Cwiczenie nr 5 - Reaktywne formy tlenu

I. Oznaczenie ilosciowe glutationu (GSH) metodg Ellmana
Il. Pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej substancji metodg redukcji
rodnika DPPH

Celem ¢wiczen jest:

e poznanie metody oznaczania niebiatkowych grup —SH (glutationu)

e zapoznanie sie z metodami umozliwiajgcymi  pomiar catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej

Wprowadzenie

Wolne rodniki to atomy, grupy atomoéw lub czasteczki posiadajgce niesparowany
elektron. Gtéwnym Zrédtem wolnych rodnikéw w warunkach fizjologicznych sg procesy
oddechowe zachodzgce w mitochondriach, gdzie poprzez przytaczenie czterech elektronéw
nastepuje reakcja czgsteczki O, z powstaniem H,O. Nawet w czynnosciowo sprawnych
mitochondriach przeptyw elektronéw jest ,nieszczelny”, pewna ilos¢ ich ,,wycieka” redukujac
po drodze tlen do tzw. reaktywnych form tlenu (RFT).

RFT sg nieustannie generowane ale i jednocze$nie usuwane przez ztozony system
antyoksydacyjny. Do RFT zaliczamy nastepujace wolne rodniki: rodnik hydroksylowy (‘OH),
anionorodnik ponadtlenowy (0;’), rodnik wodoronadtlenkowy (HO;'), a takze nie bedace
wolnymi rodnikami nadtlenek wodoru (H,0) oraz tlen singletowy (105).
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Reaktywne formy tlenu moga powstawa¢ w komodrkach nie tylko jako produkty
metabolizmu aerobowego, ale takze w wyniku dziatania czynnikdéw fizycznych, takich jak
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promieniowanie jonizujace i nadfioletowe czy ultradZwiekéw. Reaktywne formy tlenu w
stezeniach fizjologicznych petnig wiele istotnych funkcji regulacyjnych takich jak
przekazywanie sygnatu, regulacja ekspresji gendw, regulacja metabolizmu i proceséw
naprawczych, czy tez biorg czynny udziat w mechanizmach obronnych poprzez zabijanie
drobnoustrojdw w procesie fagocytozy. Jednakie ich nadmiar prowadzi do stanu
okre$lanego mianem stresu oksydacyjnego i jest przyczyng wystepowania wielu schorzen
(stany zapalne, nowotwory, miazdzyca, zawal miesnia sercowego, schorzenia
immunologiczne, neurologiczne, procesy starzenia).

Przeciwdziataniu uszkodzeniom komoédrek zwigzanych z wystepujgcym stresem
oksydacyjnym stuzy rozbudowany system antyoksydacyjny tworzony przez takie enzymy jak:
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx),
reduktaza glutationowa (GR).

Bardzo waznych nieenzymatycznym mechanizmem obrony przed reaktywnymi
formami tlenu jest ukfad antyoksydacyjny zwigzany z glutationem, w sktad ktérego wchodza
rowniez peroksydaza glutationowa i reduktaza glutationowa.

Glutation (GSH, y-glutamylocysteinyloglicyna) jest powszechnie wystepujagcym w
komdrkach zwierzecych tiolowym tripeptydem, zwierajagcym czgsteczke cysteiny, ktéra z
jednej strony faczy sie z glicyng, a z drugiej z glutaminianem. Aktywnos¢ biologiczna
glutationu, wynika z obecnosci grupy sulfhydrylowej (-SH), ktéra uczestniczy w reakcjach
antyoksydacyjnych oraz detoksykacyjnych. Glutation moze wystepowaé zaréwno w formie
zredukowanej (GSH) i utlenionej (GSSG). W wiekszosci komérek GSH wystepuje w stezeniu
500 razy wyziszym niz GSSG. Formy te ulegajg wzajemnym cyklicznym przemianom
regulowanym przez peroksydaze glutationowg oraz reduktaze glutationowsa.
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GSH reaguje z nadtlenkiem wodoru i nadtlenkami organicznymi w procesie
katalizowanym przez peroksydaze glutationowgq:
peroksydaza glutationowa
H,0, + 2GSH » GSSG + 2H,0

Regeneracja zredukowanej formy glutationu zachodzi w obecnosci reduktazy
glutationowej zgodnie z réwnaniem reakcji:
reduktaza glutationowa
GSSG + NADPH + Ht ®»GSH + NADP*

Grupy tiolowe glutationu mogg reagowac z réznymi substancjami eletrofilowymi, np. z
ksenobiotykami. Obecny w watrobie GSH, przy udziale transferazy S-glutationowej,
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powoduje powstawanie S-koniugatow glutationu, ktére nastepnie moga by¢ usuwane sg na
zewnatrz komorek (detoksykacja). S-koniugaty glutationu lub produkty ich przemian sa
usuwane z krwiobiegu przez nerki i przeksztatcane w pochodne, a nastepnie wydalane z

organizmu.



Czes¢ doswiadczalna
I. Oznaczenie ilo$ciowe glutationu (GSH) metoda Ellmana

Zasada metody

Glutation stanowi prawie 97% niebiatkowych zwigzkéw tiolowych w komdrkach. Dlatego
oznaczajgc niebiatkowe grupy sulfhydrylowe, praktycznie oznaczamy ilosciowo glutation.
Spektrofotometryczna metoda oznaczenia niebiatkowych grup —SH opiera sie na metodzie
Ellmana, w ktorej kwas 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy) (DTNB) jest redukowany przez
zwigzki tiolowe z powstaniem barwnego kwasu 2-nitro-5-merkaptobenzoesowego,
wykazujgcego maksimum absorbancji, przy dtugosci faliA =412 nm.

HOOC s-s COOH HOOC SH
+2GSH —> 2 +2 GSSG
O,N

O,N

DTNB kwas 2-nitro-5merkaptobenzoesowy

Procedura

1. Przygotowanie krzywej kalibracyjnej. Seryjne rozcienczenia standardowego 1 mM
roztworu glutationu stuzg do przygotowania krzywej wzorcowe;.

Przygotuj proby w 8 probdowkach szklanych zgodnie z ponizszg tabelg. W 6 probdwkach
(proby 3-8) przygotuj rozcienczenia standardowego 1 mM roztworu glutationu, a w dwéch
probowkach (préby 1-2) przygotuj préby slepe.

Proba 1 mM standard GSH Bufor fosforanowy 0,2 M | 0,006 M DTNB
(ml) pH 8,2 (ml)
(ml)
1 (Slepa) 0 2,7
2 (Slepa) 0 2,7
3 0,03 2,67
4 0,06 2,64 0,3
5 0,09 2,61
6 0,12 2,58
7 0,15 2,55
8 0,225 2,475




2. Przygotowanie préb badanych.

Przygotuj w dwéch probdwkach (préby X1 i X2) préby badane wedtug ponizszej tabeli.
Uwaga: Roztwdr badany A stanowi czes¢ zestawu ¢wiczeniowego. Roztwdr badany B nalezy
przygotowac¢ samodzielnie poprzez dwukrotne rozciericzenie Roztworu badanego A za
pomocq buforu fosforanowego.

Préba | Roztwér | Objetos¢ roztworu Bufor fosforanowy 0,2 M 0,006 M DTNB
badany | badanego (A lub B) pH 8,2 (ml)
(ml) (ml)
X1 A
2 B 0,1 2,6 0,3

3. Dokonaj pomiaru absorbancji wszystkich przygotowanych préb (préby 3-8 oraz préby A i
B) w obecnosci préby slepej, przy dtugosci fali A=412 nm.

4. Oblicz stezenie GSH w prébach 3-8, a uzyskane wyniki umiesé w sprawozdaniu.

5. Zanotuj w sprawozdaniu wyniki pomiaru absorbancji poszczegélnych préb oraz réwnanie
sporzgdzonej krzywej kalibracyjne;.

6. Na podstawie odczytanej absorbancji i sporzgdzonej krzywej kalibracyjnej okresl stezenie
glutationu w badanych prébkach A i B, a wynik umie$¢ w sprawozdaniu.



Czes$¢ doswiadczalna

Il. Pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej substancji metoda redukcji rodnika DPPH

Zasada metody

W warunkach laboratoryjnych pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej substancji
mozna przeprowadzi¢ wykorzystujac zwigzki bedace wolnymi rodnikami takie jak np.
syntetyczny rodnik DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl). Zwigzek ten posiada niesparowany
elektron, ktéry znajduje sie na powtoce walencyjnej jednego z atomdéw azotu, ktére tworza

mostek azotowy.
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Roztwér DPPH w etanolu ma zabarwienie ciemnofioletowe i wykazuje maksimum
absorbancji przy dtugosci fali 517 nm. W wyniku reakcji z substancjg, ktéra wykazuje
zdolnos$¢ oddawania atomu wodoru, powstaje zredukowana forma DPPH, co prowadzi do
zmiany wyjsciowego zabarwienia roztworu. Obserwowany spadek absorbancji jest
proporcjonalny do zawartosci pozostajgcej w roztworze utlenionej formy DPPH.

Procedura
1. Przygotuj roztwory substancji badanych (1-3), ktére znajdujg sie w probdéwkach typu
eppendorf wedtug schematu przedstawionego w ponizszej tabeli.

Objetosé
Préba | Substancja badana Rozpuszczalnik rozpuszczalnika
(ml)
1 Kwas galusowy Woda destylowana 1
2 Kwas askorbinowy | Woda destylowana 1
3 a — tokoferol DMSO 1

2. 0,3 mM etanolowy roztwér DPPH oraz przygotowane roztwory nanies na ptytke 96-
dotkowg wedtug ponizszego schematu, pamietajagc o doktadnym wymieszaniu zawartosci
poszczegblnych dotkéw. Kazdg préobe wykonaj w trzykrotnym powtdrzeniu.

- w 15 dotkach (3 kolumny, 5 rzedow) umies¢ 95ul roztworu DPPH

- do kazdego dotka dodaj 5ul odpowiedniego roztworu:

| rzad: H;O



Il rzad: DMSO

Il rzad: kwas galusowy

IV rzad: kwas askorbinowy

V rzad: a-tokoferol

3. Ptytke zamknij i inkubuj w temperaturze pokojowej przez 1 godzine.

4. Po inkubacji odczytaj absorbancje roztwordw znajdujgcych sie w poszczegdlnych dotkach
ptytki przy dtugosci fali 517 nm.

5. Oblicz catkowitg zdolnos$¢ antyoksydacyjng badanych substancji do przeciwdziatania
reakcji utleniania korzystajgc z ponizszego wzoru:

% inhibicji = 100 (Ao — As) / Ao
gdzie:

Ao — absorbancja préby kontrolnej
As — absorbancja préby badanej



