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РАБОЧАЯ ПРОГРАММА КУРСА «ЭНЗИМОЛОГИЯ»
Раздел 1. Структура и свойства ферментов
Катализ и катализаторы. Ферменты как особые представители катализаторов. Краткие исторические сведения о развитии энзимологии. Применение ферментов в промышленности, сельском хозяйстве, медицине. Новые пути практического использования ферментов. Иммобилизованные ферменты. Инженерная энзимология. Принцип классификации ферментов. Классы ферментов: оксидоредуктазы, трансферазы, гидролазы, лиазы, изомеразы, лигазы. Характеристика классов и важнейших групп ферментов. Основные положения систематической и тривиальной номенклатуры ферментов. 

Методы регистрации ферментативной активности. Способы количественного выражения активности ферментов. Единицы ферментов. Международная единица. Катал. Удельная активность, молекулярная активность, активность каталитического центра. Определение активности ферментов. Характеристика стационарных (по конечной точке) и кинетических методов определения активности ферментов. Прямой и непрямой оптический тест Варбурга. Расчёт ферментативной активности при определении активности по конечной точке и при кинетическом определении. Сопряженные реакции (с одним, двумя и более сопрягающими ферментами). Основные требования к сопряженным ферментативным реакциям. Методы определения активности ферментов: колориметрический, спектрофотометрический, флуориметрический, манометрический, биолюминесцентный, иммунохимический и др. 

Уровни структурной организации ферментов. Принципы пространственной организации молекул ферментов, проблема сворачивания полипептидной цепи в нативную конформацию. Шапероны «белки теплового шока» – hsp (heat shock proteins) – специальные «машины» для фолдинга белков, осуществляющие этот процесс наиболее эффективно в условиях краудинга (crowding – толкучка, молекулярная теснота новосинтезированных полипептидных цепей) в живой клетке. Структура и роль шаперонов. Шаперонины. Посттрансляционные модификации.
Роль доменов в пространственной организации молекул ферментов. Классификация доменов. Домены, обеспечивающие формирование активного центра. Домены, участвующие в регуляции ферментативной активности. Домены, обеспечивающие связывание ферментов с мембранами. Роль доменов в осуществлении аллостерической регуляции. 

Бифункциональные ферменты: катализирующие реакции одного метаболического пути (аспартокиназа – гомосериндегидрогеназа); катализирующие противоположно направленные реакции (6-фосфофрукто-2-киназа-фруктозо-2,6-бисфосфатаза).
Кофакторы ферментов и их роль в катализе. Классификация кофакторов. Коферменты, простетические группы, ионы металлов. Коферменты окислительно-восстановительных реакций – NAD, NADP, FMN, FAD, железопорфирины, убихиноны, аскорбиновая кислота. Физико-химические свойства, взаимодействие с апобелками, биохимические функции. NAD(Р)-зивисимые дегидрогеназы (лактатдегидрогеназа, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа). Флавиновые ферменты (сукцинатдегидрогеназа, липоамиддегидрогеназа). Каталаза, глутатионпероксидазы. Цитохромы класса a, b, c, d и др. Роль аскорбиновой кислоты в функционировании тирозиназы.

Коферменты – переносчики групп: нуклеозидфосфаты, фосфаты сахаров, HSCoA, пиридоксальфосфат, тетрагидрофолиевая кислота. Коферменты синтеза, изомеризации и расщепления связей: тиаминдифосфат, биотин, кобамидные коферменты. АТР-зависимые ферменты (гексокиназа, тиамин-пирофосфотрансфераза, нуклеотидилтрансферазы). Пиридоксальфосфат-зависимые ферменты (аминотрансферазы, декарбоксилазы). Ферменты, использующие тетрагидрофолиевую кислоту для переноса одноуглеродных фрагментов (метил-, формил-, гидроксиметил-, метиле-, метенил- и формиминотрансферазы). Роль металлов в функционировании ферментов.
Топография активных центров простых и сложных ферментов. Активный центр ферментов. Якорный (субстратсвязывающий) и каталитический сайты активных центров. Активные центры простых и сложных ферментов. Методы определения аминокислот, входящих в активные центры ферментов. Химическая модификация, действие ингибиторов, квазисубстраты, алкилирование, блокирование SH-групп. Роль серина, гистидина, лизина, тирозина, цистеина, аргинина, аспарагиновой и глутаминовой кислот в активных центрах. Глицин, цистеин и пролин как структурообразующие аминокислоты.
Структура активных центров на примере лактатдегидрогеназы, химотрипсина, простагландин-Н-синтазы, карбоангидразы, триозофосфатизомеразы. Использование методов рентгеноструктурного анализа и сайт-специфического мутагенеза для изучения топографии активных центров. Ингибиторный анализ. Биоинформационный подход в изучении активных центров ферментов. 
Раздел 2. Ферментативный катализ.

Факторы, определяющие эффективность действия ферментов. Сущность явления катализа. Гомогенный и гетерогенный катализ. Ферментсубстратный комплекс, стадии образования и распада, доказательства существования. Лимитирующие стадии ферментативных реакций. Природа сил, стабилизирующих различные конформационные состояния ферментсубстратного комплекса (водородные связи, гидрофобные взаимодействия, координационные связи, электростатические взаимодействия, силы Ван-Дер-Ваальса).
Факторы, определяющие эффективность и специфичность ферментативного катализа: эффект сближения и ориентации, напряжения и индуцированного соответствия, кислотно-основного и ковалентного катализа. Кислоты и основания в ферментативном катализе. Физико-химические механизмы катализа.

Карбоксипептидазы А – строение, свойства, механизм действия(2 часа)

Каталитические центры гидролаз. Деление гидролаза на четыре типа по строению активного центра и механизму действия. Карбоксипептизала А (КПА) – гидролаза, использующая комплекс Zn2+ для активации воды и субстрата. Образование активной формы фермента из прокарбоксипептизазы А. Субстраты фермента. Структура активного центра КПА: субстратсвязывающие и каталитические аминокислотные остатки. Работы У. Липскомба с сотрудниками по установлению молекулярного механизма действия КПА. Глицилтирозин – «квазисубстрат» для КПА. Механизм действия лизоцима. Исследования Д. Филипса.

Экспериментальные подходы для выяснения механизма действия ферментов: кинетические исследования (вариации концентрации субстрата); модификация структуры субстрата; обратимое ингибирование; вариации рН; предстационарная кинетика (образование ES-комплексов, определение скоростей отдельных стадий реакции); сайт-специфический мутагенез. 

Специфичность – уникальное свойство ферментов.
Специфичность – особая способность фермента осуществлять выбор субстрата данной структуры из большой совокупности близких по строению веществ. Концепция стерического соответствия «ключ-замок» (Э. Фишер). Концепция индуцированного соответствия (Д. Кошланд). Абсолютная специфичность действия (уреаза). Стереоспецифичность ферментов (D- L-стереоизомеры, цис- и транс-стереоизомеры). А- и В-классы NAD(P)-зависимых дегидрогеназ. Относительная иди групповая специфичность действия. Протеазы как пример ферментов с относительной специфичностью. Специфичность сериновые протеазы (трипсин, химотрипсин, эластаза).

Раздел 3. Регуляция активности и компатментализация ферментов

Ферменты в клетке и в организованных системах. Локализация ферментов в клетке. Понятие компартментализации на примере лизосомальных, митохондриальных ферментов. 
Уровни организации ферментов. Протомеры (ферменты с третичной структурой) – гидролитические ферменты (пепсин, трипсин и др.). Олигомерные ферменты, состоящие из нескольких протомеров с одинаковыми или различными функциями; надмолекулярные комплексы: мультиферментные комплексы, мультиферментные конъюгаты; ферментные ансамбли: адсорбционные, интегральные.

Мультиферментные конъюгаты – комплекс синтазы жирных кислот,. КАД (CAD)-комплекс. Мультиферментные комплексы – пируватдегидрогеназный комплекс, α-кетоглутаратдегидрогеназный комплекс. Метаболоны – мультиферментные ансамбли, фиксированные на мембранах и структурных элементах клетки. Гликолитический метаболон эритроцитов, принципы организации, регуляция внутри- и внеклеточными сигналами. Метаболон цикла лимонной кислоты.

Изостерические и аллостерические механизмы регуляции активности ферментов.  Регуляция активности ферментов внутриклеточными сигналами. Изо-стерическая регуляция (регуляция доступностью субстрата, кофактора). Компартментализация субстратов и ферментов. Регуляция продуктом реакции. 
Аллостерические механизмы регуляция. К- и V- классы аллостерических ферментов. Регуляция активности фосфофруктокиназы. Аллостерические механизмы регуляции пируватдегидрогеназного комплекса.

Регуляторные энзимопатии. Генетически обусловленные регуляторные энзимопатии. Нарушение регуляции фосфофруктокиназы цитратом.

Регуляция метаболических путей. Ретроингибирование – ингибирование анаболических путей их конечными продуктами. Исследования Жакоба и Моно. Типы ретроингибирования.

Ковалентная модификация ферментов и ее типы. Химическая модификация ферментов – быстрый механизм регуляции активности ферментов внешними сигналами. Типы химической модификации ферментов (фосфорилирование, аденилирование и уридилирование, ацетилирование, ADP-рибозилирование).
Аденилатциклаза, фосфолипаза С. Протеинкиназы, типы. Протеинкиназа А, регуляция активности сАМР. Протеинкиназа С, регуляция активности диацилглицеролом, фосфолипидами и ионами кальция. Обратимость процесса ковалентной модификации. Протеинфосфатазы.

Специфические рецепторы: серпентиновые и тирозинкиназные рецепторы. Рецепторы – ионные каналы. Каскадный механизм регуляции активности гликогенфосфорилазы и гликогенсинтазы гормонами. 

Регуляция с помощью белок-белковых взаимодействий (присоединение или отщепление регуляторных субъединиц или белков-регуляторов). Регуляция активности аденилатциклазы, киназы гликогенфосфорилазы.

Образование ферментов из неактивных предшественников (проферментов, зимогенов). изменение ковалентной структуры фермента в результате расщепления одной или нескольких пептидных связей. Активация трипсина, химотрипсина, эластазы, карбоксипептидазы А, фосфолипизы А2 и пепсина.

Регуляция количества ферментов в клетке. Контроль количества ферментов в клетке – процесс, зависящий от соотношения скоростей их биосинтеза и деградации. Время полужизни различных ферментов. Биосинтез ферментов и его регуляция на генетическом уровне. Конститутивные и индуцибельные (адаптивные) ферменты. ATP-зависимые протеазы прокариот. Репрессия и индукция биосинтеза ферментов. Убиквитин-протеосомный путь деградации белков у эукариот. Убиквитин – белок, маркирующий белки для деградации. Строение 26S протеосомы.
Раздел 4. Прикладное значение ферментов
Инженерная энзимология. Иммобилизованные ферменты. Носители для иммобилизации: природные и синтетические. Методы иммобилизации: физические (адсорбция, включение в гель, микрокапсулы, липосомы, ферментные пленки), химические (ковалентное сшивание с носителем, сшивка би- или полифункциональными реагентами). Применение иммобилизованных ферментов в промышленности, медицине, биомониторинге окружающей среды.
Ферменты в медицине.
Три главных направления развития медицинской энзимологии: энзимопатология, энзимодиагностика и энзимотерапия.

Энзимопатология. Врождённые (наследственные) энзимопатии. Классификация. Механизм возникновения наследственных энзимопатий. Метаболический блок обмена веществ. Приобретённые энзимопатии: пищевые и токсические. Клинические проявления энзимопатий. Энзимопатии с клиническими проявлениями. Относительно бессимптомные энзимопатии. Бессимптомные энзимопатии.

Энзимодиагностика. Органная специфичность в распределении ферментов. Секреторные, индикаторные и экскреторные ферменты. Функциональные и нефункциональные ферменты. Факторы, влияющие на уровень ферментов во внеклеточной жидкости. Недостатки ферментативного анализа. Основные принципы дифференциальной диагностики при использовании ферментативных тестов. Ранняя диагностика острого инфаркта миокарда. Диагностическое значение снижения ферментативной активности. Неспецифическое физиологическое и патологическое повышение активности ферментативной активности. Стабильность ферментов при хранении.
Применение ферментов в качестве аналитических реагентов. Энзиматические методы определения метаболитов в биологических жидкостях: глюкозы (глюкозооксидаза), мочевины уреаза.

Характеристика ферментов, наиболее значимых в энзимодиагностике. Аминотрансферазы: аспартатаминотрансфераза (АсАт) и аланинаминотрансфераза (АлАт). Лактатдегидрогеназа. (-Амилаза. Креатинкиназа. Щелочная и кислая фосфатазы. Холинэстераза. Липаза. ( – Глутамилтрансфераза.
Использование ферментов в качестве лекарственных препаратов. Заместительная терапия (введение отсутствующего фермента). Использование ферментов в качестве агентов, специфически разрушающих продукты обмена веществ в организме больного. Использование ингибиторов ферментов в качестве лекарственных препаратов.
ТЕХНИКА БЕЗОПАСНОСТИ ПРИ РАБОТЕ
В БИОХИМИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРИИ

Работая в лаборатории, необходимо соблюдать меры предосторожности, придерживаясь следующих правил:

Общие сведения 

• Запрещается входить в лабораторию в верхней одежде. 

• Работа в биохимической лаборатории допускается только в специальном халате, так как вероятна возможность загрязнения, порчи одежды при попадании на нее едких реактивов.

Обращение с реактивами 

• Все концентрированные кислоты и щелочи должны находиться в вытяжном шкафу.

• Все опыты с ядовитыми и неприятно пахнущими веществами проводить в вытяжном шкафу.

• Наливать или насыпать реактивы следует только над столом. 

• Не следует оставлять открытыми банки с реактивами. 

• Пролитые или рассыпанные реактивы нужно немедленно удалить со стола, вытерев стол тряпкой и обмыв водой. 

• Пролитые концентрированные кислоты следует засыпать песком, затем собрать песок лопаткой. Облитое место необходимо облить раствором соды и вытереть тряпкой. 

• При работе с органическими растворителями (спирты, эфиры, ацетон, бензин и др.) нельзя определять вещество по запаху, так как может произойти отравление их парами.

• Наполнение пипеток растворами органических растворителей, кислот, щелочей проводят только при помощи груши. 

• Внимательно следить за тем, чтобы реактивы (особенно кислоты и щелочи) не попадали на лицо, руки и одежду.

• Не ходить по лаборатории с концентрированными кислотами, а наливать их только в определенном, отведенном для этого месте.

• Не загрязнять реактивы во время работы (не путать пробки от склянок, содержащих разные реактивы; избыток взятого реактива не выливать обратно в склянку; пользуясь пипеткой, набирать каждый реактив только предназначенной для этого пипеткой, ни в коем случае не путать их).

• В случае попадания на кожу концентрированной кислоты облитое место нужно промыть большим количеством  воды, а затем разбавленным раствором соды. При попадании растворов щелочей на кожу пораженное место нужно обмыть сначала разбавленной кислотой, а потом водой.

Обращение с нагревательными приборами 

• Перед тем как зажечь спиртовку – убедиться, что поблизости нет горючих жидкостей (спирт, эфир и др.).

• Зажигать спиртовку можно только спичкой. 

• В пробирке можно нагревать только небольшое количество раствора, жидкость должна занимать не более 1/3 объема пробирки. 

• Пробирку при нагревании нужно направить в сторону от себя и рядом находящихся людей. 

• Нельзя наклоняться над спиртовкой. В начале пробирку с раствором нужно прогреть всю, а затем нагревать в нужном месте, не вынимая из пламени спиртовки. 

• Нельзя нагревать пробирку долго в одном месте, так как жидкость быстро закипит и выплеснется из пробирки. 

• Нагревать пробирку нужно ниже уровня жидкости в ней. 

• При нагревании жидкости держать пробирку отверстием в сторону от сея и тех, кто находится рядом, не касаться пробиркой горящего фитиля, всегда соблюдать большую осторожность при нагревании, не допускать выплескивания жидкости (время от времени отводить пробирку от пламени, не нагревать ее в вертикальном положении), не приближать лицо к сосуду, в котором нагревается жидкость.

• После нагревания следует сразу затушить спиртовку, накрыв пламя колпачком. 

• Работа с водяной баней осуществляется только под тягой. 

• При неосторожной работе могут быть ожоги нагретой стеклянной посудой. При ожогах на обожженное место нужно положить ватку, смоченную раствором марганцевокислого калия.

Закончив работу, привести рабочее место в порядок.

1. Разделы дисциплины и темы лабораторных работ
	№ 

п/п
	Разделы 

дисциплины
	Темы лабораторных работ,   трудоемкость (часы)

	1
	Раздел 1. 

Структура и свойства ферментов.
	1.1.Выделение и очистка каталазы из пшеничных зародышей (4 ч.)

1.2. Влияние рН и температуры на активность каталазы (2 ч.)

1.3. Влияние концентрации пероксида водорода на активность каталазы (2 ч.)

1.4. Зависимость скорости реакции, катализируемой каталазой от количества ферментного белка (2 ч.)

1.5. Механизм действия аминотриазола на каталазу (2 ч.)

	2
	Раздел 2. Ферментативный катализ.
	2.1. Природа субстрата и активность глутатион-S-трансферазы (2 ч.)

2.2. Специфичность действия малатдегидрогеназы (2 ч.)

2.3. Промежуточный контроль (2 ч.)

	3
	Раздел 3. 

Регуляция активности и компартментализация ферментов.
	3.1. Оценка активности мембраносвязанной и цитозольной форм глутатионпероксидазы (4 ч.)

3.2. Аллостерическая регуляция глюкозо-6-фосфат дегидрогеназы (4 ч.)

3.3. Денситометрический метод выявления локализации сукцинатдегидрогеназы в лимфоцитах (2 ч.)

	4
	Раздел 4. 

Прикладное значение ферментов.
	4.1 Определение активности трансфераз в сердечной мышце и печени крысы на биохимическом анализаторе Сапфир 400 (4 ч.)


Раздел 1. Структура и свойства ферментов

РАБОТА 1.1. Выделение и очистка каталазы из пшеничных зародышей
В настоящее время получение ферментов путем выделения их из биологических объектов является единственно реальным, несмотря на то, что  уже осуществлен лабораторный синтез ряда ферментов – рибонуклеазы, лизоцима, ферредоксина и цитохрома с, поскольку синтетическое получение ферментов является слишком сложным и дорогим.

Выделяют ферменты так же, как и другие белки. Тем не менее есть приемы, применяемые преимущественно для ферментов – это экстракция глицерином для сохранения нативных свойств ферментов, метод ацетоновых порошков (осаждение и быстрое обезвоживание при температуре -10°С тканей или вытяжек из них, содержащих ферменты), адсорбция с последующей элюцией с адсорбента, метод ионообменной хроматографии, метод молекулярных сит, электрофорез и изоэлектрофокусирование. Одной из модификаций адсорбционного метода является афинная хроматография, где адсорбентом служит вещество, с которым фермент взаимодействует избирательно. В результате лишь один этот фермент задерживается на колонке, а все сопутствующие ему выходят с током проявителя. При изменении характера проявителя исследуемый фермент элюирует с колонки. Этим методом достигают очистки фермента в несколько тысяч раз, применяя всего лишь одноэтажную (аффинная сорбция – элюция) схему выделения.

Для успешного выделения ферментов из клеточного содержимого необходимо очень тонкое измельчение исходного материала, вплоть до разрушения субклеточных структур (лизосом, митохондрий, ядер и др.), которые несут в своем составе индивидуальные ферменты. Особое внимание при выделении ферментов уделяют проведению всех операций в условиях, исключающих денатурацию белка, так как она всегда связана с потерей ферментативной активности. Этому способствует проведение операций в присутствии защитных добавок, в частности SH-содержащих соединений (цистеина, глутатиона, меркаптоэтанола, цистеамина, дитиотреитола и др.). Очень важно поддерживать на всех этапах выделения ферментов низкую температуру, так как некоторые из них при повышенной температуре  теряют свою активность.

Для оценки гомогенности ферментного препарата прибегают к обычным методам белковой химии. Переломным моментом в усовершенствовании методов получения высокоочищенных, гомогенных препаратов ферментов было открытие способности их кристаллизоваться, осуществленное впервые в 1906 г. А. Д. Розенфельдом. О степени чистоты ферментного препарата судят по его биологической активности; если активность при дальнейшей очистке не возрастает, препарат можно считать гомогенным. Из 3709 включенных в список ферментов более 1500 выделено и очищено, третья часть их закристаллизована, у нескольких сотен выяснена первичная, а у нескольких десятков – третичная структура.

В исследовании конформации ферментов обязательным требованием является получение препарата высокой степени чистоты. Изучение литературных данных и общих рекомендаций по очистке ферментативных препаратов позволило разработать методику получения препарата каталазы из пшеничных зародышей, включающую приготовление экстракта, осаждение этанолом при концентрации 60% (для получения спиртоосажденного препарата с наибольшей удельной активностью), фракционирование сульфатом аммония при насыщении 60–80%, гель-фильтрация на сефадексе G-25 и G-100.

Выделение и очистка каталазы
Исследуемый материал: зародыши пшеницы

Реактивы: 0,15 М фосфатный буфер (рН 7,4); 0,15 М фосфатно-цитратный буфер (рН 7,4); 90%-ный этанол; сульфат аммония; сефадекс G-25; сефадекс G-100; стандартные белки с молекулярной массой около 300 кДа, 200 кДа и 100 кДа.

Оборудование: пробирки, пипетки, рефрижераторная центрифуга, хроматографические колонки, колбы

Ход работы:Препарат каталазы получают в виде вытяжки из тонкоизмельченных пшеничных зародышей. Для этого 5 г зародышей пшеницы тщательно растирают в фарфоровой ступке пестиком до получения однородной массы. Измельченные зародыши заливают 20 мл 0,15 М фосфатным буфером (рН 7,4). Гомогенат центрифугируют при 2000 g (4ºС). В супернатанте определяют белок микробиуретовым методом (см. раздел 6) и активность каталазы.

На первой стадии очистки фермент осаждают 60% этанолом. Для этого к 10 мл супернатанта добавляют 20 мл 90% этанола. Полученный осадок растворяют в 20 мл 0,15 М фосфатно-цитратного буфера, рН 7,4. В экстракте определяют активность каталазы и содержание белка микробиуретовым методом (см. работу 5.4.2). Степень очистки фермента после этой процедуры становится равной 2,38.

Затем фермент освобождают от балластных белков добавлением к 20 мл экстракта 14 г сульфата аммония. После фракционирования осадок растворяют в 15 мл фосфатно-цитратного буфера. В экстракте определяют активность каталазы и содержание белка микробиуретовым методом (см. работу 6.4.2). Фракционирование сульфатом аммония в пределах насыщения 60–80% позволяет получить препарат каталазы с удельной активностью 55,9 ед./мг белка; степень очистки при этом возрастает в 8 раз по сравнению с удельной активностью каталазы в гомогенате.

Для освобождения ферментного раствора от низкомолекулярных примесей осуществляют гель-фильтрацию на сефадексе G-25. В фильтрате определяют активность каталазы и содержание белка спектрофотометрическим методом (см. раздел 5). Степень очистки возрастает в 1,65 раза, а удельная активность каталазы при этом составляет 92,1 ед./мг белка.

Затем осуществляют гель-фильтрацию на сефадексе G-100. Раствор белка, выходящий из колонки, собирают в несколько фракций по 1,0-1,5 мл и в них проводят определение белка спектрофотометрическим методом (см. работу 6.4.4) и активности каталазы. Наиболее активные фракции объединяют.

Удельная активность ферментного препарата каталазы, полученного по данной схеме, составляет 545,2 ед./мг белка, степень очистки – 78,46. Молекулярная масса каталазы зародышей пшеницы, определенная гель-хроматографическим методом на сефадексе G-100, составляет 250 ± 1,5 кДа.

Определение молекулярной массы каталазы

методом гель-фильтрации

В основе метода определения молекулярной массы белков с применением гель-фильтрации лежит следующий эмпирический факт. Установлено, что объемы элюирования различных белков с одинаковыми молекулярными массами на одной и той же колонке в идентичных условиях практически совпадают. Это позволяет определять молекулярную массу неизвестного белка, если колонка с гелем предварительно проградуирована (прокалибрована). Калибровка состоит в определении объемов элюирования нескольких чистых белков с известной молекулярной массой. Полученные данные наносят на график в виде зависимости логарифма молекулярной массы (ММ) от объема элюирования (Ve). Такие зависимости в пределах одного – полутора порядков по величине молекулярных масс имеют, как правило, линейный вид. В качестве примера, на рис. 1.1.1. приведен такой график для ряда белков.
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Рисунок – 1.1.1. Логарифмическая зависимость объёма элюирования от молекулярной массы белков
Определение активности каталазы

Для определения активности каталазы используют один из предложенных методов.

1. Определение активности каталазы с помощью йодистого калия

Принцип метода основан на образовании комплекса неразрушенного пероксида водорода с йодистым калием. 

Реактивы: 3%-ный раствор иодистого калия в 50%-ном ацетоне (50 мл 3%-ного раствора иодистого калия растворяют в 50 мл ацетона); 3%-ный раствор перекиси водорода.

Оборудование: пробирки, пипетки, ФЭК, кюветы (10 мм)

Ход работы: К 0,1 мл исследуемой пробы приливают 10 мл 3%-ной перекиси водорода и 10 мл 3%-ного раствора иодистого калия в 50%-ном ацетоне. Раствор фотоколориметрируют на синем светофильтре с длиной волны 435-445 нм в кювете с длиной оптического пути 10 мм. Активность каталазы определяют по формуле:
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A – активность каталазы в пробе;

D – оптическая плотность исследуемой пробы;

0,02 – коэффициент перевода в условные единицы каталазы.

2. Определение активности каталазы
с помощью молибдата аммония

Принцип метода основан на способности пероксида водорода взаимодействовать с солями молибдена, образуя стойкий окрашенный комплекс.
Реактивы: 30 мМ трис-HCl буфер (рН 7,4); Н2О2; дистиллированная вода; 4%-ный раствор молибдата аммония.

Оборудование: пробирки, пипетки, ФЭК, кюветы (5 мм).

Ход работы: В опыте используют холостую, контрольную и опытную пробы. В каждую пробу вносят по 1 мл трис-HCl буфера. Затем в холостую и опытную пробу добавляют по 2 мл пероксида водорода, а в контрольную – 2 мл дистиллированной воды. После этого в контрольную и опытную пробы доливают по 0,1 мл препарата каталазы и оставляют пробы при комнатной температуре в темноте. Реакцию останавливают через 10 минут добавлением во все пробирки 1 мл 4%-ного раствора молибдата аммония. После этого в холостую пробу приливают 0,1 мл препарата каталазы.

Интенсивность окраски в каждой пробе измеряют на ФЭКе при длине волны 410 нм против контрольной пробы. Активность каталазы рассчитывают по формуле:
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А – активность мкмоль Н2О2/мин*г белка

Ех – изменение оптической плотности холостой пробы за 10 минут;

Ео – изменение оптической плотности опытной пробы за 10 минут;

Vрс – объём реакционной среды (по методике = 3,01 мл);

t – время регистрации оптической плотности, равное 10 минут;

К - коэффициент микромолярной экстинкции для Н2О2 при длине волны 400 нм, равный 22,2(10-3 мкМ-1см-1;

Vпр – объём пробы;

d – длина оптического пути кюветы (0,5 см).
РАБОТА 1.2. Влияние рН и температуры на активность каталазы (2 ч.)
Каталаза (КФ 1.11.1.6 пероксид водорода: пероксид водорода оксидоредуктаза) – двухкомпонентный фермент, состоящий из белка и соединенной с ним простетической группы. Это хромопротеин с молекулярной массой около 240 кДа, состоит из 4-х субъединиц, имеющих по одной группе гема. 
Каталазная активность в клетках животных сосредоточена в основном в пероксисомах, которые содержат также ферменты, образующие Н2О2: глюкозооксидазу, уратоксидазу и флавопротеиндегидрогеназу. Частично каталаза локализуется в микросомах и в меньшей мере – в цитозоле. Полагают, что каталаза не имеет высокого сродства к Н2О2 и не может эффективно обезвреживать это соединение при низких концентрациях, имеющихся в цитозоле. В пероксисомах, где концентрация Н2О2 высока, каталаза, напротив, активно разрушает ее.
В эритроцитах, где активность каталазы максимальна, фермент находится в комплексе с NАDPН, который не является необходимым для проявления каталитической активности, но предотвращает инактивацию фермента.
Каталаза предотвращает накопление в клетке пероксида водорода, образуемого при аэробном окислении восстановленных флавопротеинов, который в присутствии двухвалентного железа может генерировать гидроксильный радикал, являющийся особо агрессивной активной формой кислорода.
Определение активности каталазы в этой работе осуществляли спектрофотометрическим методом.

Принцип метода каталаза катализирует разложение пероксида водорода по реакции:

2 Н2О2  →  2 Н2О + О2

О ходе реакции судят по изменению концентрации пероксида водорода в пробе спктрофотометрическим методом при длине волны 230 нм, максимуме поглощения Н2О2. В качестве источника фермента можно использовать гомогенаты тканей, клетки крови, биологические жидкости, субклеточные органеллы.
Реактивы:
1. 1 М трис-НСl буфер, рН 8,0, содержащий 5 мМ ЭДТА. Для приготовления буферного раствора 12,1 г триса и 0,186 г динатриевой соли этилендиаминтетрауксусной кислоты помещают в мерную колбу на 100 мл и доводят до метки дистиллированной водой.

2. 1 М фосфатный буфер, рН 7,0. Для его приготовления берут 14,13 г фосфата натрия двузамещенного, помещают в мерную колбу на 100 мл и доводят до метки дистиллированной водой.

3. 10 мМ раствор пероксида водорода. Его готовят из концентрированного раствора пероксида водорода следующим образом: сначала готовят раствор пероксида водорода с разаедением 1:99. Затем в спектрофотометрическую кювету помещают 2,7 мл 1 М фосфатного буфера, рН 7,0, разбавленного дис т. водой в соотношении 1:9. Измеряют оптическую плотность ОД1 при длине волны 230 нм. Далее в кювету добавляют 0,3 мл разведенного раствора пероксида водорода и определяют оптическую плотность ОД2. Расчет концентрации приготовленного раствора пероксида водорода осуществляют по формуле:
С = 141 х (ОД2 – ОД1).

При необходимости раствор пероксида водорода разводят.

Оборудование: спектрофотометр Specol, набор автоматических пи петок, пробирки, мерные колбы, кварцевые кюветы.
Ход работы: Для определения активности каталазы готовят две пробы – контрольную и опытную в соответствии с таблицей.
Таблица 1.2.1. Содержание проб для определения активности каталазы
	Компоненты инкубационной пробы
	Контрольная проба,мл
	Опытная проба,мл

	1 М трис-НСl буфер с 5 мМ ЭДТА, 
рН 5,0; 6,0; 7,0; 8,0
	0,15
	0,15

	Н2О2
	-
	2,70

	Н2О
	2, 85
	0,15

	гемолизат
	0,06
	0,06


Реакцию запускают внесением в пробу, находящуюся в спектрофотометрической кювете с расстоянием между рабочими гранями 1,0 см, гемолизата. Содержимое кюветы перемешивают и определяют начальную оптическую плотность. За ходом реакции следят в течение 3 минут. Регистрацию оптической плотности проводят при комнатной температуре.
Влияние рН среды на активность каталазы исследуют во фракциях молодых, старых эритроцитов и общей эритроцитарной массе у интактных кроликов. Фракционирование эритроцитов осуществляют по разработанной на кафедре методике (см. 5.2). Определение активности каталазы проводят при вышеописанных условиях в 1М трис-HCl буфере при рН 5, 6, 7 и 8.
Изучение влияния температуры на активность каталазы проводят в гемолизатах, приготовленных из каждой фракции клеток, которые делят на пять равных частей. Каждую отобранную аликвоту гемолизата подвергают инкубации при определенной температуре в течение 10 мин. Затем пробы резко охлаждают и центрифугируют 20 мин при 1700 g. Обработанные таким способом гемолизаты добавляют в реакционную смесь в качестве источника фермента. Исследования проводят в температурном диапазоне 20°С – 60°С с шагом в 5°С.
Полученные результаты представляют в виде рН-зависимостей и графиков Аррениуса. Рассчитывают коэффициент Q10.
РАБОТА 1.3. Влияние концентрации пероксида водорода на активность каталазы (2 ч.)

Зависимость начальной скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата почти всегда выражается в виде кривой, близкой по форме к одно из ветвей равнобочной гиперболы. Таким образом, при низком содержании субстрата в системе наблюдается отчетливая зависимость между его концентрацией и скоростью реакции. При больших концентрациях субстрата подобное явление отсутствует. Постоянную скорость, наблюдаемую  в реакции при избытке субстрата, полностью насыщающего фермент, называют максимальной скоростью энзиматической реакции. При очень высоких концентрациях субстрата может наблюдаться субстратное ингибирование, обусловленное образованием непродуктивного комплекса фермента с несколькими молекулами субстрата.
Изучение влияния концентрации пероксида водорода на скорость реакции, катализируемой каталазой проводят постоянной концентрации фермента (гемолизат, приготовленный из отмытых от плазмы упакованных эритроцитов, разведение 1:49) и варьируемых концентраций субстрата (Н2О2). В работе используют следующие концентрации пероксида водорода: 3%-ная, 0,6%; 0,3%; 0,15%; 0,06%; 0,03%; 0,015%. Для определения активности каталазы используют метод с молибдатом аммония. По результатам исследования строят график зависимости скорости реакции от концентрации пероксида водорода и делают выводы.
РАБОТА 1.4. Зависимость скорости реакции, катализируемой каталазой от количества ферментного белка (2 ч.)

Скорость энзиматической реакции зависит прежде всего от природы фермента, характеризующегося низкой или высокой активностью. При прочих равных условиях и при наличии избытка субстрата и кофакторов начальная скорость энзиматической реакции пропорциональна концентрации фермента: v = k [E], где k – константа скорости, v – скорость, [E] – концентрация фермента. При графическом изображении получается прямая линия, если по оси абсцисс откладывать концентрацию фермента, а по оси ординат – соответствующую ей величину начальной скорости реакции. 
Изучение влияния концентрации фермента на скорость реакции, катализируемой каталазой проводят постоянной концентрации субстрата (пероксида водорода) и варьируемых концентраций фермента (источник каталазы – гемолизат, приготовленный из отмытых от плазмы упакованных эритроцитов). В работе используют гемолизаты со следующими разведениями: 1:5; 1:9; 1:24; 1:49; 1:74; 1:100. Для определения активности каталазы используют метод с молибдатом аммония. По результатам исследования строят график зависимости скорости реакции от концентрации фермента и делают выводы.
РАБОТА 1.5. Механизм действия аминотриазола на каталазу (2 ч.)

Активность каталазы ингибируется различными веществами, включая ее природный субстрат, пероксид водорода (Н2О2), азидом натрия, уксусной кислотой, цианидами, тяжелыми металлами и 3-амино-1,2,4-триазолом (АТ). Аминотриазол является необратимым ингибитором реакции, катализируемой каталазой. В работе используют различные источники фермента: печень крысы, очищенный препарат каталазы из зародышей пшеницы (работа 1.1), кровь крысы (кролика). 

Забор крови у крысы (кролика) и последующую ее обработку для получения эритроцитов проводят согласно описанию в разделе 5.1.2. Из отмытых от плазмы и упакованных эритроцитов готовят гемолизат (эритроциты : дистиллированная вода, охлажденная до 00, разведение 1 : ). Приготовление гомогената печени (250 мг ткани + 5 мл 0,9%-ного раствора хлорида натрия) см. в разделе 5.1.3. Содержание белка в препарате фермента из печени, зародышей пшеницы и гемолизате осуществляют микробиуретовым методом ( раздел 5.4.2). Инкубацию препарата фермента с АТ проводят в термостате при 370 С в течение часа при постоянном перемешивании для контакта инкубационной смеси с кислородом. Используя концентрации аминотриазола 20 мМ определить: 1) является ли АТ ингибитором для каталазы из различных источников; 2) степень ингибирования фермента; 3) в различных препаратах. Использовать спектрофотометрический метод (см. работу 1.2) для определения активности каталазы. 
Раздел 2. Ферментативный катализ
РАБОТА 2.1. Природа субстрата и активность глутатион-S-трансферазы (2 ч.)

Глутатион-S-трансфераза (К.Ф. 2.5.1.18 донор: восстановленный глутатионтрансфераза, ГST) входит в семейство ферментов, нейтрализующих токсическое влияние различных гидрофобных и электрофильных соединений путем их конъюгации с восстановленным глутатионом. Все ГSТ – гомо – или гетеродимеры с молекулярной массой 57 кДа. ГSТ обезвреживает органические соединения почти всех классов: алкены, арены, аралкены, производные серы, лаки, краски, пестициды, канцерогены, такие как азокрасители, бенз(а)пирен и метилхолантрен, и т.д.

Глутатион-S-трансферазы проявляют строгую специфичность в отношении восстановленного глутатиона и широкую специфичность для второго субстрата. Эритроциты содержат две изоформы фермента, отличающиеся субстратной специфичностью, физико-химическими, кинетическими, структурными и иммунологическими свойствами: анионную и катионную ГST.

Принцип метода. Активность глутатион-S-трансферазы определяют по скорости образования глутатион-S-конъюгатов между восстановленным глутатионом и 1-хлор-2,4-динитробезолом (ХДНБ):

ХДНБ  +  глутатион - SH   →   ХДНБ - S- глутатион

Увеличение концентрации конъюгатов в ходе реакции регистрируют спектрофотометрически при длине волны 340 нм (максимум поглощения глутатион -S-ХДНБ).
Исследуемый материал: эритроциты лабораторных животных (кролик, крыса);
Реактивы: 

1. 0,1 М. калий-фосфатный буфер, рН 6,5.

2. 0,015 М раствор ГSН.

3. 0,015М раствор 1-хлор-2,4-динитробензола, куменггидропероксида, третбутил гидропероксида, приготовленные на метаноле.
Оборудование: пробирки, пипетки, рефрижераторная центрифуга, спектрофотометр, иономер.
Ход работы:
Источником фермента служит осмотический гемолизат, который готовят добавлением к одному объему отмытых от плазмы и упакованных эритроцитов двадцати объемов дистиллированной воды охлажденной до 0(С. В кювету спектрофотометра последовательно вносят 2,5 мл 0,1 М калий-фосфатного буфера рН=6,5, 0,2 мл 0,015 М раствора восстановленного глутатиона и 0,1 мл гемолизата.

Реакцию инициируют внесением в кювету 0,2 мл соответствующего субстрата. Параллельно опытной, готовят контрольную пробу, в которую вместо биологического материала вносят дистиллированную воду. Регистрацию оптической плотности проводят при t=25(C и длине волны 340 нм против воды сразу после перемешивания в течение трех минут. Полученные значения оптической плотности используют при вычислении активности ГSТ.

Активность фермента рассчитывают, используя коэффициент молярной экстинции для ГS-ХДНБ при длине волны 340 нм, равный 9,6 мМ-1(см-1, и выражают в ммоль образующихся глутатион S-конъюгатов в минуту на грамм гемоглобина.
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А – активность фермента, ммоль/мин(г Hb;

(Е – изменение оптической плотности в минуту;

d – толщина слоя кюветы (1 см);

( – коэффициент молярной экстинкции ГS-HDNB при длине волны 340 нм (9600 М
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f – коэффициент разведения эритроцитов в пробе (630).

t – время наблюдения, мин;
В работе анализируется активность глутатион-S-трансферазы при использовании в качестве субстрата трех веществ: 1-хлор-2,4-динитробезолом (наиболее часто используемым для определения активности ГSТ), кумен гидропероксида и трет-бутил гидропероксида. 

РАБОТА 2.2. Специфичность действия малатдегидрогеназы (2 ч.)
Малатдегидрогеназа (L-малат: NAD+ оксидоредктаза, КФ 1.1.1.37, МДГ) катализирует обратимую реакцию окисления яблочной кислоты до щавелевоуксусной. Фермент локализован как в цитоплазматической, так и в митохондириальной фракции клеток. Митохондриальная NAD-МДГ имеет молекулярную массу 62-65 кДА, состоит из двух субъединиц. Фермент катализирует один из этапов цикла лимонной кислоты и поставляет NADH в дыхательную цепь митохондрий.

Принцип метода. Определение активности малатдегидрогеназы в суспензии митохондрий проводят, используя прямую малатдегидрогеназную реакцию, в которой количество окисленного малата эквимолярно количеству восстановленного NADH в ходе реакции, регистрируемой спектрофотометрически при длине волны 340 нм.

В работе используются коммерческие препараты малатдегидрогеназы и различные субстраты (L-малат, оксалоацетат и β-гидроксибутират) для проведения малатдегидрогеназной реакции.

Окисление отдельных субстратов
Зависимость скорости окисления субстрата от его концентрации для трех разных субстратов изучают следующим образом:

1). Окисление малата. В 4-см спектрофотометрическую кювету вносят 4 мл 0,3 М глицинового буфера, рН 10, и 0,4 мл 50 мМ раствора NAD+. Затем в кювету добавляли различные объемы 5 мМ раствора L-малата натрия (указаны в таблице) и общий объем пробы доводят водой до 11,9 мл. Реакцию начинают добавлением 0,1 мл разбавленного в 10 раз экстракта сердечной мышцы и измеряют оптическую плотность при 340 нм через каждые 30 с в течение 3 мин. Полученные данные заносят в таблицу 2.2 .1.

Таблица 2.2.1. Окисление L-малата малатдегидрогеназой
	Время, мин
	Оптическая плотность при 340 нм

	
	Объем добавленного 5 мМ раствора L-малата, мл

	
	2,4
	1,2
	0,72
	0,48
	0,24
	0,12

	0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0
	0,085

0,162

0,236

0,310

0,385

0,458
	0,060

0,123

0,184

0,245

0,395

9,367
	0,070

0,120

9,169

0,220

0,269

0,319
	0,048

0,086

0,123

0,160

0,199

0,236
	0,027

0,051

0,074

0,099

0,122

0,145
	0,019

0,033

0,046

0,061

0,074

0,087


2). Окисление мезотартрата. Условия опыта для изучения окисления мезотартрата такие же, как и в случае малата, но вследствие того, что скорость реакции в этом случае будет значительно меньше, используют большие количества экстракта. Все добавки такие же, как и при изучении окисления малата, за следующими исключениями: 1) изменены концентрации субстрата (указаны в таблице) и 2) объем пробы доводили водой до 11,5 мл и реакцию начинали добавлением 0,5 мл неразбавленного экстракта. Полученные данные заносили в таблицу 2.2.2.

Таблица 2.2.2. Окисление мезотартрата малатдегидрогеназой
	Время, мин
	Оптическая плотность при 340 нм

	
	Объем добавленного 10 мМ раствора мезотартрата, мл

	
	2,4
	1,2
	0,6
	0,36
	0,28
	0,18

	0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0
	0,034

0,068

0,100

0,133

0,166

0,198
	0,029

0,054

0,078

0,102

0,127

9,152
	0,024

0,040

9,057

0,073

0,090

0,106
	0,012

0,023

0,035

0,046

0,056

0,067
	0,008

0,018

0,027

0,036

0,045

0,055
	0,008

0,015

0,022

0,028

0,035

0,042


3). Окисление DL-α-оксибутирата. Этот субстрат окисляется со скоростью, промежуточной между скоростями окисления малата и мезотартрата. Поэтому при измерении скорости реакции берут разные объемы субстрата (указаны в таблице), конечный объем пробы доводят водой до 11,9 мл и реакцию начинают добавлением 0,1 мл неразбавленного экстракта. Полученные данные заносят в табл. 2.2.3.
Таблица 2.2.3. Окисление DL-α-оксибутирата малатдегидрогеназой

	Время, мин
	Оптическая плотность при 340 нм

	
	Объем добавленного 50 мМ раствора оксибутирата, мл

	
	2,4
	1,2
	0,72
	0,48
	0,36
	0,24

	0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0
	0,068

0,117

0,164

0,213

0,259

0,307
	0,055

0,094

0,130

0,170

0,208

9,244
	0,040

0,069

9,098

0,127

0,156

0,184
	0,030

0,054

0,077

0,101

0,125

0,148
	0,021

0,040

0,060

0,079

0,099

0,119
	0,019

0,034

0,048

0,063

0,078

0,093


Окисление смеси субстратов
Поскольку возможно, что окисление двух или даже всех трех субстратов катализируется одним ферментом, изучают окисление смеси субстратов. В опытах используют ту же реакционную смесь, что и выше. Объемы добавленных субстратов приведены в табл. 2.2.4.
Таблица 2.2.4. Состав смеси субстратов для определения малатдегидрогеназы
	Добавленные субстраты
	номер кюветы

	
	1
	2
	3
	4

	5 мМ L-малат, мл 
	0,24
	0,48
	0,24
	0,48

	10 мМ мезотартрат, мл
	2,4
	1,2
	-
	-

	50 мМ α-оксибутират, мл
	-
	-
	2,4
	1,2


Объём пробы доводят водой до 11,9 мл и в каждом случае реакцию начинают добавлением разбавленного в 10 раз экстракта. Результаты опытов заносят в табл. 2.2.5.

Таблица 2.2.5. Окисление смеси субстратов малатдегидрогеназой
	Время, мин
	Оптическая плотность при 340 нм

	
	номер кюветы

	
	1
	2
	3
	4

	0,5
	0,014
	0,033
	0,048
	0,061

	1
	0,924
	0,056
	0,075
	0,101

	1,5
	0,033
	0,079
	0,103
	0,142

	2
	0,042
	0,102
	0,130
	0,183

	2,5
	0,052
	0,125
	0,158
	0,223

	3
	0,061
	0,148
	0,184
	0,263


Примечания
1. Структура использованных субстратов следующая:
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2. Молярный коэффициент поглощения восстановленного NAD при 340 нм равен 6220.
3. Одним из способов смещения равновесия дегидрогеназной реакции в сторону более полного окисления субстрата является использование агентов, связывающих кетоны. Другим, часто более удобным методом, может быть увеличение рН реакционной смеси. Так как при большинстве значений рН окисленная форма NAD имеет один отрицательный заряд, а восстановленная форма – два, реакцию можно представить в следующем виде:
R(CHOH(R' + NAD- → R(CO(R' + NADН + Н+
При увеличении рН среды концентрация одного из продуктов реакции (Н+) становится очень низкой, и, таким образом, равновесие смещается вправо. Именно этот метод был использован в описанных выше опытах. Хотя NAD сам по себе неустойчив в течение долгого времени при рН 10, а дегидрогеназы также теряют свою активность при столь высоких значениях рН, оба эти явления можно не принимать во внимание, так как определение активности ферментов проводилось в течение достаточно короткого промежутка времени.

4. При спектрофотометрических измерениях часто для увеличения чувствительности оказывается весьма удобным пользоваться кюветами с большой оптической длиной, так как увеличение оптической длины кюветы при​водит к соответствующему увеличению оптической плотности, измеряемой в опыте.

По результатам эксперимента строят графики зависимости скорости реакции от различных концентраций исследуемых субстратов. Затем используют один из способов линеаризации гиперболической зависимости (метод Лайнуивера-Берка, Хайнса, Иди-Хофсти, Эйзенталя и Корниш-Боудена). Проводят кинетическую обработку экспериментально полученных данных: определение констант Михаэлиса и максимальной скорости реакции проводится для каждого субстрата. На основании полученных данных сделать выводы относительно субстратной специфичности малатдегидрогеназы по отношению к различным субстратам. Ответить на вопрос: какое число дегидрогеназ участвует в окислении смеси субстратов?

Раздел 3. Регуляция активности
и компартментализация ферментов
РАБОТА 3.1. Оценка активности мембраносвязанной и цитозольной форм глутатионпероксидазы (4 ч.).
Глутатионпероксидаза (GSH:Н2О2 – оксидоредуктаза КФ 1.11.1.9, GPО) – важнейший фермент антиоксидантной системы, использующий восстановленный глутатион для летоксикации пероксида водорода и липопероксидов, образующихся в мембранных фосфолипидах при окислительном стрессе.
Фермент эритроцитов человека содержит 4 субъединицы с молекулярной массой 23 кДа каждая. В отличие от всех известных пероксидаз, GPО не содержит гема, а в активном центре фермента находятся 4 ковалентно связанных атома Se в форме селеноцистеина. GPО катализирует реакцию окисления глутатиона с образованием его конъюгированной формы. “Селензависимая” GPО обладает повышенной специфичностью к глутатиону и неспецифична по отношению к перекисям, разлагая как перекись водорода: 
2GSH + H2O2   (   GSSG + 2H2O,
так и органические гидроперекиси, в том числе и ненасыщенных жирных кислот, нуклеиновых кислот, стероидов:
2GSH + ROOH   (   GSSG + ROH + H2O.

GPО разрушает пероксид водорода с высокой скоростью. При концентрации перекиси и глутатиона, которые находятся в эритроцитах, вклад GPО в процесс удаления H2O2 оказывается большим, чем у каталазы. GPО скорее предупреждает образование перекисей в мембране за счет ингибирования этапа инициации ПОЛ (например, за счет H2O2), а не исключает продолжение (разветвление) цепи ПОЛ. Это свидетельствует в пользу превалирующей роли GPО в метаболизировании H2O2 при физиологических условиях.

Компартментализацию глутатионпероксидазы изучали, используя высокодифференцированные, специализированные клетки крови – эритроциты. Выбор эритроцитов обусловлен упрощенной организацией зрелых эритроцитов – в них отсутствуют внутриклеточные органеллы, поэтому из эритроцитов легко выделить плазматическую мембрану и цитоплазму. 

Для выполнения работы необходимо отработать методику определения активности глутатионпероксидазы, а также методику выделения мембранного препарата из эритроцитов кроликов.

Определение активности глутатионпероксидазы

Принцип метода: глутатионпероксидаза (GPО) катализирует реакцию взаимодействия глутатиона (GSH) с гидроперекисью трет-бутила (ГПТБ):
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Активность фермента оценивается по изменению содержания GSH в пробах до, и после инкубации с модельным субстратом в ходе цветной реакции с ДТНБК (Медицинские лабораторные технологии…, 1999).

Реактивы:
1. 0,1 М трис-HCl буфер с 0,01%-ным содержанием ЭДТА рН=8,5;

2. Сложный буфер (78 мг азида натрия, 100 мг восстановленного глутатиона растворяют в 100 мл 0,1 М трис-HCl буфера с 0,01%-ным содержанием ЭДТА рН=8,5) готовится новый реактив перед каждым определением;

3. 0,14%-ный раствор ГПТБ (коммерческий препарат). Готовится новый реактив перед каждым определением;

4. 20%-ный раствор ТХУ;

5. Абсолютный метанол;

6. 0,4%-ный раствор ДТНБК, разведенный на абсолютном метаноле.

Ход определения: Отмытые и упакованные эритроциты гемолизируют охлаждённой до 0ºС водой в соотношении 1:200. 0,2 мл гемолизата смешивают с 0,73 мл сложного буфера и термостатируют 10 мин при 37°С. Реакцию инициируют внесением в реакционную смесь 0,07 мл раствора ГПТБ. Строго по секундомеру, через 5 мин инкубации при 37°С, реакцию останавливают добавлением 0,2 мл раствора ТХУ. В контрольные пробы раствор ГПТБ вносят после осаждения белка ТХУ. Полученные пробы центрифугируют при 1700g в течение 10 мин. Супернатант используют для определения количества восстановленного глутатиона. Для этого к 0,1 мл супернатанта добавляют 2,65 мл 0,1 М трис-HCl буфера и 0,025 мл раствора ДТНБК. После перемешивания пробы фотометрируют на спектрофотометре, при длине волны 412 нм, в кювете с длиной оптического пути 1,0 см против дистиллированной Н2О (опытную пробу против контрольной – холостой). Активность фермента в эритроцитах выражают в мкмолях GSH, окисленного за 1 мин на грамм Hb, используя коэффициент молярной экстинкции (13600 М-1(см-1) окрашенного аниона, образующегося при взаимодействии ГSH с ДТНБК.
Выделение мембранного препарата эритроцитов
(метод Лутра и Кима)
Принцип метода: В основе выделения мембранных препаратов эритроцитов по методу Лутра и Кима лежит мягкий способ гемолиза эритроцитов, позволяющий сохранить структуру мембраны красных клеток крови (Авраамова Т.В., Титова Н.М, 1978).

Реактивы:

1. 233 мМ имидазольный буфер, рН 7,4;

2. 40 мМ гистидин–имидазольный буфер, рН 7,1;

3. 160 мМ раствор NaCl.

Ход работы: Для выделения мембранных препаратов используют 1 мл отмытых от плазмы и упакованных эритроцитов. Для этого 2-3 мл крови центрифугируют в течение 20 мин при 1700g (4°С). Осторожно убирают плазму и лейкоцитарный слой, расположенный на поверхности эритроцитов. Эритроциты отмывают десятикратным объемом 160 мМ раствора NаС1 и центрифугируют 20 мин при 1700g (4°С). После удаления супернатанта эритроциты гемолизируют пятнадцатикратным объемом 233 мМ имидазольного буфера, рН 7,4, предварительно охлажденного до 0°С. После тщательного перемешивания строму осаждают 20-минутным центрифугированием при 20000g (4°С). Процедуру отмывания повторяют 3 раза. Последнее отмывание проводится 40 мМ гистидин-имидазольным буфером, рН 7,1. После отмывания мембраны имеют вид пушистого белого облака.
При выполнении данной работы готовят из упакованных эритроцитов мембранный препарат и гемолизат, освобожденный от обломков мембраны путем центрифугирования при 10000 g в течение 30 мин (40 С). В мембранном препарате и гемолизате определяют содержание белка и активность глутатионпероксидазы. Анализируют полученные данные и делают соответствующие выводы.
РАБОТА 3.2. Аллостерическая регуляция активности глюкозо-6-фосфат дегидрогеназы (4 ч.)

Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназ (Г6ФД) является ферментом гексозомонофосфатного шунта. Реакция практически необратима, и соотношение субстратов и продуктов реакции в тканях указывает на то, что эта реакция весьма далека от равновесия. Высокое сродство фермента к глюкозо-6-фосфату создаёт определенные преимущества для этого фермента по сравнению с гликолитическими ферментами при конкуренции за общий субстрат. 
Другим важным фактором регуляции скорости этой реакции является концентрация NADP+ в клетке, зависящая от скорости окисления восстановленной формы NADPH в различных биосинтетических процессах. Восстановленная форма кофермента ингибирует дегидрогеназу глюкозо-6-фосфата. Своеобразная кинетика ингибирования реакции NADPH указывает на то, что восстановленный кофермент является аллостерическим эффектором.

При изучении свойств дегидрогеназы глюкозо-6-фосфата эритроцитов было обнаружено несколько генетических вариантов изозимов этого фермента. Эти варианты дегидрогеназы различаются наличием в первичной структуре фермента аспарагина или аспарагиновой кислоты.

Высокоочищенный препарат фермента из эритроцитов является тетрамером с молекулярным массой 210 кДа. Диссоциация тетрамера приводит к образованию димера (молекулярная масса 150 кДа) и малоактивного мономера (молекулярная масса 53 кДа). Тетрамер содержит две молекулы NADP+, способного к восстановлению; удаление  кофактора способствует диссоциации фермента в сторону мономера с низкой активностью.

Принцип метода определения активности Г6ФД основан на измерении скорости восстановления NADP+. Увеличение концентрации NADPH в ходе реакции регистрируют на фотоэлектроколориметре (КФК-3) или спектрофотометре при длине волны 340 нм (Beutler E., 1990). 

Источником фермента служит осмотический гемолизат, который готовят добавлением к одному объему отмытых от плазмы и упакованных эритроцитов 19 объемов дистиллированной воды, охлажденной до 0(С.

В связи с тем, что образующейся в ходе Г6ФД-ной реакции продукт – 6-фосфоглюконат окисляется в дальнейшем в 6-фосфо-глюконатдегидрогеназной реакции, на один моль превращенного глюкозо-6-фосфата образуется более чем один моль NADPH. Чтобы получить истинную активность Г6ФД, необходимо учесть вклад 6-фосфоглюконатдегидрогеназной реакции в образование восстановленного NADP. Для этого используют систему из четырех кювет, в которые вносят компоненты реакционной среды по следующей схеме (табл.3.2.1).

Таблица 3.2.1. Состав реакционной среды для определения активности Г6ФД
	Вещества смеси и их концентрации
	Кюветы

	
	Объем веществ смеси, мкл

	
	1
	2
	3
	4

	Трис – НС1, 1М; ЭДТА, 5мМ, рН8
	300
	300
	300
	300

	MgCl2, 0,1 M
	300
	300
	300
	300

	NADP+, 2мМ
	300
	300
	300
	300

	гемолизат, 1:20
	60
	60
	60
	60

	Н2О
	2040
	1740
	1740
	1740

	Инкубация при 37(С в течение 10 мин

	Глюкозо-6-фосфат, 6мМ
	-
	300
	
	300

	6-фосфоглюконат, 6мМ
	-
	
	300
	300


Запуск реакции осуществляют путем прибавления к реакционной смеси субстрата – глюкозо-6-фосфата (Г6Ф).

Измерение проводят в кварцевых кюветах с длиной светового пути 1см. Объем измеряемой пробы – 3мл. Изменения оптической плотности регистрируют через минутные интервалы в течение трех минут.

Полученные значения оптической плотности используют для вычисления активности Г6ФД. Расчет активности фермента проводили по формуле:
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где A ‑ активность глюкозо–6–фосфатдегидрогеназы;

(E/мин  ‑ изменение оптической плотности в мин;

K ‑ коэффициент, учитывающий разведение эритроцитов в реакционной пробе, равный 1000;

6.22 ‑ коэффициент экстинкции для NADPH в см2 /ммоль при длине волны 340 нм;

d ‑ расстояние между рабочими гранями кюветы, см;

Hb – cодержание гемоглобина в г/л.

Активность Г6ФД выражают в мкмолях NADPH, образованного за одну минуту на один грамм гемоглобина.

Для анализа аллостерических свойств Г6ФД определяли следующие показатели:

v – начальную скорость реакции (мкмоль NADPН/мин*гHb);

Vmax ‑ максимальную скорость реакции (мкмоль NADPН/мин*гHb);

Км ‑ константу Михаэлиса, равную концентрации субстрата, 

при которой скорость реакции равна ½ Vmax (мкМ);
h – коэффициент Хилла.
Исследование зависимости Г6ФД-ной реакции от концентрации глюкозо-6-фосфата проводили при фиксированной концентрации NADP+ – 200 мкМ и варьируемых концентрациях субстрата – 25, 50, 100, 200, 400 и 600 мкМ. Изучение зависимости скорости реакции от концентрации NADP+ проводили при фиксированной концентрации глюкозо-6-фосфата, равной 600 мкМ и варьируемых концентрациях NADP+ – 5, 10, 20, 40, 60, 80 и 100 мкМ. Км и максимальную скорость для G6Ф определяли графически методом Хайнса-Вульфа (координаты [S]/v от [S]). [S]0,5 и максимальную скорость для NADP+ расcчитывали графически в координатах Лайнуивера-Берка с учетом коэффициента Хилла.

Для оценки наличия кооперативных взаимодействий в молекуле фермента определяли коэффициент Хилла (h).

Коэффициент Хилла является параметром уравнения:
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[S]0 ‑ начальная концентрация субстрата;
[S]0,5 ‑ концентрация субстрата, при которой скорость равна ½ Vmax, для аллостерических ферментов. 

Величину коэффициента Хилла определяли по методу, предложенному Силоновой с соавторами (Курганов Б.И., 1978).

Для нахождения h строили кривую зависимости 1/V от lg[S]0, на которой выбирали три точки с координатами {1/V( ; lg[S0](}, {1/(V; lg[(S]0}, {1/V( ; lg[S](}.

Значения [S0]0 для крайних точек отличаются от значения [S]0 для средней точки на постоянный множитель  
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Коэффициент Хилла рассчитывали по формуле:
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Исследование влияния ингибитора – NADPH – на кинетику Г6ФД-ной реакции проводили при фиксированной концентрации глюкозо-6-фосфата, равной 600 мкМ, варьируемых концентрациях NADP+ – 5, 10, 20, 40, 60, 80 мкМ и трех концентрациях NADPH – 25, 50 и 100 мкМ.

Изучение влияния АТР на активность и кинетические свойства Г6ФД проводили при варьируемых концентрациях глюкозо-6-фосфата – 25, 50, 100, 200, 400, 600 мкМ, фиксированной концентрации NADP+ – 200 мкМ и трех концентрациях АТР – 2,5, 5 и 10 мМ.

Для расчета константы ингибирования (Ki) использовали метод Диксона (зависимость 1/v от [NADPH]) (Диксон М., Уэбб Э.,1982).

РАБОТА 3.3. Денситометрический метод выявления локализации сукцинатдегидрогеназы в лимфоцитах
Сукцинатдегидрогеназа (СДГ) катализирует дегидрирование янтарной кислоты с образованием фумаровой кислоты. СДГ выявляется во всех видах лейкоцитов и бластных элементах костного мозга. Для оценки активности и локализации СДГ применяется метод компьютерной морфоденситометрии. Этот метод основан на цифровой обработке изображений, что позволяет объективизировать исследования. Объект исследования характеризуется оптическими геометрическими признаками. В результате исследования в качестве выходных данных получают морфоденситометрические параметры.

Мазок крови прокрашиваем на СДГ. Для этого готовим реакционную смесь: в 100 мл 0,1 М К+,Na+-фосфатном буфере с рН 7,2 помещаем 240 мг нитросинего тетразолия и 0,5 М сукцинат. Мазки фиксируем в парах формалина, затем на 30 минут помещаем в реакционную смесь при температуре 370 С. После инкубации мазки высушиваем на воздухе.

Для проведения измерений сначала вводится изображение, то есть осуществляется вывод исходного изображения с телевизионной камеры, соединенной с микроскопом, на монитор (рис. 3.3.1).
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Рисунок 3.3.1. Введенное с телевизионной камеры изображение цитохимически прокрашенного на сукцинатдегидрогеназу лимфоцита (Компьютерное изображение. Увеличение микроскопа об. ґ 100, оп. ґ 2,5. Программное увеличение в 14 раз)
При этом получается оцифрованное исходное изображение анализируемого препарата – массив чисел, полученный по яркости исходного изображения. Изображение представляется в ЭВМ в виде первичной матрицы распределения интенсивностей. Матрица имеет размерность 256ґ256 элементов (пиксель). Каждый элемент матрицы представляет собой усредненную на площади 1 пиксель величину интенсивности. При этом интенсивность каждого ее элемента лежит в пределах от 0 до 255, т.е. всего 256 градаций полутонов серого при квантовании по интенсивности от 0 - черное до 255 - белое (байт на точку).

Из введенного фрагмента препарата выделяется интересующий объект, то есть лимфоцит с черными гранулами формазана. В результате последовательного повторения этой операции составляется видеоархив препарата (рис. 3.3.2).
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Рисунок 3.3.2 – Видеоархивы: А – лимфоциты со слабой реакцией на сукцинатдегидрогеназу; Б – лимфоциты с выраженной реакцией на сукцинатдегидрогеназу (Компьютерное изображение. Увеличение микроскопа об. ґ 100, оп. ґ 2,5. Программное увеличение в 8 раз).

Затем проводятся операции, в результате которых одно изображение преобразуется в другое. Возможно преобразование полутонового изображения в оверлейное (бинарное). Оверлейное изображение имеет такую же пространственную размерность, как и само изображение – 256ґ256, но каждый элемент оверлея может принимать только два значения - 0 или 1 (бит на точку).

На следующем этапе изображение подвергается процессу обработки. К наиболее важным операциям преобразования изображения относятся оцифровывание, кодирование и сжатие данных, улучшение качества и восстановление, сегментация, анализ изображений. Для улучшения качества изображения проводится цифровая фильтрация изображения (включает свыше 20-ти стандартных фильтров) и редактирование изображения. Результаты некоторых операций представлены на рис. 3.3.3.
Далее проводятся измерения заданных параметров. Полученные количественные данные сохраняются в файле. После этого на экран дисплея компьютера выводятся данные, содержащие результаты измерения данного объекта. Таким образом, ферментативная реакция оценивается количественно. С помощью камеры Горяева производят пересчет количественных параметров геометрическим величинам. Измерено, что при стандартно используемых характеристиках микроскопа (объектив (100, оптовар (2,5) 1 мм=13110 пиксель и 1 мм2=171872100 пиксель2.
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Рисунок 3.3.3. Последовательный компьютерный анализ
 активности (по цитохимическому препарату) сукцинатдегидрогеназы лимфоцитов крови здорового человека (Компьютерное изображение. Увеличение микроскопа об. ґ 100, оп. ґ 2,5. Программное увеличение в 28 раз).

Исходя из этого, морфологические параметры представлены в метрических величинах (табл. 3.3.1). Значение интегральной оптической плотности вычисляется программой “Cito”, вследствие чего данный показатель не переводится в метрическую величину.

Таблица 3.3.1. Измеряемые морфоденситометрические параметры активности ферментов

	Обозначение
	Определение

	S, (мкм2)
	Суммарная площадь всех гранул в 1 клетке

	P, (мкм)
	Суммарный периметр всех гранул в 1 клетке

	FF, (о.е.)
	Фактор формы (где, 1 – абсолютная окружность)

	OD, (е.о.п.)
	Средняя оптическая плотность

	Rx, (мкм)
	Усредненное (на 1 клетку) значение расстояния между 

гранулами по оси Х

	Ry, (мкм)
	Усредненное (на 1 клетку) значение расстояния между гранулами по оси Y

	IOD, (пиксель2( е.о.п.)
	Интегральная оптическая плотность


Раздел 4. Прикладное значение ферментов
РАБОТА 4.1. Определение активности трансфераз в сердечной мышце и печени крысы на биохимическом анализаторе Сапфир 400
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4.1.1. Автоматический биохимический 
Анализатор сапфир 400

ТЕХНИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ:  
ТИП: Дискретный, произвольный 
доступ из 24 текущих тестов. 
Количество программируемых 
каналов – неограниченно.

ПРОИЗВОДИТЕЛЬНОСТЬ: 
240 анализов/час не зависимо 
от типа реакций.

ОБРАЗЕЦ: 
Загрузка: 55 образцов, возможна замена роторов в процессе работы.
Дозирование: 3 – 30 мкл (с шагом 0,5 мкл), звуковой сигнал уровня.
РЕАГЕНТ: 
Расположение: поворотный стол на 48 реагентов (2x24).

Тип: 1-2 компонентные системы, охлаждение 10°С, автономный режим.
Дозирование: 20 – 330 мкл (с шагом 0,5 мкл), звуковой сигнал уровня.

СТОЛ РЕАКЦИЙ:

Тип: поворотный стол на 40 долговечных кювет (срок службы – год).

Мойка: автоматическая, многостадийная, две стадии осушки. 
Расход воды: расход дистилл. воды 3 л /час, нет необходимости в 
напоре воды.
Объем смеси: минимальный объем 200 мкл (оптимальный 220 мкл).
ПЕРЕМЕШИВАНИЕ: патентованное многократное перемешивание с помощью потока воздуха для достижения гомогенности реакционной смеси, дополнительное перемешивание непосредственно перед измерением.
КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА: ежедневный. Графики <х>-R за период времени. Распечатка отчетов.

ТЕХ. ПАРАМЕТРЫ: 800 х 640 х 520, 80 кг, 220-240В, 50Гц
ОПИСАНИЕ:
Автоматический биохимический анализатор Сапфир-400 предназначен для работы как основной прибор в больших и средних медицинских учреждениях. Он способен работать с полной нагрузкой 24 часа в сутки и делает ровно 240 анализов в час независимо от типа методик (кинетика или конечная точка). Порядок проведения анализов Random Access , т.е. произвольный по профилю из 24 или 32 текущих тестов. 

Биохимический анализатор работает на любых реагентах, имеет компактный эргономический дизайн и легко помещается на столе. 

Биохимические анализаторы Сапфир имеют высокую отказоустойчивость и обеспечивают точность результатов в условиях большого потока исследований. 

Биохимические анализаторы Сапфир использует специальные долговечные кюветы, которые автоматически моются в процессе измерений (расход дист воды всего 3 л/час). Один набор кювет рассчитан на год работы. Кюветы сделаны из специального просветленного твердого пластика с пониженными по сравнению со стеклом адгезионными свойствами, что особенно важно при проведении современных латексных тестов. Состояние кювет контролируется автоматически перед каждым измерением и каждая кювета может быть заменена индивидуально по указанию контролирующей системы анализатора.

Для перемешивания образцов и реагентов в кюветах используется патентованное бесконтактное пневматическое перемешивание. После внесения реакционных компонентов в кювету смесь тщательно перемешивается в четыре стадии. Еще одно дополнительное перемешивание производится непосредственно перед измерением. Этим достигается высокая повторяемость и точность результатов и при этом практически полностью исключается кросс-контаминация между кюветами. Многостадийное перемешивание является уникальной чертой биохимических анализаторов Сапфир и обеспечивает тщательное перемешивание для достижения гомогенности смеси. Эта черта является основной для проведения любых современных иммуно-турбидиметрических методик.

Биохимический анализатор Сапфир 400 имеет встроенный ион-селективный модуль для измерения ионов K , Na и Cl в любых биологических жидкостях. Обеспечивается стабильная работа и высокая надежность электродов при производительности 160 тестов в час.

Биохимический анализатор управляется внешним компьютером Pentium IV , принтером и TFT дисплеем . Удобный интерфейс позволяет легко адаптировать новые методики – количество протоколов неограниченно. Встроенная программа контроля качества позволяет проводить ежедневный контроль качества, анализировать накопленные данных за месяц и более и распечатывать его результаты. Результаты анализов за последние шесть месяцев сохраняются в базе данных вместе с графиками реакций.

Биохимические анализаторы Сапфир спроектированы для экономичного использования реагентов:
- минимальный общий объем реакционной смеси 200 мкл , типичный объем – 220 мкл 
- стол реагентов на 24х2 или 36х2 различных реагента активно охлаждается при 10 ± 2 ° С, встроенный холодильник для хранения рабочих реагентов может быть включен на ночь автономно 

- три раздельные пипетки для образца и двух реагентов практически исключают кросс-контаминацию реагентов и образцов, сенсором автоматически осуществляется контроль за остатком реагентов 

Биохимический анализатор Сапфир имеют все необходимые черты современного биохимического анализатора: 
- автоматическое разведение и повторное измерение при превышении предела линейности теста 

- срочный анализ в течение 10 мин без остановки общего потока исследований 

- современный фотометр на основе дифракционной решетки – длины волн от 340 до 950 нм, долговечная спектральная лампасо сроком работы не менее 2000 часов 

Биохимические анализаторы Сапфир позволяют организовать непрерывную загрузку образцов: 
- одновременно можно загрузить 45 образцов, 5 контролей и имеется 5 позиций для экстренных образцов, два таких ротора в входят в стандартную поставку (т.е. на 110 позиций) 

- специальный калибровочный ротор на 45 стандартов и 5 контролей позволяет всегда использовать разные позиции для разных калибраторов, что упрощает процесс калибровки 

- одновременный ввод данных возможен для 10 роторов (т.е. для максимум 550 пациентов) 

- для образцов могут быть использованы стандартные пробирки или 1,5 мл чашки типа Hitachi 

ИЗМЕРЯЕМЫЕ ПАРАМЕТРЫ:
Ферменты: Щелочная фосфатаза, кислая фосфатаза и простатическая фракция, амилаза, амилаза панкреатическая, трансаминазы, креатинкиназа и MB-фракция, гидроксибутерат, ангиотензин, ГГТП, холинестераза, липаза, ЛДГ, ЛДГ-1 изофермент.
Метаболиты и другие аналиты: Альбумин, общий белок, мочевина, мочевая кислота, билирубин общий и прямой, холестирин общий, холестирин высокой и низкой плотности, триглицериды, глюкоза, фруктозамин, Hgb, лактат, микропротеин, гликозилированный гемоглобин ( HbA 1 c ) 

Металлы и ионы: Кальций, железо и железосвязывающая способность, медь, цинк, хлориды, литий, фосфор, магний, калий, бикарбонат в т.ч. ионселективный блок для измерения K , Na , Cl 

Иммунотурбидиметрия: IgA, IgG, IgM, IgE , C3, C4, CRP, ASLO, RF, Tf, b 2-микроглобулин, аполипопротеиды, ферритин, a 1-антитрипсин, a 2-макроглобулин, гаптоглобин, церулоплазмин, микроальбумин, a 1-глокопротеины, преальбумин 

Лекарственный мониторинг: Карбамазепин, дигоксин, фенобарбитал, теофилин, гентамицин, амикацин, нетилмицин, ванкомицин, тобрамицин, фенотоин, метатрексат, циклоспорин и др. 

Наркотические вещества: Амфетамины, метаболиты кокаина, метаквалон, барбитураты, опиаты, бенодиазипин, этиловый спирт, фенциклидин, канабиоиды, метадон 

4.1.2. Определение активности трансфераз
Аминотрансферазы или трансаминазы – ферменты, содержащие в качестве коферментов фосфопиридоксаль и фосфопиридоксамин, катализируют обратимый перенос аминогрупп с аминокислот на α-кетокислоты. Определение концентрации α-кетокислот, образовавшихся в процессе трансаминирования аминокислот, лежит в основе методов определения трансаминазной активности. Существует 2 группы методов определения активности трансаминаз в сыворотке крови: спектрофотометрические и колориметрические. В основе спектрофотометрических методов лежит использование оптического теста Варбурга, эти методы наиболее специфичные и точные. Колориметрические методы основаны на образовании окрашенного динитрофенилгидразона пировиноградной кислоты, освобождающейся в результате реакции переаминирования.

Наибольшее значение имеет определение активности двух ферментов – аспартатаминотрансферазы (АсАТ) и аланинаминотрансферазы (АлАТ), поскольку они обладают большой каталитическлой активностью. Эти ферменты находятся в различных тканях и органах: печени, миокарде, почках, скелетной мускулатуре и др. Содержание данных ферментов в тканях неодинаково (в печени намного выше, чем в миокарде). 

Определение активности аминотрансфераз проводят в гомогенатах тканей из печени и сердца крысы. Для этого проводят грубую гомогенизацию, гомогенат затем центрифугируют для получения экстрактов, которые и используют для определения активности АлАт и АсАт.

Определение активности АлАт

Определение активности АлАт проводят с использованием набора реагентов фирмы «Витал Диагностике СПб» для определения активности АлАт в сыворотке и плазме крови оптимизированным энзиматическим кинетическим методом.

Настоящий набор реагентов относится к серии «Витал-Европа», скомпонованной в соответствии с требованиями международной федерации клинической химии (IFCC-модифицированный).

Принцип метода:
L-аланин + α-кетоглуторат ←АлАт→ пируват + L-глутамат;

Пируват + NADH + H+ ←ЛДГ→ лактат + NAD+
Скорость окисления NADH в NAD+ пропорциональна активности АлАт.

Исследуемый материал:

Свежая сыворотка или плазма крови без следов гемолиза.
Активность фермента в сыворотке снижается после 3 дней хранения при 4°С – на 10%, при 20°С – на 17%.
Состав набора:

Реагент № 1. Буфер, рН 7,5 (при 37°С)
конечная концентрация

L-аланин
500 ммоль/л рабочего раствора
Трис/HCI
100 ммоль/л рабочего раствора
Реагент № 2. Лиофилизат

α –кетоглутарат
15 ммоль/л рабочего раствора
NADH                                                              0,18 ммоль/л рабочего раствора
ЛДГ
1200 U/л рабочего раствора

Аналитические характеристики набора:

Линейность
до 190 U/л
Воспроизводимость
коэффициент вариации не более 5%

Время проведения анализа
не более 4 мин

Температура инкубации
.37°С (25°С. 30°С).

Подготовка реагентов к процедуре анализа и их стабильность: Срок хранения набора – 12 месяцев при 2 – 4 °С. Дата изготовления, серия и номер набора по каталогу указаны на упаковке.

Рабочий реагент: растворите содержимое 1 флакона № 2 в 50 мл буферного раствора (флакон №1). Для получения оптимальных результатов рекомендуется выдержать рабочий реагент после полного растворения лиофилизата при комнатной температуре 5-10 мин. Тщательно закрывайте флаконы непосредственно после каждого использования реагентов. Рабочий реагент стабилен: не менее 14 суток при комнатной температуре или при хранении в «рабочем режиме №1» (6 часов при 37°С, затем 18 часов при 2-4°С), 30 суток при хранении в «рабочем режиме №2» (6 часов при 20-25°С, затем 18 часов при 2-4°С) и 45 суток при 2-4°С. Перед проведением анализа нагрейте рабочий реагент до выбранной температуры.

АНАЛИЗ

Фотометрирование: Hg 334 или 365 нм, спектрофотометр – 340 им, против воздуха. Кювета – 1см. Соотношение рабочий реагент/сыворотка – 10:1 (например, 0,5 мл рабочего реагента + 0,05 мл сыворотки). Введите анализируемый материал в рабочий реагент, перемешайте и через 1 минуту начинайте считывать изменения экстинкции с интервалом 1 минута (или через другие равные промежутки времени) в течение 3 минут. Вычислите среднее изменение экстинкции за 1 минуту ((Е/мин). Если (Е/мин превышает 0,06/мин при фотометрировании в варианте Hg 365 или 0,11/мин в варианте 340/Hg334 разведите образец в 10 раз физиологическим раствором, повторите анализ и умножьте результат на 10.

Расчет активности (А):
А=3235 х (Е365нм/мин *[U/л]

А=1746 х(Е340нм /мин *[U/л]

А=1780 х(Е334нм /мин *[U/л]

*1 [U/л]=16,67 нмоль/(с*л)

Температурные коэффициенты пересчета:

	Температура  инкубации
	25°С
	30°С
	37°С

	25°С
	1,00
	1,32
	1,82

	30 °С
	0,76
	1,00
	1,39

	37 °С
	0,55
	0,72
	1,00

	Нормальные величины в сыворотке/плазме:

	
	25°С
	30°С
	37°С

	мужчины
	до 22 U/л
	до 29 U/л
	40 U/л

	женщины
	до 17U/л
	до 22 U/л
	до З0U/л


Определение активности АсАт

Определение активности АсАт проводят с использованием набора реагентов фирмы «Витал Диагностике СПб» для определения активности АсАт в сыворотке и плазме крови оптимизированным энзиматическим кинетическим методом.

Настоящий набор реагентов относится к серии «Витал-Европа», скомпонованной в соответствии с требованиями международной федерации клинической химии (IFCC-модифицированный).

Принцип метода:
L-аспартат + α-кетоглуторат ←АсАт→ оксолоацетат + L-глутамат.

оксалоацетат + NADH + H+ ←МДГ→ L-малат + NAD+
Скорость окисления NADH в NAD+ пропорциональна активности АсАт.

Исследуемый материал: Свежая сыворотка или плазма крови без следов гемолиза. Активность фермента в сыворотке снижается после 3 дней хранения при 4°С – на 10%, при 20°С > на 17%.

Состав набора:

Реагент № 1. Буфер рН 7,8 (при 37°С)
конечная концентрация
L-аспартат
240ммоль/л рабочего раствора

Трис/NaOH
80 ммоль/л рабочего раствора

Реагент № 2. Лиофилизат
α-кетоглутарат
12 ммоль/л рабочего раствора

NADH
0,18 ммоль/л рабочего раствора

ЛДГ
600 U/л рабочего раствора

МДГ
600 U/л рабочего раствора

Аналитические характеристики набора:
Линейность
до 190 U/л
Воспроизводимость
коэффициент вариации не более 5%
Температура инкубации
37°С ( 25°С, 30°С)

Время проведения анализа
не более 4 мин.
Подготовка реагентов к процедуре анализа и их стабильность: Срок хранения набора - 12 месяцев при 2 - 4 °С. Дата изготовления, серия и каталожный номер набора указаны на упаковке.

Рабочий реагент: растворите содержимое 1 флакона № 2 в 50 мл буферного раствора (из флакона №1). Для получения оптимальных результатов рекомендуется выдержать рабочий реагент после полного растворения лиофилизата при комнатной температуре 5-10 мин. Тщательно закрывайте флаконы непосредственно после каждого использования реагентов. Рабочий реагент стабилен: не менее 7 суток при комнатной температуре, не менее 10 суток при хранении в «рабочем режиме №1» (6 часов при 37°С, затем 18 часов при 2-4°С), 20 суток при хранении в «рабочем режиме №2» (6 часов при 20-25°С, затем 18 часов при 2-4°С) и 45 суток при 2-4°С. Перед началом работы нагрейте рабочий реагент до выбранной температуры анализа.

АНАЛИЗ

Фотометрирование: Hg 334 или 365 нм, спектрофотометр - 340 нм, против воздуха. Кювета-1 см. Соотношение рабочий реагент/сыворотка – 10:1 (напр. 0,5 мл рабочего реагента + 0,05 мл сыворотки). Введите анализируемый материал в рабочий реагент, перемешайте и через 1 минуту считывайте изменения экстинкции с интервалом 1 минута (или через другие равные промежутки времени) в течение 3 минут. Вычислите среднее изменение экстинкции за 1 минуту ((Е/мин). Если (Е/мин превышает 0,06/мин при фотометрировании в варианте Hg 365 или 0,11/мин в варианте 340/Hg334 разведите образец в 10 раз физиологическим раствором, повторите анализ и умножьте результат на 10.

Расчет активности (А):

А=3235 х (Е365нм/мин *[U/л]

А=1746 х(Е340нм /мин *[U/л]

А=1780 х(Е334нм /мин *[U/л]

*1 [U/л]=16,67 нмоль/(с*л)

Температурные коэффициенты пересчета:

	Температура проведения анализа
	25°С
	30ºC
	37°С

	25°С
	1,00
	1.37
	2,08

	30 °С
	0,73
	1,00
	1,54

	37 °С
	0,48
	0,65
	1,00

	Нормальные величины в сыворотке:

	
	25°С
	30ºC
	37°С

	мужчины
	до 18 U/л
	до 25 U/л
	до 37U/л

	женщины
	до 15 U/л
	до 21 U/л
	до 31U/л


РАЗДЕЛ 5. ВСПОМОГАТЕЛЬНЫЕ МЕТОДЫ

5.1. ОСНОВНЫЕ ПРИЁМЫ РАБОТЫ С БИОЛОГИЧЕСКИМИ ОБЪЕКТАМИ

Для исследования различных биохимических параметров in vitro широко используются клетки и плазма крови, а также различные ткани экспериментальных животных. Наиболее часто в таких экспериментах используются лабораторные животные – кролики, крысы и мыши.

Прижизненное взятие крови у кролика

Интактные и опытные кролики могут быть донорами до 2 лет. Кровь берут из краевой вены уха кролика капельным методом.

На внутренней поверхности уха в середине сбривают шерсть на участке 1(1 см вблизи локализиции краевой вены и протирают оголённую кожу спиртом.

1. Делают неглубокий поперечный надрез вены бритвой. К месту разреза подставляют пробирку и протирают его сухой стерильной ватой.

2. Если процедура сделана правильно и кролик спокоен, кровь по каплям начинает собираться в пробирку. Кролика желательно укрыть тканью, чтобы ему было тепло.

3. Обычно берут 10-20 мл крови без дополнительного введения физиологического раствора с глюкозой. Если требуется большее количество крови (50 мл), то после её взятия для восполнения потери жидкости необходимо ввести внутривенно физиологический раствор.
4. По окончанию забора крови рану зажимают ватным тампоном до прекращения кровотечения. В случае глубокого надреза ушной вены и невозможности остановки кровотечения обычным способом используется тромбопластин.

Примечание: При заборе крови нужно чётко представлять, какая именно составная часть крови будет использована для проведения эксперимента. Для работы могут быть использованы как сами клетки (ретикулоциты, эритроциты, лимфоциты, тромбоциты), так и жидкая часть крови (сыворотка или же плазма крови). !Сыворотка – это плазма крови, лишённая фибриногена! В сыворотке крови фибриноген превращается в фибрин, в плазме же этому превращению препятствует антикоагулянт (см. ниже).

Получение сыворотки, плазмы и эритроцитов крови

Для получения сыворотки забор крови осуществляется в чистую сухую пробирку. Пробирку закрывают ватной пробкой и ставят в термостат на 30 минут (36(С).

1.Образовавшийся сгусток отделяют от стенок пробирки, вновь закрывают ватной пробкой и ставят в холодильник (4(С) на 12 часов.

2.Полученную сыворотку центрифугируют при 5000 g в течение 5 мин. Отделившаяся от осадка сыворотка должна быть прозрачной, желтоватого цвета (розовый цвет говорит о том, что в сыворотку попали лизированные эритроциты).

3.Сыворотку следует хранить при температуре не выше -20(С. При разморозках активность сыворотки резко падает, поэтому её хранят небольшими порциями – аликвотами (0,2-0,5 мл) и размораживают один раз, используя в опытах по мере необходимости.

Для получения плазмы и клеток крови обязательным условием является использование консервантов крови ((гепарин, цитрат натрия, динатриевая соль этилендиаминтетраацетата (трилон Б) или раствор Олсвера)), чтобы воспрепятствовать образованию тромба. Чаще всего, в качестве антикоагулянта используют гепарин. В центрифужную пробирку вносят несколько капель антикоагулянта (примерное соотношение крови и гепарина 1/5) и равномерно распределяют его по дну и стенкам пробирки. Только после этого в пробирку можно набирать кровь.

Гепаринизированную кровь центрифугируют 20 минут при 3000 об/мин. (1700g). После центрифугирования убирают слой плазмы и тонкую белую лейкоцитарную пленку. Плазму отбирают отдельно и сохраняют. Плазму следует хранить при температуре не выше -20(С. При разморозках активность плазмы резко падает, поэтому её хранят небольшими порциями – аликвотами (0,2-0,5 мл) и размораживают один раз, используя в опытах по мере необходимости.

Оставшуюся после отбора плазмы эритроцитарную массу трижды отмывают физиологическим раствором (0,9%-ным NaCl) и центрифугируют по 15 минут при 3000 об/мин. (1700g). Супернатант отбрасывают. Последнее центрифугирование проводят в течение 20 минут для более плотной упаковки клеток (Авраамова, Титова, 1978).

Приготовление гомогенатов тканей

Для получения гомогенатов ткани взвешиваются на электронных весах и гомогенизируютя в физиологическом растворе с помощью стеклянного гомогенизатора в течение 5 - 10 минут (240 -250 мг ткани + 5 мл 0,9%-ного раствора NaCI). Все операции проводятся на холоде.
Гомогенат центрифугируют при 5-6 тыс. об/мин в течение 30 минут.
Полученный супернатант используется в дальнейших методиках
Приготовление лизированных клеток

Клетки лизируют добавлением определённого объёма отмытых от плазмы и упакованных клеток к рассчитанному объёму дист. воды, охлаждённой до 0(С.

Для приготовления лизата клеток разведением в Х раз (или 1:(Х-1)) нужно 1 часть клеток добавить к (Х-1) частям дист. воды.

Например, для приготовления лизата клеток разведением в 10 раз (или 1:9) нужно 1 часть клеток добавить к 9 частям дист. воды.

Например, для приготовления лизата клеток разведением в 10 раз (или 1:9) и объёмом 20 мл нужно 2 мл клеток (1*2=2) добавить к 18 (9*2=18) мл дист. воды.

5.2. ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ ЭРИТРОЦИТОВ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ

Фракционирование эритроцитов

Фракционирование эритроцитов проводили по методу, разработанному на кафедре биохимии и физиологии человека и животных Красноярского государственного университета.

Принцип метода основан на том, что старение эритроцитов сопровождается увеличением удельного веса данных клеток. Поэтому при центрифугировании цельной крови происходит распределение эритроцитов в соответствии с их удельным весом. В верхней части эритроцитарного столба собираются наиболее молодые клетки, в нижней части – наиболее старые.

Часть свежей гепаринизированой крови, отливали для исследования – нефракционированная кровь (общая эритроцитарная масса), оставшуюся часть подвергали фракционированию. После 20-минутного центрифугирования крови при 1000g при 40С осторожно отбирают плазму и сохраняют для дальнейшего фракционирования эритроцитов. Затем тщательно собирают и отбрасывают лейкоциты, верхнюю половину эритроцитарного столба переносят в новую пробирку. Эритроциты ресуспендируют до 50%-ного гематокрита и подвергают центрифугированию при тех же условиях. После отбора плазмы верхнюю половину эритроцитарного столба отбирают в пробирку. Процедуру отбора верхней половины эритроцитарного столба, взвешивания отобранных эритроцитов и центрифугирования повторяют четыре раза, затем снимают 1 мл эритроцитов, расположенных в самой верхней части эритроцитарного столба (верхний слой или фракция молодых клеток).

Нижнюю часть эритроцитарного столба, оставшуюся после первого центрифугирования, также ресуспендируют и подвергают фракционированию путем последовательного отбора и удаления верхней половины эритроцитарного столба, ресуспендирования и новых центрифугирований. Эту процедуру повторяют четыре раза. После четвертого удаления верхней половины эритроцитарного столба на дне пробирки остается 1 – 1,2 мл нижнего слоя (фракция старых клеток).

Фракционирование контролируют подсчетом ретикулоцитов. Полученный при фракционировании эритроцитов верхний слой содержит 10-12% ретикулоцитов и более молодые эритроциты. Нижний слой содержит наиболее старые клетки. Ретикулоциты в ней отсутствуют. По окончании фракционирования фракции молодых и старых клеток и общую эритроцитарную массу отмывают от плазмы (рис. 5.2.1).
[image: image33.jpg]



Рисунок – 5.2.1. Схема фракционирования эритроцитов
Определение гематокрита
Гематокрит – это показатель, характеризующий соотношение форменных элементов и плазмы крови. Определяется с помощью центрифугирования цельной крови в капилляре в специальной центрифуге. 

Для определения гематокрита производят забор крови в специальный капилляр для определения гематокрита. Капилляр обязательно должен быть обработан антикоагулянтом – гепарином или раствором цитрата натрия. При заполнении капилляра в него не должны попадать пузырьки воздуха.

Заполненный капилляр помещают в центрифугу и центрифугируют 1 мин. при 7000 об/мин (5478g). После полной остановки центрифуги капилляр достают и измеряют высоту всего столбика крови и высоту, занимаемую форменными элементами. Рассчитывают гематокрит как процент форменных элементов от всего объема крови.

Полученные данные необходимо сравнить с показателями нормы гематокрита для здорового человека: 43% для женщин, 45% - для мужчин. Такое состояние носит название нормоцитемии. Если относительный объем форменных элементов составляет менее 45%, то это носит название олигоцитемии, а если более 45%, то полицитемии. 

Подсчет ретикулоцитов

Для подсчета ретикулоцитов на стекла шлифовальным предметным стеклом наносили мазок краски (1,2%-ный раствор бриллиант крезилового синего, приготовленный на абсолютном спирте). На край окрашенного стекла помещали каплю суспензии эритроцитов нужной фракции и делали мазок. Полученные мазки немедленно помещали во влажную камеру на 10-15 минут. По окончании окрашивания стекла высушивали и осуществляли подсчет ретикулоцитов под микроскопом. В отличие от равномерной зеленовато-голубой окраски эритроцитов ретикулоциты имеют характерную фиолетово-синюю зернистость. Подсчет ретикулоцитов производят на 3000 клеток. Количество ретикулоцитов выражают в процентах.

Определение содержания гемоглобина

Содержание гемоглобина (Hb) определяют унифицированным гемиглобинцианидным методом с использованием набора реактивов фирмы «Агат-Мед».

Принцип метода заключается в следующем: Hb крови при взаимодействии с железосинеродистым калием (красная кровяная соль) окисляется в Met-Hb, образующий с ацетонциангидрином гемиглобинцианид (цианметгемоглобин), оптическая плотность которого при 540 нм пропорциональна концентрации Hb в образце крови (Меньшиков, 1987). Содержание Hb в опытных образцах выражали в граммах на литр упакованных эритроцитов.

Реактивы:

1. Трансформирующий реагент – сухая смесь (натрий углекислый кислый, 1,0 г; калий железосинеродистый, 200 мг).

2. Ацетонциангидрин.

3. Калибровочный раствор гемоглобина с концентрацией 120 г/л.

Оборудование: спектрофотометр или фотоколориметр.

Ход определения: к 5 мл трансформирующего раствора добавляют 0,02 мл крови (разведение в 251 раз) или гемолизата (разведением не более чем в 10 раз), хорошо перемешивают. Определение проводят через 10 минут против холостой пробы (трансформирующего раствора), окраска устойчива в течение не менее 1 часа.

При использовании спектрофотометра определение оптической плотности проводят при длине волны 540 нм в кювете с толщиной слоя 1 см. Содержание гемоглобина рассчитывают по формуле:
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При использовании фотоколориметра определение проводят в диапазоне длин волн 500-560 нм (зелёный светофильтр). Калибровочный раствор гемоглобина обрабатывают так же, как и пробу цельной крови. Расчёт содержания гемоглобина производят по формуле:


[image: image18.wmf]120

)

/

(

´

=

Dx

Do

л

г

Hb

, где

Hb – содержание гемоглобина в опытной пробе, г/л;

Dо – оптическая плотность опытной пробы;

Dx – оптическая плотность калибровочной пробы;

120 – содержание гемоглобина в калибровочном растворе, г/л.

5.3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА КЛЕТОК КРОВИ В КАМЕРЕ ГОРЯЕВА

Знакомство с устройством камеры Горяева

Камера Горяева представляет собой специальное устройство для подсчета форменных элементов крови. На ее поверхности нанесена сетка, разделяющая пространство на квадраты: большие и маленькие (рис. 5.3.1).
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Рисунок – 5.3.1. Камера Горяева: А – вид сверху; В – вид сбоку; В – сетка; 

К поверхности камеры притирается покровное стекло. Притирание осуществляется осторожно по краям покровного стекла до появления радужных колец. Полученный объем между камерой и покровным стеклом служит для заполнения разведенной кровью или же приготовленной по конкретной методике смесью клеток и среды. Чаще всего считают количество клеток в 80-ти маленьких квадратах (5-ти больших квадратах). Объем над каждым квадратом камеры имеет строго определенный объём. Расчёт определённого объёма камеры производится с учётом следующих данных (см. рис. 1):

Размер одной стороны маленького квадрата = 1/20мм;

Площадь маленького квадрата = 1/20 * 1/20 = 1/400мм2;

Высота камеры = 1/10мм;

Объём маленького квадрата = 1/400 * 1/10 = 1/4000 мм3 = 0,00025мм3;

Объём большого квадрата = 0,00025мм3 * 16 = 0,004мм3;

Объём 5-ти больших квадратов = 0,004мм3 * 5 = 0,02мм3 = 0,02мкл = 0,02 * 10-3 мл смеси;

Во избежание двукратного подсчета клеток, находящихся на линиях сетки пользуются правилом буквы «Г»: относящимися к данному квадрату считаются клетки, лежащие внутри квадрата и на левой и верхней границе. Клетки, пересекающие правую и нижнюю границу не подсчитываются.

Определение количества эритроцитов крови в камере Горяева

Принцип метода состоит в подсчете эритроцитов в камере Горяева. Для уменьшения концентрации форменных элементов и создания удобной для подсчета их концентрации кровь предварительно разводится стандартным образом.

Материалы и оборудование:5%-ный раствор цитрата натрия; 3,5%  раствор NaCl, пипетка на объем не менее 5 мл, капилляр Сали, покровное стекло, камера Горяева.

Ход работы: пипеткой отмеряют 4 мл разводящего раствора (3,5% раствор NaCl) и выливают в сухую пробирку. Капилляр Сали обрабатывается раствором цитрата натрия.

Из прокола пальца выпускают свежую каплю крови, приставляют к ней кончик капилляра Сали и наполняют его до отметки 0,02. Это соответствует объему 0, 02 мл или 20 мкл. Вытирают кончик капилляра и выпускают кровь в пробирку с разводящим раствором. Полученное таким образом разведение крови - 1:200.

После тщательного перемешивания раствора крови небольшой каплей заполняют подготовленную (с притертым стеклом) камеру Горяева. Капля должна заполнить камеру самотеком. Камеру помещают под микроскоп и приступают к подсчету. Считать эритроциты удобно при маленьком увеличении (окуляр 10х, объектив 7х).

Подсчет эритроцитов производится в 80 маленьких квадратах камеры - 5 больших, состоящих из 16 маленьких. Большие квадраты для подсчета необходимо выбирать по диагонали камеры. Для записи результатов рекомендуется предварительно расчертить на листе 5 больших квадратов, разлинованных 4х4 и записывать найденное число эритроцитов в каждую клеточку. При подсчете необходимо помнить правило буквы «Г».

Подсчитав число эритроцитов в 80 маленьких квадратах (N) рассчитывают число клеток в 1 мкл крови (X). Для этого учитывается разведение в 200 раз, объем камеры над одним маленьким квадратиком 1/4000 мкл и то, что клетки подсчитывались в 80 таких квадратах. Таким образом формула для вычисления количества эритроцитов следующая: 

Х=(Nх4000х200)/80

Полученное количество эритроцитов можно также выразить в количестве на 1л крови, что является стандартной размерностью этого показателя. 

Выводы делаются из сравнения полученного числа с нормой для этого показателя: 3,6-4,5 х 1012 кл/л для женщин; 4,5 - 5 х 1012 кл/л - для мужчин.

Если количество эритроцитов выше нормы, то это явление называется эритроцитоз, а если меньше, то эритропения или анемия.

Определение количества лейкоцитов крови

Определение количества лейкоцитов так же как и эритроцитов осуществляется в камере Горяева. Разведение крови производят в 20 раз 3-5% уксусной кислотой. При этом эритроциты разрушаются и не мешают счету.
Материалы и оборудование: 3-5% раствор уксусной кислоты с добавлением метиленового синего, 5% раствор цитрата натрия, пипетка объёмом на 1 мл, капилляр Сали, покровное стекло, камера Горяева.

Ход работы: пипеткой отмеряют 0,4 мл разводящего раствора (3-5% раствора уксусной кислоты), подкрашенной метиленовым синим и переносят в чистую пробирку.

Кровь забирают в капилляр Сали, наполняя его самотеком до метки (0,02). Кончик капилляра вытирают и переносят кровь в пробирку с разводящим раствором. Получают разведение 1:20.

Подсчет количества лейкоцитов производят в 5 больших квадратах камеры Горяева.

Расчет количества лейкоцитов в 1 мкл крови (Х) производят с учетом разведения, объема камеры и числа подсчитанных клеток в 80 маленьких квадратах (N):

Х=(Nх4000х20)/80

Полученное количество лейкоцитов обычно выражают в количестве на 1л крови. Выводы делаются из сравнения полученного числа с нормой для этого показателя: в норме у взрослого человека содержание лейкоцитов в крови составляет 4-9 х 109 кл/л. Увеличение количества лейкоцитов в крови называется лейкоцитозом, а уменьшение – лейкопенией.
Выделение лимфоидной фракции клеток из крови и подсчёт лимфоцитов в камере Горяева

Для выделения фракции мононуклеарных клеток из крови проводят разделение клеток в градиенте фиколл-верографина. Плотность раствора для лимфоидных клеток экспериментальных животных и для человеческих лимфоцитов различна.

Материалы и оборудование:

1. Кровь с антикоагулянтом (гепарин или ЭДТА).

2. Фиколл-верографин плотностью для лимфоцитов человека или животных;

3. Отмывающий раствор для лимфоцитов. Для отмывания лимфоцитов может быть использован любой из следующих растворов: стерильная среда 199, RPMI 1640, среда Хенкса или физиологический раствор (0,9% NaCl). Для последнего разведения используют среду 199 или же среду Хенкса.

4. Стерильная стеклянная посуда (центрифужные пробирки на 10 мл, пипетки на 2-10 мл, пастерки)

5. Резиновая груша;

6. Камера Горяева;

7. Центрифуга;

8. Световой микроскоп;

Ход работы:

1. В центрифужные пробирки налить по 2 мл смеси фиколл-верографина.

2. Весь объём крови осторожно по внутренней стенке пробирки пастеркой с грушей наслоить на смесь фиколл-верографина. Если объём крови больше чем 6 мл, то необходимо брать больший объём смеси фиколл-верографина.

3. Кровь центрифугируют в течение 40 мин при комнатной температуре при 1500 об/мин (430g).

4. После центрифугирования в пробирке видно 4 фракции (рис. 5.3.2): первая фракция на дне пробирки – эритроциты и гранулоциты; вторая фракция – раствор фиколл-верографина с примесью клеток; третья фракция - мононуклеарные клетки; четвёртая фракция – плазма крови с тромбоцитами.
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Рисунок – 5.3.2. Разделение крови на фиколл-верографине; а – до центрифугирования; б – после центрифугирования
5. Осторожно подводят кончик пастерки к слою мононуклеарных клеток и с помощью резиновой груши клетки отбирают круговыми движениями. Эту манипуляцию можно проделать с помощью автоматической пипетки. Отобранные клетки переносят в центрифужную пробирку.

6. Собранные лимфоциты отмывают любым из перечисленных выше растворов. Для этого к собранным клеткам добавить ≈10 мл отмывающего раствора и центрифугировать 10 минут при 3000 об/мин (1700g). Надосадочную жидкость слить. Для того чтобы лимфоциты отстали от стенок и дна пробирки её нужно хорошо встряхнуть.

7. После этого вновь добавить 5 мл отмывающего раствора и центрифугировать в течение 5 минут при 3000 об/мин (1700g). Надосадочную жидкость слить. Этот этап повторить дважды. 

8. Лимфоциты встряхнуть и развести средой, для этого добавить ≈ 0,5 мл среды. Хорошо перемешать содержимое пробирки и этой смесью заполнить камеру Горяева.

9. Подсчитать количество лимфоцитов в 5 больших квадратах.

Для этого используем расчет объёма смеси в 5-ти больших квадратов (см. рис. 5.3.1.1):

Размер одной стороны маленького квадрата = 1/20мм;

Площадь маленького квадрата = 1/20 * 1/20 = 1/400мм2;

Высота камеры = 1/10мм;

Объём маленького квадрата = 1/400 * 1/10 = 1/4000 мм3 = 0,00025мм3;

Объём большого квадрата = 0,00025мм3 * 16 = 0,004мм3;

Объём 5-ти больших квадратов = 0,004мм3 * 5 = 0,02мм3 = 0,02мкл = 0,02 * 10-3 мл смеси;

1. Для расчёта количества клеток в 1 мл исследуемой смеси составляем пропорцию (см. раздел 8):
	Количество подсчитанных клеток в 5-ти больших квадратах

(N)
	________
	Объём смеси в 5-ти
 больших квадратах

0,02*10-3 мл

	Количество клеток в 1 мл исследуемой смеси

(Х)
	________
	Объём смеси 

1 мл


2. После этого разводим лимфоциты до нужной концентрации. В связи с тем, что моноциты адсорбируются на поверхности стеклянной пробирки, то данным методом выделяются именно лимфоциты.

Например, если количество подсчитанных клеток в 5-ти больших квадратах равно 100 и нужна концентрация 1 млн/мл, то считаем следующим образом:

100 клеток   -   0,02*10-3 мл
Х клеток      -   1 мл

Следовательно 5 млн лимфоцитов содержится в 1 мл исследуемой смеси. Таким образом, для приготовления смеси с заданной концентрацией (в данном примере 1 млн/мл), необходимо произвести разведение в 5 раз, то есть взять одну часть смеси с концентрацией 5000000 и 4 части среды для разведения.

5.4. МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОЛИЧЕСТВЕННОГО СОДЕРЖАНИЯ БЕЛКА

Для количественного определения белков используют физические, химические и биологические методы.

Из физических методов простейшим является взвешивание чистого белка. Однако белки очень гигроскопичны, и полностью удалить из их состава воду очень трудно, поэтому этот способ применяют редко.

Наибольшее распространение из физических методов количественного определения белков получили три – рефрактометрический (по показателю преломления белковых растворов), спектрофотометрический (по поглощению в ультрафиолетовой области спектра) и полярографический (по кривым, показывающим зависимость между силой тока и напряжением, приложенным к системе, содержащей белок), пикнографический метод (по плотности белковых растворов).
Химические методы количественного определения белков разнообразны. Наиболее простой химический метод определения – количественное определение общего или белкового (после осаждения белка и отделения его от растворимых азотсодержащих веществ) азота.

Самым распространенным методом количественного определения белков является колориметрический метод. Он основан на измерении интенсивности цветных реакций, развивающихся при взаимодействии белков с тем или иным специфическим реагентом. Чтобы рассчитать концентрацию белка, строят калибровочный график.

Биологические методы количественного определения белков применимы лишь к белкам, обладающим ферментативной и гормональной активностью. Измеряя степень биологической активности препарата, можно составить представление о содержании в нем белка, обладающего данной активностью. Этот метод не дает абсолютных результатов.

Биуретовый метод

Принцип метода: биуретовый метод основан на способности растворов белка давать фиолетовое окрашивание при взаимодействии с раствором сульфата меди в щелочной среде. Интенсивность окраски пропорциональна концентрации белка в растворе.

Исследуемый раствор: стандартный раствор белка, содержащий 10 мг в 1 мл.

Реактивы: биуретовый реактив – 0,15 г CuSO4 5H2O и 0,6 г NaKC4H4O6·4H2O (виннокислый натрий-калий, или сегнетова соль) растворяют в 50 мл Н2О, при энергичном перемешивании приливают туда 30 мл 10%-ного раствора NaOH (свободного от Na2CO3), добавляют 0,1 г КI и доводят водой до 100 мл. Хранят в полиэтиленовой склянке. 

Оборудование: пробирки, пипетки, ФЭК, кюветы с длиной светового пути 5 мм. 

Ход работы: в 4 сухие пробирки вносят по 0,5 мл раствора белка. В три пробирки помещают стандартные растворы с содержанием белка 2,5; 5,0; 7,5 мг в 1 мл. Эти пробирки служат для построения калибровочной кривой. В 4-ю пробирку наливают раствор с неизвестной концентрацией белка, которую необходимо определить.

В каждую пробирку добавляют по 2 мл биуретового реактива. Содержимое пробирок хорошо перемешивают и оставляют при комнатной температуре на 20 мин для развития окраски. Окрашенные растворы колориметрируют на ФЭКе в кюветах с длиной оптического пути 5 мм, пользуясь зеленым светофильтром (длина волны 540 нм). В качестве контрольного раствора при измерении на ФЭКе используют биуретовый реактив.

Строят калибровочный график, откладывая на оси абсцисс концентрации стандартных растворов белка, а на оси ординат – соответствующие значения оптической плотности. Зная оптическую плотность раствора белка с неизвестной концентрацией, по калибровочной кривой определяют в нем содержание белка.

Микробиуретовый метод

Принцип метода: биуретовый метод основан на способности растворов белка давать фиолетовое окрашивание при взаимодействии с раствором сульфата меди в щелочной среде. Интенсивность окраски пропорциональна концентрации белка в растворе.

Исследуемый материал: стандартный раствор белка, содержащий 1 мг в 1 мл.

Реактивы: биуретовый реактив для микроопределения (реактив Бенедикта) – 17,3 г цитрата натрия и 10 г Na2CO3 растворяют при подогревании в небольшом количестве воды, в раствор добавляют 1,73 г сульфата меди, растворенного в 10 мл воды, и доводят водой до 100 мл; 6%-ный раствор NaOH.

Оборудование: пробирки, пипетки, спектрофотометр, кюветы 

Ход работы: к 2 мл раствора, содержащего 0,1-2,0 мг белка, добавляют 2 мл 6%-ного раствора NaOH и 0,2 мл раствора Бенедикта. Раствор хорошо перемешивают и через 15 мин фотометрируют при 530 нм на спектрофотометре. Предварительно строят график по стандартному раствору белка.

Метод Брэдфорда
Принцип метода: метод основан на связывании с белками одного из кислых красителей кумасси синего. При связывании с белками спектр поглощения красителя меняется. Интенсивности окраски от концентрации белка в пробе в диапазоне 1-10 мкг/мл имеет линейную зависимость. Поскольку белки различаются по своей способности связывать красители, желательно строить калибровочный график с использованием того белка, концентрацию которого в дальнейшем предполагают определить.

Исследуемый материал: стандартный раствор белка, содержащий 0,05 мг/мл.

Реактивы: раствор красителя – 10 мг кумасси G-250 гомогенизируют в стеклянном гомогенизаторе в 5 мл 95%-ного спирта, полученный раствор смешивают с 10 мл 95%-ной фосфорной кислоты, разводят до конечного объема 100 мл. Отфильтрованный раствор красителя хранится около 2 недель.

Оборудование: пробирки, пипетки, спектрофотометр, кюветы. 

Ход работы: 1,5 мл раствора, содержащего от 10 до 50 мкг белка, смешивают с 1,5 мл раствора красителя. Через 3-5 мин измеряют оптическую плотность при 595 нм, используя в качестве контроля пробу, не содержащую белка. В описанной модификации А595 линейно зависит  от количества белка в интервале от 10 до 50 мкг.

Спектрофотометричекий метод

Метод основан на способности ароматических аминокислот (триптофана, тирозина, фенилаланина) поглощать ультрафиолетовый свет с максимумом при 280 нм. Измеряя величину оптической плотности при этой длине волны, находят количество белка в растворе. Поскольку белки отличаются по содержанию ароматических аминокислот, их поглощение в ультрафиолетовой области спектра может сильно различаться. Условно считают, что при концентрации «усредненного» белка  в растворе, равной 1 мг/мл, величина оптической плотности при 280 нм равна 1,0 (при толщине кюветы 1,0 см).  

Определению белка данным методом мешает присутствие нуклеиновых кислот и нуклеотидов, поэтому измеряют оптическую плотность раствора при 260 нм (для учета поглощения соединений нуклеотидной природы) и 280 нм.
Исследуемый материал: стандартный раствор белка, содержащий 1-5 мг/мл.

Оборудование: пробирки, пипетки, спектрофотометр, кюветы 

Ход работы: содержание белка находят по формуле Калькара на основе данных определения оптической плотности при 280 и 260 нм:

Содержание белка (мг/мл) = 1,45 * А280 – 0,74 * А260
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ПРИЛОЖЕНИЕ
1. Способы количественного выражения активности ферментов и содержания внутриклеточных метаболитов
Общепринято активность ферментов и содержание внутриклеточных метаболитов выражать на мл упакованных клеток, на грамм (мг) белка, на грамм (мг) гемоглобина (в случае использования эритроцитов) или на число клеток. В связи с этим, в расчётных формулах, необходимо вводить такие параметры, как величина гематокрита (см. раздел 5), содержание белка (гемоглобина) (см. раздел 6), количество клеток (см. раздел 5).
Е на мл эритроцитов = [image: image22.png](AA/min)=Vxf*10
ex]=p=Hct



:

Е на 1011 эритроцитов = [image: image24.png](AA/min)=*V=f*10
ex]l=pxHb



;

Е на гр.Нb = [image: image26.png](AA/min)*v=10
ex]xpxHb



;

где [image: image28.png](AA/min)



 – изменение абсорции за 1 минуту;

V-общий объём инкубационной пробы в мл;
f – фактор разведения гемолизата;
ε – коэффициент экстинции;
l – длина оптического пути кюветы, в см.;
V – объём добавленного гемолизата, в мл.

2. Расчёт центрифужного поля

Центрифужное поле (g) можно вычислить по формулам (1) (2):
(1)



g = 1118 * 10-8 * R * N2,

где R (см) – радиус от центра ротора центрифуги до точки, в которой необходимо вычислить центрифужное поле;

N (об/мин) – скорость вращения ротора.

(2)



g = 284 * 10-7 * R * N2,

где R (дюймы) – радиус от центра ротора центрифуги до точки, в которой необходимо вычислить центрифужное поле;

N (об/мин) – скорость вращения ротора.

Пересчёт об/мин в g для центрифуги ОПН-3:

1500 об/мин = 430 g

3000 об/мин = 1700 g

Пересчёт об/мин в g для центрифуги ОПН-8:

8000 об/мин = 6000 g
3. Приготовление инкубационной среды
При исследовании метаболизма клеток крови необходима долговременная их инкубация, которая требует использования инкубационных сред различного состава. В качестве таких сред наиболее часто используют раствор Кребс-Рингера, среду Хенкса и среду 199.
1. Раствор Кребс-Рингера.

Раствор Кребс-Рингера готовят смешиванием следующих растворов:

1). 2 мл 0,6 М NaCl,

2). 1 мл 56 мМ KCl,

3). 1 мл 20 мМ MgCl2,

3). 1 мл 20 мМСаСl2, 

4). 1 мл 10 мМ Na2HPO4,

5). 4 мл 60 мМ трисHCl-буфера, рН 7,4,

Глюкоза добавляется в среду в виде порошка и непосредственно перед началом инкубации. Конечная концентрация глюкозы должна составлять 10 мМ. В случае инкубации упакованных эритроцитов соотношение среды Кребс-Рингера и клеток составляет (2:1).

Среда Хенкса и среда 199 обычно используются уже готовые.

4. Приготовление раствора Олсвера

Олсвера раствор – раствор, предназначенный для сохранения эритроцитов. Состав: 24,6 г глюкозы, 9,6 г натрия цитрата, 5,04 г натрия хлорида, 1200 мл дистил. воды. Стерилизуют фильтрованием. Для консервации эритроцитов барана 1 ч. крови смешивают с 1 ч. О.р.; эритроцитов человека, морской свинки, кур - 5 ч. крови с 1 ч. О.р. Эритроциты пригодны в течение 8-12 дней. С этой целью также применяют азид натрия, боратный буфер с сорбитом, гипертонический р-р натрия хлорида, рН 6,0 - 6,4 (Ричардсона м-д).
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