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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wiele obserwacji wskazuje, ze procesem lezacym u podtoza neurodegeneraciji jest stres oksyda-
cyjny. Neurony sa bardziej niz inne komdrki narazone na uszkodzenie oksydacyjne, ze wzgle-
du na bardziej intensywny metabolizm tlenowy, mniejsza aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyj-
nych, wigksza zawarto$¢ wielonienasyconych kwaséw tluszczowych w btonie komdérkowej, duza
liczbe mitochondriéw, niekorzystny stosunek powierzchni do objgtosci oraz sasiedztwo komo-
rek mikrogleju, ktére moga wytwarza¢ duze ilosci anionorodnika ponadtlenkowego. Z powodu
tendencji do magazynowania metali przejSciowych w mézgu wystepuja warunki sprzyjajace za-
chodzeniu reakcji Fentona prowadzacej do powstawania rodnika hydroksylowego.

U chorych z chorobami neurodegeneracyjnymi odnotowano obnizong aktywno$¢ naturalnych
systeméw obrony przeciwoksydacyjnej, a takze podwyzszone wartosci markeréw oksydacyjne-
go uszkodzenia lipidéw, biatek i DNA.

Prowadzonych jest wiele badan, ktérych celem jest okreslenie skutecznosci oraz bezpieczenstwa
stosowania réznych substancji przeciwutleniajacych w terapii choréb neurodegeneracyjnych.
Powszechnie znane antyoksydanty nie okazaty si¢ skuteczne i/lub bezpieczne. Trwaja poszuki-
wania nowych czasteczek, ktére mogltyby by¢ bardziej swoiste wzgledem proceséw wewnatrz-
komérkowych generujacych wolne rodniki tlenowe.

neurodegeneracja ¢ stres oksydacyjny ¢ naturalne antyoksydanty ¢ wolne rodniki tlenowe

Summary

A lot of evidence exists that oxidative stress is the primary cause of neurodegeneration. Neurons
are more susceptible to oxidative damage than other cells due to their high oxygen consumption,
low activity of antioxidant enzymes, elevated concentration of polyunsaturated fatty acids in the
cell membrane, high number of mitochondria, unfavorable space/volume ratio and vicinity of
microglia cells which are likely to produce increased amounts of superoxide radical. Moreover,
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the tendency to accumulate transition metals in the brain creates a higher probability of Fenton’s
reaction occurring, a product of which is a hydroxyl radical.

Lower activities of natural antioxidants as well as higher concentrations of markers of oxidative
damage to proteins, lipids and DNA were observed in patients with neurodegenerative diseases in
relation to healthy individuals. There is a lot of research being conducted to develop effective and
safe antioxidants that would be useful in the therapy or prevention of neurodegenerative diseases.
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Tlenowy spos6b oddychania komérkowego to proces po-
zwalajacy wyzwoli¢ znaczng ilo$¢ energii niezbednej do
zycia komorek. Metabolizm tlenowy zachodzi w mitochon-
driach, a opiera si¢ na procesie utleniania glukozy, jednak
bez bezposredniej reakcji glukozy z tlenem czasteczko-
wym. W mitochondrialnym taicuchu oddechowym, two-
rzonym przez biatka transportujace pojedyncze elektro-
ny, tlen jest jedynie akceptorem elektronéw. Koricowym
efektem czterech reakcji transferu elektronéw w tarcu-
chu oddechowym jest redukcja czasteczki tlenu do wody.
Jednak na skutek zjawiska ,,przecieku elektronéw z taincu-
cha oddechowego” czasteczka tlenu nie zawsze ulega pet-
nej, czteroelektronowej redukcji. Redukcja czasteczki tle-
nu jednym, dwoma lub trzema elektronami prowadzi do
tworzenia si¢ wolnych rodnikéw tlenowych (reactive oxi-
gen species — ROS) [2,9,22,37,56,76].

Wolne rodniki to czasteczki zawierajace przynajmniej je-
den niesparowany elektron na zewngtrznej powtoce elek-
tronowej. Sa one bardzo reaktywne, gdyz daza do sparo-
wania elektronéw przez odebranie lub oddanie ich innym
czasteczkom. Lancuch oddechowy jest Zrodtem okoto 90%
wolnych rodnikéw generowanych w organizmie. Pozostate

10% powstaje w trakcie reakcji fizjologicznych, zachodza-
cych w réznych strukturach komoérki (np. reakcji katalizo-
wanych przez oksydazy czy cytochrom p450) albo w wy-
niku autooksydacji zwiazkéw biologicznie czynnych (np.
hydrochinonéw, epinefryny, hemoglobiny czy zwiazkéw
tiolowych) [13,33]. Wolne rodniki powstaja réwniez w wy-
niku oddziatywania na komoérke czynnikéw fizycznych
(np. promieniowania ultrafioletowego, jonizujacego, ul-
tradZwigkow czy podwyzszonej temperatury) oraz w pro-
cesach metabolizmu réznych egzogennych zwiazkéw che-
micznych, w tym takze lekéw [17].

Wolne rodniki sa niezbedne do prawidlowego przebiegu
wielu procesow zyciowych. Odgrywaja one rolg w regula-
cji ekspresji genéw, proceséw fosforylacji bialek czy ste-
zenia wapnia w komoérkach, aktywuja biatka kontrolujace
podzialty komérkowe, uczestnicza w eliminowaniu drob-
noustrojow. Nadmiar wolnych rodnikéw prowadzi jednak
do destrukcji elementéw strukturalnych i funkcjonalnych
komérek, zaburzen homeostazy i §mierci w wyniku apop-
tozy lub nekrozy [2,9,13,17,22,25,33,37,56,58,76].

W ostatnim czasie pojawilo si¢ wiele doniesiert wska-
zujacych na znaczenie wolnych rodnikéw w patogenezie
neurodegeneracji.
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Do najbardziej reaktywnych ROS wystepujacych w syste-
mach biologicznych naleza: rodnik hydroksylowy (OH-)
i rodnik ponadtlenkowy (O,-").

W warunkach fizjologicznych rodnik ponadtlenkowy po-
wstaje giéwnie w mitochondriach, jako produkt uboczny
transportu elektronéw w taiicuchu oddechowym [3,11].
Szacuje sig, ze w taicuchu oddechowym prawie 2% tlenu
czasteczkowego ulega przemianie w O,~. W uszkodzonych
lub starzejacych si¢ mitochondriach proporcja ta zwigksza
si¢ na korzys¢ tworzenia wolnego rodnika. Rodnik ponad-
tlenkowy ma zdolno$¢ do utleniania jondw metali przej-
Sciowych, przez co moze zmniejszaé dziatanie enzymow
zawierajacych metale w centrach aktywnych. Ma tez zdol-
nos¢ do utleniania cysteiny, co moze prowadzi¢ do zmiany
konformacji biatek z ewentualng utratg ich wlasnosci bio-
logicznych. Z udziatem enzymu dysmutazy ponadtlenko-
wej (superoxide dismutase — SOD) O,-~ moze ulec redukcji
do nadtlenku wodoru (H,0,), ktéry nie jest wolnym rodni-
kiem, jednak w wyniku reakcji Fentona w obecnosci zre-
dukowanych form kationéw miedzi lub zelaza, ulega prze-
mianie do najbardziej reaktywnego rodnika w systemach
biologicznych — rodnika hydroksylowego:

Cu*/Fe** + H,0, — Cu**/Fe** + OH™ + OH’
Cu*/Fe’* + H,0, — Cu*/Fe** + O, +2H*
2H,0, — OH™ + OHe + O, +2H",

H,0, moze tez wchodzi¢ w reakcje z O, (reakcja Habera-
Weissa), w ktérej rowniez powstaje rodnik hydroksylowy.
Rodnik ten jako bardzo reaktywna czasteczka mato swoista
substratowo, zdolna zaréwno do utleniania, jak i redukcji
wchodzi w reakcje z réznymi czasteczkami w komorce.

Rodnik ponadtlenkowy moze tez wejs¢ w reakcje z tlen-
kiem azotu (nitric oxide — NO) i utworzy¢ anion nadazo-
towy. Anion ten, niebgdacy rodnikiem, jest bardzo reak-
tywny i wchodzi w reakcje z biatkami, DNA oraz lipidami,
powodujac ich utlenienie lub nitracje. Jon nadazotowy
moze si¢ przeksztalci¢ w niebezpieczny rodnik hydroksy-
lowy w wyniku reakcji:

NO + O, — ONOO-
ONOOH — NO, + OHe

Substrat do tworzenia nadazotanu, czyli NO, powsta-
je w wyniku reakcji katalizowanej przez enzym: synta-
z¢ tlenku azotu (nitric oxide syntase — NOS). Ekspresja
genu kodujacego NOS rosnie wraz ze wzrostem wewnatrz-
komoérkowego stgzenia jonéw wapnia, np. w nastgpstwie
uszkodzenia btony komérkowej. Uszkodzenie takie moze
powsta¢ w wyniku proceséw oksydacyjnych. Mechanizm
oksydacyjnego uszkodzenia btony komoérkowej polega na
wytworzeniu utlenionych oraz cyklicznych postaci kwaséw
thuszczowych, bedacych podstawowym sktadnikiem budul-
cowym blony komérkowej. W konsekwencji dochodzi do
zwigkszenia ptynnosci i przepuszczalnosci btony oraz do
uszkodzenia protein btonowych (receptoréw, kanatéw jo-
nowych, enzyméw). Skutkiem wzrostu przepuszczalnosci
btony komoérkowej jest wzrost wewnatrzkomaérkowego ste-
zenia kationéw wapnia, a w konsekwencji, poza pobudze-
niem ekspresji NOS, aktywacja enzymu fosfolipazy A2.

Fosfolipaza A2, z udzialem jonéw wapnia i adenozyno-
tréjfosforanu (adenosine triphosphate — ATP), katalizuje
uwalnianie z bton fosfolipidowych kwasu arachidonowe-
go, ktérego dalsze przemiany z udziatlem enzyméw: cy-
klooksygenazy i lipooksygenazy wiaza si¢ z wytwarza-
niem rodnikéw hydroksylowych i ponadtlenkowych [14].
Wzrost wewnatrzkomdérkowego st¢zenia wapnia prowadzi
tez do wzrostu aktywnosci biatek z rodziny kalpain, ktére
degraduja cytoszkielet komorek [70]. Nastgpstwem oksy-
dacyjnego uszkodzenia btony komoérkowej jest wige tzw.
btedne koto, gdyz pierwotne uszkodzenie wywotuje kaska-
de reakcji prowadzacych do dalszego uszkodzenia btony,
a takze innych struktur komérkowych oraz do pogtebienia
stresu oksydacyjnego [37].

Skutkiem oddzialywani wolnorodnikowych jest nie tyl-
ko uszkodzenie btony komoérkowej. W czasteczce kwa-
su dezoksyrybonukleinowego (deoxyribonucleic acid —
DNA) oksydacyjnej modyfikacji ulegaja zasady azotowe,
deoksyryboza, dochodzi do rozrywania wiazan fosfodie-
strowych taczacych nukleotydy [57]. Utleniajace dziatanie
ROS (gtéwnie hydroksylowego) w stosunku do biatek pro-
wadzi do powstania gléwnie rodnika hydroksylowego, al-
kilonadtlenkowych, alkilowodoronatlenkéw czy rodnikéw
alkoksylowych, co w konsekwencji powoduje rozerwanie
taficucha polipeptydowego [18,61,84]. Rodnik hydroksylo-
wy moze tez powodowacé utlenienie niebiatkowych sktad-
nikéw zwigzanych z biatkami, np. weglowodandéw czy jo-
néw metali, czego konsekwencja sa zaburzenia funkcji
biologicznych biatek. Oksydacyjnie zmodyfikowane biat-
ka maja tendencje do tworzenia agregatéw, ktore sa opor-
ne na degradacj¢, gdyz nie ulegaja ubikwitynizacji i nie
sg rozpoznawane przez proteasomy [33]. W nastgpstwie
oksydacyjnych modyfikacji lipid6éw, biatek i DNA docho-
dzi do zaburzen homeostazy i Smierci komérek w wyniku
apoptozy lub nekrozy [37].

W toku ewolucji komoérki organizméw zywych wyksztatcity
mechanizmy pozwalajace zapobiegaC czy zmniejszac nega-
tywne skutki oddziatywania wolnych rodnikéw. Dziatanie
systemu ochronnego w komérkach polega na niedopusz-
czeniu do powstawania i oddziatywania reaktywnych rod-
nikéw ze sktadnikami komorki lub na przerywaniu taficu-
chowych reakcji wolnorodnikowych [23,84].

W sktad wewnatrzkomérkowych systeméw antyoksyda-
cyjnych wchodza antyoksydanty drobnoczasteczkowe (wi-
tamina C, E, koenzym Q, karoteny, glutation, pierwiastki
Sladowe) oraz antyoksydanty wielkoczasteczkowe (enzyma-
tyczne), do ktdérych naleza: SOD, katalaza (catalase, CAT),
peroksydaza glutationu (glutathione peroxidase, GPx) re-
duktaza glutationu (glutathione reductase, GRd) [28,37,60].

Antyoksydanty drobnoczasteczkowe odpowiadaja za nie-
swoiste reakcje prowadzace do inaktywacji reaktywnych
rodnikéw. W wigkszosci sa to zwiazki pochodzenia egzo-
gennego, dostarczane do organizmu z dieta. Umiejscowiaja
si¢ w cytoplazmie lub w btonie komdérkowej, w zaleznosci
od wiasciwosci fizycznych.

Witamina E (alfa-tokoferol), jako zwiazek hydrofobowy
jest umiejscowiona w btonie komérkowej. Wykazuje wta-
Sciwosci antyutleniajace gtéwnie w stosunku do lipidéw,
gdyz przerywa lawinowy tancuch reakcji peroksydacji
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oddajac wodér rodnikowi nadtlenkowemu kwasu ttuszczo-
wego (LOOe) i przeksztalcajac si¢ w rodnik tokoferolowy
(TOe) nieprolongujacy taicucha wolnorodnikowej perok-
sydacji lipidéw [34].

Witamina C (kwas askorbinowy) umiejscowiona jest na-
tomiast w cytoplazmie, gdzie utrzymuje prawidtowy stan
redox komoérki przyczyniajac si¢ do redukcji anionorodni-
ka ponadtlenkowego i rodnika wodorotlenowego, a takze
w regeneracji aktywnej postaci alfa-tokoferolu z rodnika
tokoferolowego. Witamina C jest uwazana za najistotniej-
szy przeciwutleniacz ptynéw pozakomoérkowych oraz waz-
ny antyoksydant wewnatrzkomoérkowy [8].

Jednym z najistotniejszych drobnoczasteczkowych prze-
ciwutleniaczy jest glutation, endogenny tripeptyd (y-Glu-
-Cys-Gly), ktéry wystepuje w cytoplazmie, mitochondriach
oraz jadrze komérkowym [89]. Glutation petni funkcjg ko-
faktora antyoksydantéw enzymatycznych, takich jak trans-
feraza glutationowa (glutathione S-transferase — GST) czy
GPx. Jest tez rezerwuarem niebiatkowych grup tiolowych
(-SH) w komoérkach. Grupa tiolowa glutationu oddziatu-
je z grupami tiolowymi biatek, dzigki czemu dochodzi do
ich stabilizacji i utrzymywania ich prawidtowej struktury.
Glutation (GSH) tatwo ulega odwracalnym przeksztatce-
niom z postaci utlenionej do zredukowanej. Jest to zwiaza-
ne z powstawaniem dimeréw glutationu (GSSG) i z odda-
waniem elektronéw. Wolne rodniki, przytaczajac elektron
pochodzacy z procesu utleniania GSH, ulegajq inaktywa-
cji. Ten mechanizm jest odpowiedzialny za dezaktywa-
cje rodnikéw hydroksylowych i tlenu singletowego, a tak-
ze za redukowanie utlenionych grup tiolowych biatek.
Zredukowana posta¢ GSH jest odtwarzana dzigki aktyw-
nosci katalitycznej reduktazy glutationowej, w obecno-
$ci dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (nicotinami-
de adenine dinucleotide phosphate, NADPH), ktéry ulega
utlenieniu i przemianie w NADP*.

Kolejny wewnatrzkomérkowy przeciwutleniacz: koenzym
Q,, jest elementem taricucha oddechowego, gdzie petni jed-
noczesnie funkcje akceptora i donora elektronéw — prze-
kazuje elektrony z komplekséw I i II do kompleksu III.
Bezposrednio wptywa na stabilizacje bton komérkowych
w wyniku interakcji z biatkami blonowymi [28,37,60,79].

Pierwiastki sladowe (cynk, selen) sa kofaktorami enzyméw
bioracych udziat w obronie przeciwoksydacyjnej (np. cyn-
kowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej, CuZnSOD).

Nieenzymatyczne antyoksydanty, chronigce komérki przed
skutkami stresu oksydacyjnego, sa stosunkowo mato sku-
teczne w ochronie komorek przed oddziatywaniem wolnych
rodnikéw [19,20]. Wigksza skutecznos¢ i swoisto$¢ wyka-
zuja antyoksydanty enzymatyczne, ktdre katalizujg istotne
z punktu widzenia eliminacji wolnych rodnikéw reakcje:

* Dysmutaza ponadtlenkowa katalizuje reakcj¢ dysmuta-
cji anionorodnika ponadtlenkowego do tlenu czastecz-
kowego 1 nadtlenku wodoru [37]:

20, +2H*—> H,0,+ O,

» Katalaza jest bifunkcjonalnym enzymem, mogacym pet-
ni¢ rolg katalazy lub peroksydazy. W §rodowisku o wy-
sokim stgzeniu nadtlenku wodoru przewaza aktywnosé

katalazowa polegajaca na katalizowaniu reakcji dysmu-
tacji nadtlenku wodoru do tlenu czasteczkowego 1 wody:
2H,0, — O, + 2H,0

Katalaza nie bierze wigc bezposrednio udziatu w elimina-
cji wolnych rodnikéw, jednak dezaktywujac nadtlenek wo-
doru nie dopuszcza do jego przemiany w rodnik hydrok-
sylowy w reakcji Fentona.

* Peroksydaza glutationu to enzym, ktory katalizuje re-
akcje migdzy nadtlenkiem wodoru i wodoronadtlenka-
mi a zredukowanym glutationem (GSH), ktérych pro-
duktami sa: utleniony glutation i woda:

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG +H,0.

Umozliwia to redukcj¢ wodoronadtlenkéw (m.in. nadtlen-
ku wodoru) w komoérce [37,60].

Schemat przeksztatcenn wolnorodnikowych w komorce
przedstawia ryc. 1.

W prawidlowej komérce wystepuje rownowaga migdzy
wytwarzaniem ROS a ich neutralizacja z udziatem ko-
morkowych systeméw antyoksydacyjnych. Zaburzenie tej
rownowagi moze prowadzi¢ do rozwoju stresu oksydacyj-
nego, czyli stanu, w ktérym potencjat utleniajacy wzrasta
do poziomu zagrazajacego stabilnosci struktur komoérko-
wych [33,73]. Przyczyna wystapienia stresu oksydacyjne-
go moga by¢: wzrost szybkosci wytwarzania ROS, niedo-
bory niskoczasteczkowych antyoksydantéw, dezaktywacja
enzymoOw o dzialaniu antyoksydacyjnym. Nasilony i/lub
dhugotrwale utrzymujacy si¢ stan stresu oksydacyjnego
moze by¢ przyczyna powaznych uszkodzen komorki, a na-
wet prowadzi¢ do jej Smierci [10].

STRES OKSYDACYJNY W CHOROBACH NEURODEGENERACYJNYCH

Chociaz choroby neurodegeneracyjne charakteryzuja si¢
ré6znym obrazem klinicznym, uwaza sig, ze za ich wyste-
powanie odpowiadaja wspélne mechanizmy lezace u pod-
foza degeneracji neuronéw. Do mechanizméw tych zalicza
si¢ m.in.: agregacje¢ bialek, zmiany w metabolizmie Zelaza,
proces zapalny, a takze dysfunkcje mitochondrialne i stres
oksydacyjny. Zjawiska te byly dotad najcze¢sciej badane
w sposdb niezalezny od siebie. Prawdopodobnym jest jed-
nak, ze wszystkie te procesy tworza sie¢/cykl nastgpuja-
cych po sobie lub wspéizaleznych zdarzen [85]. W pracy
skupimy si¢ na stresie oksydacyjnym, ktéry jest wymienia-
ny czgsto jako pierwotna przyczyna dalszych patologicz-
nych zjawisk wystepujacych w komérce, prowadzacych do
wstapienia w cykl przemian prowadzacych do jej Smierci.

Znaczacy udziat stresu oksydacyjnego w patogenezie neu-
rodegeneracji wynika¢ moze ze szczeg6lnych wtasciwosci
komorek nerwowych. Neurony sa w wigkszym stopniu niz
inne komorki narazone na uszkodzenie wolnorodnikowe,
poniewaz tkanka mézgowa zuzywa wigcej tlenu (w przeli-
czeniu na jednostkg masy) w poréwnaniu do innych narza-
déw w procesie uzyskiwania energii [37]. W konsekwencji
w mozgu jest wytwarzanych proporcjonalnie wigcej wol-
nych rodnikéw. Jednoczesnie wykazano, ze mézg charakte-
ryzuje si¢ mniejsza aktywnoscia enzymow antyoksydacyj-
nych (CAT, GPx) niz inne tkanki [36]. Btona komérkowa
neurondéw zawiera wigcej wielonienasyconych kwaséw
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H,0

‘ ( Fe2+, cu® (r. Fentona) ]
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Ryc. 1. Schemat przeksztatceri wolnorodnikowych w komdrce; Arg — arginina, CAT — katalaza, NO — tlenek azotu, NOS — syntaza tlenku azotu, 0, -
anion ponadtlenkowy, ONOO~ — anion nadazotowy, OH — rodnik hydroksylowy, SOD — dysmutaza ponadtlenkowa. Na czerwono zaznaczono
czastki bedace wolnymi rodnikami. Niepetna redukcja tlenu czasteczkowego w mitochondrialnym tarficuchu oddechowym powoduje wytworzenie
anionu ponadtlenkowego, ktdry z kolei moze sie potaczy¢z NO i utworzy¢ anion nadazotowy albo ulec przeksztatceniu do nadtlenku wodoru pod
wptywem SOD. Nadtlenek wodoru ulega rozktadowi do wody i wolnego tlenu pod wptywem CAT, albo w obecnosci jonéw metali przejsciowych
(np. Cu?*, Fe?*) przeksztatca sie w rodnik hydroksylowy, odpowiadajacy za destrukcje elementdw strukturalnych i funkcjonalnych komérki. Pod
wptywem anionu nadazotowego moga sie tworzy¢ zwiazki nitrowe (peroksynitraty biatek, ttuszczéw, kwaséw nukleinowych) lub moze sie

przeksztatci¢ w kwasnym Srodowisku w niebezpieczny rodnik hydroksylowy

tluszczowych (WNKT) niz btona innych komérek (mieli-
na sktada si¢ w 76% z lipidéw, podczas gdy zawartos¢ li-
pidow w btonach komérkowych innych komoérek wynosi
okoto 50%). Kwasy te sa bardzo podatne na atak wolnych
rodnikéw ze wzgledu na wystgpowanie w ich strukturze
wigzan podwdjnych. Duza liczba mitochondriéw potozo-
nych blisko bton komérkowych réwniez utatwia oksyda-
cyjne uszkodzenie neuronéw [29]. Dodatkowo zaréwno
ksztalt neuronéw, zwigzany z niekorzystnym stosunkiem
powierzchni do objgtosci, jak i sasiedztwo komoérek mi-
krogleju, ktére po pobudzeniu moga wytwarza¢ duze ilosci
anionorodnika ponadtlenkowego sprzyjaja wolnorodniko-
wemu uszkodzeniu bton tych komérek. Ponadto w mézgu
wystepuja warunki sprzyjajace wystgpowaniu opisanej wy-
zej reakcji Fentona prowadzacej do powstawania rodnika
hydroksylowego. Dzieje si¢ tak dlatego, ze tkanka mézgo-
wa (szczegdlnie jadra podstawy i uktad pozapiramidowy)
ma tendencj¢ do magazynowania nadmiaru metali przej-
Sciowych (gléwnie zelaza i miedzi), bedacych katalizatora-
mi tej reakcji. Nagromadzenie w mézgu duzych ilosci jo-
néw zelaza i miedzi sprzyja tez autooksydacji niektérych
neuroprzekaznikéw, np. dopaminy, serotoniny czy nora-
drenaliny (jony te sa katalizatorami reakcji), skutkujace;j
uposledzeniem ich funkcji [91].

W miar¢ poznawania procesOw biochemicznych zwiaza-
nych ze stresem oksydacyjnym opracowano metody ilo-
Sciowej oceny oksydacyjnego uszkodzenia komérek [26].

Dzigki badaniom przeprowadzonym z zastosowaniem
tych metod potwierdzono udziat stresu oksydacyjnego
w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych. Wykazano
np. zwigkszone st¢zenia markeréow peroksydacji lipidéw
(4-hydroksynonenalu i dialdehydu malonowego) w korze
mozgowej 1 hipokampie chorych na chorobg Alzheimera,
w istocie czarnej u chorych na chorobe Parkinsona oraz
w plynie mézgowo-rdzeniowym chorych na stwardnie-
nie zanikowe boczne (amyotrophic lateral sclerosis —
ALS) [6,19,39,67]. PodwyZszone stgzenie nitrotyrozyny
(marker oksydacyjnej modyfikacji bialek) obserwowano
w hipokampie i korze nowej chorych na AD, w ciatkach
Lewy’ego u chorych na PD oraz w motoneuronach u cho-
rych na ALS [4,32,80]. Co ciekawe, nitrotyrozynacja bia-
fek dotyczyta w znacznym stopniu bialek o udokumentowa-
nym zwiazku z danymi chorobami, czyli biatka tau w AD
oraz alfa-synukleiny gromadzonej w ciatkach Lewy’ego
w PD [30,31,41]. Stwierdzono ponadto obnizona aktyw-
nos¢ enzymoéw bioracych udziat w eliminacji wolnych rod-
nikéw: SOD, CAT, GPx oraz GRd w dotknigtych choroba
regionach mézgu u pacjentéw cierpiacych na AD [64,92],
a takze obnizone stgzenie zredukowanego glutationu z jed-
noczesnym zwigkszonym stezeniem jego postaci utlenio-
nej w istocie czarnej mézgu u chorych na PD [45,72,81].
U 20% chorych z ALS, u ktérych choroba wystepuje ro-
dzinnie, zidentyfikowano mutacje w genie kodujacym SOD
[16]. Obserwacje te wskazuja na istnienie zwiazku mig-
dzy obnizona aktywnoscia naturalnych systeméw obrony
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Ryc. 2. Schemat dziatania czynnika transkrypcyjnego Nrf2; ARE — region odpowiedzi przeciwoksydacyjnej, Keap1 — biatko wiazace czynnik Nrf2
w cytoplazmie, Nrf2 — czynnik transkrypcyjny Nrf2, SH — grupy tiolowe biatka Keap1. W warunkach fizjologicznych czynnik Nrf2 jest umiejscowiony
w cytoplazmie w pofaczeniu kompleksowym z biatkiem Keap1. W warunkach stresu oksydacyjnego reszty tiolowe biatka Keap1 ulegaja utlenieniu,
tworzac mostki siarczkowe, co prowadzi do zmiany struktury biatka i uwolnienia z kompleksu czynnika Nrf2. Wolny czynnik Nrf2 ulega translokagji
do jadra komdrkowego, gdzie faczac sie z regionami ARE, pobudza synteze enzyméw antyoksydacyjnych. Zaburzenie funkcjonowania szlaku
zwiazanego z Nrf2 moze mie¢ konsekwencje w postaci braku skutecznej obrony przeciwoksydacyjnej na poziomie komérkowym

przeciwoksydacyjnej i oksydacyjnym uszkodzeniem lipi-
dow czy bialek a neurodegeneracja.

Wydaje sig, ze jednym z istotnym czynnikéw odpowiedzial-
nych za neurodegeneracje spowodowang oddziatywaniem
stresu oksydacyjnego moga by¢ zaburzenia regulacji eks-
presji czy zaburzenia fosforylacji biatek uczestniczacych
w ochronie antyoksydacyjne;.

Czynnikiem, ktéry odgrywa gtéwna role w regulacji ekspresji
wielu genéw kodujacych biatka istotne z punktu widzenia pra-
widtowego funkcjonowania mitochondriéw oraz obrony prze-
ciwoksydacyjnej, jest czynnik transkrypcyjny Nrf2 (nuclear
arythroid 2-related factor) [53]. Czynnik ten jest zaliczany do
rodziny biatek ,,cap‘n’collar” (CNC) zawierajacych w swojej
strukturze motyw zamka leucynowego umozliwiajacy wiaza-
nie do jadrowego DNA. W warunkach fizjologicznych Nrf2
znajduje si¢ gtéwnie w cytosolu w postaci nieaktywnego kom-
pleksu z biatkiem Keap1 (Klech-like ECH associating prote-
in 1). Biatko to ma na swojej powierzchni liczne reszty cyste-
inowe, ktére moga ulec utlenieniu (np. w wyniku zwigkszenia
liczby wolnych rodnikéw w komdrce). Natgpstwem utlenie-
nia reszt cysteinowych jest zmiana struktury biatka Keapl
i uwolnienie czynnika Nrf2 z kompleksowego potaczenia.
Wtedy czynnik Nrf2 ulega translokacji do jadra komérkowego,
gdzie moze si¢ polaczy¢ z regionami odpowiedzi antyoksy-
dacyjnej (antioxidant responsive element — ARE) o sekwen-
cji 5’ TGAC, GCA-3* w regionach promotorowych genéw
kodujacych biatka antyoksydacyjne [21,40,44,51,62]. Biatko
Keapl petni zatem rolg ,,czujnika” stresu oksydacyjnego i jest
czastka posrednio odpowiedzialng za regulacje ekspresji ge-
néw zaleznych od Nrf2 [44,46,51] (ryc. 2).

Udowodniono, ze u 0s6b zdrowych, a takze u chorych na
PD, czynnik Nrf2 umiejscawia si¢ gtéwnie w jadrze komoér-
kowym neuronéw [71]. Natomiast u chorych z AD czynnik
Nrf2 umiejscawia si¢ gtéwnie w cytoplazmie. By¢ moze ma
to zwiazek z nieprawidtowosciami w budowie biatka Keap1
lub samego czynnika Nrf2. Hipoteza ta wymaga potwier-
dzenia w dalszych badaniach. Mozna jednak przypuszczaé,
ze nieprawidlowa lokalizacja Nrf2 wiaze si¢ z uposledze-
niem prawidlowego funkcjonowania systemow antyoksy-
dacyjnych w neuronach, co potencjalnie moze prowadzic¢
do neurodegeneracji i wystgpienia objawéw AD.

Odkryto takze zwigzek migdzy wystgpowaniem choréb
neurodegeneracyjnych a nieprawidlowa fosforylacja biatek
zwiazang z zalezna od cyklin kinaza 5 (cyclin dependent
kinase 5 — Cdk5). W warunkach fizjologicznych aktywna
postaé kinazy CdkS jest zwiazana z biatkami regulatorowy-
mi p35 i/lub p39 [1,20,52]. W sytuacji uszkodzenia btony
komoérkowej i zwigkszonego naptywu jonéw wapnia do ko-
morki moze wzrosnaé aktywnosé zaleznych od jonéw wap-
nia proteaz z rodziny kalpain. Proteazy te moga prowadzi¢
do degradacji biatek p35/p39 z wytworzeniem postaci p25.
Posta¢ p25 w polaczeniu z kinazg Cdk5 tworzy kompleks,
ktory jest bardziej stabilny, a jednoczesnie wykazuje nad-
mierng aktywnos$¢ fosforylujaca [15,20,52,66,87]. Nadmiar
tego kompleksu w komoérce moze spowodowaé hiperfos-
forylacje biatek, ktére w warunkach fizjologicznych odpo-
wiadaja za dezaktywacj¢ wolnych rodnikéw, np. peroksy-
redoksyny 11 II [12,47,88]. Hiperfosforylacja prowadzi do
utraty funkcji tych bialek, czego nastgpstwem jest wzrost
wewnatrzkomoérkowej puli wolnych rodnikéw, czyli stres
oksydacyjny [83]. Mechanizm ten przedstawiono na ryc.
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Ryc. 3. Schemat przemian zwigzanych ze szlakiem kinazy Cdk5, prowadzacych do neurodegeneracji; AD — choroba Alzheimera, ALS — stwardnienie
zanikowe boczne, Cdk5 — zalezna od cyklin kinaza 5, p35 — biatko p35, p25 — biatko p25, PD — choroba Parkinsona. Prawidtowa fosforylacja
biatek z udziatem Cdk5 zachodzi, gdy kinaza Cdk5 zwiazana jest z biatkiem regulatorowym p35. Pod wptywem bodZcéw patologicznych, takich
jak: stres oksydacyjny, dysfunkcja mitochondridw czy stan zapalny, wzrosta stezenie jonéw wapnia wewnatrz neuronéw. Pod wptywem jondw
wapnia aktywacji ulegaja biatka proteolityczne z rodziny kalpain, ktére przeksztatcaja biatko p35 w p25. Kompleks kinazy Cdk5 z biatkiem p25
jest bardziej stabilny niz kompleks z biatkiem p35, ale wykazuje nadmierng aktywnosc fosforylujaca. Wynikiem tego jest hiperfosforylacja
biatek strukturalnych i enzymatycznych powiazanych z kinaza Cdk5. Efektem hiperfosforylagji tych biatek jest utrata ich prawidtowych funkgji,
co prowadzi¢ moze do degeneracji neuronéw i wystapienia objawow AD, PD czy ALS, w zaleznosci od umiejscowienia zmian w mézqu

3. Na prawdopodobny udziat szlaku zwigzanego z kina-
z3 Cdk5 w patomechanizmie AD wskazuja rowniez wy-
niki badan eksperymentalnych, w ktérych odnotowano hi-
perfosforylacje biatka tau oraz domeny cytoplazmatyczne;j
biatka prekursorowego amyloidu przy jednoczesnym wzro-
Scie aktywnosci Cdk5 oraz zwigkszonym st¢zeniu biatka
p25 [42,68,93]. Prawdopodobnie to odkrycie doprowadzi
w przysziosci do odnalezienia skutecznej terapii choroby
Alzheimera, opartej na ingerencji w szlak przemian zwia-
zanych z kinazg CdkS5.

IMPLIKACJE TERAPEUTYCZNE

Przyjecie koncepcji, iz stres oksydacyjny jest pierwotna
przyczyna choréb neurodegeneracyjnych, stato si¢ podstawa

do préb opracowania nowych strategii zapobiegania i tera-
pii tych choréb. Prowadzonych jest wiele badan, ktérych
celem jest okreslenie efektywnosci oraz bezpieczenstwa
r6znych substancji potencjalnie ograniczajacych skutki neu-
rotoksycznego oddziatywania wolnych rodnikéw. Jednak
nie udato si¢ jeszcze odkry¢ substancji lub ich potaczen,
ktore dostatecznie skutecznie ograniczylyby efekty stre-
su oksydacyjnego i zahamowalyby w ten sposéb postep
neurodegeneracji. Powszechnie znane antyoksydanty, ta-
kie jak witamina C, kwasy B-hydroksylowe, flawonoidy,
butylowany hydroksytoluen, kwas nordihydrogwajareto-
wy nie okazaly sie skuteczne i/lub bezpieczne w leczeniu
choréb neurodegeneracyjnych. Substancje te maja hydro-
fobowy charakter, dlatego nie moga by¢ aktywne w odpo-
wiednich miejscach taricucha oddechowego [54], a wigc
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tam, gdzie wytwarzanych jest najwigcej wolnych rodni-
kéw. Dlatego obecnie poszukiwania tocza si¢ w kierunku
znalezienia innych czasteczek, ktére mogtyby by¢ bardziej
swoiste wzglegdem proceséw wewnatrzkomoérkowych ge-
nerujacych wolne rodniki tlenowe.

CHoOROBA ALZHEIMERA

Wyniki badari eksperymentalnych prowadzonych in vitro
sugerowatly, ze witamina E moze zmniejszaé toksycznos¢é
amyloidu w stosunku do neuronéw. W badaniu klinicznym
(z zastosowaniem placebo) nie potwierdzono skutecznosci
alfa-tokoferolu w profilaktyce AD. Suplementacja alfa-to-
koferolem w dawce 2000 IU. nie powodowata skrécenia
czasu do wystapienia objawéw AD wsréd osob cierpia-
cych na fagodne zaburzenia funkcji poznawczych [55].

W innym badaniu klinicznym z zastosowaniem place-
bo, obejmujacym 155 chorych z AD, stosowanie witami-
ny E w dawce 1000 I.U. dwa razy na dobg powodowato
zmniejszenie ryzyka wystapienia jednego z tzw. ,,punktéw
konicowych”, do ktérych zaliczono: §mier¢, koniecznos$¢
umieszczenia w osrodku opiekuniczym, utratg mozliwo-
Sci wykonywania 2 z 3 codziennych podstawowych czyn-
nosci zyciowych, cigzka demencje (oceniang za pomoca
skali globalnej oceny demencji, Global Dementia Rating).
Jednakze terapia taka zwigkszata ryzyko wystapienia na-
padéw drgawkowych [74]. Wyniki tych badan wskazuja,
ze stosowanie witaminy E raczej nie znajdzie szerszego
zastosowania w prewencji czy terapii AD [43].

Obiecujace wyniki uzyskano natomiast w badaniach do-
tyczacych uzycia btekitu metylenowego (methylene blue
— MB) w leczeniu AD. MB jest stosowany w medycynie
od ponad 100 lat, m.in. w leczeniu malarii czy wstrzasu
septycznego [49,86]. Korzystny wptyw MB na procesy
pamigciowe znany jest juz od ponad 30 lat [86]. Wyniki
pierwszych prob zastosowania tego leku w AD opubliko-
wano w 2008 r. W randomizowanym badaniu klinicznym
z podwdjnie Slepa proba potwierdzono, ze lek jest do-
brze tolerowany oraz ma korzystny profil bezpieczenstwa.
Wykazano takze, ze zastosowanie MB w dawce 60 mg sto-
sowanej 3 razy na dobg przez okres 1 roku pozwalato na
zahamowanie post¢pu choroby w przypadkach jej tagodnej
oraz umiarkowanej postaci [90]. Antyoksydacyjny poten-
cjat MB w AD moze wynikaé ze zdolnosci tego zwiazku
do hamowania aktywnosci NOS, co powoduje zmniejsze-
nie ilosci wytwarzanego NO, a w konsekwencji zmniej-
szenie liczby wolnych rodnikéw [5]. MB wptywa tez na
funkcje mitochondrialnego taficucha oddechowego. Petniac
funkcje konkurujacego z tlenem alternatywnego akceptora
elektronéw przyczynia si¢ do zmniejszenia wytwarzania
rodnika ponadtlenkowego [63]. MB przyczynia si¢ tez do
zwigkszenia aktywnosci oksydazy cytochromowej c, przez
co zwigksza wydajnos$¢ metabolizmu tlenowego w mézgu
(wzrost zuzycia tlenu o 70%) [5,86,90].

Obiecujace wyniki uzyskano réwniez w badaniach do-
Swiadczalnych dotyczacych AD, przeprowadzonych z za-
stosowaniem metod inzynierii genetycznej. Udowodniono,
ze wylaczenie ekspresji genu kodujacego kinazg CdkS po-
woduje zmniejszenie fosforylacji biatka tau oraz zmniej-
szenie liczby splatkéw neurofilamentalnych w hipokampie
myszy [69]. Mozna wigc przypuszczac, ze oddzialywanie

na szlak przemian zwiazanych z aktywnoscia kinazy CdkS5,
bedzie mogto znaleZ¢ zastosowanie w zapobieganiu i/lub
leczeniu AD.

CHoroBA PARKINSONA

Najwigcej badan nad skutecznoscia terapii antyoksyda-
cyjnych w PD dotyczyto zastosowania koenzymu Q, oraz
glutationu. Koenzym Q,, petni funkcje akceptora elek-
tronéw w taiicuchu oddechowym (w kompleksie I i II).
Jednoczesnie, bedac czasteczka tatwo oddajaca elektrony
(w taricuchu oddechowym przekazuje je do kompleksu III),
peni funkcje przeciwutleniajace [27]. W mitochondriach
0s6b z PD odnotowano istotnie mniejsze st¢zenia koenzymu
Q,, [77], zmniejszong proporcje utlenionej postaci CoQ,,
w stosunku do postaci zredukowanej [82], a takze obnizo-
na aktywnos¢ komplekséw I i II taiicucha oddechowego
[35,65] w poréwnaniu z grupa kontrolng. Eksperymentalne
zablokowanie kompleksu I taficucha oddechowego u zwie-
rzat doswiadczalnych spowodowato wystapienie objawéw
neurologicznych typowych dla PD [50]. Wyniki tych ba-
dani doprowadzity do podjgcia badan klinicznych dotycza-
cych skutecznosci terapii koenzymem Q w tej chorobie.

Udowodniono, ze terapia duzymi dawkami koenzymu Q,
(1200 mg na dobg) przez 16 miesigcy prowadzita do wzrostu
stgzenia koenzymu Q w surowicy krwi i wzrostu aktywnosci
mitochondrialnego taiicucha oddechowego w ptytkach krwi.
Jednoczesnie odnotowano poprawe stanu klinicznego cho-
rych ocenianego wedtug skali UPDRS (Unified Parkinson’s
Disease Rating Scale). W badaniu tym, jednoczesnie z ko-
enzymem Q, chorym oraz osobom z grupy placebo poda-
wano witamine E w dawce 1200 1.U. na dobe. Poniewaz
w grupie otrzymujacej placebo (nieotrzymujacej koenzymu
Q) nie odnotowano istotnej zmiany stanu klinicznego, moz-
na wysnué wniosek, ze stosowanie witaminy E w monote-
rapii nie wptywa na przebieg PD. Nie obserwowano réznic
w wystgpowaniu dziatad niepozadanych migdzy grupami,
akoenzym Q, byt dobrze tolerowany przez chorych. Mozna
zatem przypuszczaé, iz stosowanie koenzymu Q,  moze by¢
skuteczna terapia u oséb cierpiacych na PD [78].

Badania dotyczace przydatnosci terapeutycznej koenzymu
Q,, sa trudne, gtéwnie z powodu hydrofobowego charak-
teru tego zwiazku. Wilasciwos¢ ta jest przyczyna stabego
przenikania CoQ do komérek, zaréwno w hodowlach jak
tez w warunkach in vivo. Z tego powodu w badaniach kli-
nicznych CoQ musi by¢ podawany w bardzo duzych daw-
kach. Zeby pokonaé te trudno$¢, opracowano rozpuszczalne
w wodzie potaczenie CoQ,, z alfa-tokoferolem i gliko-
lem polietylenowym (WS-CoQ,, — water soluble CoQ,).
Kompleks taki umozliwial zmniejszenie nasilenia stresu
oksydacyjnego wywotanego bezposrednim dziataniem
nadtlenku wodoru na ludzkie neurony (w hodowli komér-
kowej). Obserwowano tez zmniejszenie odsetka komorek
wchodzacych w apoptoze [59]. W badaniu eksperymental-
nym in vivo zastosowanie WS-CoQ, powodowato zmniej-
szenie stresu oksydacyjnego mierzonego st¢zeniem gluta-
tionu w tkance mézgowej [24].

W badaniu pilotazowym dotyczacym skutecznosci zasto-
sowanie innego antyoksydantu: glutationu u chorych z PD
wykazano, ze dozylne dawki glutationu 600 mg podawa-
ne 2 razy na dobe przez 30 dni pozwolity na uzyskanie
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znaczacej poprawy stanu klinicznego, ktéra utrzymywata
si¢ przez 2—4 miesiace [75].

Przeprowadzono tez inne badanie pilotazowe (randomi-
zowane z podwdjnie Slepa préba), ktérego celem byta
wstgpna ocena skutecznosci i bezpieczenistwa dozylne-
go stosowania glutationu u chorych na PD w poréwnaniu
z placebo. Obserwacji poddano 21 uczestnikéw, u ktérych
stosowana dotychczas terapia nie dawala dostatecznie za-
dowalajacych wynikéw w odniesieniu do zaburzer moto-
rycznych. Glutation w dawce 1400 mg podawano 3 razy
w tygodniu przez 4 tygodnie. Badanie wykazato dobra to-
lerancje glutationu oraz korzystny profil bezpieczenstwa.
Zaobserwowano niewielka popraweg stanu neurologiczne-
go (ocenianego w skali UPDRS) w grupie otrzymujace;j
glutation w okresie pierwszych 4 tygodni (faza terapeu-
tyczna). Jednak zaprzestanie podawania leku prowadzi-
fo do pogorszenia stanu neurologicznego, podczas gdy
w grupie placebo obserwowano w tym samym czasie po-
prawe [38]. Badanie bylo przeprowadzone na bardzo ma-
tej prébie, co nie pozwala wyciaga¢ ostatecznych wnio-
skéw co do skutecznosci terapii. Obydwa badania bytly
badaniami wst¢pnymi, a grupy chorych réznity si¢ kry-
teriami wiaczenia i wytaczenia. Dlatego potwierdzenie

PismiENNICTWO

skutecznosci stosowania glutationu w leczeniu PD wy-
maga dalszych badan.

Wyniki badar nad opisanym wyzej czynnikiem trans-
krypcyjnym Nrf2 daja nadziej¢ na opracowanie nowych
metod terapeutycznych choréb neurodegeneracyjnych.
Dotychczas udato si¢ wykaza¢ pobudzajacy wplyw réz-
nych czynnikéw na aktywnos$¢ Nrf2 — by¢ moze ktorys
z tych czynnikéw znajdzie zastosowanie w leczeniu tych
choréb [7,48].

PobsumowaNIE

Istnieje coraz wigcej danych, ktdre sugeruja, ze uszkodze-
nie wolnorodnikowe moze by¢ pierwotnym czynnikiem wa-
runkujacym degeneracjg¢ neuronéw i odpowiedzialnym za
wystapienie choréb neurodegeneracyjnych. Badania doty-
czace markeréw uszkodzenia oksydacyjnego, czy tez mar-
keréw wskazujacych na potencjat antyoksydacyjny, sta-
nowig cenne Zrédio informacji o rozwoju i postegpie tych
choréb. Wyniki dotychczas prowadzonych badan nie tyl-
ko potwierdzaja znaczenie stresu oksydacyjnego w pato-
genezie neurodegeneracji, ale tez wskazuja nowe cele dla
potencjalnie skutecznych metod leczenia.
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