Laboratorium 8

Badanie stresu oksydacyjnego jako efektu dzialania czynnikow toksycznych
Literatura zalecana:

Jakubowska A. 2016. Ocena toksycznosci wybranych cieczy jonowych. Rozprawa doktorska.
str. 28 — 31. Politechnika Slgska. Gliwice.

Zadanie 1. Badanie aktywnos$ci enzyméw antyoksydacyjnych: CAT, SOD i GST w
organizmach testowych (Daphnia magna i Lemna minor) poddanych dzialaniu
insektycydu ProAgro i herbicydu Roundup (glifosat)

Badanie prowadzi si¢ na organizmach testowych poddanych dzialaniu stg¢zen subletalnych

LC(IC)1o.

Badania na rozwielitkach (Daphnia magna)

Odczynniki, szklo laboratoryjne:

Insektycyd r-r wyjsciowy: 125 cm® w 2 dm® wody

Herbicyd r-r wyjsciowy: 40 cm® na 1 dm® wody

bufor 0,06 M sodowo-fosforanowy o pH 7,4

bufor 0,05 M weglanowy o pH 10,2

bufor 0,1 M potasowo-fosforanowy o pH 6,5

32,4 mM molibdenian (V1) amonu (NH4)sM07054

65 mM H,0, w 0,06 M buforze sodowo-fosforanowym o pH 7,4
adrenalina

40 mM 1-chloro-2, 4-dinitrobenzen (CDNB) w 99% alkoholu etylowym
Glutation GSH

naczynka (np. mate zlewki, krystalizatorki lub szalki), probowki, pipety automatyczne,
wirowka

Wykonanie:

1. Wyselekcjonowac osobniki 4-5 dniowe.

2. Przygotowac roztwory badanej substancji w napowietrzanej wodzie wodociggowej w
stezeniach: LCyg4 | LC1g/48 1 wla je do matych naczyniek (kazde stezenie do 4 naczyniek
— 4 powtdrzenia (3 do badan poszczegodlnych enzyméw antyoksydacyjnych i 1 do badania
poziomu wolnych rodnikow — zadanie pozniejsze).

3. Przygotowac tez 4 proby kontrolne z wody uzytej do wykonania rozcienczen.

4. Do wszystkich naczyniek wprowadzi¢ po 25 rozwielitek i poddac je ekspozycji przez
odpowiednio: 24 (dla LCyg24) 1 48 godzin (dla LC1/4s).



5. Po zakonczeniu ekspozycji wykonaé ekstrakty enzymatyczne (homogenaty) z osobnikoéw
testowych, ktore przezyty. Homogenaty przygotowac osobno dla kazdego powtorzenia i w
odpowiednim buforze dla kazdej badanej aktywnos$ci enzymatycznej:

e do oznaczania katalazy (CAT) — bufor 0,06 M sodowo-fosforanowy o pH 7,4

e do oznaczania dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) — bufor 0,05 M weglanowy o pH
10,2

e do oznaczania S-transferazy glutationowej (GST) - bufor 0,1 M potasowo-
fosforanowy o pH 6,5.

6. Osobniki homogenizowa¢ w 1 cm® schtodzonego buforu.

7. Uzyskane homogenaty odwirowa¢ przez 20 min., przy 4000 rpm, w temp. 4°C.
Otrzymane supernatanty wykorzysta¢ do oznaczania aktywnosci enzymatycznych.

8. Przed przystgpieniem do oznaczania aktywnos$ci enzymdéw wykonac¢ pomiar ilosci biatka

w uzyskanych supernatantach.

Pomiar zawartos$ci biatka w supernatantach metoda Bradforda

Metoda polega na zdolnosci taczenia si¢ biatka z barwnikiem Coomasie Brilliant Blue G-250
(CBB) i tworzenia z nim niebieskiego kompleksu. Intensywno$¢ zabarwienia tego kompleksu
jest wprost proporcjonalna do ilo$ci biatka. Zawartos¢ biatka w badanej probie okresla si¢
ostatecznie korzystajac z krzywej kalibracyjnej wyznaczonej na podstawie reakcji barwnika
ze znanymi ilo§ciami biatka wzorcowego (albuminy wolowej).

Odczynniki:
etanol

85% H3PO,4 — kwas ortofosforowy

W?zorcowa albumina wotowa (BSA)

odczynnik Bradford: 100mg CBB rozpusci¢ w 50 cm?® etanolu, dopethi¢ woda do 600 cm®.
Dodaé 100 cm® 85% H3POj4 1 cato$¢ dopetni¢ do 1000 cm3,

probowki Eppendorfa, pipety

Wykonanie:

1. W matych probdéwkach przygotowac r-y o objetosci 1 cm®:

e r-y BSA do wyznaczenia krzywej wzorcowej (kalibracyjnej): 00; 25; 50; 100; 125;
200; 250; 375; 500 ng/cm®
e Dbadane supernatanty (ewentualnie ich rozcienczenia)
2. Do probowki Eppendorfa przenies¢ pipeta po 100 pl przygotowanych probek i dodaé po 1

cm?® odczynnika Bradford. Wymiesza¢ i pozostawi¢ na 5 min. w temp. pokojowe;.



3. Zmierzy¢ absorpcje wszystkich roztworéw w spektrofotometrze przy dlugosci fali A = 595
nm.

4. Sporzadzi¢ krzywa wzorcowa (zalezno$¢ absorbancji od stezenia biatka wzorcowego
BSA) i na jej podstawie okresli¢ zawarto$¢ biatka w supernatantach. Uzyskane wartosci

beda uzyte do okreslania aktywnos$ci badanych enzymow.

Pomiar aktywnosci katalazowej (CAT)

Metoda polega na laczeniu si¢ H,O, nie roztozonego przez katalaze, z molibdenianem (V1)

amonu (NH4)sM0;024 , w barwny kompleks, ktory mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie.

1. Do proboéwki wprowadzi¢ 200 pl uzyskanego wczesniej ekstraktu enzymatycznego i 1
cm?® $wiezo przygotowanego substratu reakcji (65 mM H,O, w 0,06 M buforze sodowo-
fosforanowym o pH 7,4).

2. Mieszaning reakcyjng inkubowac¢ przez 1 min. w tazni wodnej o temp. 37°C.

3. Zatrzymaé reakcje dodajac 1 cm® 32,4 mM molibdenianu (V1) amonu (NH4)sMo7O2s,

4. Zmierzy¢ absorbancje¢ proby przy dtugosci fali A = 405 nm wzgledem proby Slepej, w
ktorej zamiast ekstraktu enzymatycznego zastosowaé 200 ul 0,06 M buforu sodowo-

fosforanowym o pH 7,4. Aktywno$¢ CAT wyrazi¢ w jednostce [uM Ho02/Min/MQpiaika)-

Pomiar aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Metoda wykorzystuje samoczynne zachodzenie reakcji utlenianiu adrenaliny do adenochromu
w pH 10,2. Produktem tej reakcji jest anion ponadtlenkowy unieczynniany przez SOD. Miarg
aktywnosci tego enzymu jest wigc szybko$¢ hamowania utleniania adrenaliny.

1. Do probowki (kuwety) wprowadzi¢ 2,8 cm® buforu weglanowego o pH 10.2, 100 ul
ekstraktu enzymatycznego oraz 100 ul adrenaliny.

2. Prowadzi¢ pomiar absorbancji proby co minutg, przez 4 minuty, przy A = 480 nm pod
wzgledem proby Slepej zawierajacej 2,9 cm?® buforu 0,05 M weglanowego o pH 10,2 oraz
100 pl adrenaliny.

3. Aktywnos$¢ SOD wyrazi¢ w jednostce [JA/min/ mgpiana]. Jedna JA (jednostka aktywnosci)
oznacza ilo§¢ enzymu powodujaca inhibicje autooksydacji adrenaliny o 50% w czasie 1

min. w poréwnaniu z probg kontrolng.



Pomiar aktywnosci S-transferazy glutationowej (GST)

GST katalizuje reakcje utleniania zredukowanej formy glutationu (GSH) w reakcji z nukleo- i
elektrofilowymi zwigzkami. Jako substrat reakcji stosowany jest 1-chloro-2, 4-dinitrobenzen
(CDNB). Produktem reakcji jest barwny kompleks 2,4-dinitrofenylo-S-glutation.

1. Do probowki (kuwety) wprowadzi¢ 600 ul 0,1 M buforu potasowo-fosforanowego o pH
6.5, 200 pl ekstraktu enzymatycznego oraz 100 pl 10 mM GSH.

2. Bezposrednio przed pomiarem doda¢ 100 pul 40 mM r-u CDNB w 99% alkoholu
etylowym i mierzy¢ absorbancje co 1 minute przez 5 minut, przy A =340 nm wzgledem
proby slepej zawierajgcej 800 ul 0,1 M buforu potasowo-fosforanowego o pH 6.5, 100 ul
10 mM GSH oraz100 pl 40 mM r-u CDNB.

3. Aktywnos$¢ enzymu obliczy¢ za pomoca roOwnania:

A=AA-Vi/k-t-b
gdzie:
AA — zmiana absorbancji probki,
Vi — objetos¢ koncowa mieszaniny reakcyjnej [ml]
k — wspotczynnik ekstynkcji rowny 9,6 [mM/cm]
t — czas pomiaru [min]
b — stezenie biatka w mieszaninie reakcyjnej

4. Aktywnos¢ GST wyrazi¢ jako [uM CDNB/min/mgp;aika]

Badania na rzesie drobnej (Lemna minor)

Odczynniki, szklo laboratoryjne:
Pozywka 20 x AAP
Szalki Petriego

Wykonanie:

1. Wyselekcjonowac rosliny z dwoma ,,listkami”.

2. Przygotowaé roztwor badanej substancji w pozywce 20 x AAP na bazie napowietrzanej
wody wodociggowej w stezeniu 1Cyo/74 1 rozlaé go do 4 szalek Petriego (3 szalki do badan
poszczegolnych enzymow antyoksydacyjnych i 1 do badania poziomu wolnych rodnikow
— zadanie nastepne).

3. Przygotowac tez 4 proby kontrolne z pozywki uzyta do wykonania rozcienczen.

4. Do wszystkich naczyniek wprowadzi¢ po 15 roslin i eksponowac je przez tydzien w temp.

22 +/- 1°C i w warunkach naéwietlenia 16h : 8h $wiatto/ciemnoéé



5. Po zakonczeniu ekspozycji wykona¢ ekstrakty enzymatyczne (homogenaty) z osobnikow
testowych. Homogenaty przygotowaé osobno dla kazdego powtorzenia i w odpowiednim
buforze dla kazdej badanej aktywno$ci enzymatycznej:

e do oznaczania katalazy (CAT) — bufor 0,06 M sodowo-fosforanowy o pH 7,4

e do oznaczania dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) — bufor 0,05 M weglanowy o pH
10,2

e do oznaczania S-transferazy glutationowej (GST) — bufor 0,1 M potasowo-
fosforanowy o pH 6,5.

6. Osobniki homogenizowa¢ w 1 cm® schtodzonego buforu.

7. Uzyskane homogenaty odwirowac przez 20 min., przy 4000 rpm, w temp. 4°C.
Otrzymane supernatanty wykorzysta¢ do oznaczania aktywnosci enzymatycznych.

8. Pomiary aktywno$ci enzymatycznych wykona¢ tak jak w przypadku rozwielitek (patrz

wyzej).

Zadanie 2. Badanie poziomu wolnych rodnikéw (ROS) w organizmach testowych
(Daphnia magna i Lemna minor) poddanych dzialaniu insektycydu ProAgro i herbicydu

Roundup

Metoda wykorzystuje reakcj¢ hydrolizy dioctanu 2°,-7° — dichlorofluoresceiny (DCHF-DA),
ktéra przeprowadzaja esterazy obecne w komorkach. Esterazy odlaczaja od DCHF-DA czgsé
octanowg uwalniajac produkt, ktory jest utleniany przez wolne rodniki (ROS) do zwigzku
wykazujacego fluorescencje (2°,-7° — dichlorofluoresceina). Pomiar wielkosci fluorescencji
jest miarg poziomu wolnych rodnikow wytworzonych przez badany zwiazek toksyczny.

Odczynniki, szklo laboratoryjne:

Bufor PBS:

W 800 cm?® wody destylowanej rozpuscié:
8 g NaCl

0,2 g KCI

1,44 g Na2HPO4

0,24 g KH2PO4

Po dodaniu sktadnikow nalezy dostosowa¢ pH do 7,4 za pomocg HCI lub NaOH. Uzupetni¢
wodg destylowang do objetosci 1 litra, a nastepnie wysterylizowac przez autoklawowanie.

Bufor pH 7,4: 0,01 M Tris-HCI; 0,1 mM EDTA-2 Na; 0,01 M sacharoza; 0,8 % NaCl, dioctan
2°,-7" — dichlorofluoresceiny (DCHF-DA) (5 pg/cm® DMSO) homogenizator, wiréwka,
pipety automatyczne, czarne ptytki 96-dotkowe



Wykonanie:

1. Po zakonczeniu ekspozycji (jak w zadaniach wyzej — czwarte powtorzenie) wykonaé
ekstrakty enzymatyczne (homogenaty) z osobnikéw testowych 1 kontrolnych.
Homogenaty przygotowaé¢ po dwukrotnym przeptukaniu organizméw testowych
schtodzonym buforem PBS. Homogenizacj¢ przeprowadzi¢ w zimnym buforze o pH 7.,4.
Homogenaty wirowa¢ w temp. 4°C przez 30 min., przy 12 000 rcf. Badanie ROS
wykona¢ na uzyskanych supernatantach.

2. Do dotkéw plytki 96-dotkowej wprowadzac po:

e 20 ul supernatantu,
e 100 pul PBS,
e 10 ul DCHF-DA w stezeniu 5 ug/cm3 w DMSO.

3. Ptytki zakry¢ czarnymi wieczkami i inkubowa¢ 30 min. w temp. 27°C.

4. Zmierzy¢ fluorescencj¢ za pomocg czytnika mikroplytek z uzyciem filtrow ekscytacji,
przy dhugosci fali A =485 / 535 nm odpowiednio. Poréwnac wartos$ci fluorescencji proby

badanej 1 kontrolnej, i wyciagnaé wnioski.



