliy apacia. Ji trunka
apie 1 val. Pasibaigus elektroforezei iSjungiamas srovés Saltinis, virSutiné kamera
atskiriama nuo apatinés, iSpilamas buferinis tirpalas, iSimamos plokstelés su geliu.

11. Geliai 1§ plokSteliy atsargiai iSimami ir patalpinami ] nertidijancio plieno inda, kur
dazomi specialiais mélynais dazais (Kumasi mélis R) 1 val.

12. Po to dazai atsargiai supilami ] tam skirta indg. Dazy perteklius nuo gelio
nuplaunamas 7% CH3;COOH tirpalu, periodiskai keiciant tirpala, kol gelio sritys, kur
néra baltymo, tampa visiskai skaidrios.

13. Gelj nudazius ir atplovus dazo pertekliy, matuojami baltymy-zymiy ir tiriamojo

baltymo pagrindiniame gelyje nueiti atstumai (R;). Nustatoma baltymy-zymiy
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molekulinés masés logaritmo priklausomybé nuo Ry Pagal gautg kalibracing kreive
nustatoma tiriamyjy baltymy molekuliné masé. Naudojami baltymai-zymeés:
mioglobinas (17,8 kDa), chimotripsinogenas (25 kDa), jau¢io serumo albuminas (68
kDa), fosforilazé B (91,5 kDa).

Elektrodas

Pavyzdziai

Didelés > Buferis
molekulinés e

masés baltymas

Sulinélis \
6 ‘R\j

\,
AVj

| Gelis

Mazos
molekulinés

masés baltymas /

Plastikinis
rémelis

Elektrodas

I renees

[]

1111 s

Pav. Baltymuy elektroforezés poliakrilamido gelyje schema

6.8. KARBAMIDO KONCENTRACIJOS NUSTATYMAS KRAUJO SERUME

Karbamidas sintezuojamas kepenyse kaip aminortigs¢iy deamininimo $alutinis
produktas. Jo i8skyrimas su §lapimu yra pagrindinis azoto Salinimo kelias.

Padidéjusi karbamido koncentracija plazmoje nustatoma laikantis baltyminés
dietos, dél padidéjusio baltymy katabolizmo, esant virskinimo trakto kraujavimui, dél
lengvos  dehidratacijos, Soko, sukelto Sirdies nepakankamumo, gydymo
gliukokortikoidais (prerenaliné uremija). Uremija (padidéjimas kraujyje nebaltyminiy
azotiniy medziagy) nustatoma tokiais atvejais, kada sutrinka $lapimo paSalinimas:
inksty akmenligé, navikas arba prostatos hipertrofija. Karbamido, kaip inksty
funkcijos zymens, informatyvuma riboja tai, kad jo koncentracija kraujo plazmoje
kinta dél nepriklausomy nuo inksty priezasciy.

Klinikin¢ diagnozé turéty remtis ne vieno tyrimo rezultatu, bet biitina jvertinti

ir kitus klinikinius bei laboratorinius duomenis.
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Metodo principas:
Karbamidas, esantis méginyje, sudaro spalvota kompleksa, kuris gali buti

nustatomas spektrofotometru:

Ureaze
CO(NH,), + 2H,0 » 2NH,* + CO,

NH,* + C,HsNaO, + NaCIO + Na,[Fe(CN);NO] —, Indofenolis

Salicilatas Hipochloritas Nitroprusidas

Reagentai:
Reagentas A;: 62 mM natrio salicilatas, 3,4 mM natrio nitroprusidas, 20 mM
fosfatinis buferis, pH 6,9.
Reagentas A;: > 500 Vnt./ml ureazé.
Reagentas B: 7 mM natrio hipochloritas, 150 mM natrio hidroksidas.
Standartinis tirpalas: 50 mg karbamido /100 ml, 23,3 mg KKA (kraujo karbamido
azoto) /100 ml, 8,3 mmol/l karbamidas.
Reagenty paruosSimas:
Reagentas B ir standartinis tirpalas yra paruo$ti naudojimui.
Reagentas A: Supilti vienos reagento A, ampulés turinj j reagento A; buteliukg, gerai
sumaiSyti. Ampule praskalauti trupuciu paruoSto misinio. Kiti tiiriai ruoSiami pagal
proporcija:
1ml reagento A, + 24 ml reagento A;.
Laikyti 2-8 'C temperatiiroje iki 2 mén.
Papildoma jranga:
Termostatiné 37 'C temperatiiros vandens vonia.
Spektrofotometras (bangos ilgis 600 nm).
Meéginys:

Serumas. Karbamidas serume, laikant 2-8 ‘C temperatiiroje, stabilus 7 dienas.

Darbo eiga:
1. Reagentai atSildomi iki kambario temperatiiros.

2. | pazymétus meégintuvélius supilama:
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Kontrolinis Standartinis Tiriamas
tirpalas tirpalas tirpalas
Standartinis tirpalas _ 10 pl _
Méginys _ _ 10 ul
Reagentas A 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml

3. Gerai sumai§oma ir inkubuojama 10 min. kambario temperatiiroje (16-25 C)
arba 5 min 37 'C temperatiiroje.

4. ]tuos pacius mégintuvelius jpilama:

Reagentas B 1,0 ml 1,0ml 1,0 ml

5. Gerai sumai$oma ir inkubuojama 10 min. kambario temperatiiroje (16-25 "C)
arba 5 min 37 'C temperatiiroje.

6. Matuojama standartinio tirpalo ir tiriamojo tirpalo $viesos sugertis (Astandartinio
ir Atiriamojo), Kai bangos ilgis yra 600 nm, pagal kontrolinj tirpala. Spalva
patvari maziausiai dvi valandas.

Skaiciavimas:
Karbamido koncentracija méginyje apskai¢iuojama pagal formule. Jei

kalibravimui naudojamas standartinis karbamido tirpalas, tuomet:

c . Adriamojo . |
IO Astandartinio standartinio
Serumui
Aviriamojo x50 = mg karbamido /100 ml
A tan dartinio x23,3 = mg KKA /100 ml
x8,3 = mmol/l karbamido

Orientaciniai duomenys palyginimui:

15-39 mg/100 ml karbamido; 7-18 mg/100 ml KKA; 2,5-6,5 mmol/I
karbamido. Naujagimiy karbamido koncentracija btina mazesné, o vyresniy kaip 60
mety — didesné, negu suaugusiyjy. Vyry karbamido koncentracija paprastai kiek

didesné, negu motery.
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KLAUSIMAI SAVIRUOSAI

Baltymy ir aminoriigs¢iy struktiira ir savybés:

O N o g A~ WD PE

9.

Kokios aminoriigstys vadinamos nepakei¢iamosiomis? ISvardinkite jas.
Kokius zinote biologiskai svarbius peptidus? Jy biologinis vaidmuo.
Baltymy klasifikavimo principai.

Apibudinkite baltymy struktiiras ir jas palaikancius rysius.

Baltymy biologiniy funkcijy priklausomybé nuo struktiiry.

Globuliniy baltymy struktiiros ir biologinio vaidmens ypatumai.

Kraujo plazmos baltymy (albuminy, globuliny) struktiira ir biologinis vaidmuo.

Deguonies ir kity ligandy prisijungimo priklausomybé nuo baltymo (mioglobino,

hemoglobino) struktiiros ir kity veiksniy.

Fibriliniy baltymy struktiiros ir biologinio vaidmens ypatumai.

Baltymy (aminoriigs¢iy apykaita):

1.
2.

© © N o o b~ w

Bendroji aminortig§¢iy apykaitos schema.

Aminoriig§éiy peramininimas, deamininimas (tiesioginis, netiesioginis),
dekarboksilinimas.

Kokios a-ketortigstys yra peramininimo reakcijy substratai?
Glikogeninés ir ketogeninés aminortigstys.

Koks yra amoniako toksinio veikimo mechanizmas?

I$vardinkite pagrindinius amoniako detoksinimo kelius.

ParaSykite karbamido sintezés suming lygti.

Uremija ir jos prieZastys.

Glutaminazés vaidmuo palaikant kraujo rtig§¢iy-Sarmy pusiausvyra.

10. Svarbesnieji biogeniniai aminai; jy biologinis vaidmuo.

11. Schematiskai pavaizduokite tirozino panaudojimo kelius organizme.

12. Nurodykite fermentus, dél kuriy trikumo i$sivysto Sios ligos: a) fenilketonurija, b)

alkaptonurija, c) albinizmas.

13. Metilinimo reakcijy svarba organizme.
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7. NUKLEORUGSTYS IR J U APYKAITA

NukleoriigStys — tai ilgi linijiniai polimerai, sudaryti i§ monomery
nukleotidy, tarpusavyje sujungty fosfodiesteriniais rysiais.

Kiekvienas nukleotidas sudarytas i§ pentozés (ribozés arba deoksiribozes),
fosfato grupés ir heterociklinés (purino arba pirimidino) bazés. Bazé prisijungia prie
angliavandenio pirmo C atomo N-glikozidiniu rysiu. Nukleortigstys skirstomos j:
deoksiribonukleoriigstis (DNR) ir ribonukleortigs§tis (RNR). ] DNR sudét] jeina 2-
deoksi-D-ribozé, | RNR — D-ribozé. DNR sudétyje yra purino (adeninas, guaninas) ir
pirimidino (timinas, citozinas) baziy bei kai kuriy modifikuoty (minoriniy) baziy,
pvz., 5-metilcitozino, hipoksantino ir t.t. RNR sudétyje yra purino baziy adenino ir
guanino bei pirimidino baziy citozino ir uracilo. Tam tikrose RNR rasyse yra daug
modifikuoty baziy, pvz., tRNR molekulése jy yra apie 25 %.

DNR molekuléms biidinga dvigubosios spiralés struktira, kur dvi grandinés
i§sidésto antilygiagreciai viena pries kitg ir sudaro deSiniojo sukimo dvigubgja spiralg.
Bazés iSsidésto spiralés viduje viena prieSais kita. Dvigubaja spiralge palaiko
vandeniliniai rySiai, susidarantys tarp vienos grandinés purino bazés ir kitos grandinés
pirimidino bazés. Adeninas su timinu sudaro du, o guaninas su citozinu — tris
vandenilinius rySius. Sios bazés vadinamos komplementariosiomis bazémis.
Kiekybinj baziy santykj DNR molekulése nusako Cargafo taisyklé: kiekvienoje
komplementariojoje grandinéje purino baziy skaicius lygus pirimidino baziy skaiciui
(adenino baziy skaiCius lygus timino baziy skaiciui, o guanino baziy skaiCius lygus
citozino baziy skaiciui). DNR molekuléms budingas denatiiravimas — grandiniy
atsiskyrimas. Parinkus tinkamas salygas, komplementarios DNR grandinés vél gali
susijungti — Sis procesas vadinamas renatiiravimas. Visose lastelése DNR pagrindinis
vaidmuo yra tai paveldimumo informacijos saugojimas ir perdavimas.

RNR molekulés dalyvauja jvairiuose procesuose, susijusiuose su
informacijos pernasa ir jos realizavimu. Pagrindinés RNR rasys yra Sios: informaciné
RNR (iRNR), ribosominé RNR (rRNR) ir pernasos RNR (tRNR). Zinomos RNR,
kurioms buidingos katalizinés savybés — tai ribozimai. RNR molekulés yra trumpesnés
uz DNR molekules, jas sudaro nuo 70 (tRNR) iki keliy tikstan¢iu nukleotidy (iIRNR).
RNR molekul¢je baziy poras sudaro tik dalis baziy; Sioms nukleortigS§tims biidinga

vienagrandé struktira.
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7.1. MIELIU NUKLEOPROTEINU HIDROLIZE IR ANALIZE

Lastelése nukleortigStys yra susijungusios su baltymais, t.y. sudaro
nukleoproteinus. Eukarioty Igstelése beveik visa DNR yra branduoliuose (tik apie 0,1
— 0,2% lastelées DNR yra mitochondrijose). Cia ji susijungia su baziniais baltymais
histonais, turinciais daug arginino ir lizino. Nukleorig§¢iy ir baltymy kompleksas
branduolyje vadinamas chromatinu. 35% zmogaus chromatino masés sudaro DNR,
5% — RNR ir 60% — baltymai. Hidrolizuojant ragstimi, nukleoproteinai skyla pagal
Sig schema:

Nukleoproteinai — Baltymai — Peptidai — Aminorugstys

l

Nukleoriigstys

l

Oligonukleotidai

l

Purino, pirimidino bazés, ribozé arba deoksiribozé, fosfato riigstis

Mielése yra daug nukleoproteiny, todél mieles galima naudoti nukleoproteiny
hidrolizei tirti.

Darbo eiga:

1. 1200 ml kolbg dedama 50 mg Svieziy mieliy ir uzpilama 4 ml 10% H,SO4
(sulfato (sieros) ragsties) tirpalo. UzkemSama kams¢iu, kuriame jstatytas 30
cm ilgio vamzdelis.

2. Kolba virinama 1 val. (reikia stebéti , kad skystis neiSgaruoty).

3. Skystis atausinamas ir filtruojamas. Filtrate nustatomi mieliy nukleoproteiny
hidrolizés produktai.

a) Biureto reakcija polipeptidams nustatyti.

I mégintuvélj jlasinama 5 lasai filtrato, 10 lasy 10% NaOH tirpalo ir 1 lasas 1%

CuSOq tirpalo. Jei yra peptidy, skystis jgauna violeting spalva.

b) Felingo reakcija ribozei ir deoksiribozei nustatyti.

I meégintuvel; jlaSinama 5 lasai hidrolizato, 5 lasai Felingo I reagento ir 5 lasai

Felingo 1II reagento. SumaiSoma ir kaitinama, kol susidaro raudonos

vienvalencio vario oksido nuosédos.

c) Reakcija fosfato rugsciai nustatyti.

I mégintuvel; jlasinama 10 lasy molibdeninio reagento (amonio molibdato

tirpalas nitrato ragsStyje), 5 laSai hidrolizato ir kelias minutes virinama.

AtSaldzius i$siskiria geltonos fosfoamonio molibdato nuosédos.
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7.2. KOKYBINIS SLAPIMO RUGSTIES NUSTATYMAS SLAPIME

Slapimo riigitis yra galutinis purino nukleotidy apykaitos produktas zmogaus

organizme. Per parg iSsiskiria 2,36-5,90 mmol Slapimo riigsties. Jos kiekis kraujyje

yra 0,1-0,4 mmol/l. Kai kuriy ligy atveju (pvz., podagros) Slapimo riigsties

koncentracija kraujyje did¢ja (hiperurikemija).

Reakcija Slapimo riigs¢iai paZinti (mureksidiné reakcija):

Slapimo ragstis, veikiama HNO; (nitrato (azoto) ragstimi), virsta purpuro

rigstimi, kurios amonio druska (mureksidas) yra purpuro spalvos junginys.

9.

Darbo eiga:

1. Slapimo nuosédos arba akmenys sutrinami porcelianingje griistuvéje.

2. Truputis sutrinty nuosédy jberiama j porcelianing l1ékstelg, jlasinami keli lasai
koncentruotos HNOj ir iSgarinama I€ksteléje ant ugnies.

3. AtauSinama, jpilama apie 0,5 ml 25% NH4;OH (amonio hidroksido) tirpalo.

Susidaro purpuro raudonumo tirpalas.

KLAUSIMAI SAVIRUOSAI
Nukleotidy ir nukleoriigs¢iy apykaita

. Parasykite ir pavadinkite purino baziy nukleozidus.
. Parasykite ir pavadinkite pirimidino baziy nukleotidus.
. ParaSykite DNR fragmentg strukttirinémis formulémis: a) ACTG; b) GCTA,; ¢)

TGAC.

. Parasykite RNR fragmentg struktiirinémis formulémis: a) ACUG; b) GCUA; c)

UGAC

. IRNR, tRNR ir rRNR struktiiros ypatumai ir biologinés funkcijos.

. Pavaizduokite schematiskai DNR biosinteze (replikacijg), nurodant replikacijos

fermentus ir svarbiausius baltymus.

. Pateikite paveldimy ligy pavyzdziy, kurios atsiranda dél molekuliniy mutacijy.

. Pavaizduokite schematiSskai RNR sintezg (transkripcija); nurodykite fermentus ir

svarbiausius baltymus.

Apibudinkite baltymy sintezés etapus ir jos pagrindinius komponentus.

10. Pateikite aminortigsties aktyvinimo schema.

11. Kokie galutiniai apykaitos produktai susidaro skylant nukleotidams: a) purino; b)

pirimidino?
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12.Trumpai apibudinkite podagros, ksantinurijos ir orotoacidurijos priezastis.

Biocheminiai podagros gydymo principai.
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8. HORMONAI

Medziagy apykaita jvairiuose zinduoliy organuose ir audiniuose Vvaldo
signalinés molekulés hormonai, veikdami Igsteliy receptorius, esancius lastelés
membranoje arba jy viduje. Terming hormonas (gr. horman — sukelti, suzadinti) 1905
m. pirmg karta pavartojo angly mokslininkas E. H. Starlingas. Hormonus isskiria
endokrininiy liauky lgstelés; iki lasteliy-taikiniy juos perneSa kraujas. Jie valdo ne tik
jvairly medziagy apykaita, bet ir Igsteliy bei audiniy augimg, Sirdies susitraukimo
daznj, kraujospudj, inksty funkcija, virSkinamojo kanalo peristaltikg, virSkinimo
fermenty i$siskyrima, laktacijg ir reprodukcinés sistemos aktyvuma.

Hormonams budingi tam tikri biologinio poveikio ypatumai:

e Endokrininés liaukos ir jy iSskiriami hormonai sudaro vieningg sistema, kurig
valdo tiesioginis ir grjztamasis rySiai.

e Hormonams budingas didelis biologinis aktyvumas: aktyvumu pasizymi net
labai maZos jy koncentracijos (10°-10° mol/l).

e Hormonai valdo medziagy apykaita, keisdami fermenty kiekj, jy aktyvumag
arba membrany laidumg jonams ir maZoms molekuléms lastelése taikiniuose.

e Hormonai biologiskai veikia per receptorius — savituosius baltymus, esancius
lastelés viduje arba membranose.

e Hormonams buidingas absoliutus savitumas, t. y. vienas hormonas negali biti

pakeistas Kitu.

8.1. KOKYBINES REAKCIJOS ADRENALINUI NUSTATYTI
Adrenalino reakcija su FeClsj,
Darbo eiga:
1. I'meégintuvel]j jlaSinami 3 laSai adrenalino tirpalo (1:1000) ir 1 lasas 1% geleZies
chlorido tirpalo. Misinys nusidazo ryskiai zalia spalva, kuri véliau pagelsta.
2. | zalios spalvos tirpalg jlaSinus 1 laSa koncentruoto amoniako tirpalo, spalva
tampa raudona, o véliau — ruda.
Adrenalino reakcija su KJOg3 (kalio jodatu).
Darbo eiga:
I mégintuvelj jlaSinami 3 lasai adrenalino tirpalo (1:1000), 2 lasai 10% KJO3
tirpalo ir 2 lasai 10% CH3COOH tirpalo. MiSinj pasildzius atsiranda raudonai

violetin¢ spalva.
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Adrenalino reakcija su diazo reagentu.
Darbo eiga:
I mégintuvelj jlaSinami 3 laSai 1% sulfanilo rugsties tirpalo, 3 lasai 5% NaNO;
(natrio nitrito) tirpalo, 5 lasai (1:1000) adrenalino tirpalo ir 3 lasai 10% Na,CO3

(natrio karbonato) tirpalo. MiSinys nusidazo raudona spalva.

8.2. KALCIO KONCENTRACIJOS NUSTATYMAS KRAUJO SERUME
ATVIRKSTINIU PERMANGANATINIU METODU
Kalcis nusodinamas amonio oksalatu. Susidargs kalcio oksalatas veikiamas

sulfato rtigstimi, susidariusi oksalo riigtis nutitruojama kalio permanganatu.

Ca?*+ (NH,),C,0, = CaC,0, + 2NH,*
Amonio Kalcio
oksalatas oksalatas
CaC,0, + H,S0O,=CaS0Q, + H,C,0O,
QOksalo
ragstis

5H,C,0, + KMnO, + 3H,S0, = K,SO, + 2MnS0O, + 10CO, + 8H,0

Darbo eiga:

1. Imami 2 centrifuginiai mégintuvéliai. | pirmg mégintuvélj jpilama 2 ml, j antra
(kontrolinj) — 4 ml distiliuoto vandens.

2. | pirma mégintuvélj jpilama 2 ml kraujo serumo, o j antrg (kontrolinj) serumo
nepilama.

3. | abu mégintuvélius jpilama po 1 ml 4% (NH,;),C,04. Reagentg reikia pilti
tiesiai ] tirpala, bet ne ant sieneliy.

4. Meégintuvéliai supurtomi ir paliekami pastovéti 30 min.

5. Vienodo svorio meégintuvéliai centrifugoje statomi vienas prie§ Kkita.
Centrifuguojama 10 min. 3000 aps./min. greiciu.

6. Tirpalas 1§ mégintuvéliy iSpilamas lauk. Mégintuveliy kraStai nusluostomi
filtriniu popieriumi. Pirmame mégintuvélyje CaC,04 nuséda ant dugno baltomis

nuosédomis.
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7. 1 abu mégintuvélius jpilama po 4 ml 2% NH4OH tirpalo, supurtoma ir vél tokiu
pat bidu centrifuguojama. NH,OH pilama tam, kad biity pasalintas oksalato
jony perteklius. Susidares (NH4)2C,04 yra tirpus ir pilamas lauk, nupilant skystj
nuo nuosédy.

8. Po nuosédy plovimo nupilamas amoniakas ir j abu mégintuvélius jpilama po 2
ml 1 N sulfato rigsties tirpalo. Nuosédos iSmaiSomos stiklinémis lazdelémis ir,
neiSimant lazdeliy, mégintuvéliai 2 min. jstatomi j karsto vandens vonig.

9. Dar karstas tirpalas titruojamas 0,01 N KMnO, (kalio permanganatu), kol jis
nusidazo rausva, vieng minutg neiSnykstancia spalva.

10. Kalcio kiekis apskai¢iuojamas naudojantis ekvivalenty désniu:

[V1(KMnO,) - Vo(KMnO4)]-C(1/zZKMnOj) = V(serumo)-C(1/zCa%"),

C(1/zCa*) = [V,(KMnO,) -V, (KMnO,)]- C(1/ zZKMnO,)
V (serumo) ’

Norint suskaiciuoti kalcio koncentracija mmol/l reikia naudoti §j
perskaiciavima:
_ C(1/zCa*")-1000
2
V1(KMnOy) — 0,01N KMnO,4 ml Kiekis, vartojamas tiriamam tirpalui titruoti,
V2(KMnOQOy4) — 0,01 N KMnO4 ml kiekis, vartojamas kontroliniam tirpalui titruoti,

C(Ca*) (mmol/I)

V(serumo) — tyrimui paimtas serumo kiekis (2 ml),
C(1/z KMnOy) — KMnOy4 ekvivalenty moliné koncentracija (mol/l),
C(1/z Ca*") — Ca®* ekvivalenty moliné koncentracija (mol/l),
C(Ca®*, mmol/l) — Ca** moliné koncentracija.
Normali kalcio koncentracija serume (plazmoje): suaugusiems 2,1-2,6 mmol/I,

vaikams 2,5-3,0 mmol/l, naujagimiams 2,0-3,25 mmol/I.

8.3. KALCIO KONCENTRACIJOS NUSTATYMAS KRAUJO SERUME
NAUDOJANT SAVITUOSIUS DAZUS
Metodo principas:
Arsenazo III reagentas neutralioje aplinkoje su kalcio jonais sudaro mélynos
spalvos kompleksinj junginj.

Arsenazo lll + Ca?* — Arsenazo llI-Ca?* kompleksas
Raudona spalva Méelyna spalva
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Spalvos intensyvumas yra proporcingas kalcio jony koncentracijai tirpale,

kuris jvertinamas spektrofotometriniu biidu, kai bangos ilgis yra 650 nm.

Cheminis Arsenzo

dihidroksinaftaleno-3,6-disulfoniné rugstis.

HO. .rDH
OH OH Gﬁs;g
N‘:’N | N;—N
HO-As:0 < SP
OH HO™ 7 ~0H

Il pavadinimas yra 2,7(bis(2-arsenofenilazo))-1,8-

Tyrimo objektas: Kraujo serumas.

Reagentai:

1. Arsenazo Il reagentas;

2. Ca®* standartinis tirpalas, koncentracija 2,5 mmol/I.

Prietaisai: Spektrofotometras, bangos ilgis 650 nm

Tiriamasis Standartinis Kalibravimo
tirpalas tirpalas tirpalas
Ca standartinis tirpalas — 15 ul -
Meéginys 15 ul — —
Arsenazo 11 reagentas 1ml 1ml 1ml

Darbo eiga:

1. Tyrimui reikalingos 3 kiuvetés. | pirma (tiriamgjg) kiuvete jpilama 15 pl kraujo

serumo, ] antrg (kontroling) — 15 pl standartinio tirpalo. Trecioji kiuveté yra

palyginamoji.

2. ] visas tris kiuvetes pilama po 1 ml Arsenalo III reagento. Kiuveciy turinys

sumaiSomas ir laitkomas 2 min. kambario temperatiiroje.

3. Tirpaly $viesos sugertis (A) matuojama spektrofotometru, kai bangos ilgis yra 650

nm. Matavimus atlikti 1 val. laikotarpyje.

4. Kalcio koncentracija apskai¢iuojama pagal formulg:

C(Ca?*) = Zmmusic ¥ 2 5 (mmol/l)

standarto
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KLAUSIMAI SAVIRUOSAI
Medziagy apykaitos reguliavimas. Hormonai.
Paaiskinkite kas yra: a) hormonai, b) hormonoidai. Kaip jie veikia?
Hormony klasifikacija pagal cheming sandarg.
Pavaizduokite baltyminés prigimties hormony veikimo mechanizmo schema.
Pavaizduokite steroidiniy ir skydliaukés hormony veikimo mechanizmo schema.
I$vardinkite hormony veikimo antrinius tarpininkus.

SchematiSkai pavaizduokite neuroendokriningés sistemos hierarchijg.

N o g A w D Pe

Pavaizduokite prostaglandiny, tromboksany ir prostacikliny sintezés schemg ir
apibudinkite jy biologinj vaidmen;.

8. Kokie biocheminiai poky¢€iai atsiranda organizme triikkstant S§iy hormony:
a) insulino, b) vazopresino, c) tiroksino?

9. Kalcio ir fosforo apykaita reguliuojantys hormonai; jy biologinis poveikis.
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9. SLAPIMO TYRIMAS

Slapimas gaminamas inkstuose. Vidutiniskai per para isskiriama 1-2 litrai
Slapimo, taciau esant dideliam vandens triikumui, jo kiekis gali biiti mazesnis nei 200
ml. Istirpusiy §lapime medziagy (tirpinio) kiekis paros §lapime yra nuo 26 g iki 70 g.

Slapimo kiekio, pH ir sudéties poky¢iy ribos yra placios. Sie dydziai labiausiai
priklauso nuo maisto sudéties, tarp jy nuo vandens bei elektrolity kiekio. [vairiy
galutiniy apykaitos produkty sudétis ir koncentracija gali kisti per para, todé¢l Slapimo
tyrimas atlieckamas surinkus paros Slapima. Normaliosios sudétinés Slapimo dalys
nurodytos lenteléje.

Lentelé. Slapimo dalys

Komponentai Sudétinés dalys
Vanduo
Neorganiniai junginiai Elektrolitai
Mikroelementai
Organiniai junginiai Azotinés medziagos (karbamidas,

Slapimo riigstis, kreatininas, indolai
(triptofano metabolitai), porfirinai,
aminortugstys

Organinés rugstys

Hormonai

Vitaminai

Fermentai

Nustatant ligos diagnoze §lapime ieSkoma medziagy, kurios normaliai biina

Slapime arba atsiranda, sergant tam tikromis ligomis.

9.1. SLAPIMO PATOLOGINIU SUDEDAMUJU DALIU NUSTATYMAS
Kiekinei analizei imamas per parg surinktas Slapimas. Vertinamas kiekis,

spalva, skaidrumas, pH, lyginamasis svoris. Nustatomos patologija rodancios $lapimo
sudedamosios dalys: baltymai, gliukozeé, kraujo ir tulZies pigmentai, acetoninés
medziagos ir kt. Siy medziagy normaliame §lapime yra tiek mazai, kad jprastinémis
reakcijomis jy aptikti nepavyksta.

Darbo eiga:

1. Reakcija su nitrato rugstimi:

I mégintuvélj jpilama 0,5 ml koncentruoto HNOj tirpalo ir 0,5 ml Slapimo. Jei

Slapime yra baltymo, dviejy skys¢iy saly€io vietoje susidaro balti Ziedal.
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2. Felingo reakcija:

I mégintuvélj jpilama 1 ml Slapimo ir po 0,5 ml Felingo 1 ir Felingo Il
reagenty. SumaiSoma ir kaitinama. Jei Slapime yra gliukozés, susidaro oranzinés
spalvos nuosédos.

3. Langés reakcija:

I mégintuvélj jlasinama 10 lasy $lapimo, 2 lasai koncentruotos CH;COOH
tirpalo, 2 lasai naujai paruos§to 5% natrio nitroprusido tirpalo ir sumaiSoma. Palenkus
meégintuvél] 45" kampu, atsargiai sienele jpilamas toks pats tiiris koncentruoto amonio
hidroksido tirpalo. Skys¢iy sglyCio vietoje susidaro violetinis ziedas, kurio
intensyvumas ir susidarymo laikas priklauso nuo acetoniniy medziagy kiekio.

Darbo rezultatai ir iSvados surasomi ] lentele:

Tiriamos B ] B 3
. Reakcija su HNO3 | Felingo reakcija | Langés reakcija
medziagos

Baltymai - -

Gliukoze - -

Acetoninés - -

medZziagos

9.2. SLAPIMO TYRIMAS ANALIZATORIUMI ,,CLINITEK-100%
Klinikoje kraujo, Slapimo ir kt. biocheminiams tyrimams naudojami jvairiis

automatiniai analizatoriai, kuriais greitai nustatoma pakankamai daug biocheminiy

rodikliy. Pavyzdziui, analizatoriumi CLINITEK-100 per 1 minute Slapime nustatoma

10 zymeny.

Darbo rezultatai ir iSvados:

Santykinis svoris (1,01-1,02).

pH (4,6-8,0).

Baltymai.

Gliukozé.

Acetoninés medziagos.

Bilirubinas.

Kraujas.

Nitratai.

© N o a A~ w D Ee
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9. Urobilinogenas.
10. Leukocitai.
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Priedas.
Laboratorinio darbo aprasas

1. Data

2. Darbo pavadinimas

3. Darbo tikslas

4. Darbo principas

5. Tyrimo objektas, reagentai, pagrindinés darbo priemonés
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6. Darbo rezultatai ir skaifiavimai

7. ISvados
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