Зертханалық жұмыс 3
3.1 Ферменттің белсенділігіне активатор мен ингибитордың әсері
Ферменттің белсенділігі, температура мен рН-тан басқа, үлкен дәрежеде болуына байланысты және кейбір реакция орталықтарындағы иондар мен қосылыстардың концентрациясына байланысты. Олардың бірі фермент белсенділігін күшейтеді, ал қалғандары тежейді - бәсеңдеткіштер. Регуляторлардың бірі - активаторлар, белсенді емес молекулаға қосылып, немесе аз белсенді ферментке, белсендікті максималды жоғарылатады. Бұл функцияны көбінесе металл иондары іске асырады: калий, кальций, магний, мырыш, мыс, темір, марганец, кобальт және анионды хлор. Протеиназ қатары (катепсин, папаин), аргиназ цистеин молекулаларымен активтенеді, қайта қалпына келген глютатионмен, HS еркін тобы бар.

Фермент белсенділігінің өсуі металлдың әрекетімен түсіндіріледі, металл иондары кофактор қызметін атқарады, екіншіден-фермент – субстрат кешен түзілуін жеңілдетеді, үшіншіден-коферменттің апоферментке қосылу қабілеттігін арттырады, төртіншіден - ферменттің үшіншілікті және төртіншілікті құрылысының тұрақтылғын қадағалайды.

Фермент реакциясының бірқалыпты немесе түгелімен тежелуін туғызатын заттарды бәсеңдеткіштер дейді. Мұндай заттарға тұз және ауыр металл иондары, дубильді заттар және т.б. жатады. 

Негізгі ферменттердің аллостериялық орталықтары бар, ол арқылы активаторлар мен бәсеңдеткіштер қосылады, сол арқылы активті ортаның құрылысы қайтымды өзгеріске ұшырайды. Аллостериялық ферменттер метаболизм үдерісін реттеуде басты қызмет атқарады. Активатор қызметін көбінесе мұндай жағдайда сол субстраттың молекулалары атқарады, олардың концентрациялары ортада белгілі бір деңгейге жетеді, сонымен қатар АМФ және кейбір гормондар. Бәсеңдеткіш қатарында бұл ферменттерде бейорганикалық тұздар анықталды, кейбір гормондар, аллостериялық бәсеңдеткіштер белгілі бір реакциялардың бірі (кері байланыс типін ингибирлеу) көбінесе соңғы және аралық өнімнің көп сатылы ыдырау және синтез үдерісіне қатысады. 

Жұмыс барысы: Фермент көзі ретінде жұмысқа мия сығындысын қолданады.

Штативке үш қатармен 18 сынауықты орналастырады (әр қатарда 6 сынауықтан). Әр қатардың сынауықтарын номерлейді және барлығына 1мл су құяды. Кейін әр қатардың бірінші сынауықтарына 1мл мия сығындысын қосады да араластырады. Содан соң ферментті сұйылту жүреді.

Сұйылтқаннан кейін бірінші қатардың сынауықтарына 1мл су құяды (бақылау қатары), екінші қатардағы сынауықларға 1% массалық үлесі бар 1 мл натрий хлоридінің ерітіндісін және 3-ші қатардағы сынауықтарға 1% массалық үлесі бар 1 мл мыс сульфаты ерітіндісін қосады. Кейін барлық сынауықларға массалық үлесі 1% болатын 1мл крахмал ерітіндісін келесі тәртіппен құяды: алдымен әр қатардың бірінші сынауықтарына, кейін әр қатардың екінші сынауықтарына және осындай тәртіппен. Барлығын сілкілеу арқылы араластырады және сынауықтары бар штативті термостатқа 37-38 0С 30 мин қояды. Инкубация аяқталған соң әр қатардың сынауықтарына 1мл күкірт (немесе тұз) қышқылын қосады, массалық үлесі 10 % және сол тәртіппен 3 тамшыдан йод ерітіндісін қосады, қайсысына крахмал ерітіндісі құйылды. Барлығын араластырып, әр қатардың сынауықтарының номерін белгілеп алады, крахмал реакциясы теріс шыққанда (сары түсті). Тәжірибенің нәтижесін кестеге енгізіп, сары түсті «С» әріпімен, қызыл – «Қ», күлгін – «К»,  көкті – «К» белгілейді.

2.10 - кесте. Инкубациядан кейін йод үлгісінің түсі

	Құрамдастар
	Сынауық номерлері және қоспадағы мия сығындысының мөлшері, мл

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	1/2
	¼
	1/8
	1/16
	1/32
	1/64

	Су
	
	
	
	
	
	

	Натрий хлориді
	
	
	
	
	
	

	Мыс сульфаты
	
	
	
	
	
	


Активаторлар және бәсеңдеткіштерді анықтайды. Бақылау үлгісінің (бірінші қатардың) бөлу дәрежесінің ажыратылады, йод реакциясы теріс шыққанда, ажырау дәрежесінің үлгісіне, зерттелінетін заттар теріс реакция берген, активатор немесе бәсеңдеткіш амилаздың әрекетін неше есе ыңталандырып немесе тежейтінің анықтайды. Мия амилазасының жоғарғы белсенділігінде тәжірибедегі сынауық саны 7-8 ге дейін үлкейтеді.

Реактивтер: Дистилденген су; мия сығындысы; ерітінділер массалық үлестері: крахмал 1%; натрий хлориді 1%; мыс сульфаты 1%; күкірт (немесе тұз) қышқылы 10%; калий йодындағы йод ерітіндісі.

БАҚЫЛАУ СҰРАҚТАРЫ:

1. Фермент реттегішінің жалпы сипаттамасын түсіндіріңіз.

2. Активтердің құрылымы мен әрекетінің сипаттамасын айтыңыз.

3. Бәсеңдеткіштердің химиялық табиғаты және механизмін түсіндіріңіз.

4. Аллостериялық (негізгі) ферменттердің сипаттамасы және метаболизм процестерін реттеудегі олардың рөлін түсіндіріңіз.

5. «Амилазды миятың белсенділігіне кейбір иондардың әсері» экспериментінің сызбанұсқасын көрсетіңіз.

6. Осы экспериментте амилазды мияның белсенділігі қандай әдіс арқылы анықталады?

7. Экспериментте қандай қосылыстар активаторлар және бәсеңдеткіштер болды? Олардың әрекет ету механизмін түсіндіріңіз.

3.2 Ферменттік реакция жылдамдығына рН-тың әсері

Ферменттер тұрақты температурада pH-тың шегінде (2-10) аралығында тиімді жұмыс істейді. Реакция максималды жылдамдықпен өткендегі рН мәні оңтайлы болып саналады. Осы мәннен ауытқуымен ферменттік реакция жылдамдығы қатар жүреді. Нативті конформациясын, фермент-субстрат кешенінің түзілуін және реакция өтуін қамтамасыз етуге қатысатын полярлы, оң және теріс зарядталған топтардың саны көп болумен түсіндіріледі. 

Көптеген жағдайларда субстраттар электролит болып саналады, реакция оңтайлы рН-та пайда болған белгілі бір формалармен (иондалған және иондалмаған) ғана жүреді.

Көптеген ферменттер екі құрамдасты болып табылады, рН оптимум жағдайында нәруызды бөлігі нәруызбен әлсіз иондық, сутектік байланыстармен байланысқан. рН-тың оптимум мәнінен ығысулары кофактордың диссоциациясына және активті орталық құрылымының бұзылуына әкеледі. Мысалы, пероксидаза диссоциациясы екі құрамдаста қышқылдық ортада жүреді, бірақ рН=7 болғанда оның құрылымы мен белсенділігі қалпына келеді.

рН-тың ең кіші және ен жоғары мәндерінде ферменттер табиғисыздануға ұшырайды.

3.2.1 Сілекей амилазасының белсенділігіне рН-тың әсері

Жұмыс барысы: Жұмыс істеу алдында сілекей амилазасының белсенділігі анықталады. Ол үшін сынауықта массалық үлесі 1% крахмал ерітіндісі мен 0,5 мл 1:9 қатынаста сұйытылған сүзілген сілекейді араластырады. Қоспаны бөлме температурасында қалдырады. Йод ерітіндісімен реакциясы бойынша крахмал гидролизінің жүруін бақылау. Ол үшін әр 5 минут сайын гидролизаттан 3-4 тамшы алынып, оны алдын ала 0,5 мл су мен йод ерітіндісінің 3 тамшы құйылып дайындалған сынауыққа енгізеді. Қызыл-қоңыр немесе қызыл түс пайда болғанда бақылау тоқтатылады. Мүмкіндігінше, эритродекстриндерге дейін (бояудың қызыл реңі) крахмал гидролизі шамамен 10-15 минутта жүргені жақсы. Егер гидролиз тез жүріп жатса, онда сілекейді тағы да 2  есе сұйылтып, тәжірибе қайталанады. Анықталған сұйытылған сілекей жұмыс үшін қолданылады.

5 сынауық нөмерленеді және соның әрқайсысына рН-тары: 4,56; 5,72; 6,80; 7,96; 8,95(немесе осыларға жақын мәндері) болатын буфер ерітіндісінің 4 мл-ден енгізеді. Буфер ерітіндісін енгізген сайын тамшуырды жуып тұру керек. Барлық сынауықтарға массалық үлесі 1% крахмал ерітіндісінің 2 мл-ден және сұйытылған сілекейдің 0,5 мл-ден қосады. Сынауықтар ішіндегісі араластырылады және бөлме температурасында қалдырады. Крахмал гидролизі ретінің бақылауы жоғарыда айтылған әдіс бойынша жүргізіледі. Әр 5 минут сайын №3 сынауықтан сынама алынады. Сынауықта қызыл немесе сары пайда болған кезде дереу барлық сынауықтарға массалық үлесі 10% күкірт немесе тұз қышқылы ерітіндісінің 1 мл-ден және йод ерітіндісінен 3 тамшы енгізеді. Сынауық ішіндегісі араластырылады және нәтижелер 2.6-кестеге енгізеді.

2.6 - кесте. Амилаза белсенділігіне рН-тың әсері

	Көрсеткіштер
	Сынауық нөмерлері

	
	1
	2
	3
	4
	5

	рН 
	4,56
	5,72
	6,80
	7,96
	8,95

	Йодпен боялуы
	
	
	
	
	


Жұмысты рәсімдеуде флакондарда көрсетілген рН мәндерін жазып алу керек. Жұмыс нәтижелері бойынша сілекей амилаза белсенділігінің рН-қа тәуелді графигін тұрғызу және қорытынды жасау. График тұрғызу реті алдынғы жұмыста жазылған. Әдіс принципін жазу.

3.2.2 Мия амилазасының белсенділігіне рН-тың әсері

Жұмыс барысы: 5 сынауық нөмерленеді және соның әрқайсысына рН-тары: 2,87; 4,10; 5,33; 6,59; 7,96 (немесе осыларға жақын мәндері) болатын буфер ерітіндісінің 4 мл-ден енгізеді. Буфер ерітіндісін енгізген сайын тамшуырды жуып тұру керек. Барлық сынауықтарға 2 мл-ден крахмал ерітіндісі және 0,5 мл уыт сүзіндісінен қосады. Сынауық ішіндегісін араластырылады және келесі алдынғы жұмыс ретімен орындалады. Нәтижелерді кестеге енгізу.

13 - кесте.

	Көрсеткіштер
	Сынауықтардың нөмерлері

	
	1
	2
	3
	4
	5

	рН 
	 2,87
	4,10
	5,33
	6,59
	7,96

	Йодпен боялуы
	
	
	
	
	


Жұмысты рәсімдеуде флакондарда көрсетілген рН мәндерін жазып алу керек. 

Әдіс принципі жазылып, мия амилазасымен крахмал гидролиз тереңдігінің рН-қа тәуелділік графигі тұрғызылады.

Реактивтер: Дистелденген су; калий йодидіндегі йодтың ерітіндісі; уыт сүзіндісі; 1:9 қатынаста сұйытылған (сүзгілен)  сілекей; массалық үлестері: 1%  крахмал, 10%  күкірт (немесе тұз) қышқылы ерітінділері; берілген рН мәндерімен қоспалар дайындауға арналған ерітінділер (ерітінді №1 рН 1,81: сыйымдылығы 1 л құтыда 0,04 моль бор қышқылын, 0,04 моль фосфор қышқылын, 0,04 моль сірке қышқылын ерітеді; ерітінді №2: 0,2 моль/л концентрациялы натрий гидрксиді ерітіндісін ұсынады).

Керекті рН мәндерімен буфер ерітіндісін дайындау үшін 2.7-кестеге қарап, №1 ерітінді және №2 ерітінділерді араластырады.

2.7 - кесте. Буфер ерітінділерін дайындау
	Сілекей амилазасы үшін
	Мия амилазасы үшін

	Ерітінді, мл
	рН
	Ерітінді, мл
	рН

	 № 1


	№2
	
	№ 1
	№ 2
	

	100,0
	30,0
	4,56
	100,0
	17,5
	2,86

	100,0
	40,0
	5,72
	100,0
	25,0
	4,10

	100,0
	50,0
	6,80
	100,0
	37,5
	5,33

	100,0
	60,0
	7,96
	100,0
	47,5
	6,59

	100,0
	67,5
	8,95
	100,0
	60,0
	7,96


Араластырғаннан кейін рН-метрде рН-тың нақты мәндерін анықтап, №1 болмаса №2 ерітінділерін қосу арқылы берілген максималды мәнге жетіп, ыдыстың бетіне жазу керек.

БАҚЫЛАУ СҰРАҚТАРЫ:

1. рН әсерінен амилаза белсенділігінің өзгерісін қалай анықтауға болады?

2. Оңтайлы рН-тардың сипаттамалары және сілекей мен мия амилазасы үшін оның параметрлері қандай болады?

3. Фермент белсенділігіне оңтайлы рН әсерінің физика-химиялық негіздері қандай?

4. Оңтайлы аймақтан кез келген жаққа рН ығысуы фермент белсенділігіне әсерінің физика-химиялық негіздері қандай?

5. Ферменттік реакция мен үдеріс жылдамдығына рН әсерін практикада қолдануды түсіндіріңіз.

3.3 Каталаза белсенділігін анықтау (А.Н. Бах және А.И. Опарин бойынша)

Оксидоредуктаза - ферменттер класы тотығу - қалпына келтіру реакцияларын катализдейді. Полимерлердің катаболизмі кезінде пайда болған мономерлердің тотығуы күрделі көп сатылы үдеріс болып табылады.

Жасушада заттардың тотығуы өтеді, сутектің бөлінуімен (дегидрлеу) немесе электрондарды алып тастаумен немесе оттегіді тотықтыратын қосылыстың молекуласына қосу арқылы негізделген.

Дегидрогеназдағы сутек акцепторлары НАД+, НАДФ, ФАД және ФМН, кейбір флавиндерде - оттегі (оларды оксидаз деп атайды), гем қоспаларында (пероксидаз және каталаза) - Н2О2 (сутек пероксиді).

Электрондарды қабылдау және тасымалдаушылар - гемы (гемопротеиндер) бар цитохромдар.

Гемопротеиндер каталазаға (КФ 1.11.1.6) қатысты, сутек пероксидінің жасушаларды су мен оттегі арқылы ыдырауын катализдейді:
2 H2O2 = 2 H2O + O2


Тірі жасушаның сутек пероксиді - күшті уландырады,сондықтан барлық H2O2 түзетін ферменттер пероксисомда жарғақпен қапталған органелла орналасқан. Н2О2 басты тұтынушылары пероксидаз (Ф.К. 1.11.1.7.) болып табылады, олар фенолдарды, аминдерді, кейбір гетероциклді қосылыстар және т.б. тотығады, дегидрлеу субстраты, түсірілген субстраттарды ауыстырады [2Н]-ні Н2О2-ге, 2 Н2О-ға дейін тотықсызданады.
Сутегінің асқын тотығы молекулалары пероксидазаны қажет етпейтін, каталазамен залалсызданады.

Каталазаның белсенділігін анықтау әдісі ферментпен инкубация үдерісі нәтижесінде ыдыраған сутегінің асқын тотығының санын анықтауға негізделген.  Реакциялық қоспада H2O2 санын 0,02 моль/л концентрациядағы калий перманганатын қышқылдық ортада титирлеу арқылы анықтайды:

5 H2O2 + 2KMnO4 + 3H2SO4 = 2MnSO4 + K2SO4 + 5O2 +8H2O

Келтірілген реакциялық теңдеуден 1 мл  0,02 моль/л концентрациядағы калий перманганатының ерітіндісіне 1,7 мг (50 мкмоль) сутегі асқын тотығы келетінін көруге болады.

Жұмыс барысы: 2-3 г шикі картопты (немесе басқа балған өсімдік материалы) кварц құмы немесе шынымен үккіш ыдыста жақсылап үгеді. Қышқыл реакция мөлшерін азайту үшін скальпель ұшында СО2 көпіршіктері таусылғанша CaCO3 қосады. Үккішке үгу үдерісі кезінде аздаған мөлшермен 40-50 мл су қосады. Үгілген массаны 100 мл өлшегіш құтыға салып, белгіге дейін су құяды да араластырады. Қоспаны 10-15 мин қойып, сүзгіден өткізеді.

150-200 мл екі конустық құтыға 20 мл сүзгіден құяды. Бірінші құтыдағы затты 1 мин бойы қыздырады да бөлме температурасына дейін суытады. Екінші тәжірибелік құтыда белсенді ферменті болады. Екі құтыға 20 мл су және 3 мл 1 % H2O2 қосады. Алынған қоспаны жақсылап араластырып 30 мин бөлме температурасында қойып қояды. Инкубация аяқталғаннан кейін екі құтыға 5 мл 10 % күкірт қышқылын қосады да, H2O2 артық мөлшерін 0,02 моль/л калий перманганаты ерітіндісімен 1 мин бойы сақталатын күлгін түс пайда болғанша титрлейді. 

Каталазаның белсенділігін 1 г зерттелетін материалдың 1 мин ішіндегі фермент әсерінен ыдыраган сутегі асқын тотығының мкмолімен көрсетеді. Есептеуді мына формула бойынша жүргізеді:
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Мұндағы,   Х – каталазаның белсенділігі, Е/г; 

(а-b) –  0,02 моль/л калий перманганаты ерітіндісінің титрлеуге кеткен көлемдерінің айырымы, бақылау (а) және тәжірибелік (b) сынамалар, мл; 

Т – калий перманганаты ерітіндісін титрлеуге қолданылатын титр мөлшері; 

50 – H2O2 мкмольға ауыстыруға қажет коэффициент;  

100 – жалпы көлем; 

m – анализге алынған  материал массасы, г; 

20 – анализге алынған сүзгі көлемі, мл; 

30 – инкубация уақыты, мин.

Каталазаның белсенділігін зерттелетін нысанға H2O2 қосқаннан кейінгі бөлінген оттегі көлемімен де анықтауға болады.

Бұл принципті сүттегі 2 сағ 25 0С 15 мл сүтке 5 мг 1 % H2O2 қосқанда бөлінген оттегі көлемі бойынша каталаза белсенділігін анықтау үшін қолданады. Сау жануардан алынған сүт 0,7-2,5 мл оттегі бөледі, яғни табиғи сүттің каталаза саны 25 тен  аспайды. Ауру жануардың сүтінің каталаза саны 15-ке дейін жетеді.

Реактивтер: дистилденген су; көмірқышқыл кальций (ұнтақ); 0,02 моль/л калий перманганаты ерітіндісі; 1 % сутегі асқын тотығы; 10 %. Күкірт қышқылы.

БАҚЫЛАУ СҰРАҚТАРЫ:

1. Жасушадағы субстраттың негізгі тотығу жолы қандай болады?

2. Дегидрогеназаға тәуелді НАД+- және НАДФ құрылыстық және әрекет ету сипаттамасын түсіндіріңіз.

3. Дегидрогеназаға тәуелді ФАД құрылыстық және әрекет ету сипаттамасы түсіндіріңіз.

4. Қандай ферментті оксидаза деп атайды? Олардың кофакторларын айтыңыз.

5. Пероксидаза  және каталаза құрылыстық және әрекет ету сипаттамасын түсіндіріңіз.
6. Цитохромның құрылыстық және әрекет ету сипаттамасын түсіндіріңіз.

7. Сутегі асқын тотығының жасушада түзілуі және залалсыздану жолы қандай?
8. Каталазаның белсенділігі қандай әдістермен анықталады?
