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* Predavanja: Radikali: reaktivnost, kemicne in bioloske
lastnosti; prof.dr. Slavko Pecar; predavanja pri FK1

« Ucbenik: B. Halliwell, J. Gutteridge: Free radicals in biology
and medicine; 4. izdaja, 2007

« Seminar na domadi strani FFA: Antioksidanti
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Kaj so radikali? Kako nastanejo

I

« Radikali so atomi, ioni ali molekule, ki imajo v svoji strukturi
najmanj en nesparjen elektron.

m Izjema: elementi prehodnih kovin (ioni, kompleksi)

« Nastanejo pri enoelektronskih redukcijah, oksidacijah in pri
homolitski cepitvi kovalentne vezi pod vplivom svetlobe, toplote
In sevanja.

* Teznja elektrona po pritegnitvi partnerskega elektrona je vzrok
za kemic¢no reaktivnost radikalov, ki je odvisna od strukture
radikala. Radikali so lahko izredno reaktivni - zivljenjska doba je
v podrocju 10-° s, lahko pa so stabilni desetletja.
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Znacilnosti radikalskih reakcij "\ o~
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 Radikalske reakcije so na splosno zelo hitre, razvejane,
stalno prisotne, nanje ne vplivajo okoliski pogoji.

(hitrostna konstanta za HO® : 108 - 10! L mol* s)

 Radikalske reakcije so dostikrat verizne reakcije, to so

reakcije, kjer stalno nastajajo novi radikali.

 FizioloSke koncentracije radikalov: 10" — 1011 mol/L
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Znacilnosti radikalskih reakcij
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* Najpomembnejsa znacilnost radikalskih reakcij je, da radikali
reagirajo po enem od opisanih nacinov:

—privzem vodika,
—adicija na dvojno vez
—reakcija z radikalom

s katerokoli spojino, ki jo srecajo.
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Radikalske reakcije
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* Pritegnitev vodikovega atoma:
R+ R,-H—>R;-H+ R,

* Pritegnitev elektrona:
R*+ ArNH, — R™ + ArNH," *

« Adicija na dvojno vez

R, + CH,=CH-R, —» R;-CH,-CH"-R,
 Reakcija dveh radikalov

R+ R, — R,-R,

R, +30,— R,-0-0O°
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Hitrostne konstante za reakcij

m3 mo

m3 mol-

makromolekulami

-1 S-ll
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DNA 8 x 108 dm3 mol-! st
RNA 1 x10° dm3 mol?! s
Hialuronan 7 x 108 dm?3 mol! s
Linolenska kisl. 9 x 10° dm3 mol! s'1
Kolagen 4 x 101 dm?3 mol! st
Albumin 8 x 1019 dm3 mol! st
Antioksidanti:
Askorbat 1 x1010 ¢
GSH 1.4 x 1010 ¢
Trolox C 6.9 x 10° ¢

m3 mol-
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PROTEINI: peptidna veriga, stranske

Spremenjens strukinen in funkeija
DNA: nukleinske baze, sladkor

Spremenjena struktura in funkcija:

mutacije, teratogenost, kancerogenost




Lipidna I“”%
peroksidacija T on k=5x 10°Ms?
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PUFA lahko oksidirajo:
OH*, HO, ", RO’, ROO’




14 11 _MOH Tvorba lipidnih

arahidonska kislina (20:4) (n-6)
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hidroperoksidov in cikliCninh
peroksidov iz AA:

)

° — — , OH Izofuran
XX OH :

l o—O0

e OH
EN XX —
@) O
O

XX T T

OH

reakcija z 30, in redukcija z GSH <-———

Y

F, -izoprostan

(0]
OH
MW:M(
Monocikli¢ni peroksid

O.

/

O

O\
O.
OH
dovolj 30,
—O0

@)

Intramolekularna odtegnitev H®

ni dovolj 30,
(0] m
30 | |
X oH —2 . 0 O
o ob hidrolizi ali MDA
. segrevanju

e . + ostali produkti
Bicikli¢ni peroksid



oO——O
/
|
9
oO——©O
\
@]
(@]
| 2
oO——O
|
|
@)
(@]
e
oO——©O
\
|
@]
(@]
Q

OOH OOH
J H] I [H] l [H] l [H]
OH OH o OH oH ,, OH OH
— = __ =
10
OH OH OH OH OH OH

[ 1 I Y,

64 mozZnih izomerov Biomarkerji lipidne peroksidacije



Reaktivne kisikove zvrsti (RO.
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Radikali:

O, Superoksid
"OH Hidroksill
ROO* Peroksil

RO*  Alkoksill
HOO* Hidroperoksil

Ne-radikali:
H,O, Vodikov peroksid

HOCI Hipoklorna kislina
O, Ozon

10, Singletni kisik
ONOO-  Peroksinitrit
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Reaktivne dusikove zvrsti (RNS) \,
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Ne-radikali:

Radikali: ONOO- Peroksinitrit
NO* Dusikov oksid ROONO Alkil peroksinitrit
NO," Dusikov dioksid| N,O; Didusikov trioksid

N,O, Didusikov tetraoksid

HNO, Dusikova(lll) kislina

NO?%*  Nitronium kation

NO- Nitrozil anion

NO* Nitrozil kation




Reaktivne Zveplove zvrsti (RS |
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Radikali:
RS Til
RSO" Su
RSO, Su
RS0,00" Su

Ne-radikali:
H,S  Vodikov sulfid
finil RSOH Sulfenska k.
fonil RSO;H  Sulfonska k.
fonil peroksil




Kisik v atmosferi
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Obdobje
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Nastanek ozona
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Kisik v atmosferi je biogenega izvora — stranski produkt fotosinteze.
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Viri reaktivnih zvrsti v telesu

d energetski

dcelicno dihanje, transport O, s Hb

O reaktivni

Uoksidativni izbruh — del obrambe imunskega sistema

L metabolni

Umetabolizem telesu lastnih spojin in ksenobiotikov




Dihalna verida

Quter

MW W%“O Qo $lctl(1)1ct!1rz?£rml

w 4——_ Intermembrane

space
2906 ! T
_ Inner
ddSII Y P200aC mitochondrial
: LA membrane
209 \D
napr ) Nap* EAE
HOPO,*
. ATP synthase A m;tt?ic)l:ondnal
Succinate Fumarate e m :




Dihalna veriga

Quter

« Veriga prenasanja elektronov je membrane

najpomembnejsi vir O, in vivo m.e:,:::;n
v vecini aerobnih celic.
NADH

[
[FADH2 H,O

Fumarat

Vsaj 1% e (~3 mol/dan)
uide iz dihalne verige.




Oksidativni 1izbruh
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* Mieloperoksidaza
— Oksidira CI- do hipoklorne kisline (HOCI)
— Odsotnost: kronicna granulomatozna bolezen

* NADPH oksidaza

NADPH
O, NADPH
o || = ) ( I—)> NADP*
O

zunaj znotraj 2

Fagocitna vakuola (fagosom)

s 1 —




Oksidativni 1izbruh
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NADPH oksidazni kompleks

» Citoplazemski proteini

Phagosome

(p47l p67’ g pg 11 p22) NADPH --A--

« NADPH = NADP* + H* i Pragocossd N\

2 particle

Oxidasg-cqrpplex
» Elektron se prenese el & (
(e /

. . . o- 1(7 /,pg},.e" . \ Cl
Iz NADPH na O,, pri tem se tvori O, K 0 HZOS//

\ N /7
\ \ //
\ \ o V4
N B + H* 7

NADP* +
H+
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Metabolizem telesu lastnih spo
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 Encimska redukcija kisika

Ksantin/hipoksantin XOD » Secha kislina (urat)

7N

0O, O, [XOD = ksantin oksidaza]

 Redoks krozenje: Parakvat

reduktaza

Oksidirana —
. \
citokrom _ 74 +
H-C ° N CH
NADPH X P450 3 O—O—— 3

Reducirana J \ / N\
: +
NADP citokrom HeC— ~— CHs
P450 J\ _ _
reduktaza e-

Parakvat - herbicid

O,

020_




Metabolizem ksenobiotikov —

DOX
Quinone ferm

MNAD(P)* FH, ) 2 "““' Ferritin
NAD(P)H X F o X LMW Fe(ll)
ageoww |

DOX
Semigquinone form

- fugar

‘OH
FeV=0
l DOX'Fe l
todpronsmn  POSIIN ot
~a Y ‘w -
SARCOLEMMAL, MITOCHONDRIAL

AND SARCOPLASMIC RETICULUM CHANGES

Doxorubicin OH v
NH CONTRACTILE IMPAIRMENT



http://www.fasebj.org/content/vol13/issue2/images/large/380290001001.jpeg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d3/Doxorubicin.svg

Viri reaktivnih zvrsti iz okolja
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FORMATION OF FREE RADICALS
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« Eksogeni viri reaktivnih zvrsti

IONIZING B
RADIATION e\

— lonizirajoCe sevanje . N
1 o
o (D' / D
— Ultravioliéno sevanje i »

— Ultrazvok (moc¢an: 20-100 kHz)

— Kemikalije, tobacni dim, itd




Reaktivne kisikove zvrsti
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30, + HO + HO

HO + HO

hidroksilni radikal

Haber-Weissova

reakcija
kov. kat

Fed3* Fe?*
w_ /

-€

Fentonova
reakcija

| dihalna veriga, encimi, sevanje,
ksenobiotiki (zdravila), kovinski ioni

Oy’

superoksidni radikal

+ H' | superoksid dismutaza (SOD)

H,0,

vodikov peroksid

katalaza

H,0 + 30,




Oksidativno — antioksidativno

ravnotezje—

I ——
Poskodbe Obramba
(Pro-oksidanti) (Antioksidanti)

Oksidativni procesi, ki vkljuCujejo reaktivne zvrsti so v
organizmu “pod nadzorom”. Vlada dinamiCno ravnovesie.

Reaktivne zvrsti (RS) — radikali in neradikali, ki lahko
nenadzorovano oksidirajo gradnike celic.
I I

-




Oksidativni stres
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Oksidativni stres — poruseno ravnotezje med tvorbo RS in
antioksidativho obrambo kar vodi do moznih poskodb celice.

OS je posledica: znizanega nivoja antioksidantov ali
povecCane tvorbe RS

e




Celiéni obrambni mehanizmi p -
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* |zolacija podrocij tvorbe reaktivnih zvrsti (RS)

* Inhibicija propagacijske faze radikalske

reakcije
« Odstranjevanje reaktivnih zvrsti

* Popravilo poskodb povzrocCenih z reaktivnimi

ZvVrstmi




Obramba pred poskodbami z

Neposredna obramba pred RS

— Superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza

Nespecificni redukcijski sistem

— Glutation, vitamin C

Obramba pred lipidno peroksidacijo

— Glutation peroksidaza, vitamin E, -karoten

|zIoCitev / skladiSCenje ionov prehodnih kovin

— Transferin, laktoferin, feritin, metalotionin

Popravljalni sistemi

— DNK popravljalni encimi, glutation transferaza

s



Antioksidanti - definicija
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* Antioksidant je vsaka snov, ki upocCasni,
prepreci ali odstrani oksidativho poskodbo
tarcne molekule.

(Halliwell, Gutteridge)
» Antioksidanti kot konzervansi v tehnologiji:
—Inhibitorji oksidacije
—Pomozne sr:%e/qgacevtski tehnologiji

i BHT




Hierarhija antioksidantov

I

Encimi (SOD, katalaza) Maksimalna
aktivnost

Blazilci Soka (albumin,
transferin, urat)

Esencialne spojine (vit. C in E,
aminokisline, peptidi, CoQ10,
lipojska kislina, skvalen, ...)

Minimalna
Ostali (karotenoidi, flavonoidi, ...) aktivnost




QO FI/KE lastnosti:

Qlipofilni,
Qhidrofilni

Qlzvor:
Uendogeni,

Leksogeni

Uzmoznost regeneracije

dobnovljivi

neobnoviljivi

U mehanizem delovanja:

O neposredni: prekine verizno

reakcijo

O posredni




Antioksidativni obrambni sisterr
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 Encimi - antioksidanti

—Superoksid dismutaza (SOD)

— Katalaza (CAT)

— Glutation peroksidaza (GPx)
 Endogeni neencimski antioksidanti

— GSH, bilirubin




Funkcija: odstranjuje O,"

20, +2H"—H,0,+0,
K ~ 2-4 x10° M5

 Edini poznani encim, ki reagira s O,".

« SOD “obvlada” ves O,™, ki nastane v celici pri normalnem
metabolizmu

e SOD je prvi encim antioksidativhe obrambe

* Vec oblik encima SOD: v aktivnem mestu lahko imajo

Cu-Zn, Fe, Mn ali Ni (prokarionti)




Katalaza (CAT)

Funkcija: odstranjuje H,O,

2H,0, - 2H,0 + O,
k ~ 2 x107 M1s

* Encim sestavljen iz 4 podenot, ki imajo Fe3*-hem v aktivnih

mestih.

* Nahaja se intracelularno predvsem v peroksisomih, manj v

mitohondrijih




-

Ko H,0O, vstopi v aktivho mesto, interagira z
asparaginom in histidinom, ki vezeta proton.
Prost kisikov atom se koordinnativno veze
na Fe atom, sprosti pa se nastala voda.
Fe(IV)=0 reagira z drugo molekulo H,O,
nazaj do Fe(lll)-E in tvori vodo in kisik .

* Mehanizem delovanja ni v celoti pojasnjen; reakcija potecCe v
dveh delih:

H,0, + Fe(lll)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E(*)

Fe(IV)-E(*) je mezomerna oblika Fe(V)-E, kar pomeni da Zelezo ni
popolnoma oksidirano do +V; “manjkajoci elektron" prejme od
hemskega liganda. Ta hem mora biti zato oznagen kot radikal kation ),
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Glutation peroksidaza (GPx) /‘\ .
I

—
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Funkcija: odstranjuje H,0,in ROOH
Varuje pred lipidno peroksidacijo.

R-OOH GSSG NADP™

glutation
reduktaza

glutation
peroksidaza

)

R-OH + H,0 2 GSH NADPH + H*

 V aktivnem mestu encima je selenocistein, za nomalno delovanje
encima je potrebna zadostna preskrbljenost organizma s
selenom (priporocen dnevni vnos = 50 uyg/dan)

* Druzina vec izoencimov: GPx1 — Gpx8 pri ¢loveku




Mehanizem delovanja GPx

« Reakcija odstranjevanja peroksidov poteka na selenocisteinu, ki

je v R-Se™ obliki v stanju mirovanja. Ta se oksidira do R-SeOH ki

nato reagira z molekulo GSH tako, da tvori GS-Se-R in vodo.

Nato se s Se eno molekulo GSH pretvori nazaj do R-Se™. Kot

stranski produkt se sprosti GS-SG.




Glutation (GSH)

. N
R-H : N

GSSG reduktaze

GSH
v-L-Glu-L-Cys-Gly

s Hooc/l\v/A\W’ [ju\ N >cooH

R M
HOOC vCOOH — GSSG
Hooc\v/A\v/ﬂ\ \V/COOH

O

ZI|
@)

le

* GSH je reducent, ki lahko neposredno reagira z radikali ali pa
vstopa v encimsko katalizirane redukcije.




Nizkomolekularni antioksidanti

I

* Spojine endogenega izvora
— Bilirubin,
— Koencim Q,
— Lipojska kislina,
— Secna kislina,
— Zenski spolni hormoni
— Melatonin

* Spojine pridobljene s hrano
— Askorbinska kislina (vitamin C),
— Tokoferol (vit. E)
— Karotenoidi
— Polifenoli rastlinskega izvora

77\



Bilirubin

Metabolit hema (80% iz hemoglobina) — rumene barve
~270 mg/dan

Se veze na albumin, ki ga transportira v jetra, varuje albumin
pred ROS, RNS

In vitro odstranjuje ROO*, RO*, ONOOH in 10.,.

Lahko tvori 1O, ob obsevanju s svetlobo.




Koencim Q

Nastopa v dihalni verigi v mitohondrijih
In vitro lahko ubikinol (CoQH,) odstranjuje ROO* in inhibira
lipidno peroksidacijo.
Lahko regenerira tokoferil radikal:
a-Toc® + CoQH, — CoQH"+ a-TocH
In vivo zlasti pomemben v mitohondrijih
Razmerje ubikinol / ubikinon v plazmi je lahko pokazatel] OS.




Lipojska kislina

I
@)
Maoo
S—S o-lipoat NAD(P)H OH
. Ss—S
E'n=-320 mV

lipoamid dehidrogenaza

+
MCOO_ NAD(P)

SH SI_Idihidrolipoat

 Mocdan reducent, ki lahko reducira GSSG, dehidroaskorbat in
aToc: ter Stevilne RS: ROO*, HOCI, CO;™, NO,*, OH*, ONOOH.

 Relativno nizke koncentracije v tkivih (12.3-43.1 ng/mL)

* Vezana kot lipoamid (lipoillizinska rocCica) je esencialna
komponenta nekaterih encimskih kompleksov (piruvat
dehidrogenaza)

s



Secna kislina

HN)Jj: >:O .

H secna kislina
V plazmi dosega visoke koncentracije (0,2-0,4 mM), ker je pri
Cloveku in primatih okvarjen gen za urat oksidazo.
Je modan antioksidant: E9 = 590 mV (urat / urat radikal)
UcCinkovito odstranjuje O5 in NO,*, ONOO-

Kelira kovinske ione Fe in Cu

Urat radikal lahko izkazuje prooksidativne lastnosti — reducirajo
ga Stevilni flavonoidi (k = 10° M-1s1) in O, (k = 8 x10° M-1s).

—




Metabolizem secne kisline

I

H
: , , HN N
adenin — 5 hipoksantin 5 | >=O
gvanin ksantin }\
0~ N N .
H H seéna kislina
urikaza j ali RS
O N
jgasie
o) N N
hidroliza H

alantoin RS

NH,
O:< \
NH O
/4 )j\ HOOC HO N OH
Y S
- e
N_ _~-N

HOOC™ “N™ “NH,

o H 0
j:N>:O +H2N)I\

alantoinska kislina

parabanska kislina
O
hidroliza OH
oksonska kislina cianurna kislina razpad
0] (0]
0]
)k + AN )I\ )]\
HoN NH, HOOC CHO H,oN ” COOH
glioksalna kislina oksalurna kislina
joksidacija

Biomarkerji oksidativhega stresa

HOOC” COOH
oksalna kislina




17pB- estradiol 17pB- estron 17p3- estriol ROO

V pM koncentracijah

In vitro lahko inhibirajo lipidno peroksidacijo zaradi fenolne —OH
skupine (potrebne uM koncentracije).

HO
O SintetiCni estrogen dietilstilbestrol je
= udinkovit zaviralec lipidne peroksidacije v
UM obmocdju in vitro a je zal kancerogen.
OH

dietilstilbestrol
|

s



Melatonin

Nastaja v Cesariki iz serotonina, ureja cirkadiani ritem
in vivo <1 nM
Ima zmerne antioksidativhe ucinke, lahko donira H*

Bolj kot neposreden antioksidant pomemben, ker vpliva na
povisan nivo encimov-antioksidantov in zavira sintezo citokinov
ter izrazanje INOS.
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e, -H"
+e, +H"
"0 OH
askorbat askorbil radikal anion dehidroaskorbinska kislina
malo reaktiven
pK,, = 4,25; pK_, = 11,5 H20

V plazni: 30 — 90 uM O O OH
PriporoCen dnevni vnos: 90 mg/dan WOH
Maksimalni dnevni odmerek: 2000 mg/dan HO

O OH
diketo-L-gulonska kislina

« Esencialni vit.: mutacija gena za encim gulonolakton oksidaza

« Kofaktor vsaj 8 encimov: pri sintezi kolagena, pri sintezi NA iz
dopamina, pri sintezi karnitina, pri metabolizmu tirozina

« Posredno je lahko prooksidant saj reducira Fe3* v Fe?*
| B e WS J




Derivati askorbinske kisline

|
' CH3(CH5)14CO,H OH
0=_" OH H,SO, 0=_"© O Ve
H g H 14
— — o)
HO OH HO OH

Askorbilpalmitat

OH

[ O O O O

o H 16Me

-4 b—P—0 — O
| _ HO OH

3 Na* @)
Askorbil fosfat

Askorbilstearat




Vitamin E - tokoferoli

tokotrienoli

Me

a—tokoferol R'=R? = R3 = CHj,4 vitamin E
p—tokoferol R'=R®=CH3, R?=H
y—tokoferol R'=R? = CH;, R®=H
8-tokoferol R' = CH;, R2 = R3=H

Inhibitor lipidne peroksidacije — prekine verizno radikalsko reakcijo
Lipidotopen antioksidant (v mitohondrijih je na 2100 lipidov 1 aToc)
Priporocen dnevni odmerek: 15 mg/dan (odrasli)

Absorbira se ga 25 - 50%, s hilomikroni (pri 1 vnosih je | absorpcija)

Prooksidativi u€inki ob kopicenju aToc:
aToc' + L-H — L + aToc-H - lahko sprozi lipidno peroksidacijo
aToc lahko reducira ione kovin Fe3* in Cu?* do Fe?* in Cu*

—

s ) —



Metabolizem tokoferola
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Me
HO Cyp-450
WMe =
OH
Me O
Me O

6-hidroksikromanski metabolit

B LOO®
oaTocOOL =
Me
HO
Me
Me O “cooH
Me
TROLOKS

Sintezni analog vitamina E

Me
HO
Me Me
wMe
Me O Me
Me \ Y j
L-00° R
L-OOH
102
adicija na dvojno vez
ali pretvorba v 30,
tokoferil radikal
Y
Me B Me ]
O O
wMe ~Me
Me O R Me O R
HO OOH
Me Me
tokoferilkinon intermediat




Drugi derivati tokoferola

[O
TMe

Me

Me

o-tokoferil acetat

OH

Me o-tokoferil sukcinat

 Estri se uporabljajo v pripravkih z vitaminom E, ker so bol
stabilni za skladisCenje. V Crevesju hitro potecCe hidroliza estra.




Karotenoidi ‘s‘
I 5.
_Banila rasthﬁ’slg@ﬁ'\
VAR AN \I\OT'a (prekc | |
B-karoten «
N NP Yo VoS
Jetn "
a-karoten % 1TE LJ. -‘ - ﬁi, .
SN - g V plazmi:
NS *Likopen ~0,5-1,0 yM
Ho tei *B-karoten ~0,2-0,6 UM

Lutein ~0,3 yM

ikopen In odvisna od vrste

hrane.




Karotenoidi
I
* Prekurzorji vitamina A (retinol)
— Pomemben za rast in diferenciacijo XX OH
celic
_ 74 vid retinol

» QOdstranjujejo O, | )
. Kako reagirajo z radikali? ROQO* lahko reagira s Car na 3 nacine:

NO," + Car — Car* + NO, 1. Prenos elektrona:
2 Car™ — Car + Car" H* + ROO" + Car — Car™* + ROOH
Car* + Asc — Car + Asc'+ H*

Pri visokih koncentracijah O, lahko 2. Abstrakcija H™.
izkazujejo prooksidativne ucinke: Car + ROO" — Car + ROOH
Car + 30, — CarO,’
CarQO,’ lahko sprozi lipidno
peroksidacijo. Car + ROO" — [Car-ROOH]'

s 1 —

3. Adicija na dvojno vez:




(Polfenoli rastlinskega | |zvora
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COOH | .
7 Fenolne —OH skupine
OH HO/©\OH o~ ©\o/ OH SO donorjl H.1

OH OH OH
kavna kislina galna kislina eugenol

HO
CO,H OH OH CO,H

vanilin

HO
(o) HO OH
OH

fenolati pa e-.

OH

™ Nastali fenolatni radikal
™ je bolj stabilen.

o 0] COOH O
\, A/@ ‘/\‘ V hrani:

(0] OH
o
HO OH HO
glicirizin
I

~20 do 100 mg/dan
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Polifenoli: flavonoidi

spojina struktura Primeri spojin vir
epikatehin zeleni ¢aj
OH .
o . @ katehin rdece vino < e
flavanoli @ c on epigalokatehin -
I o epikatehin galat kakav, Gokolada .~ ( )
epigalokatehin galat
O o naringin o A, :
1 o © H : " "ol O py
ﬂavanOﬂl ramnoglukozm/ O takS|fOI|n CI'[I‘USI e : \ ’*‘:‘}
| '}f""
OH (0] [ e&
kamferol endivija, brokoli, pafi e N
grenivka, ¢rni Caj -
. kvercetin cebula solata brokoh brusnlce
flavonoli
mircetin
OH
_ HO o ‘ apigenin,
flavoni () luteolin,
I - tangeritin
OH O ?/ 8
‘ o malvidin
- . - - O O+ - - -
antocianidini O S 9 cianidin
= CHg

apigenidin

obarvano sadje in lupine




Flavonoidi
{éj o Dobri antioksidanti
e O °| [\ e In vitro, ustavijo
7 ROO Roon Semkinon & 00 R Gon o+ lipidno peroksidacijo
kvercetin kvercetln o-kinon

Kelatorji kovinskih
lonov

Lahko znizajo zaloge
GSH v celicah in vitro

6-glutationil kvercetin 8-glutationil kvercetin
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Odnos med strukturo In antloks nostjo PP }
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luteolin
\ OH

OH O
fe) rutin
O OH
tin
OH
O kanferol
=

O-ru
OH O S
OH

rast antioksidativne
aktivhosti




Bioloska uporabnost PP

I

polifenoli v hrani

* mikro flora o
PP v tankem === PP v debelem =——————) fenplne kisline

crevesju \ crevesju

0|0|0]|0|0|0]|Of¢ o|lo|o|o

o|Oo|o|o olo|g
aglikon\ /

PP konjugati

O|0|0|0|0|0|0

v plazmi < 1yM
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Hiter metabolizem in izlo¢anje

I

/'.

radioactivity in dpm per 1 g
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80,000
70,000 -
60,000
50,000 -
40,000 -
30,000
20,000 -
10,000

14C-labelled polyphenols

control 30 mins 60 mins 120 mins

300 mins

=P Hitro izloCanje

Nastanek stevilnih
metabolitov

| Radioactivity

Aqueous extracts

-
w
)

11 .
Liver
LlSVLM\M‘\M

Intestine

0 10 20 30 40 50 60 0

Retention Time (min)

10

Organic extracts

3 14
8
5
1 , 701
Kidne
6 11 y 13 s b s
5 5 13

20 30

40

50 60

Retention Time (min)




Ali so PP antioksidanti in vivo?

1 epidemiologija
1 eksperimentalno — celicne kulture
 eksperimentalno — zivalski modeli
4 klinicne Studije




Antioksidativha mreza

I

H

HO O_ askorbat

E'p=+282mV
OH
LOOH o OH
\ /,CO0"
tokoferol radikal HO’/ \C\) askorbil radikal S—S 4-lipoat NAD(P)H
E', = +480 mV E's=-320 mV E'o=-315 mV
OH NAD(P)*
HO. _o MCOO‘
LOO SH SH.,. .. .
dihidrolipoat
O 3H \O N H
OH ubikinol 10
tokoferol ook
- imi redukclis
Elo=+a5my encami sistemijv celici
o
. . o
Redoks potencial je - Ubisermikinon
. . ~
odvisen od pH okolja — 0 M

v kislem pH tecCejo
stevilne oksidacije : GSHOmV>
pocasneje. 0 .




e —'f—i/J
Nekatere snovi, ki so del antioksidativne gleié p—ri Cloveku

funkcija/ primeri
struktura

vitamini retinol, vitamin E, vitamin C, nikotinamid, riboflavin, niacin

mascobe in w-3, w-6, skvalen
lipidi

amino kisline tavrin, L-arginin, L-histidin, glicin, L-cistein, L-glutamin, L-
in tioli metionin, N-acetilcistein, S-adenozil-L-metionin

peptidi karnozin, y-glutamilcisteinilglicin (glutation, GSH)

proteini in albumin, tioredoksin, laktoferin, transferin, ceruloplazmin,
encimi superoksid dismutaza (SOD), katalaza, peroksidaza,

metalotionein

spojine polifenol (derivat hidroksicimetne kisline,

rastlinskega hidroksibenzojske kisline, flavonoli, flavoni,

izvora

antocianidini, flavanoli, izoflavoni, flavanoni, stilbeni,
lignani), glukozinolati, karotenoidi (a, B, y, &-karoten,
likopen, lutein), fitinska kislina, alicin, ...

Kovinski ioni

cink, zelezo, baker, selen, krom

metaboliti

gecna kislina, lipojska kislina, bilignh#. —

]’ — —
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Razlaga poskusa
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Razlaga poskusa

OR O,N
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Antioksidanti: zdravilne uéinko ek ranska dopolnlla'? “

[ x*s’

Antioksidanti so v prosti podaji najpogosteje kot prehranska
dopolnila.

Antioksidant je zdravilna ucCinkovina, Ce se uporablja v
terapevtske namene.

Primert:
1. KroniCna holestatiCha hepatobiliarna bolezen
2. Abetalipoproteinemija

3. Ataksija z izoliranim pomanjkanjem vit. E — okvara gena za aToc
transportni protein v jetrih, ki vgrajuje vit. E v VLDL.

— Vi§ji (terapevtski) odmerki vitamina E.




Vrednotenje antioksidantov

I

e Zivalski modeli

—Transgene misi s povecano ekspresijo SOD,
katalaze in glutation peroksidaze so manj dovzetne
za oksidativhe poskodbe (ishemija-reperfuzija,
posSkodbe srca in mozgan, hiperoksjia, toksicnost
adriamicina in parakvata)

—Misi z utisanimi geni (knockout mice) za
antioksidantne encime so bolj dovzetne za
oksidativne poskodbe (ishemija-reperfuzija, tvorba
radikalov)




Vrednotenje antioksidantov

I

- Studije na ljudeh

—Staranje (okvare mitohondrijev vodijo do poveCane
tvorbe radikalov — poskodba tkiv), s starostjo
pogojena obolenja (katarakta, rak,...)

—Kronicne bolezni (rak, kardiovaskularna obolenja,
diabetes, neurodegenerativna obolenja, vnetja, ...)

—QOksidativne poskodbe povzroCcene s kemikalijami,
zdravilnimi ucinkovinami, ...




I
Napotki za uporabo antioksidant

I

« Da bi nadzorovali OS, ni dobro uporabljati en sam antioksidant

v visokih odmerkih, ker je mozna prevlada pro-oksidativhega

ucinka nad antioksidativnim.

 Bolje je uporabiti (naravno) kombinacijo antioksidantov.

Vsak posamezni antioksidant v kombinaciji naj se da v odmerkih

blizu priporocenega dnevnega odmerka ali, Ce ta ni doloCen, v

odmerkih, ki se obiCajno zauzijejo s hrano.




Napotki Il.
I

« Potrebno je dolociti OS v telesnih tekocinah, da se izognemo

aplikaciji antioksidantov, ko ti niso potrebni.

 PoveCano uzivanje sadja in zelenjave ali zmerno uzivanje
zivil bogatih z antioksidanti (kot npr. olivno olje, Caj, vino in
kava v zmernih koliCinah, temna Cokolada, ...) naj sledi oziroma

nadomesca jemanje prehranskih dopolnil.




Prehrambena paradigma

|
bolezen,
stranski
ucinki %
" optimalni
: odmerek !
: ; >
' ' odmerek

NDO TO

NDO — najnizji (Se zadostni) dnevni odmerek
TO — toksicni odmerek

Cilinics in Dermatology, 2009, 27, 175-194.




