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1. Uvod



1.1. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres definira se kao pomak ravnoteZze u oksidacijsko-redukcijskim
procesima u stanici, u smjeru oksidacije, Sto moze dovesti do oSte¢enja stanice (Halliwell i
Whiteman, 2004). Oksidacijski stres nastaje zbog neucinkovitosti stani¢nog antioksidativnog
sustava ili zbog pojaCane sinteze oksidansa te rezultira veCom razinom slobodnih radikala u
stanici. Slobodni radikali mogu se kovalentno vezati na makromolekule stanice poput
proteina, nukleinskih kiselina i lipida te tako uzrokovati gubitak njihove funkcije (Testa i
Krimer, 2010.). Pored toga, slobodni radikali sudjeluju u procesima stani¢ne proliferacije,
genske transkripcije, unutarstani¢ne signalizacije i apoptoze. Njihova povecana koncentracija
unutar stanice uzrokuje poremecaje u tim procesima, Sto moze dovesti do oStecenja tkiva i
organa. Stoga se oksidacijski stres povezuje s patogenezom brojnih bolesti i stanja kao §to su
kardiovaskularne, neurodegenerativne, autoimune bolesti, kao i uz nastanak karcinoma te

proces starenja (Ighodaro i Akinloye, 2017).

1.2. Slobodni radikali

Slobodni radikal je spoj koji sadrzi jedan ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj
ljusci. Mala je i difuzibilna molekula, vrlo reaktivna zbog svog nastojanja da popuni vanjsku
orbitalu i postigne stabilnu elektronsku konfiguraciju (Jones, 2008.). Da bi postigli
elektronsku stabilnost, slobodni radikali reagiraju s prvom susjednom molekulom uzimajuci
njezin elektron te na taj nacin stvaraju novu molekulu slobodnog radikala. Susjedne molekule
time i same postaju nestabilne, reagiraju s drugim prostorno bliskim molekulama te pokrecu
novi niz neezimskih lan¢anih reakcija (Parceti¢-Kostelac i sur., 2016).

Najznacajniji slobodni radikali su reaktivni kisikovi spojevi (ROS, eng. Reactive
Oxygen Species). ROS-ovi su djelomi¢no reducirani metaboliti kisika koji nastaju uslijed
prijenosa elektrona na molekulu kisika. Molekula kisika ima dva nesparena elektrona u
osnovnom stanju, a primanjem jednog elektrona nastaje superoksidni radikal (0*).
Primanjem jo§ jednog elektrona i protoniranjem O~ prelazi u vodikov peroksid (H,0,)

prema reakciji:
O,+e-—= 0O

O2 +2e  +2H+ — HZ(—J2



Nastali H>O, ima jaki oksidacijski potencijal zbog svoje mogucnosti da prolazi membrane i
stvara nove radikale (gtefan 1 sur., 2007). Stoga se H,O, svrstava u reaktivne intermedijere
kisika. Reaktivni intermedijeri kisika su spojevi koji iako sami nemaju nesparenih elektrona,
takoder mogu potaknuti oksidativne reakcije (Halliwell i Gutteridge, 1984). U Tablici 1

navedeni su neki od ROS-ova.

Tablica 1. Vrste reaktivnih kisikovih spojeva, ROS-ova.

SLOBODNI RADIKALI REAKTIVNI INTERMEDIJERI
superoksid radikal O,- vodikov peroksid H,0,
hidroksil radikal HO- hipoklorasta kiselina HOCI
peroksil radikal RO hipobromasta kiselina HOBr
alkoksi radikal RO: Ozon 05
hidroperoksil radikal HO,- singlet kisik 'Ag0,

Uz ROS-ove uzrocnici oksidativnog stresa su i reaktivni spojevi duSika (RNS, eng.
Reactive Nitrogen Species) od kojih su najvazniji NO- i NO,- (Tablica 2). NO- kao radikal
moze reagirati s endogenim radikalima, npr. sa superoksidnim radikalom, O,-- stvarajuci

pritom peroksinitrite (ONOO™) koji su izrazito jaki oksidansi (Stefan i sur., 2007).

Tablica 2. Vrste reaktivnih duSikovih spojeva, RNS.

SLOBODNI RADIKALI CESTICE KOJE NISU SLOBODNI RADIKALI
dusikov (II ) oksid NO- Nitrozil NO*
dusikov ( IV ) oksid NO,: nitritna kiselina HNO*
dusikov ( IIT') oksid N,O;
Peroksinitrit ONOO
Alkilperoksinitrit ROONO

Izvori slobodnih radikala u organizmu mogu biti endogeni i ezgogeni. Medu
najznacajnije vanjske izvore spadaju zrafenje (ioniziraju¢e 1 neionizirajuce), lijekovi,
pesticidi, dim cigareta te razli€iti industrijski otrovi (Lobo i sur., 2010).

Endogeno, najviSe slobodnih radikala nastaje u mitohondrijima i to na unutarnjoj
membrani mitohondrija na kojoj se odvija proces oksidativne fosforilacije (Slika 1). Sustav
prijenosa elektrona moZe dovesti do prijevremenog ,,curenja* elektrona s transportnog lanca
na molekulski kisik te dolazi do stvaranja superoksidnog radikala, O,--. Nastale reaktivne
vrste uzrokuju oSte¢enje komponenti mitohondrija te iniciraju daljnje procese degradacije

(Cadenas i Davies, 2000).
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Slika 1. Prijenos elektrona u procesu oksidativne fosforilacije (preuzeto iz:

https://biologydictionary.net i prilagodeno).

1.3. Antioksidansi

Ljudski organizam razvio je kompleksnu mrezu enzimskih 1 neenzimskih
antioksidansa koji svojim sinergistickim djelovanjem Stite stanice i organe od toksi¢nog
ucinka slobodnih radikala, odnosno sluze odrZzavanju oksido-reduktivne ravnoteze.
Antioksidans je svaka molekula koja ima sposobnost stabiliziranja ili deaktiviranja slobodnog
radikala prije nego Sto slobodni radikal oSteti stanicne komponente. Antioksidansi mogu biti
endogene i egzogene tvari, a obzirom na nivo njihova djelovanja u stanici dijele se na prvu,
drugu, trecu i ¢etvrtu liniju obrane (Ighodaro i Akinloye, 2017).

Prvu liniju obrane ¢ine antioksidansi koji sprje€avaju nastajanje slobodnih radikala
neutraliziraju¢i molekule koje imaju potencijal stvaranja slobodnih radikala i reaktivnih vrsta
opcenito. Najznacajniji iz te skupine su enzimski sustavi — superoksid dizmutaza (SOD),
katalaza (CAT) i glutation-peroksidaza (GPx), ali takoder bitnu ulogu imaju i proteini
transferin 1 ceruloplazmin.

Sekundarnu liniju obrane ¢ine antioksidansi koji, donirajuc¢i elektron, sami postaju
slobodni radikali, ali s bitno manjim potencijalom oSte¢enja stanice od onih koje su
neutralizirali. U sekundarnu liniju obrane spadaju askorbinska kiselina, glutation (GSH),

vitamin E 1 ubikinon.



Tercijarna i kvartarna linija obrane aktiviraju se nakon Sto se pojavi oStecenje
uzrokovano slobodnim radikalima. Rije¢ je o enzimskim sustavima koji ¢e prepoznati,
popraviti ili ukloniti oSteCenja uzrokovana slobodnim radikalima na DNA, lipidima ili
proteinima te tako sprijeciti lancane reakcije i oStecenja stanica i tkiva. U trecu liniju obrane
ubrajaju se DNA-polimeraza, nukleaza, glikozilaze i proteoliticki enzimi, dok kvartarna linija
osigurava pracenje signala generiranih slobodnim radikalima te prema njima formira i

usmjerava mreZu antioksidansa (Ighodaro 1 Akinloye, 2017).

1.3.1. Glutation

Glutation je glavni tiolni antioksidans u stanicama sisavaca. Po svojoj strukturi je
tripeptid, y-glutamil-cisteinil-glicin (Slika 2). U stanicama se nalazi u visokoj koncentraciji
(0,5-10 mM), dok je u plazmi prisutan u mikromolarnim koncentracijama (Rendi¢ i Medi¢-
Sari¢, 2013). Sintetizira se djelovanjem y-glutamilcistein-sintetaze (y-GCS) te glutation
sintetaze (GS) u ciklusu od Sest enzimski kataliziranih reakcija. Sinteza se odvija u svim

organima sisavaca, a ponajvise u jetri (Pastore i sur., 2003).

SH
0 0 o)
H
N
HO N OH
NH, O

Slika 2. Struktura reduciranog oblika glutationa, GSH.

U stanici GSH mozZe biti vezan na proteine ili slobodan. Slobodni GSH najve¢im je
dijelom u reduciranom obliku koji je ujedno i njegov bioloski aktivni oblik. Uslijed
oksidativnog stresa dolazi do oksidacije GSH u glutation disulfid (GSSG). Oksidirana forma
akumulira se unutar stanica te je stoga omjer GSH/GSSG dobar pokazatelj oksidativnog stresa
u organizmu (Halliwell 1 Gutteridge, 2015).

GSH se svojom tiolnom skupinom moZe vezati na proteinske komponente koje
takoder sadrze —SH skupinu tvore¢i mjeSovite disulfide. Primjer takvih komponenti su cistein
i koenzim A (CoA), a tako nastali adukti mogu imati bioloske ucinke. Primjerice, CoA-GSH
adukt je jak vazonkonstriktor, dok disulfid cisteina 1 GSH ima ulogu u signalnim putevima

nekih vrsti razreda Polychaete (Halliwell 1 Gutteridge, 2015).



Uloge GSH u organizmu su stoga brojne. GSH osigurava redukcijski kapacitet
reakcija (primjerice redukcija dehidroaskorbata u askorbat 1 sinteza deoksiribonukleotida),
sudjeluje u metabolizmu endogenih metabolita (leukotrieni, prostaglandini) i u transportu
aminokiselina. Takoder sudjeluje u detoksifikaciji ksenobiotika njihovim izlu¢ivanjem u
obliku derivata merkapturne kiseline, a kao najvaznija uloga istiCe se ona u detoksifikaciji
vodikovog peroksida i slobodnih radikala, odnosno njegova uloga antioksidansa (Pastore i

sur., 2003).

1.3.2. Redoks procesi glutationa

GPx je unutarstani¢ni enzim koji katalizira oksidaciju GSH u smjeru hidroperoksida te

na taj nac¢in vodikove i lipidne perokside prevodi u netoksi¢ne spojeve prema reakciji:

ROOH + 2GSH — GSSG + H,O + ROH

Smatra se da postoji osam izoformi GPx od kojih je GPx-1 najzastupljenija te je medu
najvaznijima u antioksidativnoj obrani organizma.

Drugi enzim, glutation reduktaza (GR), zatvara ciklus neprestano reduciraju¢i GSSG u GSH
koriste¢i NADPH kao izvor reduktivnih ekvivalenata. Enzim glukoza-6-fosfat dehidrogenaza
(G6PD) donira i1 odrzava stani¢ne koli¢ine NADPH potrebne za reakciju. Isti enzim
monofosfatnim Santom (HMP) povezuje NADPH i GR s glukoza-6-fosfatom (G6P) i 6-
fosfoglukonatom (6PG) te ih tako vezuje na put GSH u stanici (Slika 3).

G6P NADP+ 2 GSH ROOH

uve sant - GEPD GR GPx-1

6PG NADPH GSSG ROH

Slika 3. GSH redoks ciklus (preuzeto iz: Lubos i sur., 2011. i prilagodeno).

Enzimatskom detoksifikacijom neradikalnih hidroperoksida GPx regulira oksidacijski status
stanice izravno kroz oksidaciju GSH i eliminaciju hidroperoksida. Upravo zbog svoje vazne

uloge u regulaciji oksidacijskog statusa, GPx se vezuje uz razvoj i prevenciju mnogih bolesti

6



kompleksne etiologije, primjerice karcinoma i kardiovaskularnih bolesti gdje se razmatra i

njezina moguca terapijska uloga (Lubos i sur., 2011).

1.4. Malondialdehid

Malondiladehid (MDA) je produkt lipidne peroksidacije. Lipidna peroksidacija
posljedica je ,napada® slobodnih radikala na viSestruko nezasi¢ene masne Kkiseline
(eng.polyunsaturated fatty acid - PUFA). PUFA-e su prisutne u stani¢nim membranama te su
stoga prve s kojima slobodni radikali stupaju u reakcije. U reakciji slobodnih radikala i
PUFA-e, slobodni radikali izdvajaju atom vodika iz metilenske skupine te tako iz PUFA
nastaju lipidni radikali. Proces se odvija u tri koraka — inicijacija, propagacija, terminacija

kako je prikazano na Slici 4 (Stefan i sur., 2007).

Antioksidans

@J_ 00"

L|p|dn|per0k5|rad ikal \ Nezasiéeni lipid
@

OOH

J— A "
\ A N

Lipidni hidroperoksid

Nezasiceni lipid

Slika 4. Lipidna peroksidacija (preuzeto iz: Ayala i sur., 2014. i prilagodeno).

Najvazniji ROS-ovi koji oksidiraju PUFA-u su hidroksilni (HO-) i hidroperoksilni
radikal (HO,").

Lipidna peroksidacija i MDA kao njezin produkt imaju vaznu ulogu u biologiji stanice
1 ljudskom zdravlju opcenito. Povezanost MDA s genskom ekspresijom 1 stani¢nim
prezivljenjemcini ga predmetom brojnih biomedicinskih istraZivanja. Zbog svoje iznimne
toksiCnosti s jedne strane, i reaktivnosti i jednostavne reakcije s tiobarbiturnom kiselinom
(TBA) s druge strane, vrlo je popularan i pouzdan marker za odredivanje lipidne peroksidacije

1 oksidativnog stresa stanice (Ayala i sur., 2014).



2. ObrazloZenje teme



Tripeptid GSH sastoji se od aminokiselina cisteina, glutaminske kiseline i glicina.
Aktivna skupina GSH je tiolna skupina (-SH) koja je smjeStena na cisteinu. GSH je glavni tiol
ukljucen u antioksidativnu obranu stanice te zajedno sa svojim oksidiranim oblikom, GSSG,
odrzava redoks homeostazu stanice. Takoder, GSH sudjeluje u detoksfikaciji ksenobiotika i
njihovom izlu¢ivanju, a pored toga ima vaZznu ulogu u stanicnoj signalizaciji, genskoj
ekspresiji te regulaciji funkcije proteina u stanici (Jiang 1 sur., 2017). SniZena koncentracija
GSH povezuje se s brojnim patofizioloSkim procesima. Primjerice, niZza razina GSH dovodi se
u vezu s nastankom karcinoma i kardiovaskularnih bolesti (Pastore i sur., 2003). Istrazivanja
pokazuju kako polimorfizam u ekspresiji gena koji kodiraju za enzime ukljucene u
homeostazu GSH ima utjecaja na progresiju neurodegenerativih bolesti, cistiCne fibroze,
karcinoma, utjecaj na osjetljivost na infekcije HIV-om te na procese starenja (Townsend i
sur., 2003). Upravo stoga se istrazuje uloga GSH u patogenezi, a potencijalno i u terapiji
brojnih bolesti i stanja. Takoder, MDA je jedan od naj¢esce istrazivanih produktata lipidne
peroksidacije te ga je kao takvog poZeljno ukljuciti u istraZzivanja o oksidacijskom stresu.

Obzirom na brojne i vazne uloge GSH u organizmu, namece se potreba pracenja
njegove koncentracije u organizmu. U tu svrhu potrebno je razviti metode koje ¢e omoguciti
odredivanja tocne koncentracije GSH u bioloskim uzorcima. Cilj ovoga istrazivanja je uvesti
pouzdanu metodu kojom bi se to€no i precizno mogla odrediti koncentracija GSH u punoj
krvi. Za pracenje koncentracije GSH u punoj krvi odabrana je spektrofotometrijska metoda
kojom se pomocu 5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeve kiseline), DTNB-a, tzv. Ellmanovog reagensa
moze odrediti koncentracija GSH (Pastore i sur., 2003). Za provodenje ispitivanja
optimiziranja metode pribavljen je kontrolni uzorak krvi zdravog donora.

U svrhu optimiziranja metode za odredivanje koncentracije GSH u punoj krvi provesti
¢e se vise pokusa. U prvom dijelu istrazivanja ispitat ¢e se optimalni uvjeti pripreme uzorka
krvi za spektrofotometrijsko odredivanje GSH. Potom c¢e se ispitati reakcijski uvjeti pri
kojima se odvija reakcija GSH i DTNB-a, temeljna reakcija na kojoj se metoda zasniva. U
slijede¢em koraku ispitati ¢e se stabilnosti GSH u supernatantu za vrijeme pohranjivanja
supernatanta te ¢e se ispitati stabilnost produkta reakcije GSH i DTNB-a. Kako bi se utvrdila
pouzdanost metode, odnosno je li optimiziranom metodom moguce pouzdano izmjeriti
koncentraciju GSH u punoj krvi, pomoc¢u standarda GSH ispitati ¢e se linearnost metode.
Takoder, ispitat ¢e se moguénost odredivanja koncentracije MDAIz istog supernatanta krvi

pripremljenog za odredivanje koncentracije GSH.



3. Materijali i metode
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3.1. Kemikalije

U ovom istrazivanju koriStene su slijedece kemikalije:
e kalijev dihidrogenfosat, KH,PO, (Lach-Ner, Neratovice, Ceﬁka)
e kalijev hidrogenfosfat, K;HPO, (Lach-Ner, Neratovice, Ceﬁka)
e trikloroctena kiselina, TCA (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e 5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina), DTNB (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD)
¢ reducirani glutation, GSH (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD)
¢ ctilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD)
e 2-tiobarbituratna kiselina, TBA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD).

Sve koriStene kemikalije bile su pro amnalysi CistoCe. Za pripremu otopina koriStena je

destilirana voda.

3.2. Oprema

U istrazivanju je koriStena slijedeca oprema:
e analiticka vaga, Pb 303 Delta Range (Mettler Toledo, §Vicarska)
* mijeSalica, Vortex-Heidolph model REAX top (Heidolph Instruments, Schwabach,
Njemacka)
e centrifuga, Frontier 5706 (Ohaus, Greifensee, §Vicarska)
¢ pH metar, HI 9025 (Hanna instrument, Portugal)
e @Grijac, G-Term 035 (Fratelli Galli, Milano, Italija)
e UV-Vis spektrometar, PG T70 (PG Instruments, Lutterworth, UK)
¢ Kiveta, Open-top UV-quartz cell (Agilent Technologies, CA, SAD).

3.3. Bioloski uzorak

Za uvodenje metode odredivanja GSH u punoj krvi pribavljen je uzorak krvi od
zdravog pojedinca, dobrovoljnog davaoca krvi u suradnji s Institutom za medicinska
istrazivanja i medicinu rada. Krv je donirala mlada muska osoba koja prethodno nije bila
izloZena zracenju 1 lijekovima koji bi mogli imati utjecaja na koncentraciju GSH 1 MDA u
krvi. Uzorkovanje krvi provedeno je prema pravilima i u sukladnosti s dopusnicom Etickog
povjerenstva Instituta za medicinska istraZzivanja i medicinu rada. Donoru je zajamcena
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anonimnost, bio je upoznat sa svrhom istraZivanjakao i s moguc¢noS¢u bezrazloZnog
odustajanja od istrazivanja u bilo kojem trenutku. Kako je cilj istrazivanja bio uvesti metodu
za odredivanje koncentracije GSH u punoj krvi te ispitati utjecaj razlicitih uvjeta reakcije

prilikom pripreme uzorka, cijelo istraZivanje provedeno je na istom uzorku krvi.

3.4. Metoda odredivanja GSH

3.4.1. Princip odredivanja GSH

Spektrofotometrijska metoda odredivanja GSH temelji se na kolorimetrijskoj reakciji
GSH s DTNB-om (5,5-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina)) ili Ellmanov reagens. U blago
alkalnim uvjetima (pH 7-8) DTNB reagira s tiolnom skupinom (-SH) pri ¢emu nastaje 2-nitro-
5-benzoatni anion (TNB?®). Nastali produkt Zute je boje, a intenzitet obojenja moguce je
izmjeriti pomoc¢u UV-Vis spektrofotometra na valnoj duljini od 412 nm (Pastore i sur., 2003).
Koncentraciju GSH u uzorku moze se izraCunati prema Lambert-Beerovom zakonu i

poznatom apsorpcijskom keoficijentu, €=14150 M™ cm™ (Eyer i sur., 2003)

3.4.2. Priprema otopina za odredivanje GSH

Priprema 1 % 1 5 % otopine trikloroctene kiseline (TCA)

Prethodno je pripremljena 10 % TCA tako Sto je odvagano 1 g TCA, kvantitativno
preneseno u odmjernu tikvicu od 10 ml te nadopunjeno s destiliranom vodom. 1% TCA
pripremljena je razrjedivanjem 10 % TCA 10 puta; za pripremu 10 ml 1 % TCA potrebno je
uzeti 1 ml 10% TCA 1 9 ml vode.

Za dobivanje10 ml 5 % TCA treba uzeti 5 ml 10% TCA 1 5 ml destilirane vode.

1 % 15 % TCA koriStene su za taloZenje proteina iz bioloSkog uzorka (krvi) prije izvodenja

reakcije.

Priprema 0,3 M K-fosfatnog pufera pH 7.4

Prvo je odvagano 10,2068 g KH,POy, te je odvaga kvantitativno prenesena u odmjernu

tikvicu od 250 ml i nadopunjena s destiliranom vodom. Tako je dobivena 0,3 M otopina
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KH,PO,4. Potom je pripremljena 0,3 M otopina K,HPO, vaganjem 13,0635 g K,HPO, te
njegovim otapanjem u 250 ml destilirane vode.

0,3 M K-fosfatni pufer pH 7,4 pripremljen je tako da su 0,3 M otopina KH,PO, 1 0,3
M otopina K;HPO, pomijesane do traZzene pH vrijednosti. Pufer je koriSten kao otapalo te
opc¢enito medij za izvodenje reakcija. U 100 ml pufera dodano je 0,0037 g EDTA, kako bi
otopina sadrzavala 0,1 mM EDTA. EDTA kao kelator metala sprecava autooksidaciju GSH u

uzorku.

Priprema 1 M K-fosfatnog pufera pH 7.4

Za pripremu 1 M otopine KH,POy4 prvo je odvagano 13,609 g KH,PO, te preneseno u
odmjernu tikvicu od 100 ml i nadopunjeno s destiliranom vodom. 1 M otopina K,HPO,
pripremljena je vaganjem 17,418 g KoHPO4. Ta je odvaga kvantitativno prenesena u
odmjernu tikvicu od 100 ml i nadopunjena s destiliranom vodom.

1 M K-fosfatni pufer pH 7,4 pripremljen je mijesanjem 1 M otopine KH,PO4 i 1 M
otopine K;HPO, do traZzene pH vrijednosti. Pufer je koriSten kao otapalo te op¢enito medij za
izvodenje reakcija. U 100 ml pufera takoder se dodaje 0,0037 g EDTA kako bi u otopini
koncentracija EDTA bila 0,1 mM. EDTA veze metale iz uzorka te na taj nacin sprjecava

autooksidaciju GSH u uzorku.

Priprema otopine 1 mM DTNB-a

Prvo je pripremljena otopina 10 mM DTNB. 10 mM DTNB pripremljen je vaganjem
0,0396 g DTNB-a na analitickoj vagi. Odvaga je kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu
od 10 ml te nadopunjena otopinom 1M K-fosfatnog pufera. 1 mM otopina DTNB-a
pripremila se razrjedivanjem 10 puta otopine 10 mM DTNB-a. 1 mM otopinu DTNB-a
preciznije je pripremiti razrjedivanjem 10 mM otopine nego vaganjem 0,00396 g DTNB-a.

Otopina je koriStena kao reagens za dokazivanje GSH.

Priprema standarda GSH

Maticna otopina standarda GSH priredena je otapanjem 0,284 g otopine GSH u 3 ml 1
M K-fosfatnog pufera, pH 7,4. Koncentracija tako priredene mati¢ne otopine bila je 0,308 M.
Mati¢na je otopina razrijedena 1000 puta, do koncentracije 3,08-10* M te su iz te otopine
pripremljene otopine standarda GSH u 1 M K-fosfathom puferu (pH 7,4) kako bi

koncentracija GSH u ukupnoj reakcijskoj smjesi (V=900 pl) bila u koncentracijskom nizu
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0od10 do 60 pM. Tablicom 3 prikazan je postupak dobivanja koncentracijskog niza
standardnih otopina GSH.

Tablica 3. Postupak pripreme standarda GSH.

Koncentracija standarda GSH u ukupnoj
reakcijskoj smjesi (V=900 pl; 500 pl
supernatanta+350 pul K-fosfatnog pufera+50
ul DTNB-a) (uM)

Priprema otopina

29,2 ul mati¢ne otopine
(3,08:10™* M) nadopuniti 1M K- 10
fosfatnim puferom do 350 pl

43,8 ul mati¢ne otopine
(3,08-:10* M) nadopuniti 1M K- 15
fosfatnim puferom do 350 pl

87,7 ul mati¢ne otopine
(3,08-:10* M) nadopuniti 1M K- 30
fosfatnim puferom do 350 pl

131,5 pl mati¢ne otopine
(3,08-:10* M) nadopuniti 1M K- 45
fosfatnim puferom do 350 pl

175,3 ul mati¢ne otopine
(3,08-:10* M) nadopuniti 1M K- 60
fosfatnim puferom do 350 pl

3.4.3. Postupak pripreme uzoraka krvi za odredivanje koncentracije GSH

Uzorci krvi prvo su tretirani s 5 % TCA, homogenizirani te centifugirani (6000 rpm,
20 min) kako bi se uklonili proteini. Potom je paZljivo odvojeno 500 pl supertanta te je u

njega dodano 350 pul 1 M K-fosfatnog pufera, pH=7,4 1 50 ul 1 mM DTNB-a. Uz uzorke
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pripremljen je i uzorak destilirane vode koji je sluZio kao slijepa proba. Intenzitet nastalog
obojenog kompleksa GSH-DTNB izmjeren je pomo¢u UV-Vis spektrofotmetra pri valnoj
duljini 412 nm prema slijepoj probi.

Koncentracija GSH u uzorku krvi izraCunata je pomoc¢u Lambert-Beerovog zakona iz
izmjerene apsorbancije 1 poznatog apsorpcijskog koeficijenta. Molarni apsorpcijski
koeficijent, € (mjerna jedinica je M'cm™) je konstantan za odredeni spoj i valnu duljinu pri
kojoj se mjeri (Nigovi€ i sur., 2014). Prema Lambert-Beerovom zakonu, koncentracija tvari u
otopini izracuna se kao omjer izmjerene apsorbancije i apsorpcijskog koeficijenta

pomnoZenog s duljinom puta svjetlosti kroz otopinu.

3.5. Metoda odredivanja MDA

3.5.1. Princip metode odredivanja MDA

MDA u reakciji s TBA (2-tiobarbituratnom kiselinom) u kiselim uvjetima i pri
povisenoj temperaturi daje intenzivno crveno obojeni adukt MDA-TBA,. Intenzitet obojenja
kompleksa koji nastaje u reakciji nukleofilne adicije moZe se izmjeriti spektrofotometrijski pri
valnoj duljini od 532 nm. Pomo¢u Lambert-Beerovog zakona iz izmjerene apsorbancije i
poznatog apsorpcijskog koeficijenta, €=156 mM'cm™ odreduje se koncentracija MDA

(Janero, 1990).

3.5.2. Priprema otopina

Priprema 0,6% otopine TBA

0,6% otopina TBA dobivena je vaganjem 0,6 g TBA i otapanjem u 100 ml destilirane
vode. S obzirom da se TBA teSko otapa, otapanje se vrSilo uz blago zagrijavanje na

grijacu/mijeSalici. Dobivena otopina je koriStena kao kromogeni reagens za reakciju s MDA.

3.5.3. Postupak pripreme uzoraka krvi za odredivanje MDA

Uzorci krvi tretirani su s 5% TCA, homogenizirani te centrifugirani (6000 rpm, 20
min) kako bi se istalozili proteini, a kako je ve¢ opisano u postupku za GSH. Potom je

pazljivo odvojeno 500 pl supernatanta u koji je dodano 500 pl 0,6 % TBA. Uz uzorke
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pripremljena je i slijepa proba koja je umjesto uzorka sadrzavala destiliranu vodu. Epruvete s
reakcijskom smjesom su zagrijavane na temperaturi od 90 °C kroz 30 minuta u grijacem
bloku. Nakon zagrijavanja epruvete su stavljene na led kako bi se zaustavila reakcija, a
apsorbancija je izmjerena na UV-Vis spektrofotometru prema slijepoj probi pri valnoj duljini
od 532 nm. Koncentracija MDA u uzorku krvi izracunata je pomocu Lambert-Beerovog

zakona i poznatog apsorpcijskog koeficijenta, €=156 mM™ cm™ (Janero, 1990).

3.6. Statisticka obrada rezultata

Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Razlike
u izmjerenim apsorbancijama i/ili koncentraciji GSH izmedu grupa ispitane su pomocu t-testa
u programu Excel (MS Office). Kao statistiCki znacajna razlika uzeta je razina znacajnosti od

p <0,05.
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4. Rezultati i rasprava
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GSH je vazan antioksidans u organizmu te brojna istraZivanja prate njegovu
koncentraciju u plazmi (Pastore i sur., 2003). Mali je broj istraZivanja koja prate koncentraciju
GSH u punoj krvi te je stoga cilj ovoga istrazivanja bio uvesti metodu kojom bi se toc¢no i

precizno mogla odrediti koncentracija GSH u krvi.

U ovome istrazivanju za odredivanje koncentracije GSH odabrana je
spektrofotometrijska metoda pomoc¢u Ellmanovog reagensa, DTNB-a. Ta metoda je brza i
jednostavna, no u uzorku krvi prisutni su i drugi kromogeni (primjerice hemoglobin) koji
ometataju spektrofotometrijsko odredivanje GSH. Pored toga DTNB nije specifi¢an reagens
za GSH, ve¢ reagira i s tiolnim skupinama proteina iz uzorka te je proteine potrebno

prethodno ukloniti iz uzorka krvi.

4.1. Odabir Kkiseline za uklanjanje proteina iz uzorka krvi

Kako bi se uklonili proteini iz uzorka, a koji bi ometali reakciju, potrebno je istaloZiti
proteine dodatkom kiseline. Istrazivanje koje su proveli Stempak 1 suradnici (2001.) pokazalo
je da nakon tretmana krvi s metafosfornom kiselinom (MPA) zaostaje najviSe proteina u
uzorku (Slika 5). Isto istrazivanje pokazalo je da kada je krv tretirana s trikloroctenom
kiselinom, TCA, u supernatantu zaostaje neznatna koli¢ina proteina (Stempak i sur., 2001).

Stoga je u ovome istraZivanju za taloZenje proteina odabrana TCA.
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Slika 5. Gel-kromatografija: poliakrilamidni gel s nanesenim uzorcima supernatanta prikazuje
sadrzaj proteina nakon taloZenja kiselinama, boja Coomasie Brilliant Blue R-250 koriStena je

za detekciju proteina (preuzeto iz: Stempak i sur., 2001. i prilagodeno).

Uvjeti u kojima se mora odvijati reakcija izmedu GSH i DTNB-a su blago alkalni (pH
7-8) pri ¢emu nastaje intenzivno obojeni dianion Ellmanovog reagensa, TNB* (Pastore i sur.,
2003). Upotreba jake kiseline za taloZenje proteina zakiselila bi supernatant te u reakcijskoj
smjesi ne bi bili optimalni uvjeti za reakciju dokazivanja GSH. Stoga su u ovome istraZzivanju
za taloZenje proteina ispitane 1% i 5% TCA. Osim jakosti kiseline, ispitivani su i razliciti
omjeri volumena krvi i kiseline (omjer krvi i kiseline - 1:1, 1:2 i 1:3). Cilj je dobiti veci
volumen supernatanta za izvodenje pokusa, ali da se pritom supernatant ne razrijedi previse,
odnosno da GSH u supernatantu bude u koncentraciji koju je moguce detektirati
spektrofotometrijski. Nakon tretiranja uzorka krvi s 1% ili s 5% TCA, uzorci su

homogenizirani te centifugirani (6000 rpm, 20 min).
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Rezultat taloZenja proteina s 1 % TCA

Upotreba 1% TCA nije dovela do taloZenja ni u jednom od ispitanih omjera krvi i
kiseline (1:1,1:2,1:3), odnosno supernatant se nije odvojio ili je bio zamucen (Slika 6.). Takav
supernatant nije povoljan za odredivanje koncentracije GSH u krvi.

Slika 6. Prikaz uzoraka krvi nakon tretmana s 1 % TCA 1 centrifugiranja (6000 rpm, 20 min).

Rezultat taloZenja proteina s 5 % TCA

Uzorci krvi tretirani su s 5 % TCA u omjerima 1:1,1:2 i 1:3. Dobiveni rezultati
prikazani su Tablicom 4 i Slikom 7. Uzorak krvi tretiran s 5 % TCA u omjeru 1:1 nije bio
dobro istaloZen, odnosno nije se odvojio bistri supernatant. Centrifugiranjem uzoraka krvi
tretiranih s 5 % TCA u omjerima 1:2 1 1:3 dobiven je Cisti supernatant $to znaci da su spojevi
koji bi mogli ometati reakciju uklonjeni. Primije¢eno je da Sto je bio veci volumen dodane
kiseline, to su proteini bili bolje istaloZeni i supernatant se lakSe mogao odvojiti od taloga. S
druge strane, veci volumen kiseline znaci sniZavanje pH reakcijske smjese i vece razrjedenje
uzorka Sto nije pogodno za spektrofotometrijsko odredivanje GSH. Daljnja ispitivanja

provedena su s 5 % TCA u omjerima krvi i kiseline 1:2 1 1:3.

Tablica 4. Rezultati taloZenja proteina s 5 % TCA.

Omjer pune krvii 5% TCA Supernatant (izgled, pH, volumen)
1:1 (500 pl pune krvi + 500 pl 5% TCA) Mutan (crvenkast), pH=3, V=200 ul
1:2 (500 pl pune krvi + 1000 pl 5% TCA) Bistar, pH=1, V=700 pl

1:3 (500 pl pune krvi + 1500 pl 5% TCA) Bistar, pH=1, V=850 ul
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Slika 7. Prikaz uzorka krvi nakon tretmana s 5 % TCA i centrifugiranja (6000 rpm, 20 min).

4.2. Odabir koncentracije pufera u reakcijskoj smjesi

Za reakciju GSH i DTNB-a pri kojoj nastaje intenzivno obojeni dianion Ellmanovog
reagensa, TNB?, potrebni su blago alkalni uvjeti (pH 7-8). Nastali produkt je pri pH 7,27
stabilan te je 99,8% produkta u obliku obojenog dianiona (Pastore i sur., 2003).Osim na
nastanak i stabilnost produkta, pH reakcijske smjese utjeCe i na apsorpcijski koeficijent
produkta. Apsorpcijski koeficijent produkta osjetljiv je i na razlicite ione pufera te mu stoga
vrijednost varira od 11400 do 14150 M cm™ , ovisno o reakcijskim uvjetima (Eyer i sur.,
2003).

U ovome istraZzivanju u uzorku krvi proteini su istaloZeni pomocu kiseline te je stoga
pH supernatanta nizak (Tablica 4). Upravo zato potrebno je podesiti pH reakcijske smjese, a
kako bi uvjeti reakcije izmedu GSH i DTNB-a bili pogodni i kako bi se razvilo obojenje za
kolorimetrijsku metodu odredivanja koncentracije GSH. Za odrZavanje pH reakcijske smjese
na temelju literaturnih podataka odabran je K-fosfatni pufer (Owens i Belcher, 1965; Pastore 1
sur., 2003).

U ovom istraZivanju ispitani su K-fosfatni puferi molarnosti 0,3 M i 1 M. Oba pufera
imala su pH 7,4 te im je dodana EDTA ¢ija je uloga bila sprijeciti oksidaciju GSH u uzorku.
Za ovaj pokus krv je tretirana s 5 % TCA u omjerima 1:2 1 1:3 te je homogenizirana i

centrifugirana (6000 rpm, 20 min). Potom je sakupljen supernatant kojem je izmjeren pH.
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Zatim je u 500 pl supernatanta dodano 350 pl ili 1 M ili 0,3 M K-fostatnog pufera. Nakon
dodavanja pufera reakcijskoj smjesi je izmjeren pH. Tablice 5 i 6 pokazuju kako je dodavanje

pufera razli¢ite molarnosti utjecalo na promjenu pH supernatanta.

Tablica 5. pH supernatanta prije i nakon dodatka 0,3 M K-fosfatnog pufera.

Omjer pune krvi i 5% TCA pH supernatanta prije pH supernatanta nakon dodatka
dodatka pufera pufera

1:2 (500 pl pune krvi + 1000 u1 5% | pH=1 pH=6

TCA)

1:3 (500 pl pune krvi + 1500 ul 5% | pH=1 pH=5

TCA)

Tablica 6. pH supernatanta prije i nakon dodatka 1 M K-fosfatnog pufera.

Omjer pune krvi i 5% TCA pH supernatanta prije pH supernatanta nakon dodatka
dodatka pufera pufera

1:2 (500 pl pune krvi + 1000 pul 5% | pH=1 pH=8

TCA)

1:3 (500 pl pune krvi + 1500 pl 5% | pH=1 pH=7

TCA)

Dodavanje 1 0,3 M i 1 M pufera dovelo je do porasta pH reakcijske smjese, no kako je
i vidljivo iz Tablica 5 i 6, samo je 1 M K-fosfatni pufer omogucio porast pH supernatanta na
vrijednost optimalnu za reakciju, pH 7-8. Sukladno rezultatima daljnja ispitivanja provedena

sus 1 M K-fosfatnim puferom.

4.3. Ispitivanje sastava reakcijske smjese

Kako bi se postigli optimalni uvjeti za odvijanje reakcije i odredivanje koncentracije
GSH u punoj krvi, ispitani su razli¢iti volumni omjeri izdvojenog supernatanta i pufera u
reakcijskoj smjesi, uz stalni volumen (50 pl) dodanog reagensa DTNB-a.

Nakon uklanjanja proteina iz uzorka taloZzenjem s 5 % TCA (omjer krvi i kiseline 1:2 i
1:3) te homogeniziranja i centrifugiranja, izdvojen je bistri superntant. Izdvojenom
supernatantu u volumenu od 500 pl ili 300 pl dodano je 0,3 M K-fosfatnog pufera u volumenu
od 350 pl ili 600 pl, tako da je ukupni volumen reakcijske smjese zajedno s dodanih 50 pl 1
mM DTNB-a iznosio 900 pl. Tako pripremljenim uzorcima potom je izmjerena apsorbancija
pri 412 nm prema slijepoj probi.

Sastav reakcijske smjese ispitan je i koriStenjem 1 M K-fosfatnog pufera, uz jednaki

postupak dobivanja supernatanta, pripreme uzoraka za mjerenje 1 konacnog
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spektrofotometrijskog mjerenja. Tablicama 7 i 8 prikazane su izmjerene apsorbancije u nizu

uzoraka razli¢itog omjera supernatanta i pufera u reakcijskoj smjesi.

Tablica 7. Izmjerene apsorbancije u uzorcima razli¢itog volumena supernatanta i 0,3 M K-

fosfatnog pufera.

Omjer pune krvii5 % TCA Reakcijska smjesa Izmjerena apsorbancija
1:2 (500 pl pune krvi + 1000 pl | 500 pl supernatanta + 350 pl | 0,152*

5 % TCA) pufera + 50ul DTNB

1:2 (500 pl pune krvi + 1000 pl | 300 pl supernatanta + 600 pl | 0,072

5 % TCA) pufera + 50ul DTNB

1:3 (500 pl pune krvi + 1500 pl | 500 pl supernatanta + 350 pl | 0,144*

5 % TCA) pufera + 50ul DTNB

1:3 (500 pl pune krvi + 1500 pl | 300 pl supernatanta + 600 pl | 0,092

5 %TCA) pufera + 50pl DTNB

* p< 0,05 (u odnosu na manji V supernatanta u reakcijskoj smjesi i istu pripremu

supernatanta)

Tablica 8. Izmjerene apsorbancije u uzorcima razlicitog volumena supernatanta i 1 M K-

fosfatnog pufera.

Omjer pune krvii5 % TCA Reakcijska smjesa Izmjerena apsorbancija
1:2 (500 pl pune krvi + 1000 pul | 500 pl supernatanta + 350 pl | 0,152*

5 % TCA) pufera + 50ul DTNB

1:2 (500 pl pune krvi + 1000 pl | 300 pl supernatanta + 600 pl | 0,106

5 % TCA) pufera + 50ul DTNB

1:3 (500 pl pune krvi + 1500 pl | 500 pl supernatanta + 350 pl | 0,134*

5 %TCA) pufera + 50ul DTNB

1:3 (500 pl pune krvi + 1500 pl | 300 pl supernatanta + 600 pl | 0,097

5 % TCA) pufera + 50ul DTNB

* p< 0,05 (u odnosu na manji V supernatanta u reakcijskoj smjesi 1 istu pripremu

supernatanta)

Iz prikazanih rezultata je vidljivo da su izmjerene apsorbancije bile viSe u onim

uzorcima u kojima je volumen supernatanta u reakcijskoj smjesi bio veci (500 pl u odnosu na
300 pl; p< 0,05). Takoder, moZe se primijetiti da su izmjerene apsorbancije bile viSe u onim
uzorcima koji su prilikom pripreme manje razrijedeni s TCA (omjer krvi i kiseline 1:2). S
druge strane, pri omjeru 1:3 krvi i kiseline dobiven je veci volumen supernanta koji je
potreban kako bi se ispitivanje moglo provesti u duplikatu za svaki uzorak. Kako nije
primijeena znacajna razlika u apsorbancijama kada je uzorak pripremljen s 5 % TCA u
omjeru 1:2 1 1:3, moguce je prilikom pripreme uzorka krvi Koristiti oba omjera, i 1:21 1:3.
Ovo ispitivanje pokazalo je da ucinak pufera nije znacajan za izmjerenu apsorbanciju

(Tablica 7 i 8) te obzirom na ekonomic¢nost i manju potroSnju kemikalija moZe se preporuciti

23



koristenje 0,3 M K-fosfatnog pufera. No, u ovom istrazivanju u daljnjim ispitivanjima

koriSten je 1 M K-fosfatni pufer zbog usporedbe konacnih rezultata.

4.4. Ispitivanje stabilnosti GSH prilikom pohranjivanja supernatanta

GSH je nestabilan i podlozan oksidaciji te je stoga potrebno utvrditi njegovu stabilnost
prilikom pohranjivanja (Pastore i sur., 2003). U ovom istraZivanju ispitana je stabilnost GSH
u supernatantu nakon taloZenja proteina, kako bi se utvrdila mogucnost pohranjivanja
supernatanta i odredivanja koncentracije GSH kasnije.

Nakon tretmana krvi s 5 % TCA supernatant je odvojen centrifugiranjem (6000 rpm,
20 min) te je razdijeljen u dva dijela. Prvi dio supernatanta pohranjen je na -20 °C u
zamrziva¢, a drugi dio supernatanta tretiran je prema utvrdenom protokolu. U 500 pl
supertanta dodano je 350 pl K-fosfatnog pufera (1 M K-fosfatni pufer, pH=7,4) i 50 ul 1 mM
DTNB-a te je ocitana apsorbancija na spektrofotometru pri 412 nm prema slijepoj probi.
Ocitana apsorbancija predstavlja apsorbanciju u pocetnom vremenu, t.

Nakon 48 sati pohranjeni supernatanti su odmrznuti. Potom je u 500 pl supertanta
dodano 350 ul K-fosfatnog pufera (1 M K-fosfatni pufer, pH=7,4) 1 50 ul I mM DTNB-a te je
oCitana apsorbancija na spektrofotometru pri 412 nm prema slijepoj probi. OCcitana
apsorbancija predstavlja apsorbanciju u vremenu t; (nakon 48-satnog pohranjivanja na -20°C).

Postupak pripreme uzoraka, izmjerene apsorbancije i izraCunate koncentracije GSH

prije i nakon pohranjivanja supernatanta prikazani su Tablicama 91 10.

Tablica 9. Stabilnost GSH u supernatantu prilikom pohranjivanja supernatanta na -20 °C u
zamrzivacu tijekom 48 sati. Supernatanti su dobiveni taloZzenjem s 5 % TCA u omjeru krvi i

kiseline 1:2.

Apsorbancija .. .. Ol
R — Koncentracija | Apsorbancija | GSH nakon 48
vremenu, £, GSH u ty (uM) | nakon 48h, t; hut, (UM)
Uzorak 1 (500 ul
supernatanta + 350 ul 1 M K- 0.152 1074 0.088* 6.2
fosfatnog pufera + 50 pl ’ ’ ’ ’
DTNB-a)
Uzorak 2 (500 ul
supernatanta + 350 ul 1 M K- 0.152 1074 0.102% 71%
fosfatnog pufera + 50 pl ’ ’ ’ ’
DTNB-a)

* p< 0,05 (u odnosu na vrijednost apsorbancije i koncentracije u ty)
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Tablica 10. Stabilnost GSH u supernatantu prilikom pohranjivanja supernatanta na -20 °C u

zamrzivacu tijekom 48 sati. Supernatanti su dobiveni talozenjem s 5% TCA u omjeru krvi i

kiseline 1:3.

Apsorbancija .. .. Koncentracija
R — Koncentracija | Apsorbancija GSH nakon 48h
S — GSH u to (uM) | nakon 48h, t; Uty (M)

Uzorak 1 (500 ul
supernatanta + 350 ul 1 M K- 0.144 10,17 0,080* 5,65
fosfatnog pufera + 50 pul
DTNB-a)
Uzorak 2 (500 ul
supernatanta + 350 ul 1 M K- 0.134 9.47 0.079* 5,58

fosfatnog pufera + 50 pul
DTNB-a)

* p< 0,05 (u odnosu na vrijednost absorbancije i koncentracije u ty)

U ispitivanom razdoblju od 48 sati u supernatantu pohranjenom na -20 °C izmjerena je

znacajno niZa apsorbancija pa time i1 zna¢ajno niZa koncentracija GSH u uzorcima koji su bili

zamrznuti tijekom 48 sati (p< 0,05). To potvrduje da GSH nije stabilan u supernatantu te da je

vjerojatno doslo do njegove oksidacije u kiselom mediju. Stoga se preporucuje u zamrzivacu

Cuvati uzorke krvi, a ne supernatante.Tome u prilog ide i literaturni podatak koji govori kako

prilikom pohranjivanja uzoraka krvi u zamrzivacu na -20 °C koncentracija GSH ne pada u

periodu do 30 dana (Vujeva, 2019).
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4.5. Ispitivanje stabilnosti produkta reakcije GSH i DTNB-a, 5'-tio-2-nitrobenzojeve
kiseline (TNB)

U slijedecem koraku ispitana je stabilnost produkta reakcije GSH s DTNB-om,TNB, a
kako bi se utvrdilo potrebno vrijeme inkubacije reakcijske smijese, odnosno vrijeme kada se
nakon dodatka DTNB-a mora izmjeriti apsorbancija.

Uzorci krvi tretirani su s 5 % TCA (omjer krvi 1 kiseline 1:2 1 1:3), centrifugirani
(6000 rpm, 20 min) te je odvojen supernatant. Reakcijska smjesa sadrzavala je 500 pl
supernatanta, 350 ul 1 M K-fosfatnog pufera (pH 7,4) ili 0,3 M K-fosfatnog pufera (pH 7,4) te
50 Wl 1T mM DTNB-a. Nakon dodavanja reagensa u reakcijsku smjesu, apsorbancije su
izmjerene u vremenskim razmacima od 5, 10, 15, 30 1 45 minuta na UV-Vis spektrofotometru
pri 412 nm prema slijepoj probi. Na Slici 8 prikazani su rezultati kada je uzorak krvi tretiran s
5 % TCA u omjeru 1:2 (500 pl krvi+1000 pl 5 % TCA), a u finalnu reakcijsku smjesu dodan
je 1 M K-fosfatni pufer (pH 7,4).
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Slika 8. Stabilnost produkta reakcije GSH i DTNB-a, TNB prac¢ena u razdoblju od 45 minuta.

U literaturi je navedeno da je TNB produkt reakcije GSH i DTNB-a podlozan
oksidaciji u kiselom mediju (Giustarini i sur., 2014). I u ovom ispitivanju u razdoblju od 45
minuta primijecen je pad apsorbancije, Sto pokazuje da je doslo da blage oksidacije produkta
(Slika 8). Medutim, taj pad apsorbancije nije bio statisticki znacajan (p> 0,05; t-test) te se
moze zakljuciti da je produkt reakcije GSH-DTNB stabilan i da se nakon dodavanja reagensa

apsorbancija nastalog produkta moZe pouzdano izmjeriti unutar 15 minuta.
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4.6. Ispitivanje linearnosti metode

Kako bi se ispitala linearnost metode pripremljen je niz standardnih otopina GSH
razrjedivanjem standardne otopine GSH koncentracije 3,08:10* M s razli¢itim volumenima 1
M K-fosfatnog pufera (pH 7,4). Koncentracija GSH u tako pripremljenim uzorcima ukupnog
volumena reakcijske smjese 900 ul (500 pl supernatanta+350ul K-fosfatnog pufera razlicitog
koncentracijskog raspona GSH+50 pul DTNB-a) bila je u rasponu od 10 pM do 60 uM
(Tablica 3).

Standardne otopine pripremljene su u K-fosfatnom puferu jer svi uzorci krvi imaju
odredenu koncentraciju GSH. Kako nije moguce pribaviti uzorak krvi koji nema GSH, ne
moze se ni pripremiti uzorak krvi s poznatom koncentracijom GSH. Pored toga, dodavanje
standardne otopine u uzorak krvi ili supernatanta dodatno bi razrijedilo uzorak i time pocetnu
koncentraciju GSH.

Krv je tretirana s 5 % TCA u omjeru 1:2, homogenizirana i centrifugirana (6000 rpm,
20 min) te je odvojen supernatant. Zatim je pripremljena serija od 5 uzoraka, svaki uzorak
pripremljen je u duplikatu, a uz uzorke napravljena je i slijepa proba s destiliranom vodom. U
500 pl supernatanta dodano je 50 ul 1 mM DTNB-a i 350 pul 1M K-fosfatnog pufera razlicite
koncentracije GSH, a kako bi koncentracija GSH u ukupnom volumenu reakcijske smjese bila
u rasponu 10 do 60 pM. Intenzitet obojenja izmjeren je na UV-Vis sprektrofotometru pri 412
nm prema slijepoj probi. Iz bazdarnog pravca i koeficijenta regresije moze se zakljuciti se da

je metoda linearna (Slika 9).
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Slika 9. BaZdarni dijagram ovisnosti intenziteta apsorbancije o koncentraciji GSH u uzorku.
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4.7. Ispitivanje odredivanja MDA

Provedeno je istraZivanje kako bi se utvrdilo je li dobiveni supernatant nakon postupka
taloZzenja pune krvi s 5 % TCA, homogenizacije i centrifugiranja moguce upotrijebiti za
mjerenje joS jednog parametra oksidacijskog stresa, malondialdehida (MDA). Za ovo
ispitivanje koristila se TBA koja reagira s MDA u omjeru 1:2 pri ¢emu nastaje crveno obojeni
adukt MDA-TBA,. Za odvijanje reakcije potrebni su kiseli uvjeti i poviSena temperatura
(Janero, 1990). Prethodno provedena ispitivanja pokazala su da je nakon tretmana pune krvi s
5 % TCA pH supernatanta 1 (Tablice 5 i 6). S obzirom da je za reakciju MDA i TBA
potreban kiseli medij, supernatant pH = 1 pogodan je za odredivanje koncentracije MDA. U
reakcijsku smjesu treba samo dodati reagens TBA bez zakiseljavanja reakcijske smjese.

Postupak je proveden tako da su uzorci krvi kao i prilikom odredivanja GSH tretirani s
5 9% TCA, homogenizirani te centrifugirani (6000 rpm, 20 min). Potom je odvojeno 500 pl
supernatanta u koji je dodano 500 pul TBA. Uz uzorke pripremljena je i slijepa proba koja je
umjesto uzorka sadrzavala destiliranu vodu. Epruvete s reakcijskom smjesom su zagrijavane
na temperaturi od 90 °C kroz 30 minuta u grijaem bloku. Nakon zagrijavanja epruvete su
stavljene na led kako bi se zaustavila reakcija, a apsorbancija je izmjerena na UV-Vis
spektrofotometru pri valnoj duljini od 532 nm prema slijepoj probi. Izmjerene apsorbancije

prikazane su u Tablici 11.

Tablica 11. Apsorbancije uzoraka pripremljenih za odredivanje koncentracije MDA.

Postupak taloZenja krvi Reakcijska smjesa Apsorbancija Koncentracija (uM)
1:2 (500 wl krvi + 1000 | Uzorak 1 (500 wl
ul 5% TCA) supernatanta + 500 pl 0,166 2,128
TBA)
Uzorak 2 (500 ul
supernatanta + 500 pl 0,120 1,539
TBA)
1:3 (500 pl krvi + 1500 | Uzorak 1 (500 i
ul 5% TCA) supernatanta + 500 pl 0,167 3,212
TBA)
Uzorak 2 (500 ul
supernatanta + 500 pl 0,155 2,981
TBA)

Ocitane apsorbancije su u prihvatljivom rasponu. Kako referentne vrijednosti za
koncentraciju MDA u krvi nisu utvrdene, izracunate koncentracije su usporedene s
koncentracijama u istrazivanju u kojem je analizira koncentracija MDA u krvi u kontrolnoj

(zdravoj) skupini.Vrijednosti koncentracije MDA dobivene u ovom istraZivanju odgovaraju
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vrijednostima kontrolne skupine u navedenom istrazivanju (Yildirim i sur., 2004). Manja
odstupanja medu usporedivanim rezultatima posljedica su drugacije pripreme uzorka i samog
izvodenja mjerenja.Dobivene vrijednosti pokazuju da supernatant krvi pripremljen za

odredivanje GSH se moze upotrijebiti za odredivanje koncentracije MDA.
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5. Zakljucci
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e Punu krv potrebno je tretirati s 5 % TCA u omjeru ili 1:2 ili 1:3 kako bi se dobio supernatant

kojemu su uklonjeni proteini te je u supernatantu moguce odrediti koncentraciju GSH.

e Upotrebom1 M K-fosfatnog pufera (pH 7,4) moguce je posti¢i optimalni pH reakcijske
smjese (pH 7-8). Utvrdeni optimalan sastav reakcijske smjese za odredivanje koncentracije
GSH u punoj krvi je 500 pl supernatanta, 350 ul 1 M K-fosfatnog pufera (pH 7,4) te 50 ul 1
mM DTNB-a.

e Ispitivanje stabilnosti GSH u supernatantu (pohranjivanje supernatanta na -20 °C tijekom 48
sati) pokazalo je da GSH nije stabilan u supernatantu te se preporu¢a pohranjivanje uzoraka

krvi.
e Produkt GSH i DTNB-a, TNB, stabilan je tijekom 45 minuta, ali se zbog blagog pada
apsorbancije uslijed oksidacije produkta preporu¢a mjerenje napraviti unutar 15 minuta od

dodatka DTNB-a u reakcijsku smjesu.

e Ispitivanje linearnosti metode pokazalo je da je optimizirana metoda linearna te se moze

koristiti za odredivanje koncentracije GSH u punoj krvi.

¢ U supernatantu pune krvi koji je pripremljen za odredivanje koncentracije GSH moze se

izmjeriti 1 koncentracija MDA kao joS$ jednog parametra oksidacijskog stresa.
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7. Sazetak/ Summary
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Sazetak

Glutation je najvazniji tiolni antioksidans u stanicama sisavaca. Smanjena
koncentracija GSH dovodi se u vezu s brojnim patofizioloskim procesima te je cilj ovog
istraZivanja biooptimizirati metodu za odredivanje koncentracije GSH u punoj krvi. Za
odredivanje koncentracije GSH odabrana je spektrofotometrijska metoda koja se temelji na
reakciji tiolne skupine GSH i reagensa 5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeve kiseline), DTNB-a. U
reakciji nastaje Zuto obojeni produkt TNB (5'-tio-2-nitrobenzojeva kiselina) kojem se na
valnoj duljini A = 412 nm moZe izmjeriti intenzitet apsorbancije. Koncentracija GSH u uzorku
odreduje se prema Lambert-Beerovom zakonu iz poznatog apsorpcijskog koeficijenta,
€=14150 M"' cm™. Ispitivanja optimizacije metode za odredivanje koncentracije GSH u punoj
krvi provedena su na istom uzorku krvi, a uzorak krvi pribavljen je od zdravog dobrovoljnog
davaoca krvi. Prilikom optimiziranja metode ispitana je kiselina koja se mora upotrijebiti za
uklanjanje proteina iz uzorka krvi, molarnost pufera kojim se odrZava potreban pH reakcijske
smjese te sastav reakcijske smjese. Takoder ispitana je stabilnost GSH tijekom pohranjivanja
supernatanta te stabilnost TNB-a, produkta reakcije izmedu GSH i reagensa DTNB-a.
Pouzdanost metode ispitana je odredivanjem njene linearnosti. Pored toga ispitano je moze li
se supernatant koji je pripremljen za odredivanje GSH upotrijebiti za odredivanje jo§ jednog
parametra oksidativnog stresa, malondialdehida (MDA).

Ispitivanjem je pokazano da je tretiranjem uzoraka pune krvi s 5 % TCA dobiven Cisti
supernatant koji je pogodan za kolorimetrijsko odredivanje GSH. Optimalni uvjeti pH
reakcijske smjese postignuti su koriStenjem 1 M K-fosfatnog pufera (pH 7,4), a kao optimalan
sastav reakcijske smjese pokazao se sastav: 500 upl supernatanta, 350 pul 1 M K-fosfatnog
pufera (pH 7,4) te 50 ul 1 mM DTNB-a. Obzirom da je pohranjivanje supernatanta u
zamrzivacu na -20 °C kroz 48 h dovelo do znacajnog pada koncentracije GSH (p< 0,05), ne
preporuca se pohranjivanje supernatanta. Ispitivanjem stabilnosti produkta reakcije TNB-a u
vremenu od 45 minuta uocen je blagi pad izmjerenih apsorbancija tijekom 45 minuta koji nije
bio statisticki znacajan (p> 0,05) te je zakljueno da je produkt stabilan tijekom 45 minuta.
Pomocu standarda GSH(koncentracijski rasponu reakcijskoj smjesilO - 60 uM) utvrdeno je da
je metoda linearna te pouzdana za mjerenje GSH u punoj krvi. Pokazano je da je iz istog

supernatanta koji je pripremljen za odredivanje GSH moguce odrediti koncentraciju MDA.
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Summary

Glutathione (GSH) is the most important thiol antioxidant in mammals.The decrease
of GSH concentration in cells is linked with various pathophysiological processes. Therefore,
the aim of this study was to optimize the method for GSH measurement in human blood. For
the measurement of GSH concentration in blood, the spectrophotometric method was
selected, based on the reaction between thiol group of GSH and reagent 5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid), DTNB. Reaction results in a yellow product, 5'-thio-2-nitrobenzoic acid,
TNB, whose absorption intensity can be measured at wavelength A = 412 nm. Concentration
of GSH was calculated according to Lambert-Beer law from the known absorption
coefficient, €=14150 M cm™. Experiments were performed on the same blood sample that
was obtained from healthy volunteer blood donor. For the purpose of optimization of the
method the acid for deproteinisation of blood sample, the molarity of the buffer needed to
obtain pH of the reaction mixture, and composition of reaction mixture were tested.
Additionally, stability of GSH in stored supernatant was tested, as well as stability of reaction
product, TNB. Reliability of the method was examined by testing its linearity. Furthermore,
the same supernatant used for the measurement of GSH was tested for determination of
another parameter of oxidative stress, malondiladehyde (MDA).

Experiments have shown that treatment of blood samples with 5% TCA removes
interfering molecules leaving clear supernatant that is suitable for colorimetric determination
of GSH. Optimal pH of reaction mixture is achieved by use of 1M K-phosphate buffer (pH
7.4) andthe optimal reaction mixture composition was: 500 pul of supernatant, 350 pl of 1 M
K- phosphate buffer (pH 7.4) and 50 pl of DTNB. Statistically significant decrease in GSH
level (p< 0.05) was observed in supernatant samples stored at -20 °C for 48h indicating that
for determination of GSH supernatant cannot be stored. By monitoring stability of reaction
product TNB, a slightly drop of measured absorbance was noticed that was not statistically
different (p> 0.05) so can be concluded that TNB is stable for 45 minutes. GSH standards
were added in reaction mixture(in concentration range 10 - 60 uM) and it is established that
method is linear and can be used for GSH determination. Additionally it is demonstrated that

the supernatant prepared for GSH measurement can also be used for determination of MDA.
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8. Prilog
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Popis kratica

ATP — adenin trifosfat

CAT - katalaza

CoA - koenzim A

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

DTNB - Ellmanov reagens, 5,5 -ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina(eng. ethylenediaminetetraacetic acid)

v—GCS — y-glutaminilcistein-sintetaza

G6P — glukoza-6-fosfat

GPx - glutation-peroksidaza

GS — glutation sintetaza

GSH - reducirani glutation

GSSG - glutation disulfid (oksidirani glutation)

HMP -monofosfatni Sant(eng. hexose monophosphate pathway)
MDA - malondiladehid

NADP — nikotinamid dinukleotid fosfat

NADPH - nikotinamid dinukleotid hidrogenfosfat

PUFA -polinezasi¢ene masne kiseline(eng. polyunsaturated fatty acids)
ROS - slobodni kisikovi radikali(eng. reactive oxygen species)
RNS - slobodni dusikovi radikali(eng. reactive nitrogen species)
TBA - tiobarbiturna kiselina(eng. thiobarbituric acid)

TCA - triklorna kiselina(eng. trichloroacetic acid)

SOD - superoksid dizmutaza
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Optimiziranje spektrofotometrijske metode za odredivanje glutationa u krvi

Anja Puranec

SAZETAK

Glutation je najvazniji tiolni antioksidans u stanicama sisavaca. Smanjena koncentracija GSH dovodi se u vezu s brojnim
patofizioloskim procesima te je cilj ovog istraZivanja bio optimizirati metodu za odredivanje koncentracije GSH u punoj krvi. Za
odredivanje koncentracije GSH odabrana je spektrofotometrijska metoda koja se temelji na reakciji tiolne skupine GSH i reagensa
5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeve kiseline), DTNB-a. U reakciji nastaje Zuto obojeni produkt TNB (5'-tio-2-nitrobenzojeva kiselina)
kojem se na valnoj duljini A = 412 nm moZe izmjeriti intenzitet apsorbancije. Koncentracija GSH u uzorku odreduje se prema
Lambert-Beerovom zakonu iz poznatog apsorpcijskog koeficijenta, €=14150 M cm™. Ispitivanja optimizacije metode za
odredivanje koncentracije GSH u punoj krvi provedena su na istom uzorku krvi, a uzorak krvi pribavljen je od zdravog
dobrovoljnog davaoca krvi. Prilikom optimiziranja metode ispitana je kiselina koja se mora upotrijebiti za uklanjanje proteina iz
uzorka krvi, molarnost pufera kojim se odrzava potreban pH reakcijske smjese te sastav reakcijske smjese. Takoder ispitana je
stabilnost GSH tijekom pohranjivanja supernatanta te stabilnost TNB-a, produkta reakcije izmedu GSH i reagensa DTNB-a.
Pouzdanost metode ispitana je odredivanjem njene linearnosti. Pored toga ispitano je moZe li se supernatant koji je pripremljen za
odredivanje GSH upotrijebiti za odredivanje joS$ jednog parametra oksidativnog stresa, malondialdehida (MDA).

Ispitivanjem je pokazano da je tretiranjem uzoraka pune krvi s 5 % TCA dobiven Cisti supernatant koji je pogodan za
kolorimetrijsko odredivanje GSH. Optimalni uvjeti pH reakcijske smjese postignuti su koriStenjem 1 M K-fosfatnog pufera (pH
7,4), a kao optimalan sastav reakcijske smjese pokazao se sastav: 500 ul supernatanta, 350 pl 1 M K-fosfatnog pufera (pH 7,4) te 50
ul 1 mM DTNB-a. Obzirom da je pohranjivanje supernatanta u zamrzivac¢u na -20 °C kroz 48 h dovelo do znacajnog pada
koncentracije GSH (p< 0,05), ne preporuca se pohranjivanje supernatanta. Ispitivanjem stabilnosti produkta reakcije TNB-a u
vremenu od 45 minuta uocen je blagi pad izmjerenih apsorbancija tijekom 45 minuta koji nije bio statisticki znac¢ajan (p> 0,05) te je
zakljuceno da je produkt stabilan tijekom 45 minuta. Pomo¢u standarda GSH (koncentracijski raspon u reakcijskoj smjesi 10 - 60
uM) utvrdeno je da je metoda linearna te pouzdana za mjerenje GSH u punoj krvi. Pokazano je da je iz istog supernatanta koji je
pripremljen za odredivanje GSH moguce odrediti koncentraciju MDA.
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OPTIMIZING OF SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR THE DETERMINATION
OF GLUTATHIONE IN FULL BLOOD
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SUMMARY

Glutathione (GSH) is the most important thiol antioxidant in mammals. The decrease of GSH concentration in cells is
linked with various pathophysiological processes. Therefore, the aim of this study was to optimize the method for GSH
measurement in human blood. For the measurement of GSH concentration in blood, the spectrophotometric method was selected,
based on the reaction between thiol group of GSH and reagent 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB. Reaction results in a
yellow product, 5'-thio-2-nitrobenzoic acid, TNB, whose absorption intensity can be measured at wavelength A = 412 nm.
Concentration of GSH was calculated according to Lambert-Beer law from the known absorption coefficient, £=14150 M™' cm™.
Experiments were performed on the same blood sample that was obtained from healthy volunteer blood donor. For the purpose of
optimization of the method the acid for deproteinisation of blood sample, the molarity of the buffer needed to obtain pH of the
reaction mixture, and composition of reaction mixture were tested. Additionally, stability of GSH in stored supernatant was tested,
as well as stability of reaction product, TNB. Reliability of the method was examined by testing its linearity. Furthermore, the same
supernatant used for the measurement of GSH was tested for determination of another parameter of oxidative stress,
malondiladehyde (MDA).

Experiments have shown that treatment of blood samples with 5% TCA removes interfering molecules leaving clear
supernatant that is suitable for colorimetric determination of GSH. Optimal pH of reaction mixture is achieved by use of 1M K-
phosphate buffer (pH 7.4) and the optimal reaction mixture composition was: 500 pl of supernatant, 350 pl of 1 M K- phosphate
buffer (pH 7.4) and 50 pl of DTNB. Statistically significant decrease in GSH level (p< 0.05) was observed in supernatant samples
stored at -20 °C for 48h indicating that for determination of GSH supernatant cannot be stored. By monitoring stability of reaction
product TNB, a slightly drop of measured absorbance was noticed that was not statistically different (p> 0.05) so can be concluded
that TNB is stable for 45 minutes. GSH standards were added in reaction mixture (in concentration range 10 - 60 uM) and it is
established that method is linear and can be used for GSH determination. Additionally it is demonstrated that the supernatant
prepared for GSH measurement can also be used for determination of MDA.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 40 pages, 9 figures, 11 tables and 25 references. Original is in Croatian language.

Keywords: Glutathione, oxidative stress, antioxidant

Mentors: Ana-Marija Domijan, Ph.D.Full Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Marko Geri¢, Ph.D.Research associate, Institute for Medical Research and Occupational Health

Reviewers: Ana-Marija Domijan, Ph.D. Full Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Marko Geri¢, Ph.D.Research associate, Institute for Medical Research and Occupational Healt

Erim Besié¢, Ph.D.Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemstry

The thesis was accepted: July 2019.






