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Oxidacni
stres

Reaktivni kyslikové a dusikové radikaly fyziologicky slouzi k destrukci patogent a regula¢nim procesiim
napr. ve sténach cév aj.

Pri jejich nadprodukci (kterd muaze byt prospésna pro likvidaci patogena) muze vSak dochazet k
oxidativnimu poskozeni vlastnich bunék a tkani.

Radikaly napadaji biomolekuly: lipidy, nukleové kyseliny a proteiny a zpusobuji zmény jejich struktury,
coz se odrazi na zméneé funkce téchto molekul.

V pripadé lipidi hovorime o lipidové peroxidaci a lipidy jsou castym a dullezitym cilem oxidativniho
poskozeni.

V organismu existuji prfirozené antioxidacni mechanismy, které eliminuji riziko oxidacniho poskozeni



Antioxidanty

Konkuruji jinym potencidlné oxidovatelnym substratum a tim je chrani pres poskozenim radikaly

Enzymatické:

superoxid dismutaza SOD - pfremeénuje superoxidovy radikal na peroxid vodiku

katalaza CAT - rozklada peroxid vodiku

glutathion peroxidaza GPX — rozklada peroxid vodiku na vodu za soucasné oxidace glutathionu

Glutathion: tripeptid glutamylcysteinylglycin. Pfi oxidaci glutathionu m(iZe vzniknout disulfidovy
muUstek mezi dvéma jeho molekulami (vznikly dimer glutathionu se vystizné oznacuje GSSG). GSSG je
mozné redukovat zpét na dvé molekuly GSH:

1) vznik oxidované formy glutathionu (zkr. GSSG)

GSH + H,0, - GSSG + 2 H,0 \ '

2) regenerace oxidované formy glutathionu na redukovanou
GSSG + NADPH + H# -----m-- 2 GSH + NADPH
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Antioxidanty

Neenzymatickeé:

Vitaminy - A, E, C

kofaktory enzymu - koenzym Q10
dusikaté slouceniny — kyselina mocova

Prirodni barviva — karotenoidy, flavonoidy aj




Stanoveni celkoveé antioxidacni kapacity

Stanovuje se v rlznych biologickych vzorcich:

plasma, sérum, hemolymfa, potraviny (mléko, ovocné a zeleninové Stavy apod.)

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) spektrofotometricka
Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) spektrofotometricka

Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP) luminometricka
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) fluorescencni

Princip:
ABAP produkuje peroxylovy radikal a ten oxiduje fluorescein, ktery je timto degradovan a prestava svitit.

Pokud jsou ve vzorku antioxidanty, tak vychytaji peroxylovy radikal, tim je ochranén fluorescein a muze svitit

Jako standard se pouziva Trolox — jedna molekula Troloxu vychyta dvé molekuly peroxylového radikalu



Slozky reakCni smési a vystup mereni

o Bez ABAP o 200 pM Trolox 100 pM Trolox o 50 pM Trolox

25 pM Trolox 6,25 uM Trolox e 3,125 pM Trolox o blank
300000

Do jamek pipetujeme: 250000
Trolox/vzorek/PBS (blank) 200000
Fluorescein 150000
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Fluorescence (RLU)

ABAP
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Kineticky graf zavislosti fluorescence na ¢ase pro jednotlivé koncentrace Troloxu (standard)

Kinetické grafy pro jednotlivé vzorky

Graf zavislosti integralu fluorescence na koncentraci Troloxu a urcit rovnici kalibracni primky

Z rovnice kalibra¢ni primky urcit koncentraci antioxidantd ve vzorcich a vyjadfit ji jako mikromoly Troloxu



