Спецпрактикум з біохімії.
Методичні рекомендації

до лабораторних робіт  

Лабораторна робота № 1.

Тема. Одержання фракцій цитоскелетних  та мембранних білків

Одним з найбільш поширених методів, що застосовується з метою виділення макромолекул (часток). а також їх  характеристик, є центрифугування. Центрифугування засновано на седиментації часток у зростаючому полі відцентрованої сили. Седиментація -  це загальний термін, що означає рух у зазначеному полі. Якщо седиментаційний аналіз проводиться із застосуванням високошвидкісної  центрифуги. Що має назву ультрацентрифуга, звичайно вживають назву ультрацентрифугування.

За допомогою відповідних варіантів седиментації можна отримати дані про молекулярну масу, щільність та форму часток, виявити зміни цих параметрів,  причому кожний з них можна далі використовувати  як основу для розподілу компонентів суміші як з аналітичної, так із препаративною метою. Вимірюючи рух макромолекул уздовж напряму дії відцентрової сили, визначають швидкість седиментації, внаслідок чого одержують коефіцієнт седиментації. Значення якого і надає інформацію про молекулярні масу та форму часток. 

Мета роботи: одержати фракції  цитоскелетних білків з головного мозку щурів. 

Реагенти: 
Буфер А - 2 мМ ЕДТО, 1 мМ 2-меркаптоетанолу, 0,1 мМ фенілметилсульфонілфториду (ФМСФ) та 5 мМ соєвого інгібітору трипсину

Буфер В - 2 мМ ЕДТО, 1 мМ 2-меркаптоетанолу, 0,1 мМ фенілметилсульфонілфториду (ФМСФ) та 5 мМ соєвого інгібітору трипсину, 4 М сечовини

Обладнання: ультрацентрифуга, центрифужні пробірки, пробірки,  піпетки, фотоколориметр, терези.

Хід роботи.

Головний мозок щурів виймають та розділяють  на відділи (мозочок, великі півкулі, середній мозок і гіпокамп). 

Тканину мозку після відокремлення від оболонок і кровоносних судин гомогенізують  у скляному гомогенізаторі з тефлоновим поршнем у 50 мМ трис-HCl буфері (рН 7,4) у співвідношенні тканина:буфер – 1:5. 
Тканина мозку + буфер А (1:5)

                                       

Центрифугування,  30000 g, 60 хв.
                                S1(    Р1     
промивка осаду (Р1 ): центрифугування з буфером А 

                         (1:2) 30000 g, 45 хв.

                                      Р1 ( + буфер В)                           
                                 ресуспендування

        інкубація з буфером В 12 год. при t(= +4(С             

                        центрифугування, 5000 об/хв, 60 хв.                                                        
                               S2  (   P2                               


Рис..1 Схема одержання білкових фракцій головного мозку щурів: S1 – фракція розчинних білків; S2 – сечовинна (філаментна) фракція білків; Р1 – осад після першого етапу центрифугування; P2 – осад після другого етапу центрифугування.

Трис-буферна система (буфер А) містить 2 мМ ЕДТО, 1 мМ 2-меркаптоетанолу, 0,1 мМ фенілметилсульфонілфториду (ФМСФ) та 5 мМ соєвого інгібітору трипсину. Всі маніпуляції проводить при температурі 4о С. Гомогенат центрифугують  при 30000 g протягом 60 хв. Отриманий супернатант (S1) містить розчинні білки мозку. Осад  (Р1) промивають  після його ресуспендування у тому ж буфері та центрифугування при 30000 g протягом 45 хв. Після цього осад ресуспендують  у буфері А, який додатково містить  4 М сечовини (буфер В), та інкубували 12 год. Подальше центрифугування проводять при 30000 g протягом 60 хв. Супернатант (S2) містить  водонерозчинні філаментні білки. 

Лабораторна робота № 2.

Тема.  Методи визначення загальної кількості білка

Широке застосування колориметричних методів для визначення кількісного вмісту білка у біологічних пробах зумовлено їх достатньою простотою та точністю. Помилки у результатах здебільшого виникають як наслідок того, що дослідний білок (або білки) різко відрізняються за своєю природою від білка-стандарту. Частіше в якості останнього використовують бичачий сироватковий альбумін (БСА). Крім того, зразки білкових фракцій гомогенату різних відділів мозку містять речовини (сечовина та меркаптоетанол), які можуть впливати на величину оптичної густини [147]. Тому контрольні проби для вимірювання готувалися на тих самих буферах, які використовувалися для одержання білкових фракцій мозку. Вміст загального білка у кожній пробі визначали двома методами (методом Лоурі і методом Бредфорд). Застосування двох методів для паралельного аналізу концентрації білка дає змогу отримати більш точні результати завдяки їх обробці методами дисперсійного аналізу з використанням F-критерію Фішера. Вимірювання кожної проби-екстракту та калібровочних зразків проводили тричі, у подальших розрахунках використовували середнє арифметичне значення вмісту білка.

Мета роботи: визначити загальну кількість білку у  фракції  цитоскелетних білків з головного мозку щурів методом Лоурі та Бредфордом. 

Реагенти: 
Буфер А - 2 мМ ЕДТО, 1 мМ 2-меркаптоетанолу, 0,1 мМ фенілметилсульфонілфториду (ФМСФ) та 5 мМ соєвого інгібітору трипсину; буфер В - 2 мМ ЕДТО, 1 мМ 2-меркаптоетанолу, 0,1 мМ фенілметилсульфонілфториду (ФМСФ) та 5 мМ соєвого інгібітору трипсину,4 М сечовини; біуретового реактиву,  реактиву Фоліна-Чокальтеу, розчин БСА
Обладнання:  пробірки,  піпетки, фотоколориметр, терези
Хід роботи

1. Метод Лоурі
Вміст загального білка в екстрактах визначають методом Лоурі у модифікації Мілера . Даний метод заснований на перебігу біуретової реакції (на пептидні зв’язки) та реакції Фоліна (на залишки тирозину і триптофану). Методика дає добре відтворювані результати та є достатньо чутливою (~0,2 мкг білка). До основних недоліків методу відноситься насамперед повільний розвиток забарвлення (40–50 хв.). Залежність поглинання від концентрації білка лінійна у діапазоні 15–40 мкг (30–80 мкг при збільшенні вдвічи об’ємів реагентів). 

Дослідні білкові фракції – гомогенати різних відділів мозку щурів, які містили 10–100 мкг білка, доводять до 0,4 мл відповідними буферними розчинами. Потім їх змішують з 2 мл біуретового реактиву та залишають при кімнатній температурі на 10 хв. Потім додають 0,2 мл реактиву Фоліна-Чокальтеу, перемішують та через 30–40 хв вимірюють оптичну густину при 750 нм на фотоелектроколоріметрі КФК-2-УХЛ 4.2.
В якості стандартного використовують розчин БСА в концентрації 1 мг/мл. Побудову калібровочного графіку для визначення вмісту білка у фракціях розчинних і солюбілізованих сечовиною білків проводять, додаючи до розчину БСА відповідний буфер. Для розрахунків використовують діапазон лінейної залежності оптичної густини від концентрації білка (~ 30–80 мкг).

Вміст білка у фракціях мозку визначають з урахуванням розведення за формулою (1):
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де С –  концентрація білка в гомогенатах тканини мозку, мкг/мл; Х – кількість білка у розведенних зразках, знайдена за калібровочним графіком, мкг; R - розведення гомогенатів тканини мозку. 

2. Метод Бредфорд (макроваріант) 

Даний метод характеризується високою чутливістю (0,2 мкг), для нього характерна відносна швидкість  проведення аналізу та відтворюваність результатів. Метод дозволяє визначити вміст білка в пробах з точністю від 0,5 до 50 мкг/мл і може бути застосований до білків, розчинених в електрофоретичному буфері, який містить ДСН, меркаптоетанол, трис. Метод заснований на утворенні забарвлених комплексів кумасі діамантового блакитного G-250 з макромолекулами поліпептидів за рахунок електростатичних взаємодій. Максимум поглинання комплексу в видимій області не співпадає з максимумом поглинання для чистого барвника, що й дозволяє проводити кількісне вимірювання комплексів, які утворюються .


Хід аналізу.
До 0,2 мл  розведеного білкового екстракту додають 2 мл розчину барвника, обережно перемішують. Через 2 хв. вимірюють оптичну густину при ( = 595 нм  проти контролю (розчин барвника+буфер, який застосовувся для отримання екстракту, у відповідних об’ємах). Вимірювання проводять у кюветі товщиною світлопоглинаючого шару 10 мм (об’єм 2 мл). 

Кожна досліджувана проба містила: 0,01 мл досліджуваного розчину, 0,19 мл відповідного буферу і 2 мл реактиву Бредфорд. В якості контрольної використовували суміш наступного складу: 0,2 мл відповідного буферу та 2 мл реактиву Бредфорд. Вимірювання проводять через 5 хв. Після вимірювання кожної проби кювети сполоскують етиловим спиртом для того, щоб видалити барвник, який має здатність сорбуватися на стінках кювети. 
Вміст білка (мкг/мл) у фракціях мозку визначають з урахуванням розведення за формулою (2):
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де С –  концентрація білка в гомогенатах тканини мозку, мкг/мл; Х – кількість білка у розведенних зразках, знайдена за калібровочним графіком, мкг; R - розведення гомогенатів тканини мозку. 

Лабораторна робота № 3. 

Тема.  Визначення вмісту кінцевих продуктів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ)

Маркери ПОЛ є найбільш інформативними молекулярними індексами оксидативного стресу у тканині мозку. Існує низка методів  визначення інтенсивності перебігу ПОЛ за вмістом його кінцевих продуктів. Більшість з них адекватна при дослідженні систем in vitro, але призводить до хибних результатів при вивченні біологічних систем in  vivo [166]. Кількісно ПОЛ визначається за вмістом малонового діальдегіду (МДА), який реагує з тіобарбітуровою кислотою (ТБК). Головний кінцевий продукт переокиснення ліпідів – МДА – утворює з ТБК забарвлений комплекс, інтенсивність оптичної густини або флюоресценції розчинів якого прямо пропорційна концентрації МДА. 

Мета роботи: визначити вмісту кінцевих продуктів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ)   у  фракції  цитоскелетних білків з головного мозку щурів. 
Реагенти: 25 мМ трис-HCl буфері0,1 мл 0,5 мкМ NADPH, 0,1 мл 2 мкМ АDP,  0,1 мл 4 мкМ , Fe(NH4)2(SO4)2 х 6H2O (соль Мора), 0,1 мл 0,5 мкМ аскорбату

Обладнання: ультрацентрифуга, центрифужні пробірки, пробірки,  піпетки, фотоколориметр, терези
Хід роботи. 

Вміст ТБК-активних сполук визначають у гомогенатах цільного мозку щурів для характеристики трьох видів ПОЛ: вільного, NADPH-індукованого і Fe2+-індукованого. Після декапітації тварин мозок вилучають, подрібнюють на холоду і гомогенізують у 25 мМ трис-HCl буфері (рН 7,4) у співвідношенні  тканина:буфер – 1:20. Реакційну суміш для визначення різних видів ПОЛ готували відповідно до схеми, представленій на рис. 2.
	Види ПОЛ

	вільне
	NADPH-індуковане
	Fe2+-індуковане

	↓

2 мл гомогенату
	↓

2 мл гомогенату

0,1 мл 0,5 мкМ NADPH
0,1 мл 2 мкМ АDP
0,1 мл 4 мкМ 

Fe(NH4)2(SO4)2 х 6H2O (соль Мора)
	↓

2 мл гомогенату

0,1 мл 0,5 мкМ аскорбату

0,1 мл 4 мкМ 

Fe(NH4)2(SO4)2 х 6H2O


	∑ об’єм = 2 мл
	∑ об’єм = 2,3 мл
	∑ об’єм =2,2 мл


Рис. 2 Схема приготування реакційної суміші для визначення спонтанного та індукованого видів ПОЛ у гомогенатах мозку щурів за вмістом ТБК-реактивних сполук.


Інкубацію суміші проводять протягом 20 хв. при 38оС. Після завершення інкубації до всіх гомогенатів додають 1 мл 20%-го розчину ТХО для осадження білків і центрифугували протягом 10 хв. при 3000 об./хв. Потім до 1 мл супернатанту додають 1 мл дистильованої води і 1 мл 0,9%-го розчину ТБК і кип’ятили протягом 20 хв. Після охолодження проби фотоколориметрують  при довжині хвилі 532 нм у кюветі з довжиною оптичного шляху 0,5 см. Контрольна проба містить усі компоненти відповідної реакційної суміші, крім гомогенату мозку, і проходить усі етапи інкубації, що й дослідні проби. Розрахунок кількості кінцевих продуктів ПОЛ у 2 мл гомогенату проводили за формулою (3):
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де С – вміст ТБК-активних сполук (нМ); Едосл – оптична густина дослідної проби; V1 – об’єм проби, взятої для фотоколориметрування, мл; V2 – об’єм проби, взятої для центрифугування, мл; V3 – об’єм проби, взятої для якісної реакції на МДА, мл; Е532 – питома оптична густина МДА (1,56 
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Після визначення вмісту ТБК-активних сполук у гомогенатах мозку розраховувають їх кількість на мг білка проби.

Індивідуальні завдання 
до лабораторних робіт № 1.
1. Провести розрахунок  реактивов для буферу А.

2. Провести розрахунок  реактивов для буферу В.

3. Надати характеристику  сили, що діють на чатику при центрифугуванні.

4. Назвати типи ротарів, які застовуються при біохімічних дослідженнях.

5. Принципи будови сучасної центрифуги.

Індивідуальні завдання 
до лабораторних робіт № 2.

1. Підгототувати розрахунок  реактивів для визначення вмісту білку.
2. Надати характеристику методу Лоурі

3. Надати характеристику методу Бредфорда.

4. Порівняти метод Лоіру та Бредфорда.

Індивідуальні завдання 
до лабораторних робіт № 3.

1. Підгототувати розрахунок  реактивів для визначення ПОЛ.

2. Надати характеристику показників ПОЛ

3. Надати характеристику методу визначення ПОЛ.
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