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v  Interakcje miedzy NOS i HO

NO i CO maja wiele cech wspoélnych:

- Maja podobna mase czasteczkowa (30.1 1 28.1 Da)
- Maja podobna rozpuszczalnos¢ w wodzie (4.7 ml/100 mli 2.6 ml/100 ml)

- Maja podobny poziom produkcji w organizmie w warunkach kontrolnych (850
pumol/dzien i 500 pmol/dzien)

- Aktywuja sGC i zwiekszaja produkcje cGMP
- Dziataja jako neurotransmitery w mozgu

- Dziataja wazorelaksacyjnie

- Hamuja agregacje ptytek

- Zwiekszaja produkcje i nasilaja aktywnos¢ niektorych czynnikow proangiogennych

- Produkcja CO (z hemu przez HO) i NO (z argininy przez NOS) wymaga tlenu i
NADPH

?) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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v  Interakcje miedzy NOS i HO

- NO i CO maja tez cechy odmienne:

* NO jest wolnym rodnikiem, posiadajacym niesparowany elektron, tworzacym po
jego utraceniu jon nitrozoniowy (NO*); tworzy kompleksy z wieloma metalami

* CO jest stabilnym gazem, nie jest wolnym rodnikiem, dlatego nie podlega wielu
reakcjom oksydoredukcyjnym typowym dla NO

* CO wiaze sie tylko do zelaza FeZ* w hemie, a NO zarowno do zelaza Fe?* jak i Fe3*
w biatkach hemowych.

- Wiele efektow fizjologicznych jest wypadkowa dziatania NO i CO, czyli wypadkowa

aktywacji NOS i HO.
Exogenous Endogenous

application production

sGC MAPK - NO-release
GMP L - Cal-dependent
' HSP70  NFeg K’ channels
caveolin-1 -NFxB l l
* Vasowcg « anti-inflammato l l
» antithrombotic : -y 5 T ” : : .
« anti-proliferative . ant!-apo.ptotlc. anti-proliferative || anti-apoptotic || vasoactive
« neurotransmission | anti-proliferative
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v  Interakcje miedzy NOS i HO

- Lokalizacje komorkowa NOS i HO jest podobna.

- Konstytutywne formy HO (HO-2) i NOS (eNOS i nNOS):

* sg regulowane przez glukokortykoidy (aktywnos¢ HO-2 jest nasilana, aktywnosc
NNOS jest zmniejszana)

- Indukowalne formy HO (HO-1) i NOS (iNOS):

* sa regulowane na poziomie transkrypcji przez podobne czynniki transkrypcyjne
(np. NFKB)
* nie wszystkie aktywatory HO-1 aktywuja rowniez iNOS

- Inaczej niz synteza CO, synteza NO wymaga dodatkowych kofaktorow (BH4, FAD,
FMN, kalmoduliny, Ca?+).

- NOS moze produkowa¢é rowniez O,-. HO nie produkuja O,-. Co wigcej, indukcja HO-1
jest zwiazana z aktywacja MnSOD i dysmutacja O,"

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Wptyw NO i CO na produkcje cGMP

- CO i NO wiaza sie z jonem zelaza reszty hemowej jednostki (3 sGC.

- W jednostce [ sGC hem jest przytaczony do biatka poprzez boczny tancuch
imidazolowy histydyny-105 (ImH).

* Aktywacja sGC przez NO rozpoczyna sic od przytaczenia NO do hemu i rozerwania
wiagzania Fe-ImH), co prowadzi do 100-400 krotnego wzrostu aktywnosci
enzymatycznej sGC.

* CO wigze sie do hemu w sGC z nizszym powinowactwem i nie rozrywa wiazania Fe-
ImH, co w niewielkim stopniu (4-6 razy) zwicksza aktywnos¢ enzymatyczna sGC.

Znaczenie CO jako aktywatora sGC w AASGC
komorkach jest zagadkowe:

* badania wptywu CO na funkcje zalezne
od cGMP swiadcza o istotnosci takiego
mechanizmu

* koekspresja HO (zwtaszcza HO-2) i sGC
sugeruje wspotdziatanie tych enzymow

* staby poziom aktywacji sGC przez CO
podwaza znaczenie biologiczne tego szlaku.

=Y DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Wptyw NO i CO na produkcje cGMP

- Jednym z mozliwych wyjasnien jest istnienie wewnatrzkomorkowej substancji
zwickszajacej efektywnos¢ dziatania CO na sGC.

* Przyktadem moze by¢ YC-1 (benzylowa pochodna indazolu, stabilizujaca aktywna
konformacje sGC), w ktorej obecnosci poziom aktywacji sGC przez CO jest podobny
jak poziom aktywacji po NO.

* YC-1 zwigksza takze skutecznos¢ NO w aktywacji sGC (o ok. 40%)
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Wptyw NOS na aktywnosc¢ HO

- NO zwicksza ekspresje HO-1 nasilajac transkrypcje oraz zwickszajac stabilnos¢ mRNA
HO-1, dziatajac przez rozne mechanizmy, wciaz nie do konca zidentyfikowane:

* zarowno niezaleznie jak i zaleznie od cGMP

* zaleznie od indukcji stresu oksydacyjnego, w tym produkcji nadtlenoazotynu

* w sposob zalezny od aktywacji kinaz ERK i p38

- Przytaczenie NO do HO-2 zmniejsza aktywnos¢ enzymatyczna HO-2.

2 o —
Ee 2,73
8 o a 0
‘ -- {|-—Hﬂ1

51—135
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Wptyw HO na aktywnos¢ NOS

- Aktywacja HO moze obniza¢ produkcje NO przez NOS. Mozliwe mechanizmy:

* NOS zawiera dwie reszty hemowe w centrum aktywnym. Silna aktywacja HO
moze zmniejsza¢ dostepnos¢ hemu do syntezy biatka NOS lub moze prowadzi¢ do
degradacji hemu w obrebie NOS.

* zelazo uwalniane z hemu w wyniku aktywnosci HO moze hamowac¢ transkrypcje
NOS

* duza aktywnos¢ HO i BvR moze zmniejsza¢ dostepnos¢ NADPH

* zwiazanie CO przez NOS zmniejsza aktywnos¢ enzymatyczng i hamuje produkcje
NO (moze mie¢ znaczenie przy regulacji reakcji zapalnej)

- Niskie stezenia CO nie hamuja produkcji NO, a hawet moga ja nasilac.

=) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY 9 9o 9
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‘ff Interakcje miedzy NOS i HO

NO o (-)

—» HO-2
Displaces L-Arginin (+)
Hemoproteins NOS - (-) HO
A BECRADATION
Binds (-) HEME
(-) CO  Biliverdin —» Bilirubin

FE2+
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% NO, CO i migracja komorek

- NO reguluje dystrybucje biatka VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein),
biatka utatwiajacego wydtuzanie wtokiem aktyny w migrujacej komorce.

* VASP zawiera 3 reszty aminokwasowe, ktore moga podlega¢ fosforylacji (Ser-157,
Ser-239 i Thr-278)

* Ser-157 jest fosforylowana przez PKA (zalezna od cAMP)

* Ser-239 jest fosforylowana przez PKG (zalezna od cGMP)

* Fosforylacja VASP wptywa na aktywnos¢ biatka, architekture cytoszkieletu
aktynowego i ruchliwos¢ komorek

- Niewystarczajaca fosforylacja VASP (niewystarczajaca aktywnosc PKG wyn1kajqca Z
matej dostepnosci NO) jest jedna z przyczyn upos’ Ny ek
progenitorowych srodbtonka w cukrzycy.

proline-rich-region

- U pacjentow z cukrzyca niedobor NO moze byc¢ tymosinike
czesciowo rekompensowany przez produkcje CO (cho¢ .

aktywnos¢ HO moze byé takze ostabiona), ktory ™) .. cricaion
aktywuje cGMP i prowadzi do fosforylacji VASP-1. domain
Jednak odpowiedz zarowno na NO jak i na CO jest ¢

ostabiona. ’ O @

F-actin G-actin  Profilin-actin
complex
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% NO, CO i migracja komorek

Fosforylacja VASP w EPC pobranych od oséb zdrowych (control) i oséb
z cukrzyca (DA i DB) i inkubowanych w obecnosci NO

OControl o DA mDB

1on
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(relative to Control at time 0)

% VASP Ser-239 phosphorylat

N
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Lokalizacja VASP w komérkach
srodbtonka w warunkach kontrolnych

kontrola

Lokalizacja VASP w komérkach
srodbtonka w hiperglikemii

kontrola CcO NO

Li Calzi et al. Diabetes 2008
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NO, CO i migracja komorek

350 - OUntreated OCO HENO
300 - Wptyw CO i NO na migracj¢ komoérek
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Wptyw CO i NO na fosforylacje VASP

Site-specific VASP phosphorylation
(RFU)
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Bilirubina - znaczenie fizjologiczne

Bilirubina:

- ma silne witasciwosci antyoksydacyjne w niskich stezeniach, ale w wysokich
stezeniach moze by¢ pro-oksydacyijna,

- hamuje ekspresje TNFa, iNOS (oraz produkcje NO); dziata przy tym poprzez
posrednia aktywacje receptorow CAR (receptor jadrowy, constitutive androstane
receptor) lub bezposrednia aktywacje receptorow AhR (aryl hydrocarbon receptor),

- hamuje ekspresje adhezyn na komorkach srodbtonka (np. VCAM-1) oraz adhezje i
infiltracje leukocytow do sciany naczyn krwionosnych

- hamuje aktywnos$¢ metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9. ROS

Cykl redoks biliwerdyny i bilirubiny: *

- Biliwerdyna jest redukowana do bilirubiny przez BvR i Biliverdin Bilirubin
w ten sposob bilirubina jest regenerowana kiedy ROS

utleniaja ja do biliwerdyny. Dzieki temu niskie stezenia BVR

bilirubiny moga neutralizowa¢ duze ilosci ROS.

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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%) Immunomodulujace dziatanie biliwerdyny

- Podanie biliwerdyny hamuje odrzucanie przeszczepow serca u myszy oraz
indukuje tolerancje.

- Bilirubina zmniejsza nacieki limfocytarne w przeszczepionym sercu i hamuje
proliferacje limfocytow T.

- Dziata poprzez hamowanie czynnikow transkrypcyjnych:
* NFkB
* NFAT

Indukcja immunotoleracji:

- serce od myszy DBA/2 byly przeszczepiane myszom
B6AF1. Biorcy otrzymywali biliwerdyne dootrzewnowo
codziennie przez 2 tygodnie (50 pumol/kg). Przeszczepy
przezywaty ponad 100 dni.

- Nastepnie wykonywano drugi przeszczep od myszy DBA/2
lub od myszy FVB.

&Y DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Immunomodulujace dziatanie biliwerdyny

Podanie biliwerdyny hamuje odpowiedz przeciwko allogenicznemu

przeszczepowi serca

Biliverdin (x3/day)

&)

Control

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology

¥ - biliwerdyna zmniejsza

nacieki limfocytow T
pomocniczych (CD4+) i
cytotoksycznych (CD8+);

- biliwerdyna zmniejsza

|tez  liczbe  komorek

proliferujacych (Ki67+)
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Immunomodulujace dziatanie biliwerdyny

Indukcja immunotoleracji:

- serca od myszy DBA/2 byly przeszczepiane myszom B6AF1. Biorcy otrzymywali
biliwerdyne dootrzewnowo codziennie przez 2 tygodnie (50 umol/kg). Przeszczepy
przezywaty ponad 100 dni.

- Nastepnie wykonywano drugi przeszczep od myszy DBA/2 lub od myszy FVB.

Pierwszy przeszczep Drugi przeszczep

100 -
~ - 100 1 B
e 80 i biliwerdyna 3 g0 - DBA/2
S 601 | o 1
E 1 3 = 60 A
= 40 - E 40 i
= * 5 ] Q)

20 b [ g 2{} i

0 1 * kontrola 0 i ®) P
0 50 100 150 200 0 20 40 60 80 100
Days after transplantation Days after transplantation
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Zwierzece modele hiperbilirubinemii

Szczury Gunn
Gen kodujacy biatko UGT1A1 ma niewtasciwy kodon Stop, co prowadzi do
powstawania krotszego, mato aktywnego biatka.

Homozygoty (jj)
maja  zOttawe
zabarwienie
skory.

Myszy UGT1A1 KO

Brak aktywnosci biatka UGT1A1
prowadzi do bardzo silnej
hiperbilirubinemii. Myszy zyja
najwyzej 2 tygodnie.

a\ ;
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- Indukcja miazdzycy w wyniku Szczury Gunn
uszkodzenia srodbtonka tetnicy u neointima zwezenie §wiatta bilirubina

i
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Bilirubina - znaczenie fizjologiczne

- Hiperbilirubinemia:

* zottaczka noworodkow

* choroba hemolityczna noworodka (wynik niezgodnosci grup Rh- u matki Rh- i
dziecka Rh+, prowadzacej do hemolizy)

- Wysoki poziom bilirubiny jest toksyczny szczegolnie dla uktadu nerwowego
wywotujac:

* sztywnos¢, napady drgawkowe, letarg, smier¢

* atetoze, utrate stuchu, zespot Parinauda

- Wysoki poziom bilirubiny indukuje apoptoze
neuronow i komorek srodbtonka:

z0ttaczka noworodkow

(f '9 DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
,) Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology
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Bilirubina - znaczenie fizjologiczne

Pacjenci z syndromem Gilberta (czyli z wysokim poziomem Dbilirubiny
spowodowanym niedoborem UDP-glukuronosylotransferazy bilirubiny UGT1A1 w
watrobie) rzadziej choruja na chorobe niedokrwienng serca. Poziom bilirubiny moze
by¢ czynnikiem prognostycznym, niezaleznym od poziomu HDL (cho¢ moze chroni¢
HDL przed utlenieniem).
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“fg Przeciwmiazdzycowe dziatanie bilirubiny

Plagque rupture

- ROS utleniaja LDL do
oxLDL, co indukuje
ekspresje MCP-1 na s$rod-
btonku, chemoatraktanta
monocytow.

Foam cell

- Monocyty migruja do intimy, gdzie fagocytuja oxLDL, co nasila produkcje ROS i moze
prowadzi¢ do przeksztatcania makrofagow w komorki piankowate.

- Bilirubina zmiatajac ROS zmniejsza utlenianie LDL i ogranicza powstawanie komorek
piankowatych; hamuje tez aktywnos¢ MMP zmniejszajac ryzyko peckniecia blaszki
miazdzycowej.

(('9) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Bilirubina - znaczenie fizjologiczne
Cytoprotekcyjne witasciwosci bilirubiny i glutationu

- Wolna bilirubina (UCB) i
glutation (GSH) dziataja jako
zmiatacze ROS, ulegajac
utlenieniu do biliwerdyny i

GSSG. Z. ll {;}ytoplasm

© NADP* NA/E)PH

Song
\ Nucleus |

- Regeneracja bilirubiny jest

katalizowana przez BvR /o - 1\ \
(reduktaze biliwerdyny), a |
regeneracja glutationu przez = -

GR (reduktazq glUtationU). \ Microsome membrane

- Regeneracja jest
szczegoOlnie istotna w
przypadku bilirubiny, ktora
w komorkach wystepuje w
stezeniach nanomolowych
(GSH - w milimolowych) Piasma Membrane
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X GSH 1 GSSG

Struktura formy tiolowej (zredukowanej) i dwusiarczkowej (utlemoneJ)

glutationu

- Glutation: tripeptyd (L-y-glutamylo-L-cysteinylo-
glicyna) rozpuszczalny w wodzie. W wyniku
utlenienia tworzy dimer potaczony mostkiem
dwusiarczkowym. W warunkach spoczynkowych
>98% glutationu to forma GSH. Stosunek GSH:GSSG
moze si¢ bardzo zmienia¢ w stresie oksydacyjnym.
Czes¢ glutationu tworzy koniugaty z biatkami.

- Stezenie glutationu w komorkach ssakow to 1-10
mM. W plynach zewnatrzkomérkowych 1-5 pM (w
zOtci znacznie wyzsze).

- W obu formach glutationu wiagzanie peptydowe
miedzy N-koncowym glutaminianem i cysteing jest
wigzaniem z grupa Yy-karboksylowa, co chroni
glutation przed degradacja przez aminopeptydazy
surowicy lub proteazy komorkowe.

'; DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Antyoksydacyjne dziatanie glutationu

- Glutation jest zmiataczem reaktywnych form tlenu, neutralizujacym miedzy innymi
nadtlenek wodoru i nadtlenki lipidow.

- Jest substratem dla:

* peroksydaz glutationowych (GPx): produkcja GSSG przez GPx prowadzi do
utworzenia  mieszaniny  dwusiarczkow  biatek  komorkowych  (biatek  S-
glutationylowanych, PSSG); nadmiar GSSG jest uwalniany na zewnatrz komorki lub
redukowany do GSH przez reduktaze glutationu zalezna od NADPH.

* S-transferaz glutationowych

- Niedobodr glutationu jest uzupetniany przez synteze de novo w wyniku dwodch
reakcji katalizowanych przez:

* ligaze y-glutamylo-cysteinowa
* syntaze glutationowa

- H,0, i nadtlenki lipidow sa neutralizowane rowniez przez:
* katalazy w peroksysomach

* peroksyredoksyny w cytoplazmie, mitochondriach, peroksysomach i retikulum

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY . . .
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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

1]
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Dalle-Donne et al. Antioxidant Redox Signal 2008
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intracellular

2 GSH 2 GSH NADP*

GSSG
reductase

GSSG GSSG NADPH

GSSG extracellular
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Lokalizacja glutationu

- Glutation wystepuje we wszystkich kompartymentach komorki:
* ~90% w cytozolu (1-10 mM), tylko tu zachodzi synteza glutationu
* ~10% w mitochondriach (5-10 mM)
* niewiele w retikulum i jadrze

Cytoplasmic

) GSHIGSSG=~1001 _=
/ [GSH]=1-10mM 45

Mitochondrial

GSHIGSSG » 10/1
[GSH] = 5 - 10 mM

Endnplaamic
reticular

GSHIGSSG =311 - 11
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Modyfikacje oksydacyjne biatek

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

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

* w obrebie jednej czasteczki (zmiany
konformacyjne)

* miedzy czasteczkami (agregacja)

- Utlenienie jest wynikiem reakcji z:
* H,0,
* wolnymi rodnikami
* nadtlenoazotynem
* kwasem podchlorowym

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

reszty sulfenowe SOH

reszty sulfinowe

SO,H

reszty sulfonowe SO.H
3

SRS

czesto nieodwracalne uszkodzenia oksydacyjne

dwusiarczki
drobnoczgsteczkowe

dwusiarczki
biatkowe ®_ SS_@
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CS - szczury bez cukrzycy

DS - szczury z cukrzyca
MI - zawal serca
AdTrx1 - terapia genowa u szczurow

z wykorzystaniem wektoréw
adenowirusowych i cDNA Trx1
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Modyfikacje oksydacyjne biatek

- Podatnos¢ reszt cyteinowych na reakcje redodoks zalezy od:
* dostepnosci w czasteczce
* aktywnosci, zaleznej od sasiadujacych reszt aminokwasowych

- W pH obojetnym reszty cysteinowe biatek nie sg podatne na utlenienie. Cysteiny
wrazliwe na utlenienie sa otoczone resztami zasadowymi.

* przyktad: fosfatazy tyrozynowe, gdzie cysteiny sa w sasiedztwie arginin i sa
utleniane w pH obojetnym; utlenienie hamuje aktywnos¢ fosfataz i moze by¢
odwracane przez tiole (zwtaszcza glutation)

By PRI o R

PKa>8 37 -;%-:Ji.:ﬁf,,«_’ T

HE— "r-‘il-"; g " s ﬁ‘-_r' H
Y TS

7 .-‘"-"..-r_.l" #J'J‘jf‘k,ﬁ
.":'-‘F-J_J Fe ;J,’J i :A
J'" .-'_.__,-"'.,-' i
cationic

protein with reduced ' environment
cysteinyl thiol

S-glutathionylated protein

lower pK,
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S-glutationylacja biatek

- Biatka bardzo roznia sic wrazliwoscia na S-glutationylacje:
* bardzo wrazliwym biatkiem jest np. H-ras: glutationylowane jest na Kkilku
cysteinach; jednoczesnie biatko to jest bardzo wrazliwe na nitracje.

- W warunkach fizjologicznych reakcje S-glutationylacji i nitracji sa zbyt wolne dla
wickszosci reszt sulfohydrylowych. Moga zosta¢ jedna znacznie przyspieszone jesli:

* reszty cysteinowe zwiazane sa z jonami MgZ*, ZnZ* lub Ca%* (z Zn%** zwiazane sa
regulatorowe cystein w niektorych izoformach kinazy biatkowej C)

* reszty cysteinowe sa otoczone resztami aminokwasowymi o tadunku dodatnim

- Wrazliwe na oksydacje reszty cysteinowe sa wazne w regulacji funkcji:
* izomeraz dwusiarczkowych
* fosfataz tyrozynowych
* kinazy kreatynowej
* GAPDH (dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego)
* peroksyredoksyn

- Podatne na utlenienie sa reszty selenosysteinowe (Cys-SeH)
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Modyfikacje oksydacyjne biatek

- W stresie oksydacyjnym oprocz tworzenia pochodnych sulfinowych i sulfonowych
(modyfikacji nieodwracalnych) powstaje nadmiar wiazan dwusiarczkowych, co moze
powodowac:

* niewtasciwe fatdowanie biatek

* agregacje biatek

- Redukcja wiazan w agregatach biatkowych moze by¢ utrudniona.

- W warunkach doswiadczalnych (hodowle in vitro) mozna doprowadzi¢ do
przesuniecia proporcji GSH:GSSG z ~1:100 nawet do 1:1. W warunkach
fizjologicznych zwykle do tego nie dochodzi, ze wzgledu na wydajny system
eksportu GSSG na zewnatrz komorki. Dlatego nadmierne tworzenie wiazan
dwusiarczkowych nie jest bardzo czeste.

H
i |
4.N N COOky
2 NNM v
o] schemat biatka S-glutationylowanego

COOH A
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Glutation wewnarz- i zewnatrzkomoérkowy

- Wewnatrzkomorkowe stezenie wolnych reszt cystein, cystyn, GSSG sa nizsze (UM)
niz stezenie GSH (1-10 mM).

- Na zewnatrz komorek stezenie cystein i cystyn jest wieksze niz GSH.

high concentration of GSH low concentration of GSH
EH S-glutathio nylalln i ; &cystelnylaﬁnn I
5—H E—EG S—H E—S—Eys
cysteine 5-glutathin nylated cysteine S—ﬂysteinylated
sulfhydryl group protein sulfhydryl group protein !
intracellular redox extracellular redox
(GSH/GSSG) (CysiCysSSCys)
GSH »>GSSG CysSSCys|> Cys
intracellular extracellular
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S-glutationylacja biatek

- Modyfikacja post-translacyjna wystepujaca w - [
warunkach fizjologicznych: ®—SH —r®-s-ss

* hemoglobina w erytrocytach

* y-krystalina w soczewkach protein with reduced  S-glutathionylated

* aktyna w fibroblastach i keratynocytach cysteinyl thiol protein
- W warunkach fizjologicznych odgrywa funkcje — o
regulatorowe i sygnalizacyjne. )

cellular signaling and
) L ) redox regulation of protein functions \

- Jej najwazniejszym efektem w stresie
ol.<sydachnym Jest. prawdopodobme o.chrona} Sorags o diltsthions
biatek przed nieodwracalnymi  zmianami
oksquch nYm]’ nawet kO.SZtem okresowegq protection, under conditions of oxidative
Zmniejszenia aktywnosci enzymatycznej stress, by preventing

wynikaja(cego np. ze Zmian konformacyj nych. the irreversible oxidation of protein thiols

Sy e il e b Rl S et Dalle-Donne et al. Antioxidant Redox Signal 2008

)
=/ Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology




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, |
ke pechonel sueniones 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 + GSOH :> @_5_ SG + H,0 |

protein with reduced S-glutathionylated
cysteinyl thiol protein
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Glutation i S-glutationylacja w patogenezie choréb

- Obnizenie poziomu catkowitego glutationu i stosunku GSH:GSSG we krwi jest
charakterystyczne dla wielu chorob. W tym:

* HIV (funkcje limfocytow T poprawija sie po suplementacji glutationem, replikacja
wirusa jest szybsza w warunkach stresu oksydacyjnego)

* powaznych oparzen

* cukrzycy typu 11 2

* marskosci watroby

* starczej, wysickowej degeneracji plamki zottej

* miazdzycy (juz od wczesnego, asymptomatycznego stadium choroby)

* nadcisnienia ™\ "’\

* chorobie Alzheimera (tu zwiazane jest to | ;

z obnizeniem aktywnosci ligazy glutamylo
cysteinylowej)
* stwardnienia rozsianego

Alzheimer cells
healthy cells
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Glutation i krystalina

- Zmiany oksydacyjne w krystalinie soczewek maja duze znacznie w zachowaniu
jakosci widzenia - soczewki musza by¢ przejrzyste.

- Krystalina (stanowi 90% biatek soczewek) jest bogata w grupy sulfohydrylowe, a
soczewki zawieraja wysokie stezenia GSH. Uszkodzenia oksydacyjne krystaliny
prowadzg do zmetnienia soczewek.

* a-krystalina jest heteromultimerem ztozonym z dwoch typow podjednostek (aA i
aB, kazda o masie ok. 20 kDa)

* B-krystalina to rodzina zasadowych i kwasowych polipeptydow o masie ~23-35
kDa, tworzacych roznorodne multimery 40-200 kDa.

* y-krystalina ma mase ok. 20 kDa i wystepuje w formie monomerow.

- Biatka te sa bardzo diugowieczne, a
podlegajac nieodwracalnym zmianom
oksydacyjnym moga akumulowaé siec w
soczewkach uposledzajac widzenie.
Zmiany takie obserwuje sie juz u ludzi
dwudziestokilkuletnich.

a-krystalina (czerwony) w rozwoju soczewki
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Glutation i krystalina

- U osob starych akumuluja sie zmiany oksydacyjne reszt metioninowych i
cysteinowych krystaliny.

* biatka sa niewtasciwie sfaldowane (to moze aktywowac reszty sulfhydrolowe)

* biatka tworza agregaty

- Uszkodzenia oksydacyjne biatek i postepujacy z wiekiem spadek stezenia GSH w

soczewkach przyczynia sie do tworzenia zaé¢my.
* poziom catkowitego glutationu i sosunek GSH:GSSG jest nizszy w soczewkach z

Zacma

artificial
‘ replacement lens

&g f
: cloudy lens
removed
lens capsule
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