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SAZETAK

Reaktivne Kisikove vrste sadrze reaktivan kisik koji proizvode zivi organizmi kao
rezultat stanicnog metabolizma. Obrambeni mehanizam koji sprjeCava oStecenja
uzrokovana reaktivnim kisikovim vrstama predstavljaju antioksidansi koji mogu biti
enzimski i neenzimski. Enzimi su proteinske molekule tercijarne ili kvarterne strukture
koje imaju kataliticku sposobnost i specificnost za odredene kemijske reakcije. Katalaza
je enzim iz skupine oksidoreduktaza, tetramerne je strukture i Kkoristi se u raznim
industrijama i medicini. Oksidacijski stres je neravnoteza izmedu ROS-a |
antioksidansa. Uzro¢nik je raznih bolesti 1 oStecenja molekula (DNA, lipida, proteina).
Uzroc¢nici oksidacijskog stresa, ROS, u normalnim koli¢inama ne Stete organizmima, ali
u visokim koncentracijama dovode do raznih modifikacija molekula. Peroksisomi su
specijalizirani organeli za provodenje reakcija oksidacije pomoc¢u molekularnog kisika.
Oni generiraju vodikov peroksid koji koriste u oksidacijske svrhe 1 sadrze katalazu kako
bi unistili visak Stetnih kisikovih spojeva. Glavna funkcija katalaze je antioksidativna.
Katalaza djeluje kao agens u borbi protiv reaktivnih kisikovih spojeva i razgraduje
vodikov peroksid u vodu i Kisik, te hidrolizira preko milijun molekula supstrata u
sekundi. Cilj rada je ukazati na prisutnost oksidacijskog stresa, ¢imbenike koji ga

uzrokuju i ulogu katalaze u sprje¢avanju oksidacijskog stresa.

Kljuéne rijedi: ROS, enzim, antioksidansi, oksidativni stres, katalaza



SUMMARY

Reactive oxygen species contain reactive oxygen produced by living organisms as a
result of cellular metabolism. The defence mechanism that prevents damage caused by
reactive oxygen species is represented by antioxidants that can be enzymatic and
nonenzymatic. Enzymes are protein molecules of tertiary or quaternary structure that
have catalytic ability and specificity for certain chemical reactions. Catalase is enzyme
from the group of oxidoreductases, it has a tetrameric structure and is use din various
industries and medicine. Oxidative stress is an imbalance between ROS and
antioxidants. It is the cause of various diseases and damage of molecules (DNA, lipids,
proteins). The causes of oxidative stress, ROS, in normal quantities do not harm
organisms, but in high concentrations they lead to various modifications of molecules.
Peroxisomes are specialized for carrying out oxidation reactions using molecular
oxygen, generating hydrogen peroxide and contain catalase to destroy the excess of
ROS. The main function of catalase is antioxidant activity. Catalase acts as an agent in
the scavenging og reactive oxygen species and decomposes hydrogen peroxide into the
water and oxygen. It hydrolises over the million substrates of the molecules per second.
The aim of this work is to point out the presence of oxidative stress, the factors that
cause it and, conversely, the non-enzymatic and enzymatic antioxidants that can prevent
it.

Key words: ROS, enzyme, oxydative stress, antioxidants, catalase
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uvoD

Reaktivni Kkisikovi spojevi su kemijski reaktivne molekule koje sadrze vrlo reaktivan
kisik. U umjerenim koncentracijama ovi spojevi sudjeluju u normalnim fiziolo§kim
stani¢énim procesima, medutim kada su prisutne u visokim koncentracijama, dolazi do
narusavanja prirodne ravnoteze i nastanka do oksidacijskog stresa. Oksidacijski stres
dovodi do Stetnih modifikacija, poput uniStavanja vaznih stani¢nih molekula, proteina i

lipida.

Antioksidansi su molekule koje predstavljaju obrambeni mehanizam za sprje¢avanje
oSte¢enja vaznih stani¢nih molekula i slabljenja funkcija stanica, koje nastaju kao
posljedica oksidacije. Antioksidanse dijelimo na enzimske i ne-enzimske. Neenzimske
antioksidanse unosimo hranom i oni pomazu u regulaciji prirodne ravnoteze u
stanicama. Enzimski antioksidansi su dio unutarstani¢ne strukture i sluze u osiguravanju
prirodne ravnoteZze i sprj¢avanju oksidacijskog stresa. U enzimske antioksidanse
spadaju enzimi superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza, glutation

transferaza, glutation reduktaza i proteini albumin i transferin.

Hormeza je stanje stani¢ne ravnoteZze u kojem stanice, izlozene niskim dozama
kemijskog spoja ili faktora iz okoliSa, reagiraju na nacin da taj kemijski spoj uzrokuje
blagotvoran ucinak na stanice, dok u visokim dozama dovodi do ostecenja stanica. (1)
Hormeza predstavlja fenomen odnosa doza — odgovor koji karakterizira stimulacija
malim dozama i inhibicija visokim dozama. (2) U posljednje vrijeme pojam hormeze
sve se vise pojavljuje kod istrazivanja starenja i neurodegenerativnih bolesti. Male doze
odredenog bioloski aktivnog spoja mogu potaknuti stani¢ne obrambene reakcije koje

omogucuju organizmu da postane otporniji na podrazaje. (3)

Enzimi su organizirane proteinske molekule koje imaju tercijarnu ili kvarternu
strukturu. Sastoje se od polarne aminokiselinske grupe na povrS$ini i nepolarnih ostataka
okrenutih prema unutrasnjosti enzima. Poznati su po svojoj katalitickoj moéi i
specifi¢nosti za pojedine kemijske reakcije i supstrate u zivim organizmima. Ubrzavaju
kemijske reakcije tako da smanjuju energiju aktivacije. Cesto enzimi djeluju samo na
jednu vrstu reakcije ili u nekim sluc¢ajevima na skup srodnih reakcija. (4) Na brzinu i
odvijanje enzimskih reakcija utjecu fizikalni uvjeti poput temperature i pH vrijednosti.
Enzime klasificiramo prema vrsti reakcije koju vrse na oksidoreduktaze, transferaze,

reduktaze, hidrolaze, liaze, izomeraze i ligaze.



Enzimi su vazni u prehrambenoj industriji jer utjecu na boju, okus, teksturu i kvalitetu
proizvoda. Mogu uzrokovati pozitivne promjene poput zguSnjavanja mlijeka,
dozrijevanja voca i starenje mesa ili negativhe promjene poput posmedivanja voca i

pojave neugodnih mirisa. (5)

Enzim katalaza pripada skupini oksidoreduktaze koje kataliziraju reakcije oksidacije i
redukcije. Katalaza je prvi je enzim koji je dobio ime. Struktura mu je tetramerna i
sastavljen je od Cetiri polipeptidna lanca koji sadrze petsto aminokiselina. Sadrzi Cetiri
hem skupine koje omogucavaju reagiranje s vodikovim peroksidom. Nalazi se u gotovo

svim aerobnim organizmima gdje je izolirana u visokom stupnju ¢istoce. (6)

Katalaza je bitna za neutralizaciju Stetnog vodikovog peroksida i indikator je razgradnje
ugljikohidrata. Koristi se u raznim industrijama poput tekstilne, prehrambene i
farmaceutske industrije. (7) Najvaznija joj je uloga antioksidacijsko djelovanje koje
stanice koriste kod unutar-stani¢énog oksidacijskog stresa. To stanje uzrokuje razne
bolesti i poremecaja poput kardiovaskularnih bolesti, raka, neuroloSkih poremecaja,

dijabetesa, ostalih bolesti i starenja.

Metode odredivanja prisutnosti katalaze dijele se na kvantitativne 1 kvalitativne.
Kvantitativne metode su spektrofotometrijska i kolorimetrijska, a kvalitativna metoda je
odredivanje prisutnosti katalaze u bakterijama pomoc¢u vodikovog peroksida koji se

prevodi u Kisik.



1. OPCI DIO

1.1 Reaktivne kisikove vrste i oksidativni stres

Godinama se istrazivalo postojanje reaktivnih kisikovih oblika i oksidacijskog stresa.
Istrazivanja su dozivjela vrhunac 50-ih godina 20. stoljec¢a kada se otkrilo da reaktivni
kisikovi oblici nastaju kao produkti raznih stani¢nih oksido — redukcijskih procesa i da
utjeCu na oSteCenje stanica, nastanak tumora i degenerativnih bolesti. Druga faza
intezivnih istrazivanja pocela je 60—ih godina 20. stolje¢a kada se otkrilo da reaktivni
kisikovi oblici uzrokuju ostecenja deoksiribonukleinske kiseline (DNA), proteina i
lipida. U tom razdoblju otkrilo se i djelovanje antioksidacijskih enzima. Treca,
posljednja faza, pocela je 90-ih godina 20. stoljeca i nastavlja se i danas. U toj fazi
otkriveni su pozitivni ucinci reaktivnih kisikovih oblika koji pokazuju vaznost u
fizioloskim funkcijama poput proliferacije stanica, diferencijacije stanica i

programiranoj stani¢noj smrti. (8)

Reaktivne kisikove vrste (ROS) su kemijski reaktivne molekule koje sadrze vrlo
reaktivan kisik. (9) S kemijskog stajaliSta, slobodni radikali su svaki atom, molekula ili
njezin dio koji posjeduje nespareni pobudeni elektron u vanjskim molekularnim ili

atomskim orbitalama. (10)

Slobodne radikale proizvode Zzivi organizmi kao rezultat stani¢nog metabolizma. U
normalnim do umjerenim koncentracijama slobodni radikali sudjeluju u normalnim
fizioloskim stani¢nim procesima, medutim kada su prisutne u visokim koncentracijama
dovode do stetnih modifikacija lipida, proteina i DNA. (11, 12) Smatra se da u
eukariotskim organizmima viSe od 90% slobodnih kisikovih oblika proizvodi

mitohondrijski lanac transporta elektrona.

Slobodni radikali nastaju endogeno i egzogeno. Endogeno nastajanje predstavlja
nastajanje u metaboli¢kim procesima, a egzogeno nastajanje predstavlja nastajanje
prilikom izlaganja suncu i vanjskom zracenju, konzumiranjem cigareta, te pod
djelovanjem teskih metala. Konzumacija cigareta, kao i sami dim cigareta, sadrzi
mnogo oksidansa, slobodnih radikala i organskih spojeva kao $to su dusi¢ni oksidi i
superoksidi. Udisanjem dima aktiviraju se neki endogeni mehanizmi poput nakupljanja

neutrofila i makrofaga. (13)



Reaktivni oblici kisika ukljucuju ione kisika, slobodne radikale i perokside, anorganske

ili organske. Tu spadaju:

e Superoksidni radikal (O27)
e vodikov peroksid (H202)
e hipokloritna kiselina (HCIO)
e hidroksilni radikal (OHe)
e peroksilni radikal (RO:¢) (8)

Proizvodnja superoksidnog radikala dogada se u mitohondrijima. Mitohondrijski lanac
transportnih elektrona glavni je izvor adenozin trifosfata (ATP) u stanici sisavaca i zato
je klju¢an za zivot. Mali broj elektrona tijekom transporta prijede na kisik prerano
pritom stvaraju¢i slobodne radikale. Hidroksilni radikal predstavlja neutralni oblik
hidroksidnog iona. Karakterizira ga velika reaktivnost §to ga €ini iznimno opasnim
radikalom s kratkim vremenom poluzivota. Vodikov peroksid nastaje u peroksisomima
gdje se trosi kisik. Vodikov peroksid se zatim koristi za oksidaciju raznih stani¢nih

molekula. (14)

Reaktivne Kisikove vrste utjeu na cijeli organizam Covjeka, ukljuujuéi sréani sustav,
kozu, koStani sustav, o€i, mozak, probavni sustav, bubrege, pluc¢a, krvne Zile i
multiorganska oSteCenja. (8) Poznato je da hidroksil radikal reagira sa svim
komponentama molekula DNA, oS$te¢uju¢i purinske i pirimidinske baze, kao i

deoksiribozu.
Glavni problemi prisustva slobodnih radikala u zivim organizmima odnosi se na:

e visoku reaktivnost i nisku stabilnost slobodnih radikala
e niske koncentracije antioksidansa

e niska kemijska specificnost

e raznolikost reakcija u kojima mogu sudjelovati

e kompliciranu prostornu raspodjelu u stanici

e promjene u fizioloskim uvjetima organizma (10)



Unato¢ brojnim negativnim ucincima, reaktivni kisikovi oblici imaju i neke pozitivne

ucinke poput:

e ubijanja mikroorganizama
e sluze kao drugi glasnik
¢ sudjeluju u stanicnoj diferencijaciji i proliferaciji

e reguliraju pretvorbu signala i transkripcija (9)

Oksidacijski stres je metabolicko stanje organizama u kojem je povecana razina
reaktivnih kisikovih vrsta. On dovodi do naruSavanja stani¢nog metabolizma, oSte¢enja

stanica te u konacnici do razvoja bolesti.

euIZeJ BYOSIA

niska razina

Slika 1. Prikaz ravnoteze pri nastanku oksidacijskog stresa (8)

Pojam oksidacijskog stresa koristi se od 1985. godine i opisuje neravnotezu
prooksidansa i antioksidansa. Oksidacijski stres moze se klasificirati prema intenzitetu,
sa skalama intenziteta od fiziolo§kog oksidacijskog stresa do toksi¢nog oksidacijskog
stresa koji oStec¢uje biomolekule. Stanice i organi svakodnevno su izloZeni djelovanju

oksidansa, a izvori se mogu podijeliti na endogene i egzogene izvore. (15)

Egzogeni izvori oksidacijskog stresa ukljucuju izlozenost kisiku, zracenju, teSkim

metalima, zagadivacima zraka, suncu, bakterijama i virusima te hrani. (16)

Endogeni izvori oksidacijskog stresa ukljucuju razliite stani¢ne organele poput

mitohondrija, peroksisoma i endoplazmatskog retikuluma gdje je potrosnja kisika
velika. (17)



Reaktivne kisikove vrste djeluju na biomolekule, odnosno na lipide, proteine i DNA.
Reaktivne kisikove vrste mogu reagirati s nekoliko aminokiselinskih ostataka.
Aminokiseline u peptidima se razlikuju po osjetljivosti na napad reaktivnih kisikovih
vrsta, a oblici aktiviranog kisika se razlikuju po potencijalnoj reaktivnosti. Ostaci

aminokiselina cisteina i metionina su posebno osjetljivi na oksidaciju. (18)

Enzimi koji imaju metale u blizini aktivnih mjesta osjetljivi su na oksidaciju
uzrokovanu metalima jer to moze sprijeiti njihovu aktivnost. Oksidacijski stres,
takoder, moze wuzrokovati peroksidaciju lipida uzrokujuéi razli¢it raspored u
membranskom sloju. Veéina dugoro¢nih ucinaka oksidacijskog stresa uocena je kod
DNA gdje dolazi do degradacije baza, loma DNA, purinske i1 pirimidinske ili Secerne
modifikacije. Modifikacije DNA su vazne jer dovode do neurodegenerativnih,

kardiovaskularnih ili autoimunih bolesti. (18)

Slobodni radikali

- Ostecenastanicna  Normalna stanicna
: membrana membrana
Slika 2. Utjecaj egzogenih izvora ROS-a (9)

U normalnim uvjetima stanice su u stanju uravnoteziti proizvodnju oksidansa i
antioksidansa. U homeostatskom stanju razine reaktivnih kisikovih vrsta i antioksidansa
su ravnotezi. Povecanjem proizvodnje ROS-a moZe se premasiti antioksidacijsko

djelovanje sto dovodi do pojave oksidacijskog stresa. (20) Oksidacijski stres nastaje



kada su stanice podvrgnute visku reaktivnih kisikovih oblika ili kao rezultat
iscrpljivanja antioksidansa. (21) U tom sluc¢aju enzimski i ne-enzimski antioksidansi ne
mogu u potpunosti neutralizirati reaktivne Kkisikove oblike koji uzrokuju daljnje
razvijanje reakcija. Pri tome dolazi do oksidacije biomolekula uz pomo¢ reaktivnih
kisikovih oblika. Kada dode do oksidacijskog stresa, stanice pokusavaju umanjiti Stetu
oksidacijskog ucinka i obnoviti ravnotezu da ne bi doslo do razlicitih patoloskih stanja
poput kardiovaskularnih bolesti, raka, neuroloskih poremecaja, dijabetesa, ostalih
bolesti i starenja. Oksidacijski stres usko je povezan s disfunkcijom mitohondrija, a
upravo mitohondriji su generatori i mjesto djelovanja reaktivnih kisikovih oblika. (22)
Oksidacijski stres igra ulogu u razvoju placente i patofiziologiji plu¢a nakon ¢ega dolazi
do komplikacija poput spontanog pobacaja, preeklampsije i preuranjene rupture
membrana. (23) Smatra se da oksidacijski stres igra vaznu ulogu u procesu starenja i
bolestima koje se vezu na starenje. Na starenje utjeCe I ultraljubicasto zracenje (UV)
zbog Cega dolazi do velike proizvodnje ROS-a. (24) Uz starenje, oksidacijski stres ¢esto
se javlja kod fizickih aktivnosti. Iako je fizicka aktivnost pozeljna, nekada moze
uzrokovati oksidacijski stres koji moze postati kroni¢an. Zbog toga je poZeljan unos

antioksidansa u umjerenim koli¢inama. (25)

1.1.1. Ostecenje makromolekula

Oksidacijski stres, odnosno ROS, uzrokuju oste¢enje makromolekula:

e DNA
e lipida
e proteina

Niza koncentracija ROS-a bitna je za normalnu signalizaciju stanica, dok veca
koncentracija 1 dugotrajna izloZenost uzrokuju oStecenja stanicnih makromolekula Sto u
konacnici rezultira stani¢nom smrcu. (19) Reakcija ROS-a s makromolekulama stvara
dodatni ROS.

Reaktivne kisikove vrste induciraju:

e ostecenje DNA
e oksidaciju proteina
e ometa disanje mitohondrija

e stimulira ili ometa stani¢nu proliferaciju



Oksidacijska oste¢enja DNA uzrokuju modifikaciju:

e purinske i pirimidinske baze
e deoksiribozne kraljeznice
e jednostruke i dvostruke strune

e umrezenje ostalih molekula.

Modifikacije DNA potencijalno su mutagene i doprinose raku, preranom starenju i
neurodegenerativnim bolestima. Vazna meta ROS-a je mitohondrijska DNA koja kodira
trinaest polipeptida (MtDNA), dvadeset i dvije prijenosne RNA (tRNA) i dvije
ribosomske RNA (rRNA). Sve su one klju¢ne za stvaranje proteina klju¢nih za transport

elektrona i stvaranje ATP-a oksidacijskom fosforilacijom. (26)

Ostecenje DNA mozZe biti potaknuto ionizacijskim zraenjem, fotooksidacijom (UV
zracenje, svjetlo) ili raznim oksidacijskim sredstvima S§to dovodi do oStecenja
kromosoma ili njihovog prekida. (27) Najpoznatije ostecenje DNA oksidacijskim
stresom je stvaranje 8-hidroksigvanina koji je potencijalni biomarker za karcinogenezu.
(28)

Proteini su glavna meta ROS-a zbog:

e povecanih koli¢ina u odnosu na ostale stani¢ne komponente

e visoke reaktivnosti s ROS-om.

Oksidacija proteina stvara reverzibilne disulfidne mostove, mijenja im formiranje i na
kraju im unistava funkciju. Jacina o$tec¢enja dijelom ovisi o poloZaju proteina U odnosu
na mjesto nastanka ROS-a, te 0 sastavu i strukturi. Reaktivni Kisiokvi spojevi, takoder,
mogu promijeniti sekundarnu 1 tercijarnu strukturu proteina, oksidirati bjelancevine i
formirati karbonilne skupine (aldehid i keton) na razli¢itim bo¢nim lancima
aminokiselina. (20) Karbonilacija se dogada radi reakcije s reaktivnim aldehidima koji
su dobiveni lipidnom peroksidacijom. Aldehidi se zatim vezu na lance lizina, histidina i
cisteina te formiraju produkte lipoksidacije. Ostali bo¢ni lanci aminokiselina poput
prolina, metionina, valina, treonina, alanina, aspartata, triptofana i izoleucina mogu se

povezati izravno s ROS formirajuci karbonil proteine.



Reaktivne Kisikove vrste mogu izazvati:

e peroksidaciju lipida i
e poremetiti membranski dvoslojni lipidni raspored koji moze inaktivirati

receptore i enzime vezane na membranu te povecati propusnost Stanica.

Lipidnu peroksidaciju najcesS¢e uzrokuje hidroksilni radikal (OHe), a sam proces lipidne
peroksidacije obiljezuju tri stupnja: inicijacija, propagacija i terminacija. Polinezasi¢ene
masne kiseline su najizlozenije lipidnoj peroksidaciji. Slobodni radikali koji mogu

peroksidirati polinezasi¢ene masne kiseline su: OHe, HO2¢, RO« te RO2°. (30)

U procesu lipidne peroksidacije nastaju peroksidni radikali koji o$tecuju lanc¢anu
strukturu lipida te se lipidne molekule raspadaju na manje fragmente pa se time gubi
membranski kontinuitet. Uz djelovanje Zeljeza ili bakra, stvaraju se mnogobrojni

produkti poput aldehida, ketona, ugljikovodika i aktivnih radikala. (30)

Proizvodi lipidne peroksidacije mogu inaktivirati mnogo stani¢nih proteina stvaranjem
umrezenih bjelancevina. (28) lako specifi¢ni produkti oksidacije lipida mogu djelovati
kao signalne molekule i imati zaStitne stani¢ne ucinke, osteceni ili oksidirani lipidi

mogu imati Stetne ucinke koji mogu dovesti do oSte¢enja neurona ili smrti. (31)
1.1.2. Bolesti uzrokovane oksidacijskim stresom

Oksidacijski stres, odnosno neravnoteza koja se javlja u prisustvu ROS-a, uzrokuje
razne poremecaje i bolesti. Neke od bolesti koje se sve cesce javljaju su rak, dijabetes i
neurodegenerativne bolesti. Rak je glavni uzrok smrti diljem svijeta. PreteZzno ga
uzrokuju ¢imbenici iz okolisa te nac¢in zivota, odnosno pusenje, UV zraCenje kojem smo
1zloZeni, prehrana 1 slicno. Rak je slozeni proces koji ukljucuje mutacijske promjene 1
nekontroliranu proliferaciju stanica. Endogeni i egzogeni izvori reaktivnih kisikovih
vrsta uzrokuju oksidacijski stres u stanicama. To moze dovesti do oSteCenja i

modifikacije makromolekula te napredovanja raka. (32)

Ubrzani metabolizam stanica raka uzrokuje obilno stvaranje ROS-a iz mitohondrija i
endoplazmatskog retikuluma, kao i djelovanje NADPH oksidaze. U stanicama raka,
visoka brzina produkcije moZze biti uravnotezena antioksidacijskim djelovanjem kako bi
se odrzala ravnoteza i izbjegao oksidacijski stres. Ukoliko stanice ne kontroliraju

koli¢inu ROS-a, tada su osjetljive na stani¢nu smrt djelovanjem oksidacijskog stresa.



Tako u stacionarnom stanju stanice raka mogu pokazati poveéanje ili smanjenje ROS-a

u usporedbi s normalnim stanicama. (33)

Alzheimerova bolest je neurodegenerativni poremecaj mozga koji uzrokuje demenciju.
Karakteristicna je degeneracija neurona u selektivnoj regiji mozga koja djeluje na
emocionalno ponaSanje i kognitivno ponaSanje. Oste¢enje koje se pokrece
oksidacijskim stresom uzrokovano je lipidnom peroksidacijom membranskih sustava
poput plazma membrane i mitohondrijske membrane. Dokazano je da oksidacijski stres
igra Stetnu ulogu u patogenezi Alzheimerove bolesti Sto dovodi do oStecenja
nukleinskih kiselina, lipida i proteina. S obzirom da oksidacijski stres predstavlja stanje
neuravnotezenosti izmedu ROS-a i antioksidansa, kod Alzheimerove bolesti
oksidacijski stres proizlazi iz nakupljanja oksidiranih ili oSte¢enih makromolekula koje
se ne uklanjaju u¢inkovito i nakupljaju se. Uz disfunkciju mitohondrija, kao potencijalni

izvori oksidacijskog stresa pokazali su se ioni metala, poput bakra i Zeljeza. (34)
Pojedinci s blagim Alzheimerom pokazuju:

e povecanu razinu peroksidacije lipida i oksidaciju nukleinskih kiselina u
mozdanom tkivu

e povecanu razinu peroksidacije lipida i oksidaciju nukleinskih kiselina u
cerebrospinalnoj tekucini, plazmi, urinu 1 perifernim leukocitima

e smanjenu razinu antioksidansa u plazmi i ukupni antioksidativni kapacitet

plazme (35)

Opéenito, sve neuro-degenerativne bolesti mogu biti uzrokovane oksidacijskim stresom
jer mozak tro$i veliku koli¢inu kisika 1 bogat je lipidima. Osim toga, neuronske
membrane bogate su poli-nezasi¢enim masnim kiselinama koje su osjetljive na ROS.
(19)

Dijabetes je heterogena skupina kroni¢nih poremecaja koja je karakterizirana
povecanom koncentracijom glukoze u krvi. Povezan je s pove¢anom proizvodnjom
slobodnih radikala ili smanjenom aktivno$¢u antioksidacijskog sustava Sto dovodi do

oksidacijskog stresa. (17)
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Oksidacijski stres kompromitira dva glavna mehanizma klju¢na kod dijabetesa, a to su :

e izluCivanje inzulina

e djelovanje inzulina

Molekularni putevi za koje je primije¢eno da doprinose oksidacijskom stresu ukljuceni
su ili u metabolizam glukoze ili u metabolizam lipida. Peroksidacija lipida je primarno
stani¢no ostecenje koje nastaje uslijed djelovanja slobodnih radikala. Uglavnom su to
stani¢ne lipidne strukture pri ¢emu nastaje hidroperoksid. Hiperglikemija potice
formiranje ROS-a iz raznih izvora, a oni ukljucuju oksidacijsku fosforilaciju, auto-

oksidaciju glukoze, sintezu dusi¢nog oksida, NADPH oksidaze i sli¢no. (22)

Primije¢eno je da se povecan oksidacijski stres pojavio prilikom testiranja na pretilim
osobama prije nego im je dijagnosticiran dijabetes. UocCena je povecana lipidna
peroksidacija, karbonilacija proteina i stvaranje orto — tirozina, te meta — tirozina u
osoba s dijabetesom. Nakon pravilnije prehrane doslo je do smanjenja pokazatelja

oksidacijskog stresa. (36)

1.2. Hormeza

Hormeza je stanje stani¢ne ravnoteze u kojem prilikom izlaganja niskim dozama
kemijskog spoja ili faktora iz okolisa dolazi do njegovog blagotvornog ucinka na

organizme ili stanice, dok u visokim dozama dolazi do o$tec¢enja. (37)

Pojam hormeza prvi su primijenili 1943. godine Southam i Erlich na primjeru gljivi¢nih
reakcija na raznim biljnim ekstraktima. Hormeza je dvofazni odgovor na dozu koji
karakterizira stimulacija niskim dozama i inhibicija visokim dozama. (38) Iz toga
proizlazi da su niske doze bioloski aktivnih spojeva pogodne za zdravlje, samo je
potrebno paziti da to bude umjereno jer visoke doze unistavaju zdravlje. Dobar primjer
toga je koristenje alkohola, umjereno doprinosi smanjenoj smrtnosti, dok suprotno ¢ini

Stetu i uzrokuje cirozu jetre, rak i neuroloske poremecaje. (39)
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Slika 3. Mehanizam hormeze (40)

1.3. Antioksidansi

S obzirom na stalne napade ROS-a, u stanicama je razvijen sofisticiran obrambeni

mehanizam za sprjecavanje oSteCenja i slabljenja funkcija koje su posljedica oksidacije,

a nazivaju se antioksidansi. (20) Antioksidansi igraju vitalnu ulogu u prehrambenim

sustavima, kao 1 u ljudskom tijelu kako bi se smanjili oksidacijski procesi 1 Stetni u€inci

ROS-a. U prehrambenim sustavima usporavanje lipidne peroksidacije i stvaranje

sekundarnog produkta moze se sprijeciti upotrebom hranjivih molekula antioksidansa.

Tako se odrzava naklonost, boja 1 tekstura prehrambenog proizvoda tijekom

skladistenja. Takoder, antioksidansi pomazu smanjenju oksidacije proteina i interakciji

sa karbonilima, sto dovodi do promjene funkcije proteina. (41) Antioksidansi koje

unesemo hranom, konzumiranjem voca i povréa, povezani su S ravnotezom izmedu

slobodnih radikala i antioksidativnog stanja. Oni pomazu u smanjenju oksidacijskog

stresa, a samim time u sprjeCavanju razvoj bolesti poput raka, dijabetesa,

neurodegenerativnih bolesti i slicno. (42)
Antioksidansi mogu biti neenzimski:

e polifenoli
e askorhinska kiselina
e vitamin A

e melatonin
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e alfa - tokoferol
e Dbeta - karoten

e glutation

Polifenoli su antioksidansi koji reagiraju u oksidacijskim uvjetima s amino skupinama
boc¢nog lanca §to dovodi do stvaranja proteina umrezenih veza. Biljke su ih sintetizirale
kao odgovor na stresne situacije. Polifenoli smanjuju razinu oksidativnog o$teé¢enja u

proteinima, lipidima, ugljikohidratima i DNA u zivim stanicama i tkivima. (43)

Askorbinska kiselina, poznata kao vitamin C, ima jaka redukcijska svojstva. Vitamin C
podupire funkciju epitelne barijere protiv patogena 1 potice aktivnost koze koja uklanja
oksidante i time $titi stanice od oksidativnog stresa. Nedostatak vitamina C rezultira
oslabljenom imunoloskom funkcijom i ve¢om osjetljivosc¢u na infekcije. Antioksidativni

ucinci vitamina C mogu se znacajno povecati kombinacijom vitamina E. (44)

Vitamin A ili retinol je vitamin topljiv u mastima i organskim otapalima. Retinol vrsi
antioksidativno djelovanje uklanjanjem peroksilnih radikala. Deficit vitamina A

uzrokuje no¢no sljepilo i poremecaj ribonukleinske kiseline (RNA). (45)

Melatonin je enzim kojeg proizvodi epifiza i Salje ga u krv. Uzrokuje pospanost i, s
vremenom, utonuée u san. Antioksidativno djelovanje melatonina poznato je po tome
Sto u suradnji s drugim antioksidansima, poput superoksid dismutaze, djeluje kao Cistac

slobodmih radikala. (46)

Alfa — tokoferol ili vitamin E je antioksidans koji $titi polinezasi¢ene masne kiseline u
membrani od oksidacije, moZe regulirati proizvodnju ROS-a i kontrolirati prijenos
signala. Vitamin E je glavni antioksidans topiv u mastima koji uklanja peroksilne
radikale i prekida oksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina. U prisutnosti vitamina E,
peroksilni radikali reagiraju s alfa — tokoferolom umjesto s lipidnim peroksidom pa se

zaustavlja lan¢ana reakcija proizvodnje radikala. (47)

Beta — karoten ili provitamin A je antioksidans koji se pretvara u vitamin A i igra
kljuénu ulogu u borbi protiv slobodnih radikala. Provitamin A djeluje u borbi protiv

raka i jata imunoloski sustav. (48)

Glutation je tripeptid, sastavljen od aminokiselina glicina, cisteina i glutaminske
kiseline, koji se bori protiv reaktivnih kisikovih vrsta. Glavni je unutarstani¢ni tiolni

spoj kojeg proizvodi veéina stanica sisavaca U dvije uzastopne enzimske reakcije.
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Antioksidativna funkcija glutationa odredena je tiolom (-SH) cisteina koji postane
oksidiran kada glutation reducira ROS. (49)

Antioksidansi, takoder, mogu biti i enzimski.

superoksid dismutaza
o katalaza

e glutation - reduktaza

e glutation - transferaza
e glutation - peroksidaza
e albumin

e transferin

Superoksid dismutaza je bjelancevina koja kao kofaktore sadrzi metalne ione bakra,
zeljeza, nikla, mangana i cinka. Katalizira dismutaciju superoksidnog aniona u Kisik i

vodikov peroksid. Vazan je u obrani stanica koje su izlozene aerobnom metabolizmu.
2 0%+ 2H" — 2H,0; + 02 (50)

Enzim katalaza sadrzi Cetiri porfirinske hem skupine u feritnom stanju. Hem skupine
mu omogucavaju da reagira s vodikovim peroksidom i tako konvertira vodikov peroksid

u vodu i kisik. (43) Katalaza s vodikovim peroksidom djeluje u dvije reakcije:
H202 + Fe(lll)-enzim = H20 + O = Fe(IV)-enzim
H20 + Fe(lll)-enzim €< H20; + O = Fe(IV)-enzim (51)

Glutation reduktaza je flavoprotein koji koristi NADPH da bi se reducirao glutation
disulfid (GSSG) na glutation (GSH). Uglavnom se nalazi u kloroplastima, a u manjim
koli¢inama ga nalazimo u citosolu i mitohondrijima. Reduciranjem sprjecava oksidaciju

tiolnih skupina te reagira s hidroksil radikalom (OH:) i kisikom (O>).

GSSG + NADPH — 2GSH + NADP" (51)

Glutation transferaza je enzim koji katalizira prijenos funkcionalnih skupina s jedne
molekule na drugu, tj. sa supstrata na akceptorske molekule. Supstrati za glutation
transferaze su herbicidi, pesticidi, razni zagadivaci, aldehidni derivati ili lipidni
peroksidi. Glutation transferaza omoguc¢ava izlu¢ivanje Setnih tvari iz organizma tako

Sto ih ¢ini lakSe topljivima i stabilnijima.
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RX + GSH = HX + GSSR (52)

Glutation peroksidaza zajedno s katalazom i superoksid dismutazom pripada prvoj liniji
obrane. Aktivan je unutar stanica, u stani¢nim stijenkama i izvan stanica. Glutation
peroksidaza u svojoj strukturi sadrzi hem. U normalnim uvjetima i uvjetima stresa

eliminira viSak vodikovog peroksida i sudjeluje u biosintezi lignina.
H202 + GSH — H20 + GSSG (51)

Albumin je negativno nabijeni protein visoke topljivosti i stabilnosti. Najzastupljeniji je
protein u plazmi. Jednostavan je protein i nedostaju mu prostetske skupine. Albumin se
lako veze na otrovne reaktivne vrste metala i njihove tiolne skupine. Lako se veze na

molekule koje ukljucuju metabolite, plinove ili lijekove. (53)

Transferin je glikoprotein koji ¢vrsto veze zeljezo, ali reverzibilno. Sastoji se od dva
reznja, na N- i C- zavrSetku. Na svaki rezanj moze se vezati jedan metalni ion poput
zeljeza, galija, aluminija, cinka ili kadmija. Ukoliko je pH vrijednost niska afinitet
transferina prema Zeljezu se smanjuje. Transferin isporucuje Zeljezo iz apsorpcijskih

centara u dvanaesniku i makrofagima bijelih krvnih stanica u sva tkiva. (54)

Poznate su Cetiri linije obrane antioksidansa. U prvoj liniji obrane poznata su tri enzima:
katalaza, superoksid dismutaza i glutation peroksidaza. Oni dismutiraju superoksidni
radikal, razgraduju vodikove perokside i1 hidroperokside na bezopasne molekule
(alkohole, kisik). Askorbinska Kiselina, glutation, mokra¢na kiselina i alfa tokoferol
spadaju u drugu liniju obrane. Oni neutraliziraju ili uklanjaju slobodne radikale dajuci
im elektron, a oni sami postaju slobodni radikali, ali imaju manje Stetne ucinke. Treca
skupina ili skupina koja djeluje nakon §to dode do oStecenja biomolekula obnavlja
DNA, bjelancevine 1 lipide. Prepoznaju, razgraduju i uklanjaju oksidirane ili oStec¢ene
proteine, DNA 1 lipide kako bi sprijecili nagomilavanje koje moZe biti toksi¢no.
Antioksidansi treCe linije obrane su polimeraze, glikozilaze, nukleaze, proteinaze,
proteaze i peptidaze. Posljednja, Cetvrta linija obrane, ukljucuje mehanizam prilagodbe
u kojem koriste signale za proizvodnju slobodnih radikala i reakciju da sprijece

djelovanje slobodnih radikala. (55)
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Postoji viSe strategija antioksidansa:

e pokuSaj smanjenja proizvodnje slobodnih radikala smanjenjem dostupnosti
kisika, smanjenjem aktivnosti enzima koji su odgovorni za proizvodnju ROS-a i
zadrZavanjem zeljeza i bakra u proteinima

e odrzavanje integriteta mitohondrija koji su glavni izvor slobodnih radikala u
bioloSkom sustavu

¢ uklanjanje slobodnih radikala i detoksikacija ili raspadanje slobodnih radikala i
toksi¢nih produkata

e recikliranje vitamina E koji moze pomo¢i u odrzavanju antioksidacijske
sposobnosti

e redoks signalizacija, faktor transkripcije i dodatna sinteza zaStitnih molekula
koje imaju antioksidacijske i detoksikacijske aktivnosti glavni su elementi u
borbi protiv stresa

e apoptoza, autofagija i ostali procesi koji se bave krajnje oSteCenim stanicama
sprjeCavaju da se oSte¢enje prenese na ostale stanice i tkiva te ¢ine obrambenu

mrezu borbe antioksidansa. (56)
1.4. Enzimi

Enzimi su globularni proteini tercijarne ili kvarterne strukture koji imaju svojstvo
ubrzavanja kemijskih reakcija, tj. kataliti¢ko djelovanje, pri Cemu ostaju nepromijenjeni.
Aktivni su u organizmima koji zive na 0 °C ili pri 100 °C, a kod ljudi pri 37 °C.
Ubrzavaju specifi¢nu reakciju i preko milijun puta. Da bi uopce doslo do neke kemijske
reakcije potrebno je supstrati nadvladaju energiju aktivacije i da se sudare sa
supstratom, a upravo enzimi smanjuju energiju aktivacije i samim time ubrzavaju
reakciju. Cesto enzimi kataliziraju samo jednu vrstu kemijske reakcije, a ponekad i skup
kemijski srodnih reakcija. Da bi se postigla kataliticka mo¢ enzima potrebno je udruziti
proteinski dio enzima (apoenzim) s neproteinskim dijelom enzima (kofaktor) ¢ime
nastaje aktivni oblik (holoenzim). Enzimi su vrlo selektivni Kkatalizatori, a ta
selektivnost proizlazi iz odnosa enzim - supstrat, koji se opisuje mehanizmom kljuc -
brava. Aktivnost enzima se mijenja ovisno o uvjetima u njegovom okolisu, od kojih su

najvazniji koncentracija supstrata, pH 1 temperatura. (1)
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1.4.1 Kinetika enzimom kataliziranih kemijskih reakcija

Supstrati se vezu za aktivno mjesto pri cemu enzim mijenja oblik i njegovo aktivno
mjesto prihvati supstrat. Pri tome dolazi do nastajanja vodikovih i ionskih veza u
aktivnom mjestu. Aktivno mjesto moze smanjiti energiju aktivacije i brzinu reakcije, a
supstrati se prevode u produkte koji se potom oslobadaju i aktivno mjesto se oslobada
za dvije nove molekule supstrata. (57) Aktivno mjesto nastaje nabiranjem malobrojnih
aminokiselinskih ostataka iz razli¢itih dijelova primarne strukture. Sva aktivna mjesta
enzima imaju neke zajednicke karakteristike poput strukture zdrijela ili udubljenja, gdje
interakcijom enzima i supstrata dolazi do prijelaznog stanja supstrata. Kod aktivnog
mjesta nastaje jedinstven mikro-okoli§ koji omoguéava nastanak i razgradnju
prijelaznog stanja. U aktivna mjesta supstrati se vezu nekovalentnim, a ponekad i
kovalentnim vezama, a specifi¢nost vezanja supstrata u aktivno mjesto ovisi o

preciznom rasporedu atoma u aktivnom mjestu. (58)

Enzimi su, takoder, Katalizatori unutar bioloskih sustava pa ih nazivamo i
biokatalizatorima. Kao biokatalizatori predstavljani su 1833. godine otkricem
konverzije Skroba u Sefer uz djelovanje dijastazom. (59) Enzimi su izvanredan
molekularni stroj koji odreduje obrasce kemijskih transformacija i posreduje pretvaranju
jednog oblika energije u drugi. Kataliticka aktivnost enzima prisutna je i kod fotosinteze
gdje se svjetlosna energija pretvara u energiju kemijske veze, kao i kod stani¢nog
disanja, gdje se slobodna energija sadrzana u organskim molekulama pretvara u
slobodnu energiju ionskog gradijenta, a zatim u slobodnu energiju adenozin trifosfata
(ATP). Enzimi igraju kljuénu ulogu pri reakcijama fotosinteze 1 stani¢nog disanja, a
drugi enzimi Kkoriste energiju adenozin trifosfata (ATP) koja se oslobada za druge
reakcije koje obavljaju. Cetvrtina gena u ljudskom genomu kodira enzime, $to svjedo¢i
o njthovoj vaznosti za zivot. Gotovo svi enzimi su proteini. Proteini su ucinkoviti
katalizatori za raznolikost kemijskih reakcija jer zbog svog kapaciteta specificno vezu
Sirok raspon molekula. NajvaZnije karakteristike enzima su katalitiCka snaga i

specifi¢nost. Oni kataliziraju reakcije stabilizacijom prijelaznih stanja. (60)
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Prema International Union of Biochemistry enzimi se mogu podijeliti prema tipu

reakcije koje kataliziraju u Sest osnovnih skupina:

e oksidoreduktaze — reduciraju ili oksidiraju supstrate transferom elektrona ili
atoma vodika uz kisik

e transferaze - kataliziraju premjestanje funkcionalnih skupina sa supstrata (donor)
na akceptorske molekule (ne ukljuc¢ujué¢i vodu)

¢ hidrolaze — skupina enzima koja uklju¢uje vodu za nastanak produkata

e liaze - uklanjaju ili vezu supstituente na supstrat

e izomeraze — uzrokuju izomerizaciju supstrata

o ligaze — kataliziraju kovalentno vezanje dviju molekula (2,61)

Znanstvenici Michaelis 1 Menten pocetkom 20. stolje¢a analizirali su kinetiku
enzimskih reakcija na temelju jednostavnih pretpostavki da supstrat (S) moze biti
preveden u produkt (P) ukoliko dode u dodir sa supstratom (S) pri ¢emu nastaje

kompleks enzim — supstrat (ES).

E+S<¢>ES<E>E+P
k] kz k3

E = enzim

S = supstrat

ES = meduprodukt
k = konstanta brzine

Meduprodukt se moze raspasti ponovno na reaktante, E 1 S, ili moZe tvoriti produkt.
Brzinu nastajanja produkta predstavlja konstanta brzine ki, a brzinu raspadanja ES na E
+ S predstavlja k2. Prva dva procesa nazivaju se pred-ravnoteza jer je to kemijska

reakcija koja prethodi nastajanju produkta.

18



So
1
=
S
=
g RavnoteZa
5
=
IS
%
[ES]
Stacionarno stanje d[ESl/dt = 0 [E]
e oo
Predstacionarnco ryeme t —

stanje
Slika 4. Pregled predravnoteze (1)

Brzina enzimskih reakcija moze se izraziti preko koli¢ine supstrata pomijenjenog u

jedinici vremena ili preko koli¢ine stvorenog produkta u jedinici vremena. (1)
v =-d(S)/dt=d(P)/ dt
Brzina reakcije ovisi 0 :

e koncentraciji enzima
e koncentraciji supstrata

e afinitetu enzima za supstrat

Reakcije kod kojih je brzina direktno proporcionalna koncentraciji reaktanta nazivaju se
reakcije prvog reda uz odgovarajuéu jednadzbu 2A - P i pripadajucu formulu za brzinu
v = k X A%. Reakcije koje ukljucuju dva reaktanta nazivaju se reakcijama drugog reda
uz jednadzbu A + B = P i pripadajucu reakciju v = k X (A) X (B). U slucaju nultog

reda reakcije, reakcija ne ovisi 0 koncentraciji reaktanata.

Ako se koncentracija enzima ne povecava, a koncentracija supstrata povecava, pocetna
brzina enzimske reakcije raste s porastom koncentracije supstrata. S obzirom da brzina
reakcije ovisi o koncentraciji enzima, ako koncentracija supstrata ostane konstantna,

brzina reakcije povecavat ¢e se s porastom koncentracije enzima.
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Slika 5. Ovisnost brzine enzimske reakcije o koncentraciji enzima i koncentraciji

supstrata (1)
Na brzinu enzimskih reakcija utjecu:

e temperatura
e pH vrijednost

e ionska jakost

Znanstvenici Michaelis i Menten ustanovili su da je kod ispitivanja enzima neophodna
kontrola temperature i pH vrijednosti. Pod utjecajem promjene pH vrijednosti, aktivnost
enzima raste do tocke maksimuma, a nakon toga se primjecuje pad aktivnosti enzima.
Izbor temperature izuzetno je vazan s obzirom na to da enzimi djeluju specifi¢no pri
odredenim temperaturama. Povecanjem temperature enzimska reaktivnost raste do
odredene toCke nakon ¢ega se, pri visokoj temperaturi, nazire denaturacija proteina gdje
dolazi do nepovratnog gubitka svojstava. Vecina enzima koji su proucavani s obzirom

na strukturu i mehanizam imaju temperaturni optimum pri kojem djeluju. (62)

1.4.2. Enzimi u prehrambenoj industriji

Enzimi se koriste 1 u prehrambenoj industriji gdje mogu izazvati pozeljne ili nepoZeljne
reakcije. Enzimi djeluju tijekom prerade i Cuvanja hrane. Pozeljne reakcije u
prehrambenoj industriji postizu se adekvatnom kontrolom temperature i u tu skupinu
spadaju: zgrusavanje mlijeka (renin, kimozin), zrenje sira (proteaze, esteraze — lipaze),
dozrijevanje voca (pektoliticki enzimi) te omekSavanje 1 zrenje mesa (proteolitiCki
enzimi). Nepozeljne promjene dogadaju se zbog inaktivacije enzima 1 tu spadaju:
posmedivanje voca (polifenol oksidaze) i stvaranje neugodnih mirisa (lipaze,

lipoksigenaze). (2) Oko Sezdeset razlicitih enzima endogenog i egzogenog porijekla
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nalaze se u mlijeku. Endogeni enzimi dolaze iz mlije¢nih Zlijezda, a egzogeni iz
mikroorganizama. Najznacajniji proteini u mlijeku su lipaze, fosfataze, peroksidaze,
katalaze i reduktaze. U jajima je najpoznatiji protein lizozim koji je poznat pod nazivom
»antibiotik tijela” jer ubija razne mikroogranizme. U bjelanjku jajeta nalazi se katalaza,
pekarskim proizvodima amilaze, hemicelulaze i lipaze, a u vocu i povréu su najpoznatiji

pektoliticki proteini, celulaze i hemicelulaze. (63)

1.5. Katalaza

Katalazu mozemo na¢i u svim aerobnim organizmima. Glavna funkcija joj je
antioksidativna. Obi¢no se nalazi u stani¢nim organemila zvanim peroksisomi. Jedan je
od prvih enzima koji je izoliran sa visokim stupnjem ¢istoée, a njezina kristalizacija iz
ekstrakta govede jetre smatra se jednim od prvih znacajnijih uspjeha biokemije. (4)
Katalaza djeluje kao agens u borbi protiv reaktivnih kisikovih spojeva i razgraduje
vodikov peroksid (H202) u vodu (H20) i kisik (O2), te hidrolizira preko milijun
molekula supstrata (H202) u sekundi. Neki organizmi proizvode katalazu kako bi se
obranili od vodikovog peroksida. (64) Katalaza se nalazi u gotovo svim organizmima,
pocevsi od mikroorganizama, biljaka, zivotinja pa do ¢ovjeka. Kod ¢ovjeka je posebno
zastupljena u jetri i crvenim krvnim zrncima, eritrocitima. Optimalni pH na kojem
djeluje katalaza je izmedu 4 i 11, a kod ¢ovjeka je optimalni pH 7 i temperatura 37 °C.
Pokazuje iznimnu toplinsku stabilnost S$to je iznenadujue za homotetramere
stabilizirane nekovalentnim interakcijama. U istrazivanjima se pokazalo da se

podjedinice ispreplecu pa pruzaju poboljSanu toplinsku stabilnost. (50)

Katalaza se koristi u biotehni¢kim podrué¢jima, osobito u bioremedijaciji gdje pokazuje
razgradnju ugljikovodika u tlu zagadenom sirovom naftom. Kod bioremedijacije
vodikov peroksid se koristi kao izvor kisika u aerobnim uvjetima jer dolazi do
raspadanja vodikovog peroksida u vodu i kisik. Takoder se koristi u prehrambenoj
industriji, osobito u proizvodnji sira, mlijeka i proizvodnji omotaca za hranu te u

tekstilnoj proizvodnji gdje iz otpadnih voda uklanja $tetni vodikov peroksid. (4)

Manjak ili neispravnost katalaze povezan je s mnogim bolestima kao $to su dijabetes,
vitiligo, dermatitis, neurodegenerativne bolesti, bipolarni poremecaji, anemija,
hipertenzija 1 sli¢no. Ima potencijal da bude lijek, ali potrebna su dodatna istrazivanja

kako bi se utvrdilo da se moze koristiti kao lijek. (65)
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1.5.1. Struktura i raspodjela u razli¢itim organizmima

Katalaza je tetramer sastavljen od Cetiri polipeptidna lanca od kojih je svaki sastavljen
od petsto aminokiselina. Sadrzi Cetiri porfirinske hem skupine u feritnom stanju koje
omogucavaju da enzim reagira s vodikovim peroksidom. Hem nije skupina bitna samo
za katalizu i biolosku aktivnost, nego je to skupina bitna i za prijenos elektrona. (50)
Hem je prosteticka skupina koja se sastoji od atoma zeljeza smjeStenog u centru velikog
heterociklickog organskog prstena porfirina. Upravo je hem skupina odgovorna za
kataliticko djelovanje enzima. (66) Pristup hemu je kroz duge kanale koji povezuju
molekularnu povrSinu do aktivnog mjesta. Novija istrazivanja dokazala su da goveda
ljudska katalaza sadrzi i Cetiri ¢vrsto vezane molekule nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (NADPH) koji nije esencijalan za aktivnost katalaze. Nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) smanjuje osjetljivost katalaze na inaktivaciju kada je

enzim izloZen niskim koncentracijama otrovne supstance, H20>. (67)

Slika 6. Prikaz kvarterne strukture katalaze (68)
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Raznolikost medu katalazama koja je vidljiva u raznolikosti podjedinica, broju
kvarternih struktura, hem prostetskih skupina omogucéuje podjelu katalaza u cetiri

skupine:

e tip A = monofunkcionalni enzimi — pretezna aktivnost je dismutacija
vodikovog peroksida

e tip B = katalaza — peroksidaze — osim peroksidativne aktivosti pokazuje i
kataliticku aktivnost

e tip C = nehemske katalaze — aktivnost je jo$ pod raspravom

e tip D = razni proteini s manjom aktivnosti katalaze — utvrdeno je da ima
peroksidatska i katalatska svojstva iznad pH 4 u odsutnosti kloridnog iona,

odnosno organskog supstrata (69)
TIP A — Monofunkcionalni enzimi

Najveca 1 najopSirnija skupina katalaza sastoji se od monofunkcionalnih enzima.
Prevladavajuca im je aktivnost dismutacija vodikovog peroksida, a svaka peroksidatska
aktivnost im je mala i ograni¢ena na male supstrate. Podjela ove skupine temelji se na
veli¢ini podjedinice i sadrzaju hema. Jedna skupina sadrzi male podjedinice (55 — 69
kDa), a druga skupina sadrzi velike podjedinice (75 — 84 kDa) koje imaju povezan hem
d. (69) Monofunkcionalne hem katalaze prisutne su u Zivotinjama, biljkama i
mikroorganizmima. Imaju strukturu tetraedra sa Cetiri jednake podjedinice pri cemu

svaka podjedinca sadrzi molekulu hema. (66)

TIP B — Katalaza - peroksidaza

Katalaza — peroksidaze su druga najveca grupa koja pokazuje iznimno peroksidatsko
djelovanje uz katalatsko. (69) Uglavnom se nalaze u aerobnim bakterijama te imaju
molekulsku masu od 120 do 130 kDa. Bifunkcionalni su enzimi koji se pojavljuju u
dimernom obliku i sadrze hem te kataliziraju peroksidnu reakciju koja ukljucuje
primjenu organskog elektron — donora za redukciju spoja [Fe(IV)=0...R]. Reakcija se
odvija kroz tri stupnja gdje prvo dolazi do oksidacije enzima molekulom vodikovog
peroksida, zatim do redukcije [Fe(IV)=0...R]* u spoj Fe(IV)=0...R i u konacnici do
redukcije spoja Fe(IV)=0...R u pocetno stanje hem katalaze. (66)
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TIP C — Nehemske katalaze

Nehemska skupina je trenutno najmanja skupina jer postoje zasada samo tri nehemske
katalaze koje su okarakterizirane, a kataliticko djelovanje jos uvijek nije u potpunosti
poznato. Sve tri spadaju u skupine zivotinjskog podrijetla. Umjesto aktivnog centra koji
sadrzi zeljezo, nehemske skupine sadrze mangan u centru. Upravo zbog toga su
nehemske katalaze u pocetku nosile naziv pseudo - katalaze. (63) Molekulska masa im
je urasponu od 170 do 210 kDa. (66)

TIP D — Razni enzimi s manjom aktivnosti katalaze

Cetvrta, najmanja skupina katalaza, sastoji se od nekoliko vrsta hem katalaza poput
kloroperoksidaza, bromoperoksidaza i katalaza - fenol oksidaza koje imaju slabo
kataliticko djelovanje. Peroksidatska 1 katalatska svojstva ima iznad pH 4 u odsutnosti
kloridnog iona, odnosno organskog supstrata. Da bi se mogle primjenjivati u industriji,
katalaze moraju biti postojane u velikom rasponu temperatura i pH. Kloroperoksidaza iz
Caldariomyces fumago pokazuje najvecu reaktivnost kao katalaza, a katalaze fenol
oksidaze se pojavljuju kao tetrameri sa sposobnosti oksidacije odredenih spojeva na

bazi fenola bez prisutnosti vodikovog peroksida. (66)
1.5.2. Funkcija katalaze

Bioloska funkcija katalaze je zaStita stanica od Stetnog djelovanja vodikovog peroksida.
Katalaza je enzimski antioksidans i razgraduje vodikov peroksid u vodu 1 kisik Sto
ukazuje na njezinu kataliticku aktivnost. Tako se sprje€ava razvoj raznih bolesti i
oStecenja molekularnih stanica. Katalaza ima ulogu oksidacije H donora, npr. metanola,
etanola, mravlje kiseline ili fenola, uz utoSak 1 mola peroksida. To predstavlja

peroksidnu aktivnost. (70)

1.5.3. Kemijska reakcija i molekularni mehanizam

Aktivna vrsta odgovorna za reakcije oksidacije kod enzima katalaze je visokovalentni
meduprodukt Zeljeza koji je poznat kao spoj I. Spoj I dobiven je reakcijom s vodikovim
peroksidom (H20>). Kada spoj | nastane, brzo reagira s drugom molekulom vodikovog
peroksida (H20z). (71)
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Vodikov peroksid (H202) nastaje izravno iz superoksida (O2) brzom reakcijom
dismutacije koja se moze dogoditi spontano ili enzimski s superoksidnim dismutazama

(SOD). Iz toga proizlazi da se vodikov peroksid stvara gdje god ima kisika. (66)
2H202 2 2H,0 + O2

Katalaza djeluje s vodikovim peroksidom u dvije reakcije. Specificno je da obje reakcije
ovise o katalazi. U prvoj reakciji feritni ion reagira s vodikovim peroksidom pri ¢emu
nastaje voda i enzim supstrat (ES). U drugoj reakciji spoj 1 se kombinira s drugom
molekulom vodikovog peroksida da bi se regenerirali Zeljezni ion, voda i kisik.
Oksidacija elektron donora, koji je u ovom slucaju vodikov peroksid, vraca Fe(IV) u
Fe(lll). Konstanta brzine za prvu reakciju je ki, a za drugu reakciju je kz. Obrnute

reakcije se zanemaruju. (69)

Fe(lll) — enzim + H202 - Fe(lV) - enzim + H20
Spoj |
Fe(l1V) - enzim + H.O2 > Fe(lll) — enzim + H20>
Spoj |

Jedan od protona molekule vodikovog peroksida uklanja se s jednog kraja molekule i
postavlja na drugi kraj i to djelovanje polarizira i prekida O — O vezu u vodikovom
peroksidu. Kada spoj | reagira s drugom molekulom vodikovog peroksida, vodikov
peroksid tada predstavlja donora elektrona. Donor elektrona vrac¢a spoj I u pocetno

stanje, odnosno u Fe(l11).

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

spoj

enzim u odmaranju .

HOOH H.0O

O
0,+H,0 HOOH

H,O + Fe(lll)- enzim ~—H,0, + O = Fe(IV)-enzim

Slika 7. Mehanizam djelovanja katalaze (71)
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Testiranja aktivnost katalaze u prisutnosti inhibitora kao $to je boroksin, moze smanjiti
aktivnost katalaze. Inhibitor povecava energiju aktivacije katalaze tako da enzim
postane manje ucinkovit i utjeCe na pH vrijednost pri kojoj katalaza djeluje. Bez
prisutnosti inhibitora, katalaza najbolje djeluje pri pH vrijednosti 7.1, a u prisutnosti
inhibitora djeluje pri pH vrijednosti 6.2. Iz toga se uocava da prisutnost inhibitora utjece

na katalazu mijenjajuéi stanje ionizacije na aktivnim mjestima enzima. (72)
1.5.4. Klinicki znac¢aj i primjena

Tijekom upalnih procesa oksidansi se oslobadaju iz stanica domacina i mogu razgraditi
bakterijske komponente, kao i komponente okolnih tkiva. (73) Suprotno tome, stanice
domacina oslobadaju enzime, poput katalaze, koji mogu razgraditi oksidirajuca sredstva
da bi se izbjeglo unistavanje tkiva. Katalaza sudjeluje u razgradnji vodikovog peroksida
dajuc¢i vodu 1 kisik te se zbog toga smatra obrambenim enzimom protiv Stetnih uc¢inaka

vodikovog peroksida. (74)

Bakterije su zbog stalnih napada reaktivnih kisikovih vrsta razvile sposobnost obrane od
reaktivnih kisikovih vrsta kako bi se mogle nesmetano razmnozavati i boraviti u
stanicama domacina. Da bi se obranile od oksidativnih stresora, koriste antioksidativne
enzime poput katalaze i katalaze — peroksidaze. Razgradnja ROS-a pruza povoljne
uvjete u kojima bakterijski patogeni poput Haemophilus influenzae, Mycobacterium
tuberculosis, Legionella pneumophila i Neisseria meningitidis mogu podnijeti
izlozenost visoko reaktivnih molekulama i prezivjeti. (75) Katalaza se nalazi i u
bakterijama Escherichia coli, Salmonella i Listeria koje pridonose razvoju bolesti koje

Se prenose hranom.

Za identifikaciju bakterija koristi se katalaza test, jedan od tri glavna testa. Prisustvo
enzima katalaze otkriva se upotrebom vodikovog peroksida. Bakterije koje su pozitivne

na katalazu stvaraju mjehuri¢e zbog razlaganja vodikovog peroksida na vodu 1 kisik.
(76)

Katalaza je povezana i s pojmom sijede kose. Proces sijedenja uzrokuje nakupljanje
vodikovog peroksida zbog troSenja i oSte¢enja folikula. Vodikov peroksid je prisutan u
kosi, ali u malim koli¢inama. Starenjem se koli¢ina vodikovog peroksida povecava pa
kosa postaje siva te u konacnici bijela. Zbog vodikovog peroksida onemogucava se

normalna sinteza melanina, prirodnog pigmenta kose. Znanstvenici su dosli do otkri¢a
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da je uzrok nakupljanja vodikovog peroksida nedostatak enzima katalaze jer je katalaza

zasluzna za razgradnju vodikovog peroksida na vodu i kisik. (77)

Enzim katalaza prociS¢ena je u kristalnom obliku iz raznih izvora Zzivotinjskog
porijekla. Znanstvenici su dugo zapostavljali katalazu iz biljnih vrsta zbog siromastva u
biljnim vrstama i nestabilnosti ekstrahiranih otopina. (78) Biljna katalaza izolirana je iz
nekoliko izvora, odnosno lis¢a $pinata, lis¢a leca i kotiledona krastavca. (79) Katalaza
se javlja u medu gdje potjece izravno od peludi. Budu¢i da katalaza kod meda potjece iz
peludi, moze se djelotvorno odrediti koli¢ina peroksida. Koli¢ina peroksida ovisi o tome

koliko peludi péele skupe i 0 aktivnosti katalaze tog peluda. (80)

27



2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Metode odredivanja katalaze

Do danas je opisano nekoliko metoda za mjerenje aktivnosti katalaze. Jedan od
najjednostavnijih kvalitativnih postupaka ukljucuje odredivanje prisutnosti enzima
katalaze u bakterijama uporabom vodikovog peroksida koji se razgraduje do kisika.
Bakterije koje su katalaza pozitivne stvaraju mjehurice zbog oslobadanja kisika.
Kvantitativna mjerenja ukljucuju kolorimetrijski i spektrofotometrijski test. Prisutna su

ogranic¢enja poput glomaznih postupaka i visokih troskova. (71)

Kolorimetrijska analiza zasniva se na mjerenju hidrogenperoksidnog supstrata koji je
zaostao nakon djelovanja katalaze. Katalaza pretvara vodikov peroksid u vodu i kisik
(kataliticki put), a zatim se reakcija zaustavlja s natrij azidom. Tada se alikvot
reakcijske smjese analizira za odredivanje zaostalog vodikovog peroksida
kolorimetrijskom analizom. U kolorimetrijskoj analizi koristi se supstituirani fenol koji
se oksidativno spaja s 4-aminoantipirinom dajuci crvenu boju. Aktivnost katalaze mjeri
se pri razblazenoj koncentraciji vodikovog peroksida tako da ne dode do inaktivacije

enzima. (81)

Odredivanje  aktivnosti  katalaze najceS¢e se provodi kontinuiranim UV
spektrofotometrijskim testom koji se temelji na praéenju sniZzenja apsorbancije
reakcijske smjese pri 240 nm (UV - podruc¢je). Ako se vodikov peroksid razgradi,
rezultat pokazuje maksimum apsorbancije, tj. 240 nm. (73) UV spektrofotometrijska
metoda omogucava spektrofotometrijsko prac¢enje opadanja vodikovog peroksida na
240 nm kinetickim programom. Analiza se provodi vrlo kratko (30 sekundi) i pri sobnoj

temperaturi. (69)

2.1.1. Manometrijsko odredivanje aktivnosti katalaze

Za manometrijsko odredivanje aktivnosti katalaze koristi se katalaza izolirana iz govede
jetre. Osnovna otopina u kojoj djeluje katalaza, pripremi se otapanjem 2 mg Ciste
katalaze u 1 mL fosfatnog pufera, odnosno monokalijevog fosfata (KH2POa) i
dinatrijevog fosfata (NaoHPO4). Otopina vodikovog peroksida (H20>) pripravi se iz 13
ml 30%-tnog H20. koji je dodan u 100 mL destilirane vode, a otopina s puferom
pripremi se od 100 mL 0,05 mol/L KH2PO4 i 150 mL 0,063 mol/L Na,HPO4 koji se

dodaju u 250 mL destilirane vode.
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Manometarska metoda koristi se za nadzor enzimske reakcije, a oslobodeni kisik mjeri
se u aparati pri temperaturi od 37°C i uz konstantno mijeSanje. Reakcijski volumen od
25 mL koji sadrzi pufersku otopinu uz konstantu koli¢inu katalaze je termostat. na koji
se unosi odredena koli¢ina H2O>, kako bi se mjerilo nastajanje kisika.. S obzirom da na
brzinu enzimske reakcije utjecu pH vrijednost, inhibitori, koncentracija supstrata i
temperatura, moguce je izmjeriti enzimske parametre koristenjem poznatih jednadzbi za

kinetiku enzimskih reakcija. (72)

2.1.2. Kolorimetrijsko odredivanje aktivnosti katalaze

U kolorimetrijskoj metodi odredivanja katalaze koristi se spektrofotometar, kiveta,
analitiCka vaga, ultracista voda i ¢aSa od 250 mL. U svim dijelovima procesa potrebno
je koristiti ultracistu vodu te otopine supstrata i pufera ¢uvati na sobnoj temperaturi, a
otopine enzima pri temperaturi od 4°C. Potrebno je razrijediti 2 mL kalijevog fosfata
deset puta u 20 mL vode. Za otopinu katalaze potrebno je izvagati 1 mg krute katalaze i

otopiti u 1,45 mL pufera. Otopina katalaze moze se Cuvati dva tjedna na 4°C.

Kalijev fosfatni pufer ima pH vrijednost 7. Sadrzi 0,25 mM 4-aminoantipirina i 2 mM
3,5-dikloro-2-hidroksibenzensulfonske kiseline. Potrebno je pripremiti 200 mL otopine
kromogena i pomijesati 60 mL pufera sa 140 mL vode u ¢asi od 250 mL. Zatim se doda
10 mL razrijedenog pufera u bocicu s kromogenim reagensom i mijeSa se dok se ne
otopi. Otopina iz bocice prenese se u ¢asu s puferom i dobro promijesa te podijeli na

alikvote 1 ¢uva na -20°C.

Reagens u boji koji se koristi u kolorimetrijskoj metodi odredivanja katalaze moZe se
drzati tri dana na 4°C. Prije upotrebe potrebno je pripremiti reagens za boje dodavanjem

30 mL otopine katalaze u svakih 30 mL kromogena.

Svaki dan potrebno je pripremiti slijepu probu. U epruvetu se stavi katalaza i snazno
mijeSa da se dobije homogena suspenzija te se odmah ukloni 20 mL suspenzije.
Enzimske suspenzije potrebno je razrijediti deset tisuca puta i upotrijebiti 2 — 5 mL od

svakog razrjedenja po reakciji.

Kolorimetrijska suspenzija supstrata je 200 mM H.O». Koncentracija 3%-tnog H>O>
kre¢e se u rasponu od 3-4% pa je potrebno spektrofotometrijski odrediti tocnu
koncentraciju i korigirati na 200 mM prije upotrebe. Da bi se odredila koncentracija
otopine supstrata, potrebno je razrijediti 50 mL pripremljene otopine s puferom. Stvarna
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koncentracija odredi se UV apsorbancijom mjerenjem apsorbancije na 240 nm, a

stvarna koncentracija H>O> odredi se pomoc¢u Beerovog zakona.

Otopina 10 mM H20:> sluzi za dobivanje krivulje apsorbancije crvene kinon — iminske
boje prema koncentraciji H20». Potrebno je razrijediti 200 pL standardizirane otopine
supstrata za kolorimetrijsku analizu na 4 mL s puferom. Otopina se moze ¢uvati na 4°C
Sest dana. Priprema volumena dovoljnog za dvadeset UV analiza priprema se tako da se
razrijedi 200 pL 3%-tnog H>02 na 10 mL s puferom, odredi se stvarna koncentracija
spektrofotometrijski i prilagodi se kona¢na koncentracija otopine supstrata za UV
analizu na to¢no 20 mM s puferom. Konacna koncentracija H2O> u ispitivanoj smjesi je
10 mM.

Kada se sve otopine pripreme, u epruvete za mikrocentrifugu se dodaju otopine H>O>
(0,125 mL, 250 mL; 500 mL i 750 mL) i do 1 mL se dodaje pufer. Alikvot od 10 mL
svake otopine prenese se u drugu epruveti i doda se 1 mL reagensa u boji te se priceka
petnaest minuti 1 o€ita apsorbancija na 520 nm. Na osnovu rezultata nacrta se
standardna krivulja apsorbancije na 520 nm u odnosu na koli¢inu H202 u reakcijskoj

smjesi. (81)
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3. RASPRAVA

3.1. Uloga katalaze u stanici

Sve zivotinjske stanice i mnoge biljne stanice sadrze peroksisome, sferne organele
promjera 0,2 — 1,0 um. Peroksisomi sadrze nekoliko enzima oksidaze koji molekularni
kisik koriste za oksidaciju organskih tvari, pri ¢emu nastaje vodikov peroksid, visoko
citotoksi¢ni metabolit. Peroksisomi, takoder, sadrze obilne koli¢ine enzima katalaze koji

razgraduje vodikov peroksid na vodu i kisik.

2 H202 katalaza >2 HZO + 02

U vecini eukariotskih stanica, peroksisom je glavna organela u kojoj se oksidiraju
masne kiseline stvarajuci pretece za vazne biosintetske puteve. Razne toksi¢ne molekule

u jetri i bubrezima razgraduju se u peroksisomima stvarajuci bezopasne produkte.

Peroksisomima nedostaje disni lanac pa se elektroni, nastali tijekom oksidacije masnih
kiselina, direktno prenose na kisik stvaraju¢i vodikov peroksid. Nedostaje im i ciklus
limunske kiseline pa se acetil CoA, koji je stvoren tijekom razgradnje masnih kiselina,
ne moze dalje oksidirati i prenosi se u citosol gdje se upotrebljava za daljnju sintezu

kolesterola i drugih metabolita. (82)

Peroksisomi su glavna mjesta unutarstani¢ne proizvodnje H202 kao rezultat
oksidativnog tipa metabolizma. Vodikov peroksid u peroksisomima nastaje
razgradnjom alkohola, fenola, mravlje kiseline i formaldehida. Osim proizvodnje H2Oo,
peroksisomi su poznati po tome da stvaraju superoksidne radikale. Peroksisomi sadrze
enzimske i ne-enzimske antioksidanse koji u normalnim uvjetima mogu ukloniti visak
proizvedenih oksidansa i tako izbje¢i oStecenja biomolekula. Prisutnost katalaze u
peroksisomima poznata je joS od karakterizacije organela u tkivima sisavaca 1

omogucava odrzavanje redoks homeostaze u stanicama. (83)

Katalaza koristi vodikov peroksid koji generiraju drugi enzimi u organelama za
oksidaciju raznih supstrata poput fenola, mravlje kiseline, formaldehida i alkohola
procesom peroksidacije. Proces peroksidacije je posebno vazan u stanicama jetre i

bubrega gdje detoksiciraju toksi¢ne molekule koje odlaze u krvotok. (84)

Aktivnost katalaze u stanici mjerila se u hepatocitima Stakora uz dodatak vodikovog
peroksida u anaerobnim uvjetima. Pri tome se mjerila koli¢ina kisika koji nastaje.

Vodikov peroksid bio je dodan u Stakora pomocu infuzije ili injekcije, a omoguéava
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mjerenje nastanka kisika na vrlo osjetljiv na¢in pomoc¢u Clarkove elektrode koja

omogucava apermetrijsko mjerenje aktiviteta otopljenog kisika.

Katalaza je veoma aktivan enzim koji milijun molekula vodikovog peroksida pretvara u
vodu i Kkisik svake sekunde. Vodikov peroksid spada, uz superoksidne anione i
hidroksilne ione, u slobodne radikale kisika koji u svojoj ljusci imaju jedan ili vise
nesparenih elektrona. Slobodni elektroni uzrokuju davanje ili oduzimanje elektrona

molekulama i upravo to ih ¢ini reaktivnima te uzrokuju oksidativni stres. (69)

Katalaza zajedno s glutation peroksidazom (GPX) i peroksiredoksinom (PRX) igra
kljuénu ulogu u snizavanju i stabilizaciji vodikovog peroksida. Tako se omogucava
odrzavanje homeostaze stanica sisavaca i prilagodava se stresu. Peroksiredoksin i
glutation peroksidaza su odgovorni za eliminaciju niskih koncentracija vodikovog
peroksida, a katalaza je efikasnija pri viSim koncentracijama vodikovog peroksida.
Utvrdeno je da je katalaza pod djelovanjem UVB svjetla odgovorna za stvaranje
slobodnih radikala, pretezno hidroperoksida. Pod normalnim antioksidacijskim uvjetima
katalaza Stiti DNA od svjetlosti, a ROS koji nastaju detoksificiraju antioksidansnim
enzimima koji su prisutni u stanicama. Ukoliko se stani¢ni antioksidansni potencijal
smanji, nakupljanje ROS-a posredstvom katalaze moze dovesti do oste¢enja DNA §to

moze rezultirati pojavom raka. (80)

Ekspresija katalaze u sréanim mitohondrijima povecana je dijetom s visokim udjelom
masti da bi se uklonio viSak vodikovog peroksida koji je rezultat metabolizma lipida.
Takoder, katalaza daje doprinos zastiti mitohondrija od endogenih ili egzogenih izvora
vodikovog peroksida. Istrazivanje iz 1992. godine dokazalo je da je katalaza uglavnom
prisutna u peroksisomima, ali takoder doprinosi razgradnji vodikovog peroksida na
drugim mjestima poput mitohondrija 1 citosola gdje pomaze u borbi protiv

oksidacijskog stresa.

Potrebna su dodatna istrazivanja da bi se utvrdila ucinkovitost katalaze u djelovanju
protiv raka. Tehnike kemijske modifikacije koriStene su za kontrolu tkivne raspodjele
katalaze, a ucCinkovitost isporuke katalaze dokazana je na Zivotinjskim modelima za

hepaticku ishemiju, ozljede tkiva i metastaze na jetri, plu¢ima i ostalim organima. (85)

Pokazalo se da su reaktivne kisikove vrste otrovne, ali da djeluju i kao signalne
molekule. Otpor tumorskih stanica na ROS signalizaciju ovisi o ekspresiji katalaze na

stani¢noj membrani. Signalizacija reaktivnih kisikovih vrsta moze se obnoviti ako se
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inhibira djelovanje katalaze i omogu¢i opskrba vodikovog peroksida. Studije su
pokazale da katalaza ima djelovanje u malignim stanicama i moze smanjiti progresiju
tumora moduliranjem stani¢nog redoks stanja. Pojacano antioksidativno djelovanje

katalaze moze zastititi tumorske stanice od egzogenih oksidanata. (72)

Stetni ishod zaraze virusom COVID-19 povezan je s nedostatkom antioksidansa
katalaze koja razgraduje vodikov peroksid u vodu i kisik. Kako starimo, proizvodnja
enzima katalaze prestaje i kao rezultat dolazi nakupljanje vodikovog peroksida u tijelu

te uz Streptococcus pneumoniae dolazi do povecane smrtnost. (86)
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Slika 8. Uloga katalaze u stanicama (87)
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4. ZAKLJUCAK

Svakodnevnim ubrzanim na¢inom Zzivota, pove¢anom fizickom aktivno$¢u i izloZzenosti
tvarima poput duhanskog dima, UV zracenja i sli¢nih utjecaja dolazi do pojave
oksidacijskog stresa Oksidacijski stres nastaje zbog neravnoteze izmedu reaktivnih
kisikovih vrsta koje nastaju endogeno i egzogeno te antioksidansa koji mogu biti
enzimski i neenzimski. Upravo egzogeni izvori reaktivnih kisikovih vrsta, odnosno
cigarete, sunceve zrake i izlaganje teSkim metalima predstavljaju problem jer ih je tesko
izbjeci. Suprotnost reaktivnim kisikovim vrstama su antioksidansi koji sprjecavaju
oSte¢enja nastala oksidacijskim stresom. Tako se nastoji posti¢i ravnoteza i1 izbjeci
oksidacijski stres, odnosno bolesti i oSte¢enja stanica koje mogu nastati prilikom
izlaganja izvorima reaktivnih kisikovih vrsta (rak, neurodegenerativne bolesti, dijabetes
i sl.).

U ovom radu obradena je katalaza, antioksidans prisutan u aerobnim organizmima.
Pripada prvoj liniji obrane gdje razgraduje superoksidni radikal, vodikove perokside i
hidroperokside na alkohole i Kisik, odnosno na molekule koje nisu opasne za zdravlje u
umjerenim koli¢inama. Katalaza stiti DNA od svjetlosti i mitohondrije od endogenih ili
egzogenih izvora vodikovog peroksida. Potrebno je dodatno istraziti djelovanje katalaze

na stanice raka da bi se mogla primijeniti kao lijek.

Uz antioksidanse, ukratko je obraden i pojam hormeze, odnosno postupak kojim se
postize ucinak na stanicu i1 organizam ukoliko se toksi¢na tvar dodaje u malim
koli¢inama. Niske doze otrova pogoduju zdravlju, dok visoke doze otrova uniStavaju
zdravlje. 1z toga se moze zakljuciti da je sve, pa tako 1 toksi¢ne 1 netoksicne tvari,

potrebno konzumirati u umjerenim koli¢inama da ne bi doSlo do kontraefekta.
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