Metody vyzkumu

patofyziologie volnych
radikalu

Milan Ciz



\Metody detekce

o Chemiluminiscence
o Spektrofotometrie

NB T-test

redukce cytochromu C
o Elektronova spinova resonance
o Elektrochemie

stanoveni spotieby kysliku

detekce NO
® Fluorimetrie (prutokova cytometrie)




ﬂétedy stanoveni:

¢ volnych radikala

o aktivity zdroju volnych radikalu

o antioxidacni aktivity biologickych vzorku
® jednotlivych antioxidanti

® poskozeni biologickych makromolekul




Spektrofotometrie

superoxidovy aniont:

cytochrom C assay

Princip metody je zalozen na redukci oxidovaného (Fe3+) cyt
C superoxidovym aniontem na Fe2+ cyt C

550 nm

NBT test:

NBT je silny redoxni indikator, ktery po redukci RKM tvori
nerozpustny diformazan, 605 nm

nespecificky

oxid dusnaty:

Griessova reakce (nitrity, nitraty), detekéni limit 100 nM, 548
nm.



Elektronova spinova resonance

ESR (EPR) je spektroskopickd metoda, ktera se zabyva

mikrovinnymi  pfechody mezi - energetickymi  stavy
neparovych elektronti se spinem a orbitadlnim momentem

hybnosti.




\Elektrochemie

© oxid dusnaty:
selektivni elektroda pro NO

o ostatni RKM
o stanoveni spotreby Kysliku




Prutokova cytometrie

povrchové antigeny:

MADb znaCene¢ ruznymi fluorescencnimi znackami
tvorba RMK neutrofily a makrofagy:
Dichlorodihydrofluorescein diacetate — peroxid vodiku,
peroxynitrit

Dihydrorhodamine 123 - peroxid vodiku, peroxynitrit
Dihydroethidium bromide — superoxidovy anion.
oxid dusnaty:

1,2-diaminoanthroquinone

bunécny cyklus, bunécna viabilita:

propidium iodide



Dichlorodihydrofluorescein diacetat

Detekce H,0O, ale i dalSich intracelularnich oxidantu vcetné
oxidu dusiku

Vyhody
shodna vinova délka s fluoresceinem
pouzivana nejdelsi dobu (od roku 1983)

Nevyhody
unikani z bunek = nelze fixovat
vysoka citlivost vuci svétlu
toxicita
nezbytna aktivita esteraz



Dichlorodihydrofluorescein diacetat
DCFH-DA——» DCFH —»DCF

2’,7’-dichlorofluorescin diacetate
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Dihydrornodamin

Detekce H,O, ale i dalSich intracelularnich oxidantu
vcetné oxidu dusiku

Vyhody

az 10x vyssi citlivost oproti DCFH-DA
stabilita - mozZnost fixace

Nevyhody

nespecificka detekce oxidantu
zavislost na mitochondrialnim membranovém potencialu?
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\Djwdamln

Dihydrhodamine 123 Rhodamine 123



\Dihydmethidium bromid

Detekce O,

Vyhody

e dobra specificita pro O,
o stabilita - moznost fixace

Nevyhody

o HE katalyzuje dismutaci O,
o toxicky
® nelze pouzit soucasné s PI
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ﬂétedy stanoveni:

® volnych radikala

o aktivity zdroju volnych radikalu

o antioxidacni aktivity biologickych vzorku
® jednotlivych antioxidanti

® poskozeni biologickych makromolekul




Luminometricke metody

Luminofory jsou oxidovany RMK. Pfl navratu do
zakladniho energetického stavu emituji fotony. Jejich
detekce Je moznd pomoci luminometri nebo
scintilacnich spektrofotometra.

Nejcastéj1 pouzivané luminofory:
- Luminol

- Lucigenin

- Izoluminol

- Pholasin
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\Luminemetrické metody

o aktivita MPO:
bromid-dependentni chemiluminiscence
vzorku a peroxidu vodiku

¢ bunécéna proliferace a cytotoxicita:
luciferin-luciferaza




Oxidativni vzplanuti fagocytu

NADPH + H* ~_NADP*
NADPH
oxidaza
02_0 - 02
v
luminol + oxidant ~ o-aminoftalat + N, + sv¢tlo

(0,*, H,0,, OH®) (425\nm)
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Oxidativni vzplanuti fagocytu

phagosome

N\, granule

O,

NADPH NADP* + H*




Oxidativni vzplanuti fagocytu

Aktivatory fagocyti Misto pusobeni
osponizované castice (OZP)  povrchové receptory
fMLP povrchove receptory
PMA proteinkinaza C

vapnikovy ionofor A23187 Cat — PKC
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Intra- a extracelularni tvorba RMKD

» SOD, katalaza, kfenova peroxidaza, az
> luminol vs. 1soluminol

» Streptococcus mutans



Intra- a extracelularni tvorba RMKLC

Rat PMNLs + non-opsonized S. mutans
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Intra- a extracelularni tvorba RMKLC

Cas (min)
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Intra- a extracelularni tvorba RMKLC

Luminol

Aminophthalate

Isoluminol
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Intra- a extracelularni tvorba RMKLC

plazmaticka cytosol
membrana

NH
c’
'
O

isoluminol
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Intra- a extracelularni tvorba RMKD

Isoluminol Luminol

aminogroup more distant from the oxygen of
phthalazine ring

aminogroup less protonated

(E = -148.40 kcal/mol)

lower capacity to form intramolecular
hydrogen bridges

polar (DM = 3.38 D)

hydrophilic nature (R, = -0.67)

chemiluminescence completely blocked by
extracellular scavengers

chemiluminescence essentially dependent on
extracellular peroxidase
accumulation outside cells

identifies extracellular oxidants

aminogroup closer to the oxygen of
phthalazine ring

aminogroup more protonated

(E =-154.30 kcal/mol)

higher capacity to form intramolecular
hydrogen bridges

less polar (DM =2.86 D)

lipo/hydrophilic nature, exists in several forms
of dissociation (R, = 0.09)
chemiluminescence partially resistant to
extracellular scavengers
chemiluminescence partially dependent on
extracellular peroxidase

crossing of biological membranes

in the presence of extracellular scavengers
SOD/CAT, identifies intracellular oxidants
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mezi RMK a RMD

» antioxidanty
» NO donory (sodium nitropruside, SIN-1)

» analogy L-argininu (L-NMMA, L-NAME
NNA)



ﬂétedy stanoveni:

® volnych radikala

o aktivity zdroju volnych radikalu
o antioxidacni aktivity biologickych vzorku
® jednotlivych antioxidanti

® poskozeni biologickych makromolekul



Systemy generujici RMKD

xanthin/xanthin oxidaza

peroxid vodiku + ionty prech.kovi
peroxid vodiku

ABAP

SIN-1

bunécné systémy (fagocyty)




" Metoda TRAP

o Total (peroxyl) Radical-trapping Antioxidative Parameter

o stanoveni celkove antioxidac¢ni kapacity ve vodé
rozpustnych antioxidantu

o referencni vzorek: trolox




Metoda TRAP

NH  CH; CH;  Nm

N\ 7

0—(C—N=N—C—(C @2HC]

/] |\

NH, cH, cH, NH,

2,2 -azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
2,2¢-azobis(2-methylpropionamide) dihydrochloride
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Metoda TRAP v lipidove fazi

CH, CH,

CH, -CH -CH, -C—N=N—C—CH, CH -CH,

CH, CN CN CH,

2,2¢-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile)
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" Metoda TRAP

RN == NR - N,+2R"
20,

2RO,"
peroxylovy radikal



 Metoda TRAP

A Piidani vzorku

CL

50% peak |

1/2 peak-time



Metoda TRAP
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- Metody stanoveni:

volnych radikalu
aktivity zdroju volnych radikalu
antioxidacni aktivity biologickych tekutin
jednotlivych antioxidantu

poskozeni biologickych makromolekul



\Spektrofotometrie

¢ jednotlivé antioxidanty:
kyselina mocova
kyselina askorbova
albumin
bilirubin

Metody stanoveni oxidativniho stresu



- Metody stanoveni:

volnych radikala

aktivity zdroju volnych radikala
antioxidacni aktivity biologickych tekutin
jednotlivych antioxidantu

poskozeni biologickych makromolekul



\\I:’c)ékﬂzeni biologickych makromolekul

o Lipidova peroxidace
Stanoveni konjugovanych dienti pomoci CL
Stanoveni MDA spektrofotometricky, HPL
Stanoveni 4-hydroxynonenalu (spektrometrie,



\Poékez\em’ biologickych makromolekul

o Oxidativni poskozeni bilkovin

Stanoveni karbonylovych skupin proteint (HPLC,
spektrometrie)

Stanoveni proteinovych hydroperoxidiu




\Poékﬂ eni biologickych makromolekul

o Oxidativni poskozeni DNA
Stanoveni 8-hydroxy-deoxy-guanosin
-HPLC, GC-MS




