ANTIOXIDANTY A VOLNE
RADIKALY

Detekce volnych radikalu



Rozdéeleni metod

* Metody fyzikalneé — chemicke

* Metody biochemicke

* Metody prime
* Metody neprime
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Elektronova paramagneticka rezonancni
spektrometrie (EPR, ESR)

Metoda detekujici volne radikaly

Vyuziva paramagnetickych vlastnosti volnych
radikalu

Vzorek je umisten v silnem magnetickem poli a
vystaven mikrovinnému zareni

Neparovy elektron je excitovan, zmeni spin a
prejde na zakladni hladinu emisi fotonu

Tyto energeticke prechody se
projevi jako typicky signal J
na osciloskopu r




Energie

Mikrovinné zareni

Magnetickeé pole
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Spin trapping

« K prodlouzeni zivotnosti radikalu slouzi zachyt radikalu do
stabilnejsiho aduktu s vhodnou slouceninou

* NejCasteji se vyuziva 5,5-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid
(DMPO) a 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO)

» Lze vyuziti k detekci biologickém prostredi

 Nevyhodou je jedovatost detektorovych latek, nelze uzivat
v klinice

|
W

HsC T A g H4C T OH U h'
O- O
sssss
DMPO DMPO-OH

EPR spektrum aduktu hydroxylového radikalu s DMPO


https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiw25OT24nPAhWJvhQKHas_B7kQjRwIBw&url=https%3A%2F%2Fopeni.nlm.nih.gov%2Fdetailedresult.php%3Fimg%3DPMC4497396_rrv02301%26req%3D4&bvm=bv.132479545,d.d24&psig=AFQjCNEV6oBBSeIh9_P-qTo9iyIQPc9vdw&ust=1473765658911147

EPR spektrum aduktu superoxidu s DMPO.
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Gue Q. et al.: ESR study on the structure antioxidant activity relationship
of tea catechins and their epimers. Biochim. Biophys. Acta 1427,1999 13-
23




Gunera magellanica Lam.

Plant, Cell and Environment (2004), 27, 1415-1423
askorbyl radikal



Pfimé metody lokalizace oxidacéniho stresu v organismu
b ESR image
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Lohan B.S. et al.: Determination of the Antioxidant
Status of the Skin by In Vivo-Electron
Paramagnetic Resonance (EPR) Spectroscopy.
Cosmetics 2015, 2, 286-301




Junwang G. et al.: PLoS ONE 2014
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Jackson S. K. at al.: In vivo EPR spectroscopy: biomedical and potential diagnostic applications.
Faraday Discuss. 2004, 126, 103-117

Mikuni T. at al.: /n vivo Detection of Gastric Cancer in Rats by Electron Paramagnetic Resonance
Imaging. Cancer research 2004, 64, 6495-6502.



Elektrochemické méreni ROS/RNS

* Elektrochemie se zabyva studiem elektrochemického
chovani vzorku v zavislosti na jeho slozeni a koncentraci

e

senzor

Pt katoda 1

Ag anoda

* Vyuzivaji se elektrochemicke elektrody — minisenzory
» Lze vyuzit v biologickych systémech k detekci RNOS
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https://www.youtube.com/watch?v=6GzNh
O0XRfg8
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Luminiscencni sledovani ROS/RNS

Luminiscence vznika excitaci atomu a naslednym navratem
do zakladniho stavu, Cimz dojde k vyzareni fotonu

Pouziva se velmi ¢asto v biologickém materialu

Existuje cela rada luminofortu pro ruzné reaktivni formy
Kysliku a dusiku

Detekujeme pomoci luminometru, fluorescenéni mikroskopii
nebo elektrochemicky

Chemiluminiscence
Fotoluminiscence - fluorescence
K detekci ROS/RNS a hodnoceni

antioxidacni aktivity latek




Systemy generujici ROS/RNS
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Chemiluminiscence
Detekce ROS — luminol
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Detekce peroxidu vodiku, superoxidu - lucigenin
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M-methylenacridon (excitovany stav)

é\ ;



Fluorescence
Detekce superoxidu — dihydroethidium
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dihydroethidium 2-OH-ethidium
Vehicle X/X0

fluorescencni mikroskopie

elektrochemicka detekce

Free Rad Biol Med (2010), 48, 983-1001
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Detekce ROS - dichlorofluorescin
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Dichlorofluorescin
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Aromaticka hydroxylace jako ukazatel tvorby
hydroxyloveho radikalu in vivo
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fenylalanin o-tyrosin m-tyrosin

« Stanoveni v biologickém materialu pomoci HPLC -
elektrochemicka detekce



Metody nepfimé — méreni produktl oxidacniho stresu
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Metody neprimé — méreni produktu
oxidacniho stresu

Stanoveni produktu lipoperoxidace (LP)

— Stanoveni konjugovanych dienu spektrofotometricky (210 nm)

— Stanoveni 4-hydroxy-2-nonenalu spektrofotometricky (370 nm)
nebo HPLC - elektrochemicka detekce
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— Stanoveni vydechovanych tékavych uhlovodiku (etan, propan)
plynovou chromatografii

— Stanoveni produktt LP IC spektroskopii

S

2,4-dinitrofenylhydrazinem



Stanoveni MDA kyselinou thiobarbiturovou
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Patton, S. and G. W. Kurtz. 2-Thiobarbituric acid as a reagent for
detecting milk fat oxidation. J. Dairy Sci. 34:669—674.1951.
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Metody neprimé — méreni produktu
oxidacniho stresu

« Stanoveni oxidacné poskozenych proteinu
(spektrofotometricky, 370 nm)

lipoperoxidace @ A karbonyl
2,4-dinitrofenylhydrazin
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» Techniky molekularni biologie
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Metody neprimé — méreni produktu
oxidacniho stresu

« Stanoveni oxidacné poskozenych sacharidu
« Stanoveni oxidacne poskozenych NK

oxidacéni
....... / \ posSkozeni DNA

ROS antioxidanty

‘. N N A /N S NH

©
o0 ”‘ . N l N SN
‘ ./ hor 7 '@n.:
NN ¢> OH OH
S @ dG 8-OH dG

— HPLC - elektrochemicka detekce, ELISA metody




