1. Oksidacije, ki niso povezane z dihalno
erigo

2. Reaktivne Kisikove in duSikove zvrsti
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Oksidaze

» Oksidaze: katalizirajo oksidacije substratov, pri
katerih nastopa kisik neposredno kot sprejemnik
elektronov, reducira se do H,O ali H,0,

R-CH,0H+0, —»  R-CHO +H,0,

Katere pomembne oksidaze poznas?

Oksigenaze

*Oksigenaze: katalizirajo oksidacije, pri katerih se
kisik direktno vkljuci v molekulo substrata
Monooksigenaze, oksidaze z mesano funkcijo, hidroksilaze
-1 atom O se vkljuci v molekulo
XH + YH, + 0-0 — > X-OH + Y + H,0
Dioksigenaze - v molekulo se vkljucita oba O
atoma)
R-CH=CH-CH,-R’-CH=CH-R”’ + 0-O
——9 R-CH,-CO-CH,-R’-CH,-CO-R”’

Katere pomembne
oksigenaze poznas?

Zakaj so pomembni encimi

druZine P450?

Citokromi P450

V endogenem metabolizmu so vkljuéeni v
biosintezo steroidnih hormonov in Zolénih
kislin ter metabolizem mascobnih kislin.

CYP3A4*15 A-B
3 L
druzina T izoencim alel

poddruzina

Citokromi P450

Vkljuéeni so v metabolizem ksenobiotikov in zdravil
(posebno CYP 3A4, CYP 2D6 in CYP 2C9)

jetra

CYP 1A2 drugi ECYP 3A4

cypacy 2% 3% mCYP 2D6

10% OCYP 2C9

mCYP 1A2
odrugi

CYP 3A4

CYP 206 55%

30%

Podobno velja za tanko ¢revo!




Reakcije s citokromi P450

Kaksen bo ucinek te reakcije?

X-H+ 057~ < X-OH + H,0

NADPH  NADP+

Zelezo je vpeto v obro& hema

Citokromi P450- substratna specificnost

CYP 1A2 verapamil, imipramin, amitriptilin,
kafein

CYP 2A6 nikotin

CYP 2B6 ciklofosfamid

CYP 2C9 naproxen, varfarin

CYP 2C19 diazepam, omeprazol, propanolol

CYP 2D6 amitriptilin, kaptopril, kodein,
mianserin, klorpromazin

CYP 2E1 dapson, etanol, halotan, paracetamol

CYP 3A4 alprazolam, terfenadin, ...

Kaj pa vrednosti K, za razli¢ne substrate?

Individualne razlike v aktivnostih in koli¢ini izraZenih encimov P450!

Indukcija nekaterih “CYP-ov”

CYP 1A2 omeprazol, insulin, aromatski ogljikovodiki
(cigaretni dim, charbroiled meat)

CYP 2C9 rifampicin, sekobarbital

CYP 2C19 carbamazepin, prednison

CYP 2D6 deksametazon

CYP 2E1 etanol, izoniazid

CYP 3A4 glukokortikoid, fenobarbiton,
rifampicin..................

Tipi¢ni inhibitorji nekaterih “CYP-ov”

CYP 1A2 cimetidin...
sok grenivke (naringin, 6',7'-dihidroksi-
bergamotin)

CYP 2C9 kloramfenikol, amiodaron,
omeprazol,...

CYP 2C19 fluoksetin, fluvastatin, sertralin,...

CYP 2D6 fluoksetin, paroksetin.......

CYP 2E1 disulfiram, cimetidin,...

CYP 3A4 eritromcin, ritonavir,

ketokonazol, sok grenivke.........
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Oksidativi stres in antioksidanti
comip
Prosti radikali

molekule ali atomi (nabite ali nenabite) z nesparjenim elektronom-
ZELO REAKTIVNE

» Reakcija, v kateri sodeluje radikal, ustvari nov radikal razen
¢e reagirata med sabo dva radikala.

» To je malo verjetno zaradi nizke koncetracije radikalov in
njihovega izjemno kratkega razpolovnega casa (10 - 10-'2 s).

> Reakcije z radikali so verizne reakcije.
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Oksidativi stres in antioksidanti
compu

ROS in RNS (reaktivne kisikove in dusikove
spojine)

ROS in RNS vkljuéujejo poleg radikalov Se neradikalske
reaktivne molekule**:

> superoksidni anion ‘O,

» hidroksilni radikal ‘OH

» vodikov peroksid **H,0,

> dusikov oksid NO

» hipoklorovo kislino ** HOCI

Presentation copyright © 2002 David A Bender and some images copyright © 2002 Tayior & Francis Lid

lzvor prostih radikalov
corrip
» makrofagi
» citotoksi¢no delovanje makrofagov je posledica tvorbe ROS

V aktiviranih makrofagih NADPH - oksidaza katalizira redukcijo O,
to ‘0,

NADPH + 2 O, = NADP* + 20, + 2H*
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Poskodbe, ki jih povzroce ROS in RNS

cormp
> poskodbe na DNA
> oksidacije polinenasi¢enih masc¢obnih kislin v lipidih

» oksidacije aminokislin v proteinih

@®Poskodbe zaradi delovanja radikalov spremljajo ali so
vzrok stevilnih bolezni.
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Izvor prostih radikalov
cormp
> metabolizem- reakcije, pri katerih kisik nastopa kot
sprejemnik elektronov (npr. dihalna veriga, reakcije z
monooksigenazami)

» nastanek pod vplivom okolja, npr. kot posledica
ionizirajo¢ega sevanja
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O singletni Kisik @ peroksilni radikal ~ ® hidroksilni radikal @ lipidni radikal
@ :‘;li’::’kﬂdm @ vodikov peroksid ~ ® lipidni peroksilni radikal

Zascita organizma pred ROS in RNS %
compu

> ENCIMI
> reakcija s superoksid- dismutazo
Oy + H,0 > 0, + H,0,
reakcija s katalazo
2H,0,>2H,0+0,
reakcija z glutation- peroksidazo
H,0, + 2 G-SH - 2 H,0 + GSSG

» PROTEINI, ki vezejo kovinske ione (Cu+, Co?*, Ni2*, Fe?*)
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Zascita organizma pred ROS in RNS
conip!

Vitamini: vitamin E, vitamin C
in drugi antioksidanti iz sadja in zelenjave

Poznamo tudi endogene antioksidante?

hrana z veliko sadja in zelenjave ima:
v veliko antioksidantov
v malo maséob
v malo nasi¢enih mascob
v'druge spojine s potencialnim
za$citnim delovanjem
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Zascita organizma pred ROS in RNS

lipid Le
(LH) / N O

®
antioksidanti ——> OHe H,0
H,0
e ®L00e
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H,Q ey 2H,0
[0] 272 glutation- . . .
10, peroksidaza antioksidanti
superoksid- (selen)
dismutaza
0, r®02'- 7 »>H00e

1. normalno stanje

ROS, RNS obramba
2. oksidativni stres obramba

ROS,

RNS

ROS, RNS in staranje

Mitohondriji

-mutacije mitohondrijske DNA
pogostejse kot genomske
DNA

-mitohondrijski respiratorni
encimi z leti manj aktivni

mitohondrijs|
DNA

Nastanek ROS v genomska
mitohondrijih

-1% porabljenega O, se
pretvori v ROS

ROS and vnetje

Fagociti

Infekcije
-virusi
-bakterije
-paraziti

Toksini
-dim
-azbest

Aktivacija
-vroina obrambe - 5

-mehanske poskodbe RNS
-uv

Poskodovano tkivo—> ROS

ROS and vnetje

HOCI
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glukoza

I

glikogen~—; glukoza-6-P «—— < riboza-5-P + NADPH

I =
frukt£za-6-P¢ /
L7

f

gliceraldehid-3-P

I

piruvat
v
'

ATP

sinteza redukcije
nukleinskih kislin

glukoza

glukoz
fosfat
7/

glukoza- 6-fosfo-
1-fosfat fruktoza- glukonat
6-fosfat

[gikagen |
- osfa
veliko ATP @

malo NADPH
6-6-P malo ATP h s
potrebni intermediati potrebna riboza-5
fosfat

Fosfoglukonatna pot ali pentoza-fosfatna pot m
compu

Namen te kataboli¢ne poti je predvsem:
sinteza NADPH

sinteza riboza-5-fosfata

NADPH potrebujemo za biosintezo mascobnih kislin, holesterola itd.|
v reakcijah detoksifikacije
predstavlja edini vir NADPH v eritrocitih

Kje potrebujemo riboza-5-fosfat?

@
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%oglukonw

oksidativna veja

glukoza-6-P-dehidrogenaza
ATP ADP NADP* NADPH

glukoza$—4‘> glukoza- 6-P 6-fosfo'gk|[l)<::1at

A’<\ 6-P-glukonat-dehidrogenaz
ribuloza- 5-P NADPH
/ AW co,

%

neoksidativna veja riboza- 5-P (s¢)

»

TPP
fruktoza- 6-P

ksiluloza- 5-P'
gliceraldehid 3-P | § j‘transketolaza
<]
~>_ S gliceraldehid- 3-P " 7P (7¢)
g
g

transaldolaza
fruktoza- 6-P

L——eritroza- 4-P

V katerih metaboli¢nih poteh potrebujemo tiaminpirofosfat

Celica potrebuje riboza-5-P in NADPH:

oksidativna veja glukoza-6-P-dehidrogenaza

ATP ADP NADP* NADPH
lukoza- 6-P ;4 6-fosfoglukonat
glukon gl glukr
(\ 6-P-glukonat-dehidrogenaz3
ribuloza- 5-P
. co,NADPH
&
riboza-5-P




Celica potrebuje NADPH in ne riboza-5-fosfata: Celica potrebuje riboza-5-P in ne NADPH:

oksidativna veja
‘ glukoza-6-P-dehidrogenaza

ATP ADI‘> NADP* T
glukoza S—A‘ glukoza- 6-P J _p-fosfoglukonat

=NADP+______ |
A 6-P-glukonat-dehidrogenazd
ribuloza- 5-P NADPH
/ b ¥

co,
- . riboza-5-P L . riboza- 5-P
neoksidativna veja neoksidativna veja

I i 5-P (5C) . . (== ksiluloza- 5-P

iceraldehid-3-P iranskeiolazaju ‘ 9"“’“"’&“"' 2P N transketolaza
S
< glikoliza >— gliceraldehid- 3-P 'sedoheptuloza- 7-P (7C) glikoliza >— E gliceraldehid- 3-P sedoheptuloza- 7-P

TDP PP | 2

fruktoza- 6-P S ) ransaldolaza fruktoza- 6-P g ) ransaldolaza

itroza- 4-P fruktoza- 6-P - €1itr0Za- 4-P fruktoza- 6-P
Uravnavanje fosfoglukonatne poti Glutation - peroksidaza in glutation - reduktaza
compu
?— NH— CH;— COOH
Zakaj HS—CH— CH GoOoH
ksidati . potrebujemo ”*E*G”fc”fﬁ:
oksidativna veja glukoza-6-P-dehidrogedaza GSH?? . ‘
X
ATP ADP NADP* NADPH «
NADP*
glukon glukoza- 6-P 2 fostogiukonat ‘ 2
(\ 6-P-glukonat-dehidrogenaz glutation - glutation -
ribuloza- 5-P ¥
% coNADPH NADPH 4 HO, 70,
riboza-5-P
HOOC— CH— HN7? ?7 NH— CH;— COOH
HOO HC— CH;— S—S$— CH—CH (GOOH
HE—CH,— CHy— (= NH NH— (= CHz— CH— CH
HN o o NH;
GSSG
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Zmanjsana aktivnost glukoza- 6-fosfat- dehidrogenaze Zmanjsana aktivnost glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze

(zaradi sprememb v genu) compu (zaradi okvare gena) compui
EE NADPH GooH . NADPH HG=0 (el NADPH
HE—On Ho—OH NADP OHeOH HC—OH HC—OH NADP* GH,OH

HO—CH c=o0 1 ‘ ;

Ho—CH ! HO—CH Ho—CH ¢=0
HC—OH  glukoza-6-Xos fat- H(‘J*OH T osfoglukonat- H(‘)*OH H ‘ —OH  glukoza-6-Yosfat- HC—OH  fos foglukonat HC—OH
H(‘:70H dehi drogenaza H?*OH dehi drogenaza y H(‘J*OH - - dehi drogenaza H(‘:*OH dehi drogenaza H<‘3*OH

2 T [}
CHO0-(P) CHOo+P) CHO<P) éHgo@ CH0-P) > o
jglukoza- 6 -fosfat 6-fosfoglukonat 1ib uloza-5- f osf at glukoza-6-fosfat 6- f osfoglukonat ribuloza-5- f osfat
Lazja oblika
Posledica je zmanjSana koncentracija NADPH v eritrocitih ohranjene 10 — 50% aktivnosti glukoza- 6-fosfat- dehidrogenaze
in zato tudi zmanjSana redukcija oksidiranega glutationa.
TeZja oblika
manj kot 10% ohranjene aktivnosti glukoza- 6-fosfat- dehidrogenaze
Posledice??
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li veste, ....

- katere spojine so substrati za encime P450),
- kaj uvedba -OH skupine pomeni za
metabolit ali ksenobiotik

- kaj so radikali in kaks$na je njihova vloga
v organizmu

- kaj je del obrambe pred radikali

- kaj je namen fosfoglukonatne poti

- zakaj potrebujemo riboza-5-fosfat

Se Se spomnite ....

- kaj je znacilno za reakcije
oksidacije

- katere reakcije katalizirajo
oksidaze in oksigenaze

- zakaj potrebujemo NADPH

- zakaj je pomemben glutation




