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Stezenia glutationu

| blood plasma ]L{

GSH 1-5 M .
GSSG 1-2 uM

- Stezenie glutationu jest znacznie wyzsze [ RBCs |i
w komorkach (w cytozolu i macierzy ~GSH 3 mM |
organelli) niz w ptynach ustrojowych. ~GSSG 2-4 uM|
Cytoplasmic
' GSHIGSSG =~ 100/1
mM
Mitochondrial
GSHIGSSG » 1011
[GSH]=S-10mM | . Stosunek GSH:GSSG jest rozny w
T poszgzegolnych kompartymentach
reticular komorki
GSHIGSSG =311 -1
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Glutation w komorce

- GSH syntetyzowany jest w cytoplazmie, a nastepnie transportowany do
mitochondriow i retikulum (przez nosniki oksoglutarowe i dikarboksylowe) oraz do

jadra (pasywnie przez pory);

- Degradacja GSH zachodzi zewnatrzkomoérkowo przy udziale GTT (y-glutamylo-
transpeptydazy)

cytoplasm
ATF  ADP ATP  ADP
Gl Oy et o o lioyn o olisevaal (GEH
y -GCS y-glu-cy N oo (-glu-cys-gly | )

GSH

endoplasmic
reticulum =R T
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Synteza glutationu

/ L-Glu + L-Cys + ATP \

Glu l »-GluCys ligase
Ne < L--GIuCys + ADP + Pi

Cys
w —C

L-y-GluCys + Gly + ATP
Gly K J, GSH synthetase

L-y-GluCysGly + ADP +Pi

GSSG +— GSH— GS-R

\ <0.1mM 110mM <0.1 mM /
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Synteza glutationu

H
=l 0 garmma—glutanmylcy steine Ha !
synthetase: GSH1 HO MH
B.3.2.2 SH
O Lol
L —glwtamate - 0
" N
. OH
HS oH ATP ADP L -y —glutamylcysteine

phosphate

L —cysteine

ATP
H
glutathione synthetase: GAH2 NH
6.3.2.3 O =

L —glycine
ISH
nhnonhato
\/C—CH—CHZ—CHZ—(IZI‘—NH—CH—(IZI‘—NH—CHZ—C\
HO 0‘ O OH y I
v-carboxyl linkage
. . III oH ) o aH
v-glutamyl cysteinyl glycine reduced glutathione
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Syntetazy glutationowe

- Synteza glutationu obejmuje 2 etapy:

* Synteza y-glutamylo-L-cysteiny jest katalizowana przez ligaze y-glutamylo-
cysteinowa (GCL) i stanowi w watrobie etap regulujacy szybkos¢ procesu.

* Przytaczenie glicyny do y-glutamylocysteiny jest katalizowane przez syntetaze
GSH

- Wydajnosé¢ syntezy GSH zalezy od:

* dostepnosci cysteiny (zalezna od wydajnosci transportu przez btone komorkowa
cysteiny, cystyny i metioniny)

* aktywnosci GCL

* w watrobie - od wydajnosci metabolizmu metioniny, stanowiacej prekursor

cysteiny 1.0+
T _  08- 2
BS~ ) ]
ER= 05 7
5 E
DEE 04- l
g™

Suplementacja N-acetylocysteim zwigksza O 0.2+ /

poziom syntezy GSH w erytrocytach 00 ﬁ

niedazywionych dzieci Alanine N-acetylcysteine
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wky

A Syntazy glutationowe

- GCL wymaga obecnosci MgZ* lub Mn2*. Jest heterodimerem sktadajacym sie z dwoch
podjednostek kodowanych przez odrebne geny:

* katalitycznej (tancuch ciezki, GCLC)

* regulatorowej (tancuch lekki, GCLM)

- Regulacja aktywnosci GLC odbywa sie na kilku poziomach:

* transkrypcji (np. indukcja przez Nrf2, HGF; hamowanie przez GSH)

* stabilnosci mRNA (np. stabilizacja przez 4-hydroksy-nonenal)

* proteolizy (hydroliza do krotszej, mniej aktywnej formy przez indukowna np.
przez TGF[3)

- Syntetaza GSH jest homodimerem. W watrobie jej aktywnos¢ nie wpltywa na
poziom syntezy GSH. By¢ moze w innych narzadach jej ekspresja jest
niewystarczajaca i moze stanowi¢ czynnik ograniczajacy produkcje GSH.

CH
H/U\W 3

CiH 4-hydroksynonenal (produkt i marker
peroksydacji lipidow)
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Synteza glutationu w watrobie

POLYAMINE
BIOSYNTHESIS
Serine Met MAT /
Glycine
% THF S AMe .
N,N-Dimethyl-Gly
5,10-MTHF NS TRANS-
\ BHMT MTs | METHTYLATION
Betaine
S-MTH X-CH,
SAH :
s HC}’ /'SAM: S-adenozylometionina
Ser MAT: adenozylotransferaza metioniny
CBS SAH: S-adenozylohomocysteina
Hcy: homocysteina
TRANS- MS: syntaza metioniny (zalezna od witaminy B12)
SULFURATION '< Cystathionine BHMT: metylotransferaza homocysteiny (zalezna

od betainy)
h a-Ketobutyrate

¥-GC T GSH

O GeL

THF: tetrahydrofolian
MTHF: metylenotetrahydrofolian
CBS: B-syntaza cystationiny (zalezna od witaminy B6)
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v  Transport GSH w obrebie komorki

Basolateral
Compartment

.

\ Apical

Compartment

m;f VRP2)

SSG
oy

Endoplasmic Eﬂ@

©

/

MRP: multidrug resistance-asociated protein; Oatp: organic anion transporting polypeptide
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- GSH przemieszcza si¢ tatwo przez

zewnetrzna btone mitochondrialna

“0G%  (MOM), ale przez blone wewnetrzna
(MIM) musi by¢ przenoszony aktywnie

B przez nosniki:

* DCc (nosnik dwukarboksylowy)

* OGC (nosnik oksoglutaranowy)

[mM GSH],

GSH
GSH

GSH

{ mitochondrial

cytoplasm matrix

Control mitochondria Cholestarol-enriched mitochondria

- IZmniejszenie ptynnosci  btony S L

(wzrost stosunku cholesterol/fosfo- > »
lipidy) np. u alkoholikow utrudnia =" AR Gl /,, sy
transport GSH  przez  nosnik G =
oksoglutarowy i zmniejsza poziom '_'

mitochondrialnego GSH ool

+  mitochondrial
grtoplasm © - cytoplasm Frafric

matrix
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GSH w mitochondriach

- Spadek poziomu mitochondrialnego GSH prowadzi do utlenienia kardiolipiny i w
konsekwencji indukuje apoptoze.

- Kardiolipina jest fosfolipidem wystepujacym wytacznie w mitochondriach,
kluczowym dla utrzymania witasciwosci bton mitochondrialnych (zwtaszcza MIM). W
btonie potaczona jest z cytochromem c. Utlenienie kardiolipiny prowadzi do
uwolnienia cytochromu c.

mGSH controls cardiolipin oxidation
Normal mGSH leve] mGSH depletion

Apoptotic signal Apoptotic iilgnal

Cell death &~
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GSH i apoptoza

Too much apoptosis:

GSH Levels

Neurodegenerative disorders
Parkinson’s Disease
Alzheimer’s Disease

Ischemic
Mpyocardial Infarction

Immune
AIDS
Rheumatoid Arthritis
Insulin-dependent diabetes mellitus
Multple Sclerosis

Too little apoptosis:

Low

Low

Low

Low
Low
Low
Low

GSH Levels

Cancer

High

(f 'é/) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY

>

“&/ Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology

Ballatori et al. Biol Chem 2009.




wky

%
N\

=
intracellular : 'I'. catalase
Mitochondria 2 '
.x/ \\. 8y °
\\xhx 2_(/j;::::::::?
o ROOH H,0,
2 GSH 2 GSH
GPxs GPxs reductase
GSSG GSSG

GSSG
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Antyoksydacyjne dziatanie glutationu

NADP*

NADPH

extracellular
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Modyfikacje oksydacyjne biatek

Pr
P
P
(P

- Modyfikacje moga zmienia¢ funkcje
biatek zawierajacych cysteiny w centrach
aktywnych lub W miejscach
regulatorowych

- Wigkszos¢ modyfikacji jest odwracalna.
Moga tworzyc¢ sig:

* w obrebie jednej czasteczki (zmiany
konformacyjne)

* miedzy czasteczkami (agregacja)

- Wiazania sa redukowane przez:
* tioredoksyny
* glutaredoksyny
* peroksyredoksyny
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zredukowane tiole

reszty sulfenowe

SH

SOH

reszty sulfinowe

reszty sulfonowe

SO,H

SO,H

czesto nieodwracalne uszkodzenia oksydacyjne

dwusiarczki
biatkowe

dwusiarczki
drobnoczgsteczkowe

Dalle-Donne et al. Antioxidant Redox Signal 2008




wky

S-glutationylacja biatek: mozliwe mechanizmy

b

reakcja reszty sulfhydrylowej z GSSG ®—5H + GSSG |::> @-S— SG + GSH|
reakcja aktywowanej grupy tiolowej biatka z GSSG @— S*+ GS™+0, I:} ®— S==SG +0," |

reakcja wolnorodnikowa lub utlenianie jednoelektronowe

reakcja grupy tiolowej biatka z aktywowanym GSSG ®— S+ GS*+ 0, |:J|> ®- S=S5G + 0, |
simabci pochodelsutenowes bk (ol (P json- o = (B-s-se wo,
reakcja grupy S-nitrozowej z GSH ®—SND + GSH I::} ®—5— SG + HNO|

reakcja grupy sulfhydrylowej z S-nitrozotiolami ®— SH + GSNO IID‘ ®—5— SG + HNO|
reakcja grupy sulfhydrylowej z kwasem sulfinowym @_ SH + GSOR :> @_5_ SG + H,0 |

protein with reduced S-glutathionylated
cysteinyl thiol protein
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S-glutationylacja biatek

Stres oksydacyjny lub nitrozacyjny

RET RFA

W b 4

Odwracalnie utlenione grupy - SH biatek Utlenione formy glutationu

Biatko-S * GSSG GSNO
Biatko-SOH Biatko-SNO &0 s

Reakcia z GSH Reakcja ze zredukowanymi
grupami - SH biatek

GSH Biatko-SH

|

Powstawanie mieszanych
disiarczkow

Biatko-SS-G
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Glutatlon wewnarz- i zewnatrzkomorkowy

- W cytoplazmie dominuje glutationylacja, a w ptynach ustrojowych cysteinylacja

high concentration of GSH

®

low concentration of GSH

@

EH: S-glutathio nylatlnn EH

CH S-cysteinylation @~

! |
E—H 5_55 Sl S m=Sem Cys
cysteine S-Qlutathi-n nylated cysteine S-cysteinylated

sulfhydryl group protein sulfhydryl group protein !

intracellular redox extracellular redox

(GSHIGSSG) . (Cys/CysSSCys)

GSH >GSSG CysSSCys|>Cys

intracellular extracellular
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Degradacja glutationu

- Wiazanie miedzy reszta y-karboksylowa glutaminianu i cysteing jest hydrolizowane
jedynie przez y-glutamylotranspeptydaze (GGT), obecna na powierzchni komorek.
Dlatego glutation jest oporny na degradacje wewnatrz komorek, a metabolizowany
jest wytacznie zewnatrzkomorkowo.

Cys-SR \ GSH G3-R

N-Acetyltransferase
Cys-SR — N-Acetyl-Cys-SR e
L-y-Glu-AA (Mercapturic Acid)
? Cys-Gly RS-Cys-Gly
-Glutamyl Cyclotransferase + +
L-y-Glu-AA— 5-Oxoproline + Amino Acid L-Glu L-Glu

ar ar
L-y-Glu-AA L-y-Glu-AA
9-Oxoprolinase
5-Oxoproline ——L-Glu

Cy?-Gly RS-Cys-Gly

Dipeptidase \

= ercapturic &
: Acid ) Cys RS-Cys
+ Gly + Gly

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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] Glutation a detoksyfikacja ksenobiotykow

X + y-Glu-CySH-Gly
- Ksenobiotyk (X) lub endogenny zwiazek
elektrofilowy wigze sie¢ z GSH spontanicznie GSH S-transferase
lub pod wptywem S-transferazy
glutationowej. , Kom’ugaty sa nastepnie T—Glu-C}'?-Gly
usuwane z komorki (np. do zotci).

X
- Reszta y-glutamylowa jest odcinana przez ‘_/{ y-glutamyltranspeptidase
GTT, a pozostata cysteinyloglicyna jest y-Glu
rozktadana przez dipeptydazy, uwalniajac
koniugaty cysteinylowe. C}’?'GIF
- Koniugaty cysteinowe sa N-acetylowane X
przez N-acetylazg tworzac kwas Gl Y'/{ Dipeptidase
merkapturowy.
CyS-X
Tworzenie koniugatow z elektrofilami
nieodwracalnie zuzywa wewnatrzkomorkowy \ N-acetylase

GSH.
N-acetyl-Cys-X (mercapturic acid)

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Degradacja glutationu

intracellular ey - GIuCT

| e
S0P (— proline
proteins

E-:3|u h > lT

Y- Glu-Cys Cys taurine

o ——— ;5 -/ + sulfate
Gly

y-GT) [ op
GSH /- '\F Cys - Gly -\ e Gly

amino acid y-glutamyl Cys
amino acid

GSH =

extracellular
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Reakcje glutationu

£SH + Electrophiles 225> GS-R \

GSH + Oxidantsl}%; GSSG or GS-SR (e.g., GS-protein)

GSH + Radicals — GS- or GS-R (e.g., GS-NO)

GSH + Metals «—> GS-M or GS-M-SG

GSH + Disulfides (e.g., Protein-S-SG <—>Protein-SH + GSSG)

NADPH+H+\ /GSSG GRX(SH), Protein-S, TRX(SH)ZA‘/‘NADP
GSSG Thioredoxin
Reductase Reductase

/\ /\

\NADP“ 2 GSH GRX-S, Protein(SH), | TRX-S,  NADPH y

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Deglutationylacja biatek

- Deglutationylacja biatek (odtworzenie grup tiolowych) moze zachodzi¢ dzigki:

* bezposredniej reakcji wymiany z GSH (po przywroceniu wiasciwego stosunku
GSH:GSSG w komorce)

* reakcjom katalizowanym przez glutaredoksyny Grx)/reduktazy glutationowe

* reakcjom katalizowanym przez tioredoksyny (Trx)/reduktazy tioredoksynowe

* reakcjom katalizowanym przez izomerazy dwusiarczkowe (PDI) i sulfiredoksyny
(Srx) - enzymy z rodziny tioredoksyn.

- Glutaredoksyny moga takze katalizowaé¢ S-glutationylacje niektorych biatek w
obecnosci rodnikow tiolowych.

(?) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
=/ Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology
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Reduktaza glutationowa (GR)

- Reduktaza glutationowa to homodimeryczna flawoproteina (52.4 kDa)
wykorzystujaca NADPH jako zrédto elektrondow. Monomery nie sa aktywne
enzymatycznie.

- Biatko jest bardzo konserwatywne ewolucyjnie. Forma jadrowa i
cytoplazmatyczna roézni sie na skutek wykorzystania roznych miejsc startu
transkrypcji.

- Jej rola jest szczegolnie istotna w erytrocytach, ktore chroni przed hemoliza. W
przypadku niedozywienia niedobor ryboflawiny moze prowadzi¢ do spadku
aktywnosci GR, a co za tym idzie nasilenia stresu oksydacyjnego i anemii

hemolitycznej Reduced Glutathione

(2 GSH)
NADph‘\ / \

G.I'utﬂ-fhmnﬁ- rﬂdm:f-ﬂ-:m Gfu?athrﬂnﬂ pﬂmxrﬂ'ﬂﬂﬂ

thn'!'lmrln
1FADI Sablenium L
NADPH+H* / \’ ?::"2;
(GSSG)

Oxidized Glutathione

) EEN RN P RIMED S L B e Mari et al. Antioxid Redox Signal 2009

=/ Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology




wky

e Peroksydazy glutationowe (GPx)

- Enzymy zawierajace selen. W ich centrum aktywnym znajduje sie analog cysteiny,
w ktorym siarka zostata zastapiona selenem.

- Sposrod roznych izoform GPx, GPx1 jest glownym enzymem, zlokalizowanym
przede wszystkim w cytozolu (jednak myszy GPx1 sa zywotne). GPx4 natomiast jest
najwazniejszym enzymem w ochronie bton komorkowych (myszy GPx4-/- umieraja w
okresie ptodowym, a GPx4+/- sg bardzo wrazliwe na stres oksydacyjny)

- Aktywnos$¢ GPx jest stosunkowo niska w komorkach B-trzustki i nie jest nasilana
(jak w innych typach komorek) przez wysoki poziom glukozy.

odtworzenie selenocysteiny :I
E=SeH
GSSE / ACOH

utlenienie GSH do GSSG
redukcja nadtlenku do alkoholu

GSH -~ -
|' }' —=  ROH
\
E—Se-50G E—SeOH
) ; utlenienie reszty
utworzenie selenosiarczku '\\\%_ B /,/s/elenocysteinowej do kwasu

7 )
H(C GsH

7 Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology Ballatori et al. Biol Chem 2009.
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S-transferazy glutationowe

- Rodzina enzymow katalizujacych tworzenie wigzan tioeterowych miedzy
ksenobiotykami (lub zwiazkami endogennymi takimi jak prostaglandyny czy
steroidy) a GSH.

0 ~ SH 0 - S-R
H,N NH COOH H,N NH COOH
\T/\)LNHLH/ ~ GST MNH ~
+ Xenobiotic (RX) ——— =
COOH 0 COOH 0
Glutathione Glutathione-S-conjugate

- Znane sa dwie podrodziny GST

* Biatka rozpuszczalne (dzielone na klasy A, K, M, I, 2, T, Z, Q): dimery
wystepujace gtownie w cytoplazmie, ale takze w jadrze, mitochondriach i
peroksysomach.

* Biatka btonowe (MAPEG, membrane associated proteins in eicosanoid and
glutathione metabolism): trimery odgrywajace wazna role w metabiliznie kwasu
arachidonowego. Wykazuja tez aktywnos¢ peroksydaz glutationowych, niezalezna
od selenu.

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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e Tioredoksyny

- Tioredoksyna zostata opisana po raz pierwszy w 1964 roku jako donor wodorow
dla reduktazy rybonukleotydowej u bakterii.

Trx-1 to mate (12 kDa), powszechnie wystepujace wielofunkcyjne biatko
cytozolowe z piecioma (u ssakow) aktywnymi resztami cysteinowymi. Wystepuje we
wszystkich typach komorek. Dysfunkcja genu jest letalna dla embrionow.

* Bierze udziat w transdukcji sygnatu, wptywa na proliferacje i apoptoze komorek.

* Moze ulega¢ translokacji do jadra.

- Trx-2 jest matym (12.2 kDa) biatkiem mitochondrialnym z dwoma aktywnymi
resztami cysteinowymi. Dysfunkcja genu jest letalna dla embrionow.

* Jej aktywnos$¢ hamuje uwalnianie cytochromu c z mitochondriow (hamuje
apoptoze).

- Inni cztonkowi rodziny tioredoksyn:
* TRP-14 (Trx-related protein of 14 kDa) - biatko cytozolowe, reaktywujace PTEN,
* TRP-32 (Trx-related protein of 32 kDa) - biatko cytozolowe,
* Txl-2 (TRX-like protein-2) - biatko zwiazane z mikrotubulami nabtonka ptucnego,
* TRX-80 - produkt modyfikacji posttranslacyjnej, 10 kDa fragment Trx-1,
* nukleoredoksyna (w jadrze) - wptywajaca na aktywnos¢ NFkB, AP-1, CREB,
* wiele biatek w retikulum.

e
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Reduktazy tioredoksynowe

- Biatka tworzace homodimery. Znane sa 3 formy (i kilka izoform splicingowych):
* TrxR1: biatko cytozolowe,
* TrxR2: biatko mitochondrialne,
* TGR: biatko wystepujace jedynie w gonadach meskich.

- Centra aktywne reduktaz tioredoksynowych sa bardzo podobne do centrow
aktywnych reduktaz glutationowych. Ich substraty to miedzy innymi:
* Glutaredoksyny

* GSSG, Target protein-5, Thioredoxin-(SH), Thioredoxin reductase (NADP)
* lipoaminy,
* alloksan. Target protein-(SH), Thioredoxin-S, Thioredoxin reductase (NADPH)

Trx—(SH)z + GSSG—Trx—(S)2 + 2GSH

H:0s + Trx—(SH)» L, Trx—(S)2 + 2H20

lrex—(S)e + NADPH + H+ ™) ey (sH), + NADP*

=Y DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Glutaredoksyny (Grx)

- Mate biatka z rodziny tioredoksyn opisane w roku 1976 jako donory wodorow dla
reduktazy rybonuklotydowej bakterii ze zmutowana (nieaktywng) tioredoksyna.
Maja wiele cech wspolnych z tioredoksynami, ale sa bardziej uniwersalne i moga

wykorzystywa¢ wiecej substratow.

- Glutaredoksyny, zalezne od GSH oksydoreduktazy dwusiarczkowe, katalizuja
redukcje dwusiarczkow biatkowych i odtwarzaja grupy tiolowe.

- Znane sg 4 izoformy Grx u cztowieka:
* Grx-1: biatko cytozolowe, ktore moze ulegaé¢ translokacji do jadra. Jest tez

obecne w przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow.
* Grx-2: zlokalizowana gtownie w jadrze i matriks mitochondrialnej, znanych jest

kilka wariantow splicingowych
* Grx-3 (PICOT): biatko cytozolowe oddziatujace miedzy innymi z PKCO
* Grx-5: biatko mitochondrialne

ekspresja Grx w zdrowej aorcie wiencowej =

&) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY : .. .
> Mari et al. Antioxid Redox Signal 2009
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Glutaredoksyny

Dhitlial
rreeclyanivin

S8

T HS ' SH

Dichiol GRX

+

Monothiol GRX

NADPH + H* NADP
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Peroksyredoksyny (Prxs)

- Peroksydazy grup tiolowych wykorzystujace Trx jako donory wodoru. Redukuja:
* nadtlenek wodoru
* wodoronadtlenki lipidowe

- Znane formy typowych Prxs (z dwoma aktywnymi cyteinami):
* Prx-1: biatko cytozolowe
* Prx-1l: biatko cytozolowe
* Prx-1ll: biatko mitochondrialne
* Prx-1V: biatko cytozolowe, wydzielane z komorki

- Prxlll jest homodimerem wystepujacym wytacznie w mitochondriach. Jej cysteina
w centrum aktywnym jest utleniana do Cys-SOH, nastepnie tworzy dwusiarczek z
sasiednia cysteina, ktory jest redukowany przez Trx2.

- Formy nietypowe Prxs:

* Prx-V: biatko mitochondrialne i mikrosomalne, z jedna aktywng cysteing

* Prx-VI: biatko z jedna aktywna cysteina uzywajace GSH zamiast tioredoksyny
jako donora wodoru.

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Trx-1 Gri-1

TRP14 Grx-2a,2b
TRP32/Txl-1 Grx-3/PICOT
Txl-2 Prx 1
MIF Prx 11
TrxR1 PrxV

GPX1 Prx VI

Tissue Specific
SpTrx-1
SpTrx-2

0 SpTrx-3

FDI

- Grx-2a,2b,2c CaBP1
\ NRX ERp72
GPX4 ERdj5/JPDI
: T™X

Prx IV

i\ \ Y . . .
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5 Systemy antyoksydacyjne w mitochondriach

- Najwazniejsze uktady antyoksydacyjne w mitochondriach to:
* peroksydazy glutationowe (GPx), reduktazy glutationowe (GR), transferazy S-
glutationowe
* glutaredoksyny (Grx)
* manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (MnSQOD)
* tioredoksyna-2 (Trx2) i reduktaza tioredoksyny (TrxR)
* peroksyredoksyna Il (PrxIll)
r " = NAPDH+H- NAPDH-
itochondrial Control GR 4
of Oxidative Stress \
GSH Gpxea GSSG
WGST

Lipid  Lipid-OOH

o

of S0 = H202 -OH
MnSOD
fGSH
NAPDH+H~ pTrx2 , Prxiil_
| \ et Pmt SH
TrxA Grx2
. GSSG TrxR/Trx2
NAPDH= © Trx2_, Prxill__ : J
"Prot-5-5G
2H.0
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¢ Wspotdziatanie tioredoksyn i glutaredoksyn

)

H,0,
SH sH
f: FAD ‘i
Sec-§
5§
FADH;
Sec—S§
NADP* NADPH+H® H:"D NADPH+H"*' NADP®
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Przeciwzapalne dziatanie tioredoksyn i glutaredoksyn
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Witamina C

- Witamina C (kwas askorbinowy, w fizjologicznym pH wystepujacy jako
askorbinian) dziata w komorkach jako:

* przeciwutleniacz

* kofaktor enzymow (zwtaszcza hydroksylaz)

* naczelne (i swinki morskie) nie moga syntetyzowa¢ witaminy C z powodu
braku oksydazy gulonolaktonowej (GLO) '

o<y <) coon -
H-'TIS-IJH H—C—OH HO—C—H HD—{IZ—H
H'D—{;:—H . HG-—-E‘;—H . HD-'lI:—H . HD—{IZ—H
H=C=0H H=C=0H H—C—0OH H=C
I-I'—~l':".-—l:|'|'l H— Ii.':l—ﬂH HG—'.':]—H Hﬂ'—i%—H
CH,OH COOH CH,OH CH.OH
D-Glucose D-Glucuronic Acid L-Gulonic acid L-Gulono-ylactone L-Ascorbic acid

Wilson JX. Biofactors 2009
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Witamina C u naczelnych

- Wydajna synteza askorbinianu jest uwazana za
mechanizm  ochronny przed zwigkszonym
poziomem tlenu w atmosferze miedzy
srodkowym i gornym paleozoikiem (przed
wymieraniem permskim). Hipotezy tlumaczace
utrzymywanie sie¢ zaniku GLO (wynikajace
prawdopodobnie z retrowirusowej insercji
sekwencji Alu) u naczelnych:

* $rodowisko zycia i dieta naczelnych byty
bogate w askorbinian (gtownie owoce) - brak
presji selekcyjnej

* niedobor witaminy C prowadzit do
wczesniejszej Smierci  osobnikow  starych,
poprawiajac warunki zycia osobnikow mtodych w
okresach niedoboru pokarmu

* syntezie askorbinianu towarzyszy produkcja
H,O,; pobieranie askorbinianu z pokarmu nie
jest zwiazane z produkcja H,0,.

(f '9/) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Witamina C

- Bardzo niskie stezenia witaminy C w surowicy i leukocytach stwierdza siec u
chorych w stadiach terminalnych (zwtaszcza karmionych pozajelitowo), oraz u
pacjentow z posocznica. Moze to wynikacé z:

* niewystarczajacego dostarczania witaminy C w przypadku zywienia
pozajelitowego (tatwo rozkiada sie¢ podczas przygotowywania i przechowywania
roztworu).

* zwiekszenia zapotrzebowania na askorbinian wynikajacego z nasilonego stresu
oksydacyjnego. T

HCOH
0
0 -

H

OH OH
L-ascorbic acid

N MIDHA
|
OH OH

ek Pl ';l s E . " .

APX: peroksydaza askorbinianowa; ASC: askorbinian; MDHAR: reduktaza monodehydroaskorbinianu; DHAR: reduktaza
dehydroaskorbinianu; MDHA: monodehydroaskorbinian, DHA: dehydroaskorbinian

(('9) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Witamina C

Ho\/CHZOH
"H

AH" A~ DHA

COOH

g

CH,OH

kwas
e
L-treonowy Y

e

COOH

kwas kwas 2,3-diokso-L-gulonowy

. : : SZCZAWIOWY
nadmiar szczawianu wapnia

moze by¢ nefrotoksyczny

N
2) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY Guz et al. Post Hig Med. Dosw 2007
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Witamina C

Zmiata wolne rodniki ‘0H, 02“, ROz', RS, RSO", RSOZ', RNOE', NOZ', rodniki pochodne kwasu moczowego i lekow

Zmiata nierodnikowe reaktywne

formy tlenu tlen singletowy, kwas podchlorawy (HOCI), kwas nadtlenoazotawy (ONOOH), ozon 0,, czynniki nitrujace

wspdtdziata z witaming E poprzez regenerowanie a-tokoferolu z rodnika a-tokoferylowego, hamuje

HemuJE perksydaE e ipacy peroksydacje zalezng od aktywacji neutrofiléw i dymu tytoniowego w lipoproteinach osocza

Uczestniczy w reakcjach stanowi kosubstrat dla peroksydaz zaleznych od askorbinianu, bioracych udziat w usuwaniu nadtlenku
enzymatycznych wodoru
Chroni uklad naczyniowy poprawia tolerancje nitratow u pacjentéw z chorobami naczyn, zabezpiecza uktad oddechowy przed
i oddechowy uszkodzeniami powodowanymi przez wdychane zanieczyszczenia powietrza
- Askornibian moze rowniez dziata¢ prooksydacyjnie, »

zwtaszcza w obecnosci wolnych jonow zelaza Fe2+ lub
miedzi Cu*, Cu?*.

| I

: : ... .. : .. e
- Dostarczanie odpowiedniej ilosci witaminy C w diecie -
moze nieco zmniejszac ryzyko raka macicy. -- -
- Wbrew powszechnym oczekiwaniom proby kliniczne - m =
wykazaly, ze suplementacja witamina C nie wptlywa na ~ ®
ryzyko nowotworow uktadu pokarmowego. |

.5 2

1
Relative Risk
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- Askorbinian wptywa na komorki
srodbtonka w posocznicy. W posocznicy
dochodzi kolejno do:
* aktywacji NOX i iNOS,
* wzrostu produkcji ROS i ONOO-,
* uposledzenia funkcji naczyn:
# zmniejszenia przeptywu
# zwickszenia przepuszczalnosci

- Askorbinian jest pobierany przez
komorki  przez zalezny od  sodu
transporter witaminy C (SVCT2), a
dehydroaskorbinian przez transporter
glukozy (GLUT1). DHA jest redukowany do
Asc.

- Wewnatrzkomorkowy Asc zmiata ROS i
ONOO-, zwiekszajac przy tym dostepnosé
BH4 i aktywnos¢ eNOS. Hamuje natomiast
indukcje NOX i iNOS.

'; DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Septic insult
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|
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¢
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{
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Witamina C a NFkB

- Zmniejszenie poziomu Asc w $rodbtonku moze by¢ wywotywane przez hiperglikemie
(konkurencja o GLUT1 miedzy glukoza i DHA).

- Niedotlenienie i aktywacja HIF-1 nasila ekspresje GLUT1 i transport DHA do
komorek.

- Wzrost poziomu Asc ma dziatanie przeciwzapalne poprzez hamowanie NFkB
Al
=y

hlona ) DHA
'f_,_,.-::‘_' ::"H komérkowa
-
- _.\'\-h,\\ AA
DHA ~ o3 l
D d
egradacija — % e
o [ :.. IKKB 2 DHA
.\ E pES/P50

Translokacja
£ NF<B -
do jadra w 565/p50 K IF-1

NFxB
hipoksja

&Y DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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- HIF-1ta i HIF-1B sa
transkrybowane konstytuty-
wnie.

- W normoksji (w obecnosci
tlenu i askorbinianu) 2
reszty prolinowe i 1 aspara-
ginianowa sa hydroksylowa-
ne przez hydroksylazy
zalezne od zelaza Fe?* i 2-
oksoglutaranu.

- Prowadzi to do
przytaczenia  biatka  von
Hippel-Lindlau (czes¢ komp-
leksu ligazy ubikwityny E3) i
degradacji proteasomal-nej.

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY

Hypoxia

HRE —l
Transcription
Nucleun
' HIF-10x i
Normoxia Cviosol
20(
G’N 6] prup1.: |
ascorhate ®®
/ TN (B
: %
Succinate ‘ @ @
HIF-10 - * HiFlx —_

askorbinian jest niezbedny do aktywnosci hydroksylaz
prolinowych i hydroksylazy asparaginianowej znakujacych
HIF-1 do degradacji w proteasomach w warunkach normoksji
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Witamina C w mitochondriach

- DHA (utleniona forma witaminy C, kwas dehydroaskorbinowy) jest transportowany
do mitochondriow poprzez GLUT-1.

- W mitochondriach jest redukowany do askorbinianu (AA) w kompleksie lll i przez
reduktaze DHA (z wykorzystaniem glutationu, redukowanego nastepnie dzieki

NADPH). cytoplazma

przestrzen miedzybtonowa DHA AA

NAD(P)H

NAD(P) pe
AL g GssG ¥ T\
gencration gy NAD(PYH+H* ,,}“ W mitochondriach AA jest zmiata-
i

/ \{ czem ROS. Moze by¢ transportowany
ROS elimination do cytoplazmy.

P Mandl et al. Br J Pharmacol 2009
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A Witamina E

- Witamina E stanowi grupe 8 rozpuszczalnych w ttuszczach kompleksow, rozniacych
sie biodostepnoscia:

*a-, B-, y-, i &-tokoferoli

*a-, B-, y-, i d-tokotrienoli.
- Komercyjnie dostepne formy witaminy E zawieraja naturalne lub syntetyczne a-
tokoferole.

- a-tokoferol jest transportowany przez biatko transportujace a-tokoferol (a-TTP,
a-tocopherol transfer protein) do lipoprotein HDL i LDL, chroniac lipoproteiny przed
peroksydacja przez wolne rodniki.

- Witamina E chroni lipidy przed R
peroksydacija, gdyz jest
donorem wodorow dla wolnych . o
oy 7 2
rodnikow. tokoferole
o 3 Y o
- Efektem dziatania witaminy E R, Ry CHs; CHs; H H

jest mniejsza podatnos¢ LDL na
oksydacje (i formowanie oxLDL),
a przez to mniejsza szkodliwosé
oxLDL dla komorek srodbtonka. tokotrienole

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Skutki dziatania witaminy E

Inhibition of smeoth muscle cell proliferation

Maintenance of normal endothelial cell function

Decrease in the levels of soluble adhesion molecules

Inhibition of monocyte-endothelial cell adhesion

Inhibition of monocyte release of ROS and inflammatory cytokines
Decrease in the levels of soluble PAI-|

Inhibition of platelet adhesion and aggregation

Signal transduction regulation and gene expression in different

cell pathways

Regulation of enzymes, transcription factors and receptors

&Y DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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e Skutki podawania witaminy E

- Publikowane badania i analizy niewielkich grup pacjentow wskazywaty na
ochronne dziatanie antyoksydantow, hamujace rozwoj chordb uktadu krazenia.

- Duze i wieloletnie proby kliniczne (poza 1, do ktorej sa metodyczne watpliwosci,
miedzy innymi zmiana dawki a-tokoferolu) nie potwierdzity korzysci z
suplementacji witaming E.

TOK-O + TOK-O' — TOK-O-O-TOK

TOK-O" + LOO" — TOK-O-O0OL

GS GS '
LOO a-Toc-OH i :g NaDPH+H
LH 5
LOO a-Toc-0' Vitamin C op’
GSH

2N
( 2) Sy e il e b Rl S et Kirmiziz & Catzidimitriou. Vasc Health Risck Manag 2009
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e Skutki podawania witaminy E

- Badania na zwierzetach i analizy danych klinicznych sugerowaty protekcyjny
wptyw suplementacji witamina E na zapobieganie chorobom uktadu krazenia.

- Niektore badania sugerowaty, ze dieta bogata w witamine moze zmniejsza¢ ryzyko
nowotworow.

- Duze proby kliniczne wykazaty, ze
suplementacja witaming E:
* nie wpltywa na ryzyko rozwoju T :
chordb uktadu krazenia =
* nieco zwicksza ogolne ryzyko .
smierci .
* nie wptywa na ryzyko rozwoju * !
nowotworu prostaty L

2

Witamina E w diecie a ryzyko rozwoju nowotworéw macicy Relative Risk

(© DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY Kirmiziz & Catzidimitriou. Vasc Health Risck Manag 2009,
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7 Witamina A a chemoprewencja

- Retinol jest uznawany za efektywny m
antyoksydant, gtownie ze wzgledu na
mozliwos¢ zmiatania ROS.

- By¢ moze dostarczania odpowiedniej B
ilosci witaminy A z dieta zmniejsza |
ryzyko zachorowania na niektore _—
nowotwory. | B
Witamina A
3 (Retinol)
D 1 2
Witamina A przyjmowana w diecie a ryzyko Relative Risk

rozwoju nowotworéw macicy.

(‘ DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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- Badania na zwierzetach zgodnie
wskazywaly na protekcyjny wplyw
witaminy A w zapobieganiu rozwojowi
nowotworow

- Dwie duze proby kliniczne rozpoczete
w 1985 roku w Finlandii i USA
wykazaty:

* 18% wzrost ryzyka nowotworow
ptluc po suplementacji  wysokimi
dawkami (3-karotenu

* 28% wzrost ryzyka nowotworow
ptuc po suplementacji (-karotenem i
retinolem

'e) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Intervention

20 mg/'d

50 mg/alternate days

50 mg/allernate days

Overall®

30 mg + 25000 [U retinold

M mg'd

15 mg + 30 mg a-tocopherol
# 50 pg selonium/d

0.5
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Witamina A w chemoprewencji

Randomized clinical trials examining the association between B-carotene supplements and lung cancer’

Study, country, and

reference Study populaton ~ Female Age Comparison Sample size  Follow-up  Cases
% y n y

Linxian General Population  Healthy adults NR  NR(40-69)° B-Carotene (15 mg), a-tocopherol 443/455° 15 NR
Trial, China; Kamangar, (30 mg), and selenium (50 pg)
2006 (33) compared with placebo

ATBC, Finland; Virtamo,  Smokers () 64 (50-69)  B-Carotene (20 mg) compared 14 560/14 573 ) 481/414
2003 (5)° with placebo

Physicians Health Study, Physicians 0 NR (40-84)  B-Carotene (50 mg on alternate 11 036/11 035 13 85/93
United States; Cook, days) compared with placebo
2000 (34)

Women'’s Health Study, Health professionals 100 NR (>45) B-Carotene (50 mg on altemnate 19030/1 ] 937 2.1 30/21
United States: Lee, 1999 days) compared with placebo
(35)

Australia, Western Perth, Former ashestos 1.5 57 (40-83)  B-Carotene (30 mg/d) compared 512/512 5 b4
19901995, Australia; workers with retinol (25 000 [U/d)
De Klerk, 1998 (36)

CARET, United States: Asbestos-exposed 343 58(45-74) | B-Carotene (30 mg/d) plus retinol 9420/8804 b 229/159
Omenn, 1996 (4) workers and (25 000 IU/d) compared with

heavy smokers placebo 2.43/1.78%

f@ DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Szlak degradacji puryn - powstawanie kwasu moczowego

NH,

-~

7 AMP

Mucleotidase
P,

Hzo Adenosine

Adenosine

GMP
H.O H,O
Mucleotidase
P,
Guanosine

H.O  Purine nuclecsidase =5
HjbCIEE!-1—®

P d?_aminase NH, phosphorylase
Y
IMP j > |nosine Guanine
Pq,r-'rﬁe nucleosidase P, Guanine H,0
phosphorylase Ribiosa:1 <F> deaminase NH,
Q 0, H,0, Q 0, HO,
HN | N\}\ \_A N | N\> \_ A
K., N Xanthine N Xanthine
N H Oxidase b H Oxidase
Hypoxanthine Xanthine

\&,
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Kwas moczowy

- Kwas moczowy jest gtownym przeciwutleniaczem w ludzkiej surowicy.
Paradoksalnie, jego Rodwstzony poziom koreluje z:
* otytoscia,
* insulinoopornoscia,
* nadcisnieniem, > choroby zwigzane z nasilonym stresem oksydacyjnym
* chorobami serca,
* udarami mozgu.

- By¢ moze wzrost stezenia kwasu moczowego jest niewystarczajaca reakcja
protekcyjna. Mozliwe rowniez ze:

* 7-kwas moczowy ma gtdwnie wtasciwosci antyoksydacyjne w surowicy

* 7-kwas moczowy ma gtownie witasciwosci prooksydacyjne w komorkach

- Poziom kwasu moczowego jest zwykle nizszy u kobiet, z powodu hamujacego
dziatania estrogenow. O

NH

HN
2\ ‘ >: ’
NH
O H kwas moczowy
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Synteza kwasu moczowego

- Kwas moczowy jest koncowym

produktem degradacji puryn u ludzi i ATP Depletion DNA, RNA
matp cztekoksztattnych. Degradation
* linia filogenetyczna czitowiekowatych exogencus fiructose) / o
utracita aktywnos¢ oksydazy moczanowej Endogenous ischemia) Pujings Ef,f,f,;’;ﬁiiﬂmzﬁ}
(urykazy), enzymu przeksztatcajacego
kwas moczowy do alantoiny. v
* u pozostatych ssakow koncowym v
produktem metabolizmu puryn wydziela- Hypoxanthine

nym z moczem jest alantoina
* inne kregowce (np. ryby) rozkiadaja

J' Xanthine oxidoreductase

alantoine do kwasu alantoinowego, Xanthine
glioksylowego i mocznika ¢ Xanthine oxidoreductase
Mutation in Humans Uric acid

ludzi jest wysokie (200-400 pM), co
Zwicksza zagrozenie hiperurycemiag i
ryzyko dny moczanowej

- Stgzenie kwasu moczowego we Kkrwi  andgreatapes \ l
Uricase

Allantoin

O RN RNERL RS R e G Sautin & Johnson. Nucleosid Nucleotid Nucleic Acid 2008
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Kwas moczowy jako antyoksydant

- Korzyscia ewolucyjna pozwalajaca na utrwalenie wysokiego poziomu kwasu
moczowego moga by¢ jego wiasciwosci antyoksydacyjne:

* kwas moczowy jest zmiataczem tlenu singletowego, rodnika peroxylowego (RO,’) i
rodnika hydroksylowego (HO') oraz nadtlenoazotynu, ale nie anionorodnika
ponadtlenkowego,

* sugerowano znaczenie antyoksydacyjnego dziatania kwasu moczowego dla
wydtuzenia zycia i zmniejszenia ryzyka nowotworow.

- Wickszos¢ doswiadczen wykazujacych antyoksydacyjne dziatanie kwasu moczowego
byta wykonywana w warunkach in vitro (kwas moczowy dodany do mediow miat
dziatanie cytoprotekcyjne).

* we krwi wykazuje dziatanie antyoksydacyjne i chroni btony komorkowe tylko w
obecnosci askorbinianu,

* obecnos$¢ dwuweglandw zmniejsza efekty antyoksydacyjne kwasu moczowego,

* kwas moczowy jest hydrofilowy, wiec nie chroni skutecznie bton komorkowych,

* w doswiadczeniach in vivo u szczuréw i myszy podanie kwasu moczowego chronito
uktad nerwowy przed uszkodzeniem spowodowanym udarem,
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- W obecnosci ROS lub ONOO- kwas moczowy jest bardzo szybko degradowany, a
produkty jego rozktadu moga by¢ cytotoksyczne. W wysokich stezeniach lub w
obecnosci jonow Cu*/Cu?* kwas moczowy (lub jego pochodne) moze nasilaé
peroksydacje lipidow.

xidative stress

(Endocrine imbalance, inflammatory response |

<

[Insulin resistance, dyslipidemia, cardio-vascular effects eth
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- Inkubacja adipocytow in vitro w obecnosci kwasu moczowego prowadzi do
indukcji produkcji ROS, prawdopodobnie poprzez indukcje ekspresji NOX.
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wky

¢ Wspotdziatanie tioredoksyn i glutaredoksyn
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