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ANTIOKSIDATIVNA ODBRANA®
ANTIOXIDATIVE DEFENSE

Jelka Stevanovié, Sunéica Borozan, S. Jovié, 1. Ignjatovié™

Slobodni radikali neprekidno nastaju tokom metabolizma i ucest-
vuju u brojnim fizioloskim procesima, kao Sto su: unutaréelijska i
meducelijska signalizacija, genska ekspresija, uklanjanje oStecenih i
ostarelih ¢elija i kontrola tonusa krvnih sudova. Medutim, koli¢ina slo-
bodnih radikala je poja¢ana u stanju tzv. oksidativnog stresa, kada izazi-
vaju ozbiljna oStecenja cCelijskih membrana (peroksidaciju njihovih lipi-
da, oStec¢enje membranskih proteina i sl.), unutarcelijskih proteinskih
molekula, kao i molekula DNA i ugljenih hidrata. Upravo zbog toga,
organizam ima razvijene brojne mehanizme za uklanjanje slobodnih ra-
dikala ifili spre¢avanje njihove proizvodnje. Neki od njih su enzimski a
obuhvataju superoksid-dismutazu, katalazu, glutation-peroksidaze i sl.
Drugi, neenzimski mehanizmi, podrazumevaju antioksidativno delo-
vanje vitamina E i C, provitamina A, koenzima Q, redukovanog gluta-
tiona i dr. S obzirom da slobodhni radikali mogu da napuste ¢eliju koja ih
je proizvela i raznesu se po telu, osim antioksidativne odbrane koja
funkcionise unutar ¢elijskih struktura razvila se i vancelijska odbrana an-
tioksidanasa. Nju obavljaju: transferin, lakroferin, haptoglobin, hemo-
peksin, ceruloplazmin, albumini, ekstracelularna izoforma SOD, ekstra-
celularna glutation-peroksidaza, glukoza, bilirubin, urati i mnogi drugi
molekuli.

Kljuéne reci: slobodni radikali, antioksidativni enzimi, neenzimski
antioksidansi

Uvod / Introduction

Slobodni radikali nastaju ¢ak i u zdravom organizmu, neprekidno
tokom metabolizma. Oni ucestvuju u brojnim fizioloSkim procesima, kao Sto su:
unutarcelijske i meducelijske signalizacije, genska ekspresija, uklanjanje ostece-
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nih i ostarelih éelija i kontrola tonusa krvnih sudova. (Movat, 1985; Barnes, 1990;
Lansing i sar., 1991; Gilmour, 1993; Kehrer, 1993; Duarte i sar., 1994; Halliwell i
Gutteridge, 1999; Finkel i Halbrook, 2000; Stamler i Meissner, 2001; Droge, 2002;
Stevanovi¢ i sar., 2002; 2010; Borozan i sar., 2002, 2004; Bozi¢ i sar., 2003; Ra-
dovanovi¢ i sar., 2004; Han i Liao, 2005; Stevanovi¢ i sar., 2011). Medutim, u stanju
tzv. oksidativnog stresa njihova proizvodnja je poja¢ana i/ili je odbrana od njih ne-
dovoljna, tako da izazivaju oStecenja ¢elijskih membrana (peroksidaciju njihovih
lipida, oStecenje receptorskih, transportnih i enzimskih proteina membrane i sl.),
unutarcelijskih proteinskih molekula, kao i molekula DNA i ugljenih hidrata (Bozi¢ i
sar., 2003; Evereklioglu i sar., 2003; Aleksic¢ i sar., 2004; 2004a; Stevanovi¢ i sar.,
2005; Valko, 2005; Domitrovi¢ i sar., 2006; Jovi¢ i sar., 2009; 2010; Stevanovi¢ i
sar., 2010).

Neprekidno izlaganje najrazli¢itijim izvorima oksidativnog stresa nate-
ralo je organizam da poku$a da se zastiti. Tako su se postepeno razvili brojni me-
hanizmi antioksidativne odbrane. Kako se kiseonik fizioloSki metaboli§e unutar
¢elija, tako mehanizmi antioksidativhe odbrane deluju specifiéno i selektivno sa
redukovanim kiseoni¢nim meduproizvodima (ROS) koji oSte¢uju razli¢ite ¢elijske
molekule i strukture. Antioksidansi mogu da odloze ili spreCe oksidaciju sup-
strata, odnosno deluju tako Sto spreavaju nastanak ROS (smanjenjem lokalne
koncentracije kiseonika, prekidanjem lanca stvaranja novih radikala, vezivanjem
metalnih jona i sl.), da inaktiviSu reaktivne kiseoni¢ne vrste (npr. razlaganjem
peroksida), da smanje njihove efekte ili deluju tako $to omoguéavaju oporavak od
oksidativnih oSteéenja, uklanjanjem izmenjenih molekula i popravljanjem oStece-
nja nastalih njihovim delovanjem (Halliwell i Gutteridge, 1999). Najzastupljeniji su
upravo tamo gde i nastaje najvise slobodnih radikala, odnosno u mitohondrijama,
mada ih ima u citosolu i drugim ¢elijskim strukturama, pa i van ¢elija.

Brojni mehanizmi za uklanjanje slobodnih radikala i/ili spre¢avanje niji-
hove proizvodnje mogu se grupisati na razli¢ite naine. Jedan od njih je svrsta-
vanje u prvi, drugi i tre¢i nivo odbrambenih mehanizama za savladavanje ROS, nji-
hovo uklanjanje i poslediéno smanjenje Stetnih efekata. Prvi (primarni) nivo zastite
¢ine enzimski i neenzimski sistemi koji u potpunosti spre¢avaju nastajanje slo-
bodnih radikala unutar ¢elija. Drugi (sekundarni) nivo antioksidativne zastite for-
miraju sistemi koji deluju u uslovima normalnog i poja¢anog nastanka radikala. U
njih spadaju: protein-specificne oksidoreduktaze (tiol-transferaze), protein-ADP-
ribozil-transferaze, ATP i Ca-nezavisne proteaze. Treci (tercijarni) nivo antioksida-
tivne zastite ¢ine enzimski sistemi koji uestvuju u popravku oksidativno ostece-
nih makromolekula.

Osim u primarne, sekundarne i tercijarne, antioksidansi su, radi
lakSeg razmatranja, svrstani i u enzimske, neenzimske i vancelijske. Nadalje ¢e
biti detaljnije opisana upravo ovakva podela antioksidanasa.
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Enzimske komponente antioksidativne odbrane /
Enzyme components of antioxidative defense

Enzimskim komponentama primarne antioksidativne zastite pripadaju
antioksidativni molekuli koji neutraliSu slobodne radikale. To su: superoksid-
dismutaza (SOD), katalaza (CAT), enzimi glutation redoks ciklusa (glutation-
peroksidaza, glutation-S-transferaza, glutation-reduktaza, fosfolipid-hidroperok-
sid i sl.), zatim citohrom-oksidaze, kao i tioredoksin i familija peroksiredoksin pro-
teina — funkcioniSu kao sakupljaci superoksid-anjon radikala (O,°") i vodonik-
peroksida (Guemouri i sar., 1991; Evereklioglu i sar., 2003; Margaritis i sar., 2003).
Navedeni antioksidansi deluju tako Sto blokiraju zapocinjanje lanCane reakcije
slobodnih radikala i, samim tim, onemogucavaju prate¢u peroksidaciju lipida
(Beckman i Ames., 1998; Evereklioglu i sar., 2003), jer svaki od njih detoksikuje
nekog pripadnika ROS (Benzi, 1993).

Superoksid-dismutaza je metaloenzim. Kod ljudi su za sada identifik-
ovane njene tri izoenzimske forme (Fridovich, 1997): citosolna (Cu,Zn-SOD), mi-
tohondrijalna (Mn-SOD) i ekstracelularna (EC-SOD). Sve ucestvuju u dismutaciji
superoksid-anjon radikala (O,°") do O, i H,0, (kataliticki uklanjaju O,""). Na nji-
hovo delovanje se nastavlja aktivnhost enzima katalaze i glutation-peroksidaze
(shema 1).

Feh Fsh
superoksid
dizmutaza
20, H,0, OHs
2GSH NADP*
2H*
glutatian glutation
— Hzoz peroksidaza reduktaza
katalaza ’
GSSG ~ NADPH*
1]
2H,0 + 0, 2H,0 H+

Shema 1. Inaktivacija nekih slobodnih radikala /
Diagram 1. Inactivation of certain free radicals

Katalaza (CAT) razlaze vodonik-peroksid do vode (H,0) i molekulskog
kiseonika (O,), dok ga glutation-peroksidaze (GSH-Px; GPx), sa izuzetkom hepa-
tocitne glutation-S-transferaze, prevode u H,O i oksidovini glutation (glutation-
disulfid, GSSG) (shema 1) (Chance i sar., 1979; Evereklioglu i sar., 2003; Margari-
tisisar., 2003). Osim toga, glutation-peroksidaze uklanjaju i organske hidroperok-
side i lipidne perokside, uz oksidaciju glutationa kao kosupstrata (2GSH + ROOH
— GSSG + ROH + H,0).

Citohrom-oksidaze spreCavaju oslobadanje aktivnih kiseoni¢nih vrsta
tokom redukcije O, u H,0,.
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Neenzimske komponente / Nonenzyme components

Neenzimske komponente antioksidativhog zastitnog sistema dele se
na supstance rastvorljive u mastima — liposolubilne, i na supstance rastvorljive u
vodi — hidrosolubilne (tabela 1). Liposolubilne supstance koje ucestvuju u antiok-
sidativnoj zastiti su: vitamin E (o-tokoferol), provitamin A (8-karoten) i koenzim Q
(ubihinon). Hidrosolubilni u€esnici antioksidativne zastite su: vitamin C (askorbin-
ska kiselina), redukovani glutation (GSH), mokracna kiselina, aloumin, transferin,
ceruloplazmin, feritin, bilirubin, biliverdin, cistein, histidin i laktoferin. Osim njih, u
neenzimske antioksidanse spadaju jo$ i: melatonin, piruvat, o-ketoglutarat, estro-
geni, liponska kiselina, dihidroliponska kiselina, karnozin, homokarnozin, anserin
i melanin (Jenkins, 1988; Chow i sar., 1991; Margaritis i sar., 2003).

Tabela 1. Neenzimski antioksidansi i njihova uloga /

Table 1. Non-enzyme antioxidants and their role

ANTIOKSIDANS /
ANTIOXIDANTS

ULOGE / ROLES

Vitamin E (o-tokoferol) /
Vitamin E (cu-tocopherol)

- uklanja slobodne radikale / eliminates free radicals
- prekida lancane reakcije peroksidacije membranskih lipida /
- severs chain reactions of membrane lipid peroxidation

Provitamin A (3-karoten) /
Provitamin A (3-carotene)

- hvatac singletnog kiseonika / captures singlet oxygen
- spre¢ava lan¢ane reakcije radikala / prevents chain reactions of radicals
- inhibira lipooksigenazne aktivnosti / mnhibits lipoxygenase activities

Vitamin C /
Vitamin C

- prekida lan¢ane reakcije radikala / severs chain reactions of radicals

- sakuplja hidrofilne peroksil-radikale / gathers hydrophilic peroxyl radicals
- sprecava proksidaciju lipida / prevents peroxidation of lipids

- regenerise vitamin E (o-tokoferol) / regenerates vitamin E (c.~tocopherol)
- odrzava integritet LDL / maintains LDL integrity

Redukovani glutation /
Reduced glutation
(GSH)

- zastita od vodonik-peroksida i hidroperoksida /

- protection from hydrogen peroxide and hydroperoxide

- zastita od hipohlorita / protection from hypochlorite

- zastita od hidroksil-radikala / protection from hydroxyl-radicals
- zastita od organskih-radikala / protection from organic-radicals
- zastita od peroksil-radikala / protection from peroxyl-radicals

- uCestvuje u regeneraciji vitamina E (a-tokoferola) /

- participates In regeneration of vitamina E (c.-tocopherol)

Koenzim Q (CoQ) /

- sprecava peroksidaciju lipida / prevents lipid peroxidation

Coenzyme @ (Co) - uklanja superoksid-anjon-radikal / eliminates superoxide-anion-radical
Albumin / - vezuje Cu2* i hem / binds Cu?* and haem
Albumin - uklanja hipohlorastu kiselinu / eliminates hypochloric acid

Ceruloplazmin /
Ceruloplasmin

- vezuje hem, Cu2+ i Fe2* / hinds haem, Cu?* and Fe?*

- uklanja hipohloraste kiseline / eliminates hypochloric acid

- reaguje sa superoksidnim-radikalom i vodonik-peroksidom /
- reacts with superoxide-radical and hydrogen-peroxide

Transferin i laktoferin /
Transferrin and lactoferrin

- direktno vezuju slobodno gvozde / directly bind free iron

Haptoglobin / Haptoglobin

- vezuje slobodni hemoglobin / binds free haemoglobin

Hemopeksin / Hemopexin

- vezuje slobodni hem / binds free haem
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Vitamin E (a-tokoferol) uklanja slobodne radikale i u€estvuje u preki-
danju lan¢anih reakcija peroksidacije membranskih lipida zato $to reaguje sa
peroksilnim radikalima brze nego Sto oni uspeju da reaguju sa nezasi¢enim
masnim kiselinama i membranskim proteinima (Halliwell i sar., 1991). Provitamin A
(B-karoten) je antioksidans zbog toga Sto vezuje singletni kiseonik (Halliwell i Gut-
teridge, 1999), spre€ava lanCane reakcije radikala i inhibira lipooksigenazne aktiv-
nosti. Vitamin C direktno reaguje sa superoksid-anjon-radikalom, hidroksilnim ra-
dikalom i hipohlorastim kiselinama, prekidajuéi lan¢ane reakcije radikala. On je i
snazan redukujuéi agens koji prekida lan¢ane reakcije peroksidacije lipida i saku-
plja hidrofilne peroksil-radikale (Halliwell i Gutteridge, 1999), regeneriSe vitamin E
(o-tokoferol) i odrzava integritet LDL molekula. Redukovani glutation (GSH) je
vazan u zastiti ¢elija od vodonik-peroksida i hidroperoksida, hidroksil-radikala,
organskih-radikala i peroksil-radikala. On je i kofaktor glutation-peroksidaza
(GSH-Px) i glutation-S-transferaza. Osim toga, glutation reaguje i sa o-tokoferil ra-
dikalom, kako bi regenerisao a-tokoferol. Koenzim Q (CoQ) sprecava peroksida-
ciju lipida (Halliwell i Gutteridge., 1999) i reaguje sa superoksid-anjon-radikalima,
produkujuéi vodonik-peroksid.

Vancelijski antioksidansi / Extracellular antioxidants

Osim antioksidativne odbrane koja funkcioni$e unutar ¢elijskih struk-
tura, postoji i vanéelijska odbrana od antioksidanasa, jer se veliki broj slobodnih
radikala lako raznosi sa mesta nastanka do ostalih ¢elija i delova tela. Cinioci ove
odbrane su uglavnom metaloproteini koji zadrzavaju gvozde i bakar u nereaktiv-
nom obliku (u nizem oksidacionom stanju) i tako spre¢avaju njihovo delovanije sa
vodonik-peroksidom i superoksidnim-radikalom (Marklaud i sar., 1982; 1984).
Ovo je vazno zato $to u prisustvu jona gvozda ili bakra lipidni peroksidi stvaraju
mnogobrojne razgradne produkte, pa i aktivne radikale.

U vancéelijske antioksidanse spadaju i brojni proteini, kojima antioksi-
dativna odbrana nije jedina uloga, mada uz brojne druge uloge, obavljaju i nju. To
su, na primer: transferin, lakroferin, haptoglobin, hemopeksin, ceruloplazmin, al-
bumini, ekstracelularna izoforma SOD, ekstracelularna glutation-peroksidaza,
glukoza, bilirubin i urati.

Transferin i laktoferin uestuju u antioksidativnoj odbrani tako Sto di-
rektno vezuju gvozde, dok haptoglobin vezuje hemoglobin a hemopeksin priku-
plja hem i tako zapravo indirektno vezuju gvozde. Ceruloplazmin i albumini su an-
tikosidansi jer vezuju bakar i hem, a uklanjaju i hipohlorastu kiselinu (HOC1). Ce-
rulopazmin ima jo$ i sposobnost uklanjanja fero-jona (Fe?*) iz plazme, uz istovre-
menu redukciju kiseonika u vodu. Osim toga, raguje i sa superoksidnim-radika-
lom i vodonik-peroksidom (Bannister i sar., 1980; Gutteridge, 1987; Gutteridge i
Smith, 1988). Ekstracelularna SOD (EC-SOD) uklanja superoksidni-anjon-radikal,
ekstracelularna gluation-peroksidaza (EC-GSH-Px) odstranjuje hidroperokside,
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dok glukoza uklanja hidroksilni radikal. Bilirubin je antioksidans jer u€estvuje u
borbi protiv peroksilnih-radikala, a urati vezuju metale i uklanjaju ROS.

Zakljucak / Conclusion

Neprekidna sinteza slobodnih radikala naterala je organizam da raz-
vije moéne mehanizme zastite od njihovih brojnih nezeljenih dejstava (peroksida-
cije membranskih lipida, oSte¢enja razli¢itin proteinskih molekula, DNA i ugljenih
hidrata). Postoje brojni mehanizmi za uklanjanje slobodnih radikala i/ili spre¢a-
vanje njihove proizvodnje. Mogu se grupisati na razliite nacine, a najc¢esce ih
svrstavamo u enzimske, neenzimske i ekstracelularne. U enzimske mehanizme
zastite od slobodnih radikala spadaju: superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-
peroksidaze i sl. Neenzimski mehanizmi obuhvataju: vitamine E i C, provitamin A,
koenzim-Q, redukovani glutation i dr. Buduci da se slobodni radikali lako prenose
sa mesta nastanka do drugih delova tela, razvijena je i vancelijska odbrana od
njih. Ona obuhvata veliki broj, pre svega, proteina kojima je u¢e$ée u antioksida-
tivnoj zastiti samo jedna od brojnih drugih uloga. To su: transferin, lakroferin, hap-
toglobin, hemopeksin, ceruloplazmin, albumini, ekstracelularna izoforma super-
oksid-dismutaze, vancelijska glutation-peroksidaza, glukoza, bilirubin, urati i
mnogi drugi molekuli.

lako organizam poseduje veliki broj mo¢nih antioksidativnih moleku-
la, treba imati na umu da u situacijama pojacanog prisustva slobodnih radikala,
mehanizmi antioksidativne zastite ne mogu da ih uklone u potpunosti, pa se pris-
tupa dodatnim nacinima za povecéanje efikasnosti antioksidativne odbrane, u
smislu poja¢anog unosa antioksidanasa putem hrane i dr.
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ENGLISH

ANTIOXIDATIVE DEFENSE
Jelka Stevanovi¢, Suncica Borozan, S. Jovié, |. Ignjatovié¢

Free radicals occur constantly during metabolism and take part in numerous
physiological processes, such as: intra-cellular and inter-cellular signalization, gene ex-
pression, removal of damaged or senescent cells, and control of the tone of blood vessels.
However, there is an increased quantity of free radicals in situations of so-called oxidative
stress, when they cause serious damage to cellular membranes (peroxidation of their lip-
ids, damage of membrane proteins, and similar), to interior cellular protein molecules, as
well as DNA molecules and carbohydrates. This is precisely why the organism has devel-
oped numerous mechanisms for removing free radicals and/or preventing their produc-
tion. Some of these are enzyme-related and include superoxide-dismutase, catalase,
glutathione-peroxidase, and others. Other, non-enzyme mechanisms, imply antioxidative
activities of vitamins E and C, provitamin A, coenzyme Q, reduced glutation, and others.
Since free radicals can leave the cell that has produced them and become dispersed
throughout the body, in addition to antioxidative defense that functions within cellular struc-
tures, antioxidant extra-cellular defense has also been developed. This is comprised by:
transferrin, lactoferrin, haptoglobin, hemopexin, ceruloplasmin, albumins, extra-cellular
isoform SOD, extracellular glutathione-peroxidase, glucose, bilirubin, urates, and many
other molecules.

Key words: free radicals, antioxidative enzymes, nonenzyme antioxidants.

PYCCKUM
AHTUOKUCIIUTENIbHASA 3ALLUTA
Enka CteBaHoBuY, CyHunua Boposan, C. MoBuy, U. UrHsaTosBuy

CBob6oaHble pagukanu HenpepbiBHO BO3HMKAIOT B TeYeHNe meTabonmama y
y4acTBYIOT B YACNEHHbIX (pI/I3I/IOJ'IOFI/Il-IeCKI/IX npoueccax, Kak CyTb: BHYTPUKNEeTo4YHaa n
MeXAYyKNeTouHasi curHanmMsauusi, reHHas 3KCrpeccusi, yompaHue MOBPEXAEHHbIX |
NMoCTapeBLUNX KNETOK 1 KOHTPOSb TOHyca KPOBSIHbIX cOCcyA0B. Mexay TeM, KOnM4ecTBo
CBOOOHbIX PaAuKasioB YCUIIEHO B COCTOSIHUM T.Ha3. OKUCIUTENbHOrO cTpecca, Korgaa
BbI3bIBAIOT CEPbE3HbIE MOBEPXKAEHUSA KITETOYHbIX MEMOPaH (MepoKcuneHme ux nunuaos,
noBpexxaeHne MemMOpaHHbIX NMPOTEUHOB U T.M.), BHYTPUKIETOYHbIX MPOTEMHOBbLIX MO-
nekyn, cnosHo u monekyn OHA n yrnesogoB. Kak pa3 Bcneacteve 3TOro, opraHusm
nveeT pas3BuTble YACI1EHHble MeXaHU3MbIl OANA y6|/|paHv|;| CBOéO,quIX paaukkanos nvnu
npegynpexxaeHne mx npousBoacTBa. HeKoTopble M3 HUX 3H3MMHbIE, a OXBaTbiBalOT
Cynepokucb-aAncMyTasy, katanasy, rioTaTuoH-nepokeMaasel v T.0. Apyrue, HE3H3UMHbIE
MeXaHW3Mbl MoApPa3yMeBalOT aHTUOKCNUTENbHOE AecTBue BUuTammHoB E u C, nposuTa-
MUH A, KO3H31Ma Q, peayumMpoBaHHOro rnTaTtuoHa u np. C y4éTom, 4To cBOO6OAHbIE pa-
AVKarbl MOTYT MOKMHYT KIEeTKY, KOTOpasi X Npou3Bena u pa3HecyTcsi Mo Teny, KPOMe aH-
TUOKUCNIUTENBHOW 3awnThl, (DYHKLMIOHMPYOLWAst BHYTPU KIETOYHbIX CTPYKTYpP pasBu-
nacb M BHEKJIeTOYHas 3aluTa aHTuokucnutenen. E€ obsmBatoT: TpacgepuH, fakpo-
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chepvH, XanTorfobuH, reMoneKCuH, LepysionnasmMuH, anbOyMuHbl, SKCTpauentonspHas
nsocpopma CO[, akcTpauennonspHas riTaTuoHNepokeuaasa, rinokosa, unupyovH,
ypaTbl 1 MHOTUE [pyrue MOMeKy bl.

KntoueBble cnosa: CBOéO,D,HbIe paaukKanbl, aHTUOKCNINTESIbHbl€ 3H3UMbI, HEQH3UMHbIE
aHTUoOKuUcnnTenn
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