1 Metody stanoveni antioxidant

Antioxidanty nazyvame latky schopné ivrelativn@ nizkych koncentracich konkurovat ostatnim
potencialné oxidovatelnym substratim, a tim oddalit &i zcela inhibovat jejich oxida¢ni destrukci.
Antioxidanty jsou tedy nezbytné pro udrzeni redoxni rovnovahy v organismu a zabranuji vzniku
oxida¢niho stresu zpusobeného kyslikovymi (ROS) &i dusikovymi radikaly (NOS), jejichz vznik je
popsan v kapitole 4. Fagocytéza. Tyto latky Ize rozdélit do dvou skupin — enzymatické
a neenzymatickeé.

Mezi primarni enzymatické antioxidanty (zabrariujici tvorbé &i pfimo likvidujici vzniklé volné radikaly)
patfi pfedevSim superoxid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) a glutation peroxidaza (GPX). SOD
katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku a O2. Takto vznikly peroxid vodiku nasledné
rozklada CAT na H20 a O: (pfedevSim pfi vysokych koncentracich H202), nebo GPX za soulasné
oxidace tripeptidu glutationu (GSH) a vzniku H20 (pfedevsim pfi nizkych koncentracich H203). Takto
vznikly oxidovany GSH je nasledné redukovan sekundarnimi enzymatickymi antioxidanty, mezi které
patfi pfedevsim glutation reduktaza nebo glukéza-6-fosfat-dehydrogenaza.

Mezi neenzymatické antioxidanty patfi naopak velké mnozstvi latek, které Ize rozdélit napf. na
vitaminy, kofaktory enzymu, dusikaté slou¢eniny ¢i peptidy. Nejvyznamnéj$imi antioxidanty patfici
mezi vitaminy jsou vitaminy A, E a C. Koenzym Q10 a jeho redukovana forma ubiquinol jsou
potencialem je kyselina mocova. DalSimi dllezitymi antioxidanty jsou jiz zminény GSH, melatonin,
flavonoidy, karotenoidy ¢i fenolové slouceniny rostlin. VétSina neenzymatickych antioxidantd
pusobi jako redukéni ¢inidlo proti vétSimu mnozstvi volnych radikald, nejcastéji proti superoxidovému
anionu, peroxidu vodiku, hydroxylovému radikalu, singletovému kysliku &i oxidu dusnatému.

Oxida¢ni stres je pfi¢inou mnoha zavaznych onemocnéni jako jsou nemoci kardiovaskularniho
systému &i rakovina. Tato onemocnéni jsou jednim z nejcastéjSich pfi€in umrti ve vyspélych zemich a
jejich prevence formou spravné zivotospravy Ci dostateného pfisunu pro Clovéka esencialnich
antioxidantl je tedy klicova.

Existuje nékolik metod, které se vyuZivaji pro stanoveni celkové antioxidaéni kapacity
v biologickych vzorcich (plazma, sérum, mléko apod.). Tato stanoveni reflektuji aktivitu vSech
potencialnich antioxidantl zminénych vySe obsazenych ve vzorku. Vzhledem k tomu, Ze se in vivo
mechanismy U€inku jednotlivych antioxidaénich molekul vyznamné 1iSi, neni moZné celkovou
antioxidaéni kapacitu zcela objektivné zméfit jen jednou metodou, ale je potfeba kombinovat metod
vice. Je mozné vyuzit metod spektrofotometrickych, fluorescenénich nebo luminometrickych:

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

Jedna se o spektrofotometrickou metodu vyuzivajici tmavé modry oxidant ABTSe- vznikajici oxidaci
kyseliny 2,2°-azinobis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonové) (ABTS?%) persulfatem draselnym. Vznikly tmavé
modry roztok je nafedén etanolem ¢&i pufrem na ODrz3s= 0,7 a nasledné je k nému pfidan vzorek o
riznych koncentracich i Trolox (kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova) jako
antioxidaéni standard. Koncentrace vzorku davajici stejnou procentualni zménu absorbance roztoku
jako 1mM Trolox je povazovana za TAEC.

Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP)

Tato metoda patfici také mezi spektrofotometrické vyuziva redukéniho potencialu antioxidacnich
latek v pUsobeni na tripyridyltriazin Zelezity (Fe'-TPTZ), ktery je za nizkého pH redukovan na svou
Zeleznatou formu (Fe'") spolu s tvorbou intenzivniho modrého zbarveni. Zména absorbance po pFidani
vzorku je méfena pfi 593 nm a vysledky jsou nasledné porovnavany proti zméné absorbance
standardniho roztoku zeleznaté formy TPTZ. Jedna jednotka FRAP je definovana jako redukce 1 mol
Fe'l na Fe'.

Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

Vyznamnou fluorescenéni metodou pro méfeni celkové antioxidacni kapacity je ORAC. Metoda je
zaloZzena na méfeni vychytavani peroxylového radikdlu antioxidanty obsaZenymi ve vzorku.
Peroxylovy radikél je produkovan 2,2-azobis-2-amidinopropan hydrochloridem (ABAP) pfi 37 °C.
Zbylé peroxylové radikaly, které nejsou odstranény antioxidanty, dale oxiduji fluorescenéni probu



(napf. fluorescein), coz ma za nasledek ubytek fluorescenéniho signalu. K vyhodnoceni stanoveni se
pouziva porovnani plochy pod kfivkou fluorescenéniho signalu (integralu), kdy plocha blanku je nizsi
nez plocha vzorku obsahujiciho antioxidanty, nebo se porovnavaji kfivky vzork(d s kfivkami standardu
(napf. vySe zminény Trolox).

Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP)

TRAP je nejpouzivanéjsi luminometrickou metodou. Tuto metodu Ize vyuzit pro stanoveni celkové
antioxidaéni kapacity v nejriznéjSich biologickych vzorcich, jako je napf. krev nebo plazma obratlovct,
hemolymfa hmyzu, rostlinné extrakty a dalSi. Stejné jako ORAC je i TRAP zaloZzen na termalni
dekompozici latky ABAP, ktera pfi 37 °C produkuje stalou hladinu peroxylového radikalu. Peroxylovy
radikal dale oxiduje luminol, ktery produkuje chemiluminiscen&ni signal méfeny luminometrem. Pokud
je do reakce pfidan vzorek obsahujici antioxidanty nebo Trolox (antioxida¢ni standard), peroxylové
radikaly jsou témito latkami vychytdvany az do doby, nez jsou vSechny antioxidanty vyCerpany. Poté
zacne oxidace luminolu a chemiluminiscencni signal skokové naroste.

Pro hodnoceni se pouzivaji rizné koncentrace Troloxu (viz obrazek nize), z jejichz reakénich kfivek se
nasledné vytvorii kalibrace. Z kfivek Troloxu i vzorku se odecita ¢as potiebny k dosazeni nejvyssiho
bodu kfivky (piku). Podle rovnice regrese kalibrace se pak dopocita antioxida¢ni kapacitu vzorku
vyjadfena jako odpovidajici koncentrace Troloxu v nmol/ml.
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Obr. X.1: Kalibracni kfivky Troloxu a reak¢ni kfivka produkce ROS latkou ABAP.



ULOHA X: Stanoveni antioxidaéni kapacity metodou TRAP

Chemikalie a roztoky:

» PBS (3,8 g Na2HP0O4.12 H20 rozpusténo ve 100 ml 0,85% roztoku NaCl); pH 7,4

= Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8,-tetrainethyl-chroman-2-carboxylic acid; Mr =250,29) o koncentraci
2 nmol/ml. Roztok Troloxu o dané koncentraci je pfipraven dopfedu a na cvi¢eni ho pouze
rozmrazime. Jedna molekula Troloxu vychytava dvé molekuly peroxylového radikalu.

=  ABAP (2,2-azobis(2-amidinopropane hydrochloride); Mr = 271,2); 400 mM roztok v PBS:

Rozpustime 108,48 mg v 1 ml PBS a do pouziti uchovavame pfi 4 °C. ABAP je nutné pfipravit
vzdy Cerstvy!

* |uminol (3-aminophthalhydrazide; Mr = 177,16); 10> M v boratovém pufru. Uchovavame v -20 °C
a chranény pred svétlem. Pfed pouzitim je nutné rozmrazeny luminol promichat.

Méfeny vzorek

= sérum nebo plazma obratlovcli; hemolymfa hmyzu; jakékoli bezbarvé tekutiny, ve kterych
predpokladame pfitomnost antioxidantl (napf. zeleny &aj)

Pristroje a pomiticky

Luminometr, Sablona s jednorazovymi stripy (plastové mikrojamky).

Postup

1. Do zkumavky, ve které mame navazen ABAP, napipetujeme 1 ml PBS a rozmichame na vortexu.
Rozpustény ABAP dame do lednice a pipetujeme jej do jamek tésné pfed zapodetim méfeni na
luminometru.

2. Podle néasledujiciho schématu si pfipravime ¢Ctyfi fedéni Troloxu pro vytvofeni kalibraéni kFivky: 2;
1,5; 1 a 0,5 nmol/ml.

Zkumavka zasobni 1 2 3
Koncentrace
Troloxu (nmol/ml) e L5 ! e
dHz20 (pl) 0 25 100 100
PFidavame (ul) 0 75 (ze zasobni 100 (ze zasobni 100 (ze

H zkumavky) zkumavky) zkumavky €. 2)

3. Pfipravime si fedéni péti vybranych vzorkl vzorkd: 5x, 10x, 100x, 1000x (k dispozici je pro vzorky
celkem 19 jamek, proto nebude nejvy$Si fedéni jednoho vzorku nakonec pouzito). Celkem
budeme potfebovat 20 ul roztoku od kazdého fedéni.

4. Pipetujeme do jamek v Sabloné v poradi:

PBS Luminol vzorek/Trolox/blank (dest. voda)
160 pl 16,7 ul 20 ul

Schéma usporadani jamek na desti¢ce:



A Trolox | Trolox | Vz.1 Vz. 1 Vz. 1 Vz. 1 Vz.2 Vz.2 Vz.2
2 5x 10x 100x 1000x 5x 10x 100x

Vz. 4 Vz. 4 Vz. 4 Vz. 4 Vz.5 Vz.5 Vz.5 Vz.5
5x 10x 100x 1000x 5x 10x 100x 1000x

5. Desti¢ku inkubujeme 10 min pfi teploté 37 °C. Mezitim pfipravime nastaveni luminometru.

6. Zapneme a vytemperujeme luminometr na 37 °C (pozor: zahfati trva zhruba 20 min). Méfeni bude
probihat po dobu cca 2 hodin a pfed kazdym cyklem musi byt destiCka protfepana. Nastavime
tedy nasledujici parametry méfeni:

Operation mode Range kinetics Shake time 15
Number of repeats 120 Shake amplitude 3
Interval time 54 Shake mode Ranges

7. Do v8ech jamek napipetujeme 16,7 pl roztoku ABAP a zapneme méfeni.

Hodnoceni

Pro kazdou jamku zname hodnoty chemiluminiscence v zavislosti na ¢ase.
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1. Vytvorte kfivku zavislosti CL na ¢ase pro kalibraci Troloxu, ABAP a vSechna fedéni vzorkd.

2. Z kfivek Troloxu a vzorkd odectéte hodnotu maxima CL a ¢as, kdy tohoto maxima bylo dosazeno
(pozor: urCuje se pouze, pokud se pik vdaném meéfeni objevil; tj. pouze u nékterych Fedéni
kalibrace a vzorku!).

3. Z hodnot €asli maxima jednotlivych koncentraci Troloxu vytvorte kalibraéni kfivku (zavislost Casu
dosazeni maxima CL na koncentraci Troloxu).

4. Dosazenim hodnot ¢asu maxima CL vzork( do rovnice kalibraéni kfivky dopoctéte mnozstvi
antioxidantt v mérenych vzorcich.

Vystup



Do protokolu uvedte graf zavislosti CL na ¢ase a kalibracni kfivku zavislosti Casu dosazeni maxima CL
na koncentraci Troloxu.

Podle kalibrace dopoctéte koncentraci antioxidantll v méfenych vzorcich a vyjadiete ji
v nmol Troloxu/ml. Vypoétené hodnoty uvedte do tabulky.



