СЕДМА НАСТАВНА ЈЕДИНИЦА: КИСЕОНИЧКИ РАДИКАЛИ И АНТИОКСИДАНТИ
ПРОДУКЦИЈА  КИСЕОНИЧКИХ РАДИКАЛА

Молекуларни кисеоник (О2) у свом "основном стању" у каквом се налази у природи, садржи два неспарена електрона паралелних спинова који због тога не могу формирати термодинамски стабилан пар, па зато остају у различито оријентисаним орбиталама. Како у једној орбитали по правилу (Хунд-ово правило) два електрона морају имати антипаралелне спинове (да би се створило затворено магнетно поље и тиме постигло најниже енергетско стање), молекул кисеоника због своје електронске структуре представља бирадикал.

У реакцијама са нерадикалима, молекул кисеоника прима електроне и попуњавају се  празна места у  орбиталама, при чему мора да се изврши инверзија спина примљених електрона, што захтева одређено време и додатну енергију. Типични органски молекули који служе као супстрати за оксидацију (као што је –CH-OH део малата или изоцитрата тј. угљени хидрати или масти) не садрже неспарене електроне; то су ковалентне везе, у стабилној форми од два електрона са антипаралелним спиновима. Да би молекулски кисеоник, О2 примио пар електрона са супстрата, једном од електрона кисеоника или једном од електрона из долазећег пара електрона са супстрата треба да се инвертује спин. Процес се одиграва у неколико корака и сви они имају високу енергију активације, те се може рећи да за инверзију спина електрона постоји велика термодинамска баријера. Постојање ове баријере успорава директну оксидацију –C-H веза у органским молекулима и спречава спонтано сагоревање. 

У реакцијама непотпуне редукције кисеоника формирају се интермедијерне форме кисеоника тј. кисеонички слободни радикали ( КСР ) : 

· супероксид анјон радикал ( -O2· )

· водоник-пероксид (H2O2) – по дефиницији није прави радикал
· хидроксилни радикал (OH·)

· "синглетни" кисеоник ( 1O2 )٭
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Слика 1. настанак кисеоничких слободних радикала.
Под појмом слободни радикали подразумева се сваки атом, група атома или молекул са једним или више неспарених електрона у спољашњој орбитали. У нерадикалским атомима и молекулима и приликом грађења једињења са ковалентним везама (где се веза састоји од једног или више парова електрона) електрони који су придружени овим супстанцама, су спарени и захваљујући томе  молекули су релативно стабилни и нереактивни. Губитком или додавањем електрона преводи се атом или молекул у нестабилно и много реактивније стање. Због тога се слободни радикали могу означити као супстанце са "отвореним" или "половичним" везама што условљава њихову високу реактивност са свим биолошким макромолекулима као и могућност оксидативног оштећења ћелија. У организму  се стварају бројни радикали и у физиолошким и у патолошким условима.

Кисеонички  слободни радикали (ROS – reactive oxygen species) су интермедијерни производи непотпуне редукције кисеоника у ћелији. Молекуларни кисеоник, О2  као обавезни чинилац аеробног метаболизма, у ткивима сисара служи као последњи акцептор електрона у оксидативним процесима. У процесу ткивног дисања, на респираторном ланцу, молекуларни кисеоник се потпуно редукује до воде, сукцесивним примањем четири електрона. Тиме се, у процесу оксидативне фосфорилације, обезбеђује енергија неопходна за функционисање ћелије. Међутим, парадоксално је да, међупроизводи парцијалне редукције молекулског кисеоника у ћелији, у специфичним околностима, могу директно или посредовањем у стварању других радикала да доведу до оксидативног оштећења ћелија и ткива. Квантитативни значај реактивних врста кисеоника (ROS) лежи у чињеници да људски организам потроши дневно 250g кисеоника, а да се 2 – 5% кисеоника које организам користи преводи у супероксид анјон радикал ( -О2·). Насупрот првим констатацијама да су ROS само штетни нус-продукти метаболизма, новијим истраживањима дефинисано је да они учествују у физиолошким процесима ћелијске трансдукције и регулације. Слободни радикали могу бити и регулаторни молекули у биохемијским процесима. Лимфоцити и фибробласти непрестано стварају мале количине супероксид анјон радикала који има функцију регулатора раста. Продукција кисеоничних слободних радикала је од значаја за ћелију јер они могу имати улогу унутарћелијских секундарних гласника. Слободни радикали се, дакле, контролисано стварају у току физиолошке метаболичке активности ћелија и укључени су у многе функције ћелије in vivo. Ова, на први поглед, парадоксална чињеница да ROS учествују у интраћелијским сигналним процесима као физиолошки биомолекули може се најједноставније и најбоље објаснити зависношћу од њихове концентрације. Слободни радикали могу, међутим, постати веома реактивни и штетни за ћелију ако се њихова продукција измакне чврстој контроли.

МЕСТА ПРОДУКЦИЈЕ И УЛОГЕ СЛОБОДНИХ РАДИКАЛА У ФИЗИОЛОШКИМ ПРОЦЕСИМА  IN VIVO

У биолошкој средини слободни радикали се продукују у малим количинама током неких основних биохемијских процеса у ћелији : 

· оксидативна фосфорилација у митохондријама (респираторни ланац, тј. ткивно дисање)

· оксидативна хидроксилација у микрозомима

· аутооксидација малих молекула

· фагоцитоза

· синтеза еикосаноида (метаболичка каскада арахидонске киселине)

· као продукти каталитичких реакција ензима: ксантин оксидазе, моноамино оксидаза, полиамино оксидаза, диамино оксидаза, алдехид оксидазе и дихидрооротат дехидрогеназе

· липидна пероксидација незасићених масних киселина

Један од најважнијих процеса при коме се ствара супероксид анјон радикал је оксидативна фосфорилација. У току транспорта електрона дуж респираторног ланца у унутрашњој мембрани митохондрија постепеним примањем четири електрона молекуларни кисеоник се потпуно редукује до воде. Овај процес је праћен постепеним ослобађањем енергије у виду високоенергетског једињења ATP -а. Осим комплекса I тј. комплекса НADH-CoQ редуктазе и редукованих форми CoQ, учесници респираторног ланца чврсто везују делимично редуковане интермедијере кисеоника те не долази до њиховог "цурења" са респираторног ланца. комплекс I и редуковани CoQ редуковане интермедијере кисеоника не везују тако чврсто па може да дође до њиховог "отицања". То се нарочито дешава у условима исхемије и недостатка кисеоника као крајњег акцептора електрона, када долази до гомилања редукујућих еквивалената на нивоу CoQ. Због своје хемијске структуре (хинон) CoQ лако прима електроне при чему се редукује примањем једног електрона до семихинонског радикала и надаље примањем још једног електрона до хидрохинона. У присуству мале количине молекуларног кисеоника у исхемији, а нарочито у процесу спонтане, хирушке или медикаментозне реперфузије, редуковане форме CoQ спонтано аутооксидују. У процесу аутооксидације у реакцији са молекуларним кисеоником семихинонски радикали се оксидују у хинон а једновалентном редукцијом кисеоника настаје супероксид анјон радикал.
фагоцитоза - ROS су део одбрамбеног арсенала професионалних и факултативних фагоцитних ћелија (неутрофила, моноцита, макрофага и еозинофила) и део каскадних догађаја у антимикробној активности фагоцитних ћелија. Fагоцитоване честице у овим ћелијама изложене су великој количини супероксида који се ствара у процесу тзв. респираторне експлозије која настаје након активације НADPH оксидазе, која је по свој прилици смештена на спољашњој страни плазма мембране: (O2 + НADPH +H+ → -O2· + НADP+). 
Током фагоцитозе, плазма мембрана инвагинира, тако да се супероксид отпушта у вакуоларни простор. Међутим, због своје релативно мале реактивности изгледа да сам супероксид није довољан за уништавање микроорганизама. За то је највероватније одговоран водоник-пероксид који настаје дизмутацијом супероксида у присуству супероксид дизмутазе: (2H+ + 2 -O2· → H2O2 + O2). Поред тога, лизозомалне мијелопероксидазе фагоцита (Fe-хем ензим) користе H+ као косупстрат и у присуству Cl- стварају хипохлорну киселину и хидроксилни радикал (H2O2 + Cl- → HOCl + OH·). Хипохлорна киселина може оксидисати многе биолошке молекуле, а нарочито редуковане тиол-групе и остатке метионина. У киселој средини фагоцитне вакуоле или у околини ћелијске мембране, супероксид може бити протонизован у перхидроксилни радикал, HO2· (-O2· + H+ →  HO2·) који је много реактивнији од супероксида и веома цитотоксичан. Све ово резултира атаком на мембрану и друге компоненте бактеријских ћелија и евентуално доводи до њихове лизе. Цео процес траје 30 до 60 минута и тражи велики утрошак кисеоника. 
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Слика 2. Настанак кисеоничних радикала у процесима повезаним са фагоцитозом.
ОШТЕЋЕЊА ТКИВА ИЗАЗВАНА СЛОБОДНИМ РАДИКАЛИМА

У условима неконтролисаног стврања слободних радикала њихова количина може превазићи антиоксидантни капацитет ћелије и тада настаје тзв. оксидативни стрес. Оксидативни стрес је ситуација у којој је равнотежа између прооксиданаса и антиоксиданаса у ћелији померена на страну прооксиданаса. Хиперпродукцију слободних радикала могу фаворизовати следећи егзогени фактори: 
· јонизационо зрачење (UV, видљиво, термално)

· вишак слободних метала са промењивом валенцом

· метаболизам токсичних једињења и лекова

· вишак кисеоника и повећана концентрација кисеоника.

Оксидативни стрес који прати или је узрок настанка многих патолошких стања у организму може настати и из ендогених разлога: 

· повећана фагоцитна активност на месту оштећења ткива

· оштећења митохондријалног респираторног ланца

· активација метаболизма арахидонске киселине

· делокализација метала са променљивом валенцом и ослобађање хем протеина

· смањење заштитног капацитета ћелије (редукован ниво антиоксидантних ензима и неензимских антиоксиданаса, губитак или деструкција антиоксиданаса).

Неки од наведених фактора могу деловати истовремено у процесу стварања слободних радикала, који затим реагују са полинезасићеним масним киселинама липида, амино ацил ланцима протеина или остацима база и шећера нуклеотида и нуклеинских киселина. Оксидација ових биолошки важних молекула контрибуира у патогенези бројних патолошких стања. Као најзначајнији процес оштећења ћелија означен је процес липидне пероксидације.


Пероксидација липида - Стварање липидних слободних радикала и липидних пероксида је значајна карактеристика ћелијског оштећења изазваног кисеоничким слободним радикалима. Овај тип реакције познат као аутооксидација слободних радикала, је ланчана, прогредијентна и најчешће иреверзибилна реакција. Иницијацију липидне пероксидације започиње било који оксиданс способан да одузме атом водоника из метиленске групе (-CH2-) која се налази у α-положају од места двогубе тј. незасићене везе у угљоводоничном ланцу полинезасићених масних киселина у мембранским фосфолипидима. Реакцију обично започиње хидроксилни радикал локално синтетисан из водонок-пероксида у присуству Fe2+ јер поседује највећи оксидациони потенцијал. По одузимању водониковог атома (протона и електрона) на C-атому незасићене масне киселине остају неспарени електрон и формира се липидни слободни радикал (алкил-радикал). Из насталог алкил-радикала незасићене масне киселине у процесу интрамолекуларног распоређивања двогубих веза настају коњуговани диени као даљи примарни продукти пероксидације. У реакцији коњугованих диена и молекуларног кисеоника, односно алкил-радикала и активног кисеоника ствара се пероксил радикал (LOO· ). Настали липидни пероксил радикал поседује довољан оксидативни потенцијал да одузме водоник из суседног молекула незасићене масне киселине, при чему настаје липидни хидропероксид и нови алкил-радикал. На овај начин се покреће аутокаталитички циклус процеса липидне пероксидације. Премештањем електрона у липидним слободним радикалима почиње деградација липида. Липидни хидропероксиди представљају стабилне молекуле али у присуству јона гвожђа (Fe2+) долази до њихове разградње и настанка перокси или алкокси радикала, који поседују довољан оксидациони потенцијал да пренесу даље процес липидне пероксидације. Међусобна реакција два перокси радикала може бити извор ексцитираног синглетног кисеоника који може да делује на суседне молекуле незасићених масних киселина формирајући хидропероксиде. Оксидацијом алкокси радикала настаје дихидропероксид који се спонтано разграђује до испарљивих кратколанчаних угљоводоника (етан и пентан). Производи деградације липида су продукти који садрже карбонилне групе као што су ноненал, 4-хидрокси-пентенал и кратколанчани малондиалдехид (MDA) који настаје из масних киселина са три и више двоструких веза. MDA је солубилан, појављује се у плазми и урину и најчешће је одређивани индикатор липидне пероксидације и оксидативног стреса. Ланчану реакцију пероксидације липида прекидају антиоксиданси, као напр. витамин Е, који у две узастопне реакције дају електроне и тако стварају стабилна оксидована једињења. Последице пероксидације липида су губитак полинезасићених масних киселина, промене у пермеабилности мембрана, ефекти на каталитичке мембранске протеине, промењен јонски транспорт, ослобађање различитих једињења из ћелијских органела и стварање цитотоксичних метаболита липидних пероксида (алканала, алкенала и алкана). Ова једињења стварају Schiff-ove базе са амино групама, реагују са –SH групама, инактивишу ензиме и имају цитотоксичне особине. 
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Оксидација протеина - Оксиданси и слободни радикали могу атаковани све конститутивне амино киселине протеина. Последица тако насталих модификација амино киселина су промене у терцијерној структури протеина. Интерреакција радикала са костуром полипептидног ланца и интерференција са функционалним групама пептидних веза може довести и до модификације секундарне структуре. У оксидативном стресу може доћи до деструкције протеина, а мета слободних радикала су и екстрацелуларни и интрацелуларни протеини. Протеини могу бити оштећени директно због специфичних интерреакција са слободним радикалима, или индиректно, јер слободни радикали активирају протеолитичке ензиме.
Оксидативно оштећење DNA - Кисеонички слободни радикали су главни узрочници оштећења DNA. До сада је идентификовано двадесетак оксидативно промењених молекула DNA. Значајан механизам оштећења DNA је неспецифично везивање Fe2+ за DNA што омогућава локализовану продукцију хидроксилних радикала. Последице атака слободнох радикала на DNA су одвајање и цепање ланаца DNA и хидроксилација конститутивних база у молекулу DNA. У реакцији OH· са деоксигванозином (dG) ствара се 8-OH-dG, због чега се повећава учесталост уграђивања неодговарајућих база, како на месту оштећене базе тако и на суседним местима. Овај податак сугерише мутагену природу оштећења DNA изазваних слободним радикалима. Изгледа да је оштећење DNA рани догађај у ћелији која је изложена оксидативном стресу. Од капацитета ендогених интрацелуларних антиоксиданаса или механизама за поправку оксидативно оштећене DNA зависи степен осетљивости различитих ћелијских популација и исход који може бити смрт ћелије или мутација.
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Слика 4.  Парцијална редукција молекуларног кисеоника и стварање кисеоничких слободних радикала

Superoksid anjon radikal (¯O2· ), први у низу ROS настаје једноелектронском редукцијом молекуларног кисеоника у својој јонизованој форми, односно као хидропероксидни радикал (.HO2) у својој протонизованој форми. Супероксид анјон има само један неспарени електрон и мање је реактиван него кисеоник који има два неспарена електрона. Овај први корак у поступној редукцији кисеоника није термодинамски повољан и захтева умерено јак редукциони агенс који може да буде донор једног електрона. Ензими који катализују редукцију кисеоника, као што је цитохром оксидаза у репираторном ланцу, морају да имају механизам којим ће "заобићи" енергију неопходну за  инверзију спина и/или енергију потребну за трансфер првог електрона. Наравно, морају имати активна места да спрече интеракцију парцијално редукованих форми кисеоника са другим целуларним компонентама.

 У биолошкој средини због вредности редокс потенцијала ¯O2·/O2 супероксид се радије понаша као редукујуће, него као оксидујуће средство. Он редукује хиноне (CoQ) и цитохром с, а оксидује витамин C, витамин Е, катехоламине, тиоле и хемопротеине. Није липосолубилан, не дифундује далеко од места настанка, што значи да оксидативна оштећења генерише у непосредној околини свог настанка. У присуству метала са променљивом валенцом (прелазни метали) супероксид анјон радикал може значајно да повиси свој редокс потенцијал претварајући се у хидроксилни радикал који поседује јака оксидациона својства. При физиолошким вредностима рН може да дође до спонтане дизмутације два супероксида и да настане водоник-пероксид.
Vodonik-peroksid (H2O2) је полуредуковани облик кисеоника, не поседује неспарени електрон, па уствари и није прави слободни радикал. Убраја се у ROS јер се лако преводи у хидроксилни радикал (OH· ). Може да настане на неколико начина:

· двоелектронском редукцијом молекуларног кисеоника

2H+ + O2 + e- + e- → H2O2
· једноелектронском редукцијом супероксид анјон радикала

¯O2· + e- + 2H+ → H2O2
· реакцијом дизмутације супероксид анјон радикала 

¯O2· + ¯O2· +2H+→ H2O2
Водоник-пероксид је неполаран, липосолубилан молекул који лако пролази ћелијске и унутарћелијске мембране, док му је полуживот много дужи него полуживот супероксид анјон радикала. Из тог разлога, водоник-пероксид може бити узрок оштећења ћелија далеко од места свог настанка. У ћелији водоник-пероксид може да има неколико метаболичких путева. Може бити метаболисан са једним од два антиоксидативна ензима, глутатион пероксидазом (GSH-Px) или каталазом. У нешто лошијем сценарију, у присуству слободних јона метала са променљивом валенцом као донора електрона, најчешће Fe2+ и Cu2+, водоник пероксид се у тзв. Fenton-овој реакцији редукује у хидроксилни радикал ( OH· ). Хидроксилни радикал се ствара, такође и у Haber -  Weiss-овој реакцији. Настанак хидроксилног радикала од водоник пероксида у овим реакцијама на поједностављен начин, може да се прикаже једначинама:
Fenton-ova reakcija

     Fe2+  + H2O2 → Fe3+ + OH· + OH-
Haber –Weiss- ova reakcija
     O2·  + H2O2 → O2 +  OH-  + OH·
Hidroksilni radikal (OH·), настаје као продукт непотпуне редукције молекуларног кисеоника примањем три електрона. Он је застрашујуће реактиван и веома токсичан. Без икакве дискриминације реагује са било којим молекулом у својој близини. Због своје величине и електронегативности хидроксилни радикал често реагује и оштећује молекуле DNК, протеина, угљених хидрата и липида, а ћелије су нарочито осетљиве на оксидативно оштећење макромолекула, јер су они витални за ћелију и има их мање него малих молекула.

Хемијска реактивност слободних радикала је разноврсна. Морају се узети  у обзир величина молекула радикала, његова наелектрисаност, као и растворљивост у липидима. Обзиром да је водоник-пероксид неполаран, он  лако пролази липидне мембране, док супероксид анјон радикал због свог наелектрисања ћелијску мембрану вероватно пролази посредством анјонских канала. Иако су дифузибилни, ова два ROS немају високу оксидациону способност, за разлику од хидроксилног радикала; будући и да водоник-пероксид и супероксид анјон радикал доприносе настајању хидроксилног радикала, чини се да је непосредни оксидативно модификујући агенс ћелијских макромолекула хидроксилни радикал, док су водоник-пероксид и супероксид анјон првенствено посредници у транспорту оксидативних оштећења.

НИТРОЗАТИВНИ СТРЕС
Азот моноксид (NO- nitric oxide) је откривен 1980. као ендотелни фактор релаксације а идентификован као NO 1987. године. Синтетише се у макрофагама, ендотелним ћелијама крвних судова (и у другим ћелијама) из L-аргинина уз каталитичку активност ензима азот-моноксид синтазе (NO-синтаза). Ензим NO-синтаза има више изоформи: конститутивне (неурална/неуронска (nNOS, NOS-1) и ендотелна (eNOS, NOS-3)), митохондријална и индуцибилна NO-синтаза (iNOS, NOS-2). NO се синтетише из L-аргинина под дејством азот-оксид синтазе (NOS), која катализује реакцију L-аргинина, NADPH и кисеоника, при чему, као производи настају NO, цитрулин и NADP. Конститутивне NO-синтазе, неурална и ендотелна су Cа2+-зависне и продукују NO фазно, као одговор на физиолошке стимулусе (посебно у CNS-у). Дејством конститутивних ензима настају краткоживећи NO-молекули чије се дејство мери секундама и минутима. Активност индуцибилне NO-синтазе не зависи од Cа2+, она може индуковати продукцију NO током дужег периода (сатима и данима); индукцију њене експресије стимулишу цитокини или продукти неких микроорганизама.
Азот-моноксид, NO, спада у слободне радикале, има један неспарен електрон и као такав је веома реактиван, делује као интрацелуларни сигнални молекул, синтетише се ендогено и важан је у регулацији/модулацији многих физиолошких процеса.  Спада у липофилне молекуларне медијаторе захваљујући томе што лако дифундује кроз ћелијске мембране. У ендотелу крвних судова регулише вазодилатацијски тонус а преко њега има утицај на регулацију крвног притиска. Остале познате улоге NO су:

- инхибиција агрегације тромбоцита,

- инхибиција адхезије леукоцита,

- регулација пролиферације глатких мишићних ћелија,

- у  CNS-у делује као неуротрансмитер који има улогу у процесу памћења, у координацији неуралне активности и протока крви у мозгу као и у процесу модулације бола,

- има улогу у механизму функционисања периферних неадренергичких и нехолинергичких неурона који зависе од NO (неурогена вазодилатација, у GI тракту утиче на мотилитет црева, има респираторне и генито-уринарне функције). Такође, NO има своје улоге у пролиферацији ћелија и процесу апоптозе. Готово све функције NO се заснивају на активацији ензима гуанилат-циклазе и порасту концентрације цикличног гуанозин монофосфата (cGMP) у циљним ћелијама. Поремећаји у продукцији NO могу да буду повезани са различитим обољењима (атеросклероза, хипертензија, дијабетес, хиперлипидемија, канцер, артритис, неуродегенеративна обољења, мигрена, епилепсија, мождани удар, Паркинсонова и Алцхајмерова болест, амиотрофична латерална склероза). У макрофагама, у оквиру имунског система, под утицајем индуктивне  NOS (iNOS) се стварају велике количине NO које учествују у убијању патогених бактерија, вируса и гљивица. На овај начин могу да се препознају и убију и туморске ћелије. Ипак, код прекомерне активације iNOS, у аутоимунским болестима може да дође до оштећења сопствених ћелија организма. Механизам цитотоксичности NO се заснива на инхибицији стварања АТР-а и инхибицији синтезе DNK. Азот-оксид, NO, реагује и са реактивним врстама кисеоника при чему настају још токсичнији продукти (пероксинитрит). Важан је фактор у регулацији експресије гена. Због своје липифилности може да реагује са свим битним макромолекулима (протеинима, угљеним хидратима, липидима и нуклеинским киселинама). Значај NO у живим организмима детерминисан је његовим реакцијама са таргет молекулима; ове реакције условљене су његовим хемијским окружењем. Биолошка реактивност NO може се сумирати у четири основна метаболичка пута:
- деструкција NO у реакцији са хемоглобином,

- активација гуанилат циклазе,

- трансформација у пероксинитрит и 

- интеракција са тиол групама.

NO може директно да реагује са циљним молекулима (директно дејство) или може да прво реагује са кисеоником и/или супероксид анјон радикалом при чему настају реактивне врсте азота, нарочито је значајан и врло реактиван пероксинитрит (индиректно дејство).
Табела 1. Реактивне врсте азота.
	РАДИКАЛИ
	НЕРАДИКАЛИ

	NO.           азот моноксид
	HNO2            азотаста киселина

	NO2.          азот диоксид
	NO2-              азот диоксид анјон

	ONOO.     пероксинитрит
	N2O3             азот триоксид

	
	N2O4             азот тетраоксид

	
	NO2+             нитронијум (нитрил) јон

	
	ONOOH       пероксиазотна киселина

	
	ONOO-         пероксинитрит анјон

	
	ROONO       алкил пероксинитрит

	
	NO-               нитроксил анјон (синглет и триплет)       

	
	NO+              нитрозил катјон

	
	NO2Cl          нитрил хлорид


У патолошким условима стварања реактивних врста азота (RVA) и реактивних врста кисеоника (RVK) активира се антиоксидативни одбрамбени систем АОS. У овим реакцијама долази до врло сложених узајамних интерреакција које имају за циљ отклањање негативних последица деловања пероксинитрита. NO и RVA реагују са глутатионом тј. са његовом сулфхидрилном групом (-SH група у оквиру GSH), при чему настаје S-нитрозо-глутатион (GSNO). S-нитрозо-глутатион може да реагује као супстрат или као инхибитор ензима који као свој ко-супстрат користе глутатион. Супероксид дизмутаза (SOD) дизмутацијом супероксид анјон радикала и његовим превођењем у водоник пероксид спречава стварање пероксинитрита.
АНТИОКСИДАНТИ И АНТИОКСИДАТИВНА ОДБРАНА

Детоксикација реактивних кисеоничких радикала је предуслов живота у аеробним условима. Због тога су током еволуције аеробни организми развили значајан антиоксидантни заштитни систем за спречавање стварања и хватање радикала као и поправку оштећења изазваних кисеоничким радикалима. Заштита од оксидативног стреса у биолошким системима остварује се захваљујући антиоксидансима, тј једињењима која сакупљају и хватају радикале и системима унутарћелијских и ванћелијских антиоксидантних ензима. Биолошки антиоксиданси се могу дефинисати као супстанце које, када су присутне у малој количини у односу на количину супстрата, могу одложити или спречити оксидацију тог супстрата, тј. као једињења која штите биолошке системе од потенцијално штетних ефеката процеса или реакција које проузрокују интензивне оксидације. Биолошки антиоксиданси се класификују на неколико начина: као унутарћелијски и ванћелијски, ензимски и неензимски, егзогени и ендогени, липосолубилни и хидросолубилни, а своје ефекте остварују на један или више начина:

· смањивањем локалне концентрације кисеоника,

· спречавањем иницијације процеса стварања слободних радикала,

· везивањем металних јона спречава се настанак радикала,

· разлагањем пероксида и

· прекидањем ланца стварања нових слободних радикала.

Ензимски антиоксидативни систем

Главни заштитни систем одбране од ROS чини низ различитих антиоксидативних ензима: супероксид дизмутаза, SOD, глутатион пероксидаза, GPx, GSH-Px; каталаза, CАТ, глутатион редуктаза, GR, глутатион S-трансфераза, GST, тиоредоксин редуктаза, хем-оксигеназе и биливердин редуктаза. Међу овим ензимима најважнија је каскада ензима "прве линије" одбране у елиминацији примарних производа парцијалне редукције молекулског кисеоника: супероксид дизмутаза, SOD, глутатион пероксидаза, GPx, каталаза, CАТ (види табелу 1).
Табела 2. Антиоксиданси у биолошким системима.

	Антиоксиданс
	Особине

	Ензимски

	супероксид дизмутазе
	Mn- или Cu/Zn-зависне; цитосолне или митохондријске; инактивишу  -О2·

	глутатион пероксидазе
	Sе-зависне, не-Sе-ензими (неке глутатион С-трансферазе); цитосолне, митохондријске; инактивишу пероксиде

	каталаза
	хем-ензим; пероксизоми; инактивише пероксиде

	Помоћни ензими

	глутатион редуктаза
	преводи GSSG у GSH

	NADPH-хинон окидоредуктаза

 (DТ-дијафораза)
	вероватно укључена у продукцију ROS код инфертилних мушкараца 

	хидроксилаза епоксида
	

	ензими конјугације
	UDP - глукуронилтрансфераза

	
	сулфонил трансфераза

	
	глутатион С-трансферазе

	донори NADPH
	дехидрогеназа глукозо-6-фосфата

	
	дехидрогеназа 6-фосфоглуконата

	
	дехидрогеназа изоцитрата

	
	Трансхидрогеназе

	транспортни систем
	за GSSG

	
	за коњугате ксенобиотика

	Неезимски

	α-токоферол 

(витамин Е)
	липосолубилан; мембрански; прекида реакције радикала

	β-каротен
	липосолубилан; хватач синглет кисеоника

	аскорбинска кис. 

(вит. C)
	хидросолубилна; цитосолна; регенерише α-токоферол; прекида реакције радикала

	глутатион (GSH)
	хидросолубилан; различите антиоксидантне функције

	мокраћна киселина
	плазма; сакупљач радикала

	албумин
	плазма; везује јоне Fе и Cu

	церулоплазмин
	плазма; везује јоне Cu

	трансферин
	плазма; везује слободно гвожђе

	хаптоглобин
	плазма; везује слободни хемоглобин


Ови ензими каталитички метаболишу слободне радикале (SOD преводи -О2· у H2О2), или реактивне кисеоничке међупроизводе у мање токсична или нетоксична једињења (у случају H2О2 то раде глутатион пероксидазе или каталаза). Обзиром да супероксид дизмутаза редукује -О2· у H2О2, који може бити преведен у веома токсичан ОH·, веома је значајно да антиоксидантни ензими делују синхронизовано, тј. да глутатион пероксидаза и каталаза делују заједно са SOD и разложе створени H2О2. У ћелији постоје и други значајни ензимски системи, као што је ензимски систем за регенерацују редукованог глутатиона, GSH у коме глутатион редуктаза има кључну улогу, па такође припада овом антиоксидантном систему (слика бр. 5). Неопходно је, такође, да ћелија има довољно косупстрата неопходних за активност антиоксидантних ензима, па су и ензими који катализују реакције стварања NADPH (дехидрогеназа глукозо-6-фосфата, дехидрогеназа 6-фосфоглуконата, дехидрогеназа изоцитрата и трансхидрогеназе), такође, део антиоксидантног ензимског система.
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Слика 5. Антиоксидантни ензимски систем одбране од дејства слободних радикала

Помоћни ензими овог система су и ензими који катализују реакције које доприносе смањењу продукције кисеоничних радикала (NADPH-оксидоредуктаза хинона, хидроксилазе епоксида), као и ензими који коњугују токсичне интермедијере у метаболизму ксенобиотика (глутатион S-трансферазе, сулфонил трансферазе, UDP–глукуронил-трансферазе; табела 1). Систем за транспорт реактивних једињења из ћелије, слободних или коњугованих (систем за експорт редукованог глутатиона и коњугата ксенобиотика), такође су део ћелијског детоксикационог система.

Супероксид дизмутаза 
Супероксид дизмутазе (супероксид: супероксид оксидоредуктаза Е.C. 1.15.1.1.) су откривене 1938. године. Њихово присуство описано је у свим аеробним организмима. Катализују реакцију дизмутације супероксид анјон радикала (-О2·) у водоник-пероксид према једначини која је иста као за спонтану дизмутацију, али је константа брзине за ензимски катализовану реакцију око хиљаду пута већа: 

2H+ +  2-О2· → H2О2 + О2 

слика 5); при овој реакцији један молекул -О2· се оксидише у О2, а други редукује у H2О2. За ове ензиме је карактеристично да се у ћелији налазе у релативно великим количинама, имају специфичну локализацију у органима и субћелијским структурама и скоро све за своју активност траже присуство метала: бакра, цинка, мангана, гвожђа (везаног у хем). Еукариотски организми садрже две интрацелуларне форме металоензима: цитозоларни димер Cu/Zn-SOD и тетрамер Mn-SOD која је локализована у митохондријама. Откривена је и посебна изоформа која у свом молекулу садржи бакар и цинк, али је веће молекулске масе, различитог аминокиселинског састава и другачијих антигених особина. Будући да је откривена у екстрацелуларној течности, предложен је назив екстрацелуларна супероксид дизмутаза, EC-SOD, мада испитивања показују да је присутна и у ткивима. Апофермент SOD је лишен каталитичке активности; бакар и манган учествују у транспорту електрона са -О2· на H+ у процесу дизмутације, док цинк утиче на стабилност ензима и стабилност ензим-супстрат комплекса. Ако продукција супероксидног радикала настаје на местима физички одвојеним или довољно удаљеним од места локализације супероксид дизмутазе, -О2· може избећи реакцију дизмутације катализовану SOD што фаворизује настајање хидроксилног радикала и последично може да доведе до веома интензивних оксидативних оштећења. Разлагање H2О2, који је настао дизмутацијом са супероксид дизмутазом или двоелектронском редукцијом О2, катализују  глутатион пероксидаза или каталаза (слика 5). 

Cu/Zn – SOD изоензим – молекулска маса ензима је 32 kDa, он је хомодимер тј. има две исте субјединице, повезане дисулфидним мостом, од којих свака има по 151 амино-киселину. Свака субјединица садржи по један атом Cu2+ и један атом Zn2+. Метални јони су смештени у активном центру ензима, везани су за исту амино-киселину (хистидин у положају 61) и чине биметални комплекс. Функција Cu2+ је везана за каталитичку активност ензима; уколико се бакар одвоји од апоензима следи губитак каталитичке функције; додатком Cu2+ поново се успоставља ензимска активност, али то се не догађа уколико се вежу неки други метални катјони. У току реакције дизмутације Cu2+ мења своју валенцу, тј. трпи реакцију редукције и оксидације примајући и отпуштајући електроне. Цинк има функцију да стабилизује просторну конформацију ензима; Co2+ и Hg2+ га могу заменити у одржавању стабилности ензима. Само холоензим има каталитичку активност. Cu/Zn–SOD је врло стабилан ензим. Може се инактивирати производом реакције, H2O2, нарочито при вишим вредностима рН; механизам инактивације ензима подразумева редукцију Cu2+ у Cu+. Исто тако, ензимска активност може се регулисати присуством оксиданаса који индукују синтезу iRNА за Cu/Zn–SOD. Ген одговоран за синтезу Cu/Zn–SOD код човека се налази на 21. пару хромозома. Ензим је нађен у скоро свим ткивима, а највише активности су забележене у мозгу, надбубрежним жлездама, јетри и бубрезима, има га и у плазми и еритироцитима. Што се ћелијске дистрибуције тиче, Cu/Zn–SOD је првенствено цитозолски ензим, али је мала активност ензима нађена и у ћелијској мембрани, једру, интермембранском простору митохондрија и лизозомима.

Мn – SOD изоензим – је тетрамер молекулске масе 80 kDa. За каталитичку активност ензима неопходан је Мn2+, исто као код Cu/Zn–SOD где ту функцију обавља Cu2+, и овде, одвајањем Мn2+ долази до губитка функције ензима и она се не може повратити додавањем других двовалентних јона. Мn–SOD је митохондријални ензим. Синтетише се у цитозолу, а у матрикс митохондрија упућује се сигналним пептидом којег добија посттранслационо. Манган зависна супероксид дизмутаза је у литератури први пут описана 1973. године. Ген за хуману Мn–SOD налази се на 6. пару хромозома.


ЕС – SOD – екстрацелуларна форма SOD откривена је и описана 1982. године. Ген за хуману ЕС–SOD налази се на 4. пару хромозома. Ензим је гликопротеин са високим садржајем угљених хидрата везаних за аспарагинску киселину у 89. положају примарне структуре; угљено-хидратни садржај  омогућава екстрацелуларну локализацију ензима, као и способност везивања за хепарин и друге гликозаминогликане. Присутна је у међућелијском простору и екстрацелуларној течности; то је секреторни ензим, молекулске масе 135 kDa, састоји се од четири идентичне субјединице, са по 222 аминокиселинских остатка свака. По својој структури слична је цитозоларној Cu/Zn–SOD, али се њихове антигенске особине потпуно разликују. ЕС–SOD синтетишу фибробласти, глијалне ћелије, хондроцити, ендотелне ћелије и макрофаги. Уклањањем супероксида, ЕС–SOD остварује још једну важну улогу: регулише и модификује дејство NO и тиме смањује нитрозативни стрес. 

Каталаза 

Каталаза (водоник-пероксид: водоник-пероксид оксидоредуктаза;  Е.C.1.11.1.6.) је ензим присутан у свим ткивима сисара, а такође, имају га и скоро све аеробне, па чак и неке анаеробне бактерије. Јетра и еритроцити су ткива која су најбогатија каталазом, док је веома ниска активност овог ензима нађена у мозгу, срцу и скелетним мишићима. Ћелијска локализација ензима је ограничена на места где се највише ствара њен супстрат, водоник-пероксид; у пероксизомима и митохондријама. Структурно, каталаза се састоји од четири субјединице од којих свака садржи хем-групу (тј. хемин = Fе3+ протопорфирин) која улази у активни центар ензима. За своју каталитичку активност каталаза не тражи присуство активатора, а инхибиторно дејство показују азид, цијанид и специфични инхибитор – аминотриазол. Структурни ген за хуману каталазу налази се на 11 хромозому.  Каталаза нема изоензиме, генетски условљене ензимске варијанте, али постоји неколико различитих изоформи које настају посттранслационом модификацијом апоензима и све настају иреверзибилном оксидацијом SH група. Сем процеса оксидације и промена наелектрисања ензима под утицајем различитих фактора присутних у серуму може да проузрокује појаву различитих изоформи каталазе у серуму.

Каталаза разграђује водоник-пероксид до молекуларног кисеоника и воде; у зависности од брзине настајања супстрата, водоник-пероксида, и концентрације донора водоника одвијаће се каталазни или пероксидазни тип реакције. У каталазном типу одигравања реакције као донор водоника користи се  други молекул H2О2, док у случају пероксидазног типа као донори водоника и електрона користе различита органска и неорганска једињења. У физиолошким условима продукције H2О2 (пероксидазни тип реакције је доминантан), због својих кинетских особина, главну улогу у разлагању водоник пероксида има глутатион пероксидаза; Михаелисова константа, Кm глутатион пероксидазе за разлагање H2О2 је мања него Кm каталазе односно пероксидаза има већи афинитет за разлагање H2О2 у односу на каталазу. Изузетно, када концентрација глутатиона опада или продукција H2О2 расте (каталазни тип реакције), каталаза узима активно учешће у детоксикацији ткива од водоник-пероксида.
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 Слика 6.  Структура каталазе.
Глутатион пероксидаза 
Глутатион пероксидаза (глутатион: водоник пероксид оксидо-редуктаза,  Е.C.1.11.1.9.) чини фамилију ензима који катализују реакцију разлагања H2О2 и органских хидропероксида, укључујући и хидропероксиде масних киселина. Ту спадају:

· класична глутатион пероксидаза, GPx (GSH-Px)

· селен – независна глутатион пероксидаза
· фосфолипид – хидропероксид глутатион пероксидаза, РН-GPx
· форме глутатион пероксидаза присутне у крвној плазми.
Класична глутатион пероксидаза, заједно са фосфолипид–хидропероксид глутатион пероксидазом, глутатион пероксидазом из крвне плазме, селенопротеином Р и тетрајодтиронин 5'-дејодиназом, спадају у ензиме који за своју каталитичку активност у активном центру траже присуство активне форме селена, тј. селеноцистеина. Ензими имају различиту ткивну дистрибуцију: класична GPx и  РН-GPx су присутне у скоро свим ткивима, тетрајодтиронин 5'-дејодиназе има у тироидној жлезди, бубрегу и јетри, плазматска глутатион пероксидаза и селенопротеин Р су присутни само у крвној плазми.

По структури, класична глутатион пероксидаза је тетрамер, при чему свака субјединица у активном центру садржи по један грам-атом селена у форми селеноцистеина. Молекулска маса ензима може да варира од 76 до 92 kDa, најчешће 85 kDa. Осим селеноцистеина за функционисање GPx, потребне су и SH групе (8 молекула тиол група по молекулској маси ензима). Посебно је значајна SH група у близини активног центра (између два остатка цистеина у положају 81 и 281) која представља потенцијално место везивања редукованог глутатиона и других тиола, што може бити од значаја за регулацију каталитичке активности ензима. главна локализација ензима је у цитозолу. Највероватније је да је његова примарна улога у уклањању водоник-пероксида и спречавању H2О2 – зависног стварања реактивних оксиданаса. Још један ензим, окарактерисан као селеноензим, је значајан у заштити ћелијских мембрана од пероксидације. То је фосфолипид хидропероксид глутатион пероксидаза, изолована и окарактерисана 1982. године. Она поседује већи афинитет за ћелијске мембране, може да 
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Слика 7. ензимски антиоксидативни систем. 
редукује фосфолипидне хидропероксиде и холестерол хидропероксиде у ћелијској мембрани in situ, без претходног деловања фосфолипазе А2. По структури представља мономер, молекулске масе 20 kDa који такође у активном центру садржи селено-цистеин групу. 

Глутатион пероксидазе крвне плазме – представљају два селено-ензима: пероксидазу из плазме и из еритроцита. Плазматска GPx је тетрамер, молекулска маса субјединице је око 21,5 kDa а холоензима између 73 и 94 kDa. Оба ензима су гликопротеини, маноза и друге угљено-хидратне компоненте везане су преко азота аспарагинске киселине. Процес гликозилације протеина, као начин посттранслационе модификације ензима, одговоран је за различита антигенска својства плазматске у односу на еритроцитну глутатион пероксидазу. Осим антигенских, разликују се и у кинетским особинама које условљавају њихово различито каталитичко понашање. Глутатион пероксидаза плазме показује сатурациону кинетику у односу на редуковани глутатион, за разлику од еритроцитне, због тога активност ензима опада са порастом концентрације GSH преко 5 mmol/l.  Такође, различите су Кm вредности за фосфолипидне хидропероксиде; за плазматску GPx та вредност износи 2,6 μmo/l што условљава висок афинитет ензима за ове супстрате, а као последица ензимске активности концентрација ових продуката у хуманој плазми износи само 0,5 μmol/l. За разлику од плазматске, еритроцитна селен-зависна GPx је осетљива на промену концентрације селена, па се активност овог ензима може користити као функционални индекс процене дефицитарности селена.  

Глутатионски редокс циклус
Сви Sе-зависни ензими, као донор редукујућих еквивалената за редукцију супстрата (H2О2 или липидних хидропероксида) користе редуковани глутатион при чему се формира оксидовани глутатион и вода: 

H2О2 + 2GSH →   2H2О + GSSG  

Да би се одвијала континуирана редукција H2О2, неопходна је стална регенерација (ре-редукција) оксидованог у редуковани глутатион коју катализује NADPH - зависна глутатион редуктаза у реакцији:

GSSG + 2NADPH + H+ → 2GSH + 2NADP+. 

Централну улогу у тзв. глутатион редокс циклусу има глутатион, убиквитарни, мултифункционални трипептид са доказаним антиоксидативним дејством. Он је присутан у скоро свим ћелијама у релативно високим (милимоларним) концентрацијама и делује тако што контролише многе ћелијске функције штитећи ћелију од дејства ксенобиотика и слободним радикалима-изазваним оштећењима. Глутатион служи као нуклеофилни ко-супстрат глутатион трансферазама у детоксикацији ксенобиотика и као есенцијални донор електрона глутатион пероксидазама у редукцији хидро-пероксида при чему се он сам оксидује у дисулфидну форму. Поред глутатиона, компоненте глутатионског редокс циклуса су још и ензими: глутатион пероксидаза, глутатион трансфераза, глутатион редуктаза и кофакторска компонента NADPH. Редукована форма глутатиона је неопходни ко-супстрат за каталитичку активност ензима глутатион пероксидазе која редукује водоник-пероксид до воде и органске хидропероксиде до алкохола при чему долази до последичне оксидације глутатиона у дисулфидну форму. Активношћу глутатион редуктазе уз неопходно присуство NADPH врши се стална регенерација редукованог глутатиона.
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Слика 8. Структура трипептида глутатиона и глутатионски редокс циклус.
Неензимски антиоксиданси

Неензимски систем одбране од оксидативног стреса укључује липофилне и хидрофилне антиоксидансе (Табела 2) чија је интеракција са ензимским системом веома значајна у заштити ћелије. 

Алфа-токоферол и α – токотриенол су два облика витамина Е и природни мембрански антиоксиданси. Састоје се од токоферолне структуре, са метил-групама и фитилним бочним ланцем. Иницијална реакција оштећења ћелије у условима стварања слободних радикала почиње у ћелијској мембрани. Зато је значајно да су у њој присутни липосолубилни токофероли и токотриеноли (витамин Е), који функционишу као антиоксиданси, јер сакупљају слободне радикале или реагују са њиховим производима, пре свих са пероксил радикалима. Витамин Е је веома ефикасан у прекидању пропагације ланчане реакције пероксидације у мембранским липидима. У тој реакцији се ствара нови токоферил радикал (радикал витамина Е), који врло брзо постиже стабилну резонантну форму. Због тога, он има веома малу тенденцију да одузме водоников атом из липидних компоненти и на тај начин настави пропагацију пероксидације. Уместо тога, витамин Е радикал може директно да интерагује са липидним перокси радикалом, губећи још један водоников атом при чему постаје потпуно оксидован токоферил хинон. Значајну улогу у регенерацији токоферола има хидросолубилна аскорбинска киселина тј. витамин С.
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 Слика 9.  Витамин Е.
Каротеноиди су класа липосолубилних антиоксиданаса. Више од 50 каротеноида су прекурсори витамина А, али они имају и веома важне невитаминске функције. Бета-каротен је липофилни антиоксиданс, кога у ћелији има много мање него токоферола. Због своје боље растворљивости у мастима, каротеноиди пружају бољу заштиту у хидрофобнијим деловима ћелије. Бета-каротен делује тако што физички хвата синглет кисеоник, спречава ланчане реакције радикала и инхибира липооксигеназну активност. Извесна предност β-каротена у односу на витамин Е је и његова способност да своју антиоксидантну активност испољи и при ниском парцијалном притиску кисеоника.
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Слика 10. Антиоксидативно дејство витамина А.

Аскорбинска киселина (витамин С), за разлику од витамина Е и каротеноида, је хидрофилна и најзначајни је хидросолубилни антиоксиданс. Поред поменуте улоге у регенерацији α-токоферола, аскорбинска киселина може директно реаговати са супероксид анјоном и хидроксилним радикалом, као и са различитим липидним пероксидима. Због своје хидросолубилне природе витамин С је важан антиоксиданс у реакцијама прекидања ланчаних реакција унутар ћелије али и у екстрацелуларним течностима.
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Слика 11. Аскорбинска киселина као антиоксидант постоји у три облика, као: 

L-аскорбат = редуковани облик, аскорбинска киселина; AscH2
Аскорбил радикал = L-семидехидроаскорбат; AscH -
Дехидро- L-аскорбинска киселина; Asc 2- 
Убихинон (коензим Q - CоQ) има своју доказану улогу у респираторном ланцу, али је све више у жижи интересовања због његове особине да делује као антиоксиданс везан за ћелијске мембране. Претпоставка о таквој улози убихинона изнета је 1981. године а бројна експериментална и клиничка искуства подржала су став да  CоQ  у редукованом облику може деловати као антиоксиданс и штити ћелијске мембране од оштећења изазваних слободним радикалима.

Олигоелементи – манган, бакар, цинк, гвожђе и селен. Mn, Cu и Zn називају се "антиоксидантним минералима". Ово су елементи са прелазном, променљивом валенцом, што им омогућава кофакторску функцију, дакле, они су неопходни да би антиоксидативни ензими могли да испоље максималну ефикасност приликом функционисања. У ову групу сврстава се и Fe, које је неопходно за деловање каталазе; Mn, Cu, Zn су есенцијални за активност супероксид дизмутазе, док је Sе неопходан за каталитичку активност глутатион пероксидазе. Ови метали нису антиоксиданси рer sе, али последица њиховог дефицита може бити смањење активности антиоксидантних ензима.
Глутатион, GSH, а поред њега и други тиоли (једињења богата–SH групама), као што су тиоредоксини, аминокиселина цистеин и металотионеини су значајан део биолошког неензимског система одбране. Глутатион је најзначајније и најраспрострањеније непротеинско тиол једињење са бројним улогама у метаболизму ћелије. По својој структури глутатион је трипептид (L-γ-глутамил-L-цистеинил-глицин). У хуманом материјалу, интрацелуларна концентрација глутатиона је око 10 mmol/l, што превазилази концентрацију многих органских једињења. У ћелији се, највећим делом, налази као тиол, у редукованом облику, а мање као дисулфид, у оксидованој форми. Иако има бројне функције у ћелији: детоксикација ксенобиотика, синтеза еикосаноида, синтеза нуклеинских киселина и протеина, улогу у посттранслационим модификацијама бројних ћелијских протеина, одржавање интегритета мембрана, улогу у ћелијској сигнализацији, пролиферацији и диференцијацији, ипак се сматра најважнијом његова улога у заштити од дејства активних слободних радикала. Глутатион може реаговати са токоферил радикалом и регенерисати токоферол, а токоферол може да регенерише ти-ил радикале (радикале тиола). Показано је да токоферол у присуству глутатиона пружа заштиту од аутокаталитичке пероксидације липида и штити SH-групе протеина од оксидације. И друга тиол једињења, као што је дихидролипонска киселина (липосолубилни дитиол), такође спречавају пероксидацију и штеде токоферол.

Поред тога што је и сам значајан антиоксиданс, глутатион је и кофактор селено-ензима глутатион пероксидазе, глутатион S-трансфераза, затим, глутатион трансхидрогеназа (тиол трансфераза) и глутатион редуктазе. Глутатион пероксидаза и глутатион S-трансферазе учествују у процесима коњугације и детоксикације ксенобиотика. Антиоксидативна заштита глутатиона огледа се и у функционисању глутатион редокс циклуса. Њега чине: глутатион, глутатион пероксидаза, глутатион трансферазe, глутатион редуктаза и NADPH. Каталитичко деловање глутатион пероксидазе и глутатион трансфераза захтева редуковану форму глутатиона, GSH при чему последично долази до оксидације глутатиона и настанка оксидованог, дисулфидног облика глутатиона, GSSG. Да би пероксидаза и трансферазе могле да обављају своју антиоксидативну активност, неопходно је извршити ре-редукцију дисулфидног глутатиона у редуковану форму. Ту функцију обавља глутатион редуктаза уз неопходно учешће NADPH који се у том процесу "троши" (тј. оксидује се). Због тога, мора да постоји сталан извор редукованих еквивалената, односно NADPH да би цео систем функционисао. Промена на било ком нивоу овог система може да доведе до поремећаја редокс баланса. 
Слика 3. Пероксидација липида има четири фазе:


ИНИЦИЈАЦИЈА,


ПРОПАГАЦИЈА,


ДЕГРАДАЦИЈА и


ТЕРМИНАЦИЈА.
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