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Gliotoksin je mikotoksin iz skupine epipolitiodioksopiperazina s bioloski aktivnim internim disulfidnim
mostom. Gliotoksin ima antibakterijski i virucidan ucinak (nekada se rabio kao antibiotik, no zbog
toksicnosti je izbacen iz klinicke uporabe). NajviSe proucavan ucinak gliotoksina je na stanice imunosnog
sustava, pa se pokusavaju gliotoksinom ili njegovim analozima obraditi presadci ex situ radi smanjenja
ucestalosti odbacivanja organa i tvorbe “imunosno tihih” presadaka. Toksi¢nost gliotoksina dokazana
je na nizu stani¢nih linija (makrofazi, timociti, splenociti, fibroblasti) gdje izaziva apoptozu i nekrozu te
inhibiranjem niza enzima (farnezil-transferazu, NF-«B, alkohol-dehidrogenazu). Toksi¢nost gliotoksina
povezana je sa stvaranjem kovalentnih i mijeSanih disulfidnih veza te oksidativnim ucincima. Gliotoksin
tvore plijesan Aspergillus fumigatus i gljivica Candida albicans te se pretpostavlja da ¢e tvorba ovog
toksina, zbog dokazanih toksickih ucinaka na mjestu mikoze (invazivne aspergiloze i kandidijaze) imati
ucinak na egzacerbaciju mikoze odnosno pridonijeti invazivnosti gliotoksinogenih gljivica.

KLJUCNE RIJECI: Aspergillus fumigatus, Candida abbicans, gljivice, mikotoksin, plijesni

Epipolitiodioksopiperazini

Bioloski aktivni spojevi s jednom ili vise
disulfidnih veza u molekuli izolirani su iz velikog broja
mikroorganizama, biljaka i zivotinja. U biljnom carstvu
poznati su npr. asparagusi¢na kiselina iz mladih
izdanaka Sparoge (Asparagus officinalis L.) i alicin iz
ceSnjaka (Allium sativum L.). Spojeve s jednom ili viSe
disulfidinih veza u molekuli u ljudi i Zivotinja naj¢esce
nalazimo medu polipeptidima, gdje su sastavni dio
molekule aminokiseline cisteina sa slobodnom
sulfhidrilnom skupinom. Osim kovalentnih veza koje
vezu pojedine aminokiseline u peptide, disulfidna veza
(~S-S~), kao dio ciklicke strukture peptida, odrazava
njihovu tercijarnu strukturu i bioloski u¢inak. Primjeri
su hormoni inzulin i oksitocin (1). No, uz odrazavanje
tercijarne strukture odnosno djelovanja samih peptida,
spojevi s disulfidnim vezama imaju i regulacijske
ucinke u stanicama. Primjer su enzimi tioredoksin
i glutation. Izmjena izmedu oksidacijskih stanja
sumpora (iz disulfida do tiola i obrnuto) omogucuje
tim spojevima ulogu redoks regulatora u stanici.

lako su bioloska uloga spojeva s (poli)sulfidnom

vezom, kao i njihov mehanizam djelovanja relativno
dobroupoznati, bioloski u¢incispojeva s (poli)sulfidnom
vezom koji su izolirani izvan organizma nisu dobro
upoznati i shvaceni (2). Kod gljivica, svi dosada poznati
spojevi koji u strukturi imaju (poli)sulfidni most, tvore
se kao metaboliti sekundarnog metabolizma te se po
kemijskoj strukturi svrstavaju u skupinu spojeva epi-
politiodioksopiperazina i svi izolirani spojevi pokazuju
odredene bioloske ucinke (2). Sekundarni metaboliti u
epipolitiodioksopiperazinskoj skupini spojeva izvode se
iz osnovnog diketopiperazinskog prstena premostenog
polisulfidnim mostom na polozaju C,-C,.

Prirodno staniste gljivica koje tvore sekundarne
metabolite iz skupine epiditioksopiperazina je tlo,
s izuzetkom vrste Candida albicans, koja je i dio
endogene flore Covjeka i zivotinja.

S gledista veterinarske toksikologije, najvazniji
predstavnici spojeva skupine epiditioksopiperazina,
koji pokazuju toksi¢ke ucinke u Zivotinjama jesu
sporidezmini (slika 1) i ketomin. Sporidezmini su
sekundarni metaboliti plijesni Pithomyces chartarum
(Berk. i Curt.) M. B. Ellis (raniji naziv Sporidesmium
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Slika 1 Kemijska struktura sporidezmina

bakeri) i uzrokuju sporidezminotoksikozu odn. facijalni
egzem u ovaca i goveda. Naime, plijesan Pithomyces
chartarum kao saprofit kolonizira pokosenu travu i
slamu, ali u odnosu na druge plijesni ima vrlo malen
udio. Pithomyces chartarum, na biljnom supstratu
pod odredenim uvjetima vlaznosti i temperature
moZe brzo sporulirati i tvoriti sekundarne metabolite
— sporidezmine te do intoksikacije zivotinja dolazi
ingestijom ili kontaktom s tako kontaminiranom
bilinom hranom. Ispitivanjem toksinogenog potencijala
izolata plijesni Pithomyces chartarum iz tla dokazana
je uvedine izolata sposobnost stvaranja sporidezmina
u laboratorijskim uvjetima (0,3 odn. 1,5 ug/mL) (3).
U laboratorijskih Zivotinja inficiranih sporama plijesni
Pithomyces chartarum razvila se ista klinicka slika
kao i u zZivotinja (ovaca i goveda) u ispasi na poljima
Sto dokazuje da su sporidezmini uzro¢nici facijalnog
egzema (3). U akutnoj fazi bolest se u ovaca i goveda
ocituje kao egzem po usnama, viedama, licu, uskama
i kruni na papcima te kao kolangitis s mrljastom
dekoloracijom jetre. Pri kroni¢noj intoksikaciji dolazi
do bilijarne ciroze jetre (atrofija jetre) s opstrukcijom
zucovoda i generaliziranom zuticom (4). Bolest se
moze sprijeciti ili reducirati unistavanjem spora plijesni
Pithomyces chartarum odnosno obradivanjem
pokoSene trave, slame ili drugog biljnog materijala
koji sluzi za ishranu ovaca fungicidima - dugolan¢anim
masnim kiselinama ili 2-(tiazolil-2)-benzimidazolom
(3). Osim primjene fungicida, primije¢eno je da
unos cinka takoder smanjuje ili uklanja toksi¢no
djelovanje sporidezmina. No, nedostatak ovih
metoda je u negativnom djelovanju rezidua fungicida
i djelovanju cinka na smanjenje tvorbe mlijeka, kao i
talozenje rezidua cinka u kostima (5). Facijalni egzem
je ozbilina, bolna i stresna bolest, najcesée ovaca,
i zabiljezena je u Novom Zelandu, Australiji, Juznoj
Americi i Francusko;.

Osim utvrdivanja mikotoksina sporidezmina kao
etioloskog uzro¢nika facijalnog egzema u ovaca,

daljnja istrazivanja pokazala su da i drugi mikotoksini
iz skupine epipolitiodioksopiperazina mogu biti
toksi¢ni za Zivotinje. Naime, primijeceno je da janjad
na farmama Nove Skotske sporije raste i gubi na
tjelesnoj tezini, posebice tijekom ljeta i jeseni. Ubrzo
su iz biljnog materijala rabljenog za ishranu janjadi
izolirane plijesni iz roda Chaetomium (C. cochliodes
Palliser i C. globosum Kunze) koje su tvorile spoj
karakteristi¢an za epiditioksopiperazinsku skupinu
spojeva. Izolirani spoj je dobio ime po vrstama plijesni
koje ga tvore — ketomin (3). Osim smanjenja prirasta
zivotinja, za ketomine se pretpostavlja da sudjeluju u
razvoju “ill-thrift” sindroma u ovaca (6).

Izmedu prvih identificiranih i opisanih spojeva
iz skupine epiditioksopiperazina, gliotoksin
je danas najproucavaniji. Naime, tragajuéi za
sekundarnim metabolitima plijesni kao mogu¢im
kemoterapeutskim sredstvima, botanic¢ar Weindling
je 1932. otkrio da sekundarni metabolit plijesni
Trichoderma (Gliocladium) lignorum pokazuje
antagonisticki u¢inak na plijesni vrsta Rhizoctonia
solani i Phytophthora parasitica. Utvrdeno je da je
antagonizam uzrokovan tvorbom tzv. letalnog izvora iz
plijesni Trichoderma lignorum. Weindling i Emerson
su 1936. godine uspjeli izolirati tvar s antifungalnim
uc¢inkom u kristalnom obliku iz plijesni Gliocladium
fimbriatum (Trichoderma viride) i dano joj je ime
gliotoksin, prema imenu vrste iz koje je izolirana (3, 7).
Disulfidni most u molekuli gliotoksina opisan je 1943.
(8), a 1966. utvrdena je to¢na kemijska struktura, kad
i stereokemija molekule (9). Daljnjim istrazivanjima
utvrdeno je da gliotoksin nije sekundarni metabolit
samo vrsta iz roda Trichoderma, ve¢ je identificiran
i u drugih gljivicnih vrsta (Aspergillus fumigatus, A.
terreus, A. chevalieri, Penicillium terlikowskii, P
obscurum, P, cinerascens, Thermoascus crustaceus,
Dichotomomyces cejpii, Candida albicans (10-12).

U novije su vrijeme iz liSaja Xanthoparmelia
scabrosa izolirani skabrozini, koji se takoder svrstavaju
u grupu epiditiodioksopiperazina (2).

Osim navedenih mikotoksina, u skupinu epipoli
tiodioksopiperazina ubrajaju se i emestrin, arantoin,
ketracin, ketocin i sli¢ni spojevi.

Kemijska svagjstva gliotoksina

Gliotoksin [2,3,5a,6-tetrahidro-6-hidroksi-3-
(hidroksimetil)-2-metil-10H-3a, 10a-epitiopirazi
no[1,2alindol-1,4-dion] klasican je predstavnik
skupine epipolitiodioksopiperazina. Karakterizira ga
disulfidni most — najreaktivniji dio molekule kao i
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u ostalih ¢lanova epipolitiodioksopiperazina. No,
osim disulfidnog mosta, izolirani su gliotoksini E i G
s trisulfidnim i tetrasulfidnim mostom (slika 2). Za
razliku od sporidezminske podskupine, nemaju klor
u molekuli. Molekularna masa gliotoksina je 326,4
gmol, a taliste 221 °C. Osjetljiv je na oksidacijske
procese i povisenu temperaturu. Lako je topljiv u
piridinu, kloroformu i dimetilformamidu (3, 12).

n=2
n=3

GLIOTOKSIN
GLIOTOKSIN E
n=4 GLIOTOKSIN G

Slika 2 Kemijske strukture gliotoksina

Putovi biosinteze gliotoksina kao sekundarnoga
gljiviénog metabolita do danas nisu razjasnjeni, ali se
pretpostavlja da gliotoksin nastaje pentozafosfatnim
putem, preko Sikiminske i korizmove kiseline do
aromatskih aminokiselina (3, 13, 14). Pretpostavlja
se da pentozafosfatnim putem nastaju i neki drugi
sekundarni metaboliti plijesni, kao na primjer
verukulogen, penitrem, ciklopijazoni¢na kiselina,
fumitremorgeni, faloini, amanitini i ergot-alkaloidi
(13, 14).

Bioloski ucinci gliotoksina
Antimikrobni ucinak

Ubrzo nakon otkri¢a fungicidnog ucinka
gliotoksina, ispitan je i njegov baktericidni uc¢inak
u zelji da se pronadu novi antibiotici s mogu¢om
klinickom primjenom. U pokusima in wvitro
Waksman i Woodruff (1942) utvrduju baktericidni
ucinak na Sirok spektar gram-pozitivnih bakterijskih
vrsta. Istrazivanja su pokazala i vrlo jak baktericidni
ucinak na Mycobacterium tuberculosis. Ispitivanjem
baktericidnog ucinka gliotoksina u kulturama
stanica sisavaca utvrdena je vrlo uska terapijska
sirina u odnosu na toksi¢an ucinak u kulturama
stanica sisavaca te se zbog toksi¢nog djelovanja
odbacio kao moguéi kemoterapeutik (3). Toksi¢nost
gliotoksina potvrdena je u misevima i Stakorima (LD,

za miseve=25 mg kg™), a u dvostruko visoj dozi danoj
oralno ili parenteralno, svi ispitivani misevi i Stakori
uginuli su 24 sata nakon aplikacije (3).

Osim in vitro baktericidnog i fungicidnog ucinka
gliotoksina, utvrden je i virucidni ucinak. Gliotoksin
inhibira multiplikaciju RNA poliovirusa, herpes virusa i
virusa azijske influence u kulturama bubreznih stanica
majmuna, HEp2 i KB stani¢nih linija. Utvrdeno je da
gliotoksin nema virucidni ucinak na viruse kada se
nalaze izvan stanice te da je za inhibiciju sinteze RNA
virusa potrebna manja koncentracija gliotoksina
u odnosu na inhibiciju sinteze RNA u ispitivanim
stani¢nim kulturama (50 %-tna inhibicija sinteze RNA
Coxsackie A21 virusa pri koncentraciji gliotoksina od
0,002 ugmL, inhibicija sinteze RNA HeLa-stanica pri
koncentraciji 0,5 ugmL™). No, citotoksi¢ni ucinak,
tj. uzak omjer terapijske i toksi¢ne koncentracije
onemogucava uporabu gliotoksina kao moguceg
kemoterapeutika (3).

Ucinci na stanice imunosnog sustava in vitro

Gliotoksin pokazuje imunomodulatorne ucinke
kao i sekundarni metaboliti nekih drugih gljivica,
npr. aflatoksini, okratoksini, fumonizini i trihoteceni
(15, 16).

Prilikom slucajne kontaminacije stani¢ne
kulture makrofaga s plijesni Aspergillus fumigatus,
primijecena je inhibicija atherencije makrofaga na
plasti¢no dno posude (6). U in vitro uzgoju sposobnost
fagocitoze makrofaga izravno je vezana za Sirenje i
atherenciju makrofaga na plasti¢cno dno posude.
Kasnije je utvrdeno da je inhibicija fagocitoze u kulturi
makrofaga uvjetovana gliotoksinogenim sojem plijesni
Aspergillus fumigatus (17). Osim inhibicije fagocitoze,
na makrofazima su uocene i morfoloske promjene,
kao gubitak mikrovila i kondenzacija kromatina (6).

Gliotoksin pri nanomolarnim koncentracijama
inhibira proliferaciju T i B-limfocita nakon stimulacije
antigenom, kao i u¢inkovitost citotoksi¢nih T-limfocita
(5, 6). Pri koncentraciji od 300 nmol L, gliotoksin
inhibira tvorbu vodik-peroksida u polimorfonuklearnim
leukocitima za 65 %, a smatra se da ujedno smanjuje
i baktericidni u¢inak makrofaga (6).

Daljnjim istrazivanjima dokazana je inhibicija
vezanja NFkB na DNA. Naime, NF«B je dimerni
transkripcijski ¢imbenik koji se nalazi u vecini stanica
te nakon podrazaja inducira ekspresiju gena. NFxB
ima znacajne antiapoptoticke ucinke u razli¢itim
modelima apoptoze, kao i u razli¢itim stani¢nim
linijama. Gliotoksin u kulturi zvjezdastih stanica jetre
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inhibira vezanje NF«B na DNA te time viSe nisu izraZeni
njegovi antiapoptoticki ucinci (18).

Gliotoksin modulira tvorbu reaktivnih kisikovih
spojeva (ROS) u polimorfonuklearnim leukocitima
(PMN). Tsunawaki et al. (19) dokazuju da gliotoksin
znacajno inhibira tvorbu O, (stimuliranog forbol-
miristatacetatom) kao prekursora reaktivnih kisikovih
spojeva u polimorfonuklearnim leukocitima.

Pretpostavlja se da ¢e inhalacija spora i/ili dijelova
micelija koji se Sire slobodno zrakom, a sadrzavaju
mikotoksine, uz ostale ¢imbenike pridonijeti razvoju
alergija, osobito u djece (20). Utjecaj gliotoksina
na tvorbu citokina koji posebice utjecu na sintezu
IgE-protutijela, ispitivali su Wichmann et al. (20)
te utvrduju da gliotoksin u nizoj koncentraciji (34,2
ng mL") inhibira tvorbu IFN-y (¢imbenika supresije
sinteze IgE), a u vi$oj koncentraciji (82,8 ng mL")
inhibira tvorbu IL-4 za 50% (ID,). Pretpostavka je da
¢e jacom inhibicijom Th1-limfocita koji tvore IFN-y
izazvati vedi rizik od razvoja alergija, osobito u djece.

Mehanizmi toksicnosti
a) Kovalentne interakcije

Uspostavljanjem kemijske strukture gliotoksina
i ostalih pripadnika epipolitiodioksopiperazina te
utvrdivanjem njihovih bioloskih ucinaka, bilo je
nuzno odrediti na strukturalnoj razini koji je dio
molekule u epipolitiodioksopiperazinskoj skupini
spojeva odgovoran za bioloske ucinke. Ispitivanjem
baktericidnog ucinka gliotoksina i sporidezmina
utvrdeno je da sporidezmin pokazuje jaci baktericidni
ucinak (npr. na Bacillus subtilis) od gliotoksina,
$to je vjerojatno vezano uz izrazeniju lipofilnost
sporidezmina, ali i prisutnost kloriranog aromatskog
prstena u molekuli. Daljnim istrazivanjima je utvrdeno
da upravo prisutnost disulfidnog mosta u molekuli
gliotoksina i sporidezmina uvjetuje bioloske ucinke (3).
Naime, pri ispitivanju virucidnog ucinka gliotoksina,
uz intaktni gliotoksin ispitao se i reducirani gliotoksin.
Disulfidni most se reducirao u ditiolne skupine s
pomocu ditiotreitola. Primije¢eno je da reducirani
gliotoksin, odnosno gliotoksin bez prisutnosti
disulfidnog mosta ne izaziva inhibiciju sinteze RNA
virusa. Istovjetni rezultati dobiveni su metilacijom
disulfidnog mosta. Osim inhibicije sinteze RNA
virusa, ispitivana je i sposobnost inhibicije atherencije
makrofaga na plasti¢ne materijale i drugih pripadnika
gliotoksinske podskupine epipolitiodioksopiperazina
— dehidrogliotoksin i sporidezmin. Najjace djelovanje
ima sporidezmin u koncentraciji 15 nmol L, a za

gliotoksinsku podskupinu vrijednosti su izmedu 90 i
160 nmol L (6).

Daljnjim istrazivanjima dokazivan je mehanizam
toksi¢nosti gliotoksina. On ovisi o stvaranju mijesanih
disulfidnih veza izmedu molekule gliotoksina (i
aktivnog mjesta — disulfidnog mosta) i sulfhidrilnih
grupa na aminokiselinskim ostacima u molekuli
stani¢nih proteina. Inkubacijom [**S]-gliotoksina
s procis¢enim serumskim albuminom goveda
dokazana je interakcija radio-oznacenog gliotoksina
i ovisnost vezanja o temperaturi i vremenu inkubacije,
$to je potvrdeno kromatografijom i dijalizom.
Reakcija je bila reverzibilna i vjerojatno uzrokovana
kovalentnim disulfidnim vezama izmedu tioskupine
na aminokiselinskom ostatku proteina i disulfidnog
mosta u molekuli gliotoksina (6). Tezu o tvorbi
mijeSanih disulfidnih kovalentnih veza ispitivali su
Hurne et al. (21) na reakciji izmedu gliotoksina
i enzima kreatin-kinaze izoliranog iz misi¢a zeca.
Kreatin-kinaza je enzim koji katalizira reverzibilnu
tvorbu ATP-a iz kreatin-fosfata i ADP-a. Inhibitori
kreatin-kinaze ujedno imaju i u¢inak na nekoliko linija
tumorskih stanica (22). Zbog toga $to je inaktivacija
kreatin-kinaze uvjetovana reaktivnim kisikom i tiol-
specifi¢nim reagensima, ispitan je ucinak gliotoksina
na kreatin-kinazu. Zecja kreatin-kinaza sastoji se od 4
cisteinska ostatka po 42 kDa podjedinice i aktivna je
u otopinama kao dimer. U molekuli enzima kljuc¢no je
Cys-282 mijesto, tj. modifikacija tog cisteinskog dijela
dovodi do inaktivacije enzima (21).

Novija istrazivanja takoder potvrduju tvorbu tiol-
disulfidnih interakcija, sto dovodi do inaktivacije
enzima. Bernardo et al. (23) potvrduju nastanak
disulfidnih veza izmedu enzima i gliotoksina na
primjeru glutationa. Mehanizam inaktivacije enzima
gliotoksina je interakcija disulfidne veze sa sumpor-
nukleofilima i tiol-disulfidnim mehanizmom razmijene,
$to je dokazano stvaranjem mijeSanih disulfida izmedu
gliotoksina i glutationa. Stvaranjem veza izmedu
glutationa i gliotoksina, tj. inaktivacijom glutationa pri
in vitro uvjetima inkubacije (pH 7.01 25 °C), potvrduje
se ne samo mehanizam toksi¢nog ucinka gliotoksina
vec i njegov ucinak in vivo (23).

Osim inaktivacije navedenih enzima dokazan
je isti mehanizam pri inaktivaciji enzima alkohol-
dehidrogenaze (kovalentne veze na tiolnim skupinama
odgovornim za biolosko djelovanje — Cys-281 iili
Cys-282) (6). Gliotoksin inhibira farnezil-transferazu
i RNA-polimerazu (2), kao i transkripcijski ¢imbenik
NF-«B (24-26). Inaktivacijom NF-kB, transkripcijskog
¢imbenika klju¢nog za indukciju mnogih gena



Kosalec |, Pepeljnjak S. KEMIZAM | BIOLOSKI UCINCI GLIOTOKSINA
Arh Hig Rada Toksikol 2004;55:313-320

317

povezanih s imunosnim i upalnim procesima,
razjasnili bi se mehanizmi imunosupresivnog ucinka
gliotoksina. Gliotoksin takoder stimulira oslobadanje
kalcija iz mitohondrija ¢iji je mehanizam povezan s
tiolnim skupinama u membrani mitohondrija (27).

b) Oksidativni ucinci

Osim inhibicije proteina prema mehanizmu tio-
disulfidne razmjene, primije¢eno je da sporidezmin
inducira oksidativan stres u kulturi izoliranih
eritrocita, odnosno tvorbu superoksida (Mundaya
1984). Pretpostavilo se da prelazak reduciranog
oblika epipolitiodioksopiperazina natrag u oksidirani
oblik tvori superoksid, vodikov peroksid i hidroksilne
radikale, koji su izravno odgovorni za ostecenije stanica
(2). Gliotoksin u redoks sustavu izaziva ostecenja na
plazmidnoj DNA. No, oksidirani (disulfidni) oblik
gliotoksina ne pokazuje toksi¢an ucinak na plazmidnu
DNA. Kada je uz gliotoksin prisutna i reducirajuca tvar
u stanici, reducirani oblik gliotoksina izaziva kidanje
plazmidne DNA. Pretpostavlja se da ovaj mehanizam
uzrokuje indukciju apoptoze stanica slezene i
makrofaga (2, 28).

¢) Apoptoza

Gliotoksin izaziva programiranu smrt stanice
— apoptozu u nekoliko stani¢nih linija, ponajprije
stanica imunosnog sustava (timocita, perifernih
limfocita, makrofaga) u koncentraciji od 0.3 do 3
wmol L1, dok u visim koncentracijama (iznad 10
wmol L) izaziva njihovu nekrozu. Niska koncentracija
gliotoksina za izazivanje apoptoze tipi¢na je kao i za
mnoge druge toksine. Pokusaj inhibicije apoptoze
uzrokovane dliotoksinom s “hvatac¢ima” slobodnih
kisikovih radikala nije uspio, $to govori da reaktivni
kisikovi spojevi nisu potpuno odgovorni za izazivanje
apoptoze (2). Inhibicija sinteze proteina takoder je
samo jedan od mehanizama nastanka apoptoze.
Naime, u timocitima, u kojih nije moguce inhibirati
sintezu proteina, apoptoza moze biti uzrokovana
mobiliziranjem kalcija i pove¢anjem njegove
unutarstani¢ne koncentracije (27). Moguéi mehanizam
apoptoze predlozili su Sutton et al. (29) u kulturi
splenocita, gdje je gliotoksin smanjio koncentraciju
cAMP, $to je posljedicno izazvalo apoptozu. Sli¢ne
zaklju¢ke donose Waring et al. (27).

U kulturi makrofaga gliotoksin izaziva inhibiciju
fagocitoze. Naime, makrofazi posjeduju na
plazmatskoj membrani tiolne skupine (od cisteinskih
aminokiselinskih ostataka) koje su odgovorne za

proces fagocitoze. Waring et al. (5) ispitivali su ulogu
epipolitiodioksopiperazinske skupine mikotoksina,
poglavito gliotoksina i mehanizam toksi¢nog ucinka
na makrofage, na modelu jednostavnog spoja 1,4-
dimetil-3,6-ditioacetildioksopiperazina. Moguénost
fagocitoze ispitivanih makrofaga bila je inhibirana u
prisutnosti reduciranog oblika (ditiola) 1,4-dimetil-3,6-
ditioacetildioksopiperazina, koji nastaje iz oksidiranog
oblika - disulfida. Nadalje, gliotoksin u koncentracijama
izmedu 0,3 7,5 umol L' inducira apoptozu zvjezdastih
stanica jetre koje imaju klju¢nu ulogu u fibrinogenezi
jetre. U istih stanica gliotoksin inducira depolarizaciju
mitohondrijske membrane i smanjenje koncentracije
ATP-a i posljedi¢no tomu otpustanje citokroma C i
aktivaciju kaspaza3, dok u veéim koncentracijama
(>32,5 umol L) izaziva nekrozu zvjezdastih stanica
jetre. Apoptoza i nekroza zvjezdastih stanica jetre
takoder su uvjetovane tvorbom reaktivnih kisikovih
spojeva (ROS) (18).

Na primjeru ljudskih neuroblastomskih stanica (linije
SH-SY5Y) ispitivan je potencijalni neurodegenerativni
i neurotoksi¢ni potencijal gliotoksina. Utvrdeno je da
gliotoksin smanjuje sadrzaj ukupnih proteina (koji
korelira s citotoksi¢nos¢u) i smanjuje broj stani¢nih
neurita. Degenerativne promjene na neuritima
primijeene su pri koncentracijama gliotoksina od
0,06 umol L, a citotoksi¢ni ucinak pri dvostruko
vecoj koncentraciji gliotoksina (30).

Moguca terapijska uporaba gliotoksina

Nakon $to je utvrden antimikrobni ucinak
gliotoksina, Zelja da se uvede u klini¢cku praksu
ubrzo je napustena zbog uskog omjera povoljnog
(antimikrobnog) i toksi¢nog ucinka (citotoksi¢nog
na niz stani¢nih linija). No, otkri¢em imunotoksi¢nog
ucinka (posebice inhibicije fagocitoze) njegova
moguca terapijska uloga ponovno je ispitana. Naime,
makrofazi su stanice koje, uz ostale, sudjeluju u
regulaciji imunosnog sustava. One ne samo da
fagocitiraju mikroorganizme i ostale nekorisne tvari
ve¢ sudjeluju i kao stanice koje prezentiraju antigen
i izvor su citokina (interleukina, ¢imbenika nekroze
tumora, interferona). Istrazivanjem uloge makrofaga
kao izvora antigena i njihove uloge na limfocite,
kao i toksi¢nog ucinka gliotoksina na te stanice,
pretpostavilo se da bi se gliotoksin mogao iskorisititi
u terapeutske svrhe pri obradivanju presadenih organa
ex situ. U transplantacijskoj imunologiji je poznato da
strano tkivo (ili organ) koji se Zeli presaditi nuzno mora
biti “imunoloski tih”, odnosno ne smije u primatelja
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izazvati reakciju odbacivanja. Histokompatibilnost,
odnosno imunosna podudarnost tkiva kod darovatelja
i primatelja idealna je u jednojaj¢anih blizanaca.
Dosadasnji postupci stvaranja “imunolo$ki tihih”
tkiva (ili organa) zadovoljavali su za tkiva ili organe
koji su mogli biti tretirani kisikom duZe vrijeme
(tiednima). Ali takav postupak obrade nije bio mogu¢
za presadeni bubreg ili srce. Uspjeh presadivanja
takoder se smanjuje uporabom imunosupresivnih
kemoterapeutika, koji oslabljuju imunosni sustav
primatelja, povecavajudi rizik od razvoja infekcija
uzrokovanih oportunistickim mikroorganizmima.
Moguca uporaba gliotoksina ohrabrila je
istrazivace nakon uspjesno provedenog presadivanja
stitne Zlijezde iz jednog misa u drugog, genski
razli¢itog misa. Stitna Zlijezda je prije presadivanja
obradivana ex situ gliotoksinom tijekom 16 sati
i nakon presadivanja mis-primatelj nije odbacio
presadak (25). Istrazivanjem presadivanja kostane
srzi u miSeva dokazano je selektivno imunotoksi¢no
djelovanje gliotoksina, odnosno obradivanjem kostane
srZi ex situ gliotoksinom primijeéeno je da su stanice
zrelih limfocita osjetljivije na toksicki ucinak gliotoksina
od mati¢nih stanica. Zreli T-limfociti najodgovorniji
su za odbacivanje tkiva ili organa (graft-versus-host
disease). Presadivanjem koStane srzi tretirane ex
situ gliotoksinom (300 nmol L) u miSa kojemu je
imunosni sustav bio unisten radijacijom, nije doslo do
odbacivanja presadaka za razliku od kontrolne skupine
miSeva (kojima transplatirana kostana srZ nije tretirana
ex situ gliotoksinom). Nakon uspjesno provedenog
presadivanja, hemopoetski sustav miSa-primatelja bio
je potpuno rekonstruiran davateljevim hemopoetskim
stanicama iz presadene kostane srzi (5, 31).

ZAKLJUCAK

Gliotoksin je mikotoksin s vrlo Sirokim spektrom
toksickih uc¢inaka. In vitro, gliotoksin inducira apoptozu
timocita, perifernih limfocita, makrofaga, mastocita,
fibroblasta i zvjezdastih stanica jetre, a in vitro Stitne
Zlijezde, slezene i jetre. Mehanizam izazivanja apoptoze
nije do kraja razrijesen, ali se pretpostavlja putem
inhibicije NF«B, tvorbom reaktivnih kisikovih spojeva
i aktivno$¢u kaspaza3 (3, 18).

U zivotinja, gliotoksikoza je najcesce posljedica
ishrane biljnom hranom kontaminiranom
gliotoksinogenim gljivi¢cnim sojevima. U ljudi,
poglavito imunodeficijentnih bolesnika (npr. bolesnici

oboljeli od hematoloskih malignih bolesti, bolesnici
s presadenom ko$tanom srzi ili solidnim organima),
a inficiranih gliotoksinogenim gljivicnim sojevima
(npr. vrste Aspergillus fumigatus), gliotoksin stvoren
na mjestu infekcije moze pridonijeti invazivnosti
gljivice. Tako je u serumu bolesnika oboljelih od
plu¢ne aspergiloze dokazan gliotoksin (32). Sli¢ne
nalaze o tvorbi gliotoksina in situ navode Shah et al.
(33) koji su dokazali prisutnost gliotoksina (odnosno
metabolita sli¢nih gliotoksinu) u sekretu rodnice
zena s klinicki manifestnim vaginitisom uzrokovanim
gliotoksinogenim sojem kvasca Candida albicans.
Danas se smatra da sposobnost lu¢enja gliotoksina, uz
posjedovanije athezina, pigmenta, enzima (proteinaze,
fospoflipaze, ribonukleaze, katalaze) i hemolizina,
pridonosi virulentnosti i invazivnosti gljivi¢nih sojeva.

Stvaranje gliotoksina na mjestu gljivi¢ne infekcije
moze se sprijeciti tvarima koje nemaju antimikoticko
djelovanje $to namece zaklju¢ak da bi se istodobnom
primjenom tih tvari i antimikotika postigao sinergisticki
ucinak i povecala ucinkovitost sprjecavanja nastanka
gljivicnih infekcija u ljudi i Zivotinja (34).
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Summary
CHEMISTRY AND BIOLOGICAL EFFECTS OF GLIOTOXIN

Gliotoxin is a mycotoxin from the epipolythiodioxypipeazine family with biological active internal disulfide
bridge. Gliotoxin has an antibacterial and antiviral activity, but it was discarded from clinical practice due
to its toxicity. The most studied effect of gliotoxin is its influence on the cell of the immune system. Today,
researches are focused on treating transplantation organs ex situ and making them immunologically
silent. Its toxicity has been proven on several cells (macrophages, thymocites, splenocytes, and fibroblasts)
causing apoptosis and necrosis and it has acted as inhibitor of several enzymes (farnesyl-transefases, NF-
kB, and alcohol-dehydrogenases). Its mechanism of toxicity is connected with the production of mixed
disulfide and covalent bonds, and oxidative effects. An important medical mould Aspergillus fumigatus and
yeast Candida albicans can secrete gliotoxin in infected tissues and, because of the proven toxic effects
of gliotoxin, it is suggested that gliotoxin can exacerbate mycoses (invasive aspergillosis or candidiasis).
Gliotoxin can also affect the invasiveness of fungi and their dissemination from the primary site throughout
the organism.
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