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Pregledni clanak
Review

OKSIDACIJSKI STRES - AKTIVATOR STRESNIH SIGNALNIH
PUTOVA U DIJABETESU TIPA 2

Tikana Zanié Grubisié, Lada Rumora © Karmela Bari§ié

Zavod za medicinsku biokemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu

SAZETAK — Molekularni mehanizmi razvoja patoloskih promjena i komplikacija koje prate dijabetes su

ki 1 jo§ wwviygek medovolino razja$njeni. U mmogim thivima kroniéna hiperglikemija izaziva

plikacije koje zahvacaju periferno Zivéano tkivo i endotel kronih Zila w bubregu i drugim organima.
Razvoju komplikacija doprinose i drugi metaboliti koji se pojavljuju wu poviSenim koncentracijama, a
posebno slobodne masne kiseline koje izazivaju stvaranje reaktivnih kisikovih (ROS) 1 reaktivnih dusikovih

- spojeva (RNS). U slucaju kada su stanicni antioksidacijski mehanizmi nedovoljni za njithovu neutralizaciju

" razvija se oksidacijska neravnotefa i dolazi do pojave oksidacijskoga stresa. Ovo ima za posljedicu aktivaciju

singalnih putova povezanih sa stresom, prvenstveno fuktora NF-kB, stresnih kinaza, p38 MAPK, JNK, PKC,
sinteze kasnih produkata glikozilacije, njithovih veceptora, sorbitola, heksozamina i drugih. Kao posljedica
toga aktivira se ekspresija razlicitih proteina koji tzravno uzrokuju o§tedenje stavica @ razvoj komplikacija. S

. druge strane,

oksidacyjski stres uzrokovan hiperglikemijom i visokom koncentracijom masnih kiseling
dovodz do razvoja inzulinske rezistencije i poremecdenog izlucivanja inzulina aktivirajudi ove iste, ili sliéne

" signalne putove. Zbog toga je primjena antioksidansa w sprieCavanin komplikacija vrlo vaina, a dobro
r pozravanje mehanizma razvoja patoloS§kih promjena moZe ukazati na farmakoloke mete koje mogu. biti
prikladne za nove terapije usmjerene da sprijece, poprave ili odloZe razvoj komplikacija w dijabetesu.

Kljuéne rijeci: Secerna bolest, tip 11, oksidacijski stres, MAP kinaze, antioksidanst, prijenos signala

; Povezanost visoke koncentracija glukoze i

" poveéanog stvaranja reaktivnih kisikovih spoje-

“va (ROS) te razvoja oksidacijskoga stresa opisa~

‘na je u mnogim stanicama i tkivima. Ako se
takvim promjenama ne suprostave tkivni anti-
oksidacijski sustavi dolazi do oksidacijske ne-
ravnoteze i do aktivacije staniénih signalnih
putova koji su posrednici u odgovoru na stres.
Jedna od glavnih posljedica ovog stanja je sinte-
za proteina koji dovode do o$teéenja staniceido
promjena koje se odituju kao karakteristi¢ne
kasne komplikacije dijabetesa.

Brojni podatei iz literature govore da aktiva-
cija signalnih putova odgovornih za kasne dija-
beti¢ke komplikacije igra vaznu ulogu u posre-
dovanju inzulinske rezistencije i poremedéenog
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ludenja inzulina. Moguénost zaStitnog djelova-
nja odredenih antioksidansa protiv uéinaka hi-
perglikemije in vitro te opisani povoljni klini¢ki
ufinci antioksidacijske terapije, podupiru pret-
postavku o uzroénoj povezanosti oksidacijskoga
stresa irazvoja patoloskih promjena.

U ovom pregledu pokusat éemo povezati raz-
li¢ite karakteristiéne promjene koje se javljaju
u dijabetesu tipa 2 1 utvrditi uzroéno-posljediéne
veze medu njima te ih pokusati protumaditi kao
izravne ili neizravne posljedice visoke koncen-
tracije glukoze. Temeljna pretpostavka od koje
polazimo je da kroni¢na hiperglikemija i kro-
niéna poviSena koncentracija slobodnih masnih
kiselina (SMK) izaziva pojaéano stvaranje ROS-
a i dovodi do stanja oksidacijskoga stresa. Sve
osnovne karakteristike dijabetesa tipa 2 kao §to
je inzulinska rezistencija, neodgovarajuéa
funkcija B-stanica gusterade i kasne dijabe-
ticke komplikacije mogu se povezati s poreme-
¢enim oksidacijskim statusom organizma.
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Dijabetes tipa 2 je karakteriziran smanjenim
ili nedovoljnim ludenjem inzulina, inzulinskom
rezistencijom te pojac¢anom sintezom glukoze u
jetri. Pokazano je da postoje nasljedni elementi
u razvoju inzulinske rezistencije, a nasljediva-
nje bi moglo biti kodominantnim naéinom (1-4).
S druge strane, dobro je poznato da se inzu-
linska rezistencija razvija pod utjecajem stece-
nih faktora kao Sto je pretjerana teZina, loSe
zivotne navike povezane s nedovoljnom kolidi-
nom fizi¢ke aktivnosti, trudnoéa i suviak dru-
gih hormona. U poéetnim stadijima ovi se pro-
blemi mogu kompenzirati hiperinzulinemijom te
je moguée odrZati normoglikemiju. Neki su
autori pokazali da priblizno 25% normalne, ne-
dijabeti¢ke populacije pokazuje sli¢an stupanj
inzulinske rezistencije kao $to je to opisano kod
dijabetesa tipa 2 (5). Klini¢ki vidljivi simptomi
nastali zbog izloZenosti visokim koncentraci-
jama glukoze javljaju se tek ako ovo stanje duze
traje. PoviSene koncentracije glukoze dovode do
oksidacijskoga stresa koji je posljedica pove-
éanog stvaranja ROS i reaktivnih dusikovih
spojeva (RNS) u mitohondrijama, neenzimske
glikacije proteina i autooksidacije glukoze (6-7).
S druge strane poveéana koncentracija slobod-
nih masnih kiselina takoder dovodi do stvaranja
ROS i oksidacijskoga stresa (8). U ovom slucaju
ROS nastaju zbog poveéane dinamike mitohon-
drijske razgradnje MK procesom B-oksidacije
te zbog poremeéaja u odvijanju mitohondrijskih
procesa staniénog disanja i oksidacijske fos-
forilacije. Razvoj oksidacijskoga stresa dovodi
do aktivacije nespecifiénih obrambenih meha-
nizama i aktivacije signalnih putova povezanih s
reakeijom na stres. Ovi procesi dodatno utjecu
na smanjenje lucenja inzulina i smanjenje re-
ceptorske osjetljivosti na hormon, §to doprinosi
razvoju dijabetesa tipa 2. Rezistencija na inzulin
dodatno povecéava rizik od razvoja komplikacija
kao $to je pojava metaboli¢kog sindroma, kar-
diovaskularnih promjena, poveéanoga krvnog
tlaka i dislipidemije. Kako je u temeljima svih
ovih promjena oksidacijski stres i posljediéno
tome aktivacija staniénih signalnih putova po-
vezanih sa stresom, terapija koja bi smanjila
oksidacijski stres mogla bi biti od odluéujuce
vaZnosti za sprjeéavanje razvoja komplikacija.

U literaturi postoji veliki broj podataka koji
govore da je hiperglikemija uzrok nefropatije,
retinopatije, neuropatije i makro- i mikro-Zilnih
oSteéenja u dijabetesu tipa 2 (6, 9). Glavni krivac
ovih komplikacija najvjerojatnije je oksidacij-
ski stres koji nastaje zbog neodgovarajuéeg
uklanjanja ROS. Potvrda éinjenice da staniéni
sustavi nisu u stanju ukloniti ove Stetne éestice
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vidi se u tome 8to je kod nekontroliranog dija- »
betesa aktivnost enzima odgovornih za uklanja- -
nje ROS, poput superoksid- dismutaze (SOD) i :
katalaze, smanjena jednako kao i razina drugih
stani¢nih antioksidansa kao &to su vitamin E i
liponska kiselina (10-13). Podatei koji govore u
prilog teoriji o oksidacijskom stresu uzroko-
vanom hiperglikemijom koji dovodi do osteée- «
nja tkiva sve se viSe gomilaju, iako jo§ uvijek ne
postoji uéinkovita terapijska strategija kojom bi ¢
se mogao sprijeciti ili usporiti nastanak pato-. ¢
logkih promjena (6,14).

ok wed FEce ok

OKSIDACIJSKI STRES I RAZVOJ
KOMPLIKACIJA U DIJABETESU

Brojne studije in vivo su pokazale pojavu
oksidacijskoga stresa prije nego su se klini¢ki
o¢itovale kasne dijabeti¢cke komplikacije i tako
pokazale da oksidacijski stres igra vaznu ulogu . :
u patogenezi komplikacija (15, 16). Nishikawa i
sur. su pokazali da se normalizacijom aktivnosti
mitohondrijske SOD mogu zaustaviti tri razli-
¢ita puta nastanka oSteéenja stanice izazvana hi-
perglikemijom (17).

e O A T B

a) Poremecaji mitohondrijske oksidacijske
fosforilacije i sinteza ROS

Oksidacijska fosforilacija i respiracijski la-
nac u mitohondrijima su procesi kojima zavrSa-
va metaboli¢ka oksidacija glukoze i drugih mo-
lekula goriva i u njima se stvaraju najvece koli-
¢ine stani¢nog ATPE Tijekom tih procesa u
kojima izravno sudjeluje molekularni kisik kao
krajnji oksidans nastaje H,0, ali odredena rela-
tivno mala (izmedu 0.4 14%) koli¢ina O,, se pret-
vara u slobodni superoksidni radikal O, (18).
Ova vrlo reaktivna molekula mozZe se dalje pret-
varati u druge ROS ili RNS. Radikal O, se
normalno odstranjuje djelovanjem staniéne an-
tioksidacijske obrane i pretvara u manje reak-
tivni H,0, djelovanjem mitohondrijske SOD.
Daljnja detoksikacija H,0, odvija se djelova-
njem mitohondrijske glutation-peroksidaze
koja katalizira nastajanje H,0 i O, , ili nastali
H,0, moZe biti razgraden u peroksisomima dje
lovanjem katalaze. S druge strane u prisutnos
reduciranih prelaznih metala Cu i Fe nasta
H,0, moZe biti pretvoren u visoko reaktivn
‘OH radikal tijekom Fentonove reakeije (19).

Izravna oSteéenja staniénih strukturnih ele
menata, proteina, lipida i nukleinskih kiselin
koja izazivaju ROS uspjesno se sprjetavaj
djelovanjem glavnog stani¢nog antioksidansa

BIOCHEMIA MEDICA god. 13, br. 3—4, 2004
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“reduciranog glutationa GSH (20,21). Odrza-

vanje normalne koli¢ine GSH u stanici kontroli-
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rano je katalitikim djelovanjem enzima gluta-
tion-reduktaze, ili ciklusom koji ukljuéuje su-
djelovanje liponske kiseline (LA), ili drugih
staniénih antioksidansa (22). Opasnost od nas-
tanka visoke staniéne razine ROS pojavljuje se
onda kada staniéno antioksidacijsko djelovanje
nije dostatno za odrzavanje primjerene koliéine
:SH i kada oksidacijsko djelovanje nadjaéa. Ta-

- da nastaje oksidacijski stres. Nastali ROS iza-

zivaju izravno osteéenje staniénih struktura na
&to stanica reagira aktivacijom stresnih signal-
nih putova i ekspresijom gena povezanih s nas-
tankom staniénih o$teéenja.

b) Oksidacijski stres izazvan hiperglikemi-
jom dovodi do aktivacije NF-xB i do poja-
¢anog luéenja upalnih citokina

Jedna od prvih signalnih molekula koja se
aktivira zbog hiperglikemije i oksidacijskoga
stresa je transkripcijski faktor NF-xB. Njego-
va aktivacija moZe nastati zbog niza endogenih i
egzogenih uzroka. Osteéenje DNA, virusne in-
fekecije, UV zraéenje, poviSena koncentracija
ROS, produZena hiperglikemija, porast koncen-
fracije slobodnih masnih kiselina, porast kon-
centracije TNF-a, IL-18, i drugih proupalnih ci-
tokina, vezanja kasnih produkata glikozilacije
{AGE) na njihove receptore te aktivacija stres-
1+ kinaza kao §to su p38 MAPK i JNK, sve ée
dovesti do aktivacije jezgrinog faktora NF-
G, Ova molekula igra odluéujuéu ulogu u po-

~sredovanju imunog i upalnog odgovora te u nas-

tanku apoptoze, tj. programirane smrti stanice.

- Pokazano je da je poremedena funkcija NF-xB
_ povezana s razvojem mnogih kroniénih bolesti,

izmedu ostalih dijabetesa i ateroskleroze (19).
Aktivacija NF-kB se provodi kroz standardni
fosforilacijski put koji ukljucuje uklanjanje i

- razgradnju njegove inhibicijske podjedinice I-

xB. Inaktivni heterodimer koji se normalno mo-
ze naéi u citoplazmi sastoji se od podjedinica p50

+ 1 p65 vezanih u kompleksu s inhibitorom pod-

jedinicom I-xB. Nakon stimulacije odvaja se in-
hibicijska podjedinica i slobodni NF-xB prodire
u jezgru gdje dovodi do aktivacije mnogih gena,
medu njima faktora rasta, citokina, receptora za
AGE i adhezijskih molekula. Mehanizmom po-
zitivne povratne sprege ovi faktori mogu do-
datno aktivirati NF-xB (23).

Kljuéni korak u aktivaciji NF-xB je fosfo-
rilacija inhibicijske podjedinice I-kB te njezino
obiljezavanje ubikvitinom i posljedi¢na razgrad-
nja. Za razgradnju su odgovorni konstitutivni
stani¢ni enzimi koji se nalaze u proteasomima.

BIOCHEMIA MEDICA god. 13, br. 3—4, 2003.

Kako se radi o konstitutivno reguliranim enzi-
mima to zna¢i da je razina ekspresije raz-
gradnih enzima u stanici konstantna. Zbog toga
se moZze redi da je kljucni regulacijski korak fos-

forilacija inhibicijske podjedinice koju katalizi-

ra kinaza za I-xB (IKK). Ovaj je enzim sastav-
ljen od tri podjedinice ¢ija je aktivacija takoder
regulirana fosforilacijom. Njega fosforilira po-
sebna serinska kinaza IKKK koja je na taj
posredni naéin odgovorna za indukeiju krajnjeg
¢lana ovog niza - jezgrinog faktora NF-xB (24).
Zanimljivo je primijetiti da se aktivnost IKKK,
a to znadi i aktivacija NF-«B, moze inhibirati
djelovanjem aspirina i salicilata, te nekih drugih
derivata prostaglandina za koje je pokazano da
poveéavaju osjetljivost i reaktivnost na inzulin
(25). Vaznost i1 uloga NF-xB u razvoju kompli-
kacija kod pacijenata s dijabetesom melitusom
pokazana je 1 postojanjem dobre korelacije iz-
medu aktivacije NF-xB i slabe kontrole glike-
mije te razvoja albuminurije i razvoja bubreZnih
komplikacija (26,27). Podatci govore da je kod
pacijenata s dijabetesom melitusom utvrdeno
pojaéano stvaranje ROS te smanjeni kapaciteti
staniéne antioksidacijske obrane, prvenstveno
redoks-sustava glutationa i ciklusa vitamina C,
vitamina E i liponske kiseline (28-30).

Jedan od rezultata aktivacije signalnog puta
NF-xB je i aktivacija faktora rasta endotela
kronih Zila (VEGF), specifi¢nog mitogena koji
sudjeluje u procesu formiranja krvnih Zila. Dje-
lovanje VEGF je vidljivo nakon njegovog veza-
nja za receptor koji ima tirozin-kinaznu aktiv-
nost 1 zbog toga fosforilira ciljne proteine.
VEGF sudjeluje u razli¢itim fizioloSkim pro-
cesima gdje je zbog prirodnog rasta nuzna po-
veéana opskrbljenost krvlju. Medutim, poviSene
koncentracije VEGF se pojavljuju u razvoju
metastaza tumora ¢vrstih tkiva, retinopatiji, u
inicijaciji proliferativne dijabetic¢ke retinopatije,
nefropatije i neuropatije. Njegovo je stvaranje
stimulirano hipoksijom, hiperglikemijom, AGE,
aktivacijom signalnih putova aktiviranih stre-
som, a antioksidansi su uspje$no smanjivali ak-
tivaciju VEGF-a. Visoke razine VEGF su pove-
zane sa stvaranjem ROS, i aktivacijom NF-«xB i
mogu se smanjiti raznim sredstvima koja sma-
njuju stvaranje ROS. PoviSene vrijednosti
VEGF u serumu mogu se koristiti kao pokaza-
telj razvoja komplikacija u dijabetesu (31).

Terapija antioksidansima, kao $to su vita-
min E, vitamin C i liponska kiselina, dovela
je do smanjenja aktivacije NF-xB i smanjenja
intenziteta lipidne peroksidacije (28, 29). Poseb-
no je pokazano da LA uklanja slobodne radika-
le, sprijeéava osteéenje DNA uzrokovano kisi-
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kom, poveéava unutarstaniénu razinu glutatio-
na, sprjeéava glikaciju serumskog albumina i
aktivaciju NF-kB i inhibira signalne putove koje
on aktivira te poveéava reaktivnost na inzulin u
dijabetesu tipa 2 (30). Takoder je opaZeno da
primijenjena terapija ima uéinka na normaliza-
ciju hemodinamike u mreZnici i normalizaciju
bubreZne funkcije u ranim fazama bolesti (44).

Aktivaciju NF-xB je mogucde sprijediti koris-
tenjem antioksidansa koji sadrZe tiolnu skupinu
kao §to je N-acetil-l-cistein (NAC) (32). Posebnu
paznju zasluZuju i drugi antioksidansi koji se
sustavno ispituju poput resveratrola kojeg ima
u ernom vinu, pitrogenola, kurkumina - za¢ina
koji se pojavljuje u kariju, te odredenih sintet-
skih spojeva koji se pojavljuju kao hvataéi radi-
kala (33, 34).

¢) Hiperglikemija, ROS i upalni citokini
dovode do aktivacije stresnih MAP- kinaza

Aktiviranje signalnog puta mitegenima ak-
tiviranih protein-kinaza (MAP-kinaza) dovodi
do promjena u razini transkripcije razliéitih
proteina koji mogu aktivirati druge signalne pu-
komplikacija, inzulinska rezistencija i pojacano
stvaranje VEGF (35). Aktivacija MAP-kinaza
dovodi do fosforilacije aktivacijsko-transkrip-
cijskog faktora 2 (ATF-2) &iji je krajnji uéinak
aktivacija apoptotiénog programa (36). U mno-
gim je pokusima pokazano da je aktivacija p38
MAPK povezana s hiperglikemijom i poja¢anim
stvaranjem ROS i razvojem oksidacijskoga
stresa. Posrednik u ovom procesu je primarna
obrana stanice od stresa, a to je fosforilacija
proteina toplinskog Soka HSP-25.

ProduZeno prezivljenje stanica moZe se po-
stiéi koristenjem tiolnih antioksidansa i regu-
latora redoks-potencijala kao §to je vitamin C.

Osim aktivacije stresnih signalnih putova hi-
perglikemija aktivira i druge biokemijske reak-
cije koje doprinose razvoju dijabeti¢kih kompli-
kacija.

1. Stvaranje kasnih glikozilacijskih pro-
dukata i aktiviranje njihovih receptora.

Hiperglikemija uzrokuje nastanak produka-
ta glikozilacije lipida, proteina i nukleinskih ki-
selina (AGE) koji nastaju u neenzimskim reak-
cijama glikozilacije, a njihovim vezivanjem na
odgovarajuée membranske receptore (RAGE)
stimulira se stvaranje stani¢nih ROS i aktivacija
ekspresije gena za VEGF i druge medijatore di-
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jabetitkih komplikacija i kroni¢nih krvoziln
bolesti (37).

2. Aktivacija signalnog puta protein-
kinaze C

U tkivima u kojima se javljaju dijabetic¢ke
komplikacije nadena je visoka koncentracija di- .
acilglicerola alosteri¢kog aktivatora protein-ki-
naze C (PKC), posebno izoenzima PKC-B koji
je prisutan u krvnoZilnom sustavu, bubrezima i
mreZnici. Poveéana aktivnost PKC je povezanas °
hiperglikemijom, a odgovorna je za promjene
propusnosti membrane u Zilama, dinamiku pro-
toka krvi i neovaskularizacije. Aktivacija PKC
je povezana s aktivacijom drugih kinaza,
posebno MAPK i uéincima koje one izazivaju e
(36).

3. Poliolski metaboli¢ki put

Porastom koncentracije glukoze u stanici ak-
tivira se aldoza-reduktaza, enzim koji katalizi- -
ra redukeiju glukoze u sorbitol koji dalje moZe
biti oksidiran u fruktozu djelovanjem sorbitol-
dehidrogenaze. Nakupljanje sorbitola u stani
cama dovodi do aktivacije stresnih protein-kina
za p38 MAPK i JNK i do staninog oSteéenja
Izravna povezanost aktivacije sinteze sorbitola
dijabeti¢nih komplikacija pokazana je na mode
lu transgeni¢nog miSa kod kojega je inhibicija
aldoza-reduktaze sprijeéila razvoj neuropatije
nefropatije i retinopatije, te stvaranja katarakt
(38,39).

4. Heksozaminski put

Brojni podatei iz literature pokazuju da
visoka koncentracija glukoze i slobodnih MK u
stanici dovodi do aktivacije biosinteze heksoza-
minida, a da su oni povezani s razvojem inzulin-
ske rezistencije i razvoja kasnih dijabeti¢kih
promjena. Enzim koji je odgovoran za ovu sinte-
zu je glutamin: fruktoza-6-fosfat-amidotrans-
feraza (GFAT). SnaZna aktivacija ovog enzima
dovodi do pojaéanog stvaranja energijskih zali-
ha u jezgri, hiperlipidemije i pretjerane teZine.
Izgleda da heksozaminski put djeluje kao sta-
niéni senzor energijskih kapaciteta i da povezu- *
je u&inke visoke koncentracije glukoze i ekspre- *
siju razli¢itih genskih produkata kao $to je lep-
tin i stvaranje ROS (40, 41).

5. Stvaranje ROS u enzimskim reakcijama
s arahidonskom i linolenskom kiselinom

Sinteza ROS nije samo posljedica hiper- sida
glikemije veé¢ je i normalni produkt odredenih ;
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enzima koji kataliziraju reakeije u kojima su-
djeluje molekularni kisik. Tu su ukljuéene reak-

¢ije ciklooksigenaze i lipooksigenaze koje su
zktivirane faktorima rasta, citokinima i hiper-
glikemijom. Neki od njihovih produkata aktivi-
raju stresne proteine kinaze (PKC) koje dovode

~ do promjena na Zilama, hipertrofije Zilnih glat-

kih mi8iéa, bolesti bubrega, poveéane sinteze

“molekula matriksa i aktivacije onkogena (14).

I u ovom sludaju dolazi do aktivacije NF-kB i
poveéane ekspresije VEGF. Nadalje, super-

 oksidni radikal reagira s NO 1 dovodi do stva-

ranja peroksinitrita. RNS ometaju regulaciju
krvoZilnoga tonusa i mogu pojacati ateroskle-

rotske procese. Ovi uéinci mogu se umanjiti
-~ uzimanjem antioksidansa.

OKSIDACIJSKI STRES DOPRINOSI
RAZVOJU INZULINSKE REZISTENCIJE

Utvrdeno je da oksidacijski stres djeluje i
na razvoj inzulinske rezistencije aktivacijom
signalnog puta serinskih kinaza. Posebno je
to pokazano u pokusima u kojima je davanjem
odredenih antioksidansa, a posebno liponske ki-
seline, vitamina C, vitamina E i glutationa sma-

 njena hiperglikemija uz istu razinu cirkuliraju-

¢eg inzulina. Mehanizam potenciranja inzulin-
ske rezistencije koji je povezan s aktivacijom
signalnog puta serinskih kinaza dovodi do poja-
¢anog fosforiliranja brojnih proteinskih faktora
koji sudjeluju u inzulinskom signalnom putu
{42, 43). Fosforilacija serina ili treonina u mole-
kuli inzulinskog receptora, ili njegovih supstra-
ta smanjuje moguénost normalne fosforilacije
na tirozinu. U normalnim uvjetima aktivirani in-
zulinski receptor djeluje kao tirozin-kinaza
koja katalizira fosforilaciju proteina na tirozi-

 nu. U procesu aktivacije inzulinski receptor naj-
. prije fosforilira vlastitu molekulu, i tako aktivi-

ran fosforilira druge proteine koji se zovu sup-
stratima inzulinskog receptora. Neki od tih

~ proteina izravno reguliraju funkeiju B stanica.

Proteini koji su fosforilirani na “krivoj” amino-

~ kiselini, tj. na serinu, ne reagiraju normalno s

ciljnim molekulama, $to dovodi do smanjenog
djelovanja inzulina. Posebno se to odnosi na ak-
tivaciju protein-kinaze B i transport glukoze.
“Kriva” fosforilacija na serinu ili treoninu dovo-
di do aktivacije stresnih kinaza i njihovog sig-
nalnog puta koji ukljuéuje NF-xB, p38 MAPK,
JINK, PKC, $to ima za posljedicu poremecenu
funkeciju B stanica. Ustanovljeno je da antiok-
sidansi, posebno LA, mogu sprijeciti poremeca-

- ie funkeije transportera glukoze GLUT 4 izaz-
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vane oksidacijskim stresom i aktivacijom signal-
nih putova NF¥-«xB i stresne kinaze p38 MAPK
(44). Ué¢inak LA odnosi se i na stimulaciju meta-
boli¢ke razgradnje glukoze, $to kod pacijenata s
dijabetesom tipa 2 dodatno doprinosi normaliza-
ciji koneentracije glukoze u krvi.

Uloga NF-xB i njegovih aktivatora (IKKB) u
razvoju inzulinske rezistencije moZe se sprije-
giti ako se djelovanjem salicilata inhibira aktiv-
nost IKKB, tj. fosforilacija serinskih ostataka u
ciljnim proteinima, a povecéa fosforilacija tiro-
zinskih ostataka (45, 46). Ovakve rezultate su
potvrdili i pokusi gdje su visoke doze aspirina
smanjile razinu glukoze i poveéale inzulinsku
osjetljivost. Veza je uspostavljena i preko adi-
ponektina, proteina koje luce adipociti, a koji
poveéava osjetljivost inzulinskih receptora, inhi-
birajuéi aktivnost NF-xB.

Tirozinske fosfataze i inzulinska rezistencija

Aktivacija signalnih molekula je najéesce
povezana s djelovanjem kinaza koje fosforilira-
ju svoje supstrate - signalne proteine na tirozi-
nu, ili pak na serinu i treoninu. Jednako tako
vaznu ulogu treba dati i enzimima koji su odgo-
vorni za defosforilaciju, tj. hidrolizu fosfata
(47). U tu skupinu spadaju proteinske tirozin-
fosfataze i fosfutaze s dvostrukom specific-
noséu prema tirozinu i prema Thre/Ser
(PTPaze). Pokazano je da je fosforilacija i de-
fosforilacija tirozina posebno vazna za transport
glukoze stimuliran inzulinom u adipocitima i mi-
§iéima. Zbog toga i fosfoprotein-fosfataze pred-
stavljaju potencijalno vazan faktor za terapijsku
regulaciju inzulinskog djelovanja.

Povezanost aktivacije stresnih signalnih pu-
tova s razvojem inzulinske rezistencije s jedne
strane i s razvojem kasnih komplikacija dijabe-
tesa tipa 2 s druge strane govori o moguénosti
postavljanja hipoteze o oksidacijskom stresu uz-
rokovanom hiperglikemijom kao jedinstvenom
uzroéniku inzulinske rezistencije i kasnih dija-
beti¢kih komplikacija koji se medusobno dodat-
no potenciraju i produbljuju.

Pretilost i visoka koncentracija slobodnih
masnih kiselina kao uzroénik inzulinske
rezistencije

Inzulinska rezistencija je dokazana u osoba s
prekomjernom teZinom i to je vidljivo puno pri-
je nego $to se pojavljuje hiperglikemija. Iz toga
se moze zakljuéiti da se uzrok inzulinske rezi-
stencije ne moZe povezati s oksidacijskim stre-
som koji se razvija zbog hiperglikemije. Ipak,
povezanost ovih stanja govori da bi neki faktor
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koji luée adipociti mogao aktivirati signalni put
koji je identiéan onome kojega aktivira oksida-
cijski stres. Razni su spojevi bili kandidati za
ovu ulogu, a posebno TNFa, leptin, SMK i re-
zistin. Po svemu sudeéi, cirkulirajuée SMK su
najvjerojatnija veza izmedu pretilosti i inzulin-
ske rezistencije. Poznato je da postoji uzroéno-
posljediéna povezanost izmedu visoke koncen-
tracije SMK u plazmi, nakupljanja triglicerida u
Posrednik u ovom procesu bi mogao biti malo-
nil CoA, kljuéni metabolit, ali i regulator sinteze
irazgradnje MK (48,49).

Visoka konecentracija malonil CoA mogla bi
sprijeéiti normalnu oksidaciju SMK i poveéati
nakupljanje masti u staniénim zalihama te do-
vesti do razvoja inzulinske rezistencije, poreme-
éene funkeije B stanica i razvoja dijabetesa tipa
2. Najnovija istrazivanja pokazuju da visoke ra-
zine triglicerida smanjuju transport glukoze u
stanicu i tako izazivaju prividnu rezistenciju na
inzulin kod pretilih osoba. Pokazano je da su
visoke konecentracije SMK u plazmi povezane sa
smanjenim u¢inkom inzulinskih receptora i ak-
tivacijom PKC, NF-kB, p38 MAPK, JNK i dru-
gih serinskih i treoninskih kinaza koje ometaju
normalnu tirozinsku fosforilaciju i posljedi¢no
tome normalnu funkciju inzulinskog receptora.

Slobodne masne kiseline, redoks ravnoteza i
aktivacija stresnih signalnih putova

Uloga SMK u razvoju inzulinske rezistencije
irazvoju komplikacija o¢ituje se posebno u ome-
tanju funkeije inzulinskih receptora i u izaziva-
nju poremedéaja funkeije mitohondrija. SMK
djeluju tako da dovode do razdvajanja reakeija
respiracijskog lanca i oksidacijske fosforilacije
te pojac¢anog stvaranja ROS i radikala -O,. U¢i-
nak radikala dodatno je pogorsan jer SMK dje-
luju na smanjenje staniénih antioksidacijskih
potencijala, posebno reduciranog glutationa. Na
taj na¢in SMK dovode do razvoja oksidacijsko-
ga stresa i aktivacije stresnih kinaza koje su veé
opisani uzroénici komplikacija kod dijabetesa.
Stetno djelovanje SMK moZe se umanjiti ili
sprijeéiti uzimanjem antioksidansa, posebno
vitamina E i glutationa ¢ime se postize poveéa-
na osjetljivost na inzulin i popravlja funkeija 8
stanica (50).

OKSIDACIJSKI STRES I POREMECAJI
FUNKCIJE B STANICA

B stanice su posebno osjetljive na oSteéenja
izazvana oksidacijskim stresom. Njihova je os-
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novna funkeija luéenje potrebne koli¢ine inzu-
lina nakon stimulacije poveéanom koncentraci-
jom glukoze u krvi. Neposredni sudioniei u po-
vezivanju stimulacije luéenja inzulina i koncen-
tracije glukoze u krvi su niskoafinitetni trans-
porter glukoze GLUTZ2 i glukokinaza, enzim koji
katalizira fosforilaciju glukoze u stanici te enzi-
mi koji odraZavaju intenzitet glukoznog metabo-
lizma (561, 52). U cijelom slijedu dogadaja koji
dovode do ludenja odgovarajuée koncentracije
inzulina moZe se reéi da mitohondrijski metabo-
lizam ima kljuénu ulogu. Mitohondriji su isto-
vremeno mjesta stvaranja ROS i RNS i njihove
najosjetljivije mete pa se funkcija mitohondrija
najtjesnije povezuje s razvojem oksidacijskoga
stresa 1 posredno utjecaja na luéenje inzulina
(53). Mnoge su studije pokazale da je neprimje-
rena funkeija B-stanice rezultat:

1) kroniéne izloZenosti hiperglikemiji,

2) kroniéne izloZenosti visokim koncentra-

cijama SMK
3) medusobne kombinacije ovih Stetnih utje-
caja.

U biti se svi §tetni uéinci mogu povezati s ok-
sidacijskim stresom, aktivacijom NIF-«B sig-
nalnog puta kao i s aktivacijom kaskade stres-
nih kinaza, $§to ima za posljedicu usmjeravanje
B-stanica u propadanje apoptozom.

Osteéenje B-stanice uzrokovano glukozom

U mnogim je pokusima pokazano da se na-
kon regulacije hiperglikemije koja je postignuta
dijetom, primjenom inzulina, ili sulfonilureje
mozZe javiti endogeno popravljanje luéenja inzu-
lina. Ovo je vrlo sloZen proces koji ukljuuje
utjecaj na razini ekspresije gena i na razini
mRNA za inzulin i inzulinski receptor.

Spontano smanjenje luéenja inzulina zbog
visoke koncentracije glukoze nastaje kao rezul-
tat postupnoga smanjenja endogenih stimulira-
juéih faktora nakon produZene stimulacije -
stanica. S druge strane, hiperglikemija s vreme-
nom dovodi do iserpljivanja B-stanica. Inzulin je
pohranjen u granulama koje se nalaze u odjelj-
cima koji mogu biti bolje ili slabije dostupni sti-
mulaciji 1 izluéivanju. MoZe se reéi da je sma-
njena razina izluéivanja inzulina nakon optere-
¢enja glukozom rezultat hipersenzitizacije i is-
crpljenja zaliha, a nije rezultat patoloSke prom-
jene beta stanica (56).

Toksi¢nost visoke koncentracije glukoze mo-
Ze se znadajno smanjiti istovremenom primje-
nom antioksidansa NAC ili aminogvanidina. U
pokusima in vitro antioksidansi su djelomiéno
sprjeéavali smanjenje razine mRNA i smanje-
nje luéenja inzulina (69).
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- Toksiéne promjene [ stanica uzrokovane
- lipidima

Uéinci lipida na funkeiju B-stanica su sloZeni.
PoviSene koncentracije SMK dovode do poveéa-
nog lucenja inzulina, najvjerojatnije zbog na-
kupljanja dugolanéanih MK u citoplazmi stani-
ce. Ué¢inak lipida razli¢ito se o¢ituje na normal-
ne i na patoloki promijenjene B-stanice. Kod
kroni¢ne izloZenosti poviSenim koncentracijama
SMK u normalnim B-stanicama dolazi do sma-
njenja mRNA za inzulin, ali se poveéava osjet-
ljivost na niske koncentracije glukoze. S druge
strane, produZena izloZenost poveéanoj koncen-
traciji SMK izaziva promjene funkecioniranja
mitohondrija. Mijenja se membranski potenci-
jal i dinamika otvaranja K* kanala, te dolazi do

- poremecaja lucenja inzulina koje regulira glu-
koza. Poremecaj ludenja inzulina i u ovom je
- slu€aju povezan s nastajanjem ROS (57).
Kod patoloski promijenjenih B-stanica visoke
- koncentracije SMK uzrokuju poremeéeno luce-
~ nje inzulina i izazivaju druge smetnje poput po-
veéanog odlaganja triacilglicerola u stanice,
~ promjena u funkciji mitohondrija, poremeéaja
luéenja inzulina, aktivacije signalnih putova
stresnih kinaza - posebno JNK, poveéane sin-
teze NO i poveéanog stupnja apoptoze B-stani-
ca. Zasiéene dugolanéane MK pokazale su se
posebno toksi¢nima u ovom modelu (58).

- Kombinirani toksiéni uéinci glukoze i lipida
na B-stanice

Hiperglikemija i visoke koncentracije lipida
djeluju sinergisti¢ki i kada su prisutne u kom-
- binaciji njihovi su uéinei posebno opasni. Oni
~ dovode do potpunoga poremeéaja izlucivanja
~ inzulina usprkos stimulaciji visokom koncen-
tracijom glukoze.

U literaturi postoje brojni podatei koji govo-
re o oksidacijskom stresu kao uzroéniku pore-
meéene funkeije B-stanica, a kao neposredni se
¢imbenici spominju autoimune promjene, citoki-
ni, ili toksiéni spojevi poput aloksana. No, kod
dijabetesa tipa 2 treba voditi ra¢una i o starenju
stanica, gomilanju produkata glikacije, te o tok-
siénosti koja proizlazi iz izloZenosti visokim kon-
centracijama glukoze i SMK. Potrebno je tako-
der uzeti u obzir visoku koncentraciju ROS i

- RNS koji imaju negativne uéinke na nuklearnu i
mitohondrijsku DNA u B-stanicama kao i na ra-
zinu reduciranog oblika glutationa GSH. B-
stanice su posebno osjetljive na ROS i RNS jer
one imaju nisku razinu antioksidacijskih enzima
kao Sto su SOD, glutation-peroksidaza GPx i
katalaza, ili tioredoksina staniénog proteina uk-
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lju€enoga u antioksidacijsku obranu. Tijekom
kroni¢ne hiperglikemije intenzivira se ekspre-
sija antioksidacijskih i antiapoptoti¢kih gena
kao kompenzacijski mehanizam. Sam oksida-
cijski stres dovodi do smanjenja inzulinske
mRNA, citosolnog ATP i protoka Ca2* u cito-
plazmi i mitohondrijima te razvoja apoptoze.
Mitohondriji su posebno osjetljivi na oksida-
cijski stres. Lipidna peroksidacija dovodi do
inhibicije metaboli¢kog oksidiranja glukoze.
Zbog toga je primjena antioksidacijskih sred-
stava kao Sto su NAC, AG i drugi spojevi koji
hvataju radikale uéinkovita u sprjeéavanju tok-
siénosti PB-stanice, stvaranja produkata neen-
zimske glikozilacije i aktivacije signalnog puta
NF-xB (32).

Pokazano je da je inhibicija heksozaminskog
puta znatno popravila razvoj poremedéaja u izlu-
éivanju inzulina koje je uzrokovao oksidacijski
stres. Postoje odredeni rezultati koji govore da
bi izravna meta ROS u beta stanicama mogao
biti specifiéni enzim glukokinaza koja djeluje
kao senzor u stimulaciji luéenja inzulina. Kako
se u aktivnom srediStu enzima nalazi cistein koji
je kljuéan za katalizu, onda bi oksidacija nje-
gove -SH skupine mogla biti uzrokom inhibicije
enzimske aktivnosti. Povoljan uéinak antiok-
sidansa (NAC i aminogvanidina) bio bi rezultat
ponovne redukeije tog cisteina (59-61).

U zaklju¢ku se moze reéi da su molekularni
mehanizmi razvoja patoloskih promjena i kom-
plikacija koje prate dijabetes mnogostruki i jos
uvijek nedovoljno razjasnjeni. U mnogim tkivi-
ma hiperglikemija 1 poviSene koncentracije
SMK dovode do stvaranja ROS i RNS. U slu-
¢aju kada su stani¢ni antioksidaecijski mehaniz-
mi nedovoljni za njihovu neutralizaciju razvija
se oksidacijska neravnoteZa i dolazi do pojave
oksidacijskoga stresa. To ima za posljedicu ak-
tivaciju signalnih putova povezanih sa stresom,
prvenstveno faktora NF-xB, stresnih kinaza,
p38 MAPK, JNK, PKC, sinteze kasnih produ-
kata glikozilacije, njihovih receptora, sorbitola,
heksozamina i drugih. Kao posljedica toga akti-
vira se ekspresija razlid¢itih proteina koji izravno
uzrokuju osteéenje stanica i razvoj komplika-
cija. S druge strane, oksidacijski stres dovodi i
do razvoja inzulinske rezistencije aktivirajuéi te
ili sli¢ne signalne putove. Zbog toga je primjena
antioksidansa u sprjeéavanju komplikacija vrlo
vaZna, a dobro poznavanje mehanizma razvoja
patologkih promjena moZe ukazati na farmako-
loske mete koje mogu biti prikladne za nove
terapije usmjerene da sprijece, poprave ili odlo-
Ze razvoj komplikacija u dijabetesu.
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OXIDATIVE STRESS - AN IMPORTANT SIGNAL FOR STRESS-ACTIVATED SIGNALING
PATHWAYS IN TYPE 2 DIABETES

ABSTRACT - The molecular mechanisms for the development of late diabetic complications are still not clear:
In a variety of tissues chronic hyperglycemia results in development of complications mainly i the nerve
tissue, vascular endothelivm in kidney and other organs. Increased concentrations of other metabolites and. in
particular free fatty acids that cause generation of reactive oxygen species ROS and reactive nitrogen species
RNS might also be responsible for the development of diabetic complications. If the cellular antioxidant ca-
pacities could not neutralize oxidative production, oxidative stress develops and activation of stress-sensitive
signalling pathways, such as NF-kB, stress kinases, p38 MAPK, JNK, PKC, synthesis of advanced
glycosylation end-products, their receptors, sorbitol and hexosamines, is produced. The itmmediate conse-
quence is expression of factors that cause cellular damage and are responsible for long-term complications.
On the other hand, oxidative stress that is caused by hyperglycemia and elevated fatty acid concentration me-
diates insulin resistance and impaived insulin secretion through similar signalling pathways. Thus, the use
of antioxidants may be very important in preventing complications, and identification of the molecular basts
for development of complications might lead to discovery of pharmacological targets for novel therapies to
prevent, reverse or delay the onset of the complications in diabetes.

Key words: Diabetes Mellitus, Type 11, Oxidative Stress, Mitogen-Activated Protein Kinase, Antioxidants,
Signal Transduction
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