20 Magyar Kémiai Folydirat

DOI: 10.24100/MKF.2018.01.20

Vizoldahato antioxidansok dontéshelyzetben

SZARKA Andras*

Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomdnyi Egyetem, Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszer-tudomdnyi tanszék, Biokémiai
és Molekularis Biologiai Laboratorium, Miiegyetem rakpart 3. 1111 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A ndvényi ¢és allati (emberi) sejtek két legnagyobb
mennyiségben eléfordulé vizoldhaté antioxiddnsa a
C-vitamin és a glutation (GSH). A névényi sejtek a
C-vitamint millimoélos koncentracidban tartalmazzak, mig a
GSH koncentracioja egy nagysagrenddel kisebb!. Allati és
human sejtekben ez pont forditva van a GSH koncentracio
eléri a millimdlos nagysagrendet, mig a C-vitamin
plazmaban mért koncentracidja 100 uM-nal tetdzik?. Bar
mindkét vegyiilet markans antioxidans sajatsagokat mutat,
¢lettani hatasuk ettdl joval szélesebb.

2. A C-vitamin legfontosabb élettani funkcioi

A C-vitamin fiziologiai pH értéken aszkorbat anion formaban
van jelen ezért legtobbszor igy keriil emlitésre. Az aszkorbat
biologiai funkcidjaval kapcsolatos ismeretiink folyamatosan
boviil, azonban minden eddig megismert funkcidja kivalo
elektrondonor sajatsagabol fakad. Az aszkorbat igy hatékonyan
eliminalja a reaktiv oxigén (ROS) és nitrogén szarmazékokat’.
Az allati (human) szervezetben, sejtekben a 2-oxoglutarat
fiiggd dehidrogenazok kofaktoraként részt vesz a karnitin, a
katekolaminok bioszintézisében, illetve az extracelularis matrix
fehérjéinek, mint példaul a kollagén poszt-transzlacios
modositasaban®. Igen valoszinii, hogy szerepet kap egy mésik
poszt-transzlacios modositas, a diszulfid hidak kialakulasaban
is*®. A kdzelmultban funkcidit kiterjesztették a sejtmagra is,
ahol epigenetikus szerepet tolt be a DNS és a hiszton
demetilazok  kofaktoraként’, illetve a vas tartalmu
2-oxoglutarat-fliggd enzimek szerepet kapnak a HIF-1
(le)szabalyozasaban is. Az aszkorbat mind sejt, mind szervezet
szintjén befolyésolja a vas felvételét anyagcseréjét is.

A novényi sejtekben az aszkorbat szamos szerepet tolt be a
fotoprotekcioban® ugy, mint: a H,0, semlegesitése az
aszkorbat peroxidaz (APX) aktivitason keresztiil, a ROS
direkt semlegesitése, a hidrofob antioxidans a-tokoferol
regeneracidja’, a luminalis aszkorbaton keresztiil a
fotorendszer II-nek torténd elektron atadasa, valamint a
xantofil korben, mint a violaxantin deepoxidaz kofaktora
szerepel. Ez utobbi kor lehetové teszi intenziv megvilagitas
esetén a fényenergia ho formajaban torténd disszipalasat, a
fotoszintetikus  apparatus védelme érdekében (nem
fotokémiai  kioltas)'?. Az aszkorbat/dehidroaszkorbat
(DHA) paros lathatdoan szerepet jatszik a sejtciklus
szabalyozasaban. Az aszkorbat, a DHA ¢és a
monodehidroaszkorbat képes novelni a G1 fazisbol S fazisba
1ép6 sejtek aranyat. Az allati sejtekhez hasonldéan aszkorbat
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kofaktorral rendelkezé prolin hidroxilaz, felelés a
novényekben a sejtfal hidroxiprolin gazdag glikoproteinjei
hidroxilacidjaért. A 2-oxoglutarat fiiggd dioxigenazok ezen
tal részt vesznek a flavonoidok bioszintézisében. Az
aszkorbat tovabba olyan szerves savak prekurzora (oxalsav,
L-treonat, L-tartarat), amelyek igen nagy mennyiségben
fordulnak el6 a gyiimdlcsokben!!.

3. A glutation legfontosabb élettani funkci6i

J. de Rey-Pailhade 1888-as kezdeti kisérleteit kovetden'>'3 a
glutationt Szent-Gyorgyi Albert egykori cambridgei
professzora F.G. Hopkins irta le. Hopkins 1929-ben Nobel
dijat kapott a glutationnal, illetve a vitaminokkal és mas
taplalkozasi  faktorokkal  kapcsolatos  kutatasaiért.
Szent-Gyorgyi kdposzta szoveteken végzett kisérletei soran
azt tapasztalta, hogy azok képesek az aszkorbinsavat oxidalt
formajabol redukalni, mikozben a glutation oxidalodik'4.
1936-ban Hopkins és Morgan arra a megallapitasra jutott,
hogy a redukaldszer nem mas, mint a glutation'>. A reaktiv
oxigénvegyiiletek biologiai fontossaganak felismerésével az
1960-as években megnétt az érdeklddés a glutation irant.
1976-ban  leirasra  keriilt, hogy az  aszkorbat
monodehidroaszkorbatbol  (egy  elektronnal), vagy
dehidroaszkorbatbol (két elektronnal) térténd regeneracioja
NADH, illetve GSH mint elektrondonorok terhére torténik.
Ezt kovetéen az oxidalt GSH, glutation reduktdz
segitségével, NADPH elektrondonor felhasznalasaval
regeneralodik. Az aszkorbat és a glutation ezzel a
felfedezéssel fiziologias kapcsolatba keriilt'e.

A GSH a legfontosabb tiol redox puffer, amely segit az
intracellularis redox homeosztdzist fenntartani. Oxidativ
stressz esetén a GSH revezibilis moédon a fehérje tiol
csoportokkal kevert diszulfidokat képez, annak érdekében,
hogy megvédje az irreverzibilis fehérjeoxidaciotol'’. Ez egy
reverzibilis fehérjemodosulds, amely révén a fehérjék
funkcioja visszaallithatd, ha az intracellularis redox allapot,
az inzultust kdvetden normalizalodik. A GSH nem-enzimes
reakcioban is reagal az olyan ROS-kel, mint a szuperoxid, a
H,0,, az NO, a hidroxil gydk, és a peroxinitrit'®. Igaz, ez a
kémiai reakcié meglehet6en lasst folyamat, azonban tobb
enzim is alkalmas arra, hogy a peroxid redukciojat a GSH
oxidaciojahoz kosse. Fiziologias koriilmények kozott
elsésorban a glutation peroxiddzok (GPx) birkéznak meg a
H,0, terheléssel. Toxikologiai szempontbol fontosak a
glutation-S-transzferaz (GST), az enzimek, amelyek igen
kiilonboz6 elektrofil xenobiotikum detoxifikalasara képesek
GSH-S-konjugacié  révén. A novények nehézfém
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szennyez¢s hatdsdra GSH-bdl és méas homolog biotiolokbol
fitokelatinokat  szintetizalnak, = amelyek  szufhidril
oldallancaik révén képesek a kadmiumhoz és mas toxikus
elemekhez k6tédni, majd a vakuélaba transzportalni azokat!.

4. Az aszkorbat glutation fiiggo regeneracidja fiziologias
és stressz helyzetben

Az aszkorbat mikozben ellatja antioxidans és enzim kofaktor
szerepét elektronokat ad le aszkorbil gyok, majd DHA
keletkezik beldle. Redukcigjanak révid idon beliil be kell
kovetkeznie, kiillonben a DHA végérvényesen clvész, a
fiziologias pH-n néhany perc alatt felnyilo laktongytrii
miatt!. Korabban laboratériumunkban elvégzett kisérletek
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a ndvényi
mitokondrialis elektrontranszfer lanc nemcsak az aszkorbat
bioszintézisében, de a DHA mitokondrialis redukcidjaban is
részt vesz. Mindkét folyamatban fontos szerepet jatszanak a
novényi mitokondrium nagyméretli szamos fehérje-
alegységbdl allo és kiilonbozé fémionokat tartalmazo 1égzési
komplexei (I-IV). Légzési szubsztratokkal és gatloszerekkel
végzett kisérletek alapjan a 1égzési elektrontranszfer
lanc-fligg6 DHA redukcié helyszine a mitokondrialis
matrix, elektrondonora a komplex II. Komplex II
szubsztrattal millimolos aszkorbat koncentracid érhetd el a
mitokondrialis matrixban. A matrixban a DHA redukcio
soran keletkezett aszkorbat kijut a mitokondriumbdl ¢és a

membrankozti  térben  hozzdjarul a  komplex IV
elektronellatasahoz, amelynek fontos szerepe lehet
stresszhelyzetben a novények életképességének

fenntartasaban'®. Ezt a feltételezésiinket sikeriilt igazolnunk
mitokondrialis I1I-as komplex mutans ppr-40 ludfi estében.
A mutaciot hordozé novényeknél, a Ill-as komplexnél
bekovetkezd elektron aramlasi blokk, csdkkent mértéki
1égzést (elektrontranszfert) okoz, amely egy kompenzacids
mechanizmust indit el. A kompenzaciés mechanizmus
eredményeként fokozodik a IV-es komplex (citokréom c
oxidaz, CCO) ¢és az alternativ oxidaz (AOX) aktivitasa,
illetve jelentés mértékben megnd a IV-es komplex alternativ
elektrondonoraként viselkedé aszkorbat fogyasa. Igy az
aszkorbat nemcsak antioxidansként, de az alap anyagcsere
részeként is képes hozzajarulni a (komplex III) sériilt
novények életképességének noveléséhez?'. fgy az sem
okozott kiilondsebb meglepetést, amikor azt talaltuk, hogy a
ppr-40 novényeket mind mitokondrialis, mind sejtszinten
joval kisebb ¢és oxidaltabb C-vitamin szint jellemzi, mint a
vad tipust ludfiivet?!. Az aszkorbat (DHA-bol torténd)
regeneraciojaért felelos GSH fiiggd folyamat, az
aszkorbat-glutation ciklus minden enzimének aktivitasa
megemelkedik a ppr-40 mutans novényekben ¢és az azokbol
izolalt mitokondriumokban, a vad tipusu ndvényekhez
viszonyitva. A ciklus enzimeinek emelkedett aktivitdsa
egyiitt jar a redukciohoz elektronokat szolgaltatd GSH
mitokondrialis ~ szintjének emelkedésével a mutans
novényekben. A C-vitamin bioszintézis utolsé 1épését
katalizalo, mitokondrialis L-galaktono-1,4-lakton
dehidrogendz enzim mRNS szintje nem valtozik meg a
ppr-40 mutans ndvényekben, azonban aktivitdsa mintegy
25%-kal megemelkedik, feltehetden az oxidaltabb redox
allapot elektronakceptor citokrom ¢ miatt. A ppr-40

novényekben mérhetd jelentdsen alacsonyabb teljes
C-vitamin szint és a még jelentésebb mértékben csokkent és
oxidaltabb mitokondrialis C-vitamin szint azt jelzi, hogy a
megnovekedett regeneracios és szintetikus kapacitds is
kevésnek bizonyul a IIl-as komplexnél bekdvetkezd
elektronaramlasi blokk kovetkeztében kialakuld oxidativ
stressz ¢és fokozott aszkorbat fogyasztas kompenzaldsara®!.
Ahogy azt kordbban lattuk a ndvényi mitokondriumban
eddig két aszkorbat regeneracios Utvonalat irtak le a GSH
fiiggd azkorbat-glutation ciklust!, illetve a mitokondrilis
komplex II-hdz kapesolt redukciot!®. A két Gtvonal DHA
redukcidhoz vald hozzajarulasa sokaig ismeretlen volt. A
kozelmultban meghataroztuk a komplex II és a glutation
(GSH) fiiggo folyamatok mitokondrialis DHA redukciohoz
vald hozzajarulasanak mértékét novényi sejtekben. A
mitokondrialis DHA redukciohoz a GSH fiiggd folyamatok
mintegy 20%-ban jarulnak hozza, mig a komplex II fliggd
redukcio ettél 1ényegesen nagyobb mértékli. Ezek alapjan
megallapitottuk, hogy a mitokondridlis elektrontranszfer
lanc szerepét a mitokondrialis aszkorbat reciklalasban eddig
jelentdsen alabecsiilték?2,

Eredményeink  arra  utalnak, hogy a ndvényi
mitokondriumban 1étezik egy aszkorbat/DHA redox parbol
allo komplex I1I-at megkertld elektrontranszfer Gtvonal (1.
abra). Az utvonal képes lehet stresszhelyzetekben az
elektrontranszfer lanc elemeinek redukaltsagat csillapitani,
ami egyrészt direkt modon csokkenti a reaktiv
oxigénvegyiiletek keletkezését, masrészt az aszkorbat szint
fokozasaval noveli az antioxidans védelem hatasfokat. A
keriiléut limitalé 1épése nagy valdszinliség szerint az
aszkorbat matrixbol torténd kijutasa. Ezt bizonyitja, hogy a
DHA redukcio eredményeként keletkez6 aszkorbat a
matrixhoz képest jelentds késedelemmel jelenik csak meg az
extramitokondridlis térben (mitokondrialis membrankdozti
térben)?3.

Intermembran tér

DHA DHA Asc

1. abra Az aszkorbat/DHA kor hipotetikus 6sszefoglald
modellabraja.

Minden eddig emlitésre keriilt stresszhelyzetben az
aszkorbat, annak emelkedett szintje védelmet jelentett a
ndvény szamara, ndvelte tulélési esélyeit. Fontos
megjegyezniink, hogy az eddig emlitésre Kkertilt
stresszhelyzetek ~ mind  egytdl  egyig  abiotikus
stresszhelyzetek voltak. Vajon mas helyzetet jelent-e a
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biotikus stressz? Az inkompatibilis ndvény-patogén
interakcid egyik korai eseménye az oxidativ kitorés. A
kitorés alatt hirtelen megugré ROS szint egyrészrél kedvezd
hatasi. A ROS masodlagos hirvivéként koordinalja a
védelmi gének aktivalasat és hozzdjarul a tovabbi
védekezéshez. Ugyanakkor kritikus a ROS szint igen preciz
szabalyozasa, annak érdekében, hogy elkeriiljik a nem
kivant toxicitast. Ahogy azt korabban mar lattuk az
aszkorbat a novények legnagyobb mennyiségben eléforduld
vizoldhato antioxiddnsaként kiemelt szerepet jatszik a ROS
szint kiegyensulyozasaban (a ROS elimindldsiban)'. Az
aszkorbat szint szabalyozasa ezért fontos szerepet tdlthet be
a ROS szint finomra hangoldsdban a nodvény-patogén
interakcid korai szakaszdban. Annak érdekében, hogy
kideritsiik, hogy ez az interakcié miként befolyasolja az
aszkorbat bioszintézisét, reciklalasat ¢és szintjét ladft
sejteket kezeltiink egy ndvénypatogén baktérium két
mintegy mimelve a bakteridlis fertézést?*. Mindkét fehérje
jol definialt ROS kiugrast eredményezett, amellyel
parhuzamosan jelentés mértékben megnétt az alternativ
oxidaz (AOXla) kifejez6dése. A C-vitamin szintézis
sebesség meghatarozo 1épését katalizalo GDP-L-galaktoz
foszforilazt kodolo egyik paralog gén a vtc5 kifejezddése is
markansan megemelkedett a ROS ugrast kovetden. Az
elézoekhez hasonloan az aszkorbat bioszintézis utolso
Iépését katalizald galaktono-1,4-lakton dehidrogendz és a
H,0, eliminacioban kulcsszerepet jatszod aszkorbat-
peroxidaz aktivitdsa, illetve az aszkorbat és a glutation
szintje is megndtt a harpin kezelés kovetkeztében
megndvekedett ROS szint hatdsdra. Mindezen tényezdk jo
eséllyel hozzajarulhatnak a programozott sejthalal altalunk
tapasztalt jelentds mértékli mérsékléséhez. Nem utolsod
sorban a redox egyensuly finomra hangolasat, mint egy 1j
funkciot vethetiink fel a vtc5 gén szamara®*.

5. A glutation és a mitokondrium szerepe a gyogyszer-
toxicitas kivaltotta sejthalal folyamatiaban

Az acetaminofen (APAP) kivaltotta majkarosodas
klinikailag relevans, alaposan tanulmanyozott, gyorsan
kivalthato, igy farmakoldgiai és toxikologiai tesztetalonna
valt. Ugyanakkor az APAP majkarositasanak mechanizmusa
Osszetett, az altala kivaltott sejtelhalas és majkarosodas
szamos aspektusa mind a mai napig ismeretlen. Egér maj
eredetli mikroszomalis vezikuldk esetében igazoltuk, hogy
in vivo APAP ¢és a GSH bioszintézist gatlo
butionin-szulfoximin ~ (BSO)  kezelés hatdsara a
mikroszémalis GSH szint markéansan csokken?>. Az APAP
N-acetil-p-benzokinon iminné (NAPQI) torténd
konverzidja, illetve a NAPQI GSH terhére torténd
konjugacidja, majd a NAPQI-GSH kitiritése all az extrém
meértékit GSH deplécio hatterében. A redukalt GSH és
fehérje tiolok részaranya APAP kezelést kovetden
Iényegesen kisebbnek bizonyult, a BSO kezelés ugyanakkor
a mikroszomakban lényeges mértékben nem valtoztatta meg
a redukalt/teljes GSH aranyt. APAP kezelés hatasara
jelentds mértékben megndvekedett az apoptotikus sejtek
szama, azonban a nekr6zis mennyiségileg joval jelentésebb
mértékd volt?®. Ezt kévetéen kimutattuk, hogy a nekroptozis

¢és az apoptozis mellett egy harmadik programozott sejthalal
tipus, a ferroptozis is szerepet kap az APAP kivaltotta
sejthalal  folyamataban primer egér majsejtekben?’.
Eredményeink alapjan a ferroptozis gatldszer, ferrostatin-1
védohatasa, nem a csokkent APAP-NAPQI
metabolizmusbdl és nem a megvaltozott GSH-val torténd
NAPQI konjugaciobol fakad. Az APAP kivaltotta sejthalal
folyamatat gatolta a C- és E-vitamin. A C-vitamin, valamint
a C- és E-vitamin kombinacidjanak védohatasa meghaladta a
kizarolag dnmagaban adagolt E-vitaminét?’.

A mitokondrium sejthalalban jatszott fontos szerepe, illetve
a C-vitamin védé hatdsa miatt kivancsiak lettlink, arra, hogy
a C-vitamin miként, milyen transzporterek segitségével jut
be a mitokondriumba. Korabban két transzporter csalad
tagjairol irtdk le, hogy részt vesz a C-vitamin
biomembréanokon keresztiili transzportjdban?>. A GLUT
(SLC2), illetve az SVCT (SLC23) transzporter csaladok in
silico lokalizacidjanak vizsgalataval megerdsitettik a
GLUT1 ¢és az SVCT2 transzporterek mitokondrialis
lokalizaciojat, ugyanakkor megkérddjeleztik a GLUTI10
mitokondridlis jelenlétét. Ezen til eredményeink alapjan
valoszintsitjiik két ujabb, GLUT csaladtag, a GLUT9 ¢és a
GLUTI11 mitokondrialis elhelyezkedését, illetve felvetjiik
DHA transzportban vald részvételiiket?®. Vizsgilatainkat
mitokondrialis  DNS  fosztott  sejteken  folytatva
megallapitottuk, hogy a mitokondrialis DNS hiany hatasara,
a mitokondrialis oxidativ folding apparatus fontos eleme, az
ALR (Augmenter of Liver Regeneration) fehérjeszintje
jelentés mértékben megnd. Az ALR mennyisége nem
mutatott valtozast a sejtek 1égzési komplex gatldo és
szétkapcsolo szerekkel torténd kezelésére, ezért az ATP,
illetve ROS szintek ALR fehérjeszintet szabalyozo szerepe
nem valdszini®®. Az ALR részt vesz a mitokondriumok
biogenezisében ¢és  fenntartdsaban, ezért konnyen
elképzelhetd, hogy szintjének megemelkedése a
mitokondrialis DNS fosztott, 1’ sejtek adaptiv vélaszanak
egy része lehet, amely segit a mtDNS-ben kodolt fehérjék
kiesése ellenére a mitokondrialis belsd membran
integritasanak és a membranpotencial megérzésében. igy az
ALR minden olyan esetben, amely a mtDNS szdmanak
csokkenésével jar, a mitokondrialis betegségekben és az
oregedés sordn el6forduld6 mtDNS mutdcidk esetében is
hozzajarulhat a mitokondrialis funkcidok fenntartasahoz.
Eredményeink alapjan, az ALR a gépezet egy fontos alkotdja
lehet, a mtDNS pedig fontos szabalyoz6 szerepet tolthet be
az ALR fehérjeszintjének szabalyozasaban.

6. Gyakorlati felhasznalasi lehet6ségek

Ahogy lattuk a C-vitamin életr6l és halalrél donthet
stresszhelyzetben, ami a ndvényi biotechnologia egyik
kulcsvegyiiletévé teszi. Altala elérhetjiik, hogy a fent
ismertetett stressz hatasoknak ellenallobb ndvényeket
fejlessziink ki, amely a szélsdséges idojarasi ¢és
talajviszonyok jelentette kockazatot, kart jelentds mértékben
mérsékli. Minden aszkorbat metabolizmussal és szintjének
szabalyozasaval kapcsolatos ismeret fontos szerepet jatszhat
szintjének, altalunk, tudatosan kontrollalt befolyasolasaban.
Erdekes médon minden eddigi a C-vitamin szintjébe torténd
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tudatos mérndki beavatkozds (amelyek elsdsorban a
bioszintetikus utat érintették) csak mérsékelt sikert értek el.
Ezért kiilonosen fontos szerepet jatszhatnak a teriilet
fejlédésében a C-vitamin reciklalasaban elért eredményeink.
Az oxidalt formabol torténd reciklalas ugyanis igen
hatékony moédja a C-vitamin szint befolyasoldsanak'-3.
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Ascorbate, while scavenges reactive oxygen species ROS
and functions as electron donor for different enzymes, is
oxidized to monodehydroascorbate and then to
dehydroascorbate (DHA). DHA is very unstable and only
ascorbate possesses antioxidant and free radical scavenger
properties. Thus DHA must be reduced back to ascorbate,
otherwise under physiological conditions it is lost within
minutes. The reduction of DHA clearly plays important role
in the maintenance of sufficient level of ascorbate. In plant
mitochondria two DHA reducing mechanisms, the
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GSH-dependent and the mitochondrial electron transfer
chain dependent ascorbate recycling have been
characterized. On the base of the parallel determination of
mitochondrial GSH content and ascorbate production upon
DHA addition, GSH (consumption) is responsible for the 20
% of ascorbate production. Almost 90 % enhancement of
ascorbate production could be provoked by the addition of
Complex II substrate succinate which could be almost totally
prevented by the concomitant addition of malonate or TTFA.
On the base of these results, the importance of mitochondrial
Complex II compared to GSH-dependent mechanisms in
mitochondrial ascorbate recycling has been underestimated
so far. A block of electron flow at complex III is presented in
the Arabidopsis ppr40-1 mutant that can be characterized by
higher level of ROS generation and sensitivity to different
abiotic stresses. The activity of the ascorbate biosynthetic
enzyme, L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GLDH)
was elevated in mitochondria isolated from these mutant
plants. In addition increased activities of the enzymes of
ascorbate-glutathione cycle and elevated glutathione (GSH)
level were observed in the mutant mitochondria. Lower
ascorbate and ascorbate plus DHA contents were detected at
both cellular and mitochondrial level. Moreover, the more
oxidized mitochondrial redox status of ascorbate in the
ppr40-1 mutant indicated that neither the enhanced activity
of GLDH nor Foyer-Halliwell-Asada cycle could
compensate for the enhanced ascorbate consumption in the
absence of a functional respiratory chain. Ascorbate may
also play important role during the plant-pathogen
interaction. An early event of the incompatible
plant-pathogen interactions is an oxidative burst. On one
hand, the ROS generated during oxidative burst is
advantageous. ROS can serve as secondary messengers
mediating defence gene activation and establishment of
additional defences. On the other hand, the concentration of
ROS must be carefully regulated to avoid undesired cellular
cytotoxicity. The regulation of ascorbate level, can be an
important point of the fine-tuning of ROS level during the
early phase of plant-pathogen interaction. Thus we
challenged Arabidopsis thaliana cells with two different
harpin proteins (HrpZpto and HrpWpto). HrpZpto and
HrpWpto treatments caused a well-defined ROS peak. The
expression of the vtc5, one of the paralog genes that encode

the rate limiting enzyme of ascorbate biosynthesis, followed
the elevation of ROS. Similarly, the activity of ascorbate
peroxidase, GLDH and the level of ascorbate and
glutathione also followed the elevation of ROS due to harpin
treatment. The enhanced expression of vtc5, the elevated
activity of GLDH, and the increased level of ascorbate and
glutathione all can contribute to the mitigation or absence of
programmed cell death. Finally, a new function, the
finetuning of redox balance during plant-pathogen
interaction, can be proposed to vtc5.

Acetaminophen (APAP) induced liver injury is clinically
relevant, well studied, and can be rapidly induced, therefore
it has become a standard model in the pharmacology and
toxicology. However the mechanism of APAP
hepatotoxicity is extremely complex, thus many aspects of
APAP-induced cell death and liver injury are still unknown.
The major part of APAP is conjugated with glucuronic acid
or with sulphate and excreted however a small fraction is
metabolized by cytochrome P450 enzymes to
N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI). This highly
reactive metabolite reacts rapidly with GSH causing
extensive GSH depletion. The recently described form of
programmed cell death, ferroptosis can be induced by agents
causing GSH depletion or the inhibition of GPX4. Since
NAPQI this highly reactive metabolite of APAP induces a
cell death which can be characterized by GSH depletion,
GPX inhibition and caspase independency the involvement
of ferroptosis in acetaminophen induced cell death has been
investigated. In the case of acetaminophen treated primary
mouse hepatocytes the significant elevation of cell viability
could be observed upon ferrostatin-1 treatment. Similar to
ferrostatin-1 treatment, the addition of the RIP1 kinase
inhibitor necrostatin-1 could also elevate the viability of
acetaminophen treated primary hepatocytes. Ferrostatin-1
has no influence on the expression of CYP2EI or on the
cellular GSH level which suggest that the protective effect of
ferrostatin-1 in APAP induced cell death is not based on the
reduced metabolism of APAP to NAPQI or on altered
NAPQI conjugation by cellular GSH. Our results suggest
that beyond necroptosis and apoptosis a third programmed
cell death, ferroptosis is also involved in acetaminophen
induced cell death in primary hepatocytes.
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