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Abstract

Studies of the molecular mechanisms regarding interaction of different viruses with re-
ceptors on the host cell surface have shown that the viral entry depends on the specific relati-
onship between free thiol (SH) groups and disulfides on the virus surface, as well as the thiol
disulfide balance on the host cell surface. The presence of oxidizing compounds or alkylating
agents, which disturb the thiol-disulfide balance on the surface of the virus, can also affect
its infectious potential. Disturbed thiol-disulfide balance may also influence protein-protein
interactions between SARS-CoV-2 protein S and ACE2 receptors of the host cell. This review
presents the basic mechanisms of maintaining intracellular and extracellular thiol disulfi-
de balance and previous experimental and clinical evidence in favor of impaired balance in

Keywords: SARS-CoV-2 infection. Besides, the results of the clinical application or experimental analysis
thiol-disulfide balance, of compounds that induce changes in the thiol disulfide balance towards reduction of disulfide
COVID-19 bridges in proteins of interest in COVID-19 infection are presented.
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Sazetak

Istrazivanja molekularnih mehanizama interakcije razli¢itih virusa sa receptorima na
povrsini ¢elija domacina pokazala su da ulazak virusa zavisi od specificnog odnosa izmedu
slobodnih tiol (SH) grupa i disulfida na povrsini virusa, kao i od tiol-disulfidne ravnoteze
na povrsini cCelija. Prisustvo oksidiSu¢ih jedinjenja ili alkiliraju¢ih agensa, koja remete ti-
ol-disulfidnu ravnotezu na povrsini virusa, moze uticati i na njihov infektivni potencijal.
Poremecena tiol-disulfidna ravnoteza moze uticati i na protein-proteinske interakcije iz-
medu SARS-CoV-2 proteina S i ACE2 receptora Celije domacina. U ovom radu su prikazani
osnovni mehanizmi odrzavanja intracelularne i ekstracelularne tiol-disulfidne ravnoteze i
dosadasnji eksperimentalni i klinicki dokazi koji idu u prilog poremecaju ove ravnoteze u
SARS-CoV-2 infekciji. Pored toga, predstavljeni su dosadasnji rezultati klinicke primene
ili eksperimentalne analize jedinjenja koja dovode do promene tiol-disulfidne ravnoteze u

COVID-19

pravcu redukcije disulfidnih mostova proteina od interesa u COVID-19 infekciji.

Znacaj tiol-disulfidne ravnoteze u SARS-CoV-2
infekciji

Istrazivanja molekularnih mehanizama interakcije
razli¢itih virusa sa receptorima na povrsini celija doma-
¢ina pokazala su da ulazak virusa moze zavisiti od speci-
ticnog odnosa izmedu slobodnih tiol (SH) grupa i disul-
fida na povrsini virusa, kao i tiol-disulfidne ravnoteze na
povrsini cCelija domacina (1). Prisustvo oksidi$uc¢ih jedi-
njenja ili alkilirajuc¢ih agensa, koja remete tiol-disulfidnu
ravnotezu na povrsini virusa, moze uticati i na njihov in-
fektivni potencijal (2). Naime, prooksidantno okruzenje
favorizuje interakciju izmedu virusa i njegovog receptora
na Celiji domacina, bez obzira na kaskadu dogadaja nakon
aktivacije receptora, predstavljajuci tako oc¢uvan i efikasan
mehanizam, zajednicki za razlic¢ite vrste virusnih infekcija.
Rezultati nedavnih istrazivanja ukazuju da poremecena ti-
ol-disulfidna ravnoteza moze uticati i na protein-protein-
ske interakcije izmedu SARS-CoV-2 proteina S i ACE2 re-
ceptora celije domacina (3). Veruje se da tezi klinicki ishod
ove infekcije kod starijih osoba, izmedu ostalog, nastaje i
zbog opsteg poremecaja redoksa homeostaze, koji ometa
procese oporavka i regeneracije tkiva, povecavajudi rizik od
virusnih infekcija. Naime, u toku starenja dolazi do sma-
njenja efikasnosti homeostaznih sistema koji kontroliu
redoks ravnotezu svih tkiva, ukljucuju¢i i pluca, $to moze
objasniti povecanu osetljivost na infekcije i ¢e$¢i razvoj
o$tecenja pluca usled neadekvatne regulacije zapaljenjskog
procesa i fibroze (4). Inspiracija za ovaj pregledni ¢lanak je
nedavni revijski rad istrazivacke grupe koja je medu prvi-
ma prepoznala i opisala znac¢aj poremecene tiol-disulfidne
ravnoteze u COVID-19, a ¢iji je ¢lan Francesko Gali, profe-
sor na Medicinskom fakultetu u Perudi i gostujuci profesor
Medicinskog fakulteta u Beogradu (4).

Tiol disulfidna ravnoteza: razlike izmedu celija
i vancelijskog prostora

Da bi se razumeo nacin na koji dolazi do interakcije
proteina ukljucenih u redoks homeostazu u COVID-19 in-
tekciji, neophodno je upoznati se sa ekstracelularnim siste-
mima koji odrzavaju ravnotezu izmedu redukovanih i ok-
sidovanih cisteina u molekulima proteina. Klju¢ni faktor

koji utice na stanje oksidacije unutarlanc¢anih cisteina u
proteinima je koncentracija i redoks status tiol jedinjenja
male molekulske mase (engl. low molecular weight thiols,
LMW) (5). Ova jedinjenja su klju¢na u redoks puferovanju
proteinskih cisteina i direktno ucestvuju u reakcijama ti-
ol-disulfidne izmene. Naime, tiol jedinjenja male molekul-
ske mase reaguju sa cisteinima u proteinima nukleofilnim
napadom na postojece disulfidne veze (6) prema sledecoj
reakcionoj shemi:

a) PS-SP + RSH ¢« > PS-SR + PSH
b) PS-SR + RSH <« »> PSH + RS-SR
$to rezultira:

¢) 2RSH + PS-SP < - 2PSH + RS-SR

gde RSH prestavlja tiol jedinjenje male molekulske mase
(LMW-SH), PSH je proteinska —SH grupa, PSSP su inter-
(ili intra-) lancani proteinski disulfidi i PS-SR su me$oviti
disulfidi nastali izmedu proteina i tiola male molekulske
mase. Tiolatne forme ovih jedinjenja su stvarni reaguju-
¢i oblici u ovim reakcijama i porast ili smanjenje kolic¢ine
RSH ili RS-SR pomera ravnotezu reakcije (c) prema desno
ili levo (6).

U sastav tiol jedinjenja male molekulske mase i nji-
hovih odgovaraju¢ih disulfida u vancelijskim te¢nostima
ulaze, kao najzastupljeniji, redoks-aktivni parovi: ciste-
in/cistin (Cis/CiSS), cisteinilglicin/cistinilglicin (CisGli/
CisGliSS) i glutation/glutation disulfid (GSH/GSSG). U
plazmi ¢oveka prosecni odnos za ove parove je 0,2, a pro-
se¢ne koncentracije ukupnog cisteina i glutationa su ~
200 mM, odnosno < 10 mM (7). Nasuprot tiol-disulfid-
noj ravnotezi, koja je u vancelijskim uslovima pomerena
ka oksidovanim formama tiol jedinjenja male molekulske
mase, intracelularno, daleko najvaznije niskomolekulsko
tiol jedinjenje je glutation, sa koncentracijama u rasponu
od 1 do 10mM, u zavisnosti od tipa Celija (8). Odnos GSH/
GSSG krece se izmedu 200 i 800 (9). Na ovaj odnos mogu
da utic¢u vancelijski tioli i disulfidi. Koncentracija cisteina i
drugih niskomolekularnih tiol jedinjenja je u ¢elijama mi-
kromolarna, pri ¢emu je koncentracija redukovanih oblika
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takode dominantna u odnosu na oksidovane forme (10).
Razlike u odnosu redukovanih prema oksidovanim for-
mama tiola male molekulske mase ukazuju na to da celije
odrzavaju izrazito redukovane uslove sredine, dok u ek-
stracelularnom okruzenju preovladuju oksidovane forme.
Delovanje alkiliraju¢ih agensa ili reaktivnih vrsta kiseoni-
ka uti¢e na metabolizam unutarcelijskih tiola male mole-
kulske mase, uzrokuju¢i njihovu oksidaciju, §to se odraza-
va i na promene u odnosu redukovanih i oksidovanih tiola
u ekstracelularnom prostoru. Promene tiol-disulfidne rav-
noteze specifi¢ne su za odredeni tip ¢elija i odredena obo-
ljenja (11). Unutarcelijski i vancelijski nivoi cisteina i GSH
regulisani su dvosmernim transportnim sistemima; neto
priliv cisteina i cistina obezbeduje ¢elije cisteinom potreb-
nim za biosintezu GSH, dok izlazak cisteina, GSH i drugih
tiola male molekulske mase iz Celija dovodi do redistri-
bucije jedinjenja koja sadrze sumpor u ekstracelularnom
prostoru, obezbedujuci njihovu dostupnost za druge Celije
i meduorganski transport cisteina i GSH. U uslovima oksi-
dativnog ili elektrofilnog stresa ¢elija eksprimira se baterija
gena za adaptivni odgovor na stres, radi kontrole protoka
ovih jedinjenja i odrzavanja redoks homeostaze. U ovim
uslovima geni za kataliticke i regulatorne proteine, uklju-
¢ene u antioksidantnu zastitu, kompenzatorno uti¢u na
pojacanu sintezu i redukciju glutationa, a time i adaptivno
na sastav ekstracelijskih tiol jedinjenja male molekulske
mase (10). Ovaj proces je izraz metabolicke i homeostazne
sposobnosti tkiva da reaguje na redoks distres, koji se sa
godinama smanjuje, povecavajudi rizik kako od hroni¢nih
nezaraznih oboljenja udruzenih sa oksidativnim stresom
(12), tako i od virusnih infekcija (13).

Redukcione ekvivalente (u formi NADPH), neop-
hodne za aktivnost glutation reduktaze (GR), klju¢nog
enzima za regeneraciju glutationa, obezbeduje metaboli¢-
ka aktivnost pentozofosfatnog puta u celijama. Glutation
reduktaza zajedno sa drugim oksidoreduktazama, kao $to
je npr. tioredoksin reduktaza, odrzava unutarcelijski nivo
tiola male molekulske mase u redukovanom obliku (11):

GSSG + 2NADPH - 2GSH + 2NADP + 2H* (katalisana
glutation reduktazom)

Kao rezultat ovog redukovanog okruzenja, intrace-
lularno, u proteinima je prisutno manje od 10% cisteina
u obliku disulfida (14). Nasuprot tome, u ekstracelularnoj
sredini nedostaju efikasni sistemi redoks homeostaze. U
plazmi je zabelezeno prisustvo NADPH i glutation redu-
ktaze u tragovima, mada se ne moze iskljuciti da poticu
od nespecificnog oslobadanja unutarcelijskog sadrzaja to-
kom vadenja krvi i obrade uzorka. Pored toga, u plazmi
su prisutni i drugi enzimski antioksidantni sistemi, poput
superoksid dizmutaze i glutation peroksidaze (15), koji
indirektno, redukcijom reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja,
pomazu odrzavanje redoks ravnoteze. Izgleda da sistem
tioredoksin reduktaze, koji igra glavnu ulogu u kontroli
redoks stanja proteinskih cisteina u ¢elijama, ne uti¢e na
redoks procese u vancelijskim te¢nostima (16). Svi ovi as-
pekti ¢ine ukrs$tanje proteina putem disulfidnih mostova

verovatnijim u vancelijskim uslovima nego unutar celija.
Tako je, na primer, pokazano da albumini stvaraju mesovi-
te disulfide sa tiolima male molekulske mase na poziciji ci-
steina 34. Pored ovog, jedinog cisteina, koji je eksprimiran
na povrsini albumina, albumin sadrzi i 17 disulfidnih mo-
stova koji su smesteni duboko u unutra$njosti molekula.
Vise od 80% homocisteina u plazmi vezano je za albumine,
a i cistein, glavni vancelijski tiol, formira mesane disulfi-
de sa albuminima i drugim ekstracelularnim tiolima male
molekulske mase (17). Interesantno je da cistein na pozi-
ciji 34 albumina ne moze da formira disulfide sa drugim
molekulima albumina ili drugim proteinima jer se nalazi
u delimi¢no zasti¢enoj pukotini koja sterno sprecava reak-
tivnost cisteina sa drugim proteinima (18). Tiol-disulfidna
ravnoteza reguliSe vezivanje albumina za Celijske recepto-
re (15), a kao $to je pomenuto, isti redoks mehanizam je
ukljucen u interakciju koronavirusa sa ¢elijama domacina,
ukljucujudi i interakciju SARS-CoV-2 sa ACE2 receptori-
ma u plué¢nom epitelu.

S-protein SARS-CoV-2 virusai ACE2 receptor
su redoks senzitivni proteini

Koronavirus sadrzi Cetiri glavne vrste strukturnih
proteina, ukljuc¢ujudi S protein, proteine membrane, omo-
taca i nukleokapsida (slika 1).

M, membranskKi protein

N, nukleokapsid

RNK molekul

E, protein omotaca

Slika 1. Prilagodeno po Britannica, The Editors of Encyclopedia.
“Coronavirus”. Encyclopedia Britannica, 2021, https://www.bri-
tannica.com/science/coronavirus-virus-group.

Protein S (engl. spike protein) se nalazi na povrsini vi-
rusa u obliku trimera, a svaki monomer se sastoji od dve su-
bjedinice, oznacene kao S11S2 (slika 2). U okviru S1 subjedi-
nice se nalaze N-terminalni domen i domen koji veze recep-
tor (engl. receptor binding domen, RBD), koji je odgovoran
za interakciju sa receptorskim proteinima celija domacina.
Subjedinica S2 sadrzi fuzioni peptid, heptapeptidni ponovak
1, heptapeptidni ponovak 2, transmembranski (TM) i cito-
plazmatski domen. Kada se S protein veZe za receptor, TM
serinska proteaza 2, lokalizovana na povrsini celije domacina
aktivira S protein, dovodeci do njegovog cepanja i fuzije.

U strukturi SARS-CoV-2 S1 subjedinice prisut-
na su Cetiri disulfidna mosta na polozajima C391-C525;
C336-C361; C379-C432 i C480-C488, koji su podlozni
redukciji ili reakcijama izmene sa tiolima male molekulske
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mase. Odnedavno se paznja poklanja i disulfidnom mo-
stu izmedu C822 i C833, koji je smesten u subjedinici S2,
odnosno domenu SARS-CoV-2 virusa koji je ukljuc¢en u
fuziju virusa sa membranom. U strukturi ACE2 receptora
su prisutna tri disulfidna mosta (C344-C361; C133-C141;
C530-C542). Pored toga, ACE2 receptor poseduje i jedan
redukovani ostatak cisteina na polozaju 261.

HR1 ™
ss RBD sD2 l <o
NDT sD1 I P CH ——_—

¢======== Receptor vezujuc¢i domen

== §1 subjedinica

= §2 subjedinica

Virusni omotac¢

Citoplazmatski rep

Slika 2. Struktura gena za S protein SARS-CoV-2 (a) i homotri-
mer S proteina (b); SS (engl. single sequence); NTD - N-terminalni
domen; RBD - engl. receptor-binding domain, receptor vezujuci
domen; SD1 - subdomen 1; SD2 - subdomen 2; S1/S2, S1/S2
mesto isecanja; S2° - S2” mesto isecanja; FP - fuzioni peptid;
HRI1 - heptadni ponovak 1; CH - centralni heliks; CD - domen
konektora; HR2 - heptadni ponovak 2; TM - transmembranski
domen; CT - citoplazmatski rep.

Molekularno dinamicke studije su ukazale da sma-
njen broj disulfidnih mostova u ACE2 i domenu virusa
koji veze receptor mozZe uticati na afinitet za vezivanje
SARS-CoV-2 (3) (slika 3). Konkretno, cepanje disulfidnog
mosta C344-C361 ACE2 uti¢e na konformacionu prome-
nu dva alfa heliksa koji se prostorno uklapaju u udublje-
ni oblik petlje SARS-CoV-2 domena koji vezuje receptor
(slika 3). Isto tako, redukcija C480-C488 disulfidne veze
u RBD domenu S1 subjedinice SARS-CoV-2 modifiku-
je strukturni motiv petlje koji ¢ine f3 lanci ovog domena
(slika 3). Studije simulacije su pokazale da redukcija disul-
tidnih veza na S proteinu SARS-CoV-2 i ACE2 ima sinergi-
sticki efekat koji dovodi do smanjenog afiniteta i vezivanja
ovih proteina (3). Trenutno u literaturi ne postoje infor-
macije o mogucim efektima oksidacije cisteina na polozaju
C261 ACE2 receptora (4). Cak i ako se pretpostavi da ovaj
cisteinski ostatak ne moze da formira intramolekularne
disulfide, nije isklju¢eno da tokom oksidacije moze do¢i
do stvaranja me$ovitih disulfida sa tiolima male molekul-
ske mase iz ekstracelularnog okruzenja, usled ¢ega moze
do¢i do modifikacije konformacije receptora i alosternih
efekata, kao $to je pokazano za nekoliko proteina koji su
ukljuceni u interakciju izmedu virusa i celija (2). Imajuci
u vidu znacajnu ulogu disulfidnih mostova u strukturi
S proteina SARS-CoV-2 i ACE2 receptora, moguce je pret-
postaviti da afinitet vezivanja S-proteina i ACE2 receptora

zavisi od tiol-disulfidne ravnoteze ekstracelularnog okru-
zenja u kome se ova interakcija odvija. U tom smislu, po-
sebno je vazna tiol-disulfidna ravnoteza u plu¢ima, za koja
se veruje da su glavno mesto ulaska SARS-CoV-2 virusa u
ljudski organizam.

RBD

ACE2

Slika 3. Prilagodeno po Impact of Thiol-Disulfide Balance on the
Binding of Covid-19 Spike Protein with Angiotensin-Converting
Enzyme 2 Receptor od Hati et al (3); Copyright © 2020 American
Chemical Society; RBD - engl. receptor-binding domain, receptor
vezuju¢i domen; ACE2 - engl. angiotensin-converting enzyme 2,
angiotenzin konvertuju¢i enzim.

Vazno je ista¢i da su pluca izlozena visokom parcijalnom
pritisku kiseonika i zato ne iznenaduje da tiol jedinjenja
pruzaju vaznu prvu liniju odbrane od ovog prooksidan-
tnog okruZzenja. Naime, plu¢no tkivo je glavno skladiste
glutationa cije koncentracije se kre¢u u opsegu od 6,1 do
17,5 nmol/mg tkiva (19). Koncentracija glutationa u tec-
nosti koja oblaze alveole je od 100 do 400 mM (20), $to je
daleko vise (od 10 do 100 puta) u odnosu na vrednosti
pronadene u krvnoj plazmi (< 10 mM, obi¢no izmedu 1
i 6 mM). Stavise, u najranijoj fazi hroni¢ne opstruktiv-
ne bolesti plu¢a (HOBP) sadrzaj glutationa se povecava,
$to ukazuje na prisustvo adaptivnog odgovora pluca na
taktore okruzenja (npr. duvanski dim) i prooksidativne
efekte zapaljenja (21). Takav odgovor je presudan za an-
tioksidativnu zastitu plu¢nog tkiva, ali nazalost, njegova
efikasnost opada sa godinama.

Tiol jedinjenja male molekulske mase ucestvuju u
stvaranju mesovitih disulfida sa proteinima koji se na-
laze u te¢nosti koja oblaze alveole, pri ¢emu dolazi do
promene njihove strukture i funkcije. Za razliku od pro-
cesa tiolacije proteina u epitelnim celijama pluca, koji
se odvija kao proces S-glutationilacije, spontano i po-
mocu specifi¢énih enzimskih reakcija (22), vancelijska
S-tiolacija se spontano desava samo u prisustvu nukleo-
filnih tiol jedinjenja male molekulske mase, sli¢cno kao u
plazmi (23). Gali i saradnici su nedavno pretpostavili da
cistein, prisutan u proteinima te¢nosti koja oblaze alve-
ole, kao i epitopi receptora epitelnih celija pluca, uklju-
¢ujuci i ACE2 receptor, mogu ucestvovati u reakcijama
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tiol-disulfidne izmene sa tiol jedinjenjima male mole-
kulske mase (4).

Ekstracelularna tecnost
Redukovana sredina

Ekstracelularna teénost

Celija epitela

Pro-oksidativna sredina

Celija epitela

Slika 4. Prilagodeno po The Age-Dependent Decline of The
Extracellular Thiol-Disulfide Balance and Its Role in SARS-
CoV-2 infection od Daniela Giustarini et al (4); Copyright ©
2021 Published by Elsevier B.V. under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

PTI - engl. Protein Thiolation Index; PSH - proteinske-SH grupe;
PSSP - intramolekularni ili intermolekularni disulfidi; LMW -
engl. low molecular weight thiols, tiol jedinjenja male molekulske
mase; ACE2 - engl. angiotensin-converting enzyme 2, angioten-
zin konvertujudi enzim.

Stepen tiolacije proteina u alveolarnoj te¢nosti i epitel-
nim celijama pluca zavisi od dostupnosti ovih jedinje-
nja i tiol-disulfidne ravnoteze u ovoj bioloskoj te¢nosti.
Moguce je pretpostaviti da oksidovanije vancelijsko
okruzenje pogoduje stvaranju intramolekularnih ili
intermolekularnih disulfida (koji se nazivaju i mesovi-
ti disulfidi) i da ovi redoks procesi direktno pogoduju
interakciji SARS-CoV-2 sa ACE2 receptorom i ulasku
virusa u celije.

Poremecaj tiol-disulfidne ravnoteze u SARS-
CoV-2 infekciji

Hipoteza da kod bolesnika sa SARS-CoV-2 infekci-
jom postoji poremecaj tiol-disulfidne ravnoteze eksperi-
mentalno je potvrdena u nekoliko studija. U prvoj publika-
ciji, koju je objavio ruski nau¢nik Polonikov, meren je sadr-
zaj redukovanog glutationa kod cetiri pacijenta, a najnize
vrednosti su zabelezene kod pacijenta sa najtezom klinic-
kom slikom (24). Sveobuhvatnije istrazivanje Kalem i sar.
analiziralo je grupu od 144 pacijenta i sedamdeset zdravih
osoba (25). Pokazano je da pacijenti sa tezim oblicima
COVID-19 imaju niZe nivoe nativnih (redukovanih oblika)
i ukupnih tiol grupa (redukovanih i oksidovanih) u porede-
nju sa zdravim osobama. Pored toga, pokazana je negativna
korelacija izmedu trajanja simptoma dispneje, kaslja, gro-
znice i upale grla i sadrzaja nativnih tiol jedinjenja. Nedavna

studija Erel i saradnika, izvedena na 517 bolesnika, potvr-
dila je pad koncentracije tiol jedinjenja u infekciji SARS-
CoV-2 (26). Pad nivoa tiol grupa u plazmi tesno je povezan
sa napredovanjem bolesti. Ovi rezultati su pokazali da bi
nivo tiol grupa u plazmi mogao biti znacajan prediktivni
biomarker za nastanak teskih oblika COVID-19.

Tiol-disulfidna ravnoteza kao terapijska meta
u SARS-CoV-2 virusnoj infekciji

Uprkos ¢injenici da postoje podaci iz literature koji
ukazuju da promene redoks statusa proteina bogatih cistei-
nom u SARS-CoV-2 otezavaju ulazak virusa u ¢elije doma-
¢ina, retki su pokusaji primene tiol jedinjenja kao terapijske
strategije u antivirusnom lecenju. Umesto toga, tiol jedinje-
nja su se najce$ce u terapiji COVID-19 primenjivala zbog
njihovog antioksidativnog ili antiinflamatornog efekta (27).
Primena tiol jedinjenja predstavlja racionalan izbor iz klase
lekova koji se mogu prenameniti za testiranje u klinickim
uslovima kod bolesnika obolelih od COVID-19. Cinjenica
da ovi lekovi sprecavaju ulazak virusa je posebno privla¢na
jer inhibitori ulaska sprecavaju infekciju ¢elija i prekidaju
aktivnu infekciju. Lekovi na bazi tiola se decenijama koriste
za vi$estruke indikacije i dobro se podnose. U daljem tek-
stu ¢e biti prikazani dosadasnji rezultati klinicke primene
ili eksperimentalne analize jedinjenja koja dovode do pro-
mene tiol-disulfidne ravnoteze u pravcu redukcije disulfid-
nih mostova proteina od interesa u COVID-19 infekciji.

N-acetil-L-cistein (NAC) bio je medu prvim tiol je-
dinjenjima koja su primenjena u COVID-19 infekciji. NAC
je prekursor redukovanog glutationa (GSH). Zbog svoje
podnosljivosti, ovaj plejotropni lek se koristi ne samo kao
mukolitik ve¢ i kod poremecaja u kojima postoji oksida-
tivni stres. U vrlo visokim dozama NAC se daje kao anti-
dot prilikom trovanja paracetamolom. Pretpostavljeno je
da ¢e NAC, zbog svog uticaja na tiol-disulfidnu ravnote-
zu, imati inhibitorni efekat na interakciju izmedu domena
SARS-CoV-2 koji veze receptor i ACE2. Pored NAC, pret-
postavljeno je i da suplementacija L-cisteinom moze ima-
ti povoljan efekat na metabolizam vitamina D i aktivaciju
receptora za vitamin D (28). Medutim, podaci iz literatu-
re o primeni NAC su kontradiktorni. Tako je Oksfordska
COVID-19 grupa ve¢ u aprilu 2020, na osnovu uvida u tada
raspolozive podatake, zakljucila da nema dokaza da prime-
na NAC ima specifi¢ne povoljne efekte u COVID-19 (29).
Medutim, ovaj stav se razlikuje od nekoliko kasnijih publi-
kacija koje idu u prilog primeni NAC u prevenciji i le¢enju
bolesnika sa COVID-19, a koje su prikazane u preglednom
radu De Flore i saradnika (30). Ovi autori zaklju¢uju da
oralna primena NAC verovatno umanjuje rizik od razvo-
ja COVID-19. Pored toga, moze se ocekivati da intraven-
ska primena NAC u visokim dozama deluje kao pomo¢no
sredstvo u lecenju teskih slucajeva COVID-19 i u kontroli
nastanka smrtonosnih komplikacija. Pored NAC, sugerisa-
na je i primena -merkaptoetanola kao redukujuceg agensa.
Veruje se da bi primena f-merkaptoetanola bila bolji izbor
tiola od NAC jer je snazniji, takode ima plejotropne efek-
te, koristi se u do 100 puta nizim dozama, reciklira se bez
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modifikacije ili bioloske ugradnje i nema neke od nezelje-
nih efekata NAC (31).

Znacaj disulfidnih mostova u strukturi S proteina i
potencijal da budu terapijske mete u COVID-19 nedavno
su sveobuhvatno ispitivali Mancek-Keber i saradnici (32).
Naime, ova grupa istrazivaca je testirala efekat nekoliko re-
doks aktivnih jedinjenja, uklju¢ujuci N-acetil-cistein-amid,
L-askorbinsku kiselinu, auranofin i JTT-705 (inhibitor ho-
lesteril estar transfer proteina), za koja su pretpostavili da
mogu raskinuti disulfidne veze u domenu S proteina koji
veze receptor. Kori$¢ena je specificna metoda protocne ci-
tometrije kojom je bilo moguce odvojeno analizirati vezi-
vanje receptor vezuju¢eg domena za ACE2 i fuziju virusa sa
¢elijom. Pokazano je da ova jedinjenja sprecavaju stvaranje
sincicijuma, ulazak virusa u ¢elije i infekciju na mi$jem ani-
malnom modelu. NAC, L-askorbinska kiselina i JTT-705
su na molekularnom nivou uticali kako na vezivanje RBD i
ACE2, tako i na fuziju virusa sa celijom, izuzev auranofina
koji je blokirao samo fuziju. Interesantno je da je ekspe-
rimentalna mutageneza specifi¢nih cisteina takode dovela
do sprecavanja fuzije virusa sa ¢elijama, ali nije uticala na
vezivanje sa ACE2 receptorom, pa se veruje da disulfidni
mostovi imaju veliki znacaj za odrzavanje konformacije
ACE2 receptora nakon fuzije.

Jo$ uvek nepublikovani rezultati Kana (Khann) i sa-
radnika, objavljeni u bazi bioRxiv, pokazali su da lekovi koji
poseduju slobodne tiol grupe, poput cisteamina i WR-1065
(aktivni derivat amifostina), u uslovima in vitro smanjuju
vezivanje SARS-CoV-2 proteina S za receptor, smanjuju efi-
kasnost ulaska pseudovirusa i inhibiraju infekciju zivim vi-
rusima (33). Veruje se da je klju¢na meta ovih tiol jedinjenja
raskidanje Cis480-Cis488 disulfidnog mosta zbog ¢injenice
da je dostupan na povrsini domena virusa koji vezuje recep-
tor, mada direktni dokazi za ovu pretpostavku jo$ uvek ne
postoje. Kao $to je pomenuto, cepanje preostala tri disulfid-
na mosta u domenu virusa koji vezuje receptor takode moze
alostericki da modifikuje vezivanje za ACE2. Pretpostavka
je da i cepanje bo¢nih disulfidnih mostova na polozajima
Cis822 i Cis833 domena virusa koji su ukljuceni u fuziju
virusa sa membranom takode povecava mogucnost da le-
kovi na bazi tiola inhibiraju ovaj proces. Interesantno je da
efikasnost razli¢itih tiol lekova koji inhibiraju ulazak virusa
u Celije varira u zavisnosti od pKa vrednosti, a cisteamin i
WR-1065 su se pokazali kao najmo¢niji inhibitori. Jaci
efekat cisteamina u poredenju sa drugim tiolnim lekovi-
ma moze biti i zbog vece efikasnosti u cepanju disulfidnih
mostova na oba domena S proteina, ¢ime su inhibirani
vezivanje receptora i fuzija sa membranom. Veruje se da
prenamena cisteamina i amifostina za leCenje bolesnika sa
COVID 19 ima veliki potencijal jer mikromolarne koncen-
tracije ovih lekova inhibiraju ulazak SARS-CoV-2 u ¢elije.
Cisteamin se koristi za lecenje cistinoze, a dostupan je u
tabletama (uklju¢ujuéi produzeno oslobadanje) i kapima
za oci (34,35). Amifostin se koristi za lecenje komplikaci-
ja radioterapije i dostupan je u infuzionom rastvoru (36).
Buduca klinicka istrazivanja treba da pruze odgovore da
li se rezultati ovih in vitro istrazivanja mogu prevesti u
klinicku praksu.
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