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Antioxidanty

Enzymatické:

» superoxid dismutaza (SOD)
» katalaza (CAT)

» glutathion peroxidaza (GPX)

Neenzymaticke:

« Vitaminy (A, E, C)

» kofaktory enzymu (koenzym Q10, ubiquinol)
» dusikaté slouceniny (kys. mo€ova)

» peptidy (GSH, melatonin, flavonoidy, karotenoidy ¢i fenolové
slouc€eniny rostlin)



Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC)

Spektrofotometricka metoda
Tmaveé modry oxidant ABTSe-

Nareden na OD,4, = 0,7 a nasledne je k nemu pridan vzorek
o ruznych koncentracich €i Trolox jako antioxidacni standard

Koncentrace vzorku davajici stejnou procentualni zménu
absorbance roztoku jako 1mM Trolox je povazovana za
TAEC.



Ferric Reducing Ability of Plasma
(FRAP)

Spektrofotometricka metoda

Vyuziva redukcniho potencialu antioxidacnich latek v
pusobeni na tripyridyltriazin zelezity (Felll-TPTZ), ktery je za
nizkého pH redukovan na svou zeleznatou formu (Fell) spolu
s tvorbou intenzivniho modrého zbarveni

Zmeéna absorbance po pfidani vzorku je mérena pri 593 nm a
vysledky jsou nasledné porovnavany proti zmene absorbance
standardniho roztoku zeleznaté formy TPTZ

Jedna jednotka FRAP je definovana jako redukce 1 mol Felll
na Fell.



Total Radical-trapping Antioxidant
Parameter (TRAP)

Luminometricka metoda

zalozena na termalni dekompozici latky ABAP, ktera pri
37 °C produkuje stalou hladinu peroxylového radikalu >
odstranovani peroxylovych radikalt antioxidanty ve
vzorku > po vy€erpani antioxidantu oxidace luminolu >
skokovy narust signalu

Pro hodnoceni se pouzivaji ruzné koncentrace Troloxu
(standard)

Hodnoti se Cas potrebny k dosazeni nejvysSiho bodu
Krivky (piku)
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VI. Uloha — Stanoveni
antioxidacni kapacity
metodou ORAC



Princip

e Fluorescencni metoda

» Meéreni vychytavani peroxyloveho radikalu antioxidanty
obsazenymi ve vzorku

» ABAP - produkuje peroxylové radikaly pfi 37 C
» Fluorescein — peroxylové radikaly neodstranené antioxidanty
oxiduji fluorescenéni probu > ubytek signalu

» Trolox — antioxidant, standard (1 molekula Troloxu vychytava
2 molekuly peroxylového radikalu)

Bez ABAP o 200 pM Trolox 100 puM Trolox 50 pM Trolox
25 uM Trolox 6,25 uM Trolox 03,125 pM Trolox o blank

Fluorescence (RLU)
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Chemikalie a roztoky

- PBS

» Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8,-tetramethyl-chroman-2-carboxylic
acid; Mr = 250,29); 400 uM zasobni roztok v PBS

» ABAP (2,2'-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride;
Mr= 271,2); 0,1 M roztok v PBS

» Fluorescein (Fluorescein sodium salt; Mr = 376,27); 100 nM v
PBS

» Méfeny vzorek — mysSi plazma, hemolymfa z bource
morusového J&

Pristroje a pomucky

e Fluorimetr
» Cerna plastova 96-jamkova desticka
e 10 ml zkumavky, ...



Postup

1.

Rozpustime 27,1 mg ABAP v 1 ml PBS a do pouziti
uchovavame pfri 4 °C. Do jamek jej pipetujeme az tésné
pred zapocCetim meéreni ve fluorimetru.

K 37 mg fluoresceinu napipetujeme 10 ml PBS a
rozmichame na vortexu. Vznikly 10mM zasobni roztok dale
100x redime v Eppendorf zkumavce na 100uM (10 pl
zasobniho roztoku + 990 ul PBS). Nakonec 100uM roztok
zfedime ve treti zkumavce 1000x na pracovni 100nM
fluorescein (10 pl zasobniho roztoku + 9990 ul PBS). Do
pouziti uchovavame ve tme.



Postup

3. Podle nasledujiciho schematu si pripravime nekolik redeni
Troloxu pro vytvoreni kalibracni krivky: 200; 100; 50; 25;

12,5; 6,25 a 3,125 uM standard.

Zkumavka
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4. Prfipravime si Ctyfi testovaci fedéni mérfenych vzorkua (10x,

100x, 500x a 1000x). Celkem budeme potfebovat 20 pl

roztoku od kazdého redéni.




Postup

5. Do jamek na Cerné destiCce napipetujeme po 10 pl standard
Trolox v duplikatech, PBS jako blank bez antioxidantu a
jednotlivé vzorky. Ridime se nasledujicim schématem
usporadani jamek na desticCce:
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Postup

6. Do kazdé jamky pridame 170 pl 100nM fluoresceinu.
Desticku po pfidani fluoresceinu drzime ve tmé, napf.
prikrytou alobalem!

7. Zapneme a vytemperujeme fluorimetr na 37 °C (bude
pripraveno vyucujicim pred cvicenim). DestiCku umistime
do fluorimetru a inkubujeme 10 min pri 37 °C.



Postup

6. Méreni bude probihat pfi 37 °C po dobu 2 hodin v
pravidelnych intervalech cca 30 s. Vyuzijeme nastaveni pro
ORAC s nasledujicimi parametry:

> Poclet méficich cykla: 240
o Excitacni vinova délka: 460 nm
o Emisni vinova délka: 535 nm

7. Do vsech jamek napipetujeme 20 pl roztoku ABAP a
zapneme mereni.



Hodnoceni a vystup

Pro kazdou jamku zname hodnoty fluorescence mérené v
relativnich fluorescenénich jednotkach (RLU) v zavislosti na
case a integral, tj. plochu pod krivkou

1. Zprumérujte hodnoty duplikatu jednotlivych fedéni Troloxu a
blanku (+ integraly)

2. Graf — zavislost fluorescence na €ase (Trolox + blank)

3. Graf — zavislost fluorescence na Case (mérené vzorky +
blank)

4. Graf — kalibra¢ni kfivka Trolox (zavislost integralu
fluorescence na koncentraci Troloxu)

5. Tabulka - dosazenim hodnot integralu fluorescence vzorku
do rovnice kalibraCni pfimky dopocCtéte mnozstvi
antioxidantli v mérenych vzorcich (pozor na fedéni!)
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