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Come è stato già visto nelle scorse lezioni esistono enzimi di detossificazione appartenenti alle due fasi di trasformazione. Il passaggio tra le due fasi è quasi obbligato; in particolare gli xenobiotici quando vengono a contatto con l'organismo devono essere metabolizzati e detossificati per difendere l'organismo. Questo processo di difesa dell’organismo è diviso in tre fasi: la prima è caratterizzata dai cyt p450, che servono per attivare le molecole xenobiotiche; in genere i cyt p450 introducono atomi di ossigeno, a partire dall'ossigeno molecolare, all'interno di questi xenobiotici, al fine di rendere queste molecole più reattive e maggiormente idrosolubili, per facilitarne l'eliminazione dall'organismo. La seconda fase è mediata dalle glutatione trasferasi, GST. L’ultima fase comporta l’azione di pompe ATPasiche che espellono queste molecole tossiche dall’organismo, una volta che sono state metabolizzate. Quindi queste sostanze entrano nell'organismo, vengono bioattivate dai cytp450, e poi vengono modificate dalle glutatione transferasi, e infine vengono escrete. 

Il Glutatione, GSH, è una sostanza presente in concentrazioni millimolari, quindi molto alta, all’interno dell’organismo, che varia da 1-10. Il glutatione è un tripeptide (Glu-Cys-Gly). I legami che collegano gli aa sono classici legami peptidici. Il primo legame tra Glu e Cys è particolare  poiché il Glu ha due gruppi carbossilici, ed in questo caso per il legame con la Cys viene usato il carbossile della catena laterale, il carbonio gamma; quindi se vogliamo dare una desinenza questa è gamma-glutamil-cistein-glicina. Questi gruppi carbossilici conferiscono un elevata polarità al glutatione; infatti il GSH si scioglie molto facilmente in acqua. Se misuriamo il pH del GSH disciolto in acqua, questo sarà a temperatura ambiente pari a 2,8; quindi il GSH presenta proprietà acide, dovute per lo più dal doppio carbossile del Glu. Quindi la prima cosa da fare è tamponare questo pH. In funzione del pH  si ha la dissociazione dei gruppi amminici e carbossilici. Con un elevata concetrazione di H+, quindi in ambiente acido, i carbossili sono presenti sotto forma di COOH, e i gruppi amminici saranno carichi positivamente, sotto forma di NH3+. Spostandosi verso l'ambiente neutro diminuisce la concentrazione di H+, i gruppi carbossilici iniziano a dissociare, e si ha una concentrazione crescente di COO-. In ambiente basico, invece, il gruppo amminico tende a cedere elettroni e diventerà NH2 invece che NH3+, e i carbossili saranno completamente sotto forma di COO-. E' importante considerare che la cisteina poi ha un gruppo SH (tiolico) responsabile della maggior parte delle reazioni che il glutatione compie. Quindi la maggiorparte delle proprietà del glutatione sono legate alla presenza del gruppo tiolico SH; il gruppo tiolico è responsabile delle reazioni del GSH, sia quando è un substrato  di enzimi, sia quando agisce da solo. Lo Zolfo infatti come l'ossigeno è un buon nucleofilo. Ha un doppietto elettronico disponibile per un attacco nucleofilo nei confronti di un gruppo elettrofilo. Dissociando l'SH, si ottiene una carica negatica data dal tiolato (S- ), che è molto più reattiva dell’SH. Quindi se si vuole far avvenire una reazione più velocemente è meglio avere un pH basico, in cui prevale S-. Il ph di questo gruppo SH è di circa 8.3; l'8.3 ci dice che a questo punto la metà delle molecole di GSH sono presenti sotto forma di S-; spostandosi a pH maggiori aumenta la specie dissociata e viceversa. Questo è l'effetto dell'ambiente alcalino sulla dissociazione.

Un'altra  cosa che va valutata sono i metalli in tracce. L’acqua anche distillata ne presenta parti, anche le polveri che prepariamo in laboratorio le presentano (a parte qualche caso particolare). Questi metalli catalizzano reazioni di ossidazione utilizzando l’ossigeno molecolare; quindi sono specie che favoriscono anche la reattività dei tioli. Quindi oltre all'ambiente alcalino anche la presenza di metalli in tracce aumenta la reattività dei tioli. Infine molto importante sono altri fattori che possono favorire la reattività, spostando l’equilibrio tra SH e S-. Questa è una delle funzioni principali di enzimi come il GST. 

Glutatione Transferasi: 

Le GST trasferiscono una molecola di glutatione. Nella vecchia nomenclatura si chiamavano glutatione s-tranferasi, il che faceva pensare che trasferissero un atomo di zolfo, mentre il trasferimento in realtà interessa tutta la molecola GSH. Queste reazioni di trasferimento sono a due substrati: glutatione e un'altra sostanza, di solito uno xenobiotico, ma anche sostanze tossiche derivate dal metabolismo intracellulare endogeno. Quindi il trasferimento interessa tutta la molecola  GSH, che è coniugata allo xenobiotico dal GST. 

Es: reazione tra una molecola aromatica, l'1-cloro-2,4-dinitrobenzene +  il GSH, catalizzata dal GST. Il sito maggiormente elettrofilo di questa molecola aromatica è quello in cui il carbonio è legato al Cloro, che è un ottimo gruppo uscente. Dopo l'uscita del Cl, il GSH attacca questo punto e viene a formarsi un legame tio-etere, con la produzione di HCl come prodotto secondario. Il composto finale si chiama dinitrofenilglutatione ed è un composto che assorbe a 340 nm; quindi questo ci permette anche di seguire l'attività enzimatica di queste proteine, basandosi sulla coefficente di formazione di questo prodotto della reazione. Questa sostanza, l'1-cloro-2,4-dinitrobenzene, è riconosciuta come substrato da molte isoforme della GST. 

Questi enzimi GST sono distribuiti in tre famiglie:

· Citosolici: questi enzimi hanno una struttura simile tra loro 

· GST dei Mitocondri: solo una conosciuta attualmente

· GST nei Microsomi: questa famiglia, GST microsomiale, è caratterizzata da isoforme molto diverse tra loro; questi enzimi essendo microsomiali sono di membrana (quindi è difficile da studiarli), ma sembra che siano specializzati in reazioni che coinvolgono sostanze come leucotrieni, acido prostaroico ecc.

Citosolici: La famiglia degli enzimi citosolici è divisa a sua volta in classi, identificate da una lettera greca. La struttura del monomero è molto simile tra loro, la parte che differisce è il primo dominio. Queste molecole hanno tutte due domini, legati in maniera covalente. Il primo dominio è di 80 aa (30-35kda) e un ultimo aa che è in comune con il secondo dominio. Nella cavità tra i due domini è collocato il sito attivo, la regione proteica dove si lega il substrato. Nelle GST devono esistere almeno due siti attivi, dato che questi enzimi devono legare due substrati, xenobiotico e GSH. I siti di legame ai due substrati sono il sito G, che ospita il glutatione, e il sito H, che ospita vari substrati di natura diversa (grandezza e idrofobicità), e che sono in genere apolari. Il sito H è idrofobico e  il sito G è sempre lo stesso in tutte le GST. Alla fine quindi, visto che i siti sono anche vicini, si ha la coniugazione tra il gruppo SH del glutatione ed il punto elettrofilo dell'altro substrato; dopo la formazione del coniugato GSH-substrato, la molecola può poi lasciare il sito attivo, per  essere eliminata dalle pompe ATPasiche. Questa coniugazione è dovuta al fatto che le molecole con cui la GST viene coniugata sono apolari e idrofobiche. Il legame con il glutatione rende queste sostanze maggiormente polari e idrosolubili, e ne facilita così l'eliminazione (come nel caso del legame tra bilirubina e acido glucuronico, che rende la bilirubina maggiormente idrofilica, facilitandone l'escrezione nella bile). Ma esiste una specificità di substrato? Tra le diverse classi ci sono classi che riconoscono alcune molecole e altre no?

Tra le diverse classi dei citosolici si è provato a fare una classificazione per specificità di substrati, si è visto che non è possibile, al massimo si ha una preferenza ma non una esclusività. La divisione in classi è quindi definita sulla base delle differenze tra le sequenze genetiche (prima) e peptidiche (dopo). Se andiamo a fare l’omologia tra le sequenze delle classi l’identità in realtà è molto bassa, circa 27%, ma il folding nonostante ciò è praticamente uguale. Anticorpi monoclonali hanno poi definito meglio le classi perché essi riconoscono solo gli enzimi di una classe e non di un'altra. Gli anticorpi sono classe dipendente. Ma alla fine la questione è stata chiusa decidendo quindi che le classi si identificano in base alla sequenza primaria e non ai substrati. Le GST si classificano in base alla sequenza primaria.

Un substrato importante che potrebbe competere ad alcune GST importante è il cumene perossido. Questo è un derivato dell’ossidazione dell’ossigeno che crea lo ione superossido che prima o poi danno luogo alla formazione dei perossidi che devono essere rimossi. Questi perossidi sono rimossi dalla glutatione perossidasi che ha un residuo di selenio nel sito attivo. Ma possono intervenire prevalentemente una classe di GST-t, le . Le GST di classe alfa riconoscono come substrati i perossidi facendo reazioni di perossidazione . Il risultato è la trasformazione da una parte del perossido in funzione alcolica, e dall’altra l’ossidazione del glutatione (glutatione ossidato).

Primo concetto: La detossificazione avviene attraverso la via degli acidi mercapturici. Con le reazioni catalizzate dal glutatione trasferasi vediamo solo la prima fase cioè la coniugazione, la formazione del coniugato che poi viene espulso. Le sostanze da detossificare sono potenzialmente tutte: farmaci, intermedi industriali, pesticidi, inquinanti ambientali e sostanze tumorali. Anche farmaci anti-tumorali vengono in qualche modo detossificate dalla GST. Quindi la GST sembra avere anche una funzione dannosa per l’organismo, quasi a proteggere le cellule tumorali. Si pensa infatti che nelle cellule tumorali ci sia una over-espressione delle GST. 

C’è però da vedere se tutte queste sostanze siano veramente tutti substrati e subiscano reazione di coniugazione oppure siano solo dei ligandi. Qui entra un secondo concetto. Le GST all’inizio venivano chiamate ligandine perché si legavano a proteine( un po’ come fa l’albumina) e le sequestravano dal mezzo, e quindi non le trasformavano. Tra le ligandine più famose abbiamo  alcune che legano anche sostanze come la birilubina ( la birilubina non è substrato delle GST non è coniugata dal glutatione) e l’eme all’interno delle cellule; sequestrano quindi le sostanze in attesa che vengano poi spazzate via. Questo discorso rientra anche nei farmaci tumorali, per esempio l’adriamicina non è substrato della GST, ma se la diamo alla cellula tumorale abbiamo comparsa della resistenza che comporta l’attivazione dei geni della GST. Quindi vanno studiate una per una per capirne l’interazione. Se io dimostro che i farmaci si legano al sito H ho la prova che sia substrato. Devo fare anche reazioni biochimiche in vitro per avere la prova che sia substrato. 

Questo introduce il terzo concetto: le GST hanno una varietà di funzioni di cui la coniugazione è solo una. Per esempio possono legare alcune molecole, come abbiamo visto, per sequestrarle ma senza coniugarsi. In questo modo queste sostanze che andrebbero verso il nucleo vengono bloccate sequestrate ed espulse. 

In molte malattie si può trovare una produzione in eccesso di specie reattive dell’ossigeno che deve essere spazzata via. Tra questi elementi che detossificano ci sono la superossido dismutasi e la catalasi. Accanto proprio alla catalasi ci sono le Glutatione perossidasi che ha la funzione di rimuovere i perossidi producendo un glutatione ossidato quindi interviene poi il Glutatione reduttasi. Questo sistema funziona molto bene e rappresenta un primo  livello. Un secondo livello è rappresentato proprio dalle GST che riconoscono i prodotti secondari delle stress ossidativo come substrati. Mettiamo caso che si siano creati perossidi da queste specie reattive dell’ossigeno che devono quindi essere rimossi. Le GST possono riconoscerli come substrati e trasformarli. Per esempio alcuni aspetti dello stress ossidativo riguardano  i nucleotidi che possono essere aldeidizzati. Queste sostanze aldeidiche possono essere detossificati dalle GST. 

C’è una GST coinvolta nella degradazione della fenilalanina e della tirosina, e altre coinvolte con gli eicosanoidi (microsomiali) che quindi comprendono le prostaglandine, come derivati dell’acido arachidoico.

Le GST oltre a sequestrare le proteine possono anche interagire fisicamente con altre proteine che ad esempio trasducono segnali per l’apoptosi. Per esempio della via della MAP-K. È stato visto che la GST si lega formando un complesso usando solo una subunità, in questo caso si lega alla junkinasi rendendola incapace di legare un enzima a valle, bloccando il segnale apoptotico e  fungendo cosi da inibitore. In condizioni di stress la GST si stacca, può essere ossidata e la via può procedere, portando alla morte cellulare programmata. Questo è stato il primo esempio di interazione fisica proteina proteina.

Un ultimo utilizzo è l’uso di glutatione in modifiche post tradizionali, dove si puo usare la molecola substrato per attaccarla ad altre proteine. Reazione di glutationizzazione prevede una modifica a carico dei gruppi SH  di diverse proteine.

Questa reazione fondamentalmente è un legame disolfuro tra una proteina X con un gruppo SH e la molecola del glutatione, in modo tale che si forma un disolfuro misto; questa reazione comporta la glutationizzazione di un molecola in maniera reversibile. Infatti se mettiamo un eccesso di tiolo (per esempio un'altra proteina con un tiolo attivo) si può staccare questo legame di-solfuro misto; questo quindi in pratica porta una molecola ad interagire con un'altra dopo l’intermedio con il glutatione. Questa reazione di glutationizzazione sta avendo un importanza sempre maggiore, quasi pari alla kinasi (fosforilazione) come elemento regolativo.

Poiché il glutatione è presente in quantità millimolare, tutte le GST sono legate al glutatione. Ma è importante come è legato al sito attivo il glutatione; è importante lo stato di ossidazione del gruppo tiolico. Il glutatione legato al sito attivo perde un protone dal gruppo SH e quindi diventa anione tiolato, S-. Questo è determinante perchè altrimenti a ph 7 il numero di glutationi tiolati sarebbe troppo basso. Le GST fondamentalmente hanno la funzione di deprotonare il glutatione per renderlo più reattivo, per facilitare la reazione successiva all’arrivo del secondo substrato, anche in condizioni di pH non ottimali.

Questo glutatione tiolato è stabilizzato nel sito attivo da un residuo di Tyr (presente quasi sempre in quasi tutte le GST) la tyr con un gruppo OH fa un legame idrogeno con lo zolfo del glutadione. Quando arriva il substrato il legame con la Tyr viene meno e l’anione  è libero pronto per un legame con il substrato del sito H.

Un esempio dell’importanza delle GST è esemplare in una via di biotrasformazione della prostaglandina J2 che regola poi molti fattori di trascrizione come NF-kB. GST agisce facendo una reazione di coniugazione ed eliminando poi il coniugato. Una struttura cristallografica della GST pai mostra esattamente i due siti attivi presenti sulle subunità strettamente legate.
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