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GLUCOSINOLATI




| glucosinolati sono presenti nelle
cosiddette «piante dall’odore
pungente»...

Ad oggi:

Piu di 200 strutture diverse
conosciute.

Distribuzione specie-specifica
Presenti soprattutto nell ordine
delle Brassicales (famiglia
Brassicacee, dette anche Crucifere)

Cosa sono?
Metaboliti ricchi in zolfo, derivati
da amino acidi




I GLUCOSINOLATI: struttura chifica

1) Piccola catena alchilica di varia natura (generalmente aromatica)

2) Gruppo C=N-0O-SO,
(C, N e solfato SO4!)\

Deriva da r{l:[—o— 50,
aminoacidi 3) Legame tioestere con uno zucchero ‘ CHy-C
tipo trp, phe, (generalmente il glucosio) 3-Gluc
tyr, met e loro E
omologhi a
catena p"‘J 3-Indalylmethyl glucosinolate
lunga
I::] -
]fl*ll —0=30, 1 -Iethozxy- 3-indolylmethyl glucosinolate
DU
H-0-380;]
N as >Gire i :
T CHg-clj
a-Glhuc
M
4-Ilethosxy-3-indolylmethyl glucosinolate [lj



In pratica...

Sulfonated
D-Glucose OXime group

Side  Central carbon
group atom

Fig. 6: General structure of glucosinolates



LLe OSSIME sono gruppi con il doppio legame C=N ed un gruppo OH
(aldossime e chetossime a seconda di R e H).

Nel caso dei glucosinolati non ¢’¢ OH ma il solfato SO,.

CHETOSSIME SULFONATE

Sarebbero chetossime sulfonate perché uno degli R e il radicale del precursore,
I’altro € un -SH esterificato con uno zucchero, in piu I’OH ¢ sostituito con SO,.

.OH .OH
N N

PN PN

R H R™ R

Aldossime Chetossime



Quindi, AGLICONE + GLUCOSIO = Glucoside

Glucose

" Ho R

Aglycone

O
®\[/S\ OH
]J Q—I OH /




Tantissime strutture diverse a seconda del tipo di radicale alchilico, finora
sono note circa 200 diverse molecole.

CH,OH
H 5L = N—0S0,"
H
OH H
Trivial name HO H R-glucosinolate
Sinigrin 2-Propenyl
Gluconapin L P 3-Butenyl
Glucobrassicanapin 4-pentenyl
Progoitrin 2-Hydroxy-3-butenyl
Gluconapoleiferin 2-Hydroxy-4-pentenyl
Glucoiberin 3-Methylsulfinylpropyl
Glucocheirolin 3-Methylsulfonylpropyl
Glucoerucin 4-Methylthiobutyl
Glucoberteroin 5-Methylthiopentyl
Glucobrassicin 3-Indolylmethyl
Neoglucobrassicin 1-Methoxy-3-indolylmethyl
4-Hydroxyglucobrassicin 4-Hydroxy-3-indolylmethyl
4-Methoxyglucobrassicin 4-Methoxy-3-indolylmethyl

Glucobrassicin-1-sulfonate 1-sulfonate-3-indolylmethyl



Le tantissime
strutture sono
divisibili in famiglie
a seconda
dell’aminoacido
precursore

Phe/Tyr derived

GSL GsL
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Deterrenza e protezione dai “nemici
naturali”

Epithionitrilel

|_ocalizzazione tissutale:

In tutta la pianta, ma specialmente negli organi

riproduttivi, che sono molto «preziosi»
(semi, silique, fiori ed infiorescenze in via di sviluppo)

seguiti da foglie giovani, radici e foglie adulte.



BIOSINTESI DEI GLUCOSINOLATI

Glucosinolati alifatici:

Metionina
Alanina
Leucina
Isoleucina
Valina

Glucosinolatl aromatici:

Triptofano
Fenilalanina
Tirosina



La biosintesi dei glucosinolati parte dall’aminoacido precursore
ed avviene in tre fasi:

) Allungamento della catena laterale dell’aminoacido
11) Sviluppo della struttura di base

I11) Modificazioni secondarie della catena laterale



BIOSINTESI DEI GLUCOSINOLATI:
Sono composti particolari, gli unici a contenere zolfo sia ossidato che ridotto.

Vediamo prima da dove arrivano il solfato e lo zolfo ridotto:

Soil
$0,2
P

»Plant growth
regulators
»Antioxidants
»Antibiotics
»Metal chelators

=Phytochelatins (PCs)
=Metallothioneins (MTs)
=Glutathione (GSH; y-

glutamyl-cysteinyl-glycine)

rich thiol-reactive
peptides 4

¥

Involved in plant
abiotic  stress
tolerance

High GSH level
4
High Cys 1
level

/

Phytoalexins

7] —SCH; |
N, Ry '|
N
R

\  Glucosinolates /
\ _/

S-containing

<

secondary metabolites

t

Involved in plant biotic
and abiotic stress

Plant
so,2 *ATP . IL
ATP Sulfurylase 4 "1 '°J ".i ? -
- - H UH e o
0208 = o i
ﬁ ﬁ—' v N u .'N-(E‘.-"U-PO
8 4 S PE
PPi + LN g “oH
Adenosine5’-phosphosulfate (APS)
2 GSH
APS APS
Kinase GSSG reductase
A AMP
PAPS
SO;%
Sulfite
6 Fd. 4
Sulfite reductase
1 6 Fd..,
3
S 8] (8]
Sulfide
o L,
. NH4
cmle kAt O-acetylserine
thiolyase
CH,COCH

SH

HQNLKO £

OH

Fig. 1.: Sulfur assimilation pathway. The initial step of sulfur assimilation pathway is catalyzed by ATP-sulfurylase. Role of ATP-sulfurylase in plant abiotic
and biotic stress tolerance through different rich thiol-reactive peptides including (Cys, GSH, and MTs) and S-containing secondary metabolites is
listed. Positive and negative regulation of ATP-sulfurylase is indicated by arrows and blunt ends, respectively (Redrawn from SAITO 2004; HIRAT and

Sarro 2008).



BIOSINTESI DEI GLUCOSINOLATI

.. - NH2
Inizia dagli P

aminoacidi!!! H

v

amino acid

CYPT79

O
N’OH
Dopo I’allungamento della catena, R aldoxime
O
(0]

!
primo vero step della biosintesi: {

S-thiohydroximate
SR adduct

N H
P
ossidazione del gruppo amminico
tramite una monoossigenasi Cyt ;
H
P450 dipendente, si forma la ¥ S-thichydroximate
R SH
cosiddetta aldossima, poi reazioni ‘
varie di trasferimento di gruppi, ‘

ossidazioni, sostituzioni ecc.... .
6 3
glucosinolate

=2

R Se= glucose



La Cys cede I’SH!

Prima si lega al posto dell’H
dell’aldossima, formando un
intermedio instabile, poi idrolisi e

rimane un SH.

hioldonor
Cystein?

'ile J?D ,53—R
R—CH—C —— R CH=N—O0H - - R—C\
\OH c;ﬂ::zl.:gz, CYPB3A1, “N—OH

Amino Acid 5 F4, Aldoxime B1 S-Alkylthiohydroximate

(e.g. chain elongated)
C-S-Lyase
(SUR1)
UDP-Glucose

+8—Gluc +5—Gluc ~SH
R—Gx R—C,\ R—ﬂ\

N N—OSO,H Sulfétransferase N—OH Glucosyltransferase N'N—OH

Glucosinolate Desulfeglucosinolate Thiohydroximic Acid

( Downloald in: 72 dpi | 300 dpi )

}
I1 PAPS cede il solfato L’UDP-glucosio cede il
SO,%! Glucosio




A livello cellulare
dove vengono sintetizzati i glucosinolati?

Gli enzimi chiave per la biosintesi dei glucosinolati
si trovano sotto forma di complessi multienzimatici
sul lato citosolico del reticolo endoplasmatico.

vacuole
cytoplasma

glucosino-

late
sulfo.
transferase




Comunque, al metabolismo dei glucosinolati concorrono quasi tutti i comparti cellulari...

Subcellular localization of proteins involved in GLS biosynthesis, degradation, and transport

MITOCHONDRIA  SECTORY PATHWAY/SECRETED

CHLOROPLAST/
GOLGI APPARATUS sm1°
PLASTID ' Ciae2 éogl.nkwpm (GIL)*
PEN2/BGLU26 GLL23*

BCAT3 GLL22*
BCATS MYB28
AtLeuC MYB2S
AlleuDlﬂ MYB76
AtleuD2/1PMIL" MY
AtlPMDH1 NUCLEUS MY:?—:‘
AtIPMDH2 MYB122*
AtIPMDH3 MYB115
m; @ MYB118
sk
Yot PEROXISOMES i
AKN2/APK2 TFL2
APK'l @ 0oBP2
RuBisCO FAMA/FMA
PEN2/BGLU26 SUM1
Lif2
ATSDI1
AtMPK3
AIMPKS
AIERFE
MYC2
CYTOSOL/CYTOPLASM ke
BCAT4 GSTF11* MYCs
FMOGS-OX1 GSTU20* WRKY18
FMOGS-OX2 UGT74C1° WRKY40

FMOGS-0X3 ST5b/SOT18 7
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MOGS-0X5 GS-OH B
0 iy D ©77  RETICULUM ‘

g N
b o {
GGP1 ST53/S0T16 e opreR2 = -
AUGMT2*  SURL ANPF2.10/GTR1 CYP79A2* DSt
AUGMT4* mms 1GG1/8GLU38 AtNPF2.11/GTR2 CYp7982*
AtESP 5 16GG2/BGLU37 NPF2.9/NRT1.9 CYP83A1
AtHOL1 TGG3/BGLU3S" NRTL7 CYP8381°*
AthsP1 VAM3/SYP22 NRTLG CYP8IF2
AWNSP3 PENL CYP81F4"
GUP PEN3 PYK10
Lif2
AWNIT2 MVPL

AERF6 AtNIT2




Biosintesi e storage.... Nelle S Cell!!

Cellule deputate alla biosintesi e cellule deputate all’accumulo...

Storage of ——

Glucosinolates

Glucosinolates
Phloem
Cytosol

2-0x0 acid
Methionine Derivatives

e e —I Methionine
(MTOP) (1)
Oxidative - i Transamination
Decarboxylation Met Derivative
2 . . Chloroplast MTOB

3-Alkylmalic acid

Acetyl-CoA

MAM-1/MAM3

Isomerization

2-Alkylmalic acid



Biosintesi in cellule parenchimatiche diverse a seconda della natura di R.
Specializzazione!

f

~ S-cells

Myrosin
7 idioblasts

Aliphatic

5y \""r' ‘-_"\
e @ a %8
9050075 ®
\);( o NALAAL
| 4 : _ N \“' -/'_\_.
) b2
\ { . ’ - z -
\—‘,..,'.. ’: / —)
Rn}-— }' - \ F ~ \ = e
s, N
I)'\‘ \'/ - \/— 7.,4'-
~ \& : / \\1_4 —
v X P \ l
| oY N

glucosinolate
biosynthesis

Indole
~ glucosinolate
biosynthesis




In particolare: distribuzione tissutale nella foglia.

A Apoplasm Xylem Phloem

Companion
cell
Leaf edge Mesophyll Biosynthetic
cell cells cell

Dalle cellule biosintetiche, i GLS sono trasportatizattraverso opportuni carriers (ed in
parte anche per via simplastica) verso le cellule del margine della foglia dove si
accumulano nel vacuolo.
Oppure vengono redistribuiti per via xilematica e floematica al resto della foglia. Possono
anche accumularsi in cellule parenchimatiche del floema (S-Cells).



Adaxial epidermal cell layer

Palisade mesophyll

esop Bio e Xylem
Symplasmic transport E Phloem
to leaf margin4 “““““““ &
_ (&)
= Spongy mesophyll
4 V:"a j Abaxial epidermal cell layer

© Glucosinolate
0 GTR

B Plasmodesmata

0 Unknown transporter

Generalmente, molti finiscono nell’epidermide abassiale



DIVERSITA’ dei Glucosinolati: Tramite varianti
enzimatiche e regolazione della via biosintetica, le
Brassicacee vengono ad avere differenze quali-
guantitative in glucosinolati.
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Tutti 1 numerosissimi enzimi (ossidazione di AA diversi, modificazioni secondarie
diverse, ecc...) che concorrono alla biosintesi di questi altrettanto numerosissimi
composti, sembrano essersi evoluti indipendentemente I’uno dall’altro.

Variabilita degli enzimi e Tryptophan FH; -0-50;
variabilita nell’arsenale di CHz-0H | CH2-g
. Coo . S-Gluc
glucosinolati a seconda delle H H
. . i . i 3-Indalylmethyl glucosinalate
diverse pressioni ambientali. i
CYPTOR2
CYPTOR3 T
Specie-specificita della 2 -0H T i,
o _ _ CHy-CH I|‘|I_DH
distribuzione del ‘ CHp-CH
% CYPE3EI N

glucosinolati all’interno della

Indole-3-acetaldozime Indole-3-acetaldozime M-oxide

famiglial!!!
Piante diverse di ambienti diversi

avranno GLS diversi



DISTRIBUZIONE SPECIE-SPECIFICAE.... ORGANO-SPECIFICA
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Species
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oleifera (wild type)
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La biosintesi dei glucosinolati e regolata da:

Stadio di SVilUppO sono particolarmente abbondanti nelle parti piti giovani ed in attiva crescita della

pianta, per calare progressivamente durante 1’accrescimento
Via di segnalazione attraverso

Patogeni 'Iaa\proo_luzione_di: R'SpOSt? a
i cido jasmonico livello sia
Erbivori Acido salicilico locale ch
Etilene (_)C& © C ©
sistemico

Danno meccanico

Squilibri nutrizionali (esempio: se manca il solfato non vengono sintetizzati!)



Per il segnale che fa scattare la biosintesi...
soprattutto ACIDO JASMONICO

COOH

a-Linolenic Acid

l 13-Lipoxygenase

COOH

OCH
13-HPOT

Allene Oxide Synthase

COOH

12,13-EOT

Allene Oxide Cyclase

{E(://\\/\/COOH

cis-(+)-OPDA

COOH

(+)-7-iso- jasmonlc acid
B-oxidation

&\/N\:\\/COOH

OPC-6:0

T B-oxidation

%Ci/\/COOH

OPC-8:0
b oot

<\\‘/'\//¥\//\\/\/COOH

cis-(+)-OPDA

Deriva dall’acido
linolenico per ossidazioni
successive.

Vari tipi di stress fanno
partire la sua biosintesi,
soprattutto quello biotico
(anche attraverso la
produzione di ROS).



Esempio: erbivoria, jasmonato e glucosinolati

CoI1
C —>

265
proteasome

MYC | MYB

—

GLS pathway genes

Herbivory results in increased JA biosynthesis, which triggers increased degradation of JAZ proteins by the
26S proteasome and increased formation of protein complexes comprising MYC (MYC2, MYC3, MYC4) and
MYB (MYB28, MYB29, MYB76, MYB34, MYB51, MYB122) transcription factors. Increased expression of
glucosinolate pathway genes leads to higher glucosinolate levels. The glucosinolate biosynthetic gene AOP2
mediates feedback regulation by an unknown mechanism. GLS, glucosinolate; JA, jasmonic acid.



La via biosintetica subisce anche la classica regolazione a

feedback negativo catalisi

E+S<—ES ——E +P

legame del substrato

| glucosinolati si autoregolano:
farne troppi non serve, viene consumata troppa energia...


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/57/Catalisi_enzimatica.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/57/Catalisi_enzimatica.svg

L’attivita biologica dei glucosinolati si esplica quando vengono idrolizzati!

Glucosinolato 7\‘a/_ﬂc@(parte che deriva dall’AA) + zucchero

l

Inattivo

la pianta si auto-protegge :
(lap protegge) Questo legame deve essere scisso!

Come si puo fare?
Parte biologicamente attiva!

Idrolisi!

Chi la fa?

MIROSINASI




MIROSINASI




MIROSINASI

In pratica e una tio-glucosidasi
(thioglucoside glucohydrolase, TGG, EC 3.2.1.147)

Inserisce una molecola di acqua su un substrato per
scindere un legame estere fatto da:
un —SH dell’aglicone (che fa la parte dell’acido) ed

un —OH dello zucchero (che fa la parte dell’alcol).

R-SH + HO-R = R-S-R + H,O e viceversallll



MIROSINASI
(enzima dimerico)
Idrolizza i1 glucosinolati liberando
I’aglicone dallo zucchero e formando tioidrossimato-O-sulfonati instabili

very long N loops

with small 4 —»
residue helices mﬂf‘

Myrosinase (Zmyr)




The overall structure of plant myrosinase showing the dimer held
together by a zinc (green) atom, fluoroglucose (yellow) and carbohydrate
(sticks)



Meccanismo catalitico...

i

{Hn 1
Gin 187 I'II.'“I."I
]

NH; o

HO HO (
L ascorhale, HL 0 .
Hd I".."5 A HU - =
&Lf P N XA
OH | H .

i 0
N 5 "f" ascorbane
"'\-...‘ {:.ﬂl
LS50y = S
0, .0 M Gilu 409
¥ i+ 807
F
e
Cill 409

Il Glu attacca il legame tioestere e si prende lo zucchero, poi idrolisi.
Nel frattempo si sono liberati R-N=C=S e SO,*

Loy &R



Ecco il sito catalitico!

GIn207
Ne279



Glucosinolate

Grazie alla
Mirosinasi......



OH

0505
0 |
Homs“ ’/fN
Cosa succede dopo PTIDROLISI? HO v

oH R
H0 _
My roasinase
Tioidrossimato-O-sulfonati DGucoseD}
ELIMINAZIONE NON ENZIMATICA | ]
DEL SOLFATO hcoset T P oses }

\\—-)- sulphate

— T

RIARRANGIAMENTO SPONTANEO

H
> CH, —C—(CHyly—C=N
g Epithionitrile

Spontaneo = variabile! —-— |
Qizganale

Si formano numerosi e diversi composti

di degradazione (instabilita e
riarrangiamenti) che sono tossici per | flocyanate fon

erbivori, insetti, nematodi, funghi,

Oxazolidinethion:



R/Nkc% R—C=N

S
Isotiocianati organici Nitrile
?>\/C?'H
Epithionitrile
Tiocianato

Sono molto reattivi: tendono a legarsi a tutto cio che trovano
denaturandolo!

Proprieta biocide contro patogeni ed erbivori in generale... ma
attraenti per gli «<amici naturali».


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/Isothiocyanate_group.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/Isothiocyanate_group.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/67/Nitrile-group-2D.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/67/Nitrile-group-2D.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/53/Thiocyanate-resonance-2D.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/53/Thiocyanate-resonance-2D.png

Condizioni chimiche come:

Presenza di pH diversi (dimensione ed acidita dei vacuoli?)
presenza di altre proteine

presenza di specifici metalli pesanti (ioni ferro? Contenuto
vacuolare?)

determinano la composizione finale dei prodotti che si formano.

Tutti reattivi:

Soprattutto si legano ai gruppi amminici e sulfidrilici delle
proteine denaturandole.



Composizione finale...

Glucosinolate  D-Glucose
OH* . -

HO | SH OH
Hm/s p Myoslnase | p< ¢ ronlq
OH' \]( H0 N-0-80;- HO
N ! - OH

Y
S0, ESP
pH4/  pH7

Epithionitrife Thiocyanates  Nitriles Isothiocyanates Oxazolldine-thione
C{;}CH-CH;-C‘:‘N R—-S—C=N R-C=N R—N=C=S§ CH,‘:CH—TH— H,

R—
<

0

n=0""



Le proteine SP (specifier proteins) sono presenti in molte isoforme
ognuna delle quali indirizza verso un prodotto diverso, nitrili,
epitionitrili e tiocianati. Sono accumulate soprattutto nelle S-cells

R. _S R, _S
Y Glc MYROSINASE T
N > N —) R—N=C=S$S
0S0;° | T0S0; isothiocyanate
glucosinolate aglucone
/
NSP és\

SPECIFIER
PROTEINS

P
ESP trp TR

TN

R—C=N MC"‘Q*\N R—S—C=N

nitrile epithionitrile  thiocyanate

Le specifier proteins erano ritenute essere cofattori allosterici



SPECIFIER PROTEINS meglio conosciute:

ESP (epithiospecifier protein) porta alla formazione di
epitionitrili

TFP (thiocyanate-forming protein) di tiocianati, mentre

ESP e TFP promuovono anche la formazione dei nitrili, i
meno tossici fra tutti

la mirosinasi da sola e sufficiente per la produzione
di isotiocianati (i piu tossici!).

AN

R—C=N
simple nitrile

R s R 5
I“GIC D’//H\
T activation :> \ll'j E'_"Em"'_-"f?l tion b g "ﬁ
-~ . ; iversification by
glucosinolate aglycone apithionitrile
R—S§—C=N
thiocyanate

R—N=C=35
isothiocyanate



Il ruolo ecologico delle specifier proteins non e
ancora chiarissimo.

Trattando con jasmonato aumenta 1’espressione
delle ESP: ruolo del nitrili nella protezione da
insetti erbivori piu che in quella da patogenit....

Pero...

dato che sono 1 meno tossici (sia epitionitrili che
nitrili semplici), sono quelli che attraggono i
nemici naturali degli insetti nemici!

(esempio: afidi e coccinelle)

Agiscono anche da deterrenti per I’ovoposizione
Vi1 sono anche proteine che inibiscono SP

specifiche: esempio: epithiospecifier modifier 1
(ESM1).... Un complicato equilibrio...




[attacco fungino invece
non induce le SP... per 7
fare fuori 1 funghi ol e
patogeni ci voglionogli £

isotiocianati! n \
0




Comunque sia:

GLSs + myrosinases + specifier proteins + and GLS degradation
products

GLS-myrosinase (GM) system (“mustard oil bomb”).

La bomba ad olio di senape...




MIROSINASI

Una domanda....

Ma allora, come fa
I’enzima a sapere
guando deve scindere
Il glucosinolato in
modo che I’aglicone
svolga la sua funzione
biologica????

S-Glue

R
_{NDSD;
Myrosinase
R—f o + Glucose
NOSO,"
+ S0,
RNCS 4 RSCN
Isothiocyanates thiocyanates
E-—CiH—ETI1 D/\EN
RCN + § Q_ _NH S
Nitriles Epithionitrile
S

Oxazolidine-2-thiones



Il sistema e semplicissimo e dipende dalla funzione biologica stessal!

Glucosinolati e mirosinasi si trovano in cellule diverse!

S-Cells & M-Cells (f’ N

Comunque, entrambi sono
generalmente accumulati nei vacuoli

(K—, \ Glucosinolati

)




Analisi
Istochimica della
mirosinasi
usando anticorpi
monoclonali 3D7

f o, ' Le cellule ricche di glucosinolati
; = i sono dette S-cell (Sulphur rich
s cells)
5/’? § quelle contenti mirosinasi si
R B ' trovano tutte attorno a queste e
P~ sono dette idioblasti (o M-cell).


http://www.plantphysiol.org/content/vol127/issue4/images/large/pp1216960003.jpeg
http://www.plantphysiol.org/content/vol127/issue4/images/large/pp1216960003.jpeg

Un idioblasto (M) contenete mirosinasi:

Mg = granulo di mirosinasi!
Ce ne ¢ talmente tanta che precipita in granuli...




Notare la localizzazione sotto epidermica di S e M cells....




Un’altra domanda.....

Come fanno allora ad entrare in contatto???

?



Entrano in contatto fra loro solo in seguito ad un danno
stesso del tessuto vegetale.

Basta pensare a come tali “nemici naturali” delle piante agiscono.....

Solo i parassiti biotrofici (e non quelli necrotrofici) non incorrono
nel pericolo perché non provocano danno tissutale diretto...



~,myrosin cell ;

(myrosinase storag% cell)

glucose

repellents

mm) 4 VYV g

) Dvdbq
isothiocyanates

V] nitriles

® 9 9 g ™

|

myrosin cell
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o S5=Glu S5=Glu
HEMS—GIH m m
~0-80; N ~0-80

M
~0-504 H
A-Methylsulfinylbutyl- Benzylglucosinolate Indol-3-yimethylglucosinolate
glucosinolate
v
=] S—Glu
“Ll‘: Glucosinolalas
0=504"
Tissue damage Myrosinase }\’ al a

F\‘TEH
TO-504

H—_HIEIE AR—CN + 5
Isothiocyanates R—5=CN Nitriles

Thiocyanates

ﬂH
5
Oxazolidine-2-thiones Epithionitriles TRENDS in Plant Science

Genericamente isotiocianati e nitrili
Tipici odori e sapori delle brassicacee!



Particolare localizzazione dei GLS e della Myr nei frutti:

generalmente i glucosinolati sono contenuti nella polpa e la mirosinasi nei semi:

Glucosinolates

)toxic

Myrosinase




Alcune specie si sono adattate a scartare 1 semi.... O saranno i semi che vogliono essere
scartati???

A shows the adapted behavior of spitting the seed out, and B illustrates what
happens if the seed is ingested and broken

| glucosinolati possono comunque essere idrolizzati anche dalla microflora intestinale
sebbene in minor misura!



A Mustard oil bombs
(i) Tissue damage [:] Cell wall

TUttO — Vacuole

guesto e
generalmente 8 .
nelle parti aeree A <

7 Atypical myrosinase

’ ‘ Glucosinolate




nelle radici la faccenda € un po’ diversa.

La mirosinasi (isoforma atipica, ovvero tipica della radice) si accumula nelle
cisterne del reticolo endoplasmatico, dette ER BODIES

NAI1 - " » 0

. v ‘-' 2 o & -

PYK10 p PR o
7 i o ?’. _m
N J

L)
o

O
=
:
g

-
§
z
IS

B Core formation [PYK10 and NAI2)

ER tubule/cisternae



Nelle radici, mirosinasi
e glucosinolati si
accumulano nei ER
bodies e nei vacuoli,
rispettivamente, nelle
stesse cellule.

Le reazioni enzimatiche

possono essere attivate
da:

1) Cosecrezione di
enzimi e substrati

2) Traslocazione di
enzimi nei vacuoli

3) distruzione di una
singola cellula, danno
meccanico.

A Mustard oil bombs

(i) Tissue damage

B ER body system

i Co-secretion

iii Single cell collapse

~

----------------

[:] Cell wall

Vacuole

Al R body

/J Ciassical myrosinase

j Atypical myrosinase

‘ Glucosinolate

ii Translocation




Ma allora 1 cavoli sono velenosi anche per 1’'uomo????




Per I’essere umano:

I prodotti dell’azione della mirosinasi possono avere azione tossica ad alte
dosl, in generale ’azione ¢ protettiva (vedi dopo).

Infatti ¢ consigliato mangiare i cavoli....

_ _ Sono instabili e
Azione tossica > quindi reattivi!

Si legano a tutte le macromolecole biologiche che incontrano e le denaturano
compromettendone il giusto funzionamento in qualunque animale, anche
nell’essere umano ovviamente!!!!



SE INGERITI AD ALTE DOSI POSSONO PROVOCARE irritazione, depressione della
crescita ed effetto goitrogenico.

|sotiocianatl: irritanti per le mucose. Se ingeriti come glucosinolati ed idrolizzati nel
“00zz0” (la masticazione!!) interferiscono con la sintesi degli ormoni tiroidei. Goitrogenici!

Fra tutti, sono quelli capaci di legare piu saldamente lo iodio.

Il peggiore e la pro-goitrina: 2-hydroxy-3-butenyl glucosinolate
Presente in cavolo, cavoletti di Bruxelles e soprattutto colza!
Per idrolisi forma la goitrina, un tiocarbammato ciclico, che inibisce la iodinazione della

50
\L'j \I/\/:c "H,
OH

Progoitnin (8) Goitrin (9)

tirosina

Figure 5: Progoitrin (8), Goitrin (9).
Prodotti simili, ma meno attivi sono dati da glucobrassicina e sinalbina, difficili da
assumere a dosi tossiche



Nitrili - depressione della crescita per effetto negativo sugli
ormoni tiroidel, irritanti generici con lesioni a fegato e reni,
Iperplasia dei dotti biliari.

Tiocianati — inibiscono "uptake dello 1odio da parte della
tiroide diminuendo di conseguenza la sintesi della tiroxina,
meno «forti» degli isotiocianati.



S <«— Ingested

e glucosinolates
v

Stomach

Small
H . -
intestine

Cecum and
colon r

Se I’alimento ¢ ingerito tal quale
(non processato, non cotto, non
masticato), ma dove vengono
Idrolizzati ed assorbiti | GLS??7??

- Absorption
of intact

glucosinolates

Breakdown

Absorption of
byplant _
myrosinase isothiocyanates
Breakdown ” ‘ .
» by bacterial * _ b:prptlon 0
myrosinase isothiocyanates
Further Absorption of
bacterial m) metabolites
metabolism



Broccoli Bombs

Health Dangers of
Cruciferous Vegetables



SOLO persone con deficit di 1odio e/o ipotiroidismo:

La cottura (almeno 8-10 minuti) diminuisce I’assunzione di tali sostanze in quanto il
calore stesso provoca idrolisi dei glucosinolati, i prodotti sono generalmente volatili e se

nc vanno...

Consumare le brassiche sempre dopo cottura (il cavolo bianco, sottoposto a bollitura, ha
una perdita del contenuto di isotiocianati del 56% nei primi 2 minuti e del 70% dopo
8-10 minuti)... sono comunque una fonte di zolfo ridotto (e glucosinolati benefici, vedi

dopo), vitamine e sali minerali fra le piu preziose.

Major glucosinolate contents

of Brassica vegetables during boiling in vegetable
tissue and cooking water. Key: Hollow and solid
circles are contents of glucosinolate in the
cooking water and vegetable tissue, respectively.
Data are umol/100 g fresh weight (mean + SD).
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https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/brassica

Anche i processi di congelamento diminuiscono la biodisponibilita di queste sostanze.
Dopo essere stata surgelata, la mirosinasi non funziona piu molto bene...

Quindi, consumare brassiche cotte o surgelate, mai fresche...

SOSTANZE GOZ2ZIGENE
0
ANTITIROIDEE




Ma fra tutte gueste molecole, ce ne sono alcune veramente mortali?

G/\I{DEN

POISON SPLANTS & THEIR
USE THROUGHOU T HISTORY

MICHAEL BROWN

Sl....



Il massimo della tossicita:
Alcune molecole hanno addirittura il cianuro come prodotto di idrolisi!

Fropozed pathway of synthesis and catabolism of cyanogenic maonosaccharides
L-armino acid M-hydroxyamino acid aldoxime
Ry H Ry M Ry,
c: —_— oy — T
Ry "CH-COOH Ry CH-COCH R, CH
NH, MHOH MOH
- l L aldossi
| glucosidi R L W I, WL e
g KC\C —— ey L. viene
1 11 2 —_— R C o .
C|anogenet|C| N S-glucosidase 2 N N ridotta a
derivati da gyanogenic K g by droeynitrile e Dtrile...

side
Val, lle, Leu, Phe e Tyr
Non sono veri e propri

. : e
glucosinolati, anche se 5 @

abbastanza simili

lm-hydrn}{ynitrile lyase

Li encodes the S-glucosidase linamarase in Trfolium repens

which normally accumulates the cyanogenic glycoside linamarin
derived from valine.



In realta, ci mancherebbe lo zolfo, ma tradizionalmente
sono accumunati ai glucosinolati

E4 (0 —alac.
™, o

N,
R,

4

cyahogenetic glycoside

a loro idrolisi e a carico della flora batterica intestinale



Common
Cyanogenic Glycoside Structures

Dhu

CHa0H

Linamarin {CAS No. 559435 8)

CHaOH
CH3
vl - “H3
H H |
Ho H e
H oH

Lotausiralin (CAS NHo, 534 67-8)

GHZOH TH3
HA o—
OH  H I
HO L
H H

EHa0H

(JECFA, 1983)



Sebbene derivino da vari tipi di AA, 1 glucosidi cianogenetici
sono una piccola classe di molecole con solo circa 50 strutture
note.

Se sono cosi pochi, significa che devono funzionare parecchio
bene!

Sono pero molto diffusi: circa 2500 differenti specie vegetali
ldem

Sono antichi, sono stati infatti differenziati circa 430 milioni
di anni fa... idem... perche sono estremamente efficaci!



Cyanogenic Glycosides

3,000 species

worldwide
* Defense
compounds
Cyanogenic Commercially
Scientific Common Taxonomic Compound Produced for
Name Name Group Location Consumption?
Sorghum Lemms
N
hicolor Sorghum ,/ Monocob, young shoots b ¢
\
/ \
Manihot ’ll ‘\‘
esculenta Cassava | Dicot ! entire plant i 4
\ ]
Squirrel's H

Davallia Foot \ 7 fronds,

trichomanoides Fern \‘Rt cr1 dﬁpljyé fiddleheads N




AVVELENAMENTO DA CIANURI

Glucosidi cianogenetici (soprattutto 1’amigdalina) per
Idrolisi liberano acido cianidrico.

In questo caso la famiglia piu rappresentativa e quella delle Rosaceae

Nomi comuni:
AMARENA
CILIEGIO
ALBICOCCO
MANDORLO
MELO

€CC...
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Alcuni esempi:

ALBICOCCA - Le parti velenose della
Prunus armeniaca sono i semi all’interno

del nocciolo.
Puo dare vomito, dolori addominali, convulsioni,
flaccidita muscolare, incontinenza, coma.

CILIEGIA - La parte velenosa del Prunus
spp. sono i semi_contenuti_nel nocciolo.
Puo dare vomito, dolori addominali, letargia,
cianosi, convulsioni, flaccidita muscolare,
incontinenza, coma.

PESCA - Le parti velenose del Prunus

spp. sono i semi all’interno del nocciolo.
Determina vomito, dolori addominali,
letargia,cianosi ( colorazione bluastra delle
mucose ) convulsioni, flaccidita muscolare,
incontinenza, coma.

PRUGNOLO - Le parti velenose del
Prunus spp. sono i semi _all’interno del
nocciolo.

Determina vomito, dolori addominali , letargia,

cianosi, convulsioni, flaccidita muscolare,
incontinenza e coma.




MELA - Principio tossico: Glucosidi cianogenetici (amigdalina) per idrolisi
liberano ac. cianidrico.

Le parti velenose del Malus spp. sono i semi _all’interno del nocciolo.
Determina vomito, dolori addominali, letargia, cianosi, convulsioni, flaccidita
muscolare, incontinenza, coma.

MANDORLA - Principio tossico:
Glicosidi cianogentici (amigdalina) per
idrolisi liberano ac. cianidrico.

Le parti velenose del Prunus amygdalus
spp. sono i semi all’interno del nocciolo.
Determina vomito, dolori
addominali,letargia, cianosi, convulsioni,
flaccidita muscolare , incontinenza e coma.

SAMBUCO - Principio tossico: Glucosidi cianogenetici e purgante non identificato.
La parte velenosa del Sambucus spp. € I’intera pianta.
Determina vomito, dolori addominali e diarrea.




Alcuni alimenti e relative concentrazioni

DOSE LETALE: 0.54mg/kg body weight

ng HCN per 1000ug
Major cyanogenic glycosides . . . (mg)

Cassava

(Manthot esculenta) - root
Sorghum

(Sorghum vulgare) — leaves
Flax

(Linum usitatissimum) — seed meal
Lima bean

(Phaseolus lunatus)

Giant taro

(Alocasia macrorrhizos) — leaves
Bamboo

(Bambusa arundinacea) — young
shoot

Apple

(Malus spp.) — Seed

Peach

(Prunus persica) — Kernel

Plum

(Prunus armeniace) — Kernel
Nectarine

(P persica var nucipersica) — kernel
Cherry

(Prunus spp)

Bitter almond

(Prunus dulcts)

Linmarin

Dhurrin

Linmarin, linustatin, neolinustatin

Triglochinin

Taxiphyllin

Amygdalin
Amygdalin
Amygdalin
Amygdalin
Amygdalin

Amygdalin

15-1000

750-790

360-390

2000-3000

29-32

100-8000

690-790

785-813

696-764

196-209

4.6 (juice)

0.015-1

0.75-0.79

0.36-0.39

2-3

0.029-0.032

0.1-8

0.69-0.79

0.785-0.813

0.696-0.764

0.196-0.209

0.0046

4.7



L’AMIGDALINA

CH,OH

0 O—CH,

OH H OH
OH OH H

H

CN-

Blocco degli enzimi ossidativi della respirazione cellulare!

Citocromo C ossidasi e legame con Fe3*.



Se:

DOSE LETALE: 0.54mg/kg body weight

1 kg di mandorle amare: 4700 mg di amigdalina (dalla tabella precedente)

Quanti gr di mandorle amare per uccidere una persona?
Peso medio: 70 kg

0.54*70=37.8mg

1 gr di mandorle amare = 4.7 mg di amigdalina

37.8 mg : 4.7mg/gr = 8.04 gr di mandorle amare!!!!



Coevoluzione

Alcuni funghi sono capaci di tollerare I’HCN:
Hanno evoluto I’enzima: Formammide idrolasi

Converte I’HCN in formammide la cui idrolisi

spontanea puo fornire amphoniaca al fungo come

ottima fonte di azoto ridptto!
(a) 0 H,0O
_ 7 N
HC=N + H,0 — HC

=
NH,

» CO, + NH3 + H,0

Durante D’attacco si libera talmente tanto HCN (inefficace!) che alla fine ne soffre
la pianta stessa!



Anche alcuni batteri hanno coevoluto strategie di difesa....

Es. Cianoalanina sintasi:

Catalizza la reazione fra HCN e cisteina per formare cianoalanina, poi
idrolizzata a asparagina o acido aspartico e ammonio

(b) C|ZOOH
CH,
COOH COOH H,O c|:
B-Cyanoalanine | P \O
H,oN
HzN_TH Synthase H2N—C|:H 2
HC=N + CH, T CH NIT4 L-asparagine
SH C=N
H,S
2H,0 COOH
H,N——CH
+ NH;
CH,
l Ammonia
> S
HO o

L-Aspartic Acid

Mirvant Miminian in Dinnt Dinlaoa:



Anche alcuni insetti hanno imparato a difendersi:

Metabolizzazione del glucoside (degradazione senza
liberazione di HCN) o detossificazione del’HCN

Oppure

Accumulo del glucoside stesso!



Esistono alcuni insetti specializzati che riescono
a nutrirsi di crucifere...

Hanno evoluto:

Nitrile specifier protein:

Indirizza I’1drolisi del glucosinolato verso 1 nitrili, meno tossici
rispetto agli isotiocianati (pero strategia pericolosa in caso di

presenza di nemici naturali dei nemici...).

Glucosinolato solfatasi:

Desolfata il glucosinolato rendendolo non riconoscibile dalla
mirosinasi.



Altri insetti sono capaci di sequestrare i glucosinolati

Limitazione della predazione

In alcuni afidi e stata trovata una mirosinasi animale
localizzata nei tessutl muscolari!

+___ Section through Brassica
napus cotyledons showing

a myrosin cell stained with an
anti-myrosinase antibody

X-ray structure of
Plant myrosinase - showing the dimer
With Zn atom (green)

An electron micrograph
AL showing the

.~ 4 localisation (immuno stained)
e of cabbage aphid myrosinase
in non-light muscle tissue.

X-ray structure of cabbage aphid
myrosinase



Alcune femmine addirittura emettono HCN per attrarre |
maschi...

e sono attratte dai glucosinolati della pianta per
I’ovoposizione:

meglio deporre su una pianta cattiva che su una buona...
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Comunque, il profilo dei glucosinolati € molto variabile nelle piante.

Anche all’interno di una singola specie c¢’¢ grande variabilita.

Questa dipende da:

Tipo di glucosinolati sintetizzati
Tipo di idrolisi

Quando un insetto acquista resistenza ad un determinato profilo di
glucosinolati, basta una mutazione singola in un enzima per la loro biosintesi o
idrolisi o un evento di impollinazione crociata per far acquisire alla nuova
generazione un nuovo profilo: le piante la spuntano sempre.......

Da ricordare che i differenti glucosinolati hanno attivita biologiche diverse,
altrimenti una volta acquisito il meccanismo di resistenza per la loro attivita,
guesto sarebbe sempre valido aldila della loro struttura.



In ambienti controllati in assenza di erbivori e patogeni, le piante che
accumulano le maggiori quantita di glucosinolati hanno minor fitness.

Costo per la biosintesi dei glucosinolati

Vantaggio solo in ambienti competitivi

Per questo le piante coltivate hanno sempre una scarsissima
quantita di deterrenti tossici.




Per concludere sugli effetti tossici dei
glucosinolati:

Dato che colture per foraggio con elevato
contenuto in glucosinolati sono state
dimostrate avere effetti nocivi sugli
allevamenti, sono state selezionate colture
con basso contenuto di tali metaboliti
secondari.

Es. Canola (colza)

Cultivar di Brassica napus L., Brassica
campestris L. or Brassica rapa

Usata per la produzione di oli alimentari (e
biodiesel!), quello che rimane dopo
I’estrazione dell’olio € utilizzato come
mangime.
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