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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Glutation odgrywa gtéwna rol¢ w utrzymaniu fizjologicznej rownowagi migdzy prooksydantami
i antyoksydantami, co decyduje o zyciu i $mierci komérek. Glutation wystgpuje w tkankach or-
ganizmu ludzkiego w kilku postaciach redoksowych, z ktérych najistotniejsze sa: glutation zre-
dukowany (GSH), glutation utleniony (GSSG), S-nitrozoglutation (GSNO) oraz mieszane di-
siarczki glutationu i bialek. Obecnos¢ kazdej z tych postaci w zaleznosci od rodzaju komérki
ijej stanu metabolicznego moze by¢ dla organizmu korzystna lub niepozadana. Istnieje wyrazny
zwiazek miedzy poziomem réznych postaci redoksowych glutationu a szeroko pojetym proble-
mem redoksowej regulacji metabolizmu komérki. W tej sytuacji mozliwos¢ regulowania pozio-
mu glutationu w komérkach moze stanowi¢ niezmiernie wazny czynnik wspomagajacy leczenie.
Wzrost poziomu glutationu jest korzystny we wszystkich stanach chorobowych, ktérym towarzy-
szy spadek poziomu GSH, natomiast obnizenie poziomu GSH jest wskazane do wywotania krot-
kotrwatej immunosupresji w powigzaniu z transplantacja narzadéw, a takze w komdérkach nowo-
tworowych do selektywnego zwigkszania ich wrazliwosci na chemio- i radioterapi¢. Sam GSH
nie moze by¢ stosowany w celach terapeutycznych poniewaz nie ulega transportowi przez blo-
n¢ komoérkowa. Réwniez cysteina — aminokwas limitujacy szybkos¢ biosyntezy glutationu nie
moze by¢ stosowana w terapii z powodu duzej neurotoksycznosci. Dlatego obecnie obserwuje
si¢ intensywne poszukiwania mozliwosci modulowania poziomu GSH i cysteiny w komoérkach,
a problem ten moze stanowi¢ przedmiot interdyscyplinarnych badan taczacych takie gal¢zie na-
uki, jak biologia, farmakologia, toksykologia i medycyna kliniczna.

glutation * antyoksydanty ¢ stres oksydacyjny ¢ S-nitrozoglutation ¢ glutationylacja biatek

Summary

Glutathione plays a key role in maintaining a physiological balance between prooxidants and an-
tioxidants, crucial for the life and death of a cell. Glutathione occurs in the human body in seve-
ral redox forms, of which reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), S-nitroso-
glutathione (GSNO), and mixed disulfides of glutathione with proteins are the most important.
There is a clear relationship between the levels of different redox forms of glutathione and the
regulation of cellular metabolism in a broad sense. Therefore, each of these forms of glutathio-
ne can be beneficial or harmful to the organism depending on the cell type and its metabolic sta-
tus. In such a situation, elevation of GSH level can constitute a very important factor aiding tre-
atment. A rise in GSH level is beneficial in all pathological states, accompanied by lowered GSH
content, while a lowering of GSH level is an indication to induce short-term immunosuppres-
sion required in organ transplantation and in tumor cells to selectively increase their sensitivity
to chemo- and radiotherapy. GSH itself cannot be used as a therapeutic since it is not transpor-
ted through plasma membranes. Cysteine, an amino acid which limits glutathione biosynthesis,
also cannot be used in therapy due to its high neurotoxicity. For this reason, there is currently an
intensive search for possibilities of modulating cellular glutathione and cysteine levels, and this
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problem can be the subject of interdisciplinary studies combining such scientific fields as biolo-
gy, pharmacology, toxicology, and clinical medicine.
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WprRoWADZENIE

Glutation, czyli y-glutamylocysteinyloglicyna (y-glu-cys-
gly) jest najbardziej rozpowszechnionym niskoczasteczko-
wym zwiazkiem tiolowym w przyrodzie (ryc. 1). Wystepuje
we wszystkich komorkach prokariotycznych i eukario-
tycznych. Zwiazek ten po raz pierwszy zostat opisany juz
w 1888 r. przez de Rey-Pailhade’a [62]. Obecnie glutation
jest jedna z intensywniej badanych czasteczek wystgpuja-
cych w komérkach organizmu ludzkiego. W poswigconych
mu publikacjach naukowych, zwiazek jest przedstawiany
jako niezwykty, osobliwy [79]. W opracowaniach popu-
larnonaukowych entuzjazm jest jeszcze wigkszy.

Ta ,,dobra (naukowa i nienaukowa) prasa’” glutationu jest
w pelni uzasadniona. Niezwykla i osobliwa jest bowiem
i struktura glutationu, jego biosynteza i biodegradacja, jak
réwniez petnione funkcje. Biosynteza glutationu przebiega
w cytoplazmie niemal wszystkich komérek z glutaminianu
(glu), cysteiny (cys) i glicyny (gly) bez matrycy RNA [64].
Osobliwos¢ struktury polega na tym, Ze z grupa ol-aminowa
cysteiny wiaze si¢ grupa nie oi-, a y-karboksylowa glutami-
nianu, tworzac w ten sposob nietypowe wigzanie peptydowe
(wiazanie izopeptydowe). Wiazanie to chroni glutation przed
wewnatrzkomérkowymi peptydazami. Jedynym enzymem,
dla ktérego wiazanie to nie stanowi przeszkody jest, umiej-
scowiona po zewnetrznej stronie btony komérkowe;j, y-glu-
tamylotransferaza [EC 2.3.2.2], zwana tez glutationaza.

Druga, oprécz wiazania izopeptydowego, cecha charak-
terystyczna w strukturze glutationu jest obecnos¢, naleza-
cej do reszty cysteiny, grupy tiolowej (—SH), z ktéra bez-
posrednio wiaza si¢ jego biologiczne funkcje. Grupy —SH
naleza do najbardziej reaktywnych grup chemicznych, ja-
kie wystepuja w komorce [29,54].

Do najwazniejszych przemian w uktadach biologicznych
przebiegajacych z udziatem grup —SH naleza:

¢ Jedno- i dwuelektronowe reakcje odwodorowania z po-
wstawaniem rodnikow tiylowych i disulfidéw.

* Reakcje utleniania, w ktérych siarka przechodzi na do-
datnie stopnie utlenienia; ostatecznym produktem tego
typu przemian sa kwasy sulfonowe.

* Dysocjacja kwasowa grup —SH; powstajace aniony tio-
lanowe (—S7) sa nukleofilami, ktdére reaguja z: (1) di-
siarczkami —SS-; prowadzi to do wymiany tiolowo-
disiarczkowej, (2) egzo- i endogennymi zwigzkami
elektrofilowymi; prowadzi to do utworzenia S-koniu-
gatéw, (3) kationem nitrozoniowym NO*, jedna z reak-
tywnych form azotu; prowadzi to do powstania S-nitro-
zotioli.

* Kompleksowanie jonéw metali.

Antyoksydacyjne dziatanie glutationu wiaze si¢ z detok-
sykacja nadtlenku wodoru, nadtlenkéw organicznych i in-
nych reaktywnych form tlenu, a takze egzo- i endogennych
zwiazkow elektrofilnych oraz z mozliwoscia chelatowania
niebezpiecznych jonéw metali [70,79]. Potencjat redoks
uktadu GSSG/GSH umozliwia réwniez reakcje migdzy
glutationem zredukowanym a utlenionymi postaciami in-
nych antyoksydantéw (tabela 1).

Jednak w miarg poszerzania si¢ wiedzy o glutationie sta-
je si¢ coraz bardziej oczywiste, ze zasigg jego dziatania
w komorce jest znacznie wigkszy. Glutation poza zmiata-
niem RFT i regeneracja innych antyoksydantéw uczestni-
czy takze w odtwarzaniu uszkodzonych sktadnikéw ko-
morki, gtéwnie biatek i lipidéw bton komdrkowych oraz
DNA [70]. Ponadto zwiazek bierze udziat w utrzymaniu
prawidiowego potencjatu redoksowego komérek [20], co
ma znaczenie w regulacji wewnatrzkomérkowego meta-
bolizmu [28], w procesach wzrostu i réznicowania si¢ ko-
morek [70,71] i apoptozy [35,36]. Badania ostatnich lat
wskazuja, ze w oSrodkowym uktadzie nerwowym gluta-
tion pelni rolg swoistego neuromodulatora neurotransmi-
sji glutaminianergicznej oraz nowego neuroprzekaznika
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Ryc. 1. Glutation

[16,19,33,47,55]. Pojawiaja si¢ jednak doniesienia o mozli-
wosci niekorzystnego dziatania glutationu [22,25]. Zwiazek
ten budzi wigc coraz wigksze zainteresowanie lekarzy i far-
makologéw, a liczba osrodkéw podejmujacych badania po-
Swigcone strategiom selektywnego modulowania poziomu
glutationu w komoérkach stale rosnie.

PoDSTAWOWY METABOLIZM GLUTATIONU

Cykl y-glutamylowy

Biosynteza i biodegradacja glutationu sa czgscia procesu
metabolicznego przedstawionego przez Meistera, okresla-
nego jako cykl y-glutamylowy (ryc. 2) [61,63]. Cykl y-glu-
tamylowy jest jednym z ciekawszych odkry¢ z zakresu bio-
chemii glutationu.

W organizmie cztowieka biosynteza glutationu odbywa
si¢ w cytoplazmie wszystkich niemal komérek, w dwu-
stopniowej reakcji przebiegajacej z udziatem zaleznych
od ATP enzyméw: syntetazy y-glutamylocysteinylowej
[YSGC; EC 6.3.2.2] oraz syntetazy glutationowej [SG; EC
6.3.2.3]. Podstawowymi substratami w biosyntezie gluta-
tionu (y-glu-cys-gly) sa trzy aminokwasy: L-o glutaminian
(glu), L-a cysteina (cys) oraz glicyna (gly).

glu + cys + ATP —— y-glu-cys + ADP + Pi (1)
V-glu-cys + gly +ATP ———— y-glu-cys-gly + ADP + Pi (2)

W reakcji pierwszej, katalizowanej przez YSGC powstaje
nietypowe wiazanie peptydowe mi¢dzy grupa y-karboksy-
lowa glutaminianu a grupa aminowa cysteiny. Czynnikiem
ograniczajacym szybkos¢ tej reakcji jest dostgpnosc cy-
steiny. Z metioniny jako prekursora cysteiny moga jedy-
nie korzystaé te tkanki, w ktérych wystgpuje aktywnosé
enzymoOw zwiazanych z biodegradacja tego aminokwasu,
a wigc watroba oraz w mniejszym stopniu nerki i trzust-
ka [8]. Natomiast dla wszystkich pozostatych tkanek jedy-
nym Zrédtem cysteiny jest osocze, gdzie cysteina wystgpuje
gtéwnie w postaci disiarczku, czyli cystyny (Cys-S-S-Cys).
Aktywnos¢ YSGC jest ponadto regulowana na poziomie
transkrypcji poprzez szlaki sygnatowe zalezne od stanu
redoksowego komorek [73,80]. W drugiej reakcji, katali-
zowanej przez SG powstaje wiazanie peptydowe migdzy
grupa karboksylowa cysteiny a grupa aminowa glicyny.

Tabela. 1. Wartosci standardowego biologicznego potencjatu redoks
(E,) reakqji jedno- i dwuelektrodowych dla wybranych
ukfadéw biologicznych

Uktad E, [V]
GSSG/GSSG(glutation) -1,50
Fet3/Fet? -0,77

0,/0, -0,33
NAD(P)* /NAD(P)H -0,32
liponian/dihydroliponian -0,29
GSSG/GSH (glutation) -0,23
Y/t -0,17
FAD/FADH, -0,06
ESSE/ESH (ergotioneina) -0,06
dehydroaskorbinian/askorbinian -0,058
eyt +048
0,/H,0 +0,82
H,0,/0,~ +0,87
R00/ROOH +1,00
NO/NO* +1,21

GS'/GS™ (glutation) +0,92
H,0,/H,0 +1,32
‘OH/H,0 +2,31

Korncowy produkt reakcji — glutation, hamuje na zasadzie
ujemnego sprzgzenia zwrotnego aktywnos¢ YSGC i wyla-
cza biosyntezg. Z kolei nadmiar glutaminianu poprzez in-
terakcje z miejscem regulatorowym YSGC moze ponow-
nie nasila¢ biosynteze glutationu [73].

Glutation, syntetyzowany w cytosolu komoérek, jest degra-
dowany w przestrzeni pozakomdrkowej. Proces ten, podob-
nie jak biosynteza, zachodzi dwustopniowo, z udziatem
v-glutamylotranspeptydazy [y-GT; EC 2.3.2.2] oraz dipep-
tydazy cysteinyloglicynowej [DP; EC 3.4.13.6]. Enzymy
te, to biatka btonowe, umiejscowione po zewngtrznej po-
wierzchni btony komérkowe;.

v-glu-cys-gly + aa —— > cys-gly+ y-glu-aa (3)
cys-gly + H, O ———— cys + gly (4)

W pierwszym etapie biodegradacji z udziatem yGT (reak-
cja 3) nastgpuje hydroliza nietypowego wiazania pepty-
dowego (izopeptydowego) miedzy grupa y-karboksylowa
glutaminianu, a grupg aminowa cysteiny. Uwolniona reszta
Y-glutamylowa jest przenoszona na akceptor aminokwaso-
wy (aa) z utworzeniem y-glutamyloaminokwasu (y-glu-aa).
Powstajacy dipeptyd cysteinyloglicyna pod wptywem DP
(reakcja 4) ulega dalszej hydrolizie do glicyny i cysteiny,

440



Bilska A. i wsp. - Rdzne oblicza biologicznej roli glutationu

5-X S
y-glu-cys-gly cys-gly

GSH
(v-glu-cys-gly)

) cys-gly
aminokwas

y-glutamylo-

TAn AR AR RARARAANAL transpeptydaza | iPeptydaza fi
SUdUAULLLLLLLULLLLLLLLLLLLLLLLLLIULLLLLLLLY

(
< gty

Y-glu-C%-gly
X ADP™+ P, ATP

S-transferaza syntetaza
glutationowa glutationowa

X - lek lub inny ksenobiotyk
gly - glicyna

cys - cysteina

cys-gly - cysteiloglicyna
y-glu-cys-gly (GSH) - glutation

S-X
y-glu-cys-gly - koniugat glutationu

v-glu-aminokwas

ly

\

ek AR
aminokwasow QQQQQQQQQQQ&&%%

v \_> cys-S-X

y-glu-aminokwas

aminokwas

N-acetylo-

5-oxoprolina
P transferaza

ATP
cys DP+P,

y-glu-cys-gly <7+ y-glu-cys <7+ glu v

ADP™+ P, ATP
syntetaza
y-glutamylocysteiny

N-acetylo-Cys-S-X
kwas merkapturowy

Ryc. 2. (ykl y-glutamylowy Meistera (wg [64]; zmodyfikowana)

|
y-glu cys-gly
y-GT
SIH
y-glu-cys-gly “S-cys-gly
(GSH)

Fe " 05 H,0

Fez+ Oz HzOz

Ryc. 3. Powstawanie reaktywnych form tlenu w wyniku aktywnosci yGT

a y-glu-aa wraca do komérki, gdzie pod wptywem 7y-gluta-
mylocyklotransferazy jest przeksztatcany do wolnego ami-
nokwasu i 5-oksoproliny. Ta ostatnia z udzialem zaleznej
od ATP oksoprolinazy jest przeksztalcana do glutaminia-
nu. Powstate w wyniku enzymatycznego rozpadu glutatio-
nu aminokwasy (glu, cys, gly) moga zatem ponownie by¢
wykorzystane do jego biosyntezy. Nalezy tu wspomnie¢,
ze w warunkach fizjologicznych wystegpuje przewaga anio-
nu tiolanowego dipeptydu cysteinylo-glicynowego (wartos¢
pKa grupy tiolowej cysteinylo-glicyny wynosi 7,9; dla przy-

pomnienia wartos¢ pKa grupy tiolowej GSH wynosi 8,8).
Anion ten w obecnosci nawet Sladowych ilosci jonéw Fe*?
ulega utlenieniu do rodnika tiylowego cysteinylo-glicyny
z jednoczesna redukcja jonéw Fe** do Fe*>. W reakcji Fe*?
z tlenem czasteczkowym powstaje anionorodnik ponadtlen-
kowy, bedacy substratem dla dysmutazy ponadtlenkowej,
a ostatecznym produktem tych przemian jest nadtlenek wo-
doru (ryc. 3). Oznacza to, ze procesowi zewnatrzkomorko-
wej hydrolizy GSH towarzyszy stres oksydacyjny, a GSH
z antyoksydanta staje si¢ prooksydantem.

441



Postepy Hig Med Dosw (online), 2007; tom 61: 438-453

BI0CHEMIA UKLADU 0KSYDACYINO-REDUKCYINEGO GSSG/GSH

Wartos¢ standardowego potencjatu redoks EO’ (tabela 1)
dla dwuelektronowej reakcji odwodorowania grupy tiolowe;j
glutationu z utworzeniem disulfidu (GSSG/GSH) wynosi —
0,23 V [7]. Wartos$¢ ta jest nizsza od wartosci EO” dla dwu-
elektronowych reakcji odwodorowania innych biotioli, takich
jak cysteina i ergotioneina oraz wielu innych reakcji odwodo-
rowania, natomiast jest wyzsza jedynie w stosunku do warto-
Sci EO” dla dwuelektronowej reakcji odwodorowania liponia-
nu [3,7]. Utlenienie glutationu do disulfidu moze zachodzi¢
nieenzymatycznie lub — jezeli czynnikiem utleniajacym jest
nadtlenek wodoru lub nadtlenki organiczne — enzymatycznie
z udzialem peroksydazy glutationowej [EC 1.11.1.9]. Disulfid
glutationu powstaty w procesie redukcji zwiazkéw utleniaja-
cych moze zostaé¢ ponownie bezposrednio zredukowany przez
dihydroliponian lub pod wptywem reduktazy glutationowe;j
[EC 1.6.4.2] z udziatem NADPH jako koenzymu [11,58].
Niezbedny w tej reakcji NADPH powstaje w wyniku dziata-
nia dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej [EC 1.1.149] lub
dehydrogenazy izocytrynianowej [EC 1.1.1.42]. Potencjat re-
doksowy glutationu umozliwia réwniez reakcje migdzy gluta-
tionem zredukowanym (GSH) a utlenionymi innymi, nietio-
lowymi antyoksydantami (askorbinian, witamina E).

NAJWAZNIEJSZE BIOLOGICZNE FUNKCJE GLUTATIONU

W typowej komorce eukariotycznej dominuje postaé zre-
dukowana glutationu (GSH), posta¢ utleniona (GSSG)
stanowi mniej niz 1% catkowitej puli. Glutation wystgpu-
je w cytoplazmie, mitochondriach i w jadrze w duzych,
dochodzacych do 10 mM, stezeniach. Jedynie w siatecz-
ce endoplazmatycznej jego stgzenie jest znacznie mniej-
sze, sigga tylko 2 mM [45]. Pozakomoérkowe stezenia glu-
tationu, z wyjatkiem zd6fci, ktéra zawiera glutation nawet
w stezeniu 10 mM, sa znacznie nizsze (np. w osoczu krwi
stgzenie glutationu wynosi okoto 20 uM) i dominuje po-
sta¢ utleniona [54].

Glutation jako najwazniejszy bufor tiolowy komérek

Stosunek stgzen postaci zredukowanej do utlenionej glu-
tationu [GSH]/[GSSG], jest okreslany symbolem R i sta-
nowi miarg stanu oksydacyjno-redukcyjnego komorki
[29,30]. Wartos¢ R w komdrkach watroby w warunkach
fizjologicznych wynosi 300—400, podczas glodu okoto
150, a pod wptywem silnego stresu oksydacyjnego moze
spas¢ nawet do 2.

Reaktywne formy tlenu (RFT) i reaktywne formy azotu
(RFA) sa czasteczkami, ktére oprocz destrukcyjnego dzia-
fania na sktadniki komorek, moga réwniez petnié pozytyw-
na role w procesach transdukcji sygnatéw. Wigzanie proza-
palnych cytokin przez swoiste receptory btonowe indukuje
stres oksydacyjny, ktéry stanowi sygnat przekazywany na
czynniki transkrypcyjne aktywujace ekspresje okreslonych
gendw [49,50,65]. Pierwszym poznanym u Eukaryota czyn-
nikiem transkrypcyjnym aktywowanym w odpowiedzi na
stres oksydacyjny jest NF-kB [49,74]. Istotnym byto odkry-
cie, potwierdzone przez cztery niezalezne osrodki, ze czyn-
nik transkrypcyjny NF-kB pod wptywem m.in. takich czyn-
nikoéw jak cytostatyki i czynnik nekrozy nowotworu (TNF)
ulega aktywacji i w postaci aktywnej moze hamowac proce-
sy apoptozy w komérkach [9,85]. Jednak wiadomo réwniez,

ze aktywny NF-kB moze wykazywac dziatanie antyapop-
totyczne [9]. Wykazano mianowicie, ze aktywacja NF-kB
indukuje biosyntezg¢ dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD;
EC 1.15.1.1), co zapobiega apoptozie neuronéw wywotane;j
dziataniem czynnika TNF-a i ceramidu [60].

Aktywacji NF-kB przeciwdzialaja zwiazki chelatujace
jony metali i antyoksydanty, w tym réwniez GSH oraz
czynniki powodujace wzrost poziomu GSH w komérkach
[41]. Przy fizjologicznym stosunku [GSH]/[GSSG] czyn-
nik NF-kB pozostaje w cytoplazmie w postaci nieaktyw-
nej [80]. Doktadny mechanizm dziatania GSH, jako inhi-
bitora aktywacji NF-kB jest jak dotad nieznany. Na pewno
rola GSH polega tu, podobnie jak i innych antyoksydan-
téw na zmniejszaniu stresu oksydacyjnego. Mozna jednak
przypuszczad, ze nie jest to mechanizm jedyny.

S-glutationylacja bialek jako mechanizm regulacyjny
i antyoksydacyjny

Ostatnio duze zainteresowanie wzbudzaja reakcje biatek
z glutationem, prowadzace do powstawania mieszanych di-
siarczkéw (biatko-S-S-glutation). Proces ten, nazywany S-
glutationylacja, postrzegany jest jako jeden ze sposoboéw
odwracalnej, kowalencyjnej modyfikacji biatek o znacze-
niu regulacyjnym i antyoksydacyjnym [51]. Najwigkszym
zagrozeniem dla komorek jest niebezpieczenstwo nieod-
wracalnego utlenienia grup —SH biatek do kwaséw sulfino-
wych (B-SO,H) i sulfonowych (B-SO,H). Antyoksydacyjne
dziatanie tego procesu polega na ochronie grup —SH przed
nieodwracalnym utlenianiem, a tym samym przed nieod-
wracalng utrata biologicznej aktywnosci. Do utworzenia
mieszanych disiarczkéw biatko-S-S-glutation prowadza dwa
mechanizmy: (1) grupy —SH biatek, odwracalnie utlenione
do rodnikéw tiylowych (S°), kwaséw sulfenowych (-SOH)
lub S-nitrozotioli (SNT) reaguja z GSH; (2) r6zne posta-
ci redoksowe glutationu (rodnik tiylowy glutationu — GS*;
S-nitrozoglutation — GSNO; kwas sulfenowy glutationu —
GSOH) reaguja z grupami -SH biatek (ryc. 4).

Do powstawania mieszanych disiarczkéw moze réwniez
dochodzi¢ w reakcji wymiany tiolowo-disiarczkowe;.

Biatko-S— + GSSG ——— Biatko-S-S-G + GS-

Jest to mozliwe jednak tylko przy odpowiednio wysokim
stgzeniu GSSG. W warunkach fizjologicznych, przy panu-
jacym w komérkach wysokim stosunku stezenn GSH/GSSG,
proces ten jest bardzo ograniczony.

Wykazano, ze wsréd biatek ulegajacych modyfikacji po-
przez S-glutationylacj¢ sa tak istotne w procesach regu-
lacyjnych enzymy jak m.in.: fosfatazy i kinazy biatkowe
[17,20,82], czynniki transkrypcyjne AP-1 i NF-kB [12]
oraz biatka z rodziny chaperonéw [15]. S-glutationylacji
ulegaja réwniez biatka pozakomoérkowe np. hemoglobina.
Wzrost stgzenia S-glutationylowanej hemoglobiny obser-
wuje si¢ m.in. u oséb z cukrzyca typu 1 i 2, hiperlipide-
mig oraz u pacjentéw dializowanych z powodu terminal-
nej niewydolnosci nerek [31].

Dla wigkszosci biatek utworzenie mieszanego disiarczku
z glutationem najczesciej prowadzi do zahamowania aktyw-
nosci. Przyktadem biatka, ktére poprzez S-glutationylacje
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Ryc. 4. S-glutationylacja, czyli proces powstawania mieszanych disiarczkw z biatkami

ulega aktywacji jest, zwiazana z detoksykacyjnym dziata-
niem glutationu, S-transferaza glutationowa [82]. Sa row-
niez i takie biatka, dla ktérych zmiana aktywnosci biolo-
gicznej pod wptywem S-glutationylacji zalezy od pozycji
reszty cysteinowej ulegajacej modyfikacji. Na przyktad pro-
teaza ludzkiego wirusa uposledzenia odpornosci typu 1.
Enzym ten jest homodimerem zawierajacym dwie, ulegaja-
ce S-glutationylacji reszty cysteinowe: Cys67 i -znajdujaca
si¢ na potaczeniu podjednostek — Cys95. S-glutationylacja
Cys67 powoduje wzrost, natomiast S-glutationylacja Cys95
prowadzi do spadku aktywnosci enzymu [21].

Udzial S-glutationylacji w potranslacyjnej
modyfikacji biatek

S-glutationylacja jest takze obecna przy ,,narodzinach
i $mierci biatek”. Proces ekspresji genu nie koniczy si¢ na

etapie translacji, uwalniany z rybosomu polipetyd pozo-
staje nieaktywny, dopdki nie zostanie poddany réznego
typu mechanizmom obrébki potranslacyjnej, czyli sfatdo-
waniu w aktywna biologicznie strukturg. Etapem limitu-
jacym szybkos¢ i decydujacym o prawidtowym fatdowa-
niu si¢ bialek jest utlenienie grup sulfhydrylowych reszt
cysteinowych z powstaniem mostkéw -SS- stabilizujacych
strukture przestrzenna czasteczki biatka [27]. Proces ten
przebiega w retikulum endoplazmatycznym (RE), gdzie
utleniaczem grup —SH cysteiny w nowo zsyntetyzowanych
biatkach jest disiarczek glutationu, GSSG. Nic wigc dziw-
nego, ze poziom GSSG w tym przedziale komérkowym jest
znacznie wyzszy niz w pozostatych. Podczas gdy w cyto-
plazmie stosunek stezen [GSH]/[GSSG] jest rz¢du 100:1,
to w RE warto$¢ ta wynosi 3:1-1:1 [45]. Enzymem, ktéry
katalizuje zaréwno wytwarzanie mostkéw disiarczkowych,
jak i reakcje izomeryzacji grup -SH i -SS- jest biatkowa
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biatko biatko
Trx/TrxR zmodyfikowane
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Ryc. 5. Cyklicznos¢ procesu S-glutationylacji i detiolacji biatek z udziatem glutaredoksyny i tioredoksyny

izomeraza disulfidowa, PDI [EC 5.3.4.1]. Jednym z me-
chanizméw powstawania w biatkach disiarczkéw z udzia-
fem PDI jest przenoszenie reszty glutationowej z GSSG
na biatko z utworzeniem mieszanego disiarczku (S-gluta-
tionylacja). W nastgpnych reakcjach formuja si¢ wtasciwe
wewnatrzczasteczkowe wigzanie disiarczkowe czemu to-
warzyszy uwolnienie GSH [75].

SH-Biatko—SH + GSSG ——— SH-Biatko—SSG (5)
SH-Biatko—-SSG —— Biatko-(S)2 + GSH (6)

Badania nad procesem zwijania si¢ biatek, oprécz aspek-
tu poznawczego, moga mie¢ rowniez charakter aplikacyj-
ny, poniewaz istnieja choroby, ktérych przyczyna sa za-
burzenia konformacyjne bialek (protein conformational
disorders — PCDs).

Regulujacy wplyw S-glutationylacji w procesie
biodegradacji bialek

Oczywistym jest, ze proteom komérki zmienia si¢ w czasie,
czyli ze musi zachodzié nie tylko biosynteza nowych, ale
rowniez biodegradacja biatek juz niepotrzebnych. Proces
usuwania biatek musi by¢ bardzo selektywny, tak by byty
degradowane tylko wiasciwe bialka, a jednoczesnie wystar-
czajaco szybki, by nadazy¢ za nagtymi zmianami metaboli-
zmu komorki. W komérkach eukariotycznych podstawowy
system kontrolowanej biodegradacji biatek jest zwiazany
z ubikwityna i proteasomem. Ubikwityna, biatko sktada-
jace si¢ z 76 aminokwasow, jest przytaczana do reszt li-
zyny tych bialek, ktére sa przeznaczone do biodegradacji.
Tylko biatka oznakowane ubikwityng moga by¢ nastgpnie
degradowane w proteasomie [18]. W komérkach eukario-
tycznych proteasom jest duzym kompleksem, w sktad kt6-
rego wchodzi az 14 réznych typéw podjednostek biatko-
wych [32]. W procesie biodegradacji biatek glutation ma
swoj udziat zaréwno w reakcjach zwiazanych z ubikwity-
nylacja, jak i z aktywnoS$cia samego proteasomu. Stgzenia
GSH i GSSG mieszczace si¢ w zakresach mikromolowych
aktywuja proteasom, natomiast stgzenia wyzsze, milimolo-

we wptywaja hamujaco [12,32]. W przytaczeniu ubikwity-
ny do biatek uczestniczg trzy enzymy okreslane jako E1, E2
i E3, a S-glutationylacja w centrach aktywnych enzyméw
E1 i E2 prowadzi do zahamowania aktywnosci [82].

Mechanizmy detiolacji

Do tego, zeby proces S-glutationylacji mégt skutecznie spet-
nia¢ funkcje regulacyjna i antyoksydacyjna konieczna jest
mozliwos¢ szybkiego przywracania grup tiolowych biatek
do postaci zredukowanej. Detiolacja S-glutationylowanych
(deglutationylacja) biatek moze przebiegac¢ enzymatycznie
i nieenzymatycznie. W wigkszosci przypadkéw szybkosc
powyzszej reakcji zalezy od aktywnosci oksydoreduktaz
biatkowo-disulfidowych: -wspomnianej juz - izomerazy
biatkowo-disulfidowej, glutaredoksyny (Grx), zwanej tak-
ze tioltransferaza oraz tioredoksyny (Trx) (ryc. 5).

Glutaredoksyna i tioredoksyna sa uwazane za systemy an-
tyoksydacyjne regulujace homeostaze tiolowo-disiarcz-
kowa w komoérkach. Enzymy te katalizuja redukcje mie-
szanych disiarczkéw biatek, czemu towarzyszy utlenianie
grup —SH w ich miejscach aktywnych z powstawaniem we-
wnatrzczasteczkowego mostku disiarczkowego.

Glutaredoksyna ma wigksza aktywnos¢ detiolazowa niz Trx
i PDI. Badania Holmgrena wykazaly, ze Grx regeneruje
biatka zmodyfikowane przez S-glutationylacje z szybkoscia
okoto 10 razy wigksza niz pozostate oksydoreduktazy [43].
Utleniona posta¢ glutaredoksyny jest nastgpnie redukowa-
na przez GSH (ryc. 6). Stad redukcyjna aktywno$¢ glutare-
doksyny wymaga zredukowanych grup —SH w centrum ak-
tywnym, co z kolei zalezy od podazy zredukowanego GSH
[54]. Dlatego ,,uktad glutaredoksynowy”, oprécz glutare-
doksyny i glutationu, wymaga réwniez NADPH i redukta-
zy glutationowej. Glutaredoksyna, wykorzystuje rowniez
zredukowany GSH w reakcji redukcji rybonukleotydéw
do deoksyrybonukleotydéw. Dane dostgpne w literaturze
wskazuja réwniez na mozliwos¢ udzialu glutaredoksyny
w procesie powstawania mostkéw disiarczkowych w biat-
kach z udziatem PDI w obecnosci GSSG [56].
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Ryc. 7. Mechanizm dziatania tioredoksyny

Uktad tioredoksynowy, tak jak i uktad glutaredoksynowy,
bierze udziat w syntezie deoksyrybonukleotydéw, a bez-
posrednim Zrédtem wodoru w tym procesie jest NADPH.
W przeciwienstwie natomiast do glutaredoksyny, ktéra re-
dukuje tylko mieszane disiarczki zawierajace glutation, tio-
redoksyna redukuje wszystkie biatkowe disulfidy (w tym
rowniez zawierajace glutation) [54] (ryc. 7). W skiad tak
zwanego ,,ukltadu tioredoksynowego, oprécz tioredoksy-
ny, wchodzi wigc reduktaza tioredoksynowa [EC 1.8.1.9]
i NADPH. Poza tioredoksyna substratami reduktazy tio-
redoksynowej sa: nadtlenki kwasow ttuszczowych, wita-
mina K oraz anionorodnik ponadtlenkowy [54].

Warto wspomnied, ze utleniona postac tioredoksyny moze
by¢ bezposrednio redukowana, podobnie jak GSSG, przez
dihydroliponian (DHLA) [14].

Dobre i zte strony powstawania S-koniugatow
glutationu

Reakcjami prowadzacymi do spadku stgzenia komoérko-
wego GSH sa, oprécz reakcji z RFT, réwniez reakcje po-

wstawania S-koniugatéw z toksycznymi, elektrofilnymi
egzo- i endogennymi substancjami (GSX). Proces sprzgga-
nia z glutationem poprzedza mikrosomalna transformacja
endo- lub egzogennej czasteczki (ksenobiotyku) z udzia-
tem cytochromu P-450. Sa to tak zwane reakcje I fazy de-
toksykacji. Reakcje II fazy detoksykacji — to sprzgganie,
zmodyfikowanych w I fazie czasteczek, najczesciej z GSH,
a takze z aktywnym kwasem glukuronowym (UDPGA), ak-
tywnym kwasem siarkowym (PAPS), aktywnym kwasem
octowym (acetylo-CoA), aktywna metioning (SAM) oraz
glicyna. Sens biologiczny tych przemian polega gtéwnie na
zwigkszeniu hydrofilowosci substancji w celu skutecznego
wydalenia jej przez nerke z moczem. Nie zawsze jednak,
mimo ze procesy te okresla si¢ powszechnie jako detok-
sykacje, nastepuje zmniejszenie toksycznosci, czasami nie
ulega ona zmianie, a niekiedy moze nawet nasila¢ sig.

Reakcja powstawania S-koniugatéw glutationu z elektro-
filnymi czasteczkami (GSX) moze by¢ nieenzymatyczna,
jest jednak znacznie przyspieszana przez S-transferazy
glutationowe [80]. Dalsza biodegradacja GSX przebiega,
podobnie jak degradacja samego GSH, w cyklu y-gluta-
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mylowym i prowadzi ostatecznie do S-koniugatéw cyste-
iny (CysSX) (ryc. 2).

Zdecydowana wigkszo$¢ S-koniugatéw cysteiny ulega na-
stgpnie reakcji N-acetylacji z udziatem N-acetylotransfe-
razy, przechodzac ostatecznie w nietoksyczne, wydalane
z moczem, kwasy merkapturowe. Jednak niektére S-ko-
niugaty cysteiny, na przyktad z chloropuryna, sa rozkta-
dane przez B-liaze z uwolnieniem pirogronianu, amonia-
ku i toksycznych dla komérek tioli (ryc. 8) [80].

Toksyczno$¢ ta jest szczegdlnie nasilona w nerkach ze
wzgledu na duza, zwlaszcza w kanalikach proksymal-

nych, aktywnos¢ B-liazy, co prowadzi do uwalniania tok-
sycznych, generujacych RFT, tioli (ryc. 8). Opisano zwigk-
szong zapadalno$¢ na nowotwory, umiejscowione wilasnie
w kanalikach proksymalnych, oséb narazonych zawodo-
wo na dziatanie trichloroetylenu [39]. Nerki maja ponad-
to aktywnos$¢ N-deacetylazy, enzymu antagonistycznego
do N-acetylotransferazy. Umozliwia to przeksztalcanie
w nerce, powstajacych w watrobie, merkapturanéw z po-
wrotem do S-koniugatéw cysteiny, bedacych substratem
B-liazy [57]. W tym przypadku, paradoksalnie, utworze-
nie potaczenia ksenobiotyku z glutationem, mato ze nie
jest korzystne dla komorki, lecz przeciwnie moze prowa-
dzi¢ do jej uszkodzenia, a nawet nowotworu. Ponadto prze-
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miany tego typu prowadza nieodwracalnie do utraty resz-
ty cysteiny z glutationu, co pociaga za soba uszczuplenie
komérkowej puli GSH.

Natomiast w przypadku detoksykacji p-acetamidofenolu
(popularny APAP), mikrosomalny metabolizm tego leku
z udziatem cytochromu P-450 prowadzi do niezwykle tok-
sycznej N-acetylo-p-benzochinonoiminy [80]. Przy niedo-
borze GSH ten toksyczny metabolit powoduje arylacjg DNA
i biatek, modyfikacj¢ komérkowych grup tiolowych, nasile-
nie reakcji oksydacyjnych i w koricu nekrozy komoérek wa-
troby. Natomiast przy dostatecznej podazy GSH N-acety-
lo-p-benzochinonoimina ulega sprzg¢ganiu do S-koniugatu,
z ktérego w nastgpnych reakcjach poprzez CysSX i reakcje
N-acetylacji powstaje nietoksyczny, wydalany z moczem
kwas merkapturowy. W tym przypadku biotransformacja
ksenobiotyku z udziatem GSH stanowi rzeczywisty pro-
ces detoksykacji. Oprécz opisanych istnieja jeszcze i takie
sytuacje, kiedy powstajacy S-koniugat glutationu i kseno-
biotyku wykazuje wigksza reaktywnos¢ i toksycznos¢ niz
substancja wyjsciowa. Na przyktad genotoksyczny, uszka-
dzajacy DNA, S-chlorometyloglutation, koniugat glutatio-
nu z dichlorometanem [39].

GSH tworzy réwniez, jak juz wspomniano, S-koniugaty
z elektrofilnymi substancjami endogennymi. Sg to gtéw-
nie 4-hydroksynonenal (4-HNE) i 15-deoksy-A'>"-pro-
staglandyna J, (15d-PGJ,) — toksyczne i niebezpieczne
dla komoérki produkty peroksydacji lipidow. Na ogdt wigc
sprzegnigcie tych zwiazkéw z glutationem jest dla komor-
ki korzystne. Nalezy jednak zauwazy¢, ze polaczenia te
hamuja ekspresje¢ genéw kodujacych biatka, ktére chronia
komorke przed stresem oksydacyjnym. Chodzi tu o geny
kontrolowane przez tzw. rejon ARE (antioxidant response
element). Niedostatecznie wigc chroniona przed reaktyw-
nymi formami tlenu komoérka ulega uszkodzeniu i w kon-
sekwencji apoptozie [38]. O ile w przypadku komérek pra-
widlowych jest to zjawisko dla organizmu niekorzystne, to
w przypadku komdérek nowotworowych wrecz przeciwnie.
Zwigkszanie poziomu biatkowych i niebiatkowych anty-
utleniaczy chroniacych komoérke przed apoptoza sprzyja
transformacji nowotworowej komérek. Wykazano m.in,
ze dieta bogata w witaming E sprzyja wzrostowi nowo-
tworéw watroby myszy wywotanych podawaniem diety-
lonitrozoaminy na skutek zahamowanie apoptozy komo-
rek rakowych [52].

Innym problemem, majacym réwniez pewne odniesienie
do choréb nowotworowych, jest powstawanie S-koniuga-
téw GSH ze zwiazkami z grupy glukozynolatéw, czyli S-
glukozydéw pochodzenia roslinnego. Zwiazki te w duzych
ilosciach wystepuja w roslinach z rodziny Brassicaceae
(czosnek, rzodkiew, gorczyca, brokuly, kapusta, a tak-
ze pieprzyca peruwianska, znana w Polsce jako maca).
Zwiazki te sa wykorzystywane w zielarstwie do produk-
cji lekéw stosowanych w zaburzeniach trawienia, obniza-
jacych cisnienie krwi, a takze bakterio- i grzybobéjczych
oraz przeciwwirusowych [34]. Glukozynolatom przypi-
suje si¢ réwniez dziatanie przeciwnowotworowe, chociaz
w literaturze naukowej nie ma do tej pory dobrze udoku-
mentowanych badan dotyczacych tego problemu. Z GSH
z udziatem S-transferazy glutationowej sa sprzg¢gane agli-
kony (gtéwnie izotiocyjaniany allilu i butylu) glukozynola-
tow. Powstate S-koniugaty sa nastgpnie z udziatem bialek

MRP (multidrug resistant proteine) transportowane poza
komorke. Na zewnatrz komoérki dochodzi do ich sponta-
nicznej degradacji z uwolnieniem GSH i izotiocyjanianéw.
Izotiocyjaniany sa ponownie transportowane do komor-
ki i ponownie sprzggane z GSH. Powtarzanie tego cyklu
skutkuje uszczupleniem komérkowej puli GSH i wzro-
stem stgzenia toksycznych izotiocyjanianéw uszkadza-
jacych strukturg i sktadniki komérki, co prowadzi do jej
$mierci [38]. Zjawisko to, na pewno niekorzystne dla ko-
morek prawidlowych, jest co najmniej obiecujace z punk-
tu widzenia terapii nowotworéw [59]. Problem ten, jak juz
wspomniano nie jest w chwili obecnej dobrze naukowo
udokumentowany i na pewno wymaga dalszych, szcze-
gélowych badan. Tym bardziej, ze w literaturze popular-
nej i w opracowaniach firm produkujacych i rozprowa-
dzajacych preparaty zawierajace glukozynolaty poglad,
ze leki te sa skuteczne w profilaktyce i leczeniu choréb
nowotworowych jest wyrazany z duza pewnoscia i zde-
cydowanie, co nie pozostaje bez wptywu na powszechna
Swiadomos¢ spoteczna.

Kolejnym tematem zwigzanym z GSH jest pojawianie
si¢ opornosci na leki, co jest zjawiskiem zdecydowanie
niekorzystnym w przypadku kazdej terapii, w tym row-
niez w przebiegu leczenia choréb nowotworowych. Jedna
z przyczyn pojawiania si¢ w komoérkach nowotworowych
opornosci na leki jest nadmierna aktywnos¢ ,,tandemu”
GSH i S-transferaza glutationowa. Dzigki temu tworzace
si¢ S-koniugaty cytostatykéw z GSH z udziatem S-trans-
ferazy glutationowej sa szybko usuwane i degradowane,
a lek zamiast leczyc¢ jest coraz szybciej wydalany z komé-
rek. Problemy te zwigzane z funkcja GSH w terapii cho-
rob nowotworowych beda oméwione doktadniej w dal-
szej czgsci artykutu.

S-koniugaty glutationu powstaja takze podczas syntezy
leukotrienéw cysteinylowych: LTC,, LTD, i LTE,. Ludzkie
eozynofile, bazofile, mastocyty i makrofagi plucne maja
zdolnos$¢ przeksztatcania prekursorowego leukotrienu LTA,
w macierzysty leukotrien cysteinylowy LTC,, co nast¢puje
z udziatem LTC,-syntazy [EC 4.4.1.20], enzymu sprzega-
jacego leukotrien A, z glutationem, ktérego dalsza biode-
gradacja z udziatem yGT i DP prowadzi do leukotrienéw
LTD4 i LTE4. Leukotrieny cysteinylowe odgrywaja istot-
na role w patologii wielu choréb, a zwlaszcza w etiopato-
genezie astmy oskrzelowej. U pacjentéw chorych na astme
LTC,iLTD, sa tysiackrotnie silniejszymi czynnikami kur-
czacymi migs$nie oskrzeli niz histamina [23]. W potowie lat
dziewigcdziesiatych ub.w. pojawity si¢ leki antyleukotrie-
nowe, dziatajace jako inhibitory receptoréow leukotrienéw
cysteinylowych. Inhibitory te sa do dzisiaj z powodzeniem
stosowane w leczeniu 0s6b z astma oskrzelowa. Najnowsze
badania wskazuja na mozliwy udziat leukotrienéw cyste-
inylowych i ich receptoréw takze w patogenezie nowotwo-
réw [68]. Udowodniono réwniez, ze leukotrieny cysteinylo-
we zmniejszaja przeptyw wierficowy u ludzi i zwierzat, co
powoduje skurcz naczyn wiencowych oraz dziatajq inotro-
powo ujemnie [77]. Oznacza to, ze leczenie antyleukotrie-
nowe mogtoby rowniez wspomagaé farmakoterapi¢ cho-
réb uktadu krazenia i choréb nowotworowych. Czy leki
stosowane w leczeniu astmy mogtyby znalez¢ zastosowa-
nie réwniez w onkologii i kardiologii? Czy moze rolg ta-
kich lekéw mogtyby petni¢ zwiazki hamujace aktywnos¢
LTC,-syntazy? W tym ostatnim przypadku na dugiej li-
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Ryc. 9. Powstawanie reaktywnych form azotu
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Scie r6znorodnych funkcji glutationu, pojawitaby si¢ ko-
lejna pozycja; wszak leukotrieny sa przykladem potaczen
powstajacych endogennie z udziatem GSH. W literaturze
brak jest danych na ten temat, a tymczasem wydaje si¢, ze
ten kierunek badan wart jest uwagi.

Powstawanie i biodegradacja oraz biologiczna rola
S-nitrozoglutationu

Postacig glutationu, ktéra na przestrzeni ostatnich lat stata
si¢ interesujacym obiektem badan zwiazanych z tlenkiem
azotu (NO) jest S-nitrozoglutation (GSNO). Zainteresowanie
to zawdzigczamy pionierskim pracom Stamlera, ktéry w la-
tach dziewigédziesiatych ubiegtego wieku po raz pierw-
szy zwrdcil uwage na endogenne S-nitrozotiole (SNT)
[78]. S-nitrozotiole powstaja w reakcji kationu nitrozowe-
go (NO") i innych reaktywnych form azotu (RFA) z anio-
nami tiolanowymi (RS-) (ryc. 9) [1,78,81].

Do naturalnie wystgpujacych w komdrkach niskoczastecz-
kowych S-nitrozotioli naleza: S-nitrozoglutation, S-nitro-
zocysteina oraz S-nitrozohomocysteina. Fizjologiczne zna-
czenie SNT jest nie do korica poznane. Przyjmuje sig, ze
endogennie powstajace nisko- i wysokoczasteczkowe SNT,
biorace udzial w magazynowaniu i transporcie tlenku azo-
tu, stanowia dominujaca postac redoksowa NO. Poza tym
kazda z reaktywnych form azotu w zaleznosci od stezenia
i stanu metabolicznego komérki moze wykazywac dziata-
nie pozadane lub niepozadane. Niskoczasteczkowe SNT sa
substratami m.in. takich enzymow jak: reduktaza tioredok-
syny, peroksydaza glutationowa, y-glutamylotranspeptyda-
za i oksydaza ksantynowa [13,26]. Powstajacy endogennie
NO moze by¢ magazynowany w postaci GSNO, a nastgp-
nie z udziatem reduktazy tioredoksynowej ulega¢ homo-
litycznemu rozszczepieniu do NO i GSH [67].

Trx(SH,) + GSNO + 0,—— Trx (S),+ GSH+NO + O, -

Do uwolnienia si¢ NO z GSNO moze rowniez dochodzié
pod wptywem peroksydazy glutationowej [44]. GSNO moze
by¢ réwniez substratem y-glutamylotranspeptydazy, enzy-
mu umiejscowionego po zewngtrznej stronie blony komor-
kowej (ryc. 10) [42]. Wykazano, ze stata Michaelisa (K,

Y-glutamylotranspeptydazy w stosunku do GSNO ma po-
dobng warto$¢, jak w stosunku do GSH [42]. Co ciekawe,
enzymatyczna degradacja GSNO z udziatem btonowych
enzymow YGT i towarzyszacej jej peptydazie (DP) prowa-
dzi do powstawania mato stabilnych SNT, tj. S-nitrozocy-
steinyloglicyny i S-nitrozocysteiny (CySNO) (ryc. 10).

Zwiazki te w obecnosci Cu*' moga tatwo uwalniaé NO
[1]. Enzym yYGT ma szczegdlne znaczenie w procesie bio-
degradacji GSNO w nerkach, poniewaz w tym narzadzie
jego aktywnos¢ jest okoto 900 razy wigksza niz w watro-
bie [40]. Uwalnianie NO z niskoczateczkowych SNT moze
nastgpowac rowniez z udzialem dysmutazy ponadtlenkowe;j
(CuZn-SOD) [48]. Mozliwos¢ enzymatycznego uwalniania
NO z SNT oznacza, ze w fizjologicznych warunkach moze
to nastgpowac bez niebezpieczeristwa powstawania rodni-
kéw tiylowych (=S7). GSNO w przeciwienistwie do GSH
z fatwoscia dyfunduje przez btony komérkowe. W zwiaz-
ku z tym moze by¢ dla komérki zaréwno Zrédtem GSH,
jak i NO. GSNO jest postrzegany jako czasteczka o wta-
Sciwosciach sygnatowych i regulacyjnych [16]. Wynika
to gtéwnie stad, ze zwiazek ten nalezy do najsilniejszych
aktywatoréw cyklazy guanylanowej, enzymu przeksztat-
cajacego GTP w cGMP [55]. Dotychczas nie wyjasniono
jednak, czy endogenny GSNO per se aktywuje cyklaze gu-
anylanowa czy tez aktywacja tego enzymu odbywa sig po-
przez uwalniany tlenek azotu. Aktywacja cyklazy guany-
lanowej prowadzi do zwigkszenia diurezy, zahamowania
sekrecji aldosteronu, zmniejszenia agregacji ptytek oraz
powoduje relaksacje mies$ni gladkich.

Istnieja réwniez inne, niezalezne od cGMP szlaki sygnal-
ne, poprzez ktére moze GSNO wykazywaé swoja aktyw-
nos¢ biologiczna. Jednym z nich jest mozliwos¢ nitrozy-
lacji grup sulthydrylowych w biatkach. Liczba poznanych
biatek, u ktérych stwierdzono in vivo znitrozylowane reszty
cystein wzrasta i juz dzi§ uwaza sig, ze ten rodzaj kowalen-
cyjnej modyfikacji moze by¢ réwnie istotny jak fosforylacja
[81]. Wsrdd bialek ulegajacych S-nitrozylacji w warunkach
fizjologicznych nalezy wymieni¢ hemoglobing, albuminy,
liczne enzymy, czynniki transkrypcyjne, receptory i kanaty
jonowe [81]. Dla wigkszosci biatek nitrozylacja grup —SH
reszt cysteinowych powoduje zmniejszenie ich aktywno-
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Ryc. 10. Udziat yGT i jonéw Cu* w uwalnianiu NO z S-nitrozoglutationu (wg [1], zmodyfikowana)

Sci. Inaktywacja za posrednictwem S-nitrozylacji kaspazy
3 i proteaz cysteinylowych lezy u podstaw neuroprotekcyj-
nego dziatania GSNO [81]. Jednak inaktywacja w wyniku
S-nitrozylacji np. enzymoéw bioracych udzial w naprawie
uszkodzonego DNA moze by¢ przyktadem niepozadanego
dziatania S-nitrozoglutationu [82]. Ponadto GSNO w wa-
runkach podwyzszonego stresu oksydacyjnego nitrozylu-
jacego moze si¢ sta¢ nosnikiem z cytoplazmy do jadra ta-
kich reaktywnych form azotu (RFA), jak NO*, NO*, NO-,
ONOO- i wéwcezas dodatkowo przyczynia si¢ do wzrostu
liczby uszkodzenn DNA [81]. Taka cytotoksycznos$¢ w sto-
sunku do komérek nowotworowych bytaby ze wszech
miar pozadana. Dlatego w tym miejscu nalezy wspomnie¢
0 apoptozie, procesie w ktérym rola GSNO jest niejedno-
znaczna i zalezna od stezenia. Zaobserwowano mianowi-
cie, ze w hodowli tymocytéw GSNO w stezeniach ponizej
0,6 mM indukuje apoptoze komoérek, podczas gdy w prze-
dziale stgzert 1-2 mM hamuje apoptoz¢ wywotang dziata-
niem takich czynnikéw, jak: promieniowanie jonizujace,
wysoka temperatura i nadtlenek wodoru [6].

Zaobserwowano réwniez, ze S-nitrozylacja bialek moze
by¢ etapem posrednim w procesie powstawania miesza-
nych disiarczkéw biatko-glutation (biatko-S-S-glutation)
ze wszystkimi tego konsekwencjami dla struktury i funk-
¢ji tak modyfikowanych biatek [81].

S-nitrozoglutation wykazuje réwniez dziatanie antyoksy-
dacyjne [55]. Stwierdzono, ze GSNO podany do substan-
cji czarnej chroni neurony dopaminowe przed toksycz-
noscia indukowang jonami zelaza, poniewaz zapobiega
powstawaniu rodnika hydroksylowego i reakcji Fentona
[55]. Dziatanie GSNO jest w tym przypadku 100 razy sil-
niejsze niz dziatanie GSH [72].

Produktami biodegradacji GSNO w komoérkach oprécz RFA
(NOr, NO*, NO~, ONOO") sa réwniez, powstajace w cyklu
Y-glutamylowym z udziatem yYGT i DP, S-nitrozocysteiny-
loglicyna i S-nitrozocysteina [81]. Kazde z tych potaczen
charakteryzuje si¢ r6znorodnym i szerokim zakresem bio-
logicznej aktywnosci.
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MobuLowaNIE poziomu GSH w CELACH TERAPEUTYCZNYCH

Procesom patologicznym moze towarzyszy¢ zaréwno ob-
nizenie, jak i wzrost st¢zenia GSH w okreslonych tkan-
kach. Dziatanie majace na celu podwyzszenie poziomu
GSH jest korzystne we wszystkich tych stanach chorobo-
wych, ktérym towarzyszy spadek st¢zenia GSH. Natomiast
obnizenie poziomu GSH jest wskazane w komoérkach no-
wotworowych w celu zwigkszenia ich wrazliwosci na che-
mio- i radioterapig, a takze przy transplantacji narzadéw,
w celu wywotania immunosupresji.

Strategie prowadzace do wzrostu poziomu GSH

Obnizenie poziomu GSH stwierdza si¢ w przebiegu wie-
lu schorzen. Najlepiej udokumentowane obserwacje do-
tycza choréb neurodegeneracyjnych (choroba Parkinsona,
choroba Alzheimera), cukrzycy i powiktan cukrzycowych
oraz choréb spowodowanych niedoborami immunologicz-
nymi (np. AIDS) [84]. Poziom GSH obniza si¢ takze u lu-
dzi w procesie starzenia si¢ [4]. Bardzo czgsto przyjmowa-
nie okreslonych lekéw staje si¢ réwniez przyczyna spadku
poziomu GSH [79]. Udowodniono, ze w tych przypadkach
dziatania powodujace wzrost stgzenia GSH w komérkach
moga prowadzi¢ do spowolnienia postgpu choroby.

Do badanych mozliwosci podnoszenia poziomu GSH w ko-
morkach naleza: podawanie egzogennego GSH i jego po-
chodnych, nasilenie biosyntezy GSH poprzez podaz nietok-
sycznych prekursoréw cysteiny oraz zwigkszenie szybkosci
procesu redukcji GSSG.

Suplementacja GSH i jego pochodnych

Obecnie zainteresowanie koncernéw farmaceutycznych
samym glutationem jako lekiem jest nieduze, poniewaz
uznaje sig, iz doustnie podany GSH jest trawiony w prze-
wodzie pokarmowym cztowieka. Wiadomo réwniez, ze
glutation nie przechodzi przez btony komérkowe oraz sta-
bo przekracza bariere krew—mozg [55,79]. Istnieja jednak
doniesienia, ze dozylne podanie tego peptydu u pacjentéw
z chorobg Parkinsona poprawiato ich stan [76]. Wykazano
réwniez, ze doustna suplementacja GSH zapobiega degene-
racji komorek jelita czczego oraz zwigksza szybkos¢ usu-
wania nadtlenkéw lipidowych w enterocytach [5]. Mniej
watpliwosci budza monoestry glutationu (metylowy, ety-
lowy i propylowy). Zwiazki te ze wzgledu na zwigkszony
charakter hydrofobowy sa bez trudu transportowane przez
btony komérkowe [80]. Nalezy jednak pamigtaé, ze estry
te ulegaja w komorkach hydrolizie nie tylko do GSH, ale
takze do toksycznego alkoholu (metanolu, etanolu, pro-
panolu). Sa réwniez doniesienia o ich dziataniu nefrotok-
sycznym [80].

Stymulacja biosyntezy GSH przez podawanie
prekursoréw cysteiny

Czynnikiem decydujacym o szybkosci biosyntezy gluta-
tionu jest dostgpnos¢ cysteiny. Jednak ze wzgledu na silne
neurotoksyczne dziatanie, cysteina nie moze by¢ bezposred-
nio podawana jako lek. Dlatego w celu wzrostu poziomu
GSH poszukuje si¢ nietoksycznych prekursoréw cysteiny,
wsréd ktérych najbardziej znanym i sprawdzonym jest N-
acetylocysteina [80]. Naturalnym prekursorem cysteiny jest

metionina, ktérej przemiany do cysteiny wymagaja jednak
udzialu ATP. Tymczasem pozyskiwanie cysteiny w spo-
séb energetycznie kosztowny jest dla komoérek dotknigtych
stanem patologicznym dodatkowo niekorzystne. Jako pre-
kursor cysteiny moze by¢ réwniez stosowany kwas 2-okso-
tiazolidyno-4-karboksylowy (OTC), jednak i w tym przy-
padku enzymatyczne przemiany tego zwiazku do cysteiny
wymagaja udziatu ATP. Ponadto OTC moze ulegac prze-
mianie do cysteiny tylko w komérkach zawierajacych en-
zym 5-oksoprolinaz¢ [EC 3.5.2.9] [46,80].

Kolejna grupa zwiazkéw sa pochodne cysteiny z zabloko-
wang grupa karboksylowa (amidy i estry), dipetydy cyste-
iny lub N-alkilowe pochodne tego aminokwasu. Zwiazki
te moga jednak, ze wzgledu na obecnos¢ grupy tiolowej,
spontanicznie utleniaé si¢ do disiarczkéw, a to stwarza
niebezpieczenstwo generowania RFT i peroksydacyjnych
uszkodzen. Dlatego duze zainteresowanie budza obecnie,
,,pozbawione” potencjalnie niebezpiecznej grupy tiolowej,
tiazolidynowe pochodne cysteiny. Powstaja one w proce-
sie kondensacji cysteiny z r6znymi zwiazkami karbony-
lowymi. Badania wykazaly wzrost poziomu GSH w ko-
morkach watroby, utrzymujacy si¢ powyzej 12 godzin po
podaniu produktéw kondensacji cysteiny z ryboza, gluko-
za i pirogronianem [80,83].

Zupetnie inna strategia terapeutycznga mogaca rowniez pro-
wadzi¢ do wzrostu poziomu cysteiny jest zahamowanie bio-
syntezy bialek. Pozwala to na ,,zaoszczgdzenie” cysteiny
i skierowanie jej na szlak biosyntezy GSH. Udowodniono,
ze inhibitory biosyntezy bialek, takie jak aktynomycyna
i cykloheksimid chronia komérki przed stresem oksyda-
cyjnym wywotanym promieniowaniem jonizujacym oraz
wykazuja dziatanie antyapoptotyczne [24].

O szybkosci biosyntezy GSH decyduje réwniez aktywnos¢
enzyméw bioracych udzial w jego biosyntezie. Wykazano,
ze w procesie starzenia si¢ spadek poziomu GSH w tkan-
kach jest skorelowany z obnizeniem aktywnosci synteta-
zy 'y-glutamylocysteinowej w korze mézgu, sercu, watro-
bie i soczewkach badanych zwierzat [4]. Dlatego pierwsze,
udane préby zwigkszenia aktywnosci katalitycznej tego en-
zymu metodg transferu genu, otwieraja nowe mozliwosci
leczenia i zapobiegania wielu chorobom [80].

Redukcja GSSG

Obnizenie st¢zenia GSH moze by¢ takze wynikiem jego
udzialu w reakcjach z utleniaczami w sytuacjach nasilone-
go stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego. W tych warun-
kach nastgpuje rowniez spadek st¢zenia antyoksydantéw
egzogennych, dostarczanych do organizmu z pozywieniem.
Wyniki wielu badan wskazuja, ze podawanie witamin i in-
nych zwiazkéw o dziataniu przeciwutleniajacym wspoma-
ga utrzymanie wysokiego stezenia GSH i zwigksza catko-
wita moc antyoksydacyjna organizmu. Wykazano m.in,
ze witaminy C i E oraz B-karoten chronig neurony przed
neurotoksycznym dziataniem, znanej egzogennej toksy-
ny, MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydy-
ny) [2]. Udowodniono réwniez, ze utleniona posta¢ wi-
taminy C, dehydroaskorbinian podnosi poziom GSH, co
najprawdopodobniej nastgpuje poprzez stymulacjg aktyw-
nosci enzyméw cyklu pentozowego (dehydrogenazy glu-
kozo-6-fosforanowej, dehydrogenazy 6-fosfoglukoniano-
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wej i transaldolazy), bgdacego gléwnym Zrédtem NADPH,
a to umozliwia redukcje GSSG do GSH z udziatem reduk-
tazy glutationowej [7].

W ostatniej dekadzie powaznie wzrosta liczba prac dotycza-
cych antyoksydacyjnych wiasciwosci, endogennego, bedace-
go koenzymem w reakcjach katalizowanych przez dehydro-
genazy o-ketokwaséw, kwasu 6,8-ditioktanowego, znanego
jako kwas a-liponowy (LA). Ze wzgledu na niemal najniz-
sza, wsrdd biologicznych uktadéw redox, wartos¢ standardo-
wego biologicznego potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego
EO’ uktadu liponian/dihydropliponian (LA/DHLA) — niz-
szg warto$§¢ EO’ ma jedynie uktad NAD(P)/NAD(P)H; ta-
bela 1) - DHLA wykazuje mozliwos¢ redukcji utlenionych
form pozostatych antyoksydantéw, w tym réwniez GSSG.
Z tego powodu kwas liponowy nazywany jest antyoksydan-
tem antyoksydantéw [11,69]. W licznych badaniach pod-
stawowych i klinicznych wykazano korzystny wptyw poda-
wania kwasu liponowego w przebiegu takich schorzen jak:
cukrzyca, neuropatia cukrzycowa, zaéma, miazdzyca i cho-
roby uktadu krazenia, choroby neurodegeneracyjne, choro-
by watroby oraz AIDS [10,11,58,69]. W badaniach zaréwno
in vitro jak i in vivo kwas liponowy powoduje wzrost steze-
nia GSH, witaminy C oraz witaminy E [11,58]. Wykazano
réwniez stymulujacy wplyw LA na aktywnos¢ peroksydazy
glutationu, katalazy oraz reduktazy askorbinianowej w so-
czewce, na zwierzgcym, indukowanym BSO modelu kata-
rakty [11,58]. Stwierdzono réwniez, ze zdolnos¢ LA i jego
zredukowanej postaci — kwasu dihyroliponowego (DHLA)
— do reakcji z reaktywnymi formami tlenu — ROS jest po-
réwnywalna z glutationem [58].

Strategie prowadzace do obnizania stezenia
glutationu w komorkach

Obnizenie stgzenia GSH jest wskazane do wywotania
krétkotrwatej immunosupresji w powiazaniu z transplan-
tacja narzadéw, a takze w komoérkach nowotworowych.
Problemem klinicznym zwigzanym z terapia nowotwo-
réw jest zbyt mata wrazliwos¢ komérek nowotworowych
na radio- i chemioterapig. Natomiast mozliwos$¢ stosowa-
nia wyzszych dawek promieniowania i wigkszych dawek
lekéw jest ograniczona ze wzgledu na toksycznos$¢ w sto-
sunku do komérek prawidtowych. Jedna z przyczyn opor-
nosci komérek nowotworowych na leki i promieniowanie
jest to, ze komorki te charakteryzuja si¢ znacznie wyzszym
poziomem GSH oraz wigksza aktywnoscia YGT i STG niz
komorki prawidiowe [37,66]. Dlatego w celu zwigkszenia
skutecznosci i bezpieczeristwa terapii w chorobach nowo-
tworowych nalezaloby opracowa¢ metody pozwalajace,
w najbardziej idealnym przypadku, na obnizenie st¢zenia
GSH w komérkach nowotworowych, przy jednoczesnym
zwigkszeniu jego stezenia w komorkach prawidlowych.
Uzyskanie takich efektéw jest mozliwe przez wykorzysta-
nie istniejacych réznic metabolicznych i genetycznych, jakie
wystepuja migdzy komdrkami prawidtowymi i nowotworo-
wymi. Wsréd najbardziej istotnych réznic enzymatycznych
wymienia si¢: catkowity brak lub §ladowa aktywnos¢ w ko-
morkach nowotworowych y-cystationazy oraz zmniejszona
aktywnos¢ dehydrogenaz aldehydowych i 5-oksoprolina-
zy. Wykazano réwniez, ze zastosowanie butioninosulfok-
syiminy (BSO), inhibitora biosyntezy GSH nie prowadzi
do zauwazalnych nastepstw fizjologicznych w komdérkach
zdrowych, natomiast zwigksza wrazliwo$¢ na chemio- i ra-

dioterapi¢ komérek nowotworowych. Mechanizm tego zja-
wiska nie jest jeszcze doktadnie poznany. Wiadomo jednak,
ze w komorkach prawidlowych wartosci statych Michaelisa
(K, enzyméw zaleznych od GSH sa bardzo mate (Srednio
ponizej 1 mM). Dzigki temu nawet w warunkach bardzo
znacznego spadku poziomu GSH, dochodzacego nawet do
70%, enzymy te w dalszym ciagu dziataja z predkosciami
zblizonymi do predkosci maksymalnej [7]. Strategie te-
rapeutyczne w przebiegu nowotworow powinny sprowa-
dza¢ si¢ wigc do jednoczesnego stosowania cytostatykéw
i inhibitoréw biosyntezy glutationu z jednoczesna podaza
zwiazkéw mogacych selektywnie podnosi¢ poziom GSH
w komérkach prawidtowych. Postgpowanie takie miatoby
na celu selektywne obnizenie poziomu glutationu w ko-
morkach nowotworowych w celu ostabienia detoksykacji
cytostatykow oraz obrony antyoksydacyjnej, a w konse-
kwencji zwigkszenia skutecznosci leczenia. Jednoczesny
wzrost poziomu glutationu w komoérkach prawidlowych
pozwolitby natomiast na zmniejszenie dziatai niepoza-
danych radio- i chemioterapii. Po raz pierwszy, proby se-
lektywnego modulowania stgzen glutationu w komérkach
z uzyciem BSO zostaty podjete ponad 20 lat temu przez
Meistera i wsp [63]. Dzisiaj badania kliniczne nad zasto-
sowaniem BSO w terapii pacjentéw z chorobami nowo-
tworowymi sa prowadzone w bardzo wielu osrodkach na
calym Swiecie. W badaniach prowadzonych w naszym ze-
spole wykazano selektywny wptyw cystationiny. na meta-
bolizm komérek nowotworowych i zdrowych. Cystationina
mianowicie chroni komdrki watroby przed toksycznoscia
cytostatykéw, natomiast nie wykazuje takiego dziatania
w komorkach raka wysigkowego Ehrlicha [53].

Mimo jednak licznych badari i ogromnego zainteresowania
mozliwosciami farmakologicznej regulacji poziomu GSH
w komérkach ciaggle bardzo trudno na podstawie pozna-
nych mechanizméw regulacji biosyntezy GSH precyzyj-
nie zaprogramowac oczekiwane zmiany w poziomie tego
tripeptydu. Trudnosci te s3 zwiazane z tym, ze do tej pory
znacznie mniej poznano mechanizmy regulujace procesy
wykorzystywania GSH w komérkach. Ponadto poszczeg6l-
ne tkanki i przestrzenie subkomérkowe charakteryzuja sig
zréznicowanymi st¢zeniami tioli, a poszczegdlne prekurso-
ry cysteiny i glutationu wykazuja ré6zne mozliwosci trans-
portu przez btony komdérkowe i subkomérkowe. Wszystko
wskazuje jednak, ze prowadzone w tym zakresie badania
ida w dobrym kierunku, albowiem kazdy dzien przynosi
nowe, dajace nadziej¢ informacje.

PobsumowaniE

Glutation, tripetyd zbudowany z glutaminianu, cysteiny
i glicyny jest najbardziej rozpowszechnionym niskocza-
steczkowym zwigzkiem tiolowym w przyrodzie. W tkan-
kach organizmu ludzkiego glutation wystgpuje w kilku
postaciach redoksowych, z ktérych kazda charakteryzu-
je si¢ réznorodnym i szerokim zakresem biologicznej ak-
tywnosci. Glutation zredukowany jest najwazniejszym ele-
mentem systemu antyoksydacyjnego chroniacego komorki
przed dziataniami reaktywnych form tlenu. Jako antyok-
sydant glutation:
¢ redukuje RFT w enzymatycznych i nieenzymatycznych
reakcjach;
* regeneruje inne, utlenione, drobnoczasteczkowe anty-
oksydanty, takie m.in. jak witamina C i witamina E;

451



Postepy Hig Med Dosw (online), 2007; tom 61: 438-453

 bierze udzial w naprawie czasteczek biatek, kwaséw nu-
kleinowych i lipidéw, uszkodzonych w procesie perok-
sydacyjnych;

e utrzymuje grupy tiolowe bialek w stanie zredukowa-
nym.

Ponadto glutation bierze udzial w procesach faldowania
i ubikwitynylacji biatek, detoksyfikacji ksenobiotykow,
w syntezie leukotrienéw cysteinylowych oraz w powstawa-
niu deoksyrybonukleotydéw z rybonukleotydéw. Glutation
odgrywa réwniez istotna rol¢ w regulacji aktywnosci szla-
kéw metabolicznych oraz proceséw wzrostu i réznicowa-
nia komérek, co nastgpuje poprzez:

* redoksowe mechanizmy transdukcji sygnatu;

PismiennicTwo

e odwracalna, kowalencyjna modyfikacje bialek w pro-
cesie glutationylacji oraz w procesie S-nitrozylacji.

Obnizenie st¢zenia glutationu stwierdza si¢ w przebiegu
wielu schorzen. Sa to m.in. choroby neurodegeneracyjne,
cukrzyca oraz AIDS. Wykazano, ze w tych przypadkach
leczenie, prowadzace do wzrostu stezenia GSH tagodzi
przebieg choroby i spowalnia jej postep.

Z kolei selektywne obnizenie poziomu GSH jest wska-
zane w komérkach nowotworowych w celu zwigkszenia
skutecznos$ci chemio- i radioterapii, a takze — w celu wy-
wotlania krétkotrwalej immunosupresji — przy transplan-
tacji narzadow.
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