CWICZENIE 4

Wptyw promieniowania UV na DNA fibroblastéw skory.
Przyktady antyoksydantéw przeciwdziatajgcych fotostarzeniu
skory

Celem ¢éwiczenia jest poznanie metod izolacji DNA z fibroblastow skéry ludzkiej oraz
analizy elektroforetycznej DNA wyizolowanego z komorek poddanych naswietleniu UVA i
UVB.

|. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym.

Materiat i odczynniki:

Probki DNA izolowane z lizatow fibroblastéw

Bufor obcigzajgcy do nanoszenia prébek DNA na zel

Marker wielkoczgsteczkowy wielkosci DNA (125-23000 par zasad)
Marker niskoczgsteczkowy wielkosci DNA (100-700 par zasad)
Agaroza

Bufor TBE (Tris’kwas borowy/EDTA) pH = 8.0

Roztwér bromku etydyny (10 mg/ml)

Wykonanie:
1. Przygotowanie zelu agarozowego:

Przygotowac 0,8% (w/v) roztwor agarozy w buforze TBE. Obliczy¢ ile g agarozy
nalezy odwazy¢ w celu sporzgdzenia 100 ml roztworu. Ogrzewac¢ roztwor w kuchence
mikrofalowej do catkowitego rozpuszczenia agarozy, nie dopuszczajgc do wrzenia.
Odczekac lub schtodzi¢ roztwdr pod biezgcg wodg do temperatury okoto 60°C (naczynie
mozna utrzymac w dfoni) i doda¢ 10 pl roztworu bromku etydyny. Jest to barwnik
fluorescencyjny, ktéry stosuje sie do wizualizacji DNA po rozdziale elektroforetycznym; ze
wzgledu na jego wtasciwosci mutagenne, nalezy pracowac¢ w rekawiczkach gumowych.
Po doktadnym i szybkim wymieszaniu, roztwor agarozy wyla¢ do sanek, wtozy¢ grzebienie
i pozostawi¢ do polimeryzacji (co najmniej 0,5 godziny). Po polimeryzacji wyciagng¢
grzebienie i zala¢ zel buforem TBE.

2. Naniesienie probek na zel:

Do prébek DNA o objetosci 10 ul dodac 2 ul buforu probkowego
Probki DNA o objetosci 12 ul oraz markery czgsteczkowe (5 pl) nanosi¢ do kolejnych
studzienek uwazajgc aby nie przebi¢ koncowkg do pipety dna Zelu i nie straci¢ probki.
Kolejnosc¢ ich nanoszenia:
1) Marker wielkoczagsteczkowy (125 -23000 par zasad)

2) DNA kontrolne (izolowane z lizatow fibroblastéw nie poddanych naswietleniu UV)



3) DNA izolowane z lizatow fibroblastéw poddanych naswietleniu UVB
4) DNA izolowane z lizatoéw fibroblastow poddanych naswietleniu UVA
5) Marker niskoczgsteczkowy (100-700 par zasad)

Po naniesieniu probek dopetni¢ aparat do elektroforezy buforem TBE tak, aby
przykry¢ zel. Podtgczy¢ odpowiednio kable do zasilacza (probki DNA migrujg w
kierunku dodatniej anody) i prowadzi¢ elektroforeze pod napieciem 100 V przez okoto
60 min. Na poczatku elektroforezy sprawdzi¢ czy w odpowiednim kierunku migrujg

rozdzielane prébki DNA.

3. Zakonczenie elektroforezy:

Aparat odtgczy¢ od zrédta pradu, zel optukany w naczyniu z wodg destylowang

przenies¢ na transiluminator UV.

4. Opracowanie wynikow:
Okreslic przyblizong wielkos¢ genomowego DNA izolowanego z komorek
kontrolnych (nie poddanych naswietlaniu) i z komérek naswietlanych UVA i UVB oraz

wyciggna¢ odpowiednie wnioski.

Il. Pomiar zdolnosci przeciwutleniajagcych wybranych antyoksydantéw z

uzyciem syntetycznego rodnika DPPH

Celem ¢éwiczenia jest zapoznanie z metodykg pomiaru zdolno$ci antyoksydacyjnych
wybranych preparatéow i naparéw z uzyciem syntetycznego rodnika DPPH (1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazyl). DPPH jest stabilnym wolnym rodnikiem i ma niesparowany elektron na
powtoce walencyjnej na jednym z atomdw azotu tworzgcych mostek azotowy. Jego
alkoholowy roztwér ma ciemnofioletowg barwe. W reakcji z substancja, ktéra moze oddawac
atom wodoru tworzy forme zredukowang DPPH i wéwczas zanika fioletowe zabarwienie
roztworu. Zmiane te mozna monitorowa¢ spektrofotometrycznie. Stopiern zmiany barwy
roztworu DPPH po dodaniu do niego roztworu zawierajgcego antyoksydanty jest miarg ich

zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikow.
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Rys. 1. DPPH a) wolny rodnik, b) forma zredukowana

Wykonanie:
1. Przygotowanie roztworow antyoksydantow:

W celu przyrzgdzenia 0,5% naparéw 1g (herbat, kaw i zi6t) zalano 100 ml wody o
temperaturze 90°C. Po uptywie 8 minut napar sgczono i chiodzono do temperatury
pokojowej. Napary rozciernczono wodg w stosunku 1:1.

2. Przygotowanie 0,5 mM alkoholowego roztworu rodnika DPPH.
Roztwor przygotowano rozpuszczajagc 19,71 mg DPPH w 100 ml etanolu. Otrzymany
roztwér rozcienczono tak, aby jego absorbancja przy dtugosci fali A = 517 nm wynosita

ok.1,0 (odczytywana wobec etanolu).

3. Pomiar absorbancji roztworéw zawierajgcych antyoksydantow
Do 2,5 ml roztworu DPPH rozpuszczonego w etanolu doda¢ 33 pul roztworow
zawierajgcych antyoksydanty i po wymieszaniu odstawi¢ na 15 minut. Po 15 minutach

wykona¢ pomiar absorbancji badanych roztworéw wobec préby kontrolnej (etanolu).

4. Obliczenia

Zdolnos¢ badanego antyoksydantu do przeciwdziatania reakcji utleniania obliczy¢ ze wzoru:
% inhibicji = 100 (Ao — Ag) / Ao

Ao — absorbancja rodnika DPPH

As — warto$¢ absorbancji badanego roztworu zawierajgcego antyoksydant



