[bookmark: _Toc516626481] 3.2 Изучение субклеточного распределения кислых протеаз (ферментов-маркеров лизосом) в животных тканях

Оборудование и реактивы: центрифуга; печень животного; пипетки; 0,01 М фосфатный буфер, содержащий 0,32 М сахарозы, рН 7,55; 100 мМ натрий-ацетатный буфер рН 3,3; 8% раствор гемоглобина; 5% раствор трихлоруксусной кислоты (ТХУ); тирозин кристаллический; 0,32 М р-р сахарозы, содержащий 0,01 М трис-буфер рН 7,4 (среда А); 0,32 М р-р сахарозы, содержащий 0,01 μМ MgCl2∙6H2O рН 5,0 (среда Б).
Навеску ткани 2 г переносят в стакан гомогенизатора и добавляют 20 мл среды Б, гомогенизируют. Отбирают 2 мл на определение активности фермента и содержания белка в гомогенате. Центрифугирование и отбор фракций для анализа производят по схеме, приведенной в работе № 11.
Активность кислых протеаз определяют в исходном гомогенате, ядерной, митохондриальной, лизосомальной, микросомальной и растворимой клеточной фракции по следующей схеме.

Таблица 5

	Опыт
	Контроль

	200 мкл фракции
	200 мкл фракции

	600 мкл NaAc буфера, рН 3,3
	800 мкл NaAc буфера, рН 3,3

	Преинкубация 8 минут при 37°С

	200 мкл 8% раствора гемоглобина
	– 

	Инкубация 40 минут при 37°С

	1 мл 5 % ТХУ
	1 мл 5 % ТХУ



Пробы центрифугируют 30 мин при 4000 об/мин. Отбирают 1 мл надосадочной жидкости и определяют количество образовавшегося тирозина спектрофотометрически при 280 нм. Количество белка в супернатанте определяют спектрофотометрически при 280 нм. Активность фермента определяют по калибровочному графику.
Построение калибровочного графика
Готовят рабочий раствор тирозина с концентрацией 100 мкг/мл. Затем производят его разведение в соответствии со схемой.

Таблица 6

	№ пробирки
	V р-ра тир
	V р-ра воды
	Конц, мкг/мл
	Dср

	1
	0,5
	4,5
	
	

	2
	1
	4
	
	

	3
	1,5
	3,5
	
	

	4
	2,0
	3
	
	

	5
	2,5
	2,5
	
	

	6
	3,0
	2,0
	
	

	7
	3,5
	1,5
	
	

	8
	4,0
	1,0
	
	

	9
	4,5
	0,5
	
	

	  10
	5,0
	0,0
	
	



Содержание отчета
1. Расчет полученных данных представляют в виде таблицы.

Таблица 7
	Фракции
	Г
	Я
	ТМ
	ЛМ
	Р
	С

	Анализируемые пробы 
	Оп. Кн.
	Оп. Кн.
	Оп. Кн.
	Оп. Кн.
	Оп. Кн.
	Оп. Кн.

	Оптическая плотность,
в каждой параллели и среднее
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Аоп – Акн
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Продолжение таблицы 7
	Количество тирозина по калибровочной кривой
	
	
	
	
	
	

	Активность на 1 мг ткани
	
	
	
	
	
	

	Активность фракции в % от гомогената
	100%
	
	
	
	
	

	Количество белка на 1 мг ткани
	
	
	
	
	
	

	Белок в % от белка гомогената
	100%
	
	
	
	
	

	Относительная удельная активность фракций
	
	
	
	
	
	




