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BIO 411. Lastelés biologija

Laboratorinis darbas

Lipidy peroksidacijos jvertinimas
Teorija
Lastelés antioksidacinés sistemos sutrikimai ir nepalankios aplinkos salygos gali
nevaldomai pagreitinti laisvyju deguonies formy (angl. k. — reactive oxygen species, santr.
ROS) susidaryma. Sie radikalai, pvz. superoksido anijono radikalas (O,"), hidroksilo
radikalas (OH"), vandenilio peroksidas (H,O,), susidaro kai molekulinis deguonis nepilnai
redukuojamas (norint kad susidaryty H,O, O, turi prisijungti 4 elektronus).Tai lemia
oksidacinj Iastelés stresa. Siai basenai yra budingi tam tikri jvairiy lastelés struktiiry
pazeidimai. Zinoma daug ligy, kuriy patogenezei ROS labai svarbiis. Kenksmingi aplinkos
veiksniai — ultragarsas, radiacija, sunkieji metalai ir kt. — taip pat sukelia oksidacinj stresa.
Stiprus oksidacinis stresas sukelia lastelés mirtj.
ROS saveikauja su visomis svarbiausiomis biomolekulémis (baltymais, DNR, lipidais,
sacharidais) ir sukelia ju oksidacinius pazeidimus. Oksidacinio streso padariniai priklauso
nuo oksiduoty biomolekuliy funkcijos ir pazaidos pobiidzio. Tam tikros pazaidos gali biiti
griztamos, nes lastelé¢je veikia savitieji pazaidy taisymo fermentai. Jeigu pazaidos
negriztamos, oksiduota molekulé turi biiti laiku suardyta ir pakeista nauja.
Lipidy peroksidacija. Lipidy saveika su deguonies radikalais vadinama lipidy

peroksidacija ir prasideda nuo arachidoninés rtgsties. Tai viena i§ labiausiai paplitusiy



neso¢iy membranos riebaly rigsciu (RH), kurios saveikauja su visais laisvaisiais deguonies
radikalais (R"), susidarant riebaly riigities radikalui (L"). Sis radikalas greitai reaguoja su O,
ir susidaro laisvas riebaly rogsties radikalas (LOQO®) kuris sukelia grandining Kkity
membranos lipiduy peroksidacija (1 pav.). Lipidu peroksidacijai biidingos grandininés
reakcijos. Skiriami trys ju etapai (1 pav.): pradétis (angl. k. — initiation), sklidimas (angl.
k. — propagation) ir baigmé (angl. k. — termination).

Iprasta lipidy peroksidacijos pradéties reakcija yra H atomo atémimas i§ nesociosios riebaly
riigities grandinés (2 pav.). Tada susidares lipidinis radikalas L° reaguoja su >0, molekule
(tripletinis O, reaguoja su radikalais) ir susidaro lipidinis peroksiradikalas LOO’. Sis
radikalas atima H atoma i§ Salia esancios kitos riebaly riigSties grandinés, paversdamas ja
radikalu L®, o pats virsta hidroperoksiradikalu LOOH. Pastarasis gali sudaryti nestabilius
hidroperoksidus ir endoperoksidus (17.10 pav.).

Tolesné reakcijy grandiné tgsiama, kol nejvyksta baigmés reakcija. Viena peroksiduoto
lipido molekulé¢ gali sukelti kity lipidu peroksidacija, nes grandininé reakcija gali sukelti

daugelio molekuliy pazaida. Todél labai svarbu yra ja kuo greiciau sustabdyti.
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1 pav. Grandininé lipidy peroksidacijos reakcija ir jos baigmé.

Lipidy peroksidaciniai pazeidimai gali buti nutraukiami, veikiant tokoferoliams ir
redukuotam kofermentui Q (1 pav.). Oksiduota vitaming E po to redukuoja askorbatas, o
pastaraji — GSH. Grandininé peroksidacija nutraukiama, jei du laisvieji radikalai susijungia
ir sudaro produktus, kurie néra radikalai (L°+L° — L-L; L°+LOO° — L-OOL; LOO"® +

LOO® — LOOL + O,). Tokie peroksidacijos produktai dazniausiai yra didelés susititos rie-
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Malono dialdehidas (MDA) Endoperoksidas Hidroperoksidas
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2 pav. Lipidy peroksidacijos metu susidaro vriebaly rigsciy hidroperoksidai,

endoperoksidai ir malono dialdehidas.

baly riigstys ar fosfolipidai, kuriy susikaupimas biidingas peroksiduotoms membranoms.
Hidroperoksiradikalas lengvai skyla i kelis reaktyvius junginius — lipidinius alkoksilo
radikalus LO®, konjuguotus lipidinius dienus, epoksidus, alkoholius, aldehidus. Lipidy
peroksidacijos rodiklis yra membranose susikaupusio malono dialdehido (MDA)
kiekis (2 pav.).

Lipidu peroksidacijos Zalingas poveikis nesiriboja membrany pazaida. Jos kenksminguma
lastelei didina tai, kad vandenyje tirpiis peroksidacijos produktai difunduoja i kitas lastelés
dalis ir sukelia antrines pazaidas. Jie veikia kaip endogeniniai tvirtikliai, susiuvantys
veiksniai, sudarantys tiltelius baltymy ir nukleortigi¢iu molekulése. Aldehidai sukelia
baltymy agregacija (tuo paaiSkinamas lipofuscino — amziaus pigmento kaupimasis), sudaro
aduktus su DNR (tai lemia mutacijas ir pakitusia geny raiska), slopina baltymy funkcijas.
Bendras lipidy peroksidacijos ir antriniy efekty poveikis lemia ateroskleroze, hemolizing
anemija, 1§ dalies — iSemijos ir reperfuzijos pazaidas.

Pagrindiniai lipidy peroksidacijos poZymiai yra Sie: neso¢iyjy riebaly riig§¢iy grandiniy
irimas, peroksidacijos produkty (susiiity lipiduy dariniy, aldehidy) susikaupimas. Tokie
procesai nuolat vyksta lastelése, net nesant iSoriniy oksidaciniy poveikiy. Peroksidacija in
Vivo suzadina natiralas lipidy radikalai, todél tai vadinama autooksidacija. Lipidu
peroksidacija in Vivo ir in vitro suintensyvéja hipoksijos salygomis esant antioksidanty
stokai.

Lipidy paZaidy taisymas. Oksiduoty lipidy sluoksnius gali pasiekti lipidy skaidymo

fermentai — fosfolipazés. Fosfolipazé A, hidrolizuoja fosfolipidy 2-osios padéties rysius,



susidaro laisvosios riebaly riigStys ir lizofosfolipidai. Fosfolipazé A, oksidacinio streso
metu Salina riebaly riig8ciy peroksidus i§ membranos ir stabdo tolesng grandining
peroksidacija. Riebaly riig§¢iy peroksidai patenka i citozolj ir ten detoksikuojami glutationo
peroksidazés, kuri juos vercia hidroksiriebaly rtigstimis. Like¢ membranoje lizofosfolipidai
veikia kaip detergentai ir sukelia membranos pazeidima. Taciau lizofosfolipidai taip pat
gali buti panaudoti fosfolipidy resintezei. Glutationo peroksidaziy Seimos narys — fermentas
fosfolipidperoksidy glutationo reduktazé — katalizuoja riebaly riig§¢iy hidroperoksidy

virtima alkoholiais dar jiems tebesant membranoje.

Siame darbe jiis jvertinsite stipraus oksidatoriaus FeSOy ir lipiduose tirpaus antioksidanto
a-tokoferolio (vitamino E) poveiki galutinio membranos lipidy peroksidacijos produkto

malono dialdehido susidarymui.

Praktiné dalis

Iranga ir priemonés:
Centrifuga, centrifuginiai mégintuvéliai, mégintuvéliai, stiklines pipetés, 10-25 ul Svirkstai,
ependorfiniai meégintuvéliai, ependorfiné centrifuga, spektrofotometras,

spektrofotometrinés kiuvetés, verdancio H,O vonia (traukos spintoje).

Reagentai

0.4 M NaCl + 0.1 M Tris, pH 8.0

0.1 M FeSOg4

0.05 M a-tokoferolio acetatas

0.5% 2-tiobarbituriné rugstis (20% trichloracto riigstyje).

Darbo eiga

1. 1 g raumeny homogenizuoti trintuvéje arba homogenizatoriumi su 20 ml 0.4 M
NaCl + 0.1 M Tris, pH 8.0. Jei naudojate trintuve stenkités sutrinti iki vientisos masés.

2. Homogenatas perpilamas i centrifugini mégintuveli ir centrifuguojama prie 860

aps/min (200 xg) 5 min prie 4° C.



3. Supernatanta perpilite i Svary mégintuvel;.

4. Paruoskite 4 mégintuvélius pagal lentel¢je pateikta schema:
Meégintuvélio | Homogenatas, ml | 0.4 M NaCl+ 0.1 M Kiti priedai
Nr. Tris, pH 8.0, ml
1 0.5 4.5 -
2 0.5 4.5 50 pl 0.1 M FeSO4
3 0.5 4.5 100 pl 005 M a-

tokoferolio acetato

4 0.5 4.5 50 ul 0.1 M FeSOy ir
100 ul 005 M a-

tokoferolio acetato

5. Meégintuvélius inkubuokite 30 min prie 37 °C.

6. Po inkubacijos | mégintuvélius pridékite po 1 ml 0.5 % 2-tiobarbiturinés rugsties.
Gerai sumaiSykite. Taip pat paruoskite palyginamaji mégintuveli: sumaisykite 1 ml 0.4 M
NaCl + 0.1 M Tris, pH 8.0 ir 5 ml 0.5 % 2-tiobarbitiirinés ruigsties. Mégintuvelius sandariai
uzdenkite aliuminio folija ir traukos spintoje kaitinkite verdancio vandens vonioje 30 min.
7. Mégintuvélius atauSinkite po Salto vandens srove. Tirpala perpilkite | ependorfa ir
centrifuguokite 15 min, 10000xg.

8. Supernatanta perpiltkite | kiuvetg ir pamatuokite absorbcija prie 532 nm ir 600 nm.
Reakcijos su tiobarbitiirine rtigstimi produktai sugeria Sviesa prie 532 nm, bet nesugeria
prie 600 nm. Matavimas prie 600 nm reikalingas tolesniam skaic¢iavimui, kadangi norime

atsizvelgti | nespecifing absorbcija.

0. Paskaiciuokite malono dialdehido (MDA) koncentracija méginiuose pagal formulg:
c _ Asza = Asoo
MPAT 0156 L

kur cmpa — malono dialdehido koncentracija iSreiksSta M, Ass; ir Agoo absorbcija prie 532

nm ir 600 nm, 0.156 uM'cm'— malonaldehido molinis ekstinkcijos koeficientas, L —



kiuvetés plotis iSreikStas cm (paprastai 1 cm).
10.  Paskaiciuoti malono dialdehido koncentracija iSreiksta pumol / g raumens audinio.

Ar skiriasi malondialdehido koncentracija skirtinguose méginiuose? Paaiskinkite kodél.



