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Klinicka biochemie Il

Oxidacni stres
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Uvod do problematiky RONS

* Fyziologicky | patogeneticky vyznam

* Prostredniky prfenosu energie

« Faktory imunitni ochrany

 Signalni molekuly bunécné regulace

e Pusobi toxicky a jako dezinformacni agent
* Reakce s ruznymi biologickymi strukturami
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 Volny radikal

e ROS
e RNS e oo
* RONS .oo o0




INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

ROS
Superoxid ‘O,
Hydroxylovy radikal *OH
Peroxyl ROO
Alkoxyl RO’
Hydroperoxyl "O,H
Peroxid vodiku HO,
Kyselina chlorna HCIO
Ozon Q
Singletovy kyslik 10,
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RNS
Oxid dusnaty NO
Oxid dustity NO,’
Nitrosy! NO*
Kyselina dusita HNOQ
Oxid dusity N,Os
Oxid dustity N.,O,
Nitronium NO,*
Peroxynitrit ONOQOO
Alkylperoxynitrit ROONO
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Vznik VR

 Homolytickeé stepeni

A'B - A" + B
e Redukce

e Oxidace
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Retézova reakce

e |niclace

— Vznik radikalu
 Propagace

— Vznik dalSich radikalu

 Terminace
— RUznym zpusobem
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Molekula kysliku

e Tripletovy dioxygen
— Biradikal
— Shodny spin

« Pfekonani spinové restrikce - O,
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Zdro] VR v organismu

« Membranové vazané enzymy
— Vznika superoxid

t“H2 /
H——OH
H——OH
H——OH
e
T NH
0=P—0
C:) </N =N
0=|‘3— N N/)
O o °
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Zdro] VR v organismu

* Respiracni retezec
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Zdroj] VR v organismu

e Respiracni retezec
O,+e - 'O, +H" - HO;,
‘O, +e - O +2H" - H,0,
O +e - ['Oj"]+ H* - "OH
!
‘O"+H" - 'OH
‘O +e -0, +H" -~ OH+H" - H,0
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Zdroj] VR v organismu

 ER: cytochrom P450
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Zdro] VR v organismu

e Leukocyty
— Respiracni vzplanuti

Pro konkurenceschopnost
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Zdro] VR v organismu

e Nahodna oxidace Hb na metHb
— Superoxid
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Zdro] VR v organismu

o Syntéza NO*
— NOS

0
/ HSC: : :NfLNH O
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Prehled RONS

— Dismutace, urychlovana SOD
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Prehled RONS

— Ugastni se vzniku VR

— Pritomnost tranzitnich kov 0 (Fe?*, Cu*)
 Haber-Weissova (Fentonova) reakce

H,O, + Fe** — 'OH + OH + Fe”

~ O
’\K% Gl
. vV
= e
] L g Univerzita
MIN OF Vigélivani Pardubice
EVROPSKA UNIE k¥ o0 Maskwsaceschopatet ’



INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

Prehled RONS

— Myeloperoxidasa

O

H,O,+ClI"+H" OW?- HCIO+H,0O
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Prehled RONS

— Bunécna signalizace
— Vychytavan v erytrocytech

Hb-Fe(ll )-0O, + NO' - Hb-Fe(ll )-~OONO - Hb-Fe(lll )+ NO;

— Guanylatcyklasa
e Stimulace cGMP — vasodilatace

GC-hem-Fe(ll )+ NO' - GC-hem-Fe(ll )-NO
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Prehled RONS

— Snadno reaguje s Tyr, Cys, GSH, albuminem,
sekundarnimi aminy

NO + GSH —» RSNO+H™ +¢e
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Prehled RONS

NO' + 'O, — OONO

— Silné oxidacni Cinidlo
— Protonovany peroxynitrit
OONO +H" &« HOONO - HO" + NO;”

» Nitrace a hydroxylace Tyr (3-nitrotyrosin)
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Antioxidacni ochranny systém

e Branit se nadmérnemu mnozstvi RONS
— Regulace aktivity enzymu
— Vychytavani tranzitnich prvkui
« Transferrin, ferritin
o Zachyt a odstranéni VR, které se jiz vytvorily
— Scavengers, trappers, quenchers
— Enzymy, latky davajici s RONS stalejsi produkty
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Antioxidacni ochranny systém

* Reparacni mechanismy poskozenych
biomolekul
— Fosfolipasa
— Odstraneni modifikovanych proteinu

— Reparacni enzymy opravujici poskozenou
DNA
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Enzymové antioxidacni systémy

e SOD

‘O, + 0, +2H" 0P~ O, + H,0,
— Cu,Zn-S0OD
— Mn-SOD
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Enzymové antioxidacni systémy

o Glutathionperoxidasy

— Rozklada hydroperoxidy
 Fosfolipasa A, e

— Selenoproteiny %/OH
H,N

O

2GSH+ ROOH O '~ GSSG+ ROH + H,0
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Enzymové antioxidacni systémy

o Glutathiontransferasy
— Konjugacni reakce
— Detoxikace xenobiotik (4-HNE)
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Enzymové antioxidacni systémy

« Katalasa

H,0, + H,0, O3 2H,0+0,

H,0, + ROOH O 41" . H,O0+ ROH + O,
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Vysokomolekularni endogenni
antioxidanty

e Vazba prechodnych prvku

— Transferrin, laktoferrin (PMN), ferritin,
haptoglobin (Hb), hemopexin (hem),
ceruloplasmin (ferroxidasova aktivita
Fe?*—Fest

— Thiolove skupiny proteinu

— Chaperony
* Vazba oxidaci poskozenych BK — proteosomy
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Nizkokomolekularni endogenni

antioxidanty
o Askorbat
— Kolagen, D - NA, vstfebavani zeleza
— Redukcni Cinidlo (O, *OH, RO, reaguje
s 10, a HCIO)
— Regeneruje tokoferylovy radikal +o

— Muze redukovat Fe 3* a Cu?* o
 Fentonova reakce !
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Nizkokomolekularni endogenni

antioxidanty
e a-Tokoferol

— 8 Isomeru, biologicky nejucinnejsi je Al

— Antioxidant membran

— Pfeménuje alkylperoxylove radikaly (LOO?)
na hydroperoxidy (- GPXx)
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Nizkokomolekularni endogenni

antioxidanty
« Ubichinon/ubichinol (koenzym Q)
O
H3C/o CH,
H3C\O X H
O CH, 510

— U savcu nejrozsirenéjsi CoQ,,
— Prenasec elektronu v dychacim retézci
— Spoluprace s AT, regeneruje AT
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Nizkokomolekularni endogenni

antioxidanty
o Karotenoidy, [3-karoten

— Odstraniovani radikalu centrovanych na
uhlik a ROQe v lipidech

— Mohou zhaset singletovy kyslik
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Nizkokomolekularni endogenni
antioxidanty

SH
0 0O 0
H
N
HO N OH
NH, O

— Redox pufr bunek

— Odstranuje ROS, udrzuje v redukované
forme thiolové skupiny vyznamnych latek

— Regeneruje a-tokoferol a askorbat
— GPx, GST

e Glutathion
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Nizkokomolekularni endogenni

antioxidanty
« Kyselina lipoova i
MOH
5—S

— Kofaktor PDH a a-KGD komplexu

— Reaguje s RO,*, askorbylovymi radikaly,
HO®, NO*, tokoferylovymi radikaly, ‘O, a
HCIO
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Nizkokomolekularni endogenni

antioxidanty

e Melatonin o

— Hormon epifysy
— Lipofilni molekula, vychytava *OH
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Nizkokomolekularni endogenni

antioxidanty
e Kyselina mocCova

0
H
N

NH
0 \/J\

N

N 0
i H

— V tubulech 90 % resorbovano
— Vychytava RO, HCIO, vaze ionty zeleza a
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Nizkokomolekularni endogenni
antioxidanty

e Bilirubin
COO COO

— Inhibuje peroxidaci lipidu (regeneruje AT)
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Nizkokomolekularni endogenni
antioxidanty

e Flavonoidy

— Pusobi protizanetlive, antikarcinogenné,
zasahuji do buné€ného signalniho
systemu, chelatuji zelezo
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Vztahy mezi antioxidanty

 Funkce jednoho antioxidantu podminuje
ucinek jiného clanku soustavy
 Priklad:

— SOD - CAT (GPx) - GSH - pentosovy
cyklus

» Deficit G-6-P-DH
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Prolomeni antioxidacni ochrany

e Oxidacni stres

— Nadmerna produkce RONS
* Metabolismus
 Reoxygenace tkané po ischemi
* Pfijem oxidoredukéné aktivnich xenobiotik
e Uvolnéni zeleza, médi

— NedostateCna funkce antioxidacni ochrany
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Zelezo

e Potrava: Fe3* - Fe?* (redukuijici latky, AA)
— enterocyty — plasmaticky transferrin
(ceruloplasmin) — ferritin (vlastni
ferroxidasova aktivita)
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Med

 GIT - albumin - jatra — ceruloplasmin (vaze 6
atomu Cu) - KO
— Wilsonova choroba
o Defekt intracelularniho transportu v hepatocytu

— Defektni pumpa P-Cu-ATPasa (prenos z
cytosolu do GA - CP - endosom - zlu¢

— Méd se hromadi v cytosolu
—Vznika defektni CP bez ferroxidasové aktivity

—V seru nizka hladina CP, v jatrech se hromadi
meéd a nevylucuje se zIuci
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Poskozeni biomolekul

* Peroxidace lipidu

- PUFA  |hiho -0 +h0

L' +0, - LOO
LOO +LH - LOOH + L

LOOH + Fe(ll )[cu(l)] — LO™ + Fe(ll )[cu(ll )] + HO
nebo
LOOH + Fe(lll ) [cu(ll )] = Lo + Fe(ll)[cu(l )]+ H*

— Enzymova peroxidace lipidu
* Hydroperoxidasy, endoperoxidasy (PG, LT)
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Poskozeni biomolekul

e Poskozeni proteinu COo

— Oxidace AA zbytku NH; O  NHj
« Sulfoxid Met, kyselina cysteinova, kynurenin
— Rada AA hydroxylovana

— Zmeéna aktivity, iontové pumpy, 1 Ca?*: aktivace
proteas a fosfolipas
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Poskozeni biomolekul

e Poskozeni DNA

— HO* reaguje s deoxyribosou - MDA
— Chybné parovani bazi
* Apoptosa, mutageneze, karcinogeneze, starnuti

— 8-hydroxyguanin, 8-hydroxyadenin
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Poskozeni enzymovych komplexu
a bunecné signalizace

e ‘OH
— Uvolnuje Fe z enzymovych center Fe/S

e Akonitasa
 Ferrochelatasa

e NO’
— Vaze se na Fe v aktivnhim centru fady enzymu

« CAT
e Cytochrom-P450
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VR v patologickych procesech

 Nekrosa a apoptosa

 Hypoxie, Ischemie a oxygenace
— XOD (O-forma)

o Zanét

o Starnuti
— Lysosomy: lipofuscin
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VR v patogenezi vybranych

onemochnéni
e Plicni onemocnéni

— Koureni
— Syndrom dechoveé tisné dospélych (ARDS)

e KVO
— Aterosklerosa
— NO*
— Modifikace LP o

— HyperhomocystememleHs\/YKOH
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VR v patogenezi vybranych
onemocneni

e Diabetes mellitus

— Glukosa: glykace

« Autooxidace glukosy a AGE: ROS, MDA, 4-
HNE

J: H,N
R OH Y\N
_Hodiny Tydny
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VR v patogenezi vybranych
onemocneni

e Diabetes mellitus

— Diabeticka retinopatie, nefropatie a
neuropatie

—~— —L
I .-' 8
r— l. v
I L e Univerzita
AIN OP Vrdblsvan Pardubice
EVROPSKA UNIE i’ wolwnlu:mw -



INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

VR v patogenezi vybranych

onemocnéni
e Onemocneéni ledvin

— NO* ovlivauje tubularni funkce
— VR a glomerulonefritidy
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VR v patogenezi vybranych
onemocneni

« Onemocnéni GIT a jater
— Strevni zanéty

— Jatra
e Ethanol
— Indukuje P450IIE1 (mikrosomalni ethanolovy oxidacni
systém)

» .02_, Hzoz, CHB'C.H'OH
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VR v patogenezi vybranych
onemocneni

* Neurodegenerativhi onemocnéni

— Parkinsonova choroba
« Autooxidace dopaminu: ROS

— Alzheimerova choroba
e Zasah do cholinergniho systemu?
 Amyloid - senilni plaky
— Amyloidni prekursorovy protein — amyloidni peptid
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Laboratorni metody k posouzeni
oxidacniho poskozeni organismu
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Prima detekce VR

e Technicky a financné velmi narocné
o Spise vyzkumné ucely
e ESR

7
— 5,5-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid 7('?3
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Prima detekce VR

e Pulsni radiolysa
— lonizacni zareni (< 1 s)
» Detekce: spektrofotometrie, luminiscence, NMR
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Prima detekce VR

e Chemiluminescence bunék a tkani

e Fluorescencni sledovani VR

— Citliva kamera sleduijici fluorescenci
 NADH, retinol, etidiumbromid
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Prima detekce VR

e Stanoveni superoxidu
— Prima fotometrie

— Redukce detektorové molekuly
 Nitrotetrazoliova modfr
o Cytochrom c

— Elektroda s cytochromem ¢ NL:\ENN:'ZJN
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Prima detekce VR

e Stanoveni peroxidu vodiku
— Pfima fotometrie
— Mereni kysliku po pridani katalasy

— Fluorimetricka detekce s pouzitim

peroxidasoveé reakce; ABTS

» Kyselina 2,2’-azino-bis[3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonovd]

NH,*

HaC—
N
_038 S )N:< D\
\ NH,*

CH;
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Prima detekce VR

o Aromaticka hydroxylace jako ukazatel
tvorby hydroxylovéeho radikalu

— Acetylsalicylat

e 2 .3-DHB, 2,5-DHB, katechol /@iOH
H.C OH

3

— HPLC-ED
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Prima detekce VR

e Primé méreni radikalu oxidu dusnatého

— Porfyrinova elektroda
* Pfimo do zily

— Reakce NO* s Hb — nitrosylHb
(paramagneticky)
« ESR
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Prima detekce VR

e Stanoveni peroxynitritu
— Pfima fotometrie
— Neprimé stanoveni jako 3-nitrotyrosin
« HPLC, imunochemicky
O O

II+
_O,N oK

NH
HO 2
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Meéereni produktu oxidacniho stresu

e Pro klinickou praxi pouzitelngjsi
o Stanoveni konjugovanych dienu a
lipoperoxidu

— Mikroperoxidasa, HPLC s
chemiluminescencni detekci

~ ..
. * , 5,
Py I ' Univerzita
! OP Vidblévani Pardubice
E AUNE i pro konkurenceschopnost



INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

Meéereni produktu oxidacniho stresu

e Stanoveni MDA o N
— 2-TBA, 2,4-DNPH P
— BHT, EDTA 0 0
HPLe LT
e Stanoveni 4-HNE " H
— 2,4-DNPH NG
— GC-MS

O NA°

CH,
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Meéereni produktu oxidacniho stresu

» Stanoveni F,-isoprostanu
— Neenzymova peroxidace kyseliny

arachidonove
— Extrakce, hydrolyza, GC-MS, HPLC,
Imunochemicky N
— 8-i50-PGF,,, (8-epi-PGF,,) m
P 2

OH
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Meéereni produktu oxidacniho stresu

e Stanoveni vydechovanych tékavych
uhlovodiku

— Ethan, propan
— Absorpce (-100 °C), desorpce, GC-FID
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Meéereni produktu oxidacniho stresu

e Stanoveni karbonylovych skupin proteinu
— 2,4-DNPH, HPLC
e Stanoveni proteinovych hydroperoxidu

— Delipidace, hydrolyza, redukce (NaBH,)
 HPLC hydroxyderivatu AA
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Meéereni produktu oxidacniho stresu

e Méreni oxidacnich derivatu NK

— 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin, 8-
hydroxyguanosin

5 S—NH %HfLNH
O o)
HO/\Q’NW HO. Ty N)\NHZ
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Meéereni produktu oxidacniho stresu

e Stanoveni autoprotilatek proti oxidacne
modifikovanym molekulam

— Ox-LDL: ELISA
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Meéereni produktu oxidacniho stresu

e Stanoveni AGE
— Imunochemicky, HPLC

* N(6)-karboxymethyllysin ~ H© NW
\[C])/\H OH

 Pentosidin
 Pyrralin ol
NH2 NH
HO
. V\ P
| AN / N I N
HO N . |
\
R
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Méreni antioxidantu

o Stanoveni glutathionu
— RuUzna derivatiza¢ni ¢inidla
— HPLC-UVNVis, EC, MS, FD, HPCE
e Stanoveni askrorbatu
— HPLC-UV/NVis, EC, MS, FD, HPCE
e Stanoveni tokoferolu, ubichinolu, karotenoidu
a retinoidu

— Tma, -80 T, extrakce (n-hexan)
— HPLC-UV/Vis, EC, MS
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Méreni antioxidantu

« Stanoveni superoxiddismutasy
— Labilita substratu ("O,)
— Prima metoda
« Méfeni O,
— Nepfima metoda
« RANSOD
Xanthin+ O, O Y - KM + 'O,

'O, +2-(4- jodofeny)-3-(4-nitrofenol)-5- fenyltetrazoliumchlaid — formazan
nebo

‘O, +°0, +2H* 0¥~ O, + H,0O,




INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

Méreni antioxidantu

o Stanoveni glutathionperoxidasy
— Nepfimé stanoveni

2GSH+ ROOH” - ROH + GSSG+ H,0

GSSG+ NADPH+H™* OFF - NADP' + 2GSH

“Kumenhydrperoxid % ~O0H
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Méreni antioxidantu

o Stanoveni katalasy
— Ubytek pfidaného H,O, (fotometricky: 240 nm)
— Prirastek O, (polarografie)
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Stanoveni stopovych prvku

e Se, Zn, Fe, Cu
e AAC, ICP-MS
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Testovani antioxidacni kapacity

» Celkova antioxidacni kapacita

HX -Fe" +H,0, - X[Fe"¥ =0]+H,0O

ABTS+ X —-[Fe" =0] -~ ABTS" + HX - Fe"

HX - Fe" : Metmyoglon

X —[Fe" =0]: Ferrylmyodobin

ABTS: 2,2 - azinobi§3- ethylbenzthiazolin— 6 — sulfonali
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Testovani antioxidacni kapacity

« Peroxidovatelnost LP
— Lipoperoxidace se indukuje iontem Cu?*
— Sleduje se tvorba konjugovanych dienu (234 nm)
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Zavery

VR a RONS jsou fyziologickou soucasti
zivotnich déju

» Destruktivni uCinky a jedovatost

« Antioxidanty

e Centralni vyznam zeleza a Fentonovy reakce

« Klinicka aplikace zminénych poznatku je zatim
omezena

 Klinické studie antioxidacni |éCby dospivaji k
rozpornym vysledkum




