METABOLICKA AKTIVNOST
JETRE




.U njo] se odvijaju
mnogi procesi hiosinteze | razgradnje molekula. Takode, jetra
uklanja potencijaino toksicne molekule, bilo da su oni nastal
kao Krajnji proizvodi metabolizma (npr NH4#), ili su uneti u

organizam (npr etanol, ksenobiotici).

J




Detoksikacija u hemijskom smislu najéesée podrazumeva
transformaciju lipofilnih molekula u hidrofilne molekule, koji
se mogu izlucitl iz organizma. Transformacija se odigrava u
dve faze:

Faza |- oksidacija, hidroksilacija ili hidroliza pod dejstvom
enzima. U ovoj fazi nastaju hemijske grupe koje su supstrat
za fazu ll

Faza ll- konjugacija (sulfacija, metilacija). U ovoj fazi se
molekul spaja sa nekim metabolitom, najcesce glukuronskom
Kiselinom, glicinom, cisteinom, glutaminom, glutationom i
sulfatom.

Na ovaj nacin jetra inaktivise i sopstvene proizvode
metabolizma, pri c¢emu za hidroksilaciju i konjugaciju Koristi
molekule koji su takode nastali u metabolickim procesima u
samoj jetri.



Mnogi ksenobiotici sadrze aromatiénu ili hererocikliénu prstenastu strukturu,

koja ne moZe ni da se razradi ni da se ponovo iskoristi u biosintetskim procesima.
Ove strukture su hidrofobne i zadrZzavaju se u masnom tkivu, sve dok se ne uklone
biotransformacijom u jetri, bubregu i digestivhom traktu.
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U nekim slu€ajevima, molekuli
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mogu da budu transformisani
u toksicne ili &ak kancerogene
molekule.



Citohrom P450

NADPH NADP*, H*

RH O, ROH,H,0

Cytochrome Cytochrome
P450 reductase P450

O, se vezuje za P,y Fe-hem u aktivnom centru i aktivira se u rekativnu formu
prinvatanjem elektrona. Elektroni se predaju sa citohrom P, reduktaze, koja
sadrzi FAD, FMN ili Fe-S centar koji olaksavaju prenos pojedinacénog elektrona
sa NADPH na O,.

Enzimi P450 koji su ukljué¢eni u steroidogenezu imaju nesto drugaciju struktutru.
Za CYPZE1, RH je etanol (CH,CH,0H), a ROH je acetaldehid (CH;COH).
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Glavni metabolicki put razgradnje etanola je njegova
oksidacija u acetaldehid>(citosolna alkohol dehidrogenaza,
ADH). Nastali acetaldehid se dalje oksiduje u acetat (80%
mitohondrijalna acetaldehid dehidrogenaza ALDH). Jedan
deo acetata se u jetri veC aktivira u acetil CoA mada najveci
deo acetata odlazi u krv odakle ga uglavhom preuzimaju

-----

(mitohondrijalni izoenzim acetil CoA sintetaze, ACS) | dalje
oksiduje u ciklusu trikarboksilnih kiselina.

| u reakciji koju Kkatalizuje alkohol dehidrogenaza i
acetaldehid dehidrogenaza, nastaje NADH koji se iskoriS¢ava
u oksidativnoj fosforilaciji za generisanje ATP-a.



Manji deo etanola (10-20%) se u jetri oksiduje u
mikrozomalnom sistemu jetre koji obuhvata citohrom P450.
Ovaj enzimski sistem ima visok Km za etanol zbog cega se
etanol metabolisSe ovim putem tek kada je njegova
koncentracija visoka.

Akutni efekti unosa vece koli¢ine alkohola nastaju usled
generisanja NADH zbog ¢ega se u jetri poveéava odnos
NADH/NAD+. To dovodi do smanjenja oksidacije masnih
kiselina i povecane sinteze ftriacilglicerola (masna jetra),
povecane sinteze ketonskih tela (ketoacidoza) a moze do¢i |
do inhibicije glukoneogeneze (hipoglikemija).



Za nezeljene efekte koji se javljaju po konzumiranju etanola
Je odgovorana acetaldehid,intermedijat metabolizma etanola
koji iz jetre da ude u krv.

JETRA

U populaciji Istoéne Azije je relativho
cest genski deficit ALDH te oni ne
tolerisu alkohol



* Regulacija glikemije

» Sinteza | eksport holesterola i TAG

* Ciklus sinteze uree

» Sinteza ketonskih tela

* Biosinteza nukleotida

» Sinteza protina plazme

-Sinteza glikoproteina i proteoglikana

*Pentozofosfatni put



Jetra ima veoma znacajnu ulogu u regulaciji metabolizma
ugljenih hidrata, lipida i proteina. U njoj se odvijaju svi
metabolicki procesi, kao i u drugim tkivima, ali i procesi koji
se U drugim tkivima ne odigravaju kao sto su: defosforilacija
glukozo 6-fosfata (glukozo 6-fosfataza), sinteza ketonskih
tela, sinteza uree, sinteza VLDL, sinteza Zucnih kiselina |
detoksikacija.



GORIVO ZA JETRU

Za reakcije koje sluze za obradu ili inaktivaciju toksina unetih hranom ili nastalih
u toku metabolizma, neophondo je prisustvo energije kao i rakcije anabolizma-
dglukoneogeneza i sinteza masnih kiselina. Zbog toga jetra ima visoke
energetske zahteve i potebu za oko 20% ukupnog telesnog kiseonika.

Primarni oblik koji predstavlja glavni oblik potrebne energije za odvijanje
procesa u jetri je ATP, UTP 1 GTP, NADPH, i acil-CoA tioestri.

Energija koja je potebna za njihovu suntezu se dobija direktno iz aerobnog
metabolizma, Krebsovog ciklusa, ili elektron transportnog lanca i oksidativne
fosforilacije.

Po unosenju mesovitog obroka koji sadrZi ugljene hidrate, glavno gorivo koje
koristi jetra je glukoza, galaktoza i fruktoza.

Ukoliko se unosi etanol, jetra je glavno mesto oksidacije etanola pri éemu
nastaje acetat a potom i acetil CoA.

Tokom nocnog gladovanja, masne kiseline su glavno gorivo za jetru. One se
oskiduju do CO2 ili ketonskih tela.
Jetra mozZe da koristi i sve AK, prevodedi ih u glukozu.

Ciklus sinteze uree sluzi za odstranjivanje amonijaka.




Metabolizam Ugljenih hidrata u jetri

Glukoza kao gorivo

A B Glucose or F-1-P

Regulacija glukokinaze pomocu regulatornog protiena (RP).

RP je lokalizovan u jedru i u odsustvu glukoze ili prisustvu fruktozo 6-fosfata, veéi deo
glukokinaze se translocira u jedro i vezuje RP. Ovo dovodi do formiranja inaktivne forme
glukokinaze.

Kada dode do porasta koncentracije glukoze ili fruktozo-1-fosfata, glukokinaza se odvaja
od RP, translocira se u citoplazmu i aktivno prevodi glukozu u glukozo 6-fosfat.



Metabolizam amino kiselina

1. Metabolicki putevi za oksidaciju svih AK do COZ2. Mogu biti prevedene u
ketonska tela ili u glukozu (glukoneogeneza).

2. Ciklus sinteze uree.

3. Posle mesovitog visoko proisnkog obroka, epitelne celije GIT-a koriste
aspartat, glutamat i g¢lutamin iz hrane kao gorivo (tokom gladovanja koriste
glutamin iz cirkulacije, kao glavno gorivo). Tako, AK unete hranom ne
dospevaju u sistemsku cirkulaciju. N2 nastao u metabolizmu u GIT-u dolazi
do jetre kao citrulin ili amonijum jon putem v. Portae.



Metabolizam amino kiselina

4. Razgranate AK (valin, leucin, i izoleucin) se malo koriste u jetri, za razliku od drugih
tkiva koja poseduju psecificne transaminaze.

5. Azot iz mnogih tkiva dospeva u jetru u obliku alanina (skeletni misici,bubreg,
mukoza GIT-a) ili glutamina (skeletni misici, pluca, nervno tkivo) ili serina (bubreg)

6. Koristi AK za sintezu proteina.



Posebno je znacajna njena U
periodu gladovanja sto je omoguceno razgradnjom depoa
glikogena I glukoneogenezom za koju su najcesci supstrati
laktat | alanin iz misica, glicerol iz masnog tkiva i glukogene
amino kiseline iz hrane. Sa druge strane, u periodu sitosti,
glukoza se unosi u hepatocite i cuva u vidu glikogena Cime
se sprecava nastanak hiperglikemije.



Takode, jetra sintetiSe ketonska tela, veoma znacajan izvor
energije pri dugotrajnom gladovanju, koja mogu da Koriste
sva ekstrahepaticna tkiva pa i mozak, ali ne i sama jetra. Ona
ne moze da koristi ketonska tela jer sadrzi jako malo enzima
transferaze, koja je potrebna za aktivaciju acetoacetata
(oksidacija ketonskih tela).

Svoje sopstvene energetske potrebe jetra zadovoljava na
razlicite nacine: oksidacijom glukoze, masnih kiselina ili
acetil CoA.



lﬂﬂ aaje Jeaan azu! Za ureu. HH# moZe da potiCe od glutamata ili iz "drugih izvora”

kao Sto su reakcije deaminacije drugih amino kiselina ili dejstvo bakterijske flore u GIT-u,
ili metabolizam purinskih nukleotida
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METABOLIZAM ETANOLA




-Etanol predstavlja gorivo i najvecim delom se metabolicki obraduje u jetri, ito u
acetat pri cemu nastaje NADH.

«Osnovni put njegove metabolicke obrade je njegova oksidacija u acetaldehid
aktivnoscu citosolne alkohol dehidrogenaze

<Nastali acetaldehid se dalje oksiduje mitohondrijalnom acetaldehid
dehidrogenazom u acetat.

«Acetaldehid koji je toksican takode moze da ude u cirkulaciju.

*NADH koji nastaje u ovoj reakciji se koristi za generisanje ATP-a u oksidativnoj
fosforilaciji.

«Najveci deo acetata ulazi u krv i biva preuzet u skeletne misice i druga tkiva
gde se aktivira u acetil CoA koji dalje moze da se oksiduje u ciklusu
trikarboksilnih kiselina.



Priblizno oko 10 do 20% unetog etanola se oksiduje u mikrozomalon
oksidujucem sistemu (MEOS), koji obuhvata citohrom P450 enzime

u EPR ( posebno CYP2E1).

CYP2E1 ima visok Km za etanol i inducibilan je na prisustvo etanola.

Zbog toga se veci deo etanola metabolise ovim putem pri visokim
koncentracijama etanola i povecan je posle hronicnog konzumiranja
etanola.



Akutni efekti unosenja alkohola nastaju kao posledica generisanja
NADH koji povecava odnos NADH/NAD u jetri.

Kao posledica toga, dolazi do inhibicije u oksidaciji masnih kiselina |
moze doci do ketogeneze.

Povecan odnos NADH/NAD takode moze da dovede do lakticne
acidoze i inhibicije glukoneogeneze.



+Metabolizam etanocla moze da dovede do alkoholom indukovane bolesti
jetre, sto obuhvata steatozu jetre (masna jetra), alkoholom indukovan
hepatitis i cirozu jetre.

+Glavni toksicni proizvodi metabolizma etanola obuhvataju acetaldehid i
slobodne radikale.

«Acetaldehid se vezuje za proteine i druga jedinjenja.

*Hidroksietil radikal, koji nastaje u MEOS sistemu kao i drugi radikali Koji
nastaju tokom inflamacije dovode do ireverzibilnih ostecenja jetre. Mnoga
druga tkiva su takode ostecena etanolom, acetaldehidom ili posledicno zbog
poremecaja funkcije same jetre.



«Genetski polimorfizam enzima koji su ukljuceni u metabolizam etanola moze da
bude odgovoran za individualnu razliku u nastanku ili ispoljavanju alkoholizma

kao i razvoju ciroze jetre.

«Svaki enzim koji je ukljucen u metabolizam etanola (alkohol DH, acetaldehid DH,
CYPZ2E1) postoji u vise razliitih izoenzimskih oblika.

«QOve varijacije u koli€¢ini ovih izoenzima uticu na mnoge faktore, kao sto je brzina
uklanjanja etanola iz krvi, stepen alkoholizma koji se razvija kod pojedinaca i
individualna osetljivost na razvoj alkoholne jetre.
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Glavni put metabolizma etanola i
iskoris¢avanja acetata u skeletnom misicu




Metabolizam etanola

......



Alkohol Dehidrogenaza

CHSCHOH
Ethanol
+Alkohol dehidrogenaza (ADH) postoji kao NAD*
familija izoenzima koji ispoljavaju razli€itu ADH
NADH + H*
specificnost prema duzini lanca supstratanakoji v
. : 50!
deluje alkohol. orio?

o ) . Acetaldehyde
«Etanol je mali molekul koji se nespecificho e
metabolicki obraduje Clanovima ADH familije. ALDH

NADH + H*
-ADH koja ispoljava najvecu specificnost prema o E,;,c:
etanolu je klasa | ADH. Postoje 3 gena za klasu GO
Acetate

| ADH, od kojih svaka postoji kao alelna forma
(polimorfizam).



+Klasa | ADH postoji u veliko] kolicini u jetn i €ini oko 3% svih solubilnih proteina. Ova
ADH se uglavnom naziva jetrinom ADH, koja ima nizak Km za etanol, izmedu 0,051 4
mM (visok afinitet). Zbog toga je jetra glavno mesto metaboliCcke obrade etanola |
genernsanja toksicnog metabolita, acetaldehida.

+| ako klasa IV i Il manje ucestvuju u metabolizmu etanola, mogu da doprinesu toksiZnim
efektima.

Koncentracia etanola mozZe da bude veoma visoka u gornjim partijama GlT-a (npr.pivo
cinl oko 0.8 M etanola), 1 acetaldehid koji nastaje aktivhoscu klase IV enzima (gastricna
ADH) moZe da doprninese nziku za razvo] karcinoma usled alkoholizma.

+Klasa Il ADH gena se pnmarmo ekspnmira u jetr 1 u niZim partijama GIT-a.
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Acetaldehid Dehidrogenaza

+Acetaldehid se oskiduje u acetat pri Cemu se generise NADH, aktivnoscu
acetaldehid DH .

*/ise od 80% oksidacije acetaldehida u humanoj jetri je katalisano
mitohondrijalnom ALDH (ALDHZ2), koja ima visok afinitet prema acetaldehidu i
visoko je specificna.

+Pojedinci sa drugacijom alelnom varijantom ALDH2 imaju znatno snizen
kapacitet za metabolizmom acetaldehida. Najveci deo preostale oksidacije

acetaldehida se desava u citoplazmi katalisano citosolnom ALDH (ALDH1).

*Dodatno, ALDH deluje na razlicite organske alkohole, toksine



Sudbina Acetata

*Metabolizam acetata zahteva aktivaciju u acetil- CoA
(acetil- CoA sintetaza).

+J jetn, glavna izoforma acetil- CoA sintetaze (ACS 1) je

citosolni enzim koji generise acetil- CoA za citosolne
metabolicke puteve 1] sintezu holesterola i masnih
kiselina.

+Acetat koji ulazi u ove puteve se nalazi pod kontrolom
insulina ili metabolizma holesterola. Tako, najveci deo
acetata ulazi u krv.

«Acetat se preuzima 1 oksiduje u drugim tkivima, pre
koncentraciju acetil- CoA sintetaze, izoforma
(ACSIN).Ova) enzim je prisutan u mitohondrijalnom
matriksu.

+*Tako se generise acetil- CoA koji direktno moze da se
ukljuci u ciklus trikarboksilnih kiselina | da se osiduje do
CO2.

L0
CHa— GHD_

Acetate

CoASH
acetyl CoA + ATP

syrthetase
AMP + PP,

_0

-

CH; — C — SCoA
Acetyl CoA

ACS |- citosol (jetra)

ACS lI- mitohondrije (srce,
misié)



Mikrozomalni Etanol Oksidujuci
Sistem (MEOS)

Etanol se takode oksiduje u acetaldehid u
jetri aktivnoscu MEOS-a, koji €ini grupa
enzima koji pripadaju familiji citohroma P450. NADPH NADP*, H*

Etanol i NADPH daju elektrone za reakciju,
kojom se O, redukuje do 2H,0.

RH O, ROH, H,0

Enzimi citohroma P450 imaju dve glavne Y Fe—heme } i
kataliticke komponente: reduktazni domen-

koji je donor elektrona i prenosi sa NADPH “""L.'.'.!}.'.},'{'.!Il.'.',';';'{'. AAAAILILL
(citohrom P450 reduktaza) i citohrom P450. Cytochrome  Cytochrome

P450 reductase P450

Za CYP2E1, RH je etanol (CH3CH20H) a

Citohrom P450 sadrzi vezna mesta za O, i . i
ROH je acetaldehid (CH3COH).

supstrat (npr etanol) i tu se sama reakcija i
odigrava.



Mikrozomalni Etanol Oksidujuci
Sistem (MEOS)

Acetaldehyde



1. CYP2E1

MEQS je deo superfamilije citohroma P450, i svi enzimi ove superfamilije
katalizuju sliche reakcije oksidacije. Unutar ove superfamilije, najmanje 10
razliCitih gena je prisutno kod sisara. Vise od 100 razliCitih izoenzima za
citohrom P450 postoji unutar ovih 10 razlicitih familija gena. 1zoenzimi koji
imaju najveci afinitet prema etanolu se zovu CYP2E1. Medutim, postoji
veliko preklapanje u specificnosti tako da se etanol oksiduje razlicitim
citohrom P450 izoenzimima.

CYP2E1 ima vece Km prema etanolu nego klasa | ADH (11 mM [51 mg/dL] u
odnosu na 0.05-4 mM [0.23 to 18.4 mg/dL]).

Zbog toga se veci deo etanola metabolicki obraduje pomocu CYP2E1 pri
visokom unosu etanola, nego pri nizem unosu etanola.



2. INDUKCIJA ENZIMA P450

Enzimi P450 su inducibilni i svojim specifiénim supstratom ali i supstratom nekog
drugog enzima citohroma P450.

Hroni€no konzumiranje etanola povecava nivo CYP2E1 u jetri oko 5-10 puta.
Takode, dolazi i do porasta oko 2-4 puta nekih drugih citohroma P450 iz iste
familije, razlicitih subfamilija kao i razliCitih genskih familija.

EPR proliferise sa uopstenim povecanjem sadrzaja mikrozomalnih enzima pa i
onih Koji nisu direktno ukljuceni u metabolizam etanola.

Povecanje CYFP2E1 sa konzumiranjem etanola se desava na nivou regulacija
transkripcije, post-transkripcije kao i post translacije.

Povecani nivo iIRNK nastaje kao rezultat povecane transkripcije gena ili
stabilizacijom informacije na iRNK i ovo je prisutno kod aktivnih alkoholicara.
Protein je takode otporan na razgradnju.

UJopsteno, mehanizam indukcije enzima P450 njihovim supstratima se desava
vezivanjem supstrata (ili slicnih jedinjenja) za intracelularni receptorski protein,
sto je praceno vezivanjem tako aktiviranog receptora za RE na ciljnom genu.



+| ako indukcija CYP2E1 povecava uklanjanje etanola iz krvi,
posledice ovog procesa su negativne.

+Acetaldehid moze da nastaje brze nego sto moze da se metabolicki
obradi delovanjem ALDH, sto povecava rizik ostecenja jetre.

‘Povecan nivo acetaldehida moze da ude u krv i mozZe da osteti |
druga tkiva.

‘Dodatno, enzimi citohroma P450 mogu da generisu slobodne
radikale, koji dodatno mogu da dovedu do ostecenja jetre i ciroze.



Energija koja se dobija oksidacijom etanola

ATP koji se dobija oskidacijom etanola u acetat zavisi od metabolickog puta.
Ukoliko se etanol oksiduje glavnim putem, citosolnom ADH i mitochondrijalnom
ALDH, nastaju jedan citosolni NADH i jedan mitohondrijaini NADH sto dovodi do
maksimalne sinteze 5ATP-a. Oksidacija acetil- CoA u ciklusu trikarboksilnih
kiselina i elektron transportnom lancu generise 10- visoko energetskih veza.
Aktivacija acetata u acetil- CoA trosi 2 veze bogate energijom (hidroliza ATP u
AMP).

Time je maksimalna kolicina energije koja se dobija oksidacijom jednog mola
etanola 13 ATP.

Sa druge strane, oksidacija etanola u acetaldehid aktivnoscu CYP2E1 trosi
energiju koja je u stvari potrebna za sintezu NADH, sto odgovara 2,5 mola ATP.
Tako se za svaki mol etanocla koji se na ovaj nacin metabolicki obraduje

maksimalno dobije 8.0 mola ATP (10 ATP iz oksidacije ciklusom trikarboksilnih
kiselina umanjeno za 2 koja su utrosena za aktivaciju acetata)



Il. TOKSICNI EFEKTI METABOLIZMA ETANOLA

Akutni efekti metabolizma etanola nastaju kao
rezultat porasta odnosa NADH /NAD

1. PROMENE U METABOLIZMU MASNIH KISELINA
2. ALKOHOLOM INDUKOVANA KETOACIDOZA

3. LAKTICNA ACIDOZA, HIPERURIKEMIJA | HIPOGLIKEMIJA



Akutni efekti metabolizma etanola na metabolizam
lipida u jetri

(1) U toku metabolizma etanola dolazi do povecanja odnosa NADH/NAD
(2) Visok nivo NADH/MNAD inhibira oksidaciju masnih Kiselina kao i ciklus
trikarboksilnih Kiselina sto dovodi do akumulacije masnih kiselina

(3) Masne Kiseline se re-esterifikuju u glicerol 3-P delovanjem acetil
transferaze u EPR. Nivo glicerol 3-P se povecava zbog visokog odnosa
MADH/MNAD koji favorizuje njegovu sintezu iz dihidroksiaceton fosfata
(intermedijer glikelize). Etanol stimulise porast nivoa enzima EPR-a koji
favorizuju sintezu TAG.

(4) NADH koji nastaje u toku oksidacije etanola moze da zadovolji potrebe
celije za ATP-om oksidativnom fosforilacijom. Time je inhibirana oksidacija
acetil- CoA u ciklusu trikarboksilnih kiselina

(5) Visok odnos NADH/NAD pomera oksalacetat (OAA) prema malatu Cime
se acetil- CoA usmerava u sintezu ketonskih tela
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Toksicnost acetaldehida

Mnogi toksicni efekti hronicnog konzumiranja etanola nastaju kao
posledica akumulacije acetaldehida, koji nastaje iz etanola dejstvom

ADH i MEOS.
Acetaldehid se akumulira u jetri i oslobada se u krv po unosenju

visokih doza etanola.
On je veoma reaktivan i kovalentno se vezuje za amino grupe, SH
grupe, nuklectide i fosfolipide.

1. ACETALDEHID | ALKOHOLOM INDUKOVAN HEPATITIS

2. ACETALDEHID | OSTECENJE SLOBODNIM RADIKALIMA
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Razvoj alkoholom indukovanog hepatitisa:

(1)
(2)
(3)

4)

(5)
(6)

Nastanak acetaldehida smanjuje sintezu proteina i ugroZava sekreciju proteina
Oitecenje slobodnim radikalima nastaje zbog vezivanja acetaldehida za GSH

Indukcija MEOS povecava nastanak slobodnih radikala, Sto dovodi do lipidne peroksidacije i

ostetenja celija

Ostecenje mitohondrija inhibira elektron transportni lanac ¢ime se smanjuje oksidacija
acetaldehida

Ostecenje mikrotubula povecava nivo VLDLkao | akumulaciju proteina

Ostecenje celija dovodi do oslobadanja hepatiénih enzima ALT i AST



Oksidativni stres
1 antioksidansi




Kisik i oksidativni stres

«Zrak sadrzi 21% kisika, O,

«Zivotinje, biljke i aerobne
bakterije trebaju kisik za
stvaranje energije (ATP)

*Kisik je toksian za sve Zive
oblike, bilo anaerobne il
aerobne

«Zivot na Zemlji postoji u sprezi
s antioksidacijskim stani¢nim
sustavom koji zamjenjuje i
uklanja produkte oksidacijskog
stresa u in vivo sustavima




Slobodni radikali i
antioksidansi

» Sto su slobodni radikali?

 Sto su reaktivni kisikovi i dusikovi spojevi (reactive
oxigen species, ROS i reactive nitrogen species,
RNS)

* Jesu li ROS/RNS uvijek opasni?

* Dobro poznati pojam ,oksidativni stres” — 5to je to?
* Poremecaji vezani uz oksidativni stres

* Markeri oksidacijskog stresa

* Antioksidansi



Slobodni radikali — Sto su to?

* Cestice s nesparenim elektronom (moze biti atom, ion ili
molekula)

* nastaju npr. homolitiCkim cijepanjem veze
HO-OH — HO- + -OH

* nastoje postiCi ravnotezno stanje, te reagiraju S
elektronom najblize molekule

* vecina biomolekula nisu radikali



Enzimski 1zvori Nenzimski izvori

» NAD(P)H OKSIDAZE
NADPH + 20, — NAD(P) +H++ 20,

+ KSANTIN OKSIDAZE o DISANE U MITOHONDRIJAMA
« AZOT-MONOKSID SINTAZE + TRANZICIONI METALI
» MIJELOPEROKSIDAZE » DRUGI OKSINANSI (LOO.)

H;0; 4 Cl- +H+ — HOCI + H,0
+ LIPOKSIGENEZE




Uzrocl oksidativnog stresa ~ Posledice oksidafivnog stresa

1. Nelzbalansirana [shrana
2. [ziaganje Zvotnoj sredini 1. Povecano stvaranje oksidanasa
3. Nasledne polest 2. Smanjena antioksidativne zastte

4. Napome fizicke akiivnosti 3. Neuspesno ukfanjanje oStecenja
2. Povrede (fraume)




Reaktivni kisikovi radikali

.O:0" OO .0:0:
1 2 >
H:0:0:H H:0"

4 2>

Levisova strukibura rektivnih vrsta Kiseonika:
1 - tripletni Kiseonik;

2 - singletni Kiseaonik;

3 - superoksid;

4 - vodonik peroksid;

5 - hidroksilni radikal



e R ki BHE
ROS (reaktivni kisikovi spojevi)

Slobodni radikal Spojevi koji nisu slobodni
superoksid, O, radikali
hidroksilni radikal, ‘oH  Vodikov-peroksid, H,0,
peroksilni radikal, ROO- hipokloritna kiselina, HCIO

alkoksilni radikal, RO ozon, O,
hidroperoksilni radikal, singletni kisik, *O,
HO,

Kisik nije molekula koja izravno izaziva oksidativni stres,
ali je prekursor svih ROS.



11111l i,
RNS (reaktivni duSikovi spojevi)

Slobodni radikali Spojevi koji nisu slobodni
dusikov-(Il)- oksid, NO  radikal
dusikov-(IV)-oksid, ‘NO,  nitrozil, NO*

nitritna kiselina, HNO,
peroksinitrit, ONOO -

alkilperoksinitrit, ROONO



Posljedice djelovanja ROS

Regulacija




L
Uloga ‘NO u metabolizmu

* u stanicama vaskularnog endotela djeluje vazodilatacijski i
regulira krvni tlak

* u SZS-u kao neurotransmiter djeluje na vide funkcija, ukljuéujuci
pamcenje

* na periferiji djeluje preko neadrenergicnih nekolinergicnih Zivaca
regulirajuci funkcije raznih organa

* stvara se u makrofagima njihovom aktivacijom i djeluje
citotoksicno na bakterije, gljivice, protozoe | tumorske stanice

* nadzire i sprjeCava agregaciju trombocita



Uloga O, - u metabolizmu

* Superoksid nastao djelovanjem NADPH oksidaze i njegov
derivat, peroksinitrit, imaju ulogu u regulaciji krvnog tlaka

* Dio je citotoksicnog mehanizma pojedinih stanica
ImunolosSkog sustava



Poremecaj ravnoteze izmedu stvaranja
I eliminacije ROS uzrokuje

Oksidativni stres

Oksidativni stres nastaje kao
posljedica 3 Cimbenika:

1) povecano stvaranje oksidansa
2) smanjenje antioksidativne zastite
3) neuspjesan popravak ostecenja



Glavni izvori slobodnih radikala

Enzimi ili/i koenzimi s flavinskim strukturama,
hemski koenzimi, enzimi koji sadrze Cu i Fe u
aktivnom sredistu

-reakcije prijenosa elektrona

1. respiratorni lanac u mitohondriju: uglavnom
superoksid, a zatim H,0,



Uloga kisika u respiracijskom procesu

0.0000...... ¥ )
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Glavni 1zvori slobodnih radikala

2. posebne stanice (leukociti, makrofagi i dr.)
stvaranje superoksida putem NADPH-oksidaze

superoksid moze reagirati s vodikom i stvoriti
vodikov peroksid a potom i hipokloritnu kiselinu

H,O, + ClI + H* = HCIO + H,0O
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D
Glavni izvori slobodnih radikala

3. endoplazmatski retikulum
citokrom P- 450 (CYP)

4. oksidacija hemoglobina

glutation
5. enzimi L "" e
ksantln 0kS|daza ksantin mokracna

kiselina



Oksidacijsko oStecenje DNA

OsteCenje Posljedica

* disocijacija Secernih  * pogreske pri translaciji

komponenti * inhibicija sinteze
* modifikacija baza proteina
* pucanje prstena * mutacije

* kancerogeneza



Oksidativha ostecenja lipida

Ostecenje

* lipidna peroksidacija
* oksidacija lipoproteina

Posljedica

promjena u fluidnosti i
permabilnosti membrana
utjecaj na integrirane
enzime

stvaranje reaktivnih
metabolita
(malondialdehida (MDA),
4-hidroksinonenala
(HNE), izoprostana |
drugih produkata lipidne
peroksidacije



Lipidna peroksidacija: inicijacija i propagacija

Linolna Kiselina (18:2) /\/_;'\r_\/\/\/ R
Eliminacija vodika
lOH“ ( inicijacija)

Aonjugirani dien

Peroksilni radikal
l LH Adicija :'a.lxtkp
(propagacija)
Lipidni hidroperoksid /H\o>_\/—\/\/\/ R +
1 re(f) Fentonova reakeija

.
O\ /O
F H Alkoksilni radikal /\3—\/-\/\/\/ R
| ——
H  H h
' ’/l\/ " g R
‘Etan H > H

Aldehid



Oksidacijsko oStecenje proteina

Ostecenje Posliedica
* agregacija, * promjene u enzimskoj
fragmentacija iraspad  aktivnosti, ionskom
* modifikacija transportu

funkcionalnih skupina



1- tipovi oksidacijske
modifikacije proteina

* proteinski karbonili (postranicni aldehidi, ketoni)
* nitrozilacija proteina (3-nitrotirozin, 3-NT)
* hidroperoksilni derivati alifatskih aminokiselina

* aminokiselinske interkonverzije (npr. His u Asn;,
Pro u OH-Pro)

« aminokiselinski oksidacijski produkti (npr. p-
hidrokisfenilacetaldehid)
* disocijacija peptidnih veza



Biljezi oksidativhog stresa

Detekcija slobodnih radikala

* vrlo komplicirano, zbog kemijskih i fizikalnih svojstava
(kratak poluzivot)

DPPH °; 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil hidrat
stabilan radikal

3O 3O
Ne ST —— NH v A
NO; NO;
DPPH DPPH-H

(purple, 517 men) (coloricss)



L
Biljezi oksidativhog stresa

ABTS; 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid)




Biljezi oksidativhog stresa

Detekcija produkata oksidacijskog stresa

Biljezi lipidne peroksidacije:
malondialdehid (MDA), konjugirani dieni, 4-hidroksinonenal
(HNE), izoprostani

Biljezi oksidativnog oStecenja proteina:
proteinski karbonili, 3-NT, proteinski hidroperoksidi

Biljezi oksidativnog oStecenja DNA:
modificirani nukleozidi (8-OHdG)



1)

2)

3)

4)

Kako djeluju antioksidansi

izravno enzimskom katalizom uklanjaju ROS
-SOD, GSHPx, CAT

reagiraju sa slobodnim radikalima, pretvaraju ih u
neradikale dajuci im elektron a sami postaju slabo
reaktivni radikali

-vitamin C, vitamin E

kelatiraju ione Zeljeza i bakra
-transferin, metalotioneini

Stite biomolekule od osteCenja drugim mehanizmima
-proteini toplinskog stresa (heat shock proteins, HSP)



L
Antioksidansi

enzimi (citokrom ¢, SOD, GSHPX, katalaza)

neenzimatski antioksidansi

u membranama (a -tokoferol, f-karoten,
koenzim Q ,,)

izvan membrana (askorbat, transferin, bilirubin)

hvataci slobodnih radikala (,scavengers“etici
SOD)

prijelazni elementi (Se, Zn)



L
Superoksid-dizmutaze

202" + 2H+ — HEOE + Oz

E_QE - nalazi se u svim stanicama koje metaboliziraju
IS

3 vrste SOD:

1) mitohondrijska (Mn SOD)
2) citosolna (CuZn SOD)

3) izvanstanicna (EcSOD)

potrebni razliCiti kofaktori (metali)



Superoksid-dizmutaze

Aktivho mjesto govede SOD (CuZnSOD) lezi u Supljini koju tvore dvije
petlje. Aktivno mjesto sadrzi jedan bakrov i jedan cinkov ion,
premostene imidazolnim prstenom His61. Bakar je koordiniran sa
sljedeca tri histidinska liganda i molekulom vode, dok je cink
koordiniran s dva histidina i aspartatom.




L
Glutation-peroksidaze (GSHPXx)

(Se)

Enzim koristi glutation kao donor elektrona za obnovu
reduciranog oblika selenocisteina

Eliminacija hidroperoksida i H,O,
2 GSH + ROOH — GSSG + H,O + ROH
2 GSH + HOOH - GSSG + 2 H,0

* citosolna i mitohodrijska GSHPx

* jzvanstanicna GSHPx

* fosfolipid-hidroperoksidna GSHPXx



e R ki BHE
Glutation-reduktaza (GR)

Obnavljanje reduciranog oblika glutationa (GSH)

GSSG+2H*"+2e —-2GSH



Katalaza (CAT)
(Fe)

2 H,0, »2H,0+0,

Prilikom uobiCajenog stvaranja peroksida
(putem hemoglobina i SOD-a) vecCu aktivhost
pokazuje GPx, dok se katalaza ukljuCuje pri
vecem stvaranju peroksida

peroksisomi, mitohondriji hepatocita, eritrociti



SOD

NADPH + H'

NADP’

H>0,

2 GSH

GSSG

+ Fe!v

Fentonova reakcija

—>

H,0+ 120,

‘OH

+ Fe'* + OH™




Neenzimski obrambeni sustav



Visokomolekularni antioksidansi
(vezuju ione zeljeza ili bakra)

* transferin

* ceruloplazmin
* feritin

* haptoglobin

* hemopeksin

* albumin

* metalotioneini



Niskomolekularni antioksidansi

Askorbat (vitamin C) o
Tokoferoli (vitamin E)

8 1zomera
* redukcijsko sredstvo

* sinteza kolagena, karnitina, lokaliziran u membranama:

neurotransmitera zastita od oStecenja
* povecava apsorpciju Fe

* regeneracija tokoferilnog
radikala

* ponekad prooksidans




Niskomolekularni antioksidansi

polifenoli, npr. flavonoidi .
. wed
e
O
H.c-© CH,
N _ M., ~
* ubikinon (koenzim Q) | L,

3 je-10

prijenosnik elektrona u respiratornom lancu
kooperacija sa tokoferolom

* karotenoidi: lutein, p-karoten, vitamin A
odstranjivanje radikala s lipida



(GSH, GSSG)

vazan redoks sustav u stanicama sisavaca (1-10 mmol/l)
2 GSH = GSSG + 2e + 2H*

eliminacija ROS, stabilizacija redukcijskih oblika (SH-
skupine, regeneracija tokoferola i askorbata)

supstrat glutation-peroksidaze

i
Q,v\im @én& kiselin@)) o~ fi
iponska kise@ - L
regeneracija tokoferola i askorbata W :
WA fLU

- G ¥

lipofilan; hvatac hidroksilnih radlkala




Metali s antioksidacijskom ulogom

Selen
UtjeCe na resorpciju vitamina E, dio je selenoproteina

Cink
Stabilizira stani¢nu membranu, povecava imunitet



