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SAZETAK

U normalnim bioloskim uvjetima, molekula kisika
neenzimatskom oksidacijom povremeno oduzima elek-
trone drugim molekulama, $to uzrokuje nastanak slo-
bodnih radikala. Visestruko nezasi¢ene masne kiseline
(PUFA) ¢esto su meta stvorenih slobodnih radikala, $to
posljeduje lipidnom peroksidacijom. Unutarstani¢ni i
izvanstani¢ni antioksidansi uklanjanjem reaktivnih spo-
jeva kisika i dusika smanjuju moguénost oksidacijskoga
oStecenja lipidnih molekula, u prvom redu PUFA-e, ali
i drugih spojeva. Enzimska kataliza jest najucinkovitiji
postupak uklanjanja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS).
U organizmu postoji nekoliko skupina antioksidacijskih
enzima uklju¢ujuéi superoksid dismutazu (SOD) za
uklanjanje superoksidnoga radikala i katalaza (CAT), te
glutation peroksidazu (GPx) za uklanjanje vodikova
peroksida i organskih peroksida. Ostecenje lipida moze
se odrediti mjerenjem koli¢ine malondialdehida (MDA),
4-hidroksinonenala (HNE), izoprostana, te drugih
produkata lipidne peroksidacije. Poveéana lipidna
peroksidacija povedava rizik za razvoj ateroskleroze i

drugih upalnih bolesti.
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ABSTRACT

Occasionally, under normal biological conditions, oxy-
gen does manage to steal away electrons from other
molecules by nonenzymatic autoxidations, which results
in the free radical formation. Polyunsaturated fatty acids
frequently serves as the target for generated free radicals,
inducing lipid peroxidation. Intracellular and extracelu-
lar antioxidants attenuate oxidative damage of lipid
molecules, primarily PUFA, but also other molecules.
The most efficient way to eliminate undesirable toxic
species is by means of enzyme catalysis. Families of anti-
oxidant enzymes have evolved for this purpose, includ-
ing superoxide dismutases (SOD) for the elimination of
the superoxide radical, and catalases (CAT) and gluta-
thione peroxidases (GPx) for the elimination of hydro-
gen peroxide and organic peroxides. Lipid damage could
be determined by measuring the amount of malondial-
dehyde (MDA), 4-hydroxynonenal (HNE), isoprostanes
and other products of lipid peroksidation. Increased
lipid peroxidation increase the risk of atherogenesis and
other inflammatory diseases.

Key words: reactive oxygen species, antioxidants, lipid
peroxidation, atherosclerosis

SLOBODNI RADIKALI U STANICI

Slobodni radikali jesu vrlo nestabilne kemijske
Cestice koje u vanjskoj ljusci imaju nespareni
elektron. Slobodni radikali nastaju homolitickim
cijepanjem kovalentne veze, pri ¢emu svaki elektron
ostaje vezan u susjednom atomu. Zbog nesparenoga
elektrona, slobodni su radikali vrlo reaktivni.
Stvaranje slobodnih radikala u uskoj je sprezi s
aerobnim metabolizmom. Relativho male kolic¢ine
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), trajno se proizvode
u svim aerobnim organizmima. Velike kolic¢ine ili
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nedovoljno udinkovito uklanjanje ROS-a, posljeduje
oksidacijskim stresom koji moze oStetiti bioloske
makromolekule i uzrokovati metaboli¢ke poremedaje.
ROS ima neprijepornu vaznost u mnogobrojnim
procesima, primjerice u unutarstani¢noj signalizaciji,
proliferaciji, apoptozi, te imunoloskom odgovoru'.
Aktivirane fagocitoticke stanice poput monocita,
neutrofila, eozinofila i makrofaga, proizvode ROS
kao dio mehanizma uniStavanja mikroorganizama
nakon fagocitoze’. S druge strane pak, kisikovi
radikali mogu uzrokovati lipidnu peroksidaciju,
oste¢enje DNA i proteina, te oksidirati gotovo svaku
organsku molekulu’®. Takoder, prisutnost slobodnih
radikala moze poluciti i citotoksi¢no djelovanje, $to
posljeduje stani¢nom smrti, induciranjem mutacija i
kromosomskih aberacija, te kancerogenezom.

REAKTIVNI SPOJEVI KISIKA I DUSIKA
(ROS I RNS)

Kisik je snazno oksidacijsko sredstvo. Reakcija
potpune redukcije kisika ima veliki redukcijski
potencijal (priblizno 0,8 V), premda je za nju
potrebna i velika energija aktivacije’. Stoga je
reakciju poput one u respiratornome lancu u mito-
hondrijima relativno tesko postici:

OZ+4H*+4C'%2HZO

Molekula kisika u osnovnome stanju ima dva
nesparena elektrona. Primanjem jednog elektrona
nastaje superoksidni radikal (O,7), a primanjem
sliedeceg elektrona nastaje O,* koji protoniranjem
prelazi u vodikov peroksid (H,O,):

Oz+e’%02’
()2+2€‘+2H+—>H202

Superoksidni radikal u vodenim je medijima
poput citoplazme slabi oksidans, a mnogo je snaz-
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nije redukcijsko sredstvo koje moze reducirati
zeljezne komplekse poput citokroma c.

Hidroperoksilni radikal (HO,") jaci je reducens
i oksidans od superoksidnog radikala, negoli
prisutan u malim koli¢inama pri pH = 7,4. Vodikov
peroksid nastaje kao proizvod djelovanja urat
oksidaze, glukoza oksidaze, D-aminokiselinske
oksidaze, ili superoksid dismutaze (SOD). Vodikov
peroksid lako moze prolaziti kroza stani¢nu
membranu, a u prisutnosti iona prijelaznih metala
stvara vrlo reaktivne slobodne radikale. Razgraduje
se djelovanjem katalaze (CAT), glutation pero-
ksidaze (GPx), te pojedinih drugih peroksidaza.

Unutar stanice slobodni kisikovi radikali mogu
nastati tijekom uobicajenih stani¢nih procesa, ili
mogu biti inducirani odredenim egzogenim
tvarima. Stoga izvore superoksidnoga radikala
mozemo podijeliti na enzimske (tijekom katalitickih
reakcija NADPH oksidaze, NADPH-P450
reduktaze, ksantin oksidaze, superoksid dismutaze),
stani¢ne (radom makrofaga, leukocita, u respira-
tornome lancu, djelovanjem mikrosomalne oksi-
genaze), te na izvore nastale djelovanjem okruzenja
(UV-svjetlo, X-zrake, toksi¢ne kemikalije, aromatski
nitrospojevi i drugo). NADPH oksidaza jest
membransko vezani viSeenzimski sklop koji ima
izrazitu vaznost u stvaranju ROS-a. Bududéi da taj
sklop nije jednako izrazen u svim stanicama, u
pojedinim su stanicama za njegovu aktivaciju
potrebni medijatori (kemokini, te kemoatraktivni
peptidi), a djelovanje enzima veze se uz neutrofile
koji tijekom stvaranja ROS-a trose velike kolic¢ine
kisika (povecana respiracija neutrofila)>*. NADPH
stvara superoksidni radikal koji dismutacijom
prelazi u vodikov peroksid:

NADPH + H* + 202 — NADP* + 2H* + 202’

20z’+ 2H*— H202 + O2

Tablica 1. Reaktivni kisikovi spojevi
Table 1 Reactive oxygen species

Slobodni radikali

Cestice koje nisu slobodni radikali

superoksidni, O,
hidroksilni, OH"
peroksilni, ROO*
alkoksilni, RO*
hidroperoksilni, HO,/

vodikov peroksid, H,O,
hipokloritna kiselina, HCIO
ozon, O,

singletni kisik, 102
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Nastali vodikov peroksid u prisutnosti iona
zeljeza i bakra daje reaktivne hidroksilne radikale i
(ili) hipokloritnu kiselinu (HOCI) u prisutnosti
Cl iona, ¢ije nastajanje katalizira enzim mijelo-
peroksidaza’. Stoga odredivanje aktivnosti mijelo-
peroksidaze moze posluziti kao pokazatelj infiltracije
leukocita na mjestu upale®. Stvaranje radikala
unutar mitohondrija nastaje kao posljedica nedo-
statka elektrona koji prelaze na kisik, reducirajuéi
se pritom do O,”. Hidroksilni radikali nastaju
(neradikalskim putem, odnosno
djelovanjem glikolat oksidaze, acetil-Co oksidaze,
NADPH oksidaze, urat oksidaze i drugim), te

enzimatski
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dismutacijom superoksidnoga radikala (radikalski
put). Singletni kisik ('O,) nema svojstva radikala,
medutim vrlo je reaktivan zbog spinskih osobitosti
(ima dva nesparena elektrona usporednoga spina).
Uz reaktivne kisikove spojeve, veliku vaznost imaju
i reaktivni dusikovi spojevi od kojih su najvazniji
NO, te NO,. NO- jest relaksacijski ¢imbenik
krvozilnoga sustava, koji kao radikal moze reagirati
s endogenim radikalima, primjerice sa super-
oksidnim radikalom, stvaraju¢i peroksinitrite
(ONOO") koji su izrazito jaki oksidansi, a pri
kiselome pH-u razgraduju se do hidroksilnih radi-
kala (neovisno o prisutnosti prijelaznih metala).

Tablica 2. Reaktivni dusikovi spojevi
Table 2 Reactive nitrogen species

Slobodni radikali

Cestice koje nisu slobodni radikali

dusikov (II) oksid, NO*

nitrozil, NO~*

nitritna kiselina, HNO,

dusikov (IV) oksid, NO,

dusikov (III) oksid, N,O,

peroksinitric, ONOO-
alkilperoksinitrit, ROONO

UTJECA] ZELJEZA NA STVARANJE
REAKTIVNIH KISIKOVIH SPOJEVA

Zeljezo ima zadadu prijenosnika elektrona izmedu
kisika i bioloskih molekula®'?. Podrudje oksidacije
organskih spojeva u prisutnosti Zeljeza i vodikova
peroksida naziva se Fentonovom kemijom, u ast
H. J. H. Fentonu koji je u 19. stolje¢u provodio
istrazivanja vezana uz oksidaciju vinske kiseline’.
Hidroksilni radikal (HO"), jedan od najsnaznijih
poznatih oksidansa, moze nastati Fentonovom
reakcijom:

H,O, + Fe** (Cu*) — HO" + Fe’* (Cu*) + OH~

Zeljezo moze reagirati i s lipidnim hidroperok-
sidima (LOOH), dajudi reaktivne lipidne alkoksilne
radikale LO" koji dalje sudjeluju u Sirenju lipidne
oksidacije:

Fe?* (Cu’) + LOOH — Fe** (Cu*) + LO"+ OH"

Zeljezo je izravno povezano s lipidnom peroksi-
dacijom, a ta je pojava praena povecanjem malon-
dialdehida (MDA) i drugih reaktivnih spojeva s
tiobarbiturnom kiselinom (TBARS)!2. Unos velikih
kolic¢ina Zeljeza i bakra dovodi do degenerativnih
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bolesti mozga i razvoja tumora, a zabiljezene su i

promjene u aktivnosti superoksid dismutaze'>'.

Takoder, Zeljezo je odgovorno za promijene u
) J g J

metabolizmu prostaglandina E,".

MEHANIZAM LIPIDNE PEROKSIDACIJE

Zasi¢ene masne kiseline i masne kiseline koje sadr-
ze jednu dvostruku vezu, mnogo su otpornije
prema djelovanju ROS-a negoli PUFA-e. In vitro
proucavanja pokazala su da dokozaheksaenska kise-
lina (C22:6) ima pet puta veéu sposobnost oksida-
cije od linolne kiseline (C18:2).

Lipidnu peroksidaciju najc¢esée uzrokuje hidrok-
silni radikal (OH"), medutim i pojedini drugi radi-
kali mogu pokrenuti proces peroksidacije. Proces
lipidne peroksidacije obiljezuju tri stupnja: inicija-
cija, propagacija i terminacija. Reakcija molekular-
noga kisika s viSestruko nezasi¢enim masnim Kkise-
linama (PUFA), spinski je zabranjena. Stoga,
peroksidacija je moguéa slobodnoradikalskim
mehanizmom kojim se premos$cuje spinska prepre-
ka izmedu kisika i PUFA-e.

U lipidnim sustavima zapocinjanje peroksida-
cijskoga niza odnosi se na napad ROS-a, sposob-
noga da izdvoji atom vodika iz metilenske skupine
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(-CH,-). Tako iz PUFA-e nastaju slobodni lipidni
radikali (slika 1.). Slobodni radikali koji mogu
oksidirati PUFA-u jesu OH*, HO,’, RO",te RO, a
superoksidni je radikal nedovoljno reaktivan za
eliminaciju vodika. Tokoferol i manitol prijece
peroksidacijski proces. Prisutnost dvostrukih veza
u masnim kiselinama oslabljuje C-H veze na
atomu ugljika u blizini dvostruke veze, te tako
premjestanje vodika ¢ine laksim. Ugljikovi radikali
nastoje se stabilizirati reorganizacijom molekula,
oblikuju¢i konjugirane diene'®. U aerobnim
uvjetima konjugirani dieni mogu se spajati s O, te
stvarati peroksilne radikale LOO" koji dalje mogu
eliminirati H" iz koje druge organske molekule,
ukljuc¢uju¢i PUFA-u, pri ¢emu dolazi do oblikovanja
lipidnih hidroperoksida (ukljucujuéi ciklicke
perokside), te reaktivnih ugljikovih radikala koji
nastavljaju  reakciju slobodno radikalskim
mehanizmom (faza propagacije). Tijekom propaga-
cije LOOH u prisutnosti Zeljeza disocira do LO" i
LOOr koji dovode do reinicijalizacije peroksidacije.
Lipidnu peroksidaciju katalizira hemski i nehemski
vezano zeljezo. Disocijacijom LOOH-a dolazi do
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nakupljanja kratkolanéanih kona¢nih produkata
peroksidacije vrste aldehida i ugljikovodika.

Superoksidni radikal negativna je naboja, te nema
sposobnost ulaska u unutrasnjost stani¢cne membrane
(izuzetak je ulazak anionskim kanalima, medutim na
svojemu putu ne reagira s PUFA-om), $to je dodatni
razlog kojim se objasnjava njegovo nesudjelovanje u
lipidnoj peroksidaciji. Hidroperoksilni radikal (OH,’)
vrlo je reaktivan, te moze potaknuti peroksidaciju
stvaraju¢i peroksidne radikale:

HOz' + ROOH — ROz' + HZO2

Unos masnih kiselina hranom, poglavito ®-3
PUFA-e, posljeduje

superoksid dismutaze i katalaze, $to upuluje na

povecanjem  aktivnosti
povecanu lipidnu peroksidaciju'?. Pokazano je da
unos ®-3 PUFA-e prehranom, moze dovesti do
njegova povecanja u stani¢nim membranama, $to
je nadalje iskori$teno u proucavanju tumorskoga
$irenja, pri ¢emu visak ®-3 PUFA-e moze dovesti
do povecanja lipidne peroksidacije i nakupljanja
toksi¢nih produkata, te inhibicije rasta tumora'’.

0,
r
R RH
LH L_L, I . neradikalski
ﬁ’ Log produkti
_ HO' H0
Fed* + DHj Loo
Fe** LH
HO,
LOOH
_ Fe
Oy
\ Fe* +OH
0; Lo
drugoredni produkti
peroksidacije

Slika 1. Pregled lipidne peroksidacije
Figure 1 Overview of the lipid peroxidation
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PRODUKTTI LIPIDNE PEROKSIDACIJE

Pod djelovanjem iona zZeljeza ili bakra, lipidni
peroksidi stvaraju mnogobrojne razgradne produkte
— od aldehida, ketona, ugljikovodika (etana, etena,
pentana), epoksida, do aktivnih radikala. Malon-
dialdehid (MDA) koji se tijekom peroksidacije
lipida stvara u malim koli¢inama (u zamjetno
ve¢im koli¢inama stvara se peroksidacijom mikro-
soma jetre), pokazatelj je peroksidacije. MDA koji
postoji u razli¢itim oblicima, u fizioloskim se uvje-
tima nalazi u obliku enolatnog iona koji interreagira
s proteinima, pokazujudi izraziti afinitet prema
lizinskom aminokiselinskome ostatku. Gvanin u
DNA takoder je ciljno mjesto napada malondial-
dehida, $to moze stvarati mutagena osteenja. U
organizmu MDA se metabolizira do malonatne
kiseline koja je kompetitivni inhibitor mito-
hondrijske sukcinat dehidrogenaze.

Produkt peroksidacije -6 PUFA-e (linoleinske
i arahidonske), hidroksialkenal 4-hidroksinonenal
(HNE), u veé¢im koli¢inama ima izrazito toksi¢no
djelovanje, inhibira stani¢ni rast, sposoban je
modificirati lipoproteine, te potaknuti razvoj
ateroskleroze'®. Hidroksialkenali koji su reaktivni
zbog prisutnosti triju funkcionalnih skupina
(aldehidne, hidroksilne i dvostruke veze), u fizio-
loskim uvjetima pokazuju afinitet prema amino
skupinama u DNA bazama, proteinima (lizinskim
ostacima u lipoproteinima), fosfolipidima (pogla-
vito prema fofatidil-serinu i fosfatidil-etanolaminu).
Takoder, pokazuju i odredenu selektivhost prema
—SH skupinama u albuminu. HNE se metabolizira
stvaraju¢i GSH-konjugate preko glutation trans-
feraza koji dalje prelaze u merkapturne kiseline, te
se izlu¢uju mokra¢om. Yang i suradnici opisali su
nastanak HNE-a, glavnoga produkta lipidne
peroksidacije i njegova epoksida, epoksi-4-hidro-
ksinonenala u pluénomu tkivu pusaca'. El
Ghissassi i suradnici pokazali su da produkti
lipidne peroksidacije stvaraju 1, /V-6-etenodeo-
ksiadenozinske i 3, /N-4-etenodeoksicitidinske
adukte koji mogu posluziti kao markeri oksidacij-
skoga stresa®.

Jos jedna toksi¢na skupina spojeva produkata
lipidne peroksidacije jesu izoprostani, a stvaraju se
oksidacijom fosfolipida. Izoprostani jesu izomeri
prostaglandina s kojima imaju poprili¢nu sli¢nost,
no razlikuju se izmedu ostaloga po tomu Sto
izoprostani nastaju lokalno u membranama i mno-
go su slozeniji sustav. Zbog sli¢nosti s prostaglan-
dinom F, (PG, ), izoprostani se nazivaju i F,-izo-
prostanima. Koriste se kao markeri lipidne peroksi-
dacije, te se mogu odredivati u ljudskoj plazmi i u
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mokraéi. Pri poveéanim koncentracijama u plazmi,
F -izoprostani mogu sudjelovati u stvaranju
hepatorenalnoga sindroma®'. Snazan bubrezni i
plu¢ni vazokonstriktor jest 8-epi-PGF,_koji reducira
bubreini protijek krvi i glomerularnu filtraciju.
Izoprostani koji su bioloski aktivni, djeluju kao
snazni plu¢ni i bubrezni vazokonstriktori, te se
smatraju posrednicima u razvoju hepatorenalnoga
sindroma i toksi¢noga djelovanja kisika u plu¢ima®.
Takoder, 8-epi-PGF,  predlozen je kao biljeg
nedostatka antioksidansa i oksidacijskog stresa, te
takoder moze posluziti kao pokazatelj kakvode
uzoraka koji sadrzavaju lipide — bilo da se radi o
serumu, plazmi, ili izoliranim stanicama. Nedavno
je pokazano da oksidacijom eikozapentaenske kise-
line (EPA), najzastupljenije PUFA-e u ribljem ulju,
nastaju F_-izoprostani, spojevi sli¢ni F,-izopro-
stanima®. Stvaranje izoprostana takoder odrazava
oksidacijski stres u aterosklerozi*.

POSLJEDICE LIPIDNE PEROKSIDACIJE U
BIOLOSKOMU MATERIJALU

Intenzivna lipidna peroksidacija u bioloskim mem-
branama dovodi do gubitka fluidnosti, opadanja
vrijednosti membranskoga potencijala, poveéanja
permeabilnosti prema H* i drugim ionima, te do
mogude rupture stanice i otpustanja njena sadrza-
ja.

Razliciti spektar tehnika koristen je za dokazi-
vanje povecane lipidne peroksidacije u razli¢itim
patoloskim stanjima®. Ustanovljeno je da tkiva
poremecena rada brze ulaze u lipidnu peroksidaci-
ju, a razlog veée peroksidabilnosti ukljucuje inakti-
vaciju, odnosno manjak antioksidacijskih mehani-
zama, otpustanje metalnih iona (Zeljeza i bakra) iz
mjesta skladiStenja, te metaloproteina koji su hidro-
lizirani enzimima otpustenih iz o$te¢enih lizoso-
ma.

PEROKSIDACIJA LIPOPROTEINA I
UTJECAJ] NA ATEROSKLEROZU

Povecana lipidna peroksidacija povecava rizik za
razvoj ateroskleroze i drugih upalnih bolesti*. Stva-
ranje plaka povezano je s oksidacijskim stresom i
potrosnjom kisika, te povecanjem koli¢ine oksidi-
rana glutationa (GSSG)?¥. Porast GSSG-a uvjetuje
stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva poput super-
oksidnog aniona i H,O,, koji se stvaraju tijekom
agregacije. Potencijalni izvori reaktivnih kisikovih
spojeva ukljucuju ciklooksigenaze, lipooksigenaze,
¢ak i NADPH oksidazu®®*. Prijasnja istrazivanja

ukazala su na utjecaj superoksidnog aniona na
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nakupljanje trombocita®’, medutim mehanizam
nije u potpunosti utvrden. S druge strane pak, dok
H,O, pri malim, mikromolarnim koli¢inama,
prije¢i nakupljanje trombocita djelomice zbog
povecanja koli¢ine ¢cGMP-a, pri milimolarnim
vrijednostima stimulira njihovo nakupljanje®"*2. To
opazanje ukazuje na to da H,O, olaksava prianjanje
tijekom nakupljanja fosforilacijom tirozina u
fibrinogenskim receptorima®.

U ateroskleroti¢nim oste¢enjima pronadeno je
nekoliko razli¢itih vrsta produkata oksidacije
masnih kiselina. Najprije su otkriveni hidroksilni
produkti linolne i hidroksioktadekanoenske kiseline
(HODE)***. Ti spojevi, zajedno s hidroksieikosate
traenskom kiselineom (HETE), najcesé¢i su
produkti lipidne oksidacije nadene u ateroskle-
roti¢nim o$te¢enjima. Mnogi od tih produkata
nalaze se u obliku kolesterolnih estera®*¥. To ne
iznenaduje, budu¢i da su kolesteril-linolat i
kolesteril-arahidonat najces¢i oksidirani lipidi u
lipoproteinima niske gusto¢e (LDL), a LDL jest
glavni izvor lipida koji se nakupljaju tijekom
ateroskleroze. Jednom oksidirani LDL povecava
svoju supstratnu sposobnost za sfingomijelinazu,
enzim koji potice agregaciju LDL-a*®. Ako su
makrofazi inkubirani i kultivirani uz visoku
koncentaraciju LDL-a, ne dolazi do povecanja
kolesterolnih estera. Na osnovi navedenih postavki,
pionirski rad J. L. Golsteina i suradnika pokazao je
da kemijski modificirani LDL biva prepoznat od
specifi¢noga makrofagnoga receptora, sto dovodi
do ulaska LDL-a i kolesterola u stanicu®. Specifi¢ni
makrofagni receptor nazvan je acetil-LDL recep-
torom. Takoder, aktivnost tog receptora nije regu-
lirana koncentracijom lokalnoga kolesterola, $to
dovodi do nakupljanja kolesterola u makrofazima
koji su izlozeni djelovanju oksidiranih LDL cestica.
Ta istrazivanja pokazuju molekularnu vezu izmedu
LDL-a i kolesterola, koja moze dovesti do razvoja
ateroskleroze®. Kombinacija uobic¢ajenih ¢imbenika
koji dovode do povecana krvnoga tlaka s veé
navedenim poveéanjem koncentracije LDL-a i
kolesterola u plazmi, upuéuju na 50%-tni porast
rizika za sréane bolesti.

Populacijske skupine koji koriste vegetarijansku
i mediteransku prehranu, pokazuju manju smrtnost
i pobol prema bolestima krvozilnoga sustava. Gey i
autori proveli su epidemiolosko istrazivanje unutar
16 europskih populacija kako bi ispitali povezanost
antioksidacijskih vitamina u plazmi i udjela smrt-
nosti uzrokovanog bolestima krvozilnoga susta-
va*!42 Rezultati su pokazali dobro poznati sjeverno
— juzni gradijent raspodjele bolesti krvozilnoga
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sustava, te potvrdili ¢injenicu o vaznosti antioksi-
dansa u zastiti LDL-a od oksidacije. Ipak, ne smije
se zaboraviti da je navedeno istrazivanje epidemio-
losko, stoga pokazuje meduovisnost sa sréanim
bolestima, a ne njihove uzroke. Takoder, male
koncentracije vitamina E mogu biti uzrokovane
prooksidacijskim djelovanjem, a ne smanjenim
unosom prehranom. Zeljezo je prooksidans, stoga
moze dovesti do raspadanja vitamina E, a istodobno
zeljezo i bakar mogu biti rizi¢ni ¢imbenici za
nastanak bolesti krvozZilnoga sustava. Pravilna
prehrana bitan je ¢cimbenik u smanjivanju rizika za
razvoj bolesti krvozilnoga sustava. Premda se smatra
da riblje ulje bogato ®-3 PUFA-om ima zastitno
djelovanje u nastanku ateroskleroze i bolesti
krvozilnoga sustava, ¢ini se da druge sastavnice
ribljega ulja Stite od napada slobodnih radikala, jer
su i same -3 PUFA-e podlozne oksidaciji.
Antiaterogeni udinak prehrane bogate ribom,
odnosno ribljim uljem, pripisan je takozvanim
F-kiselinama vrlo sli¢cnim ®-3 PUFA-i, prisutnim i
u drugim morskim plodovima, te u biljkama®’.

U aterosklerozi, primije¢ena je takoder poveca-
na koli¢ina izoprostana®**‘. Imunohistokemijskom
analizom fibrokalciferiranih plakova, odredena je
prisutnost velikih koli¢ina 8-izo-PF, kao i iPF, -I.
Dok nedostatak apoproteina E u miseva dovodi do
aterogeneze i do povedanja koncentracije 8-izo-
PF, u plazmi, suplementacija folnom kiselinom,
vitaminom koji ima pozitivan utjecaj na funkciju
endotela, uzrokuje smanjenje koncentracije izopros-
tana®. Eksperimentalnim istrazivanjima pokazano
je da dok suplementacija vitaminom E nema
utjecaja na smanjenje razine kolesterola u plazmi,
istodobno dolazi do smanjenja ateroskleroti¢nih
ostecenja i koli¢ine iPF, -VI u arterijskome zidu.
Ti podaci podupiru pretpostavku o utjecaju
povecéana oksidacijskoga stresa na razvoj ateroskle-
roze kao i prevencije lipidne peroksidacije i atero-
skleroze oralnom suplementacijom antioksidan-
sima, primjerice vitaminom E.

ANTIOKSIDANSI KAO POKAZATEL]JI
OKSIDATIVNOGA STRESA

Antioksidansi su definirani kao tvari koje u malim
koncentracijama, u odnosu prema oksidabilnim
supstratima, dovode do odgadanja ili inhibicije
oksidacije supstrata. Djelovanje antioksidansa moze
se opisati sljede¢im mehanizmima:

— uklanjanjem kisika, ili utjecanjem na smanjivanje

lokalnih koncentracija kisika
— uklanjanjem metalnih iona
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Tablica 3. Unutarstani¢ni antioksidacijski enzimi
Table 3 Intracellular antioxidant enzymes
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Unutarstani¢ni antioksidansi

superoksid dismutaze
katalaza

glutation peroksidaze

kataliticki uklanjaju O, ¢~

uklanjaju organske hidroperokside

citokrom oksidaze

uH O

uklanja H,O, kada je prisutan u velikim koncentracijama

uklanjaju H,O, kada je prisutan u malim koncentracijama; takoder

prijece oslobadanje aktivnih kisikovih spojeva tijekom redukcije O,

— uklanjanjem ciljnih ROS-a kao superoksida ili
vodikova peroksida

— uklanjanjem slobodnih radikala

— uklanjanjem singletnoga kisika

Unutarstanicni antioksidansi

Stanice imaju ucinkovitu obranu protiv oksidacij-
skih o$tecenja, a antioksidacijska zastita moze dje-
lovati na nekoliko razina u stanici, i to:
spre¢avanjem nastanka slobodnih radikala
neutralizacijom nastalih radikala
— popravkom oste¢enja nastalih djelovanjem radi-

kala
— povecanim uklanjanjem o$te¢enih molekula
— prije¢enjem popravka oste¢enih molekula

Kisik se metabolizira unutar stanica gdje antiok-
sidansi djeluju specifi¢no i selektivno (enzimatski)
s reduciranim kisikovim meduproduktima®. Dok
superoksid dismutaza sudjeluje u dismutaciji super-
oksida u vodikov peroksid, do njegova unistavanja
moze dodi katalazom ili glutation peroksidazom
(tablica 3.). Superoksid dismutaza pripada skupini
metaloenzima, a u ljudi postoje tri vrste superoksid
dismutaze: citosolna dismutaza CuZnSOD, mito-
hondrijska dismutaza MnSOD, te izvanstani¢na
dismutaza EC-SOD.¥ Dok je GPx poglavito cito-
solni enzim, u mitohondrijima se nalazi priblizno
10% toga enzima. U sisavaca postoji najmanje 5
GPx izoenzima®.

Nekontrolirana proizvodnja ROS-a vazna je u
patogenezi mnogih klinickih poremecaja, $to se oci-
tuje promijenjenim aktivnostima superoksid dismu-
taze, katalaze ili glutation peroksidaze (tablica 4.).
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Tablica 4. Promijenjena aktivnost antioksidacijskih
enzima u patoloskim stanjima
Table 4 Enzyme antioxidant activity changes in
pathological conditions

Vrsta poremecdaja

Klju¢ni enzim

preosjetljivost na lijekove

preosjetljivost na odredene
namirnice

leukemija, tumori bubrega,
jetre, crijeva, dojke i koze

ishemija
ateroskleroza
Helicobacter pylori
hepatitis

gripa

kroni¢na granulomatozna
bolest

Downov sindrom
dijabetes

Alzheimerova bolest

Huntingtonova bolest
Parkinsonova bolest

ocCna mrena

amiotrofna lateralna skleroza

GPx, SOD
GPx

CAT, GPx, SOD

SOD
SOD
SOD
GPx
CAT, GPx, SOD
CAT

SOD
CAT, SOD
SOD
SOD
SOD
GPx
CAT, SOD

SOD - superoksid dismutaza, CAT — katalaza,

GPx — glutation peroksidaza
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Membranski antioksidansi

Lipofilni radikali koji nastaju u unutrasnjosti
membrana, zahtijevaju prisutnost drukdijih vrsta
antioksidansa (tablica 5.). Membranski antioksi-
dansi svojim se lipofilnim dijelovima integriraju u
membranske sustave, djelujué¢i u njima lokalno.
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Vitamin E reagira s peroksilnim radikalima brze no
§to oni uspiju reagirati s nezasi¢enim masnim
kiselinama i proteinima. U plazmi, vitamin E $titi
lipoproteine od oksidacije. Antioksidacijski u¢inak
B-karotena in vivo, manje je izrazen®.

Tablica 5. Membranski antioksidansi
Table 5 Membrane antioxidants

Membranski antioksidansi

vitamin E
B-karoten

koenzim Q

antioksidacijsko djelovanje ostvaruje kidanjem lanaca
ima sposobnost uklanjanja singletnoga kisika i slobodnih radikala

ima antioksidacijsko djelovanje u respiratornome lancu

lzvanstanicéni antioksidansi

Osnovna zadaca izvanstani¢nih antioksidansa jest
zadrzavanje Zeljeza i bakra u nereaktivnim oblicima,
te sprecavanje moguéega medudjelovanja s vodiko-
vim peroksidom i superoksidnim radikalom (tablica
6.). Takoder, vazno je istaknuti da u izvanstani¢noj
tekuéini nema navedenih unutarstani¢nih enzima,
iako je dokazana prisutnost glikoliziranih oblika
glutation peroksidaze i superoksid dismutaze®.
Tre¢ina zeljeza u organizmu vezana je uz trans-
ferin, ¢ime se prije¢i njegovo taloZenje i reakcija s

ROS-om u obliku Zeljezo-stimuliraju¢ih reakcija.
Mioglobin, hemoglobin, te spojevi koji posjeduju
hemsko zeljezo, imaju sposobnost ubrzavanja lipidne
peroksidacije, no plazma ipak sadrzi proteine poput
hemopleksina i haptoglobina koji vezu hemoglobin i
hemsko Zeljezo, te neutraliziraju moguéu indukciju
lipidne peroksidacije*°. Cerulopazmin takoder ima
zada¢u uklanjanja Zeljeznih iona iz plazme uz isto-
dobnu redukciju kisika u vodu, a reagira i sa superok-
sidnim radikalom i s vodikovim peroksidom’'.

Tablica 6. Izvanstaniéni antioksidansi
Table 6 Extracellular antioxidants

Izvanstani¢ni antioksidansi

transferin
laktoferin
haptoglobin
hemopleksin veze hem
albumin
ceruloplazmin
EC-SOD
EC-GSHPx
bilirubin

urati

glukoza uklanja OH"

veze ione zeljeza
veze zeljezo pri nizim vrijednostima pH-a

veze hemoglobin

veze bakar, hem i uklanja HOCI

veze ione bakra, koristi vodikov perokid za reoksidaciju bakra
kataliticki uklanja superoksidni anion

kataliticki uklanja hidroperokside

uklanja peroksilne radikale

uklanjaju radikale i vezu metale
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Tablica 7. Niskomolekularni endogeni i nutitivni hidrofilni antioksidansi
Table 7 Low-molecular endogene and nutritive hydrophylic antioxidants

Antioksidansi
glutation uklanja radikale, koristi se za konjugaciju, za regeneraciju askorba-
ta, te kao koenzim
vitamin C uklanja slobodne radikale doniranjem elektrona, pri ¢emu nastaje
slabo reaktivan askorbilni radikal
polifenoli uklanjaju slobodne radikale i vezu metalne ione
bilirubin uklanja peroksilne radikale
urati uklanjaju radikale i vezu metalne ione
glukoza uklanja hidroksilne radikale
selen koenzim glutation peroksidaza
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