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Metody stanoveni

volnych radikald

aktivity zdroju volnych radikald
antioxidacni aktivity biologickych vzorku
jednotlivych antioxidantu

poskozeni biologickych makromolekul



Metody stanoveni

Chemiluminiscence
Spektrofotometrie

NBT-test

redukce cytochromu C
Elektronova spinova resonance
Elektrochemie

stanoveni spotreby kysliku

detekce NO
Fluorimetrie (prutokova cytometrie)



Chemiluminescence

Chemiluminiscence (1)
Luminofory jsou oxidovany RMKD. Pfi navratu do zakladniho

energetického stavu emituji fotony. Jejich detekce je mozna
pomoci luminometrd nebo scintilacnich spektrofotometru.

NejCastéji pouzivané luminofory:
-Luminol

-Lucigenin

-Isoluminol

-Pholasin
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Chemiluminescence
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CL fagocytu

NADPH + H* > NADP*
NADPH
oxidasa
O = O,
v
luminol + oxidant » a-aminoftalat + N, + svétlo (425 nm)

(0,7, H,O,, OH*)



CL fagocytu

O,

plazmaticka
membrana

granule

NADPH NADP*+ H* | NADPH oxidasa
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9.4.2019

CL fagocytu

Total ROS generation curve
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CL fagocytu

Rozliseni intra- a extracelularni CL

 SOD, katalaza, krenova peroxidaza, azid sodny
e |uminol vs. isoluminol



9.4.2019

CL fagocytu

plazmaticka cytosol
membrana

9 e
C G
Y ANH
[ 5
NH, O NH, O
luminol

2

o
n
C
4@~
AH
MH E"f

1]
a

isoluminol

13



CL fagocytu

Aktivatory fagocytu

Misto pusobeni

opsonizované castice (OZP)
fMLP
PMA

vapnikovy ionofor A23187

povrchové receptory
povrchové receptory
proteinkinaza C

Ca’t = PKC



CL fagocytu

Rozliseni mezi RMK a RMD

e antioxidanty
 NO donory (sodium nitropruside, SIN-1)
 Analogy L-argininu (L-NMMA, L-NAME, L-NNA)



Systémy generujici RMKD

xanthin/xanthin oxidaza

peroxid vodiku + ionty prech. kovu
peroxid vodiku

ABAP

SIN-1

bunécné systémy (fagocyty)
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Metoda TRAP

Total (peroxyl) Radical-trapping Antioxidative Parameter
stanoveni celkové antioxidacni kapacity ve vodé
rozpustnych antioxidantu

referencni vzorek: trolox



Metoda TRAP

Na — CH; CH, NH
N V/
C—(C—N=N—C—C e2HCI
/ \
NH,  cH, cH, NH,

e 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
e 2,2'-azobis(2-methylpropionamide) dihydrochloride



Metoda TRAP v lipidoveé fazi

CH CH

3 3

CH, -CH -CH, - C—N=N— C—CH, CH -CH,

CH, CN CN CH,

2,2‘-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile)



Metoda TRAP
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Metoda TRAP
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Metoda TRAP
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Chemiluminiscence

Chemiluminiscence (2)

e aktivitaMPO:
bromid-dependentni chemiluminiscence v
pritomnosti vzorku a peroxidu vodiku
 bunécna proliferace a cytotoxicita:
luciferin-luciferaza
zavislé na ATP
* regulace exprese genu
reporter gene assay



Prutokova cytometrie

 tvorba RMK neutrofily a makrofagy:
Dichlorodihydrofluorescein diacetate:
peroxid vodiku, peroxynitrit
Dihydrorhodamine 123:
peroxid vodiku, peroxynitrit
Dihydroethidium (hydroethidine):
superoxidovy anion
e oxid dusnaty:
1,2-diaminoanthroquinone
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Prutokova cytometrie

Dichlorodihydrofluorescein diacetat

detekce H,O, ale i dalSich intraceluldrnich oxidantu vcetné
oxidu dusiku

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

Nevyhody

 unikani z bunék - nelze fixovat
e vysoka citlivost vici svétlu

* toxicita



Prutokova cytometrie

Dihydrorhodamin

detekce H,O, ale i dalSich intraceluldrnich oxidantu vcetné
oxidu dusiku

Vyhody
e az 10x vyssi citlivost oproti DCFH-DA
e stabilita - moznost fixace

Nevyhody
* nespecificka detekce oxidantu
e zavislost na mitochondrialnim membranovém potencialu?



Prutokova cytometrie

Dihydroethidium

detekce O,

Vyhody
* dobra specificita pro O,
* stabilita - moznost fixace

Nevyhody

* HE katalyzuje dismutaci O,
e toxicky

* nelze pouzit soucasné s Pl



Prutokova cytometrie

* povrchové antigeny:
Mab znacené riznymi fluorescencnimi znackami

* bunécny cyklus, bunécna viabilita:
Propidium iodide



EPR

Metody vyuzivajici existence spinu a jeho chovani v silném
magnetickém poli. Podle toho, zda se jedna o spin elektronu
nebo jadra se déli spektroskopické metody na nuklearni a
elektronové.

 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

* Nuklearni kvadrupdlova rezonance (NQR)

* Elektronova paramagneticka rezonance (EPR)
 Muonovarezonance

Objevena 1945. Metoda je zalozena na meéreni absorpce a
emise elektromagnetického zareni (mikroviny) elektrond.



EPR

Na vzajemné interakci elektronového momentu hybnosti s
vnéjsSim magnetickym polem je zalozena elektronova
paramagneticka rezonance (EPR), nazyvana také elektronova
spinova rezonance (ESR).

EPR spektroskopie ¢asto neumoznuje primé stanoveni kratce

zijicich radikalt bez pouziti slozitych experimentalnich postupt
(méreni pri nizkych teplotach, pouziti tzv. flow-techniky
apod.). Aby se umoznilo stanoveni kratce Zijicich radikall i bez
pouZiti specialnich postupu, byla v Sedesatych letech vyvinuta

metoda spin-trappingu.



EPR

Metoda EPR je pouzitelna pro systémy s nenulovym spinem, tj.
pro systémy, které obsahuji alespon 1 neparovy elektron. Jsou
to naprl. paramagnetické ionty nékterych prechodnych kovu
nebo vzacnych zemin s castecné zaplnénymi d a f orbitaly jako
Cu(I), Mn(Il), Cr(l11,1V), V(IV) a organické radikaly.

Pisobenim magnetického pole dojde k rozstépeni plvodniho
energetického stavu E, na energetické hladiny, odpovidajici
jednotlivym prostorovym orientacim celkového momentu

hybnosti.



EPR

Interakci neparového elektronu s magneticky aktivnimi jadry
okolnich atomu nebo s jinymi neparovymi elektrony dochazi k
rozstépeni signalu na multiplety.

* Pocet ¢ar v multipletu n+1 (n = pocet interagujicich jader)
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HaC OH
Hydroxy radical
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Fig. 1 ESR spectra of DMPO adducts
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EPR

1L

Fig. 2 Purity comparison of ESR spectra
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EPR
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Spektrometrie

aktivita MPO:
o-dianisidine
lipidova peroxidace:
koncentrace TBARS
jednotlivé antioxidanty:
kyselina mocova, kyselina askorbova, albumin, bilirubin
oxid dusnaty:
Griessova reakce (nitrity, nitraty), detekéni limit 100 nM,
548 nm.
viabilita, cytotoxicita, bunécna proliferace:
MTT test



Elektrochemie

e oxid dusnaty:

Selektivni elektroda pro NO
* ostatni RKM
e stanoveni spotreby kysliku

_ I80-NO sensor
gas inlet - e
|
\ _ purge outlet
| rubber septum 4 >
\ with hole = —
| I calibration stand
. Y J- —-
R I | - vial containing
calibration solution
W — “\ —_—
= . -
=\ ——— 1
: .- o | stir bar

magnetic stirrer
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Poskozeni biologickych
makromolekul

Lipidova peroxidace

Stanoveni konjugovanych dient pomoci CL

Stanoveni MDA spektrofotometricky, HPLC

Stanoveni 4-hydroxynonenalu (spektrometrie, GC-MS)



Poskozeni biologickych
makromolekul

* Oxidativni poskozeni bilkovin
Stanoveni  karbonylovych  skupin  protein  (HPLC,
spektrometrie)
Stanoveni proteinovych hydroperoxidu



Poskozeni biologickych
makromolekul

e Oxidativni poskozeni DNA

Stanoveni 8-hydroxy-deoxy-guanosinu (8-OHdG)
- HPLC, GC-MS



