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ΚΑΘΗΓΗΤΗΣ Δ. ΚΟΥΡΕΤΑΣ

ΛΕΚΤΟΡΑΣ Δ. ΣΤΑΓΚΟΣ
1η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ

ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟ ΡΙΖΕΣ ΥΔΡΟΞΥΛΙΟΥ (OH•) ΠΡΟΚΛΗΣΗ ΜΟΝΟΚΛΩΝΩΝ ΘΡΑΥΣΜΑΤΩΝ ΣΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟ DNA
ΓΕΝΙΚΑ

Πλασμιδιακό DNA και διαμορφώσεις
     Το πλασμιδιακό DNA, είναι ένα κυκλικό δίκλωνο μόριο DNA το οποίο βρίσκεται κυρίως σε βακτήρια και έχει την ικανότητα να αυτοδιπλασιάζεται από μόνο του. Τα βακτήρια μπορεί να έχουν ένα ή περισσότερα αντίγραφα από πλασμιδιακό DNA τα οποία τα βοηθούν να επιβιώνουν σε αντίξοες συνθήκες, γιατί φέρουν συνήθως γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά. Ακόμη με την βοήθεια των πλασμιδίων να μεταφέρονται από βακτήριο σε βακτήριο, δίνεται η δυνατότητα να μεταφέρονται πληροφορίες οι οποίες συμβάλλουν στην επιβίωσή τους.  
   Όταν το πλασμιδιακό DNA τρέχει σε ένα gel ηλεκτροφόρησης εμφανίζεται κυρίως σε τρεις διαμορφώσεις. 

1. Την υπερελικωμένη διαμόρφωση (Supercoiled conformation) στην οποία το πλασμίδιο είναι άθικτο (χωρίς σπασίματα) και αποτελεί την πιο συμπαγή του μορφή.

2. Την ανοιχτή κυκλική (Open circular, relaxed conformation), στην οποία μεταβαίνει όταν προκαλούνται μονόκλωνα σπασίματα. Οι υπερελικώσεις δεν υπάρχουν και αυτό συμβαίνει είτε από ενζυμικούς είτε από άλλους παράγοντες (πχ. ελεύθερες ρίζες) που έχουν την ικανότητα να προκαλούν σπασίματα στο DNA.

3. Την γραμμική διαμόρφωση  (Linear conformation) στην οποία μεταβαίνει όταν φέρει δίκλωνα σπασίματα.
Οι διαμορφώσεις αυτές τρέχουν με διαφορετική ταχύτητα σε ένα gel ηλεκτροφόρησης. Όσο πιο μικρή σε μέγεθος είναι η διαμόρφωση τόσο πιο γρήγορα διαπερνά τους πόρους της αγαρόζης. Επομένως το υπερελικωμένο τρέχει πρώτο, δεύτερο το γραμμικό και τρίτο το ανοιχτό κυκλικό.
    1       2        3       4        5       6       7       8
[image: image1.emf]1: control
2: Plasmid + οξειδωτικός παράγοντας

3-7: Plasmid + αντιοξειδωτικός παράγοντας

8: Αντιοξειδωτικός παράγοντας 
Ρίζες υδροξυλίου (ΟΗ•) και παραγωγή τους από φωτόλυση του υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2)
     Η ρίζα του υπεροξειδίου του υδρογόνου H2O2 παρουσία UV ακτινοβολίας διασπάται και δίνει ρίζες ΟΗ• οι οποίες είναι πολύ δραστικές προσβάλλοντας τόσο το DNA προκαλώντας σπασίματα, όσο και τις πρωτεΐνες και τα λιπίδια.   
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

Διαλύματα

EDTA 0.5M pH = 8.0
H2O        EDTA                                  Προσθήκη NaOH μέχρι pH = 8.0

 1lt          186.1gr                                     
~ 20gr NaOH

 500ml     93.05gr
~ 10gr NaOH

 250ml     46.53gr
~ 5gr   NaOH

Αποστείρωση και διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου. 
TBE 5x


Tris
Boric acid
EDTA 0.5M


1000ml
54gr
27.5gr
20ml


500ml
27gr
13.75gr
10ml


200ml
10.8gr
5.5gr
4ml


Διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου.
ΤΒΕ 1x 
1/5 αραίωση διαλύματος ΤΒΕ 5x. Διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου.
Tris-HCl EDTA [50mM Tris-HCl 5mM EDTA (5x)]
Tris-HCl  1000mM
500ml                400ml H2O + 60.5gr Tris

250ml                120ml H2O + 15.12gr Tris          

Προσθήκη HCl μέχρι pH = 8. Αποστείρωση και διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου. 

H2O2 40mM
20μl stock 30% + 860μl H2O (φωτοευαίσθητο)

Προετοιμασία του διαλύματος πριν από την πραγματοποίηση της αντίδρασης. Το stock Η2Ο2 είναι φωτοευαίσθητο, διατηρείται στον πάγο.   

Loading buffer 
10ml        25mg Bromophenol Blue

                4gr sucrose or 30% glycerol
Διατήρηση -20οC για μεγάλο χρονικό διάστημα  
Ethidium Bromide 10mg/ml
10 ml              100mg Eth. Br.

Το διάλυμα είναι φωτοευαίσθητο, διατήρηση για μεγάλο χρονικό διάστημα

Διαδικασία
· Προετοιμασία 0,8% gel αγαρόζης σε TBE 1x
· Προετοιμασία διαλυμάτων αντίδρασης

-Προσθήκη αντιδραστηρίων. Τα συστατικά της αντίδρασης (10μl) είναι τα εξής:

10mM Tris-HCl – 1mM EDTA buffer (pH=8.0)

DNA Bluescript plasmid 3,2μg 

H2O2 40mM
Εξεταζόμενη ουσία ή εκχύλισμα σε διάφορες συγκεντρώσεις.
Η αντίδραση πραγματοποιείται με την  προσθήκη των υλικών με την σειρά που βρίσκονται στον Πίνακα 1.

Πίνακας 1

Tris-HCl EDTA
H2O
extract-polyphenol
DNA plasmid
H2O2
UV

Control
2μl
6μl
-

2μl

-
(-)

H2O2+UV
2μl
4μl
-

2μl


2μl
(+)
Για κάθε εξεταζόμενη ουσία ή εκχύλισμα χρησιμοποιείται ένα αρνητικό control (3,2μg πλασμίδιο), ένα θετικό control (3,2μg πλασμίδιο + 40mM H2O2-UV) και ένα control της εξεταζόμενης ουσίας στην μεγαλύτερη συγκέντρωση.

· Προσθήκη των διαλυμάτων με την σειρά του πίνακα

· Ανάδευση (spin-vortex-spin)
· Τοποθέτηση κάτω από λάμπα UV (300W Osram) σε απόσταση 52cm για 3 λεπτά ακριβώς 

· Προσθήκη 3μl loading buffer
· Ανάδευση (spin-vortex-spin)
· Ηλεκτροφόρηση 70V για 1h περίπου σε gel αγαρόζης 0,8% 
· Χρώση με Βρωμιούχο Αιθίδιο (0,5μg/ml) για 30 λεπτά

· Πλύση με Η2Ο για 30 λεπτά
· Φωτογραφία 

· Ποσοτικοποίηση   

ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟ ΡΙΖΕΣ ΠΕΡΟΞΥΛΙΟΥ (ROO•) ΠΡΟΚΛΗΣΗ ΜΟΝΟΚΛΩΝΩΝ ΘΡΑΥΣΜΑΤΩΝ ΣΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟ DNA
Διαλύματα

EDTA 0.5M pH = 8.0

H2O        EDTA                                  Προσθήκη NaOH μέχρι pH = 8.0

 1lt          186.1gr                                     
~ 20gr NaOH

 500ml     93.05gr
~ 10gr NaOH

 250ml     46.53gr
~ 5gr   NaOH
Αποστείρωση και διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου. 
TBE 5x


Tris
Boric acid
EDTA 0.5M


1000ml
54gr
27.5gr
20ml


500ml
27gr
13.75gr
10ml


200ml
10.8gr
5.5gr
4ml


Διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου.
ΤΒΕ 1x 
1/5 αραίωση διαλύματος ΤΒΕ 5x. Διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου.
PBS pH=7,4


1000ml
500ml

NaCl 137mM
8gr
4gr

KCl 2,7mM
0,2gr
0,1gr

Na2HPO4 8,1mM
1,44gr
0,72gr

KH2PO4 1,5mM
0,2gr
0,1gr
Αποστείρωση και διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου
AAPH 100mM
15,5mg + 500μl PBS 
Προετοιμασία του διαλύματος πριν από την πραγματοποίηση της αντίδρασης, διατηρείται στον πάγο.   

Loading buffer 
10ml        25mg Bromophenol Blue
                4gr sucrose or 30% glycerol
Διατήρηση -20οC για μεγάλο χρονικό διάστημα  
Ethidium Bromide 10mg/ml
10 ml              100mg Eth. Br.

Διάλυμα φωτοευαίσθητο, διατήρηση για μεγάλο χρονικό διάστημα

Διαδικασία
· Προετοιμασία 0,8% gel αγαρόζης σε TBE 1x
· Προετοιμασία διαλυμάτων αντίδρασης

Τα συστατικά της αντίδρασης (10μl) είναι τα εξής:

PBS
DNA Bluescript plasmid 3,2μg 

AAPH 2,5mM

Η αντίδραση πραγματοποιείται με την  προσθήκη των υλικών με την σειρά που βρίσκονται στον Πίνακα 1.

Πίνακας 1

 
PBS
extract - polyphenol
DNA plasmid
AAPH

Control
8μl
-
2μl
-

AAPH 2.5mM 
4μl
-
2μl
4μl

Για κάθε εξεταζόμενη ουσία ή εκχύλισμα χρησιμοποιείται ένα αρνητικό control (3,2μg πλασμίδιο), ένα θετικό control (3,2μg πλασμίδιο + 40mM H2O2-UV) και ένα control της εξεταζόμενης ουσίας στην μεγαλύτερη συγκέντρωση.

· Προσθήκη των διαλυμάτων με την σειρά του πίνακα

· Ανάδευση (spin-vortex-spin)
· Επώαση στους 37οC για 45 λεπτά

· Προσθήκη 3μl loading buffer
· Ανάδευση (spin-vortex-spin)
· Ηλεκτροφόρηση 70V για 1h περίπου σε gel αγαρόζης 0,8% 
· Χρώση με Βρωμιούχο Αιθίδιο (0,5μg/ml) για 30 λεπτά

· Πλύση με Η2Ο για 30 λεπτά
· Φωτογραφία 

· Ποσοτικοποίηση   
2η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ

ΤΟ ΤΕΣΤ ΤΟΥ AMES
Το τεστ του Ames, το οποίο αναπτύχθηκε από τον Ames και τους συνεργάτες του, είναι μία μέθοδος μικρής διάρκειας (short-term), αξιόπιστη και ευαίσθητη που έχει ως σκοπό την ανίχνευση χημικών ουσιών που προκαλούν μεταλλάξεις στο γενετικό υλικό. Η μέθοδος στηρίζεται στη χρησιμοποίηση διαφόρων στελεχών Salmonella typhimurium τα οποία είναι εξαρτώμενα από το αμινοξύ ιστιδίνη, δηλαδή δεν μπορούν να αναπτυχθούν σε θρεπτικό υλικό που δεν περιέχει ιστιδίνη γιατί καθένα από αυτά τα στελέχη φέρει μεταλλάξεις σε διάφορα γονίδια του οπερονίου που κωδικοποιεί τη βιοσύνθεση της ιστιδίνης. Όταν τα στελέχη αυτά αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό που περιέχει ίχνη ιστιδίνης τότε είναι πιθανό να συμβούν επαναμεταλλάξεις, δηλαδή νέες μεταλλάξεις στα ήδη μεταλλαγμένα γονίδια της ιστιδίνης, οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα τα γονίδια να ανακτήσουν την αρχική τους λειτουργία. Μόνο τα κύτταρα στα οποία έχουν συμβεί επαναμεταλλάξεις μπορούν να αναπτυχθούν και να σχηματίσουν αποικίες. Για το λόγο αυτό η μέθοδος ανήκει στη κατηγορία των τεστ αντιστροφής (reversion tests). Ο αριθμός των επαναμεταλλαγμένων αποικιών που σχηματίζονται λόγω αυτόματων μεταλλάξεων είναι σταθερός για κάθε στέλεχος S. typhimurium. Όταν μία μεταλλαξιγόνος ουσία προστεθεί στο θρεπτικό υλικό θα προκαλέσει αύξηση του αριθμού των αποικιών σε σχέση με τις καλλιέργειες στις οποίες δεν έχει προστεθεί η συγκεκριμένη ουσία.

Υπάρχουν διάφορα στελέχη S. typhimurium, καθένα από τα οποία είναι ευαίσθητο στην πρόκληση μεταλλάξεων από διαφορετικές κατηγορίες χημικών ουσιών.  Στην πειραματική διαδικασία θα χρησιμοποιηθεί το στέλεχος ΤΑ102 το οποίο είναι ευαίσθητο σε μεταλλάξεις που προκαλούνται από δραστικές μορφές οξυγόνου. Η μετάλλαξη στο οπερόνιο της ιστιδίνης που υπάρχει σε αυτό το στέλεχος είναι η hisG428, η οποία είναι μία μετάλλαξη λήξης (ΤΑΑ) και μπορεί να αναστραφεί από όλες τις πιθανές μεταλλάξεις αντικατάστασης βάσης (μεταπτώσεις ή μεταστροφές). Η μετάλλαξη hisG428 βρίσκεται στο πλασμίδιο pAQ1 που περιέχεται σε πολλαπλά αντίγραφα στα κύτταρα ΤΑ102 με σκοπό να αυξηθούν οι πιθανές θέσεις ανάστροφων μεταλλάξεων. Επίσης το πλασμίδιο pAQ1 προσδίδει ανθεκτικότητα στην τετρακυκλίνη, χαρακτηριστικό που χρησιμοποιείται ως δείκτης για την ανίχνευση του. Το στέλεχος ΤΑ102, όπως και τα υπόλοιπα στελέχη S. typhimurium, φέρει χαρακτηριστικά που το καθιστούν πιο ευαίσθητο στη δράση χημικών μεταλλαξιγόνων. Συγκεκριμένα φέρει τη μετάλλαξη rfa που έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό ελλειμματικού λιποπολυσακχαριτικού στρώματος στο βακτηριακό κυτταρικό τοίχωμα με αποτέλεσμα να είναι διαπερατό σε χημικές ενώσεις μεγάλου μοριακού βάρους. Επίσης, περιέχει το πλασμίδιο pKM101 το οποίο αυξάνει τις προκαλούμενες από χημικές ενώσεις και υπεριώδη ακτινοβολία μεταλλάξεις μέσω ενίσχυσης του επιδιορθωτικού μηχανισμού βλαβών στο DNA που είναι επιρρεπής σε λάθη (error-prone recombinational repair pathway). Το πλασμίδιο αυτό προσδίδει ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη που χρησιμοποιείται ως δείκτης για την ανίχνευσή του.


Για να θεωρηθεί μια χημική ένωση ότι είναι μεταλλαξιγόνος σύμφωνα με το τεστ του Ames θα πρέπει να πληρούνται δύο βασικά κριτήρια:

1) Ο αριθμός των βακτηριακών αποικιών στις καλλιέργειες που έχει προστεθεί η χημική ένωση να είναι τουλάχιστον διπλάσιος σε κάποια από τις συγκεντρώσεις της, σε σύγκριση με τις καλλιέργειες μάρτυρες (δηλαδή αυτές στις οποίες προστίθενται μόνο βακτήρια).

2) Ο αριθμός των βακτηριακών αποικιών στις καλλιέργειες που έχει προστεθεί η χημική ένωση να αυξάνεται γραμμικά σε σχέση με τη συγκέντρωση της χημικής ένωσης.

Επίσης, το τεστ του Ames μπορεί να χρησιμοποιηθεί εκτός από την ανίχνευση μεταλλαξιγόνων ουσιών και για την ανίχνευση αντιμεταλλαξιγόνων ουσιών, δηλαδή ουσιών που προστατεύουν το DNA από βλάβες που προκαλούνται από χημικές ουσίες. Για το σκοπό αυτό, σε κάποιες καλλιέργειες προστίθεται μία μεταλλαξιγόνος ουσία ενώ σε άλλες καλλιέργειες προστίθεται η μεταλλαξιγόνος ουσία μαζί με την πιθανή αντιμεταλλαξιγόνο ουσία. Μείωση του αριθμού των επαναμεταλλαγμάτων στις δεύτερες καλλιέργειες σε σύγκριση με τις πρώτες είναι ένδειξη αντιμεταλλαξιγόνου δράσης της ουσίας. 

Μηχανισμός μεταλλαξιγόνου δράσης μπλεομυκίνης

Μια μεταλλαξιγόνος ουσία είναι η μπλεομυκίνη η οποία προκαλεί μεταλλάξεις μέσω παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου. Μπλεομυκίνη είναι η ονομασία μιας οικογένειας αντιβιοτικών γλυκοπεπτιδίων που παράγονται από το Streptomyces verticillus. Λόγω της μεταλλαξιγόνου δράσης της η μπλεομυκίνη μπορεί να θανατώνει καρκινικά κύτταρα και έτσι χρησιμοποιείται για τη θεραπεία διάφορων μορφών καρκίνου. Έχει προταθεί ότι η μπλεομυκίνη προκαλεί βλάβες στο DNA σύμφωνα με τις ακόλουθες αντιδράσεις:

DNA + BLM-Fe3+ → DNA-BLM-Fe3+  




DNA-BLM-Fe3+ + e¯ → DNA-BLM-Fe2+  




DNA-BLM-Fe2+ + O2 → DNA-BLM-Fe2+-O2 



DNA-BLM-Fe2+-O2 + e¯ + H+ → DNA-BLM-Fe3+-OOH


DNA-BLM-Fe3+-OOH → μεταλλαγμένο DNA  + BLM-Fe3+

Δηλαδή, η μπλεομυκίνη συνδέεται στο DNA και σχηματίζει σύμπλοκο με ιόντα τρισθενούς σιδήρου (Fe3+). Παρουσία ενός αναγωγικού παράγοντα, το σύμπλοκο ανάγεται και σχηματίζεται ένα νέο σύμπλοκο με μοριακό οξυγόνο. Μετά την αναγωγή του, το νέο σύμπλοκο ενεργοποιείται και παράγει ελεύθερες ρίζες, όπως O2●– και OH• οι οποίες προκαλούν μονόκλωνα και δίκλωνα σπασίματα στο DNA.
Τεστ του Ames- Πειραματικό πρωτόκολλο

Διάλυμα VB salt
	Η2Ο (ml)
	MgSO4 (gr)
	Κιτρικό οξύ (gr)
	K2HPO4 (gr)
	Sodium ammonium phosphate (gr)

	10
	0.1
	1
	5
	1.75


Διάλυμα γλυκόζης 10%
	Η2Ο (ml)
	Γλυκόζη (gr)

	20
	2


Διάλυμα Glucose minimal agar

	H2O (ml)
	Agar (gr)
	VB salt διάλυμα (ml)
	Διάλυμα γλυκόζης 10% (ml)

	186
	3
	4
	10


Διάλυμα top agar
	H2O (ml)
	Agar (gr)
	Χλωριούχο νάτριο (gr)
	Διάλυμα ιστιδίνης 0.5mΜ (ml)

	40
	0.24
	0.24
	4


Διάλυμα ιστιδίνης 0.5mM

	H2O (ml)
	Ιστιδίνη (mg)

	1000
	96


Θρεπτικό υλικό (Nutrient broth)

	H2O (ml)
	Nutrient broth (gr)
	

	30
	0.24
	


Πειραματική διαδικασία

· Overnight culture

Προσθέτουμε  τα στελέχη της Salmonella από τα frozen stock cultures στο θρεπτικό υλικό.  Σε θρεπτικό υλικό όγκου 30ml προσθέτουμε 200μl. Βάζουμε την καλλιέργεια στους 370 C. Φωτομετρούμε στα 540nm μέχρι  οπτική απορρόφηση να γίνει 0.1-0.2 (1-2Χ109 CFU/ml). 

· Τοποθετούμε 2ml top agar σε σωλήνες falcon. Ο αριθμός των σωλήνων ισούται με τον αριθμό των καλλιεργειών και το διατηρούμε στους 430-480 C σε υδατόλουτρο. 

· Προσθέτουμε σε κάθε σωλήνα 50 μl από το διάλυμα του μεταλλαξιγόνου.

· Προσθέτουμε 100μl από την overnight culture.
· Αναδεύουμε στο vortex σε χαμηλή ταχύτητα και επιστρώνουμε το top agar στα τριβλία με το GM agar. Περιστρέφουμε τα τριβλία ώστε το top agar να απλωθεί σε όλη την επιφάνεια. Η όλη διαδικασία πρέπει να γίνει γρήγορα για να μην καταστραφούν τα βακτήρια.

· Αφήνουμε το top agar να πήξει (2-3') και τοποθετούμε τα τριβλία ανεστραμμένα στους 370 C για 48 h. 

· Μετά την επώαση γίνεται η καταμέτρηση των επαναμεταλλαγμένων αποικιών σε κάθε τριβλίο.
3η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ

ΑΝΤΑΛΛΑΓΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΩΝ ΤΜΗΜΑΤΩΝ ΜΕΤΑΞΥ ΑΔΕΛΦΩΝ ΧΡΩΜΑΤΙΔΩΝ (SISTER CHROMATID EXCHANGES ή SCEs)

Οι χρωματιδιακές ανταλλαγές (Sister Chromatid Exchanges ή SCEs) περιγράφηκαν για πρώτη φορά, το 1958 από τον Taylor και τους συνεργάτες του. Οι χρωματιδιακές ανταλλαγές είναι η ανταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ απόλυτα ομόλογων θέσεων των δύο αδελφών χρωματίδων του χρωμοσώματος. Αποτελούν ένα φυσικό φαινόμενο άμεσα συνδεδεμένο με την αντιγραφή του DNA. Έτσι σε υγιή άτομα ο αριθμός των SCEs είναι 8-9 ανά κύτταρο. Η ανταλλαγή συμβαίνει κατά τη διάρκεια του διπλασιασμού του DNA στη φάση S του κυτταρικού κύκλου πριν οι χρωματίδες ξεχωρίσουν σε δύο αυτοτελή χρωμοσώματα. Προϋπόθεση για τη δημιουργία των SCEs είναι η ρήξη των αλυσίδων του DNA και η επανασύνδεσή τους.



Η παρατήρηση των SCEs γίνεται στα μεταφασικά χρωμοσώματα (που απομονώνονται συνήθως από λεμφοκύτταρα του αίματος) με τη χρήση οπτικού μικροσκοπίου. Για να μπορέσουν οι SCEs  να γίνουν ορατές στο οπτικό μικροσκόπιο πρέπει να χρωματιστούν διαφορετικά οι δύο αδελφές χρωματίδες. Αυτό γίνεται με την ενσωμάτωση στο DNA της 5-βρωμοδεοξυουριδίνης (BrdU) που είναι χημικό ανάλογο της θυμιδίνης. Μετά από μία μιτωτική κυτταρική διαίρεση, λόγω του ημισυντηρητικού αυτοδιπλασιασμού του DNA, κάθε χρωματίδα αποτελείται από μία μητρική αλυσίδα DNA και από μία θυγατρική στην οποία έχει ενσωματωθεί η BrdU. Μετά  από μία  δεύτερη μιτωτική  διαίρεση  η  μία χρωματίδα έχει ενσωματωμένη BrdU στη μία αλυσίδα γιατί χρησιμοποιεί σαν μητρική αλυσίδα αυτή που έχει θυμιδίνη. Eνώ η άλλη χρωματίδα έχει ενσωματωμένη BrdU και στις δύο αλυσίδες γιατί χρησιμοποιεί σαν μητρική αλυσίδα αυτή που έχει BrdU. H χρώση των χρωματίδων γίνεται με την τεχνική Fluorescence plus Giemsa (FPG), με την οποία συνδυάζονται διαδοχικά χρώση των παρασκευασμάτων με τη φθορίζουσα χρωστική Hoechst 33258, έκθεση των παρασκευασμάτων σε υπεριώδες φως ώστε να γίνει η φωτοχημική αντίδραση μεταξύ της BrdU και της Hoechst 33258 και στη συνέχεια χρώση με Giemsa (Perry και Wolff 1974). O συνδυασμός της BrdU με τη Hoechst 33258 παρεμποδίζει τη δράση της Giemsa. Συνεπώς, η Giemsa χρωματίζει σκούρα τη μία χρωματίδα που έχει ενσωματωμένη BrdU μόνο στη μία αλυσίδα ενώ η χρωματίδα που έχει BrdU και στις δύο αλυσίδες παραμένει ανοιχτόχρωμη.

Οι SCEs αποτελούν μία εξαιρετικά ευαίσθητη δοκιμασία για τη διαπίστωση των βλαβών που προκαλούν ουσίες στο DNA των κυττάρων στη διάρκεια της συνθετικής φάσης S του κυτταρικού κύκλου. Δηλαδή χρησιμοποιούνται ως κυτταρογενετικός δείκτης για την ανίχνευση μεταλλαξιγόνων και καρκινογόνων ουσιών αν και αυτές καθαυτές οι SCEs δεν είναι μεταλλάξεις. Η αύξηση της συχνότητας των SCEs προκαλείται κυρίως από μεταλλαξιγόνα που συνδέονται με  ομοιοπολικούς δεσμούς με τις βάσεις του DNA (DNA adducts) ή παρεμβαίνουν στο μηχανισμό διπλασιασμού του DNA παρεμποδίζοντας τη δράση των ενζύμων που επιδιορθώνουν τις βλάβες του DNA. Ενδεικτικά, αύξηση στη συχνότητα των SCEs προκαλείται από το κάπνισμα και τα φυτοφάρμακα. Η μέθοδος έχει μεγάλη ευαισθησία, δηλαδή υπάρχει μεγάλη πιθανότητα να επισημανθεί η καρκινογόνος δράση μιας ουσίας, ενώ έχει μικρότερη εξειδίκευση δηλαδή μπορεί μία μη καρκινογόνος ουσία να δώσει θετικό αποτέλεσμα. Επίσης, αύξηση στον αριθμό των SCEs παρατηρείται σε ασθενείς με κληρονομικά νοσήματα που σχετίζονται με γενωμική αστάθεια (π.χ. σύνδρομο του Bloom, μελαγχρωματική ξηροδερμία), γεγονός που δείχνει ότι στη δημιουργία των SCEs παίζουν ρόλο οι επιδιορθωτικοί μηχανισμοί των βλαβών του DNA. 
Γενικά, ο μοριακός μηχανισμός με τον οποίο προκαλείται αύξηση στον αριθμό των SCEs  δεν είναι εντελώς γνωστός. Πιστεύεται ότι δημιουργούνται κοντά ή ακριβώς στο σημείο της διχάλας διπλασιασμού. Έχουν προταθεί διάφορες υποθέσεις, όπως ότι οι SCEs μπορεί να προκύπτουν από μετατόπιση μίας αλυσίδας του DNA σε μία διχάλα διπλασιασμού που έχει ακινητοποιηθεί ή ότι η τοποϊσομεράση ΙΙ προκαλεί τη δημιουργία SCEs δημιουργώντας ταυτόχρονα σπασίματα και στις δύο αδελφές χρωματίδες κοντά στο σημείο της διχάλας διπλασιασμού με επακόλουθη επανασύνδεση. Επίσης, πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι ο ομόλογος ανασυνδυασμός (homologous recombination) ίσως είναι ένας από τους κυριότερους μηχανισμούς που προκαλούν SCEs. 
Εκτός από την ανίχνευση μεταλλαξιγόνων ουσιών, οι SCEs χρησιμοποιούνται για την εκτίμηση αντικαρκινικών χημειοθεραπευτικών σχημάτων σε μελέτες in vitro, in vivo και συνδυασμένα in vivo – in vitro. Επίσης, οι SCEs χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση αντιμεταλλαξιγόνων ουσιών. 
Δείκτης πολλαπλασιασμού των κυττάρων (PRI)



Η τεχνική με την οποία γίνεται καταμέτρηση των SCEs μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για τον υπολογισμό του δείκτη πολλαπλασιασμού των κυττάρων (Proliferation Rate Index ή PRI). Στην περίπτωση αυτή γίνεται καταμέτρηση 100 πυρήνων που μπορεί να βρίσκονται στην 1η (M1), στη 2η (M2) ή στην 3η και μετέπειτα κυτταρικές διαιρέσεις (M3). Το PRI υπολογίζεται από την εξίσωση:
PRI = (M1 + 2M2 + 3M3) / 100
Δηλαδή, το PRI είναι ο μέσος όρος του αριθμού των κυτταρικών διαιρέσεων της καλλιέργειας και με βάση αυτόν το δείκτη μπορεί να εκτιμηθεί η κυτταροστατική ή κυτταροτοξική δράση μιας ουσίας. Η ελάχιστη τιμή που μπορεί να πάρει το PRI είναι ίση με (1) που σημαίνει ότι υπάρχει μεγάλη κυτταροστατικότητα στην καλλιέργεια και τα κύτταρα δεν μπορούν να προχωρήσουν πέρα από την 1η κυτταρική διαίρεση. Ενώ η μέγιστη τιμή του είναι ίση με (3) που δείχνει ότι τα κύτταρα διαιρούνται με υψηλό ρυθμό.

Πειραματική διαδικασία
Καλλιέργειες λεμφοκυττάρων


Για τις καλλιέργειες των λεμφοκυττάρων γίνεται αιμοληψία με ηπαρινισμένη σύριγγα μιας χρήσεως κάτω από ασηπτικές συνθήκες. Οι επόμενοι χειρισμοί γίνονται σε θάλαμο ρεύματος αέρα συνεχούς ροής (Laminar air flow). 10 σταγόνες από το αίμα προστίθενται σε σωλήνες των 50ml που περιέχουν 5ml καλλιεργητικού υλικού RPMI-1640 εμπλουτισμένο με 15% ορό από έμβρυο μόσχου, 4mM L-γλουταμίνη, 100U/ml πενικιλλίνη, 100μg/ml στρεπτομυκίνη και 0,1ml φυτοαιμογλουτινίνη (PHA). Η PHA είναι μία μουκοπρωτεΐνη που δρα ως μιτογόνο διεγείροντας τον πολλαπλασιασμό των λεμφοκυττάρων. Στις καλλιέργειες προστίθεται και 5-βρωμοδεοξυουριδίνη (BrdU) σε τελική συγκέντρωση 10μg/ml. Οι καλλιέργειες τοποθετούνται σε επωαστικό κλίβανο στους 370C για 72 ώρες. 70 ώρες μετά την έναρξη της καλλιέργειας προστίθεται 50μl διαλύματος κολχικίνης σε τελική συγκέντρωση 0,5μg/ml και η επώαση συνεχίζεται για 2 ώρες ώστε τα κύτταρα να σταματήσουν στη φάση της μετάφασης. 
Απομόνωση χρωμοσωμάτων

Μετά τις 72 ώρες οι καλλιέργειες βγαίνουν από τον επωαστικό κλίβανο και ύστερα από ανάδευση μεταφέρονται σε σωλήνες φυγοκέντρησης των 15ml και φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά στις 1500 στροφές ανά λεπτό. Στη συνέχεια απορρίπτεται το υπερκείμενο και στο ίζημα προστίθεται σταγόνα-σταγόνα με ταυτόχρονη ανάδευση 5-7ml υποτονικού διαλύματος χλωριούχου καλίου (KCl) 0,075M και αφήνονται για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Το υποτονικό διάλυμα συμβάλλει στην καταστροφή των ερυθροκυττάρων ενώ παράλληλα προκαλεί διόγκωση των λεμφοκυττάρων και βοηθάει έτσι στην καλύτερη διασπορά των χρωμοσωμάτων μέσα στα λεμφοκύτταρα.  Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 1500 στροφές ανά λεπτό. Απορρίπτεται το υπερκείμενο και προστίθεται σταγόνα-σταγόνα με σύγχρονη ανάδευση 5-7ml διαλύματος μονιμοποίησης (διάλυμα Fix) που αποτελείται από μεθανόλη και οξικό οξύ σε αναλογία 3:1 αντίστοιχα. Με τη διαδικασία της μονιμοποίησης σκοτώνονται τα κύτταρα και απομακρύνονται οι πυρηνικές πρωτεΐνες, ενώ τα χρωμοσώματα διατηρούν τη μορφολογία τους. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 1500 στροφές ανά λεπτό και απορρίππτεται το υπερκείμενο. Το στάδιο της προσθήκης του διαλύματος Fix και της φυγοκέντρησης επαναλαμβάνεται τουλάχιστον άλλες δύο φορές ή μέχρι να γίνει ανοιχτόχρωμο το διάλυμα, γεγονός που δείχνει ότι έχουν απομακρυνθεί οι πρωτεΐνες και τα κυτταρικά υπολείμματα. Μετά την τελευταία φορά που προστίθεται διάλυμα Fix, δεν ακολουθεί φυγοκέντρηση αλλά τα παρασκευάσματα τοποθετούνται στους     -200C για τουλάχιστον 20 λεπτά. Στη συνέχεια τα παρασκευάσματα φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά στις 1500 στροφές ανά λεπτό, το υπερκείμενο απορρίπτεται έτσι ώστε να απομείνει ~0,5ml διαλύματος και το ίζημα εναιωρείται στο εναπομείνον διάλυμα με ανάδευση χρησιμοποιώντας πιπέττα Pasteur. 3-4 σταγόνες από το διάλυμα ενσταλλάζονται με πιπέττα Pasteur από ύψος τουλάχιστον ενός μέτρου σε αντικειμενοφόρες πλάκες (που διατηρούνται σε αιθανόλη στους +40C) οι οποίες στη συνέχεια αφήνονται να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου.  

Fluorescence plus Giemsa χρώση


Πάνω στις αντικειμενοφόρες πλάκες τοποθετείται για 12 λεπτά διάλυμα χρωστικής Hoechst 33258 συγκέντρωσης 100μg/ml. Απορρίπτεται η Hoechst, 2-3 σταγόνες διαλύματος McLIvaines pH 8,0 (παρασκευάζεται με ανάμιξη διαλύματος κιτρικού οξέος 0,1Μ και μονόξινου φωσφορικού νατρίου 0,25Μ σε αναλογία 15:85 αντίστοιχα) ενσταλλάζονται πάνω στις αντικειμενοφόρους πλάκες και ακολουθεί η τοποθέτηση καλυπτρίδων. Οι αντικειμενοφόρες πλάκες τοποθετούνται κάτω από λάμπα (Osram 300W) υπεριώδους φωτός για 1 ώρα και 15 λεπτά. Ακολούθως, αφαιρούνται οι καλυπτρίδες και οι αντικειμενοφόροι εμβαπτίζονται για 8 λεπτά σε διάλυμα χρωστικής Giemsa 3%v/v (3ml Giemsa προστίθενται σε 97ml ρυθμιστικού διαλύματος Sorensen pH 6,8). Μετά τη χρώση οι αντικειμενοφόρες ξεπλένονται με νερό βρύσης και αφήνονται να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου. Τα παρασκευάσματα παρατηρήθηκαν με οπτικό μικροσκόπιο Olympus BX41 σε μεγέθυνση Χ100 (καταδυτικός φακός σε λάδι μικροσκοπίου). 

Στατιστική ανάλυση και επεξεργασία αποτελεσμάτων 


Για να υπολογιστεί η συχνότητα των SCEs ανά πυρήνα (δηλαδή ανά 46 χρωμοσώματα) σε μία καλλιέργεια, μετρούνται οι SCEs σε 30 πυρήνες 2ης μιτωτικής διαίρεσης που περιέχουν τουλάχιστον 42 χρωμοσώματα και στη συνέχεια υπολογίζεται ο μέσος όρος και η τυπική απόκλιση. Στους πυρήνες που έχουν λιγότερα από 46 χρωμοσώματα, πολλαπλασιάζουμε τον ολικό αριθμό των ανταλλαγών επί 46 και διαιρούμε το γινόμενο με τον αριθμό των χρωμοσωμάτων. 
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Σχήμα 1. (Α) Πυρήνας 1ης μιτωτικής διαίρεσης. Οι χρωματίδες σε όλα τα χρωμοσώματα είναι σκουρόχρωμες. (Β) Πυρήνας 2ης μιτωτικής διαίρεσης. Σε όλα τα χρωμοσώματα η μία χρωματίδα είναι σκουρόχρωμη και η άλλη ανοιχτόχρωμη (εκτός από τα σημεία των χρωματιδιακών ανταλλαγών). (Γ) Πυρήνας 3ης και μετέπειτα κυτταρικής διαίρεσης. Υπάρχουν χρωμοσώματα όπου και οι δύο χρωματίδες είναι ανοιχτόχρωμες.  
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4η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ

Η 4η εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει 3 μεθόδους:
1) Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης μέσω της ικανότητας δέσμευσης της  ρίζας ABTS•+.

2) Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης μέσω της ικανότητας δέσμευσης της  ρίζας DPPH.

3) Ουσίες που αντιδρούν με το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBARS)  στο πλάσμα ανθρώπινου αίματος.
Οι δύο πρώτες μέθοδοι αφορούν τον προσδιορισμό της ικανότητας μιας χημικής ένωσης (ή ενός συνδυασμού χημικών ενώσεων) να εξουδετερώνει ελεύθερες ρίζες.

Η τρίτη μέθοδος  (TBARS) συγκαταλέγεται στις μεθόδους προσδιορισμού του οξειδωτικού στρες σε αίμα ανθρώπου. Στην 5η εργαστηριακή άσκηση θα παρουσιαστούν άλλες τρεις μέθοδοι με τις οποίες μπορούμε να εκτιμήσουμε το οξειδωτικό στρες στον ανθρώπινο οργανισμό. Συγκεκριμένα με τη μέθοδο TBARS μπορούμε να προσδιορίσουμε κυρίως τη λιπιδική υπεροξείδωση που μπορεί να προκαλείται από ελεύθερες ρίζες στον ανθρώπινο οργανισμό.
ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΜΕΣΩ ΤΗΣ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑΣ ΔΕΣΜΕΥΣΗΣ ΤΗΣ  ΡΙΖΑΣ ABTS•+
ABTS+ scaveging assay
     Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για την εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας, βασιζόμενη στην ικανότητα αλληλεπίδρασης των μορίων με την σταθερή ρίζα ABTS•+. Η ρίζα του ABTS•+ παράγεται από την οξείδωση του 2,2΄-Azino-bis-(3-ethyl-benzthiazoline-sulphonic acid) (ABTS) μέσω δράσης περοξειδάσης (HRP) παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2). Για την εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης μιας ουσίας πρέπει πρώτα να προηγηθεί ο σχηματισμός της ρίζας (Εικόνα 1) και στην συνέχεια να ακολουθήσει η επώαση με την προς εξέταση ουσία. Η ρίζα του ABTS•+ είναι μια ουσία η οποία φέρει πράσινο χρώμα και απορροφά στα 730 nm. Όταν στο διάλυμα προστεθεί μια ουσία με αντιοξειδωτική δράση τότε η ρίζα του ABTS•+ ανάγεται με την προσθήκη ενός ατόμου υδρογόνου, με αποτέλεσμα η οπτική απορρόφηση στα 730 nm να ελαττώνεται (Εικόνα 2).  
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Εικόνα  1: Παραγωγή της ρίζας του ABTS•- μέσω της δράσης περοξειδάσης παρουσία H2O2
[image: image13.wmf]·
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Εικόνα 2: Μηχανισμός αλληλεπίδρασης αντιοξειδωτική ουσίας με την ρίζα του ABTS•+
Διαλύματα

ABTS (1 mM τελική συγκέντρωση)
ABTS MW: 548.68
Για τελική συγκέντρωση ABTS 1 mM σε τελικό όγκο αντίδρασης 1 mL (500 μL) φτιάχνουμε διάλυμα 2 mM. Για 10 mL διαλύματος ζυγίζουμε 10.97 mg ABTS και το διαλύουμε στο Η2Ο. Το διάλυμα προετοιμάζεται την ημέρα του πειράματος είναι φωτοευαίσθητο και διατηρείται στον πάγο.
H2O2 (30 μΜ τελική συγκέντρωση)

Για τελική συγκέντρωση Η2Ο2 30 μΜ σε τελικό όγκο αντίδρασης 1 mL (50 μL) φτιάχνουμε διάλυμα 600 μΜ. Από το stock διάλυμα Η2Ο2 30% 8.8 Μ αραιώνουμε με Η2Ο ώστε να φτιάξουμε το διάλυμα των 600 μΜ. Το διάλυμα προετοιμάζεται την ημέρα του πειράματος είναι φωτοευαίσθητο και διατηρείται στον πάγο. 
HRP (0,1 mg/ml)

Για τελική συγκέντρωση HRP 5 μg/ml σε τελικό όγκο αντίδρασης 1 mL (50 μL) φτιάχνουμε διάλυμα HRP 0,1 μg/ml σε Η2Ο. Το διάλυμα προετοιμάζεται την ημέρα του πειράματος είναι φωτοευαίσθητο και διατηρείται στον πάγο.

Αραιώσεις εξεταζόμενου εκχυλίσματος/ουσίας από το αντίστοιχο αρχικό διάλυμα 
Πειραματικό πρωτόκολλο

    
Για την μελέτη της αντιοξειδωτικής ικανότητας διαφόρων συγκεντρώσεων μιας εξεταζόμενης ουσίας, η αντίδραση πραγματοποιείται σε πλαστικά eppendorf 1.5 ml, σε όγκο 1 ml στο οποίο εμπεριέχονται ABTS 1 mM, H2O2 30 μΜ και HRP 50 μg/ml. Τα διαλύματα προστίθενται με την σειρά που παρουσιάζονται στον πίνακα 1. Τα διαλύματα αναδεύονται και επωάζονται στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου για 45 min. Στην συνέχεια ακολουθεί η προσθήκη της εξεταζόμενης ουσίας σε διάφορες συγκεντρώσεις όπως φαίνεται στον πίνακα. Ακολουθεί ανάδευση και μέτρηση της απορρόφησης στα 730 nm.
 Πίνακας σειράς προσθήκης διαλυμάτων:
	
	Blank
	Control
	Vitamin C 40 μΜ
	Vitamin C 10 μΜ
	Vitamin C 5 μΜ
	Vitamin C 2,5 μΜ

	Η2Ο
	450 μL
	400 μL
	400 μL
	400 μL
	400 μL
	400 μL

	ABTS
	500 μL
	500 μL
	500 μL
	500 μL
	500 μL
	500 μL

	H2O2
	50 μL
	50 μL
	50 μL
	50 μL
	50 μL
	50 μL

	HRP
	-
	50 μL
	50 μL
	50 μL
	50 μL
	50 μL

	Vτελ
	1 mL
	1 mL
	1 mL
	1 mL
	1 mL
	1 mL

	Vitamin C
	-
	-
	25 μL
	6 μL
	3 μL
	1,5 μL


Επειδή υπάρχει πιθανότητα η εξεταζόμενη ουσία να απορροφά στα 730 nm, μετράται η απορρόφηση της κάθε εξεταζόμενης συγκέντρωσης χωρίς την παρουσία του ενζύμου.
      Υπολογισμοί
Η αντιοξειδωτική ικανότητα υπολογίζεται ως εξής:
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Όπου RSC (radical scavenging capacity), και απορρόφηση control είναι η απορρόφηση της που έχει η ελεύθερη ρίζα από μόνη της.
ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΜΕΣΩ ΤΗΣ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑΣ ΔΕΣΜΕΥΣΗΣ ΤΗΣ  ΡΙΖΑΣ DPPH


Η μέθοδος, που αποτελεί μία παραλλαγή της μεθόδου που περιγράφηκε από τον Brand-Williams και τους συνεργάτες του (1995), στηρίζεται στην απορρόφηση της ρίζας 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο (DPPH) (Σχήμα 1). To διάλυμα αυτής της ρίζας, το οποίο έχει μπλε χρώμα, μετράται φασματοφωτομετρικά στα 517nm. Όταν στο διάλυμα προστεθεί μία ουσία με αντιοξειδωτική δράση τότε η ρίζα DPPH ανάγεται με πρόσληψη ενός ατόμου υδρογόνου (ή ενός e-) και μετατρέπεται σε 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνη (Σχήμα 1), η οποία έχει κίτρινο χρώμα, με αποτέλεσμα να ελαττώνεται η οπτική απορρόφηση.  
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Σχήμα 1 (Α) Χημική δομή της ρίζας 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλ (DPPH•). (B) Χημική δομή της 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνης.
Πειραματική διαδικασία


Σε 950μl μεθανόλης ή διαλύματος των εξεταζόμενων ουσιών προστίθενται 50μl διαλύματος DPPH έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση της ρίζας να είναι 100μΜ. Τα δείγματα που περιέχουν μόνο μεθανόλη και DPPH αποτελούν τους θετικούς μάρτυρες. Ενώ δείγματα που περιέχουν μόνο μεθανόλη χρησιμοποιούνται για το μηδενισμό του φασματοφωτομέτρου. Στη συνέχεια τα δείγματα επωάζονται στους 250C για 20 λεπτά στο σκοτάδι (το DPPH είναι φωτοευαίσθητο) και γίνεται φασματοφωτομέτρηση στα 517nm σε πλαστικές κυψελίδες του 1ml.

Η % αναστολή σχηματισμού (δηλαδή η εξουδετέρωση) της ρίζας DPPH υπολογίζεται από τον τύπο:

% αναστολή = (Αο - Αδ) / Αο Χ 100

Αο: η οπτική απορρόφηση του θετικού μάρτυρα στα 517nm
Αδ: η οπτική απορρόφηση του δείγματος στα 517nm
	
	Blank
	Control
	Vitamin C

40 μΜ
	Vitamin C

10 μΜ
	Vitamin C

5 μΜ
	Vitamin C

2,5 μΜ

	Vitamin C
	-
	-
	25 μl
	6 μl
	3 μl
	1,5 μl

	Μεθανόλη
	1000 μl
	950 μl
	925 μl
	944 μl
	947 μl
	948,5 μl

	DPPH
	-
	50 μl
	50 μl
	50 μl
	50 μl
	50 μl


ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΔΕΙΚΤΩΝ ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟΥ ΣΤΡΕΣ 
ΣΤΟΝ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟ 
εισαγωγη

     Ο όρος οξειδωτικό στρες αναφέρεται σε μια σοβαρή δυσαναλογία μεταξύ της παραγωγής δραστικών ειδών οξυγόνου και αζώτου και του αντιοξειδωτικού μηχανισμού του οργανισμού. Έχει οριστεί ως μια διαταραχή στην προοξειδωτική και αντιοξειδωτική ισορροπία του οργανισμού, γεγονός το οποίο μπορεί να οδηγήσει σε καταστροφή βιομορίων. Το οξειδωτικό στρες μπορεί να προκαλέσει μείωση των αμυντικών συστημάτων του οργανισμού και οξείδωση μορίων όπως λιπιδίων, πρωτεϊνών, υδατανθράκων και DNA. Ωστόσο, οι δραστικές ρίζες οξυγόνου συμμετέχουν και σε διαδικασίες σημαντικές για τη λειτουργία του οργανισμού. Χρησιμεύουν στην άμυνα του οργανισμού απομακρύνοντας αντιγόνα με τη διαδικασία της φαγοκύτωσης, ενώ έχουν συμμετοχή στη σηματοδότηση των κυττάρων αλλά και τη μυική συστολή. Είναι λοιπόν σημαντικό να σημειωθεί ότι οι δραστικές ρίζες οξυγόνου και αζώτου δεν είναι μόνο επιβλαβείς για τον οργανισμό  αλλά τον βοηθούν και στην ομαλή λειτουργία του.

     Για την αξιολόγηση του οξειδωτικού στρες στους οργανισμούς μπορούν να χρησιμοποιηθούν μια σειρά από βιοχημικούς δείκτες.  Για παράδειγμα, ένας από τους δείκτες που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της υπεροξείδωσης των λιπιδίων είναι οι ουσίες που αντιδρούν με το θειοβαρβιτουρικό οξύ ενώ για την καταστροφή των πρωτεϊνών χρησιμοποιούνται τα πρωτεϊνικά καρβονύλια. Για την αξιολόγηση της οξειδοαναγωγικής κατάστασης των ερυθροκυττάρων προσδιορίζεται η συγκέντρωση της ανηγμένης και της οξειδωμένης γλουταθειόνης καθώς και η δραστικότητα της καταλάσης. Για την εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας συχνά προσδιορίζεται η ολική αντιοξειδωτική ικανότητα του πλάσματος του αίματος. Εκτός από το πλάσμα και το ερυθροκυτταρικό αιμόλυμα οι παραπάνω δείκτες μπορούν να προσδιοριστούν σε αιώρημα κυττάρων που έχουν διαρρηχθεί με υπερήχους. Σε αυτή την εργαστηριακή άσκηση θα παρουσιαστεί η μέθοδος προσδιορισμού των ουσιών που αντιδρούν με το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBARS) στο πλάσμα. Στην επόμενη εργαστηριακή άσκηση θα παρουσιαστούν οι μέθοδοι προσδιορισμός της ανηγμένης γλουταθειόνης σε ερυθροκυτταρικό αιμόλυμα, προσδιορισμός της δράσης της καταλάσης σε ερυθροκυτταρικό αιμόλυμα, προσδιορισμός της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας στο πλάσμα αίματος.
Ουσίες που αντιδρούν με το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBARS) 
στο πλασμα

Αρχή της μεθόδου

     Το οξειδωτικό στρες στο κυτταρικό περιβάλλον έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό άκρως ενεργών και ασταθών υπεροξειδίων των λιπιδίων από τα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα. Προϊόν της διάσπασης αυτών των ασταθών μορίων είναι η μαλονδιαλδεΰδη. Η μαλονδιαλδεΰδη μπορεί να προσδιοριστεί μέσω της αντίδρασής της με το θειοβαρβιτουρικό οξύ. Έτσι, τα TBARS εκφράζονται σαν ισοδύναμα της μαλονδιαλδεΰδης, η οποία σχηματίζει μία ένωση με το θειοβαρβιτουρικό οξύ με αναλογία μαλονδιαλδεΰδης προς θειοβαρβιτουρικό οξύ 1/2. Η μέτρηση της μαλονδιαλδεΰδης είναι μία φωτομετρική μέθοδος για τον προσδιορισμό του βαθμού υπεροξείδωσης των λιπιδίων. 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

Πριν ξεκινήσει η πειραματική διαδικασία ρυθμίζουμε το υδατόλουτρο σε θερμοκρασία 95 oC.  

Αντιδραστήρια

Tris-HCl 200 mM (pH 7.4)

ΜΒ (Tris): 121.14

ΜΒ (HCl): 36.46 (stock 37%) [10.1 N]

Για να φτιάξουμε ≈100 mL του Tris-HCl buffer φτιάχνουμε 25 mL Tris (200 mM) και 42 mL HCl (0.1 N). Για το Tris ζυγίζουμε 0.61 g και τα διαλύουμε σε 25 mL νερού. Για το HCl διαλύουμε 0.42 mL του stock 37% HCl (10.1 N) σε 42 mL νερού. Σε ένα ποτήρι ζέσεως ρίχνουμε τα 25 mL από το Tris και προσθέτουμε αργά τα 42 mL του HCl και μετά προσθέτουμε νερό ως τα 100 mL. Ελέγχουμε το pH αν είναι στο 7.4.
Το Tris είναι συντομογραφία του τρισυδροξυμεθυλαμινομεθάνιου (trishydroxymethylaminomethane). Το Tris είναι κατάλληλο για τη δημιουργία ρυθμιστικών διαλυμάτων με pH από 6,5 μέχρι 9,7.

Διάλυμα Na2SO4 (2 M) – TBA (55 mM)

ΜΒ (TBA): 144.1

ΜΒ (Na2SO4): 142.04

Οδηγίες για παρασκευή10 mL διαλύματος. Το συγκεκριμένο διάλυμα πρέπει να φτιάχνεται πάντοτε την ημέρα του πειράματος. Ζυγίζουμε 2.84 g Na2SO4 και 0.08 g θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBA). Τα μεταφέρουμε σε ένα ποτήρι ζέσεωςκαι προσθέτουμε 10 mL νερού. Θερμαίνουμε και ανακατεύουμε με το μαγνητάκι μέχρι να διαλυθούν τα συστατικά πλήρως.

TCA 35%: Ζυγίζουμε 35 g TCA και τα διαλύουμε σε απεσταγμένο νερό ώστε ο τελικός όγκος να φτάσει τα 100 mL νερού (σε θερμοκρασία δωματίου).

TCA 70%: Ζυγίζουμε 70 g TCA και τα διαλύουμε σε απεσταγμένο ώστε ο τελικός όγκος να φτάσει τα 100 mL νερού (σε θερμοκρασία δωματίου).

Πειραματικό Πρωτόκολλο

1. Σε δοκιμαστικούς σωλήνες Falcon (15 ml) προσθέτουμε 100 μL πλάσματος (για τα δείγματα) ή απεσταγμένο νερό (για το τυφλό).

2.  Προσθέτουμε 500 μL TCA 35% και 500 μL Tris-HCl και αναδεύουμε.

3. Επωάζουμε για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου.

4. Προσθέτουμε 1 mL Na2SO4 – TBA και επωάζουμε στους 95 oC για 45 min στο υδατόλουτρο.

5. Μεταφέρουμε τους Falcon στον πάγο και τους αφήνουμε να κρυώσουν για 5 min.

6. Προσθέτουμε 1 mL TCA 70% και αναδεύουμε.

7. Μεταφέρουμε 1 mL σε Εppendorfs και φυγοκεντρούμε στα 11200 g (10000 rpm) στους 25 oC για 3 min.

8. Μεταφέρουμε με πιπέτα 900 μL από το υπερκείμενο σε κυψελίδα και μετράμε την απορρόφηση στα 530 nm. ΠΡΟΣΟΧΗ: Μηδενίζουμε με αέρα.
Υπολογισμοί

Η συγκέντρωση των TBARS (μmol/L) = (Abs δείγματος – Abs τυφλού) / 0.156 ( 31, όπου το 31 είναι ο συντελεστής αραίωσης, που προέρχεται από τη διαίρεση του τελικού όγκου (3100 μL) με τον όγκο του πλάσματος (100 μL) (3100 / 100 = 31). Το 0.156 προέρχεται από το συντελεστή μοριακής απόσβεσης* της MDA που είναι 156000 (mol/L) διαιρούμενου με 10-6 με σκοπό να μετατραπούν τα mol/L to μmol/L.

*Ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης μιας ουσίας ισούται με την απορρόφηση της ουσίας αυτής σε συγκέντρωση 1 mol/L.

Χρήσιμες πληροφορίες

Το TCA προστίθεται στον ορό ώστε να καταβυθιστούν οι πρωτεΐνες του (αλβουμίνη, ανοσοσφαιρίνες κτλ).

Το Na2SO4  χρησιμοποιείται σαν αφυδατικός παράγοντας σε οργανικά διαλύματα. 

Η μέθοδος αυτή μπορεί να γίνει εκτός από το πλάσμα και στο ερυθροκυτταρικό αιμόλυμα. Η ποσότητα αιμολύματος που χρησιμοποιείται είναι όση και αυτή του πλάσματος (100 μL). Τα βήματα της μεθόδου παραμένουν ίδια. Η μόνη διαφοροποίηση είναι στους υπολογισμούς της συγκέντρωσης των TBARS στα ερυθροκύτταρα. Οι υπολογισμοί είναι οι ακόλουθοι:

Υπολογισμοί

      Η συγκέντρωση των TBARS (μmol/L) = (Abs δείγματος – Abs τυφλού) / 0.156 ( 31 ( 2, όπου το 31 είναι ο συντελεστής αραίωσης, που προέρχεται από τη διαίρεση του τελικού όγκου (3100 μL) με τον όγκο του αιμολύματος (100 μL) (3100 / 100 = 31) και το 2 προκύπτει από την 1:1 λύση των ερυθροκυττάρων με απιονισμένο νερό. Το 0.156 προέρχεται από το συντελεστή μοριακής απόσβεσης* της MDA που είναι 156000 (mol/L) διαιρούμενου με 10-6 με σκοπό να μετατραπούν τα mol/L to μmol/L.

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης των TBARS εκφράζεται ως προς την αιμοσφαιρίνη. Η αιμοσφαιρίνη υπολογίζεται με τη βοήθεια ενός kit και πρέπει να εκφραστεί σε g/L ώστε η μονάδα αυτή να είναι σε συμφωνία με τη συγκέντρωση τωνTBARS που υπολογίστηκε προηγουμένως (μmol/L). Έτσι, μετά τη φωτομέτρηση η τιμή της αιμοσφαιρίνης υπολογίζεται σε g/dL. Πολλαπλασιάζοντας την τιμή αυτή με 10 ( 2, τη μετατρέπουμε σε g/L και ταυτόχρονα λαμβάνουμε υπόψη την 1:1 αραίωση κατά τη λύση των ερυθροκυττάρων. 

5η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΔΕΙΚΤΩΝ ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟΥ ΣΤΡΕΣ 
ΣΤΟΝ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟ 
εισαγωγη
 Ο όρος οξειδωτικό στρες αναφέρεται σε μια σοβαρή δυσαναλογία μεταξύ της παραγωγής δραστικών ειδών οξυγόνου και αζώτου και του αντιοξειδωτικού μηχανισμού του οργανισμού. Έχει οριστεί ως μια διαταραχή στην προοξειδωτική και αντιοξειδωτική ισορροπία του οργανισμού, γεγονός το οποίο μπορεί να οδηγήσει σε καταστροφή βιομορίων. Το οξειδωτικό στρες μπορεί να προκαλέσει μείωση των αμυντικών συστημάτων του οργανισμού και οξείδωση μορίων όπως λιπιδίων, πρωτεϊνών, υδατανθράκων και DNA. Ωστόσο, οι δραστικές ρίζες οξυγόνου συμμετέχουν και σε διαδικασίες σημαντικές για τη λειτουργία του οργανισμού. Χρησιμεύουν στην άμυνα του οργανισμού απομακρύνοντας αντιγόνα με τη διαδικασία της φαγοκύτωσης, ενώ έχουν συμμετοχή στη σηματοδότηση των κυττάρων αλλά και τη μυική συστολή. Είναι λοιπόν σημαντικό να σημειωθεί ότι οι δραστικές ρίζες οξυγόνου και αζώτου δεν είναι μόνο επιβλαβείς για τον οργανισμό  αλλά τον βοηθούν και στην ομαλή λειτουργία του.

     Για την αξιολόγηση του οξειδωτικού στρες στους οργανισμούς μπορούν να χρησιμοποιηθούν μια σειρά από βιοχημικούς δείκτες.  Σε αυτή την εργαστηριακή άσκηση θα παρουσιαστούν οι εξής μέθοδοι: i) προσδιορισμός της ανηγμένης γλουταθειόνης σε ερυθροκυτταρικό αιμόλυμα, ii) προσδιορισμός της δράσης της καταλάσης σε ερυθροκυτταρικό αιμόλυμα, iii) προσδιορισμός της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας στο πλάσμα αίματος.     

Επεξεργασία του αίματος μετά από αιμοληψία για τον προσδιορισμο δεικτων οξειδωτικου στρες
Χρησιμοποιούμε:

Ερυθροκυτταικό αιμόλυμα για τον προσδιορισμό της ανηγμένης γλουταθειόνης (GSH) και της καταλάσης.

Πλάσμα  για τον προσδιορισμό της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας.

Προετοιμασία ολικού αίματος

Βάζουμε περίπου 1 mL αίματος σε σωληνάρια με EDTA (αντιπηκτικό), το ανακινούμε και το βάζουμε στο ψυγείο ως τη χρησιμοποίησή του για τους αιματολογικούς προσδιορισμούς.
Συλλογή πλάσματος και ερυθροκυτταρικού αιμολύματος

1. Συλλέγουμε το αίμα σε σωληνάρια falcon (15 mL) με 200 μL EDTA 7.5% και το ανακινούμε μερικές φορές (20 μL 7.5% EDTA για κάθε 1mL αίματος).

2. Φυγοκεντρούμε στα 1370 g, για 10 λεπτά, στους 4 oC.

3. Συλλέγουμε το υπερκείμενο (πλάσμα) και το χωρίζουμε σε φιαλίδια eppendorf, ανάλογα με τις μετρήσεις που θα γίνυον.

4. Προσθέτουμε απιονισμένο νερό (1:1 v/v) στα ερυθροκύτταρα, τα οποία μετά τη φυγοκέντρηση βρίσκονται στο κάτω μέρος του falcon.

5. Ανακινούμε βίαια.

6. Φυγοκεντρούμε στα 4020 g, για 15 λεπτά, στους 4 oC.

7. Συλλέγουμε το υπερκείμενο, που είναι το ερυθροκυτταρικό αιμόλυμα. Οι μεμβράνες των ερυθροκυττάρων μένουν ως ίζημα πολύ μικρού όγκου (10-20 μL). 

8. Χωρίζουμε σε eppendorf το αιμόλυμα ανάλογα με τις μετρήσεις που θα γίνουν. Διατήρηση στους -20 oC. 

Καθαρισμός αιμολύματος για την προσδιορισμό της ανηγμένης γλουταθειόνης

1. Προσθέτουμε 500 μL αιμολύματος σε 500 μL 5% TCA σε eppendorf. Ανακινούμε στο vortex.

2. Φυγοκεντρούμε στα 28620 g (16000 rpm) για 5 min στους 5 oC.

3. Συλλέγουμε το υπερκείμενο σε eppendorf και προσθέτουμε 5% TCA με την εξής αναλογία: 300 μL αιμολύματος / 90 μL 5% TCA ή 260 μL αιμολύματος / 60 μL 5% TCA. Ανακινούμε στο vortex. 

4. Φυγοκεντρούμε στα 28620 g (16000 rpm) για 5 min στους 5 oC.

5. Μεταφέρουμε το καθαρό υπερκείμενο σε eppendorf. Χρησιμοποιούμε 100 μL για τον προσδιορισμό της GSH. Διατήρηση στους -20 oC.   

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΝΗΓΜΕΝΗΣ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΗΣ (GSH) 

ΣΕ ΕΡΥΘΡΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΑΙΜΟΛΥΜΑ

Γλουταθειόνη
     Η γλουταθειόνη (γ-γλουταμυλοκυστεϊνογλυκίνη) είναι η πιο άφθονη θειόλη (SH) στους ιστούς των ζώων και του ανθρώπου. Είναι ένα τριπεπτίδιο που αποτελείται από γλουταμινικό οξύ, γλυκίνη και κυστεΐνη. Οι αναγωγικές (αντιοξειδωτικές) της ιδιότητες παίζουν σημαντικό ρόλο σε διάφορα μεταβολικά μονοπάτια όπως και στο αντιοξειδωτικό σύστημα των περισσότερων αερόβιων κυττάρων. Η γλουταθειόνη απαντάται κυρίως στην ανηγμένη (GSH) και λιγότερο στην οξειδωμένη της μορφή (δισουλφίδιο της γλουταθειόνης, GSSG). Συνήθως, η GSSG είναι το 10% της GSH. Ο λόγος της ανηγμένης προς την οξειδωμένη γλουταθειόνη στα κύτταρα χρησιμοποιείται συχνά σαν δείκτης της παρουσίας ελεύθερων ριζών, δηλαδή της ύπαρξης οξειδωτικού στρες. 


 Εικ.1 Συντακτικός τύπος της γλουταθειόνης
     Η GSH λειτουργεί ως συνένζυμο σε πολλά ένζυμα. Ενδεικτικά αναφέρονται η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, η S-τρανσφεράση της γλουταθειόνης και η θειολτρανσφεράση. Παίζει επίσης σημαντικό ρόλο στο μεταβολισμό των φαρμάκων και του ασβεστίου καθώς και στη λειτουργία των αιμοπεταλίων και των κυτταρικών μεμβρανών. Είναι επίσης ζωτική η συμμετοχή της στην απομάκρυνση των ξενοβιοτικών ουσιών από τον οργανισμό, στην απομάκρυνση των υπεροξειδίων και των ελεύθερων ριζών αλλά και στη μεταφορά των αμινοξέων διαμέσου των μεμβρανών.
Αρχή της μεθόδου

    Το πειραματικό πρωτόκολλο βασίζεται στην οξείδωση της GSH από το διθειοδυο νιτροβενζοϊκό οξύ (DTNB) και μετριέται σε αιμόλυμα. Η GSH αντιδρά με το DTNB παράγοντας GSSG και 2-νιτρο-5-θειοβενζοΐκό οξύ σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση, το οποίο είναι έγχρωμο προϊόν που απορροφάει στα 412 nm.  

2 GSH + DTNB → GSSG + 2-nitro-5- thiobenzoic acid
Η GSH παράγεται από την GSSG μέσω της δράσης της αναγωγάσης της γλουταθειόνης.
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Εικ. 2 Ανακύκλωση και αρχή προσδιορισμού της γλουταθειόνης

Αντιδραστήρια

Phosphate buffer 67 mM (pH 7.95)

ΜΒ (KH2PO4): 136

ΜΒ (Na2HPO4): 178

Για να φτιάξουμε 500 mL από το phosphate buffer φτιάχνουμε 25 mL KH2PO4 (67 mM) και 500 mL Na2HPO4 (67 mM). Για το KH2PO4 ζυγίζουμε 0.227 g και τα διαλύουμε σε 25 mL νερού. Για το Na2HPO4 ζυγίζουμε 5.94 g και τα διαλύουμε σε 475 mL νερού. Σε ένα ποτήρι ζέσεως αναμιγνύουμε τα δύο διαλύματα. Διορθώνουμε με NaOH or HCl, 1 N μέχρι το pH να φτάσει την τιμή 7.95.

DTNB (1mM) σε 1% κιτρικό νάτριο (sodium citrate) σε νερό 

DTNB [5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid)], ΜΒ:396.35

Κιτρικό νάτριο (C6H5Na3O7*2H2O, διένυδρο τρινάτριο, tri-sodium dihydrate), ΜΒ:294.10

Το DTNB διαλύεται σε κιτρικό νάτριο το οποίο εμποδίζει σημαντικές αλλαγές στο pH. 

Πειραματικό πρωτόκολλο

Προθέτουμε τις παρακάτω ποσότητες σε φιαλίδια Εppendorf:

	
	Blank
	Sample

	Phosphate buffer 67 mM, pH 7.95
	660 μL
	660 μL

	DTNB 1 mM
	330 μL
	330 μL

	Απεσταγμένο νερό
	20 μL
	(

	Αιμόλυμα
	(
	20 μL


Αναδεύουμε τα eppendorfs και τα επωάζουμε στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου για 45 λεπτά. Η διατήρησή τους στο σκοτάδι έχει ως στόχο την πραγματοποίηση της αντίδρασης μεταξύ του DTNB και της GSH. Μεταφέρουμε το περιεχόμενό τους σε μια πλαστική κυψελίδα και μετράμε την απορρόφηση στα 412 nm (μηδενίζουμε το φωτόμετρο με αέρα). 

Υπολογισμοί

     Δραστικότητα της GSH (mmol/L) = (Αbsδείγματος – ΔAbsτυφλού / 13.6) ( 262.6, όπου το 262.6 είναι ο συντελεστής αραίωσης, που προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο (1010 μL) με τον όγκο του αιμολύματος (20 μL) (1010 / 20 = 50.5), πολλαπλασιάζοντας με 2 για να συνυπολογίσουμε την 1:1 αραίωση που έγινε για τη λύση των ερυθροκυττάρων και με 2 ( 1.3 για να συνυπολογίσουμε την πρώτη (500 μL αιμολ. / 500 μL 5% TCA) και τη δεύτερη αραίωση (390 μL / 300 μL ή 260 μL / 200 μL) που έγιναν από το TCA 5%. Το 13.6 είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης του DTNB.
Ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης μιας ουσίας ισούται με την απορρόφηση της ουσίας αυτής σε συγκέντρωση 1 mol/L.

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης της GSH εκφράζεται ως προς την αιμοσφαιρίνη. Η αιμοσφαιρίνη υπολογίζεται με τη βοήθεια ενός kit και πρέπει να εκφραστεί σε g/L ώστε η μονάδα αυτή να είναι σε συμφωνία με τη συγκέντρωση της GSH που υπολογίστηκε προηγουμένως (mmol/L). Έτσι, μετά τη φωτομέτρηση η τιμή της αιμοσφαιρίνης υπολογίζεται σε g/dL. Πολλαπλασιάζοντας την τιμή αυτή με 10 ( 2, τη μετατρέπουμε σε g/L και ταυτόχρονα λαμβάνουμε υπόψη την 1:1 αραίωση κατά τη λύση των ερυθροκυττάρων.  Έτσι η συγκέντρωση της GSH εκφράζεται ανά g αιμοσφαιρίνης: GSH (mmol/ g Hb).
ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΚΑΤΑΛΑΣΗΣ  ΣΤΟ ΕΡΥΘΡΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΑΙΜΟΛΥΜΑ
Αρχή της μεθόδου

      Η καταλάση είναι το ένζυμο που καταλύει τη διάσπαση του υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) σε νερό και οξυγόνο. Ένα μόριο καταλάσης μπορεί να μετατρέψει 83000 μόρια H2O2 το δευτερόλεπτο σε νερό και οξυγόνο. Βρίσκεται στα υπεροξεισώματα, στα μιτοχόνδρια και το κυτταρόπλασμα. Είναι ένα τετραμερές με 4 πολυπεπτιδικές αλυσίδες μεγέθους τουλάχιστον 500 αμινοξέων. Στο τετραμερές αυτό υπάρχουν 4 πορφυρινικές ομάδες αίμης, οι οποίες επιτρέπουν στην καταλάση να αντιδρά με το H2O2. Το ιδανικό της pH είναι το ουδέτερο. Η αντίδραση διάσπασης του H2O2 από την καταλάση είναι η ακόλουθη:

2 H2O2 → 2 H2O + O2

Η αντίδραση πραγματοποιείται σε 2 στάδια:

H2O2 + Fe(III)-E → H2O + O=Fe(IV)-E 

H2O2 + O=Fe(IV)-E → H2O + Fe(III)-E + O2 

(Όπου το σύμπλοκο Fe-E αντιπροσωπεύει το κέντρο με το σίδηρο της ομάδας της αίμης που είναι προσδεδεμένη στο ένζυμο) 

Επίσης η καταλάση μπορεί να χρησιμοποιήσει το H2O2 για την απομάκρυνση τοξικών ουσιών (Η2Α) με τη χρησιμοποίηση υποστρώματος (αιθανόλη), σύμφωνα με την ακόλουθη αντίδραση: 

                                     CAT

H2O2 + H2A (substrate) → 2 H2O + A 
Αντιδραστήρια
Phosphate buffer 67 mM (pH 7.4)

ΜΒ (KH2PO4): 136

ΜΒ (Na2HPO4): 178

Για να φτιάξουμε 500 mL του phosphate buffer φτιάχνουμε πρώτα 100 mL KH2PO4 (67 mM) και 400 mL Na2HPO4 (67 mM). Για το KH2PO4 ζυγίζουμε 0.91 g και τα διαλύουμε σε 100 mL νερού. Για το Na2HPO4 ζυγίζουμε 4.77 g και τα διαλύουμε σε 400 mL νερού. Σε ένα ποτήρι ζέσεως αναμιγνύουμε τα διαλύματα. Αν χρειαστεί προσθέτουμε NaOH ή HCl, 1 N ώστε το pH του παραγόμενου διαλύματος να είναι 7.4.

30% υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2)

Το διάλυμα H2O2 είναι έτοιμο προς χρήση.

Πειραματικό πρωτόκολλο

Προσθέτουμε τους παρακάτω όγκους σε πλαστικούς δοκιμαστικούς σωλήνες:

	
	Δείγμα

	Phosphate buffer 67 mM, pH 7.4
	2991 μL

	Αιμόλυμα αραιωμένο 1/10
	4 μL


1. Αναδεύουμε στο vortex και επωάζουμε στον κλίβανο στους 37 oC για 10 λεπτά. Είναι πιο πρακτικό να επωάζουμε 2 δείγματα κάθε φορά ώστε να είμαστε σίγουροι ότι τα δείγματα φωτομετρούνται αμέσως μετά την επώαση.

2. Μεταφέρουμε το περιεχόμενο του πλαστικού κυλίνδρου σε μία κυψελίδα για μέτρηση στο υπεριώδες (UV). 

3. Προσθέτουμε 5 μL 30% H2O2 στην κυψελίδα, την ανακινούμε τρεις φορές χρησιμοποιώντας παραφίλμ στην κορυφή της και μετράμε την απορρόφηση στα 240 nm για 130 δευτερόλεπτα.

Υπολογισμοί
Δραστικότητα της καταλάσης (U/mg Hb) = (ΔΑbssample per min / 40) ( (750 ( 1000 ( 10 ( 2) / Conc. Hb (mg/mL).

Όπου, το 40 (mol/L) είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης του H2O2 πολλαπλασιαζόμενος με 1000 για τη μετατροπή του σε μmol/mL. Το 750 είναι ο παράγοντας αραίωσης που προκύπτει από τη διαίρεση του τελικού όγκου του κυλίνδρου (3000 μL) με τον όγκο του αιμολύματος (4 μL) (3000 / 4 = 750), το 10 προκύπτει από την 1:10 αραίωση του δείγματος και το 2 από την 1:1 λύση των ερυθροκυττάρων. 

 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΟλικήΣ ΑντιοξειδωτικήΣ ΙκανότηταΣ (TAC) του πλασματος
Αρχή της μεθόδου

     Ο όρος ολική αντιοξειδωτική ικανότητα (TAC) αναφέρεται στην ικανότητα των συστατικών του πλάσματος του αίματος να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες. Κάθε συστατικό του πλάσματος έχει αντιοξειδωτική δράση. Ωστόσο, κάθε ένα συνεισφέρει με διαφορετικό τρόπο στην ολική αντιοξειδωτική ικανότητα του πλάσματος, η οποία είναι γενικά ένα μέτρο της αντιοξειδωτικής κατάστασης ολόκληρου του οργανισμού.  

     Υπάρχουν δύο διαφορετικοί τρόποι προσέγγισης της ποσοτικοποίησης της αντιοξειδωτικής ικανότητας του πλάσματος. Ο πρώτος είναι το άθροισμα της αντιοξειδωτικής ικανότητας του κάθε συστατικού του πλάσματος ξεχωριστά. Αυτός είναι ο πιο δύσκολος τρόπος επειδή υπάρχουν πολλά μόρια που συνεισφέρουν στην αντιοξειδωτική ικανότητα του πλάσματος. Ο δεύτερος τρόπος είναι η μέτρηση της TAC ως σύνολο. 

     Το ουρικό οξύ φαίνεται να είναι το μόριο που έχει τον πιο ισχυρό ρόλο στον καθορισμό της τιμής της TAC στο πλάσμα (55-60%) προκαλώντας μεγάλη αύξησή της όταν η συγκέντρωσή του αυξάνεται. Το ουρικό οξύ βρίσκεται σε πολύ πιο υψηλές συγκεντρώσεις στο πλάσμα σε σχέση με άλλα μόρια με εξαίρεση τις θειόλες. Η βιταμίνη C (ασκορβικό οξύ) είναι το δεύτερο πιο ισχυρό μόριο στον καθορισμό της τιμής της TAC και ακολουθούν κατά σειρά οι βιταμίνες E και A. Οι βιταμίνες C και E μάλιστα είναι πιθανό να αποτελούν το 25 % της συνολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας του πλάσματος.

     Η TAC του ορού στη συγκεκριμένη μέθοδο υπολογίζεται χρησιμοποιώντας το DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Παρουσία ενός δότη υδρογόνων που υπάρχει στον ορό, η παραπάνω ρίζα (DPPH•) ανάγεται προς σχηματισμό της αντίστοιχης υδραζίνης (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine). Η μετατροπή της ρίζας υπολογίζεται με φωτομέτρηση στα 520 nm (μηδενίζουμε το φωτόμετρο με αέρα).

Αντιδραστήρια
Phosphate buffer 10 mM (pH 7.4)

ΜΒ (KH2PO4): 136

ΜΒ (Na2HPO4): 178

Για να φτιάξουμε 500 mL του phosphate buffer φτιάχνουμε 100 mL KH2PO4 (10 mM) και 400 mL Na2HPO4 (10 mM). Για το KH2PO4 ζυγίζουμε 0.136 g και τα διαλύουμε σε 100 mL νερό. Για το Na2HPO4 ζυγίζουμε 0.712 g και τα διαλύουμε σε  400 mL νερό. Σε ένα ποτήρι ζέσεως προσθέτουμε τα διαλύματα και προσθέτουμε NaOH ή HCl, 1 N μέχρι το pH να φτάσει την τιμή 7.4.

DPPH 0.1 mM, ΜΒ: 394.32
Διαλύουμε 0.02 g DPPH σε 5 mL μεθανόλης (10 mM). Μετά αραιώνουμε 100 φορές με μεθανόλη. Για παράδειγμα, αραιώνουμε 200 μL του 10 mM διαλύματος του DPPH σε 19.8 mL μεθανόλης (ποσό αρκετό για 10 δείγματα, συν το τυφλό και τον θετικό έλεγχο). Εξαιτίας της αραίωσης, ο αρχικός όγκος των 5 mL είναι πάντα αρκετός για πολλούς προσδιορισμούς. Καλύπτουμε με αλουμινόχαρτο το ποτήρι ζέσεως στο οποίο φτιάχνουμε το DPPH για να αποφύγουμε τη φωτόλυση. Το συγκεκριμένο διάλυμα φτιάχνεται τη μέρα του πειράματος.

Ασκορβικό οξύ 10 mM
Είναι έτοιμο προς χρήση.

Φυσιολογικά, η τιμή της απορρόφησης για το δείγμα που περιέχει το ασκορβικό οξύ (Positive Control) θα πρέπει να είναι χαμηλότερη και από την τιμή των δειγμάτων αλλά και του τυφλού. Ο λόγος είναι η συγκέντρωση του ασκορβικού οξέος (ένα ισχυρό αντιοξειδωτικό μόριο) που έχουμε επιλέξει. Η τιμή της απορρόφησης των δειγμάτων θα πρέπει να βρίσκεται ανάμεσα στις τιμές του τυφλού (η μεγαλύτερη τιμή) και του θετικού ελέγχου (η μικρότερη τιμή).  

Πειραματικό πρωτόκολλο
Προσθέτουμε τις ακόλουθες ποσότητες στα Εppendorfs:
	
	Blank
	Θετικός control
	Δείγμα

	Phosphate buffer 10 mM, pH 7.4
	500 μL
	495 μL
	480 μL

	DPPH 0.1 mM
	500 μL
	500 μL
	500 μL

	Ασκορβικό Οξύ 10 mM
	(
	5 μL
	(

	Πλάσμα
	(
	(
	20 μL


Ανακινούμε τα Eppendorfs μερικές φορές και τα επωάζουμε στο σκοτάδι για 60 λεπτά. Κατά τη διάρκεια της επώασης οι αντιοξειδωτικές ουσίες του ορού εξουδετερώνουν τη ρίζα DPPH μετατρέποντάς τη στην πιο σταθερή ένωση υδραζίνη.

Φυγοκεντρούμε για 3 λεπτά στα 20000 g στους 25 oC (για την καταβύθιση σωματιδίων που θα αυξήσουν την απορρόφηση). Μεταφέρουμε 900 mL από το υπερκείμενο με πιπέτα σε πλαστική κυψελίδα και μετράμε την απορρόφηση στα 520 nm. (ΠΡΟΣΟΧΗ: Μηδενίζουμε με αέρα.) Επειδή είναι πιθανό η απορρόφηση του τυφλού να αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου, είναι σκόπιμη η επανάληψη της μέτρησης του τυφλού κάθε 5 περίπου δείγματα.

Υπολογισμοί
Τα αποτελέσματα μπορούν να εκφραστούν ως: 

i) % μείωση της απορρόφησης (Abs) σε σχέση με το τυφλό, πχ, 

% Abs μείωση = (Abs τυφλού – Abs δείγματος) / Abs τυφλού ( 100

ii) μmol DPPH που απομακρύνθηκαν / mL πλάσματος = [(% Abs μείωση / 100) ( 50 ( 50] / 1000

α) Διαιρούμε με το 100 με σκοπό να μετατρέψουμε την ποσοστιαία μείωση της απορρόφησης σε απλή μείωση της απορρόφησης. 

β) Πολλαπλασιάζουμε με το 50 διότι η συγκέντρωση του DPPH στην κυψελίδα είναι 50 μmol/L της κυψελίδας.

γ) Πολλαπλασιάζουμε με το 50 διότι η αραίωση του πλάσματος στην κυψελίδα είναι 50-πλάσια (1000 μL στην κυψελίδα / 20 μL πλάσματος του δείγματος στην κυψελίδα = 50).

δ) Διαιρούμε με το 1000 για να μετατρέψουμε τα L του πλάσματος σε mL ορού.

Παράδειγμα. Αν η % μείωση της απορρόφησης είναι 20, τα μmol του DPPH που απομακρύνθηκαν / mL πλάσματος είναι: 20/ 100 ( 50 ( 50 / 1000 = 0.5 μmol DPPH που απομακρύνθηκαν / mL πλάσματος ή 0.5 mmol DPPH που απομακρύνθηκαν / L πλάσματος ή 0.5 mmol DPPH/L.
� EMBED Equation.3  ���
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