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1. UvVOD

Glutation (y-glutamil-cisteinilglicin, GSH) je tripeptid, pronaden u vecini biljaka,
mikroorganizama, Zzivotinja i svim tkivima sisavaca (Lu, 1999). Sastoji se od cisteina,
glutamata i glicina (Slika 1.), a aktivno mjesto Cini tiolna (-SH) grupa cisteina (Perricone i
sur., 2009).
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Slika 1. Glutation (y-glutamil-cisteinilglicin)
Obicno je prisutan u visokim (0,1-10 mM) razinama (Tablica 1.) $to ga Cini najc¢eS¢im
stanicnim tiolom i najobilnijim niskomolekulskim peptidom. GSH se sintetizira unutar svih
stanica (Martensson i sur., 1991), posebno u jetri (Perricone i sur., 2009).

Tablica 1. Koncentracije unutarstani¢nog glutationa (GSH) u razli¢itim tipovima stanica. Preuzeto iz Rahman,

2005.

BAZALNA
VRSTA STANICE RAZINA GSH
(nmol/mg
proteina
Alveolarna epitelna
e 150
stanica Covjeka
Stanica hepatokarcinoma 71
covjeka
Arterijska endotelna
: 20
stanica goveda
Pluéna epitelna stanica
- 18
Stakora
Endotelna stanica iz 4
puptane vene ¢ovjeka

U mnogim stanicama GSH sadrzi vise od 90% ukupnog neproteinskog sumpora
(Meister, 1988). Ukupni GSH moze biti slobodan ili vezan na proteine (Perricone i sur.,
2009). Eukarioti imaju tri glavna spremista GSH. Skoro 90% stanicnog GSH nalazi se u
citosolu, 10% u mitohondriju, a mali postotak nalazi se u endoplazmatskom retikulumu (ER)
(Lu, 1999). U hepatocitima ova su spremista odvojena, unato¢ potrosnji citosolnog GSH,

mitohondrijski ostaje oCuvan (Hanigan i Pitot, 1985). Osim Zuci, koja moZe sadrZavati i do 10



mM GSH, izvanstani¢ne koncentracije GSH relativno su niske (npr. 2-20 uM u plazmi) (Wu i
sur., 2003).

U stanicama, tkivima i plazmi, GSH moze biti prisutan u nekoliko oblika (Sies, 1999).
GSH je reducirani oblik, koji mozZe oksidirati u disulfidni oblik (GSSG) ili moze stvarati
disulfidne veze s ostalim spojevima koji sadrzavaju tiolnu skupinu (GSSR) (Ault i Lawrence,
2002). U endoplazmatskom retikulumu (ER) omjer GSH:GSSG je 3:1, a u citoplazmi i
mitohondriju 10:1 (Lu, 1999). Reducirani GSH reducira organske perokside, veze se na
elektrofile direktno ili preko enzima glutation S-transferaza (GST), opskrbljuje serum
dovoljnim koli¢inima GSH i formira mjeSovite proteinske disulfide. Oksidirani GSH u obliku
GSSG izluCuje se iz stanice ili se reducira preko NADP-ovisne glutation reduktaze (Hanigan i
Pitot, 1985). Zbog koliCine GSH u stanici, poveCanje postotka GSSG u stanici potice
oksidativan unutarstani¢ni okoli$ Sto je pokazatelj oksidacijskog stresa (Andringa i sur.,
2006). Stani¢no redoks stanje je odlucujuci posrednik u viSe procesa metabolizma, prijenosa
signala (Holmgren i sur., 2005) i ekspresije gena preko redoks osjetljivih transkripcijskih
faktora (Lu, 1999). Ravnoteza izmedu GSH i GSSG koristi se kao pokazatelj redoks
ravnoteZe stanice (Pias i Aw, 2002).

GSH ima bitne uloge kao antioksidans, u metabolizmu i regulaciji stani¢nih zbivanja
(Tablica 2.) ukljuCujuéi ekspresiju gena, sintezu DNA i proteina, proliferaciju stanica i
apoptozu, prijenos signala, proizvodnju citokina i imuni odgovor, kao i glutationilaciju
proteina (Wu i sur., 2003). Osnovna uloga GSH je zastita straniCnih komponenata od
oStecenja uzrokovanih hidroksiperoksidima tijekom normalnog metabolizma (Perricone i sur.,
2009). Takoder sluzi kao supstrat i kofaktor u metabolizmu mnogih lijekova (Lash, 2005)
ukljuujuci i detoksifikaciju ksenobiotika kataliziranu glutation S-transferazama (GST)
(Meister, 1988). GSH je potreban u metabolizmu prostaglandina i leukotriena (Wu i sur.,
2003). Odredene koncentracije GSH potrebne su za proliferaciju nekih tipova stanica,
ukljuCujuci limfocite (Townsend i Tew, 2003). Nedavno su otkrivene nove uloge GSH u
prijenosu signala, ekspresiji gena, apoptozi i metabolizmu dusikova oksida (NO) (Wu i sur.,
2003).

U ovom radu obradit ¢e se neke od mnogobrojnih uloga GSH. Cilj je obraditi ulogu
GSH kao kofaktora enzima i utjecaj redoks potencijala u ekspresiji transkripcijskih faktora i
prijenosu signala, u sintezi citokina 1 imunom odgovoru Sto moze potaknuti sintezu
proupalnih posrednika (leukotriena i prostaglandina) i NO. Takoder ée se opisati i medusobni

odnosi ovih spojeva pod utjecajem GSH.



Tablica 2. FizioloSke uloge glutationa (GSH) u Zivotinjama. Preuzeto iz Wu i sur., 2003.

ANTIOKSIDANS
"Skupljanje" slobodnih radikala i
ostalih reaktivnih oblika
Uklanjanje vodika i lipidnih molekula
Sprjecavanje oksidacije biomolekula
METABOLIZAM
Sinteza leukotriena i prostaglandina
Pretvaranje formaldehida do formata
Stvaranje D-laktata iz metilglioksilata
Stvaranje merkapturata iz elektrofila
Stvaranje glutation-NO spojeva
Pohrana i transport cisteina

REGULACIJA
Unutarstanicni redoks status
Prijenos signala i ekspresija gena
Sinteza DNA i proteina te proteoliza
Stani¢na proliferacija i apoptoza
Stvaranje citokina i imuni odgovor
Glutationilacija proteina




2. TRANSKRIPCIJSKI FAKTORI | EKSPRESIJA GENA

Sposobnost stanice da odgovori na kemijski stres barem se djelomi¢no dogada preko
aktivacije transkripcijskih faktora. Oni su konstitutivno prisutni u stanici ili se brzo
sintetiziraju kada su potrebni i sluze u regulaciji proteina uklju¢enih u obranu stanice ili
stani¢nu smrt (Chia i sur., 2010).

ROS (reaktivni oblici kisika), stvoreni u imunoloskom sustavu, mogu aktivirati mnoge
puteve preko kinaza i redoks-osjetljivih transkripcijskih faktora kao Sto su NF-kB i AP-1
(njihova aktivacija ovisna je o redoks ravnoteZi glutationa) (Rahman 2000; Rahman i
MacNee, 2000; Grimble, 2006; Biswas i Rahman, 2009; Chia i sur., 2010), koji razli€ito
reguliraju gene za proupalne citokine i zaStitne antioksidacijske gene (Biswas i Rahman,
2009). Za njih je pokazano da se aktiviraju u epitelnim i upalnim stanicama tijekom
oksidacijskog stresa/upale, Sto dovodi do regulacije veceg broja proupalnih gena (Wu i sur.,
2003).

Redoks status regulira aktivnost proteina, sposobnost odredenog faktora da se veze na
srodnu DNA, prijenos signala, stanicnu nekrozu i apoptozu te stani¢nu proliferaciju (Wu i
sur., 2003). No, mehanizam i kljuCna razina/ravnoteza kojom GSH redoks status oblikuje
transkripciju gena nisu dobro prouceni (Rahman i MacNee, 2000; Rahman, 2000).

Oksidacijski stres nastao zbog upalnih posrednika moze kratkoro¢no potrositi GSH
Grimble, 2006). Razumijevanje regulacijskih mehanizama za indukciju antioksidanata, kao
Sto je GSH, nasuprot proupalnih posrednika na mjestima osjetljivima na oksidacijski stres,
moze doprinijeti razvitku novih terapija koje mogu dopustiti farmakoloSku manipulaciju
sinteze GSH tijekom upale i ozljeda uslijed oksidacijskog stresa (Biswas i Rahman, 2009).
Otkrice specifi¢nih gena i reakcija u prijenosu signala koje su pod utjecajem ROS-a dovelo je
do hipoteze da ROS sluze kao substanicni glasnik u putevima regulacije gena i prijenosa
signala. Takoder, antioksidansi moduliraju aktivnost mnogih gena (Castro i sur., 2001).

Odrzavanje visokog omjera (iznad 90%) unutarstanicnog GSH/GSSG smanjuje
nakupljenje disulfida i stvara reducirajuci okoli$ unutar stanice. No, ako oksidacijski stres
poremeti ovaj omjer, promjena u GSH/GSSG redoks statusu utjeCe na mnogobrojne stani¢ne

signalne puteve, kao Sto je aktivacija transkripcijskih faktora NF-kB i AP-1 (Rahman, 2000).



2.1.  Nuklearni faktor kB (NF-kB)

NF-kB je transkripcijski faktor osjetljiv na oksidacijski stres (Luo i sur., 1999),
prisutan u citosolu stanica sisavaca tipicno u obliku neaktivnog heterodimernog proteina.
Protein NF-kB pronaden je u razliitim tipovima stanica, ukljucujuéi limfocite T i B,
makrofage i monocite (Galter i sur., 1994). Vezanje inhibitorne podjedinice IkB odgovorno je
za citoplazmatsko zadrzavanje i nedostatak aktivnosti NF-kB (Castro i sur., 2001). U
nestimuliranim stanicama NF-kB pronaden je u citoplazmi u neaktivnoj formi koja se ne veze
na DNA, povezanoj s proteinom IkB, koji sprjeCava prijenos signala u jezgru i ulazak NF-kB
u jezgru (Staal i sur., 1990; Rahman i MacNee, 2000; Rahman, 2000; Ji, 2008).

Proupalni citokini (TNF-a, IL-1 i IL-6) (Ji, 2008), vodikov peroksid, bakterije, virusi,
UV i ionizirajuce zracenje (Castro i sur., 2001) kao i oksidacijski stres ukljucujuci produkte
lipidne peroksidacije i potrosnju reduciranog GSH i porast citosolnog GSSG kao odgovor na
oksidacijski stres, uzrokuju brzu ubikvitinaciju i fosforilaciju kompleksa IkB preko kinaze C
ili drugih kinaza (Staal i sur., 1990) uzrokujuci otpusStanje inhibitorne podjedinice s
heterodimera (podjedinice p50 i p60) NF-kB (Galter i sur., 1994) i degradaciju IKB Sto je
kljucni korak aktivacije NF-kB (Rahman i MacNee, 2000; Castro i sur., 2001; Grimble,
2006).

Nakon degradacije kompleksa IkB, aktivirani NF-kB putuje u jezgru (Galter i sur.,
1994, Castro i sur., 2001), veze se za DNA (Castro i sur., 2001) (Slika 2.) na odgovarajuce
elemente u pojaCivacCu i promotoru gena (Grimble, 2006) i aktivira ekspresiju nekoliko ciljnih
gena koji kodiraju za proupalne citokine IL-1B, TNF-a, IL-6, I1L-8, vaskularnu adhezijsku
molekulu-1 (VCAM-1), adhezijsku molekulu-1 (ICAM-1), Cimbenik poticanja granulocitno-
makrofagnih kolonija (GM-CSF) (Rahman i MacNee, 2000), proteine akutne faze, inducibilne
sintaze duSikova oksida (iNOS), faktore rasta i receptore citokina (Rahman i MacNee; Castro
i sur., 2001; Avogaro i sur., 2005).

Aktivacija NF-kB u mikroglija stanicama i makrofagima citokinima, bakterijskim
endotoksinom ili ostalima olakSava ekspresiju proupalnih proteina, ukljucujuéi TNF-q,
ciklooksigenazu-2 (COX-2) i iNOS koji mogu pojacati neurodegeneraciju (Musiek i sur.,
2000). Takoder je primijeCeno da aktivacija NF-kB potiCe apoptozu, no aktivacija NF-kB
citokinom TNF-a ima ulogu i u prezivljavanju stanice (Luo i sur., 1999). Bitna uloga NF-kB
prepoznata je u nekoliko upalnih bolesti (Grimble, 2006). TNF-a potiCe transkripciju virusa
HIV preko aktivacije NF-kB (Staal i sur., 1990). Mnogi produkti gena regulirani NF-kB
aktiviraju NF-kB (npr. TNF-a) (Avogaro i sur., 2005).



Slika 2. Aktivacija NF-kB ubikvitinacijom i degradacijom podjedinice IkB i prijenos signala. Preuzeto i

prilagodeno na temelju http://www.chemistry.sdsu.edu/faculty/Huxford/.

2.2.  Utjecaj glutationa na NF-kB

Unutarstanicni tioli igraju kljucnu ulogu u regulaciji aktivnosti NF-kB, niske koliCine
tiola potrebne su za aktivaciju, a visoke za inhibiciju (Staal i sur., 1990). S obzirom da je GSH
najées¢i unutarstanicni tiol (Staal i sur., 1990; Martensson i sur., 1991), mehanizmi Koji
kontroliraju razine GSH takoder kontroliraju i ekspresiju gena koji su pod utjecajem
aktivacije NF-kB i ostalih mogucih transkripcijskih faktora (Staal i sur., 1990).

Unutarstanicni tioli mogu regulirati aktivnost NF-kB na viSe mjesta prijenosa signala.
Visoke razine tiola u stanici utjeCu na smatanje proteina ili aktivnost i tako blokiraju
aktivaciju kinaza koje fosforiliraju kompleks IKB/NF-kB i oslobadanje aktiviranog NF-kB
(Staal i sur., 1990). Takoder, visoke koncentracije tiola mogu direktno ometati fosforilaciju
IkB ili prijenos aktiviranog NF-kB u jezgru (Staal i sur., 1990; Perricone i sur., 2009).
Pokazano je i da redoks stanja cisteinskih ostataka nekoliko transkripcijskih faktora, od kojih
je vecina smjeStena u DNA-veznoj domeni, utjeCu na aktivnost vezanja na DNA preko redoks
mehanizama (Ando i sur., 2008).

Nadalje, ako unutarstanicni oksidansi mogu direktno aktivirati bilo koji enzim
uklju€en u aktivaciju NF-kB, visoke koncentracije tiola mogu sprijecCiti aktivaciju NF-kB
jednostavno ,,skupljanjem* radikala (Staal i sur., 1990). Dakle, razine GSH utjeCu na ovaj
nacin: ako je prisutan u reduciranom, GSH obliku, tada inhibira aktivnost NF-kB i prijenos u
jezgru. No, ako je u GSSG obliku, moze oblikovati NF-kB vezanje na DNA (Perricone i sur.,
2009). Odredene koli¢ine GSSG mogu biti potrebne za aktivaciju NF-kB i prijenos u jezgru,

no, visak GSSG moze inhibirati NF-kB na razini vezanja na DNA (Galter i su., 1994).
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Aktivnost NF-kB moZe se pojacati ili utroSkom GSH ili njegovom inhibicijom preko ROS,
preko modifikacije cisteina kovalentnim vezanjem na jednu ili viSe podjedinica NF-kB, ili na
ostale faktore koji reguliraju NF-kB (Chia i sur., 2010) (Tablica 3.).

PovecCanje unutarstanicnog GSH moZe smanjiti koliinu otpustanja citokina i
kemokina iz plu¢a smanjujuci razinu aktivacije NF-kB (Biswas i Rahman, 2009) podupiruci
nastanak kompleksa NF-kB/disulfid ¢ime se direktno sprjeCava vezanje na DNA (Haddad i
sur., 2001). Ovo podupire teoriju da unutarstanicno redoks stanje (omjer GSH/GSSG) ima

kljucnu ulogu u regulaciji upalnih reakcija u stanicama plu¢a (Rahman i MacNee, 2000).

2.3.  Aktivacijski protein-1 (AP-1)

AP-1 je transkripcijski faktor sastavljen od genskih produkata gena Jun i Fos (Griffith,
1999; Grimble, 2006) koji moZe biti u obliku homodimera (Jun/Jun) ili heterodimera
(Jun/Fos) (Grimble, 1999) te se veze na DNA nakon stimuliranja razliCitim ksenobioticima ili
faktorima (Watson i sur., 2004). AP-1 nije jedan protein nego dimer sastavljem od aktivatorne
(c-Fos i c-Jun) i inhibitorne (Fos-srodan antigen (Fra)-1 i 2) podjedinice (Ji, 2008).

Transkripcijski kompleks AP-1 kao dimer veze se na konzervirane regije TRE
(tetradekanoilforbol-13acetat (TPA)-odgovarajuci element) i slicne regije (Bossis i sur., 2005)
prisutne u promotoru mnogih gena ukljucenih u stani¢nu proliferaciju i nastanak tumora.
Interakcije izmedu Jun i Fos preko domene leucinskog ,,zatvaraca® potrebna je za vezanje na
TRE (Griffith, 1999).

AP-1 regulira transkripciju kao odgovor na poticaj iz okolisa (Watson i sur., 2004).
Aktivacija transkripcijskih faktora obitelji AP-1, ukljucCujuci faktore c-Fos i c-Jun, jedan je od
prvih dogadaja u jezgri induciranih faktorima rasta koji stimuliraju izvanstanicni signal-
regulirane kinaze (ERKs) (Monje i sur., 2005). Aktivnost transkripcije gena AP-1 jako se
povecava fosforilacijom c-Jun (Luo i sur., 1999) uz kinaze iz obitelji MAPK (Monje i sur.,
2005).

PremjeStanje AP-1 iz citosola u jezgru takoder se dogada tijekom oksidacijskog stresa
(Grimble, 2006). ROS su poznati po indukciji 1 aktivacije i1 sinteze AP-1. AP-1 je regulator
mnogih fizioloskih procesa kao $to su stani¢ni rast (Karihtala i Soini, 2007), stani¢na
proliferacija, diferencijacija, organogeneza, apoptoza (Bossis i sur., 2005; Karihtala i Soini,
2007) i odgovora na fiziCki i kemijski stres (Valko i sur., 2007). Takoder je i nuzan cCimbenik
u mnogim patoloskim stanjima, uklju€ujuci tumorigenezu (Bossis i sur., 2005). Nedavno je
pokazano da je fosforilacija podjedinice c-Jun usko povezana s indukcijom apoptoze u
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nekoliko sustava. AP-1 fizioloSki prenosi signal od bioloskih posrednika kao Sto su citokini,
faktori rasta i neurotransmiteri (Luo i sur., 1999). Aktivacija NF-kB i AP-1 dovodi do
koordinirane ekspresije gena za antioksidanse i proupalne gene. Novija istrazivanja pokazuju
da uloga AP-1 snazno ovisi o signalnim putevima MAPK i NF- kB (Rahman, 2005).

2.4.  Utjecaj glutationa na AP-1

Nekoliko istrazivanja pokazalo je da staniCni tiolni status bitno utjeCe na aktivaciju
AP-1 (Watson i sur., 2004). Novija istrazivanja regulacije aktivnosti vezanja podjedinice c-
Jun faktora AP-1 na DNA pod utjecajem redoks statusa pokazuju da promjena u omjeru
GSH/GSSG omogucuje oksidaciju podjedinice c-Jun tiolima. Mehanizmi oksidacije ukljucuju
I nastanak disulfida i mjesno-specificnu S-glutatiolaciju (Rahman, 2000; Rahman i MacNee,
2000) oCuvanog cisteinskog ostatka u domeni dimerizacije i domeni za vezanje na DNA koje
omogucuje odgovor transkripcijskog faktora c-Jun na oksidacijski stres u obliku reverzibilnog
gubitka aktivnosti vezanja na DNA (Klatt i Lamas, 2000; Valko i sur., 2007). Ovi zakljucci
provedeni in vitro poklapaju se s opazanjima da smanjenje omjera GSH/GSSG inhibira
aktivnost transkripcijskih faktora AP-1 i NF-kB in vivo (Klatt i Lamas, 2000).

U mnogim vrstama stanica vezanje AP-1 na DNA moZe biti pojacano uz protein
tioredoksin ili uz jezgrin redoks protein (Ref-1), a inhibira ga GSSG jer nastanak disulfidne
veze izmedu dva cisteina inhibira vezanje AP-1 na DNA. TroSenje unutarstanicnog GSH
koriste¢i BSO (butionin sulfoksiamin) ili povecanje omjera GSH/GSSG uz diamid moze
takoder stimulirati vezanje AP-1. To se moZe dogoditi ili zbog premjeStanja GSH u jezgru
tijekom ovih procesa uz vec postojanje Ref-1 i tioredoxina, $to dodatno pojacava vezanje AP-
1 na DNA (Rahman, 2000; Rahman i MacNee, 2000) (Tablica 3.).

AP-1 takoder regulira i ekspresiju y-glutamilcistein sintetaze (y-GCS), limitirajuceg
enzima u de novo sintezi GSH. Moguce je da su razliCite razine GSH u upalnim bolestima
pluca rezultat molekularne regulacije GSH sinteze preko aktivacije faktora AP-1 oksidansima,

upalnim i protuupalnim agensima (Rahman i MacNee, 2000).



Tablica 3. Dvije razine kontrole transkripcijskih faktora NF-kB i AP-1 pomocu redoks sustava i ukljucenih

posrednika. Preuzeto iz Galter i sur., 1994,

TRANSKRIPCIJSKI FAKTOR

1.razina: modulacija indukcije/aktivacije

preko redoks statusa

2.razina: modulacija aktivnosti vezanja na
DNA preko redoks statusa

NF-kB

Pozitivni posrednik: H,0,/GSSG (oksidacijski
inducirana aktivacija NF-kB i premjeStanje u

jezgru)

Negativni posrednik: reducirani GSH

Negativni posrednik: GSSG (oksidativna
inhibicija stvaranjem mijeSane disulfidne veza
na cisteinu u DNA-veznoj regiji osjetljivom na

redoks status

Pozitivni posrednik: reducirani tioredoksin

AP-1

Pozitivni posrednik: ROS/GSSG (oksidacijska
aktivacija AP-1 preko fosforilacije podjedinice
Jun)

Negativni posrednik: oksidirani tioredoksin
(oksidacija cisteina u DNA-veznoj regiji

osjetljivom na redoks status)
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3. IMUNOLOSKI ODGOVOR

Stanice imunoloSkog sustava sadrzavaju veliki udio polinezasi¢enih masnih kiseline te
su stoga podloznije Stetnim ucincima produkata reakcija slobodnih radikala (Wu i sur., 1994).
Oksidacijski stres nastaje tijekom neravnoteze oksidansa i antioksidansa i pri izlaganju
vanjskim oksidansima tijekom upale i bolesti diSnog sustava (Biswas i Rahman, 2009).
Pretjerano stvaranje reaktivnih oblika kisika moze dovesti do oSteCenja tkiva kod sepse, Sto
pokrece sloZeni sustav koagulacije, komplementa i kaskade citokina kao dio obrane protiv
navale bakterija (Song i Humes, 2009). ROS signalizacija moze biti posredovana citokinima,
peptidnim hormonima i imunoregulatorima Cija je prisutnost u stani¢nim putevima odredena
redoks statusom. Takoder, ROS regulira transkripciju IL-4, IL-6, IL-8 i TNF-a preko
mehanizma ovisnog o tiolima (Haddad i sur., 2001).

Glutation ima kljucnu ulogu u zastiti kao antioksidans, Stiteci tijelo od oksidacijskog
stresa tijekom imunoloSkog odgovora i u podrzavanju proliferacije limfocita T (Grimble,
2006). Jos jedno svojstvo GSH je regulacija upale i imunoloskog odgovora koja se moze
odrzavati na razli¢ite naCine. Opcenito, osnovni mehanizam regulacije je redoks potencijal
(Hudson, 2001). GSH je nuzan za aktivaciju limfocita T i polimorfonuklearnih leukocita kao i
za stvaranje citokina i time za odrZavanje uspjesnog imunog odgovora (Wu i sur., 2004).

GSH kao da ima suprotnu funkciju u imunosti; katkad se oznacava kao protuupalna jer
inhibira nastanak nekoliko upalnih citokina i kemokina i njihovu aktivaciju, ali GSH je
takoder esencijalan za nekoliko imunoloskih uloga, ukljucujuci stvaranje IL-2, aktivaciju IL-1

i aktivnost citotoksicnih limfocita T (Villa i sur., 2002).

3.1. Citokini

Citokini su niskomolekularni glikoproteini koji posreduju pri djelovanju jedne stanice
na drugu u medustani¢noj komunikaciji. Upalne stanice proizvode mnogo citokina i kemokina
(Federico i sur., 2007). Citokini i slobodni radikali imaju moguénost povecCavanja stvaranja
samih sebe (Hunter i Grimble, 1994). Stimulacijski efekt slobodnih radikala na stvaranje
citokina moze biti ogranicen antioksidansima kao sto su GSH ili vitamini (Staal i sur., 1990;
Hunter i Grimble, 1994). Proupalni citokini utjeCu na mnoge metabolicke ucinke upale.
Proupalni citokini su IL-1B, IL-6 i TNF-a, a njihovi ucinci su upala, gubitak apetita, gubitak
tezine i letargija (Grimble, 2006). Istrazivanja govore da proupalni citokini imaju vaznu ulogu
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u patofiziologiji sr¢anih bolesti (Mariappan i sur., 2010). IL-1, IL-6, TNF-a i ostali citokini
smatraju se potentnim posrednicima promjena u funkcijama StitnjaCe koje se dogadaju u
bolesti (Stoytcheva i Berry, 2009).

3.1.1. Cimbenik tumorske nekroze (TNF-a)

TNF-a je pleiotropni proupalni citokin koji ima klju¢nu ulogu u imunitetu i patologiji
(Fernandez-Checa i Kaplowitz, 2005) preko mnogo stani¢nih puteva signala ukljucujuci
mitogeni odgovor i apoptozu (Guicciardi i sur., 2006) kao vazan posrednik upale u plu¢ima.
Inducira kroni¢ne upalne promjene povezane s porastom razliCitih obrambenih mehanizama,
uljuujuci antioksidanse (Rahman, 2000). Nastaje u mnogim vrstama stanicama. Osnovni
izvor in vivo su stimulirani monociti, fibroblasti i stanice endotela. Makrofagi, limfociti T,
limfociti B, granulociti, stanice glatkih misica, eozinofili, hondrociti, osteoblasti, mastociti,
glija stanice i keratinociti takoder stvaraju TNF-a nakon stimulacije (Mukhopadhyay i sur.,
2006). TNF-a je transmembranski protein veliCine 26 kDa koji se aktivira rezanjem na
veli¢inu od 17 kDa (Avogaro i sur., 2005).

Citokini kao Sto je TNF-a posreduje u aktivaciji NF-kB (Avogaro i sur., 2005)
mehanizmima koji ukljuCuju ROS kao sekundarne glasnike, posebno vodikov peroksid
(Moran i sur., 2001). Rezultat aktivacije NF-kB preko TNF-a je povecana ekspresija
adhezijskih molekula na povrsni endotelnih stanica i stanica glatkih miSica Zila (Fernandez-
Sanchez i sur., 2011) (Slika 3.). Takoder inhibira prijenos elektrona u mitohondrijima
povecavajudi interakcije elektrona s O, pri €emu nastaje superoksidni anion (O.) (Mariappan
i sur., 2010) i vodikov peroksid (Rahman, 2005) Sto pogorSava patoloSke procese kao Sto je
aterogeneza (Avogaro i sur., 2005). IL-1 i TNF-a stimuliraju nastanak slobodnih radikala
kisika, vodikovog peroksida i NO u raznim stanicama, od fagocita do stanica endotela.
Takoder, oksidansi mogu pojacati stvaranje IL-1 i TNF-a preko aktivacije NF-kB (Hunter i
Grimble, 1994). Odgovori stanice inducirani IL-1 dogadaju se preko oblikovanja redoks
ravnoteze. (Haddad i sur., 2001).

3.1.2. Ostali citokini

Interleukin 6 (IL-6) je proupalni citokin s mnostvo uloga, od zaStite do upale i
oStecenja tkiva. Nastaje u makrofagima i adipocitima te stanicama imunoloSkog sustava kao i
stanicama endotela i skeletnih misi¢a (Ferndndez-Sanchez i sur., 2011). Cirkulira u mnogim
glikoziliranim formama veliCine od 22 do 27 kDa (Avogaro i sur., 2005). Koncentracije I1L-6
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u vezi su s BMI, otpornosti na inzulin i intelorerancijom na ugljikohidrate (Fernandez-
Sanchez i sur., 2011). IL-6 negativno utjeCe na funkciju endotela: on je vaZzan medijator
povecane propusnosti endotela preko promjena u ultrastrukturalnom razmjestaju ,,tijesnih
spojeva“ I morfoloskih promjena u stanicama. Protein kinaza C je kljucan glasnik u

promjenama induciranim preko IL-6 (Avogaro i sur., 2005).

TNF-a -
/ \
1+
+
Proupalno djelovanje |<—>| Stanic¢ni nastanak ROS | Antioksidansi, npr. GSH
b+ |
Oksidacijski _
stres \ ,.Skupljanje* slobodnih
radikala, H,O, i
l inhibicija nastanka
+

Aktivacija NF-kB i AP-1

I+

Aktivacija proupalnim molekula ICAM-1, VCAM-1

Slika 3. Shematski prikaz mehanizama djelovanja TNF-a. TNF-a aktivira nastanak ROS €ime se pojacava
oksidacijski stres stanica i aktiviraju se proupalni i prooksidacijski transkripcijski faktori NF-kB i AP-1. GSH
smanjuje oksidacijski stres i aktivnost NF-kB i AP-1. + oznaCava aktivaciju, a — inhibiciju. Preuzeto i

prilagodeno na temelju Mukhopadhyay i sur., 2006.

Interleukin-2 (IL-2) je citokin specifiCne imunosti koji je nuzan za proliferaciju
limfocita T (Wu i sur., 1994). Interleukin 18 (IL-18) je vazan pleiotropni citokin koji ima
ulogu i u urodenoj i u steCenoj imunosti kao proupalni i imunopoticajni citokin te je moguce
da je ukljucen u aterosklerozu. Osim Sto kao proupalni citokin inducira ekspresiju adhezijskih

molekula, takoder stimulira i stvaranje TNF-a i iNOS (Esposito i sur., 2002).

3.2.  Utjecaj glutationa na proizvodnju citokina

Antioksidansi (Haddad i sur., 2001; Grimble, 2006) i prekursori GSH negativno
reguliraju sintezu i aktivaciju citokina kao i nizvodne procese (Haddad i sur., 2001). Takoder
suprimiraju upalne komponente odgovorne za infekciju i traumu, ali pojacCavaju komponente
odgovorne za imunitet posredovan stanicama (Grimble, 2006). RazliCito upravljanje

homeostazom GSH moZe antagonistiCki djelovati na proupalni signal, zbog Cega se moze
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koristiti za lijeCenje bolesti diSnog sustava, gdje su citokini prepoznati kao glavni Cimbenici u
razvoju bolesti. TroSenje GSH i njegovo snabdijevanje razliCito upravljaju proupalnim
citokinima djelujuéi antagonisticki obnavljanjem redoks ravnoteze (Haddad i sur., 2001).

TroSenje krvoZilnog i plazmatskog GSH moze rezultirati pove¢anim oksidacijskim
stresom Sto utjeCe na razvoj ateroskleroze (Prasad i sur., 1999). Citokini, koji su posrednici
oksidacijskog stresa, imaju sposobnost mijenjanja redoks ravnoteze i time utjecati na
promjenu omjera GSH/GSSG. Mehanizmi ukljuceni u puteve citokina povezani s redoks
statusom predloZeni su zbog nove uloge GSH kao imunofarmakolo$kog regulatornog tiola
(Haddad i sur., 2001).

GSH ima bitnu ulogu u procesima oporavka kao antioksidans i detoksifikacijski agens.
Koncentracije jetrenog GSH povecavaju se akcijama citokina u uvjetima fizioloSkog stresa.
Redukcija tkivnog GSH povezana je s problemima u odrZzavanju imunoloskog odgovora
(Hunter i Grimble, 1994). Unutarstanicni GSH ima vaznu ulogu u regulaciji transkripcije i
replikacije virusa HIV-a preko modulacije prijenosa signala proupalnim citokinima (Staal i
sur., 1990).

GSH u potpunosti sprjeCava porast citokina u plazmi induciranog u hiperglicemiji
(Esposito i sur., 2002). U stanic¢noj kulturi pokazano je da porast razine GSH smanjuje
stvaranje IL-4. TroSenje GSH sprjecava nastanak IL-12. Moguéi uzrok ovog obrnutog odnosa
su ostali citokini, kao Sto je I1L-18, koji mogu zamijeniti ulogu IL-12 uz dodatnu proizvodnju
IFN-y (Peterson i sur., 1998).

3.3.  Utjecaj glutationa na proliferaciju limfocita T

Danas mnoga istrazivanja naglasavaju vaznost unutarstanicne koncentracije GSH za
odrzavanje imune funkcije (Wu i sur., 1994). Velike promjene koje troSenje GSH uzrokuje
dosljedne su klju¢nim ulogama koje GSH ima u fiziologiji. Leukociti su posebno osjetljivi na
razinu GSH (Peterson i sur., 1998). Nekoliko funkcije limfocita T osjetljive su na promjene u
razini GSH (Fratelli i sur., 2002) ukljuCujuéi vezanje, internalizaciju, degradaciju IL-2 i
sintezu DNA (Suthanthiran i sur., 1990).

Primarna uloga GSH u imunoloSkom sustavu je aktivacija limfocita (Ashtiani i sur.,
2011). Mnoga istraZzivanja isticala su bitnu ulogu GSH u proliferaciji limfocita T (Hadzic i
sur., 2005). Limfociti zdrave osobe imaju u prosjeku optimalnu razinu GSH. Imunoloski

sustav radi najbolje ako limfociti imaju precizno uravnoteZenu razinu GSH. Cak i umjerene
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promjene u unutarstanicnom GSH snazno utjeCu na funkcije limfocita (Droge i Breitkreutz,
2000).

Vaznost GSH u proliferaciji limfocita T istrazivana je mijenjanjem razine GSH
koristeCi spojeve koji ili poveCavaju GSH ili smanjuju (kao Sto je butionin sulfoksiamin
(BSO) (Wu i sur., 1994). TroSenje GSH koriste¢i BSO u ljudskim limfocitima T sprjeCava
proliferaciju u odgovoru na mitogene lektine, Sto dokazuje izravnu vezu izmedu proliferacije i
dostupnosti GSH (Hadzic i sur., 2005). Aktivacija razliCite subpopulacije limfocita ovisi o
razlicitim koli¢inama GSH. Nedostatak ili smanjena koli¢ina GSH inhibira citotoksicne
limfocite T i limfocite CD8", a limfociti CD4" su aktivni (Ashtiani i sur., 2011).

Porast stanicnog GSH prati i porast stvaranja IL-2 i proliferacije limfocita kao i
smanjenje stvaranja proupalnih posrednika PGE; i LTB,4 (Grimble, 2006). GSH moze pojacati
mitogeni odgovor smanjujuci nastanak suprimirajucih medijatora (eikosanoidi, H,0,...) ili
povecavajuci stvaranje posrednika s pojaCavaju¢im ucinkom (IL-1 i IL-2) (Wu i sur., 1994).

Nekoliko imunoloskih funkcija povezano s infekcijom HIV-1 ovisno je o dostatnim
koli¢inama GSH, npr. aktivacija limfocita mitogenima, aktivacija stanica prirodnih ubojica i
citotoksic¢nost posredovana limfocitima T. Nadalje, transkripcija HIV-1 ovisna o TNF-a in
vitro povecana je zbog troSenja reduciranog GSH. Postoje i neke neprirodnosti u homeostazi
glutationa tijekom infekcije s HIV-1 in vivo (Aukrust i sur., 1995).

Smanjena razina GSH povezana je i joS nekoliko stanja sa smanjenim imunim
odgovorom, npr., AIDS. Moguc¢im mehanizmom djelovanja GSH smatra se utjecaj na sintezu
eikosanoida (Wu i sur., 1994). Takoder je kod tih pacijenata zabiljeZzena smanjena razina GSH
Sto znacCi da bi se dodatak GSH mogao smatrati mogu¢om farmakoloSkom strategijom. Kod
ovih pacijenata vjerojatni mehanizam smanjenja razine GSH je povecana glutationilacija

proteina primije¢ena kod limfocita T (Fratelli i sur., 2002).
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4. PROUPALNI POSREDNICI
4.1. Leukotrieni

Leukotrieni su bioloski posrednici koji se formiraju kao odgovor na razlicite
imunoloSke i upalne stimulanse (Wang i Ballatori, 1998) i funkcioniraju vezuci se na
receptore posredovane proteinom G ciljnih stanica (Black i sur., 2011). Biosinteza leukotriena
je ogranicena samo na nekoliko tipova ljudskih stanica ukljucujuci mastocite (Penrose, 1999),
eozinofile, bazofile i makrofage (Finkensieper i sur., 2010), no, stvaranje cisteinil leukotriena
dokazano je i u mozdanom tkivu, posebno u dijelovima hipotalamusa (Mayapatek, 2000), kao
i u stanicama pluca, slezene i srca (Wang i Ballatori, 1998). Uloge leukotriena su
mnogobrojne, npr. i LTBy i cisteinil leukotrieni stimuliraju proizvodnju kemokina i adheziju
leukocita i endotelne stanice, a LTB,4 je neutrofilni kemoatraktant (Black i sur., 2011).
Leukotrieni su poznati kao potencijalni faktori upale koji uzrokuju edem u bolestima disnih
puteva, ali takoder imaju i bitnu ulogu u reprodukciji i mogu poticati djelovanje
prostaglandina (Korzekwa i sur., 2011).

Biosinteza leukotriena pocCinje otpusStanjem arahidonske kiseline uz citosolnu
fosforilazu A, (Kanaoka i sur., 2001; Finkensieper i sur., 2010) i njenom pretvorbom u
nestabilni intermedijer, leukotrien A, (LTAy). Taj intermedijer mozZe se pretvoriti u LTBy
hidrolizom ili u LTC4 konjugacijom s GSH (Samuelsson, 1991; Brock, 2005).

Tijekom konjugacije glutationa s LTA, nastaju cisteinil leukotrieni (Rouzer i sur.,
1981). Reakcija je katalizirana posebnim oblikom glutation S-transferaze, leukotrien C4
sintazom (LTC,4S) pri ¢emu nastaje unutarstanicni leukotrien C4 (LTC,) (Duroudier i sur,
2009, Jawien, 2002) dodavanjem GSH na C-6 LTA, (Rouzer i sur, 1981). LTC, sintetiziraju
neutrofili, monociti, makrofagi i enzinofili, a degradiran je izvan stanice ili u jetri, gdje se
izluCuje i metabolizira u zuci. Pretvorba LTC, dogada se uz enzim y-glutamil transferazu pri
Cemu nastaje leukotrien D4 (LTD,), koji je cisteinilglicin konjugat LTA,. LTD, se mozZe
degradirati i do leukotriena E4 (LTE,) koji je cisteinil konjugat LTA4 (Lieberman i sur., 1995;
Jawien, 2002) (Slika 4.).

Cisteinil leukotrieni (LTC,4 i njegovi metaboliti-LTD,4 i LTE,) kljuCni su posrednici
upale i imaju vaznu ulogu u akutnim i kroni¢nim upalnim bolestima kardiovaskularnog i
diSnog sustava, posebno u bronhijalnoj astmi (Martinez Molina i sur., 2007) te su takoder

ukljuceni u alergijske reakcije (Elsas i sur., 2008).
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Slika 4. Putevi sinteze leukotriena i prostaglandina iz arahidonske kiseline. Uokvireni su proteini iz obitelji
MAPEG. Preuzeto i prilagodeno na temelju Babu i Salvi, 2000.

4.2.  Prostaglandini

Prostaglandini su bioloski aktivni derivati arahidonske Kiseline i ostalih
polinezasi¢enih masnih kiselina (Samuelsson i sur., 2007) i vazni su posrednici u obrambenim
mehanizmima domacina kao i u upali (Sakamoto i sur. 2000). Bioloske su uloge
prostaglandina u upali, boli, tumorigenezi, krvozilnoj regulaciji, funkcijama neurona, Zenskoj
reprodukciji, zastiti zeluCane sluznice i radu bubrega (Samuelsson i sur., 2007). Prostaglandini
mogu doprinijeti i ozljedama uzrokovanim UVB zraCenjem jer Stetne doze UVB zraCenja
potiCu nastajanje prostaglandina E, (PGE,), prostaglandina F, (PGF,) i prostaglandina D,
(PGDy) (Black i sur., 2011). Njihovo stvaranje stimulirano je niskom razinom ROS preko
aktivacije prostaglandin H sintaze (PGHS) i/ili fosfolipaze A, u stanicama (Sakamoto i sur.,
2000).

Biosinteza PGD, zapoCinje oslobadanjem arahidonske kiseline iz membrane
fosfolipida (Sakamoto i sur., 2000) i ukljuCuje oksigenaciju i ciklizaciju do nestabilnog
endoperoksidnog intermedijera, prostaglandina G, (PGG;) uz ciklooksigenazu (COX). COX

postoji u dva oblika, kao konstitutivno eksprimirana COX-1 i inducibilna COX-2
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(Samuelsson i sur., 2007). Enzim COX-2 moze biti induciran u fibroblastima, makrofagima i
epitelnim stanicama kao odgovor na IL-103 i TNF-a (Thorén i Jakobsson, 2000).

Redukcijom C-15 uz enzim prostaglandin H sintazu (PGHS) nastaje prostaglandin H,
(PGH) (Sakamoto i sur., 2000). Konstitutivno eksprimirana PGHS-1 i inducibilna PGHS-2,
kao integralni proteini perinuklearnog prostora i endoplazmatskog retikuluma, stvaraju
supstrat za citosolnu, glutation-ovisnu PGD, sintazu (Hsieh i sur., 2001). U prisutnosti
reduciranog glutationa (GSH), prostaglandin E sintaza (PGES) pretvara endoperoksidnu
skupinu PGH; u 9-keto-11-hidroksi skupinu prostaglandina E; (PGE;) (Thorén i Jakobsson,
2000) (Slika 4.).

4.3.  Proteini obitelji MAPEG

Mikrosomalne GST poznate su pod imenom MAPEG (,,membrane-associated proteins
in eicosanoid and glutathione metabolism, tj. membranski proteini u metabolizmu eikosanoida
i glutationa). Citosolne i mikrosomalne GST dijele strukturnu i evolucijsku vezu (Oakley,
2005). Ova proteinska obitelj ukljuCuje 6 proteina: PGES, LTC,S, mikrosomalnu GST 1
MGST1), 2 (MGST2) i 3 (MGST3), kao i aktivirajuéi protein 5-lipoksigenaze (FLAP)
(Thorén i Jakobsson, 2000; Samuelsson i sur., 2007; Kanaoka i sur., 2001). Proteini MAPEG
imaju proupalne aktivnosti, a neki imaju i opCu detoksifikacijsku aktivnost (Tablica 4.). S
obzirom da su to sve proteini integrirani u membranu, njihova strukturna karakterizacija je

polagana i teSka (Oakley i sur., 2005).

Tablica 4. Proteini obitelji MAPEG i njihove aktivnosti. Preuzeto iz Sampey i sur., 2005

PROTEIN BIOLOSKO SVOJSTVO
MGST1 Glutation S-transferaza, glutation peroksidaza
mPGES-1 Glutation-ovisna PGE, sintazna aktivnost
MGST2, MGST3 Glutation S-transferaza, glutation peroksidaza
FLAP Aktivacija sinteze leukotriena
LTC,S Glutation S-transferaza specifi¢nost za LTA4

4.3.1. Leukotrien Cy4sintaza (LTC,S)

LTC, je integralni medumembranski enzim veliCine 18 kDa, koji je aktivan kao
homodimer i pokazuje aktivnost GST koja je izrazito specificna za LTA, kao supstrat
(Penrose, 1999; Kanaoka i sur., 2001; Ago i sur., 2007). Mozda su MGST i LTC, nastale
konvergentom evolucijom (Seidegard i Ekstrom, 1997). Protein FLAP i LTC4 su strukturno
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bliski membranski proteini koji mogu postojati kao monomeri ili formirati homodimere,
heterodimere ili trimere (Brock, 2005) (Slika 5.).

M ; £ Crtaplasm
TN Y Rl e membrare. - (5'

LT, syuilhizse FLAR Lumen

GO and GO

Slika 5. PoloZaj enzima uklju€enih u sintezu leukotriena. Aktivha mjesta LTC, sintaze, COX-1 i COX-2 i
lipidna vezna domena proteina FLAP orijentirane su prema lumenu ER-a i jezrinoj ovojnici. Preuzeto iz
Soberman i Christmas, 2003.

LTC, s MGST dijeli 44%, a s proteinom FLAP 31% identiCnu aminokiselinsku
sekvencu (Kanaoka i sur., 2001; Murakami i sur., 1995). To je jedini enzim u hematopoetskim
stanicama sposoban konjugirati GSH s LTA, i formirati LTC,4. Razlikuje se od uobicajenih
GST po nemoguénosti konjugacije GSH i ksenobiotika (Seidegard i Ekstrom, 1997; Sanak i
Sampson, 1999; Lam i Austen, 2000), selektivnoS¢u prema LTAy, razli¢itom osjetljivoS¢éu na
inhibitore, nedostatkom homologije (Penrose, 1999; Lam i Austen, 2000), kao i nemoguénosti
imunoprepoznavanja specificnim protutijelima za MGST (Penrose, 1999).

Ljudska cDNA za LTC, kodira protein od 150 aminokiselina (Kanaoka i sur., 2001).
Monomer sadrzava 4 transmembranske o-zavojnice i stvara simetricni dimer kao jedinicu s
funkcionalnim domenama preko cijele povrsine. Struktura enzima je kompleksa, a aktivno
mjesto podupire konformaciju GSH u obliku slova U (Ago i sur., 2007) i uspjeSno smjesta
tiolnu skupinu za aktivaciju uz pomoc¢ Arg na dodiru enzima i membrane (Martinez Molina i
sur., 2007). LTA, savrSeno pripada u to mjesto tako da Arg-104 monomera aktivira GSH
(Slika 6.) kako bi omogucio ,,napad” tiolnog aniona na C-4 LTA, i nastanak tioesterske veze
pri Cemu Arg-31 sa susjednog monomera donira proton kako si nastala hidroksilna skupina na
C-5 Sto dovodi do nastanka LTC,4 (Ago i sur., 2007). Ovakav mehanizam nastanka LTC,,
uklju€ujuci i vezanje i aktivaciju GSH, mogao bi biti zajednicki obitelji homolognih proteina
vaznih u upalnim i detoksifikacijskim reakcijama (Martinez Molina i sur., 2007).
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Slika 6. Lijevo, katalitiCka reakcija LTC, sintaze. Desno, aktivacija tiolne skupine GSH pomoc¢u Arg-104. GSH
je oznaCen plavom bojom. Preuzeto iz Rinaldo-Matthis i sur., 2010.

Ekspresija LTC4S ograniena je na stanice loze koStane srzi. Suprotno od drugog
enzima sposobnog sintetizirati LTC4,-MGST2, LTC4S ne postoji u stanicama endotela ni u
jetri (Sanak i Sampson, 1999). MGST2 i MGST3 konjugiraju GSH ne samo s ksenobioticima
nego i S LTA, i oni su eksprimirani Cak i u stanicama koje nemaju LTA,. LTC, se moze
formirati uz medustani¢ni metabolizam LTA; u stanicama koje eksprimiraju LTC,S ili
MGST2 (Kanaoka i sur., 2001).

MiSevi s inaktiviranim genom za LTC,S rastu normalno, ali imaju umanjeni urodeni i
steCeni imunoloski upalni odgovor (Lam, 2003). Knockout zivotinje kojima nedostaje gen za
LTC,S imaju drasticno smanjen vaskularni odgovor koji je ovisan o otpuStanju LTC,
posredovanom IgE (Soberman i Christmas, 2003).

Nedavno je otkrivena Cesta genetska varijacija promotora gena za LTC, sintazu koja je
nadeksprimirana kod populacije koja boluje od astme inducirane aspirinom (AlA).
Polimorfizam utjeCe na transkripcijsku regulaciju ekspresije LTC4S zbog Cega dolazi do
nadekspresije LTC,4S kod pacijenata oboljelih od AIA u odnosu na zdrave pacijente i one
oboljele od astme tolerantne na aspirin (ATA) (Sanak i Sampson, 1999). Promotorska regija
enzima je sloZzena i omogucuje interakciju s mnogim transkripcijskim pojacivacima (Jawien,
2002). Inducibilnost enzima pokazuju razine mRNA koje se mijenjaju u eozinofilima nakon
stimulacije pomocu interleukina 5 (IL-5). U bazofilima eksplozija sinteze LTC, zahtijeva
predinkubaciju s interleukinima 3 (IL-3) i 5 (IL-5) (Sanak i Sampson, 1999).

4.3.2. Mikrosomalna prostaglandin E; sintaza-1 (mMPGES-1)

Mikrosomalna prostaglandin E, sintaza-1 (mPGES-1) je inducibilan enzim iz
proteinske obitelji MAPEG (Jakobsson i sur., 1999; Murakami i sur., 2000; Thoreén i sur.,
2003), glutation-ovisan (Blaine i sur., 2005; Gosset i sur., 2006), vezan na membranu,
funkcionalno povezan s COX-2 u zakasnjelom stvaranju PGE,, no pokazano je da je povezan
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i s COX-1 u bazalnoj sintezi PGE; (Blaine i sur., 2005). U velikim koli¢inama prisutan je u

Postoje joS 2 oblika identificiranih PGES ukljucenih u sintezu istog PG, no nastali su
od razliCitih predaka. Svaki enzim pokazuje razliita fizioloSka svojstva, regulacijske i
kataliticke mehanizme koji omogucuju istu reakciju drugacije reguliranu (Yamagata i sur.,
2001). Citosolna PGES (cPGES) je glutation-ovisan enzim koji je konstitutivno eksprimiran u
mnogim tkivima i povezan s COX-1 u trenutnom stvaranju prostaglandina (Murakami i sur.,
2002; Blaine i sur., 2005). Mikrosomalna prostaglandin E sintaza tipa 2 (MPGES-2), iako ima
identi¢nu katalitiCku aktivnost kao i mPGES-1, evolucijski je odijeljena i posjeduje topljiv
fragment strukturno slican kao kod cGST (Oakley, 2005) (Tablica 5.). Dokazano je da je
neovisna o GSH, za razliku od ostalih PGES (Gudis i sur., 2005).

Tablica 5. Svojstva enzima PGES. Preuzeto iz Kudo i Murakami, 2005.

SMJESTAJ U PREDNOST POSENBE ULOGE IN
ENZIM STRUKTURA EKSPRESIJA
STANICI ENZIMA COX | KARAKTERISTIKE VIVO
o o Perinuklearna o Upala, bol,
mPGES-1 Obitelj MAPEG Inducibilna COX.2 Stvaranje trimera .
membrana vrudica, rak
Odjepljenje N-
Domena . . .
o Golgijev aparat, terminalne hidrofobne Nepoznata
mPGES-2 homologna Konstitutivna . COX-1, COX-2 = .
. . citosol regije. Stvaranje
tioredoksinu )
dimera
Hsp-90, o . Stvaranje kompleksa Nepoznata
cPGES Konstitutivna Citosol COX-1, COX-2 .
cochaperon p23 Hsp-90 i CK2

Usporedbom triju enzima obitelji MAPEG ustanovljeno je da imaju istu membransku

topografiju, iako su na aminokiselinskoj razini sekvence mPGES-1 s proteinom FLAP ili s
LTC,S identiCne u manje od 20% (Jakobsson i sur., 1999). Ovaj enzim je homolog mGST
(Yamagata i sur., 2007) jer je pronaden i identificiran poCetno kao homolog MGST1 s 38%
homologije. lako je MGST1 veoma blizak mPGES-1, ne moze katalizirati konverziju PGH,
do PGE; stoga je njihova jedina znacajka potreba za GSH (Thorén i sur., 2003).

Struktura ljudskog gena mPGES-1 sastoji se od 3 eksona i 2 introna. Ljudski gen
mPGES-1 homologan je Stakorskom 80%. ProcCisceni enzim je veliCine 17,5 kDa (Sampey i
sur., 2005). Kvaterna struktura enzima je homotrimerna (Thorén i sur., 2003; Schmidt-Krey i
sur., 2004) u dvodimenzionalnim kristalima (Thorén i sur., 2003; Kudo i Murakami, 2005).
Trimer se sastoji od 4 snopa zavojnica u kojima hidrofobne zavojnice prolaze kroz membranu
(Jakobsson i sur., 1999). Op¢i prikaz PGES pokazuje da je kod mPGES-1 i cPGES potrebni

tiol opskrbljen pomocu GSH (Samuelsson i sur., 2007) (Slika 7.). Mutacije u Arg-110, ali ne
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u Tyr-117 rezultiraju nedostatkom Kkataliticke aktivnosti enzima mPGES-1. Ove dvije
aminokiselina su visokooCuvane u obitelji MAPEG (Sampey i sur., 2005)
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Slika 7. Prikaz vezanja GSH u mPGES-1. A) Pogled odozgo s citoplazmatske strane na mjesta vezanja GSH na
trimer mPGES-1. B) GSH u obliku slova U izmedu transmembranskih zavojnica 1 i 4 (TM1 i TM4) dviju
podjedinica. C) Lanci ukljuceni u stvaranje veznog dZepa za GSH. Preuzeto iz Jegershhdld i sur., 2008.

Kljuan ucCinak mPGES-1 u raznim patofizioloSkim dogadajima razrijeSen je
koriStenjem knockout miSeva (Kudo i Murakami, 2005). lako je dobro poznato da PGE;
doprinosi upali, boli, vruéici i tumorigenezi, u€inci MPGES-1 u nekim od procesa istraZivani
su preko knockout miSeva. Pokazano je da je enzim mPGES-1 ukljuen u razvoj
reumatoidnog artritisa, akutne boli, hipersenzitivnosti na bol i upali (Giannico i sur., 2004) te
da jako doprinosi lokalnom povecanju PGE, u upalnom artritisu (Sampey i sur., 2005).
Daljnja istrazivanja na knockout miSevima moraju tek pokazati ulogu mPGES-1 u
tumorigenezi (Blaine i sur., 2005). Usporedbe divljeg tipa i knockout misa ne pokazuju

fenotipske razlike kao ni razlike u razinama TNF-a, IL-12 i IL-6 (Samuelsson i sur., 2007).
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5. DUSIKOV (11) OKSID (NO:)

Dusikov (I1) oksid (NO-) je slobodni radikal, sto ga Cini manje stabilnim od ostalih
kemijskih spojeva (iako je stabilniji u usporedbi s ostalim slobodnim radikalima) (Martinez-
Ruiz i Lamas, 2007). U niskim koncentracijama sluzi kao signalna molekula sa raznovrsnim
regulatornim ulogama u mnogim fizioloSkim procesima, no u visokim koncentracijama u
upalnim tkivima moZze oStetiti DNA, RNA, lipide i proteine, $to dovodi do porasta mutacija i
promijenjene uloge enzima i proteina vaznih u procesima karcinogeneze (Li i Wogan, 2005).
NO se smatra uobiCajenim sekundarnim glasnikom u signalnim putevima pri ¢emu sudjeluje
reverzibilnom koordinacijskom vezom s ciljnom molekulom, topljivom guanilat ciklazom
(sGC). Interakcija mijenja konformaciju sGC i aktivira stvaranje cGMP, druge male molekule
koja aktivira posebne kinaze (Martinez-Ruiz i Lamas, 2007).

FizioloSki je regulator razliCitih funkcija u nekoliko wvrsta tkiva, ukljucujuci
kardiovaskularno, neuromuskularno, neuroloSko, genitourinalno, gastrointestinalno i
bubrezno (Fernandez-Sanchez i sur., 2011). Utjecaj NO kao pleiotropne signalne molekule u
regulaciji mnogih fizioloskih procesa, kao i u Stetnim utjecajima kada je prisutan u velikim
kolicinama tijekom patofizioloskih bolesti, potaknulo je zanimanje za kemijska svojstva NO
(Yap i sur., 2010).

Stanice endotela, astroglija i neurona proizvode NO in vivo (Yap i sur., 2011). Nastaje
katalitickom pretvorbom iz arginina do citrulina (Calabrese i sur., 2004) uz specificne sintaze
dusikova oksida (NOS) koje postoje u tri oblika: zivcanom (nNOS), inducibilnom (iNOS) i
endotelnom (eNOS) (Valko i sur., 2007), kodiranih trima visokokonzerviranim posebnim
genima (Karihtala i Soini, 2007). Razina iNOS u SZS je opCenito niska. Porast ekspresije
INOS u astrocitima (Calabrese i sur., 2004) i mikroglija te makrofagima, stanicama glatkih
miSiéa (Mayer i Andrew, 1998) dogadaju se tijekom upale. Ekspresiju gena za iNOS
induciraju endotoksini i citokini (Mayer i Andrew, 1998; Calabrese i sur., 2004) (IL-1, IL-2,
TNF-q, lipopolisaharidi). Aktivaciju mogu blokirati protuupalni lijekovi (deksametazon),
inhibitorni citokini (IL-1, IL-10), prostaglandin A, (PGA,), tkivni faktori rasta ili inhibitori
sinteze proteina (Calabrese i sur., 2004). Makrofagi i monociti aktivirani citokinima stvaraju
NO u velikim koliCinama uz INOS Sto pokazuje djelovanje NO kao uspjeSnog tumor-
ubijajuceg citotoksi¢nog agensa (Karihtala i Soini, 2007).

NO nije ni jaki oksidans ni jaki reducens. Reagira sa superoksidnim anionom pri ¢emu

nastaje peroksinitrit (ONOO-). Peroksinitrit je visokoreaktivan spoj s vremenom poluraspada
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manjem od jedne sekunde. MoZe se ukljuciti u razliCite kemijske reakcije ovisno o okolisnim
sur., 2004). UkljuCen je u mnoge potencijalno karcinogene reakcije: moze pokrenuti lipidnu
peroksidaciju, inducirati transverzije i lanCane lomove u DNA, ometati lanac prijenosa
elektrona u mitohondrijima i utjecati na fosforilaciju proteina (Karihtala i Soini, 2007).
Takoder, NO ili peroksinitrit moze nitrozilirati tirozinske ogranke proteina (Rauhala i sur.,
2005). Nitrozilirati se mogu i cisteinski ogranci zbog povoljne kinetike reakcije. Cistein
ubrzava potrosnju NO u fizioloSkim procesima (Calabrese i sur., 2004). Smanjena aktivnost
NO pojacava ekspresiju NF-kB koji pozitivno regulira ekspresiju upalnih posrednika kao Sto
su citokini ili adhezijske molekule (Prasad i sur., 1999).

lako je oCito da NO sudjeluje u mnogim fizioloskim ulogama, uocljivo je i dalje
prekomjerno nastajanje NO, preko NOS, moze biti Stetno za osnovne funkcije stanica. Postoje
razliciti mehanizmi koji objaSnjavaju toksi¢nost posredovanu NO. Unutarstanicna
koncentracija GSH je bitan faktor koji odreduje osjetljivost stanice na NO i njegove derivate
(Heales i Bolafios, 2002). GSH ima kljucnu ulogu u stanicnoj otpornosti na oksidativno i
nitrozativno oSteenje ,,skupljanjem® NO i oksidanata pruzajuci reducirane ekvivalente
enzimima ukljucenima u metabolizam ROS i RNS kao i eliminirajuci potencijalne toksicne
oksidativne produkte i reducirajuci oksidiranje ili nitroziliranje tiola proteina (Klatt i Lamas,
2000).

5.1. Nastanak S-nitrozoglutationa (GSNO)

Endogeni tioli, spojevi sa skupinom —SH, stvaraju stabilne, bioloski aktivne spojeve s
NO u nekoliko ljudskih sustava. Novonastali S-nitrozotioli imaju vrijeme poluraspada dulje
nego NO, snazno aktiviraju guanilat ciklazu i predstavljaju vazne intermedijere u djelovanju
NO. lako jo$ nisu poznati mehanizmi, zna se da ovi S-nitrozotioli poboljSavaju citoplazmatski
i transmembranski prijenos NO iz endotela u glatke miSicne stanice krvnih Zila i trombocita
(Prasad i sur., 1999).

NO moze reagirati s reduciranim glutationom (GSH) i stvara se S-nitrozoglutation
(GSNO) (Heales i Bolafos, 2002; Rauhala i sur., 2005; Hill i Bhatnagar, 2007). Osim GSNO,
samo je nekoliko nitrozotiola izolirano ukljucujuci S-nitrozo-acetil-DL-penicilamin (SNAP) i
S-nitrozoalbumin (Feelish, 1998). GSNO moze nastati i preko transnitrozilacije izmedu dva
tiola, u ovom slucaju, izmedu nitroziliranog proteina i GSH (Yap i sur., 2010).
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Peroksinitrit takoder moze reagirati s GSH, kao i sa ostalim sulfihidrilnim spojevima
ako je visoka koncentracija tiola u stanici. Nastali GSNO moze zatim glutiolirati proteine
(Heales i Bolafos; Hill i Bhatnagar, 2007). No, ova reakcija ovisi o koncentraciji GSH i pH.
U toj reakciji Ce se izmijeniti dva elektrona zbog Cega Ce nastati GSSG (Fang i sur., 2002;
Heales i Bolafios, 2002) koji se mozZe reciklirati uz glutation reduktazu (Fang i sur., 2002;
Calabrese i sur., 2004). No, reakcija moze obuhvacati i samo jedan elektron. U tom slucaju
stvara se tiilni radikal (GS) koji ¢e pokrenuti lan€anu reakciju koja ovisi o Kisiku, a ukljucuje
stvaranje peroksidnog radikala nakon Cega Ce slijediti daljnja potrosnja stanicnog GSH. (Slika
8.).

GS™ + NO-

0,
0,-

GSNO ——p

SOD
GS~ N NO-

GS-N--OH + GS- T GS~™

GSSG™-
Ostali produkti M
0, —» H,0,
GSSG SoD

Slika 8. Reakcije u kojima GSH reagira s NO i nastaje GSNO. GSH, kao tiolat, reagira s NO u prisutnosti O, i
nastaje GSNO ili moZe u prisutnosti tiolata stvarati spojeve koji mogu glutationilirati sulfhidrilne skupine

proteina. SOD, znak za superoksid dismutazu. Preuzeto i prilagodeno na temelju Lash, 2006.

U fizioloSkim uvjetima, GSNO i S-nitrozotioli prisutni su u Kkrvi i mozgu.
Koncentracije GSNO u mozgu odraslog Stakora procijenjene su na 6-8 uM $to €ini 0,3-0,7%
razine GSH u tkivu (Khan i sur., 2011).

5.2.  Uloge S-nitrozoglutationa (GSNO)
GSNO, koji nastaje reakcijom NO s GSH, modulator je stani¢nog redoks stanja (Khan
i sur., 2011) te se smatra bioloski bitnim metabolitom radikala NO zbog sposobnosti

moduliranja prijenosa signala posttranslacijskom modifikacijom redoks-osjetljivih proteina, tj.
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procesima S-nitrozilacije i/ili S-glutationilacije (Martinez-Ruiz i Lamas, 2007; Yap i sur.,
2010; del Rio, 2011). GSNO sudjeluje u vaznim bioloSkim reakcijama, ukljucujuci
oslobadanje NO, transnitrozilaciju, S-tiolaciju, kao i izravno djelovanje (del Rio, 2011).
GSNO, kao endogeni S-nitrozilirani reducirani glutation, 100 puta je mocniji od klasi¢nog
antioksidansa GSH (Yap i sur., 2011).

NO i GSNO su antioksidansi koji Stite mozdano tkivo (Duan i Cheng i sur., 2007).
GSNO pokazuje aktivnost antioksidansa modulacijom redoks statusa preko porasta
koncentracije GSH, a smanjenja koncentracije peroksinitrita (Khan i sur., 2011) te preko
prijenosa signala, kao Sto je posttranslacijska modifikacija proteina (Yap i sur., 2010).
Efikasan je nitrozilirajuéi agens, a mehanizam nitrozilacije modulira funkciju proteina i u
normalnim uvjetima i u bolesti (Khan i sur., 2011). S-nitrozilacija cisteina tiola proteina je
vazna postranslacijska modifikacija u animalnim stanicama (del Rio, 2011). Nitrozotiol sluZzi
za prijenos NO u plazmu povecavajuci vrijeme poluraspada pri fizioloSkim koncentracijama
NO (Duan i Cheng i sur., 2007).

GSNO étiti SZS od upale i ROS u mnogim ozljedama preko smanjenja apoptoze u
mozdanim stanicama i inhibira aktivnost kaspaze-3 (Slika 9.). Protuupalnim djelovanjem
nakon ozljede utjeCe na smanjenje ekspresije transkripcijskog faktora NF-kB, adhezijskih
molekula, citokina i iINOS (Khan i sur., 2011). Nadalje, GSNO inhibira aktivaciju trombocita,
smanjuje embolizaciju kod ljudi, inhibira upalne dogadaje u endotelnim stanicama i
limfocitima T. UocCeno je i zastitno djelovanje nitrozilacije u sr€anim bolestima. Nedostatak
nitrozilacije oCituje se kao glavni mehanizam patogeneze (Khan i sur.,, 2011) te
posttranslacijska modifikacija enzima ima veliku ulogu u bolestima, pogotovo kod
Alzheimerove bolesti (Martinez-Ruiz i Lamas, 2007; Yap i sur., 2010).

NO: <+—» GSNO
cGMP \ R-S-NO

l / Antioksidans l

Tioredoksin o Tiredoksin
Bcl-2 — > Inhibicija <«— Caspaza-3
apoptoze ASK-1

Ostali faktori
prezivljavanja
\ Neurogeneza?

Slika 9. PredloZeni mehanizam zastite srediSnjeg Ziv€anog sustava preko NO i GSNO. NO dobiven uz NOS
moZe izravno djelovati kao antioksidans ili preko puteva ovisnih o cGMP moZe imati i antioksidativno i

antiapoptotsko djelovanje. Takoder, GSNO moZe izravno modulirati aktivnost proteina preko S-nitrozilacije (R-
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S-NO), inhibirajuci kaspazu-3 i ASK-1 (kinazu koja regulira apoptotski signal-1) i aktivirajuci tioredoksin.
Preuzeto i prilagodeno na temelju Rauhala i sur., 2005.

Radikal NO je manje reaktivan od Kkisikovih radikala, npr. hidroksilnog,
superoksidnog (Rauhala i sur., 2005). NO brzo reagira s ROS, “skupljajuci“ ROS, ali i
nastankom drugih radikala utjeCe na stanicne funkcije stanica krvnih zila (Wassman i sur.,
2004). GSNO i NO mogu inducirati apoptozu kod makrofaga, timocita, limfocita i endotelnih
stanica preko razlicitih signalnih puteva, posebno preko S-nitrozilacije/denitrozilacije kao
reverzibilnih procesa (Duan i Cheng i sur., 2007).

Na smanjeno nastajanje NO i dostupnost NO, vaznog faktora u prijenosu signala,
ubijanju patogena i relaksaciji glatkih miSica, jako utjeCe GSH. Nedostatak GSH u
izvanstanicnom prostoru rezultira smanjenim nastankom GSNO (koji nastaje i unutar i izvan
stanice), kao vaznim izvorom NO (Hudson, 2001). Porast GSH uzrokovan donorima NO je
potentni mehanizam zastite stanica od oksidativnog stresa i upale (Rahman i MacNee, 2000).
Nedostatak GSH smanjuje i razinu ekspresije INOS i GSNO nastalog u stanici, Sto moze biti
povezano. NO i GSH reguliraju metabolizam stanice i NO stimulira povecanu ekspresiju y-
GCS, limitirajuceg enzima u sintezi GSH, Sto je u suprotnosti s citotoksi¢nosti NO. GSNO
nije samo skladiste lako dostupnog NO, nego i lako dostupnog GSH Sto postaje kljucno u
uvjetima kada se GSH potrosi tijekom zastitnih uloga. Naime, postoji ravnoteza izmedu GSH
i GSNO te u uvjetima troSenja GSH dolazi do razlaganja GSNO. Ravnotezu odreduje NO i to
prema citotoksicnosti ili zastitnoj ulozi od citotoksi¢nosti. TroSenje GSH pojacava osjetljivost
stanice na Stetne efekte peroksinitrita Sto dovodi do apoptoze te se smanjuje opusStenost
glatkih miSi¢a kao odgovor na NO dovodeci do bronhokonstrikcije (Hudson, 2001).

Dok GSH predstavlja glavni izvor tiola unutar stanice, u plazmi su to proteini,
posebno albumin. TroSenje plazmatskog i vaskularnog GSH moZe rezultirati povecanim
oksidacijskim stresom i doprinijeti razvoju ateroskleroze. Reducirani tioli pojaCavaju
vazodilatacijsko i anti-trombocitno djelovanje NO tako da dodatak GSH moze poboljsati
disfunkciju endotela i dostupnost NO kod pacijenata koji boluju od ateroskleroze (Prasad i
sur., 1999).
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6. ZAKLJUCAK

GSH svojim ulogama sudjeluje u mnogo bitnih stani¢nih procesa te pomaze odrzavanju
homeostaze. Smanjenje omjera GSH/GSSG dovodi do bitnih promjena u stanici pogotovo u
uvjetima oksidacijskog stresa. Tako se na viSe nacina potiCe proupalno stanje. Aktivacija
transkripcijskih faktora NF-kB i AP-1 dovodi do ekspresije gena za proupalne citokine. Zbog
utroSka GSH na ,,skupljanje“ ROS, dolazi do povecanog nastanka proupalnih citokina,
pogotovo TNF-a, IL-6, IL-1B. Uz ovu proupalnu ulogu, odredena koli¢ina GSH dokazano je
potrebna za proliferaciju limfocita T bez kojih ne bi bilo pravog imunoloskog odgovora. GSH
sudjeluje u sintezi proupalnih medijatora, leukotriena i prostaglandina, kao kofaktor enzima
LTC,4S i mPGES-1, Clanova proteinske obitelji MAPEG koja ukljucuje membranske proteine
s aktivnos¢u GSH S-transferaze. GSNO, nastao reakcijom NO i GSH, osim kao bitan
spremnik GSH u stresnim uvjetima, djeluje protuupalno inhibirajuci citokine, NF-kB i AP-1,

apoptozu, INOS i nastanak adhezijskih molekula.
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8. SAZETAK

Glutation (y-glutamil-cisteinilglicin, GSH) je tripeptid prisutan u velikim koliinima u
svim stanicama sisavaca. Sintetizira se u stanicama svih organa, posebno u jetri. Najveca
koliCina nalazi se u citosolu, mitohondriju i ER. Sluzi kao antioksidans i detoksifikator u
mnogim procesima metabolizma i regulira stanicna zbivanja. Postoji u dva oblika-
reduciranom (GSH) koji moZe oksidirati do disulfida (GSSG), a njihov omjer odreduje redoks
stanje stanice koje je bitan posrednik u viSe procesa. U ovom radu obraduju se uloge GSH
kao regulatora stanicnog redoks statusa u kontroli transkripcijskih faktora i imunoloskog
odgovora te kao kofaktora u sintezi proupalnih posrednika ili spoja s NO. Smanjenje razine
GSH u uvjetima oksidacijskog stresa aktivira transkripcijske faktore NF-kB i AP-1 koji poticu
ekspresiju mnogih proupalnih gena i gena za citokine. U imunoloSkom sustavu GSH ima
dvojaku ulogu: utjeCe na smanjenje sinteze citokina koji mogu dodatno pojacati oksidacijski
stres, a dovoljna koli¢ina GSH potrebna je za proliferaciju limfocita T i odgovarajuci
imunoloski odgovor. GSH sluzi i kao kofaktor u pojedinim koracima sinteze proupalnih
posrednika, leukotriena i prostaglandina, koje kataliziraju membranski enzimi porodice GSH
S-transferaza imena MAPEG. NO se moze spojiti s GSH pri cemu nastaje S-nitrozoglutation
(GSNO) koji moze posttranslacijskom modifikacijom preko S-tiolacije ili S-glutationilacije

utjecati na aktivnost proteina i time inhibirati apoptozu ili utjecati na redoks stanje stanice.
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9. SUMMARY

Glutathione (y-glutamylcysteinylglycine, GSH) is a tripeptid present in large levels in
all mammalian tissues. It is synthetized within the cells of all organs, especially in the liver.
The largest levels of GSH are present in cytosol, mitochondria and ER. GSH serves as
antioxidant, detoxifying agent in a number of metabolism processes and it modulates cell
events. There are two forms of GSH: reduced form (GSH) which can oxidize to disulphide
(GSSG), GSH/GSSG ratio determines redox state of cells which is important factor in many
processes. This review explaines roles of GSH as a regulator of cellular processes in a
modulation of transcriptional factors and immune responses and, also, as a cofactor in pro-
inflammatory mediators synthesis and NO-adduct formation. In conditions of oxidative stress,
a decrease in GSH levels activates transcriptional factors NF-kB i AP-1 which then activate
pro-inflammatory genes and cytokine genes expression. GSH has a double role in the immune
system: it affects the decrease in cytokine synthesis which can enhance oxidative stress and,
also, adequate levels of GSH are essential for T lymphocyte proliferation and successful
immune response. In the synthesis of pro-inflammatory mediators, leukotrienes and
prostaglandins, GSH serves as a cofactor in some of the steps catalyzed by special GSH-S
transferase membrane-bound enzymes called MAPEG. NO can form an adduct with GSH
forming S-nitrosoglutathione (GSNO) which by posttranslational modification through S-
thiolation and S-glutathionilation can modify protein activity and additionally apoptosis
inhibition or cell redox state.
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