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| blood plasma ]<:

GSH 1-5 M
GSS5G 1-2 uM

- Stezenie glutationu jest znacznie wyzsze RBCs |
w komorkach (w cytozolu i macierzy ~GSH 3 mM
organelli) niz w ptynach ustrojowych. ~GSSG 2-4 yM
Cytoplasmic
I 7/ GSHIGSSG =~ 100/1
. Mitochondrial
GSH/GSSG » 1011
[GSH]=5-10mM | _ Stosunek GSH:GSSG jest rozny w
T posz§ze_golnych kompartymentach
reticular komorki
GSHIGSSG =131 -11

i
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Glutation w komorce

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

jadra (pasywnie przez pory);

- Degradacja GSH zachodzi zewnatrzkomorkowo przy udziale GGT (y-glutamylo-
transpeptydazy)

cytoplasm
ATF  ADP ATP  ADP
Glu+Cys —————» y-glu-cys ‘L—h lu-cys-gly (GSH
¥S L Ges | roveys oo y-glu-cys-gly ( )
GSH GSH "| mitochondria

endoplasmic S P
reticulum nucleus
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Synteza glutationu

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

phosphate

L —cysteine

glutathione synthetase: G3HZ sjv
6323

L —qglycine
ISH
nhn-ﬂ-nh-:l.‘l'n
\/C—CH—CHZ—CHZ—(IZI‘—NH—CH—(”?—NH—CHZ—C\
HO (9 (9] OH Ha n
M
v-carboxyl linkage
. . Q aH i o aH
v-glutamyl cysteinyl glycine reduced glutathione
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Synteza glutationu

L-Glu + L-Cys + ATP \

Glu l »-GluCys ligase

L-y-GluCys + ADP + Pi

e

Cys
" L+-GIuCys + Gly + ATP
l, GSH synthetase

L-y-GluCysGly + ADP +Pi

Gly
MNa

i

GSSG +—> GSH— GS-R
<0.1mM 110 mM <0.1 mM /

-
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Syntetazy glutationowe

- Synteza glutationu obejmuje 2 etapy:

* Synteza vy-glutamylo-L-cysteiny jest katalizowana przez ligaze y-glutamylo-
cysteinowa (GCL) i1 stanowi etap regulujacy szybkosc¢ procesu.

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

- Wydajnos¢ syntezy GSH zalezy od.:

* dostegpnosci cysteiny (zalezna od wydajnosci transportu przez btonge komorkowa
cysteiny, cystyny i metioniny)

* aktywnosci GCL

* w watrobie - od wydajnosci metabolizmu metioniny, stanowiacej prekursor
cysteiny 1.0+

0.84

o
o
L

Suplementacja N-acetylocysteing zwi¢ksza
poziom syntezy GSH w erytrocytach
niedozywionych dzieci

Change in GSH
concentration
(mmol/L)
o o
S
S
—
R

o
]

Alanine N-acetylcysteine

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY Badaloo et al. Am J Clin Nutr 2002
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Syntazy glutationowe

- GCL wymaga obecnosci Mg?* lub Mn?*. Jest heterodimerem sktadajacym si¢ z dwdch
podjednostek kodowanych przez odrgbne geny:

* katalitycznej (fancuch ciezki, GCLC)

* regulatorowej (tancuch lekki, GCLM)

- Regulacja aktywnosci GCL odbywa si¢ 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 indukowana np.
przez TGFp)

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

O

OH 4-hydroksynonenal (produkt i marker
peroksydacji lipidow)
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POLYAMINE

BIOSYNTHESIS
Serine Met {L\‘T /
N,N-Dimethyl-Gly X-
5,10-MTHF NS TRANS-
\ BHMT MTS | METHTYLATION
Betaine
5-MTH X-CH,

SAH

Hcey /

' 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)
k o-Ketobutyrate

¥-GC T GSH

Cys =——>
GCL
THF: tetrahydrofolian

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

Basolateral
Compartment

L

\ Apical

Compartment

m;f VRP2)

SSG
€D

Endoplasmic E@

<

/

MRP: multidrug resistance-asociated protein; Oatp: organic anion transporting polypeptide
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- GSH przemieszcza si¢ tatwo przez
zewnetrzna btone mitochondrialng
2065 (MOM), ale przez bione wewnetrzng
(MIM) musi by¢ przenoszony aktywnie
przez nosniki:

* DCc (nosnik dwukarboksylowy)

* OGC (nosnik oksoglutaranowy)

mitochondrial
matrix

cytoplasm
Control mitochondria Cholesterol-enriched mitochondria

Tl
Ll
= M

- Zmniejszenie plynnosci  blony cholesterdl |
(wzrost stosunku cholesterol/fosfo- SE
GSH mGSH GSH mGSHl

lipidy) np. u alkoholikéw utrudnia
transport  GSH przez nosnik
oksoglutarowy 1 zmniejsza poziom
mitochondrialnego GSH

mitochondrial

mitochondrial
' cytoplas matrix

gytoplasm Rairi

Mari et al. Antioxid Redox Signal 2009

[ =)\ DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
& Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology

)



GSH w mitochondriach

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

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

mGSH controls cardiolipin oxidation

Normal mGSH level mGSH depletion
Apoptotic signal Apoptotic flgnal
'\-\.._H \h".,,\_
I;‘“hh b I;H“"-H y
.-_.:.hh\r :'____--H \M
Z N R

Cell death &~
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GSH i apoptoza

Too much apoptosis: GSH Levels

Neurodegenerative disorders

Parkinson’s Disease Low

Alzheimer’s Disease Low
Ischemic

Myocardial Infarction Low
Immune

AIDS Low

Rheumatoid Arthritis Low

Insulin-dependent diabetes mellitus Low

Muluple Sclerosis Low
Too little apoptosis: GSH Levels
Cancer High

(® DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Antyoksydacyjne dziatanie glutationu

- (]
|I1|'.FE-B-E||IJ|ﬂr ; ... cata'aaﬂ .'.'- ot
Mitochondria : '
\HE 2 /\ .

o ROOH H,0,

2 GSH . 2 GSH NADP*

GSSG
GPxs GFxa reductase
GSSG GSSG NADPH

GSSG extracellular

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
=/ Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology

Dalle-Donne et al. Antioxidant Redox Signal 2008




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

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

* w obrebie jednej czasteczki (zmiany
konformacyjne)

* miedzy czasteczkami (agregacja)

- Wigzania sa redukowane przez:
* tioredoksyny
* glutaredoksyny
* peroksyredoksyny

’é) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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zredukowane tiole

reszty sulfenowe

reszty sulfinowe

reszty sulfonowe

czesto nieodwracalne uszkodzenia oksydacyjne

dwusiarczki
bialkowe

dwusiarczki
drobnoczasteczkowe

Dalle-Donne et al. Antioxidant Redox Signal 2008
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Degradacja glutationu

- Wiazanie mig¢dzy reszty 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 wylacznie zewnatrzkomorkowo.

\ GSH GS-R

Cys SR N-Acetyltransferase Glutamyl
Cys-SR — N-Acetyl-Cys-SR T,-;;, speptidase
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
or or

L-y-Glu-AA L-v-Glu-AA

3-Oxoprolinase
5-Oxoproline ——» L-Glu
Cys-Gly RS-Cys-Gly

‘Dﬁpepﬁdase

> ercapturic K
E ! E Acid j Cys RS-Cys
+ Gly + Gly

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY . .
Ballatori et al. Biol Chem 2009.
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intracellular - GluCT

&, :f' proline
proteins

S "

Y- Glu-Cys Cys taurine

em—... EE -/ + sulfate

v-GT
GSH /v- \F Cys - Gly -\ - Gly

amino acid y-glutamyl Cys
amino acid

extracellular
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Glutation a detoksyfikacja ksenobiotykéw

- Ksenobiotyk (X) lub endogenny zwiazek
elektrofilowy wiaze si¢ z GSH spontanicznie
lub pod wpltywem S-transferazy
glutationowej. Koniugaty s3 nastepnie
usuwane z komorki (np. do zoici).

- Reszta y-glutamylowa jest odcinana przez
GGT, a pozostalta cysteinyloglicyna jest
rozktadana przez dipeptydazy, uwalniajac
koniugaty cysteinylowe.

- Koniugaty cysteinowe sa N-acetylowane
przez N-acetylaze tworzac kwas
merkaptomoczowy.

- Tworzenie koniugatow z elektrofilami
nieodwracalnie zuzywa wewnatrzkomorkowy
GSH.

(&’é DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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X + y-Glu-CySH-Gly
GSH S-transferase
T—Glu-Cy?-Gly

X

‘_/{ y-glutamyltranspeptidase
y-Glu

Cy?-Gly

X
Gl /i Dipeptidase

CyS-X
\ N-acetylase

N-acetyl-Cys-X (mercapturic acid)

Lu CS. Mol Aspcts Med 2009.




Reakcje glutationu

£SH + Electrophiles 220> GS-R \

GSH + OxidantsO%; 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)z‘ fNADP+
GSSG Thioredoxin
Reductase Reductase

/\ /\

\rw:)r-'+ 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¢ dzieki:

* bezposredniej reakcji wymiany z GSH (po przywroceniu wilasciwego 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 katalizowa¢ S-glutationylacje niektorych biatek w
obecnosci rodnikow tiolowych.

(’e‘ DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Reduktaza glutationowa (GR)

- Reduktaza glutationowa to homodimeryczna flawoproteina (52.4 kDa)
wykorzystujagca NADPH jako zrodio elektronow. Monomery nie s3 aktywne
enzymatycznie.

- Biatko jest bardzo konserwatywne ewolucyjnie. Forma jadrowa |
cytoplazmatyczna rozni sie na skutek wykorzystania rdznych miejsc startu
transkrypcji.

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

hemol itycznej Reduced Glutathione

(2 GSH)
NADP“'—‘\ / \

G.I'utﬂ-fhmnﬁ- r'ﬂﬂ'u-!:l‘-ﬂ'.'.iﬁ' Gfmﬂmm pﬁmxrﬂ'ﬂﬂﬂl

thnﬂmrln L
(FAD) Selenium

MADPH+H* -/ / \@
(GSSG)

Oxidized Glutathione
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o Peroksydazy glutationowe (GPx)

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

- Sposrdd roznych izoform GPx, GPx1 jest gtdownym enzymem, zlokalizowanym
przede wszystkim w cytozolu (Jednak myszy GPx1 sa zywotne). GPx4 natomiast jest
najwazniejszym enzymem w ochronie bton komoérkowych (myszy GPx4-/- umieraja w
okresie ptodowym, a GPx4*/- sa bardzo wrazliwe na stres oksydacyjny)

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

odtworzenie selenocystelny
GSSG E e

utlenienie GSH do GSSG
csH redukcja nadtlenku do alkoholu
T —=  ROH

‘ E—Se-S0G I E—SeOH I
utlenienie reszty

utworzenie selenosiarczku \\ ___F//s/elenocysteinowej do kwasu
; /\I
Hz0 GSH

(&? DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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S-transferazy glutationowe

- Rodzina enzymow Kkatalizujacych tworzenie wigzan tioeterowych miedzy
ksenobiotykami (lub zwigzkami endogennymi takimi jak prostaglandyny czy

steroidy) a GSH.
o - S5-R
NH\/CDDH H,N NH__~COOH
e GST NH
+ Xenobiotic (RX) ——— o= 6

COOH

0 ~ SH
H,N
NH
COOH o

Glutathione Glutathione-S-conjugate

- Znane sa dwie podrodziny GST

* Bialka rozpuszczalne (dzielone na klasy A, K, M, II, X, T, Z, Q): dimery
wystepujace gtéwnie w cytoplazmie, ale takze w jadrze, mitochondriach i
peroksysomach.

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

((\? DEEARTMENT OF MERIDAL BIBTESHND.DU: Mari et al. Antioxid Redox Signal 2009
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Tioredoksyny

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

- Trx-1 to male (12 kDa), powszechnie wystepujace wielofunkcyjne biatko
cytozolowe z piecioma (u ssakdéw) aktywnymi resztami cysteinowymi. Wystepuje we
wszystkich typach komoérek. Dysfunkcja genu jest letalna dla embrionéw.
* Bierze udziat w transdukcji sygnatu, wptywa na proliferacje i1 apoptoze komorek.
* Moze ulegac 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 cztonkowie rodziny tioredoksyn:
* TRP-14 (Trx-related protein of 14 kDa) - biatko cytozolowe, reaktywujace PTEN,
* TRP-32 (Trx-related protein of 32 kDa) - biatko cytozolowe,
* TxI-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.

2) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY .. :
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Glutaredoksyny (Grx)

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

wykorzystywac¢ wiecej substratow.

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

- Znane s3 4 izoformy Grx u cztowieka:
* Grx-1: biatko cytozolowe, ktore moze ulega¢ translokacji do jadra. Jest tez

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

kilka wariantow splicingowych
* Grx-3 (PICOT): biatko cytozolowe oddzialujace mig¢dzy innymi z PKC6O
* Grx-5: biatko mitochondrialne

ekspresja Grx w zdrowej aorcie wiencowej

(() DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY et e sl Apt el s Signal 2009
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Glutaredoksyny

Dithiol H—
rmechanism
Rt L . HS
Protein Protein -

1< W
5

Dighial GRX
Maneorhiol (RX

NADPH + H' NADP*
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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:
* Tioredoksyny

* Glutaredoksyny Target protein-5, Thioredoxin-(SH), Thioredoxin reductase (NADFP)
* GSSG, I | I

* HZOZ’
* lipoaminy, Target protein-(SH),
* alloksan.

Thioredoxin-5, Thioredoxin reductase (NADPH)

Trx—(5H)2 + GSSG—Trx—(S): + 2GSH

Ha Qs + Trx—(SH)s Thx Trx—(S)s + 2H20

lex—(S)2 + NADPH + H+ U™ e sH), + NADP™

((;e/}l DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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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 cysteinami):
* Prx-I: biatko cytozolowe

* Prx-Il: biatko cytozolowe
* Prx-11l: biatko mitochondrialne
* Prx-1V: biatko cytozolowe, wydzielane z komorki

& Wi Reduced Prx
: : I'rxR Reduced Trx SH SH
Fald Faly
549 —SH 59 —"I; .
Ol | —8H Cod - SH
Cau7? |—5 Ca97? | —SH SH
SeC49s [ o, SeCAvR | — H-O-
SH 5H
FADH:z FAD 5 —5

et _5' 6 ._5-',, 5 HED
€497 =g | C497 =g _':!. éé
SeCAUE | o SeCats |
Oxidized Oxidized Trx
Oxidized Prx

NADP" NADPH + H”

Nakamura et al. Adv Drug Deliver Rev 2009
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e 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)

NAPDH+H~ NAPDH=
Mitochondrial Control %
of Oxidative Stress
GSH Gpxs GSSG
ST

Lipid  Lipid-OOH

O 05" H202 -OH
MnSOD
f GSH
MNAFDH+H Trx? Prxiil
\ Gpx1 Pmt SH
GSSG TrxR/Trx2
NAPDH* Trx;? Prxiil J
ax Prot-5-5G
2H0
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Cytosol
Trx-1 Grx-1

TRP14 Grx-2a,2b L]
TRP32/Txl-1 Grx-3/PICOT
Txl-2 Prx1 O
A MIF Prx II s
i TrxR1 PrxV

GPX1 Prx VI

Tissue Specific
SpTrx-1
SpTrx-2

Gry-2c

FPDI
CaBP1
ERp72

ERdj5/JPDI

T™X

Prx IV

N, 5
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Witamina C

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

* przeciwutleniacz
* kofaktor enzymow (zwilaszcza hydroksylaz)
* naczelne (i swinki morskie) nie moga syntetyzowa¢ witaminy C z powodu

braku oksydazy gulonolaktonowej (GLO)

b i | t
8] O O 0
o<, o<, ook ¢ .
H-lli."—DH H—fi"r—DH HD—?—H H'I:]'—-ICI.'-—H o GLO H-D_I:I'_"I, o
H'D—'[;J—H HD*—-?—H H'I:I'—?—H H'D—{I:—H I-I'D—!'|J
H—{I:—{)H H— f.lt—ﬂH H-(;;—GH H—tlj H—t|:—
H-—~{i‘.-—l."..'l'l-l H— l."l.'r—GH HCI-—(I]—H Hﬂ'—'ll:—H Hﬂ—l‘l.'-—H
CH,OH COOH CH,OH CHsOH CH,OH
D-Glucose D-Glucuronic Acid L-Gulonic acid L-Gulono-ylactone L-Ascorbic acid
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- Wydajna synteza askorbinianu jest uwazana za
mechanizm ochronny przed zwickszonym
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:

* srodowisko zycia 1 dieta naczelnych byty
bogate w askorbinian (gtownie owoce) - brak
presji selekcyjnej

* niedobdér witaminy C prowadzit do
wczesniejszej  $Smierci  osobnikéw  starych,
poprawiajac warunki zycia osobnikéw miodych w
okresach niedoboru pokarmu

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

(@) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Witamina C

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

* niewystarczajacego dostarczania witaminy C w przypadku zywienia

pozajelitowego (latwo rozklada sie podczas przygotowywania i przechowywania
roztworu).

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

HCOH
18]
O

H

OH OH
L-ascorbic acid

MDHA

CH,OH

T

H

OH OH
L-ascorbic acid

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

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

Zmiata nierodnikowe reaktywne

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

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

HEThufe peroksydacle Tipiddw peroksydacje zalezng od aktywacji neutrofilow 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 nitratéw u pacjentow z chorobami naczyn, zabezpiecza uktad oddechowy przed
i oddechowy uszkodzeniami powodowanymi przez wdychane zanieczyszczenia powietrza
- Askornibian moze réwniez dziala¢ prooksydacyjnie, =

zwlaszcza w obecnosci wolnych jondéw zelaza Fe2+ lub
miedzi Cu*, Cu?*.

- }
- Dostarczanie odpowiedniej ilosci witaminy C w diecie L
moze nieco zmniejszaé ryzyko raka macicy. Bl
- Wbrew powszechnym oczekiwaniom proby kliniczne g -
wykazaly, ze suplementacja witaming C nie wplywa na -
ryzyko nowotworow ukladu pokarmowego. |
.5 2

1
Relative Risk
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- Askorbinian wplywa na komorki

srodbtonka w posocznicy. W posocznicy Septic insult Asc DHA
dochodzi kolejno do: I 1
* aktywacji NOX i INOS, l SVCT2 GLUT1
* wzrostu produkcji ROS i ONOO-, [ ¢
* uposledzenia funkcji naczyh: DR tee || = AR == | Dhin
# zmniejszenia przeptywu l e B:l4
# zwickszenia przepuszczalnosci ROS, ONOO" T
N eNOS
- Askorbinian jest pobierany przez T
komorki  przez zalezny od  sodu NO
transporter witaminy C (SVCT2), a Yz
dehydroaskorbinian przez transporter :
glukozy (GLUT1). DHA jest redukowany do capi"irx::::,f:,s 122:;‘,,',’:,’:}:,,’;“8""*'°“
AscC. |
Organ function
- Wewnatrzkomorkowy Asc zmiata ROS i |
ONOO-, zwigkszajac przy tym dostepnosé Survival

BH4 i aktywnos¢ eNOS. Hamuje natomiast
indukcje NOX i iNOS.

() DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Witamina C a NFxB

- Zmniejszenie poziomu Asc w srodbtonku 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
AB

blona 2 DHA
f'j::::"'; komoérkowa — o
— S
- TN AA
DHA ‘x\\ l
Degradacja \
RFTFEE. Aa i
- [ :.. IKKB - DHA
k_/ E pE&5/pS0
Translokacja ;
do jadra = 565/p50 NF<B IF-1
NFxB

hipoksja
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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 Il i przez
reduktaze DHA (z wykorzystaniem glutationu, redukowanego nastepnie dzieki

NADPH) . cytoplazma

przestrzen miedzyblonowa DHA AA

FADH, F

GSH
NAD(P)
HAD{P_}H GSSG ;J
generation NAD(PYH+H"* W mitochondriach AA jest zmiata-

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

/S‘) DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Hypoxia

- HIF-la i HIF-1B sa
transkrybowane konstytuty- e }
wnie. Transcription
- W normoksji (w obecnosci T Niaclevs
tlenu 1 askorbinianu) 2 Normoxia Crosdl
reszty prolinowe i 1 aspara- 206
ginianowa sa hydroksylowa- D:N* @
ne przez hydroksylazy @@
zalezne od zelaza Fe?* i 2- / b, i
oksoglutaranu. Socnae™ -y o jT)

P dzi ¢ q HIF-10 =¥ BHEs ——
- rowadzi 0 0
przytaczenia  biatka von \@ \@ @é
Hippel-Lindau (czes¢ komp- @
leksu ligazy ubikwityny E3) i
degradacji proteasomainej. askorbinian jest niezbedny do aktywnosci hydroksylaz

prolinowych i hydroksylazy asparaginianowej znakujacych
HIF-1 do degradacji w proteasomach w warunkach normoksji
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Oxidative stresses
Viral infections/Inflammation
LU'V/X-ray, lonizing irradiation
Heavy metals
Ischemia-reperfusions

Cytaplasm

Ischemic
Precondition

Survival Factor
Cirowth Factor

Via
Trx-1/Grx-1
System

SHSH SH SH

Transcription
Factors:

AP-1, NFxB, p53
HIFlc, Spl, Sp3

H,0, :

RGP %m

S5 SH SH

Vet

= Endoplasmic Reticulam

" : Nuoleus
=N ey
VaSCUlariy, tion )
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Witamina E

- Witamina E stanowi grupe 8 rozpuszczalnych w ttuszczach kompleksow, réznigcych
si¢ biodostepnoscia:

* a-, B-, y-, 1 o-tokoferoli

* a-, B-, y-, 1 o0-tokotrienoli.

- Komercyjnie dostgpne formy witaminy E zawieraja naturalne lub syntetyczne a-
tokoferole.

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

- Witamina E chroni lipidy przed "o %
peroksydacja, gdyz jest
donorem wodoréw dla wolnych . O
- Ve 2
rodnikow. tokoferole
o 3 Y o
- Efektem dziatania witaminy E R, Ri CHz CHs H H

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

(&? DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Skutki dziatania witaminy E

Inhibition of smooth 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 inflhmmatory 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

& ‘h DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
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Skutki podawania witaminy E

- Badania na zwierzg¢tach 1 analizy danych klinicznych sugerowaly protekcyjny
wptyw suplementacji witaming E na zapobieganie chorobom uktadu krazenia.

- Niektore badania sugerowaty, ze dieta bogata w witamine moze zmniejszaé ryzyko

nowotworow.
i |

o

- Duze proéby kliniczne wykazaty, ze
suplementacja witamina E:

* nie wptywa na ryzyko rozwoju
chorob uktadu krazenia *
* nieco zwicksza ogoélne ryzyko -
smierci .

* nie wplywa na ryzyko rozwoju g

nowotworu prostaty L
<>
Witamina E w diecie a ryzyko rozwoju nowotworéw macicy Relative Risk

DEPABTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY Kirmiziz & Catzidimitriou. Vasc Health Risck Manag 2009,
Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology Bandera et al. Cancer Causes Cont 2009
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- Retinol jest uznawany za efektywny
antyoksydant, gtownie ze wzgledu na
mozliwos¢ zmiatania ROS.

- By¢ moze dostarczanie odpowiedniej
ilosci witaminy A z dietag zmniejsza
ryzyko zachorowania na niektore
nowotwory.

w

Witamina A
3 (Retinol)

itamina A przyjmowana w diecie a ryzyko

rozwoju nowotworow 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 préby kliniczne rozpoczete
w 1985 roku w Finlandii 1 USA
wykazaly:

* 18% wazrost ryzyka nowotworow
pluc po suplementacji  wysokimi
dawkami B-karotenu

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

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOTECHNOLOGY
Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology
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0.1

Intervention

2mg'd
50 mg'altermate days

50 mg'allernate days

Overall®

30 mg + 25000 T retinol 'd

30 mg'd

15 mg + 30 mg e-tocopherol
# 50 pg selenium/d
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Mucleotidase
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P
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Pg,riﬁe nucleocsidase P. Guanine H,0
phosphorylase Ribose-1- @ deaminase NH,
0 O
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Szlak degradacji puryn - powstawanie kwasu moczowego

=
N

A

N
_|
Uric acid
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Kwas moczowy

- Kwas moczowy jest gtéwnym przeciwutleniaczem w ludzkiej surowicy.
Paradoksalnie, jego podezszony poziom koreluje z:
* otyloscia,
* insulinoopornoscia,
* nadcisnieniem, > choroby zwiazane z nasilonym stresem oksydacyjnym
* chorobami serca,
* udarami mozgu.

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

* 7-kwas moczowy ma giéwnie wiasciwosci antyoksydacyjne w surowicy

* 7-kwas moczowy ma giéwnie wiasciwosci prooksydacyjne w komérkach

- Poziom kwasu moczowego jest szkle nizszy u kobiet, z powodu hamujacego
dziatlania estrogendw.

NH
HN

d =
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Synteza kwasu moczowego

- Kwas moczowy jest koncowym

produktem degradacji puryn u ludzi i  ATF Depletion DNA, RNA
malp cztekoksztattnych. Degradation
* linia filogenetyczna cztowiekowatych Emgenms.umcmh‘ / o
utracita aktywnosc oksydazy moczanowej Eriesenos(uchema) R e i
(urykazy), enzymu przeksztalcajacego
kwas moczowy do alantoiny. v
* U pozostatych ssakéw koncowym v
produktem metabolizmu puryn wydziela- Hypoxanthine

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

J' Xanthine oxdoreductase

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

ludzi jest wysokie (200-400 uM), co
zwigksza zagrozenie hiperurycemia |
ryzyko dny moczanowej

- Stezenie kwasu moczowego we Kkrwi  andgreatapes \ l
Uricase

Allantoin
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Synteza kwasu moczowego

Diet and nucleotide turnover

Inosine

Hypoxanthine

Xanthine
Xanthine oxidase
Allantoin gICEEE Urate ———— = Excretory mechanisms
Mormal serum level Urinary: 80%%

Human: 4—G mgadl {240-350 i) Gastrointestinal: 20%
Mouse: <1 magidl (80 ph)

' '

Hyperuricemia Hyperuricosuria

| ' )

Urate crystal Pro-oxidant Uric acid crystals
deposition (gout) (cardiovascular (renal calculi)
effects?) '
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Kwas moczowy jako antyoksydant

- Korzysciag ewolucyjng 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.

A B C
NO- + 0, LDL UA
VA Cu™ { ‘ Nog  \-arginine ]
UA a0 e NF-xB, NADPH NO Arg
-8B, rginase
oxLDL MAPK  oxidase
Mitrosated  Lipid, protein HE4/
proteins peroxidation MOS fCox2 ROS  Mitrosated G-aminouracil Urea
MCP-1 UA
NOS uncoupling G5H
ROS UA + nitrosated GSH
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- W obecnosci ROS lub ONOO- kwas moczowy jest bardzo szybko degradowany, a
produkty jego rozkladu moga by¢ cytotoksyczne. W wysokich stezeniach lub w

obecnosci jonow Cu*/Cu2* kwas moczowy (lub jego pochodne) moze nasilaé
peroksydacje lipidow.

[ Signaling mechanism?)

il K
¥osP noo TS

[Redox-dependent signalilﬁ] [ xidative stress ]

O

(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.

Produkcja ROS (fluorescencja H2DCFDA)

ey

Control | ¢

MnTMPyP - odpowiednik SOD, transportowany
przez blon¢ komoérkowa (dzialanie kwasu
moczowego zwiazane jest z generacja
anionorodnika ponadtlenkowego). Takie same
efekty dawala inhibicja NOX.

N
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