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Kratak sadrzZaj: Signalna transdukcija je proces prenosa signala sa Celijske povrsine u unutrasnjost Celije.
Ovaj ubikvitarni mehanizam omogucava obavljanje osnovnih ali i ¢elijsko-tkivno specifi¢nih procesa koji u¢estvu-
ju u odrzavanju celijske homeostaze. Narusavanje normalnih transdukcionih procesa je naj¢es¢a molekulska
baza u patogenezi i razvoju komplikacija mnogih bolesti. Takode, poznavanje svih ¢inioca uklju¢enih u kaskade
signalnih puteva otvara mogu¢nost primene razli¢itih modulatora u terapijske svrhe. Jedan od najbolje proucenih
puteva signalne transdukcije je aktivacija fagocitne NADPH oksidaze. Medutim, reaktivne kiseonicne vrste koje
nastaju u ovom procesu mogu modulisati brojne éelijske transdukcione puteve. Secerna bolest je prac¢ena inten-
ziviranim oksidativnim stresom koji dovodi do trajnog ostecenja tkiva. Oksidaciono ostecenje moze da pokrene
razlicite signalne kaskade koje moduli$u ¢elijske funkcije i mogu dovesti do Celijske smrti. Hiperglikemijom indu-
kovana aktivacija PKC-MAP kinaznog puta danas se smatra klju¢nim biohemijskim dogadajem u razvoju dijabe-

tesnih komplikacija i insulinske rezistencije.

Kljucne reci: signalna transdukcija, NADPH oksidaza, dijabetes melitus.

Uvod

Signalna transdukcija predstavlja proces trans-
misije signala sa Celijske povrsine u unutrasnjost ¢eli-
je. Sinhronizovanost i svrsishodnost ¢elijskog metabo-
lizma, adaptacija na promenjene uslove sredine, pro-
liferacija, diferencijacija, programirana celijska smrt,
ostvaruju se zahvaljujudi visokospecijalizovanim siste-
mima ¢elije koji integrisu, prenose i aplifikuju vancelij-
ske informacije sadrzane u hemijskim signalima. Sig-
nalni molekuli su najc¢esce prirodni produkti Celije (en-
dokrini hormoni, neurotransmiteri, parakrini i auto-
krini hormoni) mada i razliciti sintetski produkti mogu
inicirati, spreciti ili modifikovati prenos signala.

Slobodni radikali i njihovi metaboliti ukljuc¢eni u
kompleksnu mrezu razli¢itih signalnih puteva, najvero-
vatnije funkcioniSu kao intracelularni i intercelularni
posrednici transformisudi inicijalni signal (stimulaciju
receptora) u biohemijski odgovor ¢elije. Njihove os-
novne karakteristike (veoma mali, visoko reaktivni i/ili
difuzibilni molekuli) idu u prilog predpostavci da slo-
bodni radikali i redoks stres aktivno ucestvuju u celij-
skoj signalizaciji kao sekundarni glasnici u aktivaciji
faktora transkripcije i indukciji ekspresije gena. Naj-

¢esce u procesu aktivacije protein kinaza redoks stre-
som ucestvuju slobodni kiseonic¢ni radikali (H,O,,
0O,), azot monoksid (NO), modulatori redoks statusa
(blokatori sinteze glutationa) ili hemijska jedinjenja ko-
ja generiSu radikale. Medutim, i oksidisani produkti
mogu pokrenuti ¢elijsku signalizaciju aktiviranjem ne-
kog od redoks senzora. Inicijacija ekspresije inducibil-
nih gena slobodnim radikalima i intermedijatima oksi-
dativhog metabolizma u zavisnosti od stepena naru-
Senog prooksidantnog/antioksidantnog balansa u ¢e-
liji moze dovesti do razlicitog odgovora celije kao sto
su: 1) fizioloski odgovor Celije, 2) adaptacija ¢elije na
oksidacioni stres, 3) kancerogeni efekti, 4) pokretanje
apoptoze, 5) iniciranje nekroze.

U ovom revijskom pregledu data su dva modela
signalne transdukcije:

1. Signalna transdukcija u funkciji NADPH oksidaze,

2. Oksidacioni stres i modulacija signalne transdukci-
je u Secernoj bolesti.
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Signalna transdukcija
u funkciji NADPH oksidaze

Nakon vise od jednog veka utvrdeno je da se
fagocitna (Mecnikov, 1883) NADPH oksidaza (lyer i
Quastel, 1963) aktivise slozenim mehanizmom sig-
nalne transdukcije uz ucesée brojnih faktora celijske
transdukcione masinerije. Produkti NADPH oksidaz-
nog sistema igraju znacajnu ulogu u funkciji fagocita
u akutnim i hroni¢nim inflamatornim reakcijama.

d slucaju patoloskog inzulta imunoloske ili ne-
imunoloske prirode dolazi do inflamatorne reakcije
odnosno do influksa fagocitnih ¢elija u zahvacen or-
gan ili tkivo gde ispoljavaju svoje odbrambene funkci-
je sekvencom dogadaja koji obuhvataju migraciju,
fagocitozu, sekreciju i oslobadanje reaktivnih kiseonic-
nih vrsti pri cemu je poslednji najvazniji u procesu
ubijanja stranih mikroorganizama. Leukociti i mono-
citi koji inace cirkulisu u sistemu krvnih sudova, vrlo
brzo se akumuliraju na mestu infekcije ili ostecenja.
Da bi stigli na mesto inflamacije leukociti prolaze kroz
endotelnu barijeru i migriraju van krvnih sudova pro-
cesom poznatim kao ekstravazacija. Ekstravazacija je
endotel zavisan proces koji ukljucuje kotrljanje, adhez-
iju i migraciju leukocita u subendotelni prostor (1).
Stimulisan citokinima vaskularni endotel indukuje
selektine (E, P i L), intercelularne adhezivne molekule
(ICAM 1, 2 i 3) i vaskularni ¢elijski adhezivni molekul-
1 (VCAM-1), koji interreaguju sa specifi¢cnim receptori-
ma na leukocitima (2). Endotelne celije sintetiSu i he-
moatraktante kao Sto su MCP-1 (monocyte chemo-
atractant protein 1) i interleukin 8 (IL-8), koji su zna-
¢ajni za aktivaciju adhezivnih receptora na leukocitima
i za odredivanje pravca migracije (3). Leukociti ¢vrsto
adheriraju zahvaljujudi interakciji PECAM (Platelet-en-
dothelial-cell-adhesion-molecule), koji je eksprimiran
na leukocitima i intercelijskim spojnicama endotelnih
Celija. Ove interakcije omogucavaju leukocitima da
produ izmedu endotelnih ¢elija i penetriraju bazalnu
membranu uz pomo¢ proteolitickih enzima. Sam pro-
ces migracije reguliSu hemoatraktantni citokini (1).

Pri razvoju inflamatornog procesa leukociti
selektivno pristizu u target organe pod specificnim
uslovima. Selektivnost je regulisana kombinacijom
razlicitih adhezivnih molekula i hemoatraktanata cija
se ekspresija razlikuje u zavisnosti od vrste tkiva i
inflamatornog procesa odnosno bolesti (3). Kad
dospu u inflamirano podrucje neutrofili eliminisu pato-
gene procesom fagocitoze a monociti diferenciraju u
makrofage takode sposobne da fagocituju patogene
uzroc¢nike. Stimulaciju fagocita mogu izazvati brojni
agensi kao $to su bakterije, opsonizovani zimozan,
imunoglobulini i imuni kompleksi, komponente kom-
plementa, sinteticki oligopeptidi, forbol miristat ace-
tat, citokini, agonisti G proteina, aktivatori PKC, Ca2+
jonofor. Neki deluju vezujuéi se za receptore Celijske
membrane dok drugi aktiviSu NADPH oksidazu bay-
pass-ujudi receptore i aktiviSu¢i neke od komponenti
intracelijske transdukcione masinerije. Inkubacija po-

limorfonukleara sa citokinima ne dovodi do detekta-
bilne produkcije kiseonickih reaktivnih vrsti ukoliko se
ne doda sekundarni stimulans recimo forbol-miristat
acetat ili opsonizovani zimozan. Takode, bakterijski
lipopolisaharidi nemaju direktan aktiviSuéi efekat, ali u
njihovom prisustvu polimorfonukleari intenzivnije
odgovaraju na druge stimulanse (4). Ovaj fenomen je
poznat kao »priming«. Priming efekat imaju INF-y i
TNF u toku inkubacije stimulisanih polimorfo-nuk-
learnih leukocita, dok IL-15 iste efekte ispoljava na
humanim monocitima (5). Od svih agonista najbolje
su prouceni hemoatraktanti, a naj¢es¢e koriséen je
tripeptid formil-metionil-leucil-fenil alanin (f-Met-Leu-
Phe) koji se specificno vezuje za receptor N-formil
peptid. d jednom neutrofilu moze biti oko 100 000
ovih receptora, a u zavisnosti od stanja neutrofila na
¢éelijskoj povrsini se moze nadi 2 100% specifi¢nih
peptida (6).

Nakon prepoznavanja Cesti¢nog ili rastvorljivog
stimulansa neutrofili i makrofagi dozivljavaju »oksida-
cionu eksploziju« (oxidative burst) ranije oznacavanu
kao »respiratory burst« koja se metaboli¢ki karakterise
sa »four increases« jer se povecava: 1. potrosnja ki-
seonika, 2. produkcija superoksid anjon radikala, 3.
produkcija H,O, i 4. aktivhost heksozo-monofosfat-
nog Santa. lako se respiratorna eksplozija manifestuje
kroz 4 separatna dogadaja svi zavise od aktivnosti
jednog enzimskog sistema koji katalizuje jednoelek-
tronsku redukciju kiseonika u superoksid anjon radikal
koriste¢i NADPH kao donor elektrona. Potrosnja kise-
onika i produkcija superoksida su direktan rezultat
aktivnosti ovog sistema dok su produkcija H,O, i akti-
vacija $anta sekundarne posledice njegove aktivnosti.

Potrosnja kiseonika u mirujuc¢im fagocitima jako
varira zavisno od tipa celija. Neutrofili troSe malo ki-
seonika ¢ak i u sredini bogatoj kiseonikom dok alveo-
larni makrofagi uglavnom obezbeduju energiju na ra-
¢un potrosnje kiseonika. Medutim pri odgovoru na sti-
mulanse i jedni i drugi povecavaju potrosnju kiseonika
(8). Potrosnja kiseonika se povecava 2 20 puta sa
istovremenim stvaranjem i sekrecijom serije kiseonic-
kih reaktivnih vrsti, pre svega superoksid anjon radi-
kala i vodonik peroksida. Vise od 90% kiseonika u pro-
cesu »oksidacione eksplozije« u fagocitima transfor-
mise se u superoksid anjon radikal (9).
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Za »oksidacionu eksploziju« je odgovoran enzim
nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat (NADPH) oksi-
daza prvi put opisana od strane lyer-a i Quastel-a
1963 (8). Aktivna NADPH oksidaza je multikompo-
nentni enzimski sistem koji se sastoji iz dva redoks-
aktivna centra: 1. FAD-zavisnog flavoproteina koji kao
NADPH dehidrogenaza sluzi za vezivanje supstrata,
pokazuje specificnost prema redukovanim nikoti-
namid adenin dinukleotidima i ima vedi afinitet za
NADPH nego NADH, zbog ¢ega intracelularni odnos
ova dva nukleotida moze biti kritican u regulaciji pro-
dukcije superoksid anjon radikala i dva iz niskopoten-
cijalnog (low potential) citohroma b-tipa, heterodi-
mernog citohroma bggg (citohrom bggg ili byys) koji
oksidiSe redukovane koenzime u prisustvu molekul-
skog kiseonika (ponasa se kao terminalni donor elek-
trona molekulskom kiseoniku) generisuéi superoksid
anjon radikal (7). Citohrom bysg je izgraden iz velike 3
subjedinice molekulske mase 91 kDa (gp 91 phox)
(10) koja je glikozilisana i o subjedinice molekulske
mase 22 kDa (p22 phox) (11). Sinteza gp 91 phox u
vidu glikozilisanog prekursora (p65) odvija se u endo-
plazmatskom retikulumu. Stvaranje heterodimera nije
kotranslacioni proces, a insercija hema je klju¢ni
momenat u stabilizaciji nastalog hetero-dimera (10).
Citohrom bssg vezuje FAD i njegove analoge i sadrzi
po 2 hema za svaki FAD. Vrlo hidrofobni N-terminalni
kraj velike subjedinice obrazuje 5 transmembranskih a
heliksa i u ovom regionu se nalaze 2 hema. Dve tre-
¢ine C-terminalnog dela molekula sadrZze homologe
regione za vezivanje NADPH i FAD.

Mala subjedinica, p22 phox, sadrzi 2 sekvence
bogate prolinom na C-terminalnom kraju od kojih se
jedna vezuje za SH3 domene p47 phox; N-terminalni
deo obrazuje tri transmembranska heliksa i sadrzi his-
tidin koji kooperira sa velikom subjedinicom formira-
juéi hem-vezuju¢a mesta (11). C-terminalni kraj, bogat
prolinom okrenut je ka citozolskoj strani membrane
gde moze interreagovati sa p47 phox-om.

Pored ova dva membranska proteina, sistem
NADPH oksidaze sadrzi i Cetiri citozolska proteina: p47
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Slika 2. Moguci mehanizmi kompleksiranja
citozolskih faktora sa p22 phox-om

phox, p67 phox, p40 phox i GTP-azu (Rac 1 ili 2). Prva
dva egrzistiraju u intaktnim celijama u obliku ras-
tvorljivih proteina u citozolu, dok je p40 phox svojim
C-terminalnim krajem vezan izmedu dva SH3 domena
p67 phox-a (12). U miruju¢im ¢elijama p47 phox, p67
phox i p40 phox formiraju visokomolekulski kompleks
u citozolu. Aktivacija NADPH oksidaze pocinje trans-
lokacijom citozolskih proteina p47 phox, p67 phox,
p40 phox i Rac i asocijacijom sa citohromom bsgg u
plazma membrani (13) $to se ostvaruje procesom sig-
nalne transdukcije (najbolje prouceni signalni kom-
pleks u koji se uklju¢uje mala GTP-aza).

Okidac¢ za signalnu transdukciju je Rac1 (ili 2) ili
p21 (Cdc 42 Hs/Rac) aktivisana kinaza (PAK). Rac 1 je
mala GTP-aza koja pripada Ras/Rho familiji malih
GTP-aza proteina (14) koje na C-terminalnom kraju
imaju izoprenil-ostatak za koga se predpostavlja da
posreduje u interakciji proteina sa membranom. Rho
familija je sub-familija Ras superfamilije. Clanovi Rho
familije regulisu citoskelet, Celijski rast i transkripciju.
Postoje dve izoforme Rac-a (Rac 1 i Rac 2) koje se raz-
likuju po C-terminalnom kraju, jer Rac 1 sadrzi vise
ostataka baznih aminokiselina, dok je Rac 2 manje
bazan. Rac ucestvuje u regulaciji citoskeleta, mito-
genog odgovora, produkcije superoksid anjon radika-
la u fagocitima i transformisanim celijama i u regu-
laciji transkripcije. Direktne mete Rac-a su NADPH
oksidaza i PAK. Efektorski region Rac-a se specifi¢cno
vezuje za p67 phox pri ¢emu je vezivanje i Rac1 i Rac
2 za p67 phox u odnosu 1:1 (15). Rac 2 ima vedi
afinitet za NADPH oksidazu nego Rac 1 i izgleda da je
vezan za membranu dok se Rac 1 translocira iz cito-
zola u membranu sa drugim proteinima pri stimulaciji
oksidacione eksplozije. Moguce je da je Rac 2 odgov-
oran za produkciju baktericidnih koncentracija super-
oksid anjon radikala a Rac 1 za produkciju niskih kon-
centracija superoksida. Rac 2 ¢ini 95% i viSe totalnog
Rac-a u neutrofilima koji su najvazniji superoksid-pro-
dukujudi fagociti, a njegova interakcija sa membra-
nom zavisi jedino od citohroma b558, dok Rac-a 1 za-
visi od interakcije sa p67 phox-om (17).

Regulacija aktivnosti malih GTP-aza je posredo-
vana vezivanjem, hidrolizom i oslobadanjem gvanozin
trifosfata (14). Konstanta disocijacije (Kd) Rac-a i GTP
je nekoliko puta manja od koncentracije gvanil nuk-
leotida u ¢elijama koji inace ne kontroliSu aktivnost
Rac-a (18). Interakcija Rac-a i GTP je regulisana po-
modu proteinskih liganada koji moduliSu njegovu in-
terakciju sa nukleotidom (14, 18). U miruju¢im Celija-
ma Rac se nalazi u kompleksu sa GDP i proteinskim
ligandom koji inhibise izmenu GDP i GTP-a (GDP dis-
sociation inhibitor ili GDI). Kada se aktiviSe receptor
tirozin kinaza pomocu ekstracelijskih liganada GDI se
odvaja od Rac-a. Zatim se i GDP odvaja od Rac-a u
reakciji koja se ubrzava dejstvom nukleotid izmenju-
juceg faktora a GTP vezuje za Rac ¢ime se on aktivise.
Zahvaljujudi postranslacionoj metilaciji i vezivanju pre-
nil ostataka za C-terminalni kraj Rac-a omogucena je
njegova asocijacija sa ¢elijskom membranom (19).
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Efektorski molekuli Rac-a su fosfatidil-inozitol-4-
fosfat (PtdIns P) 5-kinaza (ova reakcija je GTP nezavis-
na) i diacilglicerol kinaza (DGK) koja se vezuje za oba
kompleksa GTP i GDP-Rac1 S$to ukazuje da ove dve
lipidne kinaze mogu imati znacajnu ulogu u regulaciji
funkcije Rac-a (20).

Vezivanje liganda za receptor direktno izaziva
konformacione promene u jednom ili vise G proteina;
G protein zatim reaguje sa ciljnim enzimom, najcescée
fosfolipazom i aktiviSe ga. U interakciji sa G proteinom
aktiviSe se samo jedna fosfolipaza a nastali sekundarni
mesendZeri produkovani prvim enzimom aktivisu
druge fosfolipaze. Hemoatraktanti mogu aktivisati ne-
koliko razli¢itih fosfolipaza A, C, D, A2 (21). Aktivisana
fosfolipaza C stvara 2 sekundarna mesendzera, inozi-
tol-3-fosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG), fosfolipaza D
fosfatidnu kiselinu (PA), a fosfolipaza A2 arahidonsku
kiselinu (AA). Ima podataka koji ukazuju da je fosfoli-
paza A2 esencijalna u aktivaciji NADPH oksidaze (22).
Od primarno nastalih sekundarnih mesendzera, PA i
AA mogu direktno aktivisati NADPH oksidazu, dok
DAG deluje sinergisticki sa nekim amfifilnim molekuli-
ma. [IP3 oslobada kalcijum deponovan u celijskim
organelama koji aktiviSe protein kinazu C koja se
moze i direktno aktivisati pomoc¢u DAG i PA. Prisustvo
specifi¢nih lipida u membrani (AA, PA, DAQ) verovat-
no regdulise reverzibilnu asocijaciju citozolskih kompo-
nenti NADPH oksidaze sa onima u membrani. Pred-
postavlja se da regulacija posredovana lipidima ima
funkciju signalom-indukovane translokacije protein
kinaze C i citoskeletnih proteina u membranu (21).
Kako primena staurosporina (blokatora protein kinaze
C) rezultuje inhibicijom translokacije citozolskih pro-
teina u membranu, izvesno je da je ista ukljucena u
pomenute procese. Inhibicija protein kinaze C udru-
Zena je i sa inhibicijom fosforilacije i translokacije p47
phox sto ukazuje da je fosforilacija p47 phox kriti¢ni
dogadaj u aktivaciji oksidaze u toku »oksidacione eks-
plozije«, jer izaziva ili ubrzava intracelularnu redistribu-
ciju i asocijaciju p47 phox za membrane. Fosforilacija
se ostvaruje na C terminalnom regionu p47 phox-a
koji je bogat argininom i sadrzi Cetiri domena sa 6
serinskih ostataka preko kojih se ostvaruje fosforilaci-
ja pomoc¢u protein kinaze C ili drugih. Primarno se fos-
foriliSu dva ostatka serina u polozajima 359 i 370, ali
mogu biti ukljucene i serinske rezidue u polozajima
303 i 304. N-terminalni kraj sadrzi glicin, potencijalno
mesto za modifikaciju masnim kiselinama. U amino-
kiselinskoj sekvenci p47 phox-a u sredini molekula
jedan region se ponavlja i homolog je sekvenci Src
familije tirozin kinaza, poznat kao SRC homologi re-
gion 3 (SH3) (po Src proteinu gde je prvi put opisan).
Prvi SH3 se vezuje za sekvencu C-terminalnog kraja
p22 phox bogatu prolinom, a druga izgleda za proli-
nom bogatu sekvencu p67 phox. Prisustvo p47 phox
100 puta povecava vezivanje p67 phox i 50 puta vezi-
vanje Rac-a za membranu s$to ukazuje da je p47 phox
»regulisani adaptorni protein« i da ne ucestvuje direk-
tno u regulaciji aktivnosti NADPH oksidaze, mada ima

misljenja da p47 phox ima 8 funkcionalnih domena
(a-h), od kojih 4 (c, d, e, g) formiraju delove regiona,
NADPH oksidazne jedinice. Direktnu aktivaciju ost-
varuje Rac ili p67 phox. Odsustvo p47phox onemogu-
¢ava translokaciju p67phox, dok je translokacija p47-
phox normalna u slucaju nedostatka p67phox. To zna-
¢i da je p47phox primarna komponenta u translokaciji,
a p67phox sekundarna. Proces translokacije je posre-
dovan interakcijom p47phox i citohroma b jer je pep-
tidna sekvenca citoplazmatskog domena velike sub-
jedinice citohroma b identifikovana kao target (20).

Komponenta p67phox je u centralnom regionu
bogata prolinom i sadrzi jedan SH3 domen dok se
drugi SH3 domen nalazi na C-terminalnom kraju
molekula. Funkcija prvog SH3 domena je nepoznata.
Interakcija p67 phox i p47 phox se ostvaruje (»tail to
tail«) vezivanjem SH3 domena prvog sa sekvencom
bogatom prolinom drugog proteina (rezidue od 357
371) (23), dok se drugi SH3 domen p47 phox vezuje
za region bogat prolinom p67 phox-a. N-terminalni
deo p67 phox sadrzi vezuju¢e mesto za Rac koji ne
reaguje ni sa jednom drugom oksidaznom kompo-
nentom. Rac 1 i Rac 2 se mogu vezati za amino-kise-
linske ostatke 170 199 p67 phox-a dok N-terminalni
kraj (1 192 aminokiseline) moze da se koristi kao spe-
cifiéni inhibitor prenosa signala preko Rac-a. Delecija
C-terminalne sekvence p67 phox-a (aminokiseline
193 526), C-terminalni SH3 domen (aminokiseline
470 520) i prolinom bogato podrucje (aminokiseline
226 236) oko 8 puta povecavaju vezivanje Rac-a 1.
PAK-p21 (Cdc 42Hs/Rac)-aktivisana kinaza fosforilise
amino-kiselinske rezidue p67 phox-a u susedstvu
vezujuceg mesta za Racl/2. Ovu fosforilaciju moze
stimulisati delecija C-terminalnog SH3 domena ili re-
gion bogat prolinom (24). U Rac-u 1 su identifikovana
dva vezuju¢a aminokiselinska domena b (103 107)id
(163 169) kao i rezidue H103 i K166 esencijalne u
aktivaciji NADPH oksidaze (25).

U toku aktivacije fagocita sa p67 phox i p47 phox
u plazma membranu se translocira i p40 phox uz
prethodnu fosforilaciju ostatka treonina (154) i serina
(315) ovog proteina. U mirujuéim i aktivisanim ¢elija-
ma p40 phox asocira sa p67 phox a stabilnost inter-
akcije zavisi od C-terminalnog regiona p40 phox i
regiona izmedu SH3 domena p67 phox (12). Kako
ima podataka da p40Ophox inhibiSe aktivnost oksi-
daznog sistema nije isklju¢ena moguénost da ima
down-regulacionu ulogu, ili pomaze u odrzavanju cito-
zolskih faktora u »off« stanju.

Produkti NADPH oksidaze
i modulacija celijske signalizacije

Tokom aktivacije NADPH oksidaze fagocitnih
¢elija 90% utrosenog kiseonika se transformise u su-
peroksid anjon radikal (O, ) i produkuje 15 fmol/¢el/
min ovog radikala (26). U reakciji dva molekula super-
oksid anjon radikala jedan se oksidiSe a drugi reduku-
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je, te nastaju vodonik peroksid i kiseonik. Ova spon-
tana reakcija dizmutacije se brzo odvija u kiseloj sredi-
ni dok je u neutralnoj ista katalizovana superoksid diz-
mutazom. Sinteza vodonik peroksida u fagocitnim ce-
lijama moguca je i direktnom dvoelektronskom reduk-
cijom molekulskog kiseonika. Interakcijom superoksid
anjon radikala i vodonik peroksida nastaje hidroksilni
radikal, a superoksida i azot-monoksida peroksinitritni
radikal. Zahvaljuju¢i mijelo-peroksidaza-H,O,-haloge-
nom sistemu stvaraju se, takode visoko reaktivni
toksi¢ni produkti oksidacijom halogena, a kvantitativ-
no najznacajniji produkt hipohlorna kiselina (HOCI)
moze generisati u interakciji sa superoksid anjon radi-
kalom hidroksilni radikal, sa vodonik peroksidom sin-
gletni kiseonik, a u reakciji sa amonijum jonom ili slo-
bodnim aminokiselinama monohloramin anjon radi-
kal sa izrazenim baktericidnim svojstvima (20). Sinteti-
sani reaktivni metaboliti kiseonika deluju baktericidno,
fungicidno, ubijaju virusom inficirane Celije, tumorske
Celije, parazite i inaktiviSu toksine, inflamatorne regu-
latore, denaturisane imunoglobuline i komponente

GSH~ .,
C ) T ¥
GSSG 2% 4

STIMULUS ;
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44
o ADHEZIVNI
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Slika 3. Aktivisana NADPH oksidaza neutrofila

komplementa. Stoga se produkcija aktivnih formi
kiseonika moze smatrati univerzalnim mehanizmom
ne samo za baktericidno dejstvo nego i za razgradnju
neinfektivnih Cestica (27). S druge strane, »oksida-
cioni stres« u slucaju infiltracije neutrofilima moze iza-
zvati i toksi¢na osteéenja tkiva domacina (9).

Medutim, pored fagocitnih ¢elija (koje produku-
ju velike koli¢ine superoksida u baktericidne svrhe) i
mnodi drugi tipovi ¢elija (limfociti, fibroblasti, endotel-
ne Celije, mezangijske Celije, spermatozoidi, trombo-
citi, plazma membrana éelija sisara), mogu eksprimi-
rati NADPH oksidazu na nizem nivou (20) koja sinte-
tiSe manje koncentracije superoksida. Postoje eviden-
tni dokazi da u nekim od ovih ¢elija reaktivni metaboli-
ti kiseonika produkovani u NADPH oksidaznom siste-
mu ucestvuju u procesima signalizacije. To znaci da
reaktivni metaboliti kiseonika, s jedne strane, nastaju
procesom signalne transdukcije a s druge strane di-
rektno su ukljuceni u druge transdukcione procese.

Delovanje oksidanata u svojstvu sekundarnih
glasnika predstavlja znacajan put njihovog fizioloskog
dejstva koje se moze manifestovati modifikacijom pre-
nosa signala, prevodenjem sekundarnih u tercijarne
glasnike ili pokretanjem odnosno finalizovanjem pro-
cesa signalne transdukcije. Pre svega, u eukariota
reaktivni metaboliti kiseonika direktno aktivisu faktore
transkripcije AP-1, AP-2, NF-«xB i p21ras koji ucestvu-
ju u kontroli ¢elijske proliferacije, diferencijacije i mor-
fogeneze. Vezujudi se za promotor gena aktivator pro-
tein 1 (AP-1) kontroliSe ekspresiju mnogih gena uklju-
¢ujudi i one koji determiniSu sintezu citokina, kolage-
naze i TGF-B. Ekspresija c-jun i c-fos gena, iji je pro-
dukt AP-1, izmedu ostalog indukuje se i dejstvom vo-
donik peroksida i superoksid anjon radikala. Vodonik
peroksid moze porzitivho regulisati AP-1 i postransla-
ciono fosforilisanjem odredenih rezidua AP-1 subje-
dinica. Oksidacioni stres moze posredovati i u reali-

Tabela | Celije koje produkuju superoksid anjon radikal

»Profesionalni fagociti«
Neutrofili (polimorfonuklearni leukociti, PMN)

Ubijanje mikroba

Endotelne celije
Mezangijske celije

Monociti/makrofagi Ubijanje virusom inficiranih ¢elija i tumorskih celija
Eozinofili Ubijanje parazita
Celije sa oksidazom »sli¢ne fagocitima«
B-limfociti ?
Fibroblasti Signalizacija

Signalizacija
2

Spermatozoidi

Lajdigove Celije (testisi)

Uterus

Tiroidea

Karotidno telo

Trombociti

Tumorske celijje

Plazma membrane Celija sisara

Celije koje produkuju superoksid nepoznatim mehanizmom

?

?

?

Sinteza tiroidnih hormona
?

?

?

Signalizacija
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zaciji efekata liganada, koji se ostvaruju na postran-
slacionom nivou regulacije aktivnosti AP-1 i to aktiva-
cijom signalizacije preko JNK-protein kinaze. Izrazen
oksidacioni stres stimuliSe aktivnost nuklearnog fakto-
ra REF-1 i vezivanje FOS i JUN heterodimera za DNK.
Celije kod kojih je ekspresija REF-1 blokirana, pokazu-
ju veliku osetljivost na oksidante, parakvat, hipoksiju,
hiperoksiju i inhibitore sinteze glutationa, Sto ukazuje
da bi REF-1 mogao imati esencijalnu ulogu u zastiti
celije od razlicitih stresogenih faktora ukljucujucu slo-
bodne radikale i promenu parcijalnog pritiska kiseoni-
ka (20).

Transkripcioni faktor NF-kB je regulatorni pro-
tein koji kontroliSe ekspresiju mnogih inducibilnih i
tkivno specificnih gena, ucestvujudi na taj nacin u re-
gulaciji proimnflamatornih i imunih odgovora Ccelije,
Celijske proliferacije i apoptoze. Ovaj transkripcioni
faktor aktiviSe gene koji kodiraju sintezu razli¢itih
citokina (IFNB TNFa, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8), hemotak-
si¢nih proteina, receptora za citokine, adhezivnih celij-
skih molekula (ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1 i E-selekti-
na), endotelina-1, hematopoetskih faktora rasta, reak-
tanata akutne faze kao i inducibilne azot-monoksid
sintaze (20). Medu brojnim signalnim molekulima
(TNFa., IL-1p, virusi, mitogeni, lipopolisaharidi, Ca2+-
jonofor) koji aktiviSu NF-xB spadaju i agensi koji
uzrokuju oksidacioni stres. Reaktivni kiseonicki
metaboliti, koji nastaju u respiratornom lancu mito-
hondrija u ulozi sekundarnih glasnika posreduju u
aktivaciji NF-kB koju ostvaruju TNFa i IL-1B. Rezultati
ispitivanja razli¢itih ¢elija su pokazali da je uloga reak-
tivnih kiseonickih intermedijata u aktivaciji NF-xB
pomocu proinflamatornih citokina specificna. Na
primer, pri stimulaciji limfoidnih celija sa IL-1B izvor
reaktivnih kiseonickih vrsti koje posreduju u aktivaciji
NF-xB je 5-lipoksigenaza, pri stimulaciji epitelnih
¢elija IL-1B indukuje NF-xB nezavisno od produkcije
reaktivnih kiseoni¢nih vrsti, dok u monocitima IL-13
deluje preko aktivacije NADPH oksidaze (28). Aktiva-
cija NF-xB se ostvaruje uopste prooksidativnim stan-
jem Celije i posebno povec¢anim sadrzajem H,O, naj-
verovatnije aktivacijom MAP-kinaznog puta. Da
aktivnost NF-kB direktno zavisi od redoks stanja celija
pokazuju rezultati pozitivne regulacije aktivnosti ovog
faktora pri niskoj koncentraciji tiolnih jedinjenja (gluta-
tion) i inhibicije njegove aktivacije pri visokim koncen-
tracijama istih te otuda regulacija intracelijskog gluta-
tiona direkto reguliSe ekspresiju gena koji poseduju
NF-kB-vezuju¢e mesto u promotoru (20). Glukoza i
njeni oksidacioni produkti takode mogu aktivisati tran-
skripcioni faktor NF-kB §to se smatra klju¢nim doga-
dajem u transformaciji vaskulature u dijabeti¢nih bo-
lesnika (29). Signalna transdukcija koja regulise sinte-
zu adhezivnih molekula u endotelnim celijama uklju-
Cuje transkripcioni faktor NF-«xB cija translokacija di-
rektno zavisi od intradelijske sinteze raktivnih kiseo-
nickih metabolita. RazliCiti prooksidantni signali
(oksidisani LDL) izazivaju porast ICAM-1, VCAM-1 i E-
selektina a u kombinaciji sa TNFa sinergisticki indu-

kuju ekspresiju istih (30). lako se ucesce reaktivnih
kiseoni¢nih vrsti u regulaciji produkcije TNFa razliku-
je u zavisnosti od vrste Celija centralnu ulogu u regu-
laciji ovog citokina u mononuklearnim ¢elijama ima
hidroksilni radikal (31).

Superoksid anjon radikal (i drugi reaktivni meta-
boliti kiseonika) ucestvuju u reparaciji aktina citoskele-
ta ostecenih endotelnih ¢elija (32) zbog cega je repa-
racija oste¢enog endotela udruzena sa povecanom
produkcijom oksidanasa. Najvise radikala produkuju
Celije koje se najbrze krecu pri ¢emu se efikasna mi-
gracija endotelnih celija moZze spreciti superoksid diz-
mutazom. lzgleda da se polimerizacija aktina odvija
preko signalnog puta koji uklju¢uje Rac 1, a isti je ok-
ida¢ za NADPH oksidazu, pa je razumljivo da ¢e pri-
mena superoksid dizmutaze inhibisati polimerizaciju
(33). Odgovor aktina na oksidanse (ili antioksidanse)
zavisi od tipa oksidansa (ili antioksidansa) kojem je
endotel izloZen (34). Povedana produkcija superoksid
anjon radikala stimulisana je i dejstvom angiotenzina Il
preko aktivacije membranske NADPH oksidaze koja
se ostvaruje stimulisanjem fosfolipaze A2 (35). Pro-
dukovani superoksid anjon radikal indukuje ekspresiju
p27Kip1 i stimuliSe hipertrofiju (36).

Vodonik peroksid indukuje fosforilaciju tirozin-
skih ostataka mnogih celijskih proteina. Isti se efekti
postizu i primenom supstanci koje stimuliSu produkci-
ju reaktivnih kiseoni¢nih vrsti najverovatnije preko
stimulisanja NADPH oksidaze. Razliciti nefizioloski sti-
mulansi (menadion, anti Fas antitela) promenom re-
doks statusa celije (B i T limfociti) ucestvuju u modu-
laciji prenosa signala preko tirozin kinaznog puta (37).
Reaktivni kiseonic¢ni intermedijati produkovani u siste-
mu ksantin/ksantin oksidaze, stimuliSuci fosforilaciju
tirozina, izazivaju istovremeno porast i tirozin kinazne i
tirozin fosfatazne aktivnosti (38).

Oksidacioni stres dovodi i do modulacije Celi-
jskih funkcija fagocitnih ¢elija u smislu da se obavljan-
je normalnih funkcija smanjuje dok se neke od nji-
hovih pro-inflamatornih funkcija intenziviraju. Sve ove
funkcije su regulisane procesom signalne transdukci-
je. U toku oksidacionog stresa dolazi do poremecaja
normalnog procesa signalne transdukcije. Sama
»oksidaciona eksplozija« se suprimira prethodnim
izlaganjem celija oksidacionom stresu. Pored brojnih
stimulansa utvrdeno je da i depolarizacija plazma
membrane moZe pokrenuti signalnu transdukciju za
aktivaciju »oksidacione eksplozije«. Medutim depola-
rizacija ne-stimulatornim agensima, kao $to je visoka
koncentracija ekstracelularnog kalijum, inhibiSe stim-
ulaciju neutrofila. Vodonik peroksid kao i stimulansi
(forbol-miristat-acetat) izaziva depolarizaciju plazma
membrane ali ne i inhibiciju »oksidacione eksplozije«.
Primena vodonik-peroksida pre stimulansa dovodi do
inhibicije i stimulansom izazvane depolarizacije i oksi-
dacione eksplozije. Znacajan modulator signalne tras-
ndukcije je i hidroperoksid, produkt lipidne peroksida-
cije koja je izrazena u oksidacionom stresu. Hidro-
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peroksid inhibise signalnu transdukciju uklju¢enu u
aktivaciju NADPH oksidaze iako izaziva promene
sli¢ne superoksid produkuju¢im stimulansima, dovodi
do aktivacije inozitol-fosfatnog metabolizma i do pora-
sta intracelularnog kalcijuma, mada je ovaj zadnji pro-
laznog karaktera u aktivaciji NADPH oksidaze. Hidro-
peroksid, takode, izaziva depolarizaciju plazma mem-
brane i mitohondrijalne membrane i moze aktivisati
protein kinazu C. lako svi ovi efekti slice oksidaznoj
signalnoj transdukciji vremenski i prostorno mogu
interferirati sa normalnom signalnom transdukcijom.
Oksidacioni stres izazvan hidroperoksidom dovodi do
tranzitornih promena antioksidantnih komponenti,
medutim porast intracelularnog kalcijuma i aktivacija
protein kinaze C mogu prolongirati ili izazvati ireverzi-
bilne promene koje su pra¢ene poremecajem celijskih
funkcija ukljucujudi i supresiju oksidacione eksplozije.
Niske koncentracije oksidanasa (hidroperoksida) su
aktivirajudi faktor u biosintezi ciklo- i lipo-oksigenaznih
produkata. Razli¢iti hidroperoksidi mogu amplifikovati
i ciklo- i lipooksi-genaznu aktivnost u sintezi prosta-
glandina i leukotrijena dok okisdacioni stres (hidroper-
oksidi, vodonik peroksid) moze inhibisati lipooksige-
nazni put i produkciju leukotrijena (39).

Oksidacioni stres i modulacija signalne
transdukcije u seéernoj bolesti

Diabetes mellitus (DM) se prema patogenetskim
mehanizmima i obliku klinickog ispoljavanja deli na:

« |diopatski (primarni ili esencijalni) dijabet koji se dalje
deli u dve podgrupe: a) tip 1, i tip 2 , sa dva podob-
lika: bez gojaznostii sa gojaznoscu.

e Sekundarni dijabet, koji se javlja kao posledica dru-
gog oboljenja.

Nezavisno od tipa diabetes mellitusa nastanak
ove bolesti, tok kao i razvoj komplikacija, usko je po-
vezan sa disbalansom pro/antioksidacionog statusa
Celije i promenom redoks potencijala. Oksidacioni
stres kao zajednicki imenitelj predstavlja biohemijski
mehanizam kojim poremecen metabolizam glukoze, i
disregulacija Celijske signalizacije dovode do razvoja
komlikacija u dijabetu, indukujudi pre svega dijabetes-
nu mikro i makro angiopatiju koje se nalaze u osnovi
dijabetesne nefropatije, retinopatije, neuropatije i kar-
diovaskularne bolesti. Oksidacioni stres je u dijabetu
posledica kako poveéane produkcije slobodnih
radikala, tako i smanjenja kapaciteta antioksidacione
zastite. Nekoliko mehanizama u ¢ijoj osnovi lezi hiper-
glikemija odgovorno je za nastanak oksidacionog stre-
sa (20, 40 45):

1. Autooksidacija glukoze tj. proces autooksidacione
glikacije koji je pracen stvaranjem slobodnih ki-
seoni¢nih radikala (O,* , H,O, i OH.).

2. Smanjena koncentracija redukovanog glutationa
koja nastaje zbog smanjene aktivnosti glutation

reduktaze usled nedostatka NADPH koji se inten-
zivno trosi u poliol putu glukoze.

3. Niska koncentracija tiolnih jedinjenja u celiji u
prvom redu dlutationa kao najrasprostranjenijeg
tiolnog jedinjenja, ostvaruje klju¢nu ulogu u redoks
Celijskoj signalizaciji i pozitivnoj regulaciji aktivnosti
transkripcionog faktora NF-kB, odgovornog za sti-
mulaciju ekspresije gena ¢iji produkti odrzavaju pro-
oksidaciono stanje u celiji.

4. Neenzimska glikacija proteina, pre svega ekstra-
celularne i intracelularne superoksid dizmutaze
(SOD), kao i drugih antioksidacionih enzima sma-
njuje njihovu kataliticku aktivnost.

5. Procesa glikacije hemoglobina dovodi do stvaranja
HbA1c koji teze otpusta kiseonik, zbog ¢ega u per-
ifernim tkivima nastaje hipoksija, koja pokrec¢e ne
samo aktiviranje ksantin oksidaze (XO), ve¢ i druge
mehanizme koji iniciraju stvaranje slobodnih radi-
kala u nedostatku kiseonika.

6. Oksidaciona modifikacija strukturnih i funkcional-
nih metaloproteina (transferina, ceruloplazmina,
Cu, ZnSOD-e) dovodi do njihove ubrzane degrada-
cije, a oslobodeni metali ukljucivanjem u Fentono-
vu reakciji stimulisu dalju produkciju radikala.

Pored cinjenice da je oksidacioni stres prateci
fenomen u razvoju komplikacija u dijabetu, on se
smatra i neposrednim faktorom rizika za nastanak
kako tipa 1 tako i tipa 2 DM. Nedavno je dokazano da
apoptoza beta-Celija pankreasa pokrenuta citokinima
makrofaga (IL-1B, IFN-y i TNF-a) nastaje kao posledi-
ca »up« ili »down« regulacije razli¢itih gena odgovor-
nih za: smanjenu produkciju ATP-a (inhibicija akoni-
taze), destrukciju DNK i pad koncentracije NAD* (poli-
ADP-ribozo polimeraza), porast koncentracije NO
(inducibilna azot monoksid sintaza) i aktivaciju faktora
transkripcije c-fos, koji u slozenom mehanizmu sig-
nalne transdukcije dovode do porasta permeabiliteta
membrane mitohondrija, oslobadanja citohroma c i
aktivaciju kaspaza (46). Podaci koji dovode u vezu
oksidacioni stres i razvoj tip 2 DM-a odnose se na
moguce uzroke nastanka insulinske rezistencije u
uslovima povecane produkcije slobodnih radikala, sto
rezultuje smanjenom osetljivos¢u perifernih rkiva, pre
svega masnog i misi¢nog tkiva, na delovanje insulina.
U in vitro eksperimentima pokazano je da indukcijom
oksidacionog stresa razli¢itim sistemima koji generisu
slobodne radikale dolazi do smanjene aktivacije insu-
linskih receptora, posebno 3-subjedinice koja posedu-
je tirozin kinaznu aktivnost, tj. do smanjene internaliza-
cije insulina kao i smanjene auto-fosforilacije insulin-
skih receptora, pri ¢emu je kapacitet vezivanja insulina
za receptore bio ocuvan. Izgleda da fosforilacija serin-
skih rezidua u polozaju 994 i 1023/25 B-subjedinice
insulinskih receptora od strane aktivirane PKC spreca-
va njihovu auto-fosforilaciju. Genetska ekspresija
transmembranskh proteina (GLUT-1 do GLUT-5) koji
omogucavaju olaksanu difuziju glukoze u tkiva moze
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biti modifikovana oksidacionim stresom $to predstav-
lia jedan od razloga za insulinsku rezistenciju tokom
razvoja tip 2 DM-a. Mehanizam ove modifikacije je slo-
Zen i nepoznat do detalja, ali zavisi od intenziteta i tra-
janja oksidacionog »insulta«. Smanjena koncentracija
iRNK za GLUT-4 (protein prisutan u masnom tkivu i
misi¢ima) rezultat je oksidacione modifikacije nuk-
learnih proteina koji tako izmenjeni poseduju smanjen
afinitet za IRE (insulin responsive element) prisutan u
promoteru GLUT-4 gena (47).

U slu¢ajevima prolongirane hiperglikemije koja
je prisutna u oba tipa diabetes mellitusa tkiva koja
preuzimaju glukozu nezavisno od prisustva insulina,
kao $to su retina, o¢no socivo, nervi i endotel pretrp-
liuju izrazita ostec¢enja. Mehanizmi kojima se mogu
objasniti Stetni efekti hiperglikemije podrazumevaju
sledece procese:

* Proces neenzimske glikacije: formiranje krajnjih pro-
dukata glikozilacije (AGEs advanced glycation end
products).

* Put poliola: aktivacija aldozo reduktaze.
» Poremecaj redoks potencijala celije.

* Aktivacija PKC.

* Aktivacija MAP kinaza.

Kako je jedan od najzastupljenijih nacina pre-
nosa signala kroz ¢eliju proces fosforilacije efektornih
proteina koji je kontrolisan kroz uzajamno sadejstvo
kinaza i fosfataza, efekti oksidacionog stresa na akti-
vnost ovih enzima predstavljaju kriti¢cna mesta modu-
lacije procesa signalne transdukcije oksidacionim
stresom u dijabetu. Nedavno je sugerisano da hiper-
glikemija koja dovodi do oksidacionog stresa uzroku-
je pojavu dijabetesnih komplikacija posredstvom dva
signalna puta: aktivacijom PKC (48) i aktivacijomm MAP
kinaza (49). S obzirom na cinjenicu da specifi¢ne izo-
forme PKC mogu aktivirati MAP kinaze koje fosfori-
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Slika 4. Aktivacija MAP kinaza i razvoj
komplikacija u dijabetu
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lacijom transkripcionih faktora dovode do alteracije
ekspresije gena uklju¢enih u promenu ¢elijskog feno-
tipa, proliferaciju i sintezu ekstracelularnog matriksa,
moZe se smatrati da aktivacija MAP kinaza predstavlja
kriticni dogadaj u razvoju dijabetesnih komplikacija
(slika 4).

Autooksidacija glukoze, proces
neenzimske glikacije tj. formiranje
krajnjih produkata glikoksidacije (AGEs)

Hiperglikemija je osnovni uzrok porasta koncen-
tracije slobodnih radikala u plazmi dijabetesnih boles-
nika. Termin »autooksidaciona glikacija« podrazume-
va sposobnost glukoze da u neenzimskom procesu
reaguje sa proteinima redukujudi pritom molekulski
kiseonik do visoko reaktivnih produkata (superoksidni
radikal, vodonik peroksid i hidroksilni radikal). Ovaj
process glikacije prolazi kroz dve faze: ranu-reverzibil-
nu i kasniju-ireverzibilnu. U ranoj fazi reaguje terminal-
na amino grupa proteina (ili e-amino grupa lizina) sa
aldehidnom grupom glukoze i formiranjem amino-
metilola i primarne Sifove baze nastaje Amadori pro-
dukt. Ova faza je reverzibilna. d kasnijoj ireverzibilnoj
fazi dolazi do rearanziranja unutar molekula (takozva-
na Amadori reakcija) i stvaranja prvog stabilnog pro-
dukta fruktozillizina (FL). Amadori produkt hemo-
globina (HbA1lc) upravo korelira sa koncentracijom
FL. U proteinima koji poseduju spori »turnover« seri-
jom reakcija (reakcije dehidratacije i kondenzacije), uz
obavezno prisustvo slobodnih radikala koji nastaju u
ovom procesu (50) iz ketoamin derivata, ili njegovih
disocijacionih produkata (N-karboksimetillizin, pen-
tozidin i piralin) u drugoj ireverzibilnoj fazi nastaju
uznapredovali krajnji produkti glikoksidacije (AGEs).
Produkti neenzimatske glikoksidacije serum proteina i
lipida (posebno LDL-a) aktiviraju puteve prenosa sig-
nala, vezujudi se za specijalne scavenger receptore
(SR) (51) i receptore za AGE produkte tzv. RAGE (52)
prisutne na povrsini endotelnih celija i makrofaga.
Najvedi afinitet za vezivanje za RAGE poseduje N-kar-
boksimetillizin (CML). Receptori prihvataju AGEs koji
se dalje metabolisu u ¢eliji, ali u uslovima inteziviranog
oksidacionog stresa dugotrajna stimulacija receptora
odgovorna je za aktivaciju Ras-MAP kinaznog puta
(53). Aktivacija RAGE indukuje stvaranje slobodnih
radikala, ali nac¢in njihovog stvaranja nije jasan tj.
proksimalni efektori u RAGE putu celijske signalizacije
nisu precizno utvrdeni. Najverovatnije stvoreni slobod-
ni radikali interponirani u kaskadni sistem aktiviran
stvaranjem kompleksa RAGE-ligand dalje aktiviraju
Ras-MAP signalni put, sto rezultuje perturbacijom
vaskularne homeostaze i razvojem vaskularnih komp-
likacija u dijabetu. Za sada nisu poznati tac¢ni efektori
kao ni efekti aktivirane MAP kinaze preko RAGE kom-
leksa. Sugerisana je promena fenotipa celije i prolif-
eracija (49). Dokazano je da vezivanje liganada za
RAGE aktivira translokaciju NF-kB u jedro i ekspresiju
NF-kB-zavisnih gena (53). Aktivirani faktor transkripci-
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je NF-kB stimulise adheziju leukocita i monocita za
endotel, genetskom ekspresijom tj. indukcijom tran-
skripcije adhezivnih molekula (ELAM-1, VCAM-1,
ICAM-1 i E-selektina) posebno VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecul 1) ali i drugih hemotaksi¢nih fak-
tora, kao sto je MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein-1), faktora proliferacije CSF (Colony Stimu-
lating Factors) i proinflamatornih citokina - TGF-§ i IL-
8. Navedeni faktori dovode do proliferacije glatkih
misi¢nih ¢elija, povecavaju hemotaksu monocita i T-
limfocita, stimuliSu adheziju i nakupljanje leukocita i
monocita na povrsinu endotela, pri ¢emu monociti
prodiru u subendotelni prostor, vrsedi dalju oksidaciju
i fagocitozu AGE-modifikovanih proteina i lipida (po-
sebno Ox-LDL i Ox-albumina). Stimulisana sekrecija
faktora rasta pospesuje diferencijaciju monocita u
makrofage a daljim metabolisanjem Ox-LDL partikula
monociti tj. makrofagi se postepeno pretvaraju u
penaste Celije, ubrzavaju¢i na taj nacin razvoj atero-
skleroze.

Nedavno je otkrivena nova klasa F,-izoprostana
(54) koji su analozi esterifikovanog 8-epi-PGF;,,, pro-
dukta cija je koncentracija tri puta veéa u serumu
pacijenata tipa 2 DM u odnosu na kontrolne vrednos-
ti. Ovi produkti koji nastaju u metaboli¢koj kaskadi
arahidonske kiseline, takode posreduju u genetskoj
ekspresiji VCAM-1, i dovode do aktivacije trombocita
nezavisno od efekata TXB, (55). Proces glikacije
serumskih proteina i lipoproteina praéen je fragmen-
tacijom ceruloplazmina i otpustanjem slobodnog ba-
kra ¢ime se povecava ekstracelularni pul metala pro-
menljive valence, odgovornih za inicijaciju lipidne per-
oksidacije (56) i dalje stvaranje AGEs koji u interakciji
sa specifi¢nim receptorima (RAGE) u procesu prenosa
signala na NF-xB indukuju stvaranje slobodnih radi-
kala (57). Na taj nacin stvoreni »circulus vitiosus« u
procesu neenzimske glikacije, dalje podrzava oksida-
cioni stres  promotivni faktor razvoja ateroskleroze u
dejabetu.

Put sorbitola (poliola): aktivacija
aldozo reduktaze

Put sorbitola (poliola) se intenzivno odvija u uslo-
vima hiperglikemije dovodeéi do promene u celu-
larnom redoks potencijalu, ¢ime uti¢e na nastanak
dijabetesnih komplikacija (58). Ovaj put metabolisan-
ja glukoze podrazumeva ucesée enzima aldozo reduk-
taze koji koris¢enjem kofaktora NADPH Kkatalizuje
redukciju glukoze u sorbitol koji dalje pod dejstvom
sorbitol dehidrogenaze moze preci u fruktozu. Aldozo
reduktaza je Siroko zastupljena u tkivima sisara kao sto
su periferni nervi, retina, glomeruli bubrega i o¢no so-
¢ivo. Stimulacija ovog puta u uslovima hiperglikemije
jedan je od patogenetskih mehanizama odgovornih za
razvoj dijabetesne neuropatije, nefropatije i katarakte.
Aktivacija ovog puta dovodi do strukturnih promena u
tkivima preko nekoliko mehanizama od kojih su najzn-
acajniji: pove¢an osmotski pritisak u ¢elijama, opada-

nje mioinozitola i poremecaj redoks potencijala Celije
zbog opadanja koncentracije NADPH, zbog ¢ega opa-
da aktivnost NADPH zavisnih enzima ukljucujudi glu-
tation reduktazu i NO sintazu. Smanjena produkcija
NO dovodi do vazokonstrikcije, a nemogucnost rege-
neracije glutationa u tzv. glutation redoks ciklusu do
opadanja koncentracije redukovanog glutationa
(GSH), s obzirom da se on regeniriS§e delovanjem
NADPH zavisne glutation reduktaze (59), zbog cega
nastaje permanentni oksidacioni stres.

lako je aldozo reduktaza klju¢ni enzim u ovom
metabolickom putu, jos uvek nisu indentifikovani pre-
cizni signalni molekuli uklju¢eni u indukciju njene
genetske ekspresije. Najverovatnije da je potencijalna
karika u indukciji gena za ovaj enzim intracelularni
»osmotski stres«. Osmoreceptori (osmosenzori), Cija
priroda nije utvrdena, kao odgovor na prisutni osmot-
ski stres dalje aktiviraju razlicite MAP kinaze u zavis-
nosti od vrste tkiva. Nedavno je utvrdeno da je i oksi-
dacioni stres, koji perzistira u sorbitol putu, odgovoran
za aktivaciju ERK (MEK1) kinaze i p38 MAP kinaze koje
indukuju genetsku ekspresiju aldozo reduktaze (60).

Promena redoks statusa celije koji je determini-
san sadrzajem tiol jedinjenja u ¢eliji, pre svega sadr-
Zajem glutationa, predstavlja znacajan faktor u regu-
laciji transdukcije signala do odgovarajucih gena. Ovaj
mehanizam signalne transdukcije ostvaruje se preko
tzv. redoks senzora koji reaguju na promenu koncen-
tracije intracelularnih tiola odgovornih za odrzavanje
redoks statusa celije. Mnogi regulatorni faktori tran-
skripcije suprimiraju transkripciju kada se u reduko-
vanom stanju vezu za regulatorne sekvence nekih ge-
na. U nedostatku GSH u ¢eliji, u uslovima intenzivira-
nog puta poliola glukoze oksidisana forma regulator-
nih nuklearnih faktora transkripcije gubi afinitet za re-
gulatornu sekvencu gena Sto rezultuje pojacanom
transkripcijom i sintezom odgovarajucih funkcionalnih
i strukturnih proteina odgovornih za nastanak kompli-
kacija u dijabetu i disregulacije homeostaze metabo-
lizma glukoze. Poremecaj redoks potencijala inicira
aktivaciju stres-signalne kaskade koja rezultuje direkt-
nom aktivacijom drugih kinaza i faktora transkripcije
i/ili indirektnom modulacijom (oksidacijom) cisteinom
bogatih redoks-senzitivnih proteina kao sto su tiore-
doksin i glutation S-transferaza (61).

Oksidacioni stres i modulacija
aktivnosti PKC i MAP kinaza u dijabetu

Prva zapaZanja koja se odnose na modifikaciju
aktivnosti PKC redoks senzitivnim modulatorima u
dijabetu datiraju od pre desetak godina (62, 63). Pro-
tein kinaza C (PKC) predstavlja familiju multifunk-
cionalnih izoenzima (ukupno 12), koji se sintetiSu na
najmanje tri zasebna gena, a veci broj izoformi je rezul-
tat alternativnog »splicinga« primarnih iRNK tran-
skripta (64). Familija multifunkcionalnih izoenzima
PKC ostvaruje fundamentalnu ulogu u signalnoj trans-
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dukciji u razli¢itim tkivima kroz fosforilaciju (up ili
down regulaciju) enzima, receptora, transkripcionih
faktora i drugih kinaza.

Aktivacija i translokacija PKC iz citozola na plaz-
ma membranu Celija najcesée je posredovana poras-
tom sekundarnog glasnika diacilglicerola (DAG-a) ili
egzogenim delovanjem tumorskog promotora kao sto
su forbol estri (65). Diacilglicerol je centralni inter-
medijat koji nastaje u sintezi i katabolizmu razlicitih
glicerolipida (slika 5). Visoka koncentracija glukoze
ubrzava katabolizam fosfatidilholina, i stimulise de
novo sintezu DAG-a iz fosfatidne kiseline. S druge
strane, oksidacioni stres izazvan hiperglikemijom akti-
viranjem fosfolipaze C (66) intenzivira razgradnju ino-
zitol fosfolipida Sto takode rezultuje porastom koncen-
tracije DAG-a. Primena antioksidanata (vitamina E i
probukola) prevenira porast DAG-a i sprecava DAG-
PKC aktivaciju (67). Protektivno delovanje vitamina E
moze biti i rezultat aktivacije DAG kinaze i olakSane
konverzije DAG-a u fosfatidnu kiselinu (68). S obzirom
da i glukoza i oksidacioni stres dovode do porasta
DAG-a i aktivacije PKC najc¢esce se govori o aktivi-
sanom DAG-PKC putu signalne transdukcije u tkivima
dija-betesnih bolesnika ukljucujudi retinu, aortu, srce i
glomerule bubrega (69) koji predstavlja molekularnu
osnovu »toksicnosti glukoze« ne samo u perifernim
tkivima ve¢ i u pankreasu. Nije isklju¢ena ni direktna
modulacija SH grupa u regulatornom tj. »aktivacio-
nom segmentu« PKC slobodnim radikalima. Poznato
je da neestrifikoaane masne kiseline, posebno neza-
si¢ene masne Kkiseline (arahidonska, oleinska, linolna i
linolenska) kao i njihovi KoA estri, sinergisticki sa
DAG-om aktiviraju PKC (70). Kako je u dijabetu po-
vecana koncentracija slobodnih masnih kiselina, to se
aktivacija PKC moze odvijati nezavisno od sinteze
DAG-a.

Postoje predpostavke da nacin sinteze DAG-a tj.
njegovo razli¢ito poreklo (slika 5) determinise »izbir-
liivu« aktivaciju jednog ili vise izoenzima PKC u raz-
licitim tkivima. Tako npr. aktivacija PKC-;; odvija se u
srcu i aorti, PKC-a, -B; i € u retini, a PKC-a, -3; id u
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Slika 5. Sinteza DAG-a

glomerulskim ¢elijama (71). Interesantno je istadi da
se samo PKC-; u glomerularnim ¢elijama bubrega
dijabetesnih Zivotinja nadena je pojacana ekspresija tri
izoforme PKC (alfa, epsilon i zed). Hroni¢na aktivacija
ovih formi PKC visoko korelira sa sadrzajem DAG-a.
Povecana ekspresija PKC-e za koju se vezuje nastanak
nekih oblika tipa 2 DM-a, odgovorna je za down-regu-
laciju broja insulinskih receptora i smanjenu aktivnost
protein kinaze B (PKB) tj. Akt kinaze $to rezultira insu-
linskom rezistencijom, hiperinsulinemijom i hipergli-
kemijom (73). Aktivacija PKC-3; u uslovima hipergli-
kemije, u kulturi mezangijskih ¢elija glomerula bubre-
ga dovodi do ekspresije i translokacije u jedro speci-
ficne subjedinice faktora transkripcije NF-kB p65 ali
ne i NF-xB p50 (74).

Modulacija PKC oksidantima predstavlja kriti¢ni
dogadaj za razvoj vaskularnih komplikacija u dijabetu.
Intenziviran DAG-PKC put signalizacije u endotelnim
¢elijama odgovoran je za poremecaj u regulaciji per-
meabiliteta, kontrakcije, depozita ekstracelularnog
matriksa, Celijskog rasta, angiogeneze, aktivacije cito-
kina i sinteze athezivnih molekula. U ovim poremeca-
jima koji predstavljaju osnovne mehanizme u razvoju
vaskularnih komplikacija kao Sto je aterogeneza i hi-
pertenzija neka od target mesta delovanja PKC su sle-
deca (75 78):

* povecana ekspresija endotelina-1,

» povecana ekspresija iNOS (inducibilne azot oksid
sintaze),

* inicijacija ekspresije faktora transkripcije Nf-kB i AP-

’

* inicijacija kaskade arahidonske kiseline stimulacijom
fosfolipaze A2,

e stimulacija NADH/NADPH oksidazne aktivnosti
makrofaga i endotelnih éelija,

* povecana sinteza vaskularnog endotelijalnog faktora
rasta (VEGF).

Vaskularni endotel kao izuzetno vazan endokrini
i metabolicki organ ostvaruje klju¢nu ulogu u razmeni
materija, odrZzavanju integriteta i tonusa arterijskog
zida, regulaciji hemostaze (koagulacija i fibrinoliza),
permeabilnosti i lokalnoj aktivaciji trombocita. Njego-
va alteracija pod dejstvom razli¢itih mehanizama sma-
tra se inicijalnim dogadajem u procesu aterogeneze tj.
u nastanku mikro- i makroangiopatija u diabetes mel-
litusu. Endotelne Celije sintetiSu i sekretuju veliki broj
aktivnih molekula: NO, angiotenzin II, endotelin-1
(ET-1), TGFpB, vaskularni endotelijalni factor rasta
(VEGF), aktivatore plazminogena, prostaglandine,
prostacikline i von Willibrandov faktor (vWf) protein.
Sve je vise podataka koji hiperglikemiju i aktivaciju
PKC dovode u vezu sa premorfoloskim a zatim i mor-
foloskim promenama u nastanku endotelijalne dis-
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funkcije. Tako npr. poremecaj u odrzavanju normal-
nog tonusa arterijskog zida, tj. poremecaj u endotelno
zavisnoj vazodilataciji posredovanoj NO-om nastaje
zbog preterane aktivacije PKC u retini, a na racun
PKC-posredovanoj inhibiciji konstitutivne azot monok-
sid sintaze i indukciji ekspresije ET-1. Primena inhibi-
tora PKC popravlja mikrovaskularnu hemodinamiku
retine. U regulaciji renalne hemodinamike PKC moze
da posreduje u indukciji inducibilne azot-monoksid
sintaze (iINOS) Sto rezultuje povec¢anjem NO, ali moze
dovesti i do smanjene produkcije NO Sto zavisi od tipa
¢elija, tkivne lokalizacije i duZine trajanja dijabeta.
Najverovatnije ovakav dvojni efekat je posledica cinje-
nice da posebne izoforme PKC mogu pozitivno ili ne-
gativno da regulisu genetsku ekspresiju iNOS (79).

Disregulacija aktivnosti PKC u signalnoj trans-
dukciji u glatko misiénim celijama koje odrzavaju
vaskularni tonus i u¢estvuju u stvaranju i deponovanju
ekstracelularnog matriksa predstavlja poseban entitet
u razvoju dijabetesnih komplikacija. Razlikuju se dve
vrste ovih Celija: kontraktilne (nalaze se pretezno u
mediji) i sekretorne koje produkuju razlicite kompo-
nente arterijskog matriksa. Permanentna hipergli-
kemija preko aktivirane PKC povecava tonus arterij-
skog zida dovodedi do vazokonstrikcije. Pored pove-
¢anja broja receptora za angiotenzin I, dolazi do fos-
forilacije miofibrilarnih proteina i ekspresije aktin-mio-
zin regulatornog proteina (caldesman) (80). Nasuprot
ovim efektima u srcu dijabetesnih miseva prekomerna
ekspresija PKC-bll dovodi do fosforilacije troponina-I i
smanjene osetljivosti miofilamenata na Ca2+ Sto za
posledicu ima smanjenu kontraktilnost sr¢anog misi-
¢a. Primena inhibitora PKC poboljSava disfunkciju kar-
diomiocita (81). Apoptoza glatko-misi¢nih Celija indu-
kovana slobodnim radikalima takode je PKC-zavisan
proces (82).

Povecana propustljivost krvnih sudova tj. gubitak
endotelijalne barijere predstavlja rani patofizioliski me-
hanizam u nastanku dijabetesne angiopatije. RazliCiti
stimulansi, kao Sto su povecana koncentracija glu-
koze, aktivacija sekundarnih glasnika u endotelijalnim
éelijama, pre svega PKC, dovode do fosforilacije i
relaksacije citoskeletnih i adhezivnih proteina, kao sto
su caldesmon i vimentin kao i »up-regulacije« NOS,
Sto za posledicu ima povecanu propustljivost i dis-
funkciju endotelne barijere. Primenom specifi¢nih
antisens oligonukleotida za PKC ovi efekti hiperglike-
mije se mogu sprecCiti. Posebno mesto u regulaciji
vaskularnog permeabiliteta i angiogeneze pripada vas-
kularnom endotelijalnom faktoru rasta (VEGF) tj. vas-
kulotropinu (VPF), homodimernom glikoproteinu,
koga sekretuju glatko misi¢ne celije. Povec¢ana genet-
ska ekspresija VPF koja nastaje u glukozo-PKC aktivi-
ranom putu Celijske signalizacije, odgovorna je za
porast koncentracije VPF-a u o¢noj vodici pacijenata
sa dijabetesnom retinopatijom (83). Povecana sinteza
VPF-a odgovorna je i za proces neovaskularizacije u
oku kao i za stvaranje novih kolaterala u procesu

tumorogeneze. Vezivanje VPF-a za specijalne recep-
tore (KDR/fk), prisutne samo na endotelijalnim éelija-
ma, kao i za flt-1 receptore, prisutne i na drugim celi-
jama, stimuliSe razgradnju fosfoinozitola i sintezu
DAG-a koji aktivira specificne izoforme PKC (a,, $;10).
Indukovana povecana permeabilnost i celijski rast
mogu se spreciti primenom selektivnih inhibitora
PKC-B. Zapazen je sinergizam izmedu angiogenetickih
efekata VPF-a i bazitnog faktora rasta fibroblasta
(bFGF), gde bFGF dovodi do povecane ekspresije
KDR/flk preko PKC-MAP kinaza-zavisne signalne
transdukcije (84).

U procesu razvoja dijabetesne nefropatije Citav
niz argumenata govori u prilog gledistu da su proli-
feracija mezangijskih celija, kao i poveéana sinteza a
smanjena razgradnja ekstra-celularnog matriksa
uzrokovani aktivacijom PKC-MAPK u uslovima hiper-
glikemije. Kada se mezangijske Celije bubrega izloze
visokoj koncentraciji glukoze (20 mmol/L) dolazi do
aktivacije PKC-B1 koja indukuje sintezu kolagena tip
IV, laminina i fibronektina (glikoproteina velike mole-
kulske mase koji posreduje u Celijskoj migraciji, adhe-
ziji i organizaciji citoskeleta). Protein kinazom C indu-
kovana fosforilacija serinske residue u poloZaju 23
Na+-K+-ATPaze, dovodi do smanjene aktivnosti enzi-
ma. Na taj nacin afektirani su vaskularni permeabilitet
(nastaje proteinurija), depozicija i interakcija ekstra-
celularnog matriksa kao i ekskrecija Na* i H+, Sto Cini
molekularnu osnovu dijabetesne nefropatije u kojoj
glukoza indukuje proliferaciju mezangijskih Celija i sin-
tezu ekstracelularnog matriksa posredstvom PKC-NF-
kB puta transdukcije signala (85). Faktori rasta poseb-
no TGFp (transforming growth factor-8) i CTGF (con-
nective tissue growth factor) takode mogu povecati
sintezu kolagena, fibronektina i laminina u mezangi-
jskim celijama bubrega. Genetska ekspresija i sinteza
ovih faktora uslovljena je hiperglikemijom koja aktivira
PKC a zatim ona dovodi do aktivacije c-jun i c-fos sub-
jedinica faktora transkripcije AP-1 proteina, te ovaj
faktor kao dimerni kompleks reaguje sa DNK regu-
latornim elementom poznatim kao aktivator protein-1
(AP-1) vezuju¢e mesto. Ova mesta (elementi) su pri-
sutni u regulatornom regionu AP-1 inducibilnih gena,
kao sto su geni na kojima se sintetisu TGFp i CTGF.
Primenom specifi¢nog inhibitora izoforme PKC-3
LY333531 prevenira se pojacna ekspresija TGF}j, sin-
teza kolagena i fibronektina u renalnim glomerulima
dijabetesnih pacova (86).

S obzirom, da u sloZenom putu prenosa signala
kroz ¢eliju dolazi do interakcije mnogih receptornih
proteina (enzima i adaptera) koji specifichom komu-
nikacijom i medusobnim delovanjem (fosforilacija,
defosforilacija, asocijacija, disocijacija, proteoliza) do-
vode do amplifikacije impulsa, naj¢esce se govori o
udrZenim tj. kaskadnim putevima signalne transduk-
cije. Jedan od takvih udruzenih puteva, koji predstav-
lia osnovni molekularni supstrat za nastanak komp-
likacija u dijabetes mellitusu je PKC-MAP kinazni put
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prenosa signala na faktore transkripcije koji zatim
modifikuju ekspresiju odredenih gena ¢iji produkti ini-
ciraju, stimuliSu i odrzavaju nastanak i razvoj komp-
likacija u ovoj bolesti.

Mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK)
predstavljaju grupu serin/treonin specifi¢cnih kinaza
koje se aktiviraju delovanjem ekstracelularnih stimu-
lusa koji pokrecu fosforilaciju i teoninskih i tirozinskih
rezidua u enzimu. Unutar ove grupe enzima izdvajaju
se: 1) ERK kinaze (ekstracelularnim signalima reguli-
sane kinaze); 2) JNK kinaze (c-Jun N-terminalne ki-
naze) i p38 kinaze. Svaka od nabrojanih grupa MAPK
poseduje svoje izoenzime koji predstavljaju produkte
razlicitih gena. Tako ERK i JUNK poseduju po tri (1, 2
i 3) a p38 Cetiri rezliCita izoenzima (a, b, g, d). Mnoge
izoenzimske forme ovih kinaza daljom posttranslacio-
nom modifikacijom enzima dobijaju svoje specifi¢ne
izoforme (Cetiri za JNK1 i JNK2, dve za JNK3) koje se
medusobno razlikuju u odnosu na nacin aktiviranja
kao i u odnosu na supstrat na koji deluju. Tako npr.
p38 MAPK u dijabetu se aktivira posredstvom osmo-
senzora, Cija priroda nije odredena, ali je poznato da u
uslovima stimulacije polyol puta glukoze, porast kon-
centracije sorbitola dovodi do aktivacije ove MAP
kinaze. JNK kinaze obuhvataju i nekoliko formi stres-
aktivirajucih protein kinaza (SAPK), dok se ERK kinaze
smatraju odgovornim za signalizaciju koju ostvaruju
faktori rasta. Oksidacioni stres koji u dijabetu nastaje
aktiviranjem puta poliola a koji dovodi do opadanja
sadrzaja redukovanog glutationa aktivira u humanim

fibroblastima ERK kinaze, dok JNK i p38 u istim
uslovima nisu afektirane. S druge strane vodonik per-
oksid aktivira sve tri MAP kinaze (ERK, JNK, p38) u
neonatalnim miocitima srca, kao i p38 u endotelnim
¢elijama, dok je JNK u fibroblastima misa potpuno
neosetljiva na delovanje vodonik peroksida. Aktivacija
ERK kinaza ¢ini zadnju kariku MAP kinaznog kaskad-
nog sistema, odgovornog za fosforilaciju razlicitih cito-
zolarnih i nuklearnih proteina, koji najces¢e predstav-
liaju faktore transkripcije ili proteine koji su sa njima
asocirani. MAP-kinazna kaskada, kao i PKC, podleze
down regulaciji posredovanoj N-acetil-L-cisteinom i
redukovanim glutationom, dok smanjenje koncen-
tracije glutationa i prisutan oksidacioni stres iniciraju
njihovu aktivaciju (20, 49, 87 89).

Razmatrajudi napred izneto, moze se zakljuciti da
su brojni podaci potvrdili da oksidacioni stres koji nas-
taje u oba tipa dijabeta dovodi do prolongirane akti-
vacije razli¢itih puteva u prenosu signala (posebno
PKC-MAP kaskade), ¢ime se stvaraju uslovi za pro-
menu fenotipa Celije, apoptozu ili prezivljavanje uz nas-
tanak disbalansa koji dovodi do razvoja komlikacija na
pojedinim organima i sistemima. S toga ne iznenadu-
ju nastojanja da se definiSu nove terapijske moguc-
nosti u lecenju dijabetesnih komplikacija. Primena
antioksidanata, inhibitora aldozoreduktaze, NOS, poli-
ADP-ribozo polimeraze, ACE inhibitora, poli-amina a
posebno specificnih inhibitora izoenzima PKC i MAP
kinaza predstavlja novu strategiju lecenja dijabeta u
buduénosti (86, 90 94).

SIGNAL TRANSDUCTION-FREE RADICAL MODULATION

Dusica Pavlovi¢, Vidosava Pordevié, Gordana Kocié

Institute for Biochemistry, Faculty of Medicine, Nis, Yugoslavia

Summary: Signal transduction is the process of signal transmission from cell surface to cell interior. This
ubiquitous mechanism enables functioning of general but also specific cell-tissue processes, involved in main-
taining of cell homeostasis. Normal transduction processes disturbance represents the most frequent molecular
basis in pathogenesis and complications of many diseases. Understanding of all sequences involved in signalling
pathway cascades offers a possibility of different modulators application in therapeutic purposes. The activation
of phagocyte NADPH oxidase is one of the best studied pathways of signal transduction. Meanwhile, reactive oxy-
gen species generated in the process could modulate numerous cell transduction pathways. Diabetes mellitus
may be associated with increase in oxidative stress, which may contribute to a long-term tissue damage. In addi-
tion to damage, oxidative stress can initiate cell signalling cascades that modulate cell function and finally could
lead to the cell death. Hyperglicemia-induced activation of PKC-MAP kinase pathway has been now recognised
as the key biochemical event in the pathogenesis of diabetic complications and insulin resistance.

Key words: signal transduction, NADPH oxidase, diabetes mellitus.
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