® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; 70: 1483-1498 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2015.10.20
Accepted:  2016.11.18
Published: 2016.12.31

Pierwiastki sladowe jako aktywatory enzymow
antyoksydacyjnych*
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Stres oksydacyjny jest stanem zaburzonej réwnowagi miedzy tworzeniem wolnych rodnikéw,
a zdolnos$ciami przeciwutleniajacymi organizmu. Powoduje liczne uszkodzenia w organizmie,
m.in. peroksydacje lipidéw, uszkodzenia DNA oraz bialek. W celu przeciwdziatania skutkom
stresu oksydacyjnego, organizm wyksztatcit mechanizmy obronne oparte na wychwytywaniu
wolnych rodnikéw, hamowaniu ich tworzenia oraz chelatowaniu jonéw metali przej$ciowych,
katalizujacych reakcje wolnorodnikowe. Pierwiastki §ladowe wchodza w sktad enzyméw an-
tyoksydacyjnych nalezacych do enzymatycznego systemu walki ze stresem. Selen w postaci
selenocysteiny wystepuje w centrum aktywnym peroksydazy glutationowej (GPx). Gtéwna
funkcjg GPx jest neutralizacja nadtlenku wodoru (H,0,) oraz nadtlenkéw organicznych (LOOH).
Ponadto selen jest elementem strukturalnym licznej grupy selenobiatek wystepujacych w or-
ganizmie, niezbednych do jego prawidtowego funkcjonowania. Mangan, miedZ oraz cynk
sg sktadnikami enzyméw z grupy dysmutaz ponadtlenkowych (MnSOD, Cu/ZnSOD), ktére
katalizuja reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i tlenu.
Utworzony nadtlenek wodoru jest rozktadany do wody i tlenu przez peroksydaze glutationowa
lub katalaze. Integralng cze$cig katalazy (CAT) sa jony zelaza. Stezenia wybranych pierwiastkéw
$ladowych (selen, miedz, cynk, mangan i zelazo) maja znaczacy wplyw na aktywno$¢ enzyméw
antyoksydacyjnych, a tym samym na walke ze stresem oksydacyjnym. Nawet niewielka zmiana
poziomu pierwiastkéw $ladowych w tkankach powoduje zaburzenie ich metabolizmu, czego
skutkiem jest wystepowanie wielu choréb.

reaktywne formy tlenu - stres oksydacyjny - peroksydaza glutationowa - dysmutaza ponadtlenkowa
katalaza - antyoksydanty nieenzymatyczne - pierwiastki sladowe

Summary

Oxidative stress is a state of impaired balance between the formation of free radicals and
antioxidant capacity of the body. It causes many defects of the body, e.g. lipid peroxidation,
DNA and protein damage. In order to prevent the effects of oxidative stress, the organism
has developed defence mechanisms. These mechanisms capture and inhibit the formation of
free radicals and also chelate ion metals that catalyse free radical reactions. Trace elements
are components of antioxidant enzymes involved in antioxidant mechanisms. Selenium, as
a selenocysteine, is a component of the active site of glutathione peroxidase (GPx). The main
function of GPx is neutralization of hydrogen peroxide (H,0,) and organic peroxide (LOOH).
Furthermore, selenium is a structural part of a large group of selenoproteins that are neces-
sary for proper functioning of the body. Manganese, copper and zinc are a part of the group
of superoxide dismutase enzymes (MnSOD, Cu/ZnSOD), which catalyse the superoxide anion
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dismutation into hydrogen peroxide and oxygen. Formed hydrogen peroxide is decomposed
into water and oxygen by catalase or glutathione peroxidase. An integral component of catalase
(CAT) is iron ions. The concentration of these trace elements has a significant influence on the
activity of antioxidant enzymes, and thus on defence against oxidative stress. Even a small
change in the level of trace elements in the tissue causes a disturbance in their metabolism,
leading to the occurrence of many diseases.
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- mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa; RNS - reaktywne formy azotu (reactive nitrogen
species); ROS - reaktywne formy tlenu; SelP — selenobiatko P; SOD - dysmutaza ponadtlenkowa;
SOD3 (EC-SOD) - zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtlenkowa; Zn/CuSOD (SOD1) - cyto-

plazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa.

WSTEP — STRES OKSYDACYINY

Stres oksydacyjny to zaburzenie réwnowagi prooksyda-
cyjno-antyoksydacyjnej w wyniku kumulowania nad-
miernej ilo$ci wolnych rodnikéw [42].

Wolne rodniki atomu tlenu lub azotu z niesparowanymi
elektronami sa zdolne do uczestnictwa w reakcjach che-
micznych [67]. Obecno$¢ niesparowanego elektronu
sprawia, ze czgsteczki te charakteryzuja sie duza reak-
tywnoscia, gdyz daza do sparowania elektronéw przez
ich przyjecie lub oddanie [39,46]. Wolny rodnik obej-
muje gléwnie zwigzki tlenu ROS (reactive oxigen species)
i azotu RNS (reactive species). Sposréd wolnych rodni-
kéw mozna wyrdznié: nitrogen, anionorodnik ponadtlen-
kowy (027), rodnik hydroksylowy (OH"), nadtlenki ROO-
oraz nadtlenki lipidéw LOO{39,87]. Niektére molekuly, tj.:
nadtlenek wodoru (H,0,), ozon (0,), tlen singletowy ('0,),
kwas chlorowy(1) (HOCI), peroksyazotan(V) (ONOO") nie
sg wolnymi rodnikami, ale zalicza si¢ je do oksydantéw,
poniewaz bardzo tatwo powoduja powstawanie wolno-
rodnikowych reakcji w zywych organizmach [29,31,46,87].

Wolne rodniki tlenowe moga powstawaé na skutek dzia-
tania czynnikéw endogennych oraz egzogennych. Do
czynnikéw endogennych zalicza sie: mitochondrialny
taticuch oddechowy, peroksysomy, mikrosomalny taricuch
transportu elektronéw, synteze prostaglandyn, utlenia-

nie biatek oddechowych lub zredukowanych form drob-
noczgsteczkowych sktadnikéw komérkowych, reakcje
z udzialem enzymdw, utlenianie substancji egzogennych
oraz wytwarzanie ROS z udziatem uktadu immunolo-
gicznego. Natomiast do czynnikéw egzogennych naleza:
nieodpowiednia dieta, leki, toksyny, niskie temperatury,
intensywny wysitek fizyczny, urazy, stres czy promienio-
wanie elektromagnetyczne (nadfioletowe, jonizujace).
Niektére zwigzki chemiczne: pestycydy, barwniki azowe,
tetrachlorek wegla, benzopiren, a takze stany zapalne
organizmu (infekcje wirusowe, bakteryjne, oparzenia,
obrzeki pluc i mézgu) czy tez przewlekte stany chorobowe
(nowotwory, alkoholizm, cukrzyca, nadciénienie tetnicze,
choroba Alzheimera) réwniez przyczyniaja sie do
powstawania nadmiernych ilosci ROS [31,67].

W warunkach homeostazy, reaktywne rodniki tlenowe
uwalniane w ilo$ciach bezpiecznych dla komérki odgry-
wajg role mediatoréw oraz regulatoréw wielu proce-
séw komdrkowych [81]. ROS indukujgc réznicowanie
sie i apoptoze komdrek, wplywaja na synteze, uwalnia-
nie lub inaktywacje tlenku azotu oraz pobudzaja trans-
port glukozy do komérek. Zwiekszajac przepuszczalno$é
$cian naczyn wlosowatych warunkuja prawidtowy prze-
bieg reakcji zapalnej. Jednym z bardziej istotnych zadan
wykonywanych przez reaktywne formy tlenu jest regu-
lacja proceséw przekazywania sygnatu z komérki do
komérki oraz w jej obrebie [17].
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Przed zbyt wysokim stezeniem wolnych rodnikéw przed
toksycznym dziataniem ROS, chroni system antyoksy-
dacyjny. Gtéwnym zadaniem mechanizméw obronnych
organizmu jest neutralizacja wolnych rodnikéw, hamo-
wanie wolnorodnikowych reakcji taticuchowych oraz
ochrona komérki przed ich toksycznym dziataniem [87].

Nasilony lub dlugo utrzymujacy sie stres oksyda-
cyjny jest bardzo szkodliwy dla komérek, gdyz moze
trwale zmienié strukture lipidéw, DNA, biatek, cukréw
i innych. Zmiany zaburzaja funkcje biologiczne, przeci-
nek do wstawienia a to jest przyczyna nieprawidtowosci
w metabolizmie komérkowym [49,76].

Peroksydacja lipidéw

Pierwszym celem wolnych rodnikéw staje sie btona
komoérkowa, gdzie odbywa sie proces peroksydacji lipi-
déw btonowych, utlenianie nienasyconych kwaséw
ttuszczowych lub innych lipidéw, w ktérym powstaja
ich nadtlenki [66]. Mechanizm oksydacyjnego uszkodze-
nia btony komérkowej polega na wytworzeniu utlenio-
nych oraz cyklicznych postaci kwaséw ttuszczowych,
co zwieksza ptynnos$é i przepuszczalno$é btony oraz
uszkodzenie protein btonowych (receptoréw, kanatéw
jonowych, enzyméw) [30].

Uszkodzenie biatek i DNA

Utleniajace dziatanie ROS w stosunku do biatek powoduje
powstanie rodnikéw hydroksylowych, alkilonadtlenko-
wych, alkilowodoronadtlenkéw czy rodnikéw alkoksylo-
wych [5,31,86]. Zmiany powoduja rozerwanie taricucha
polipeptydowego i utrate aktywnosci funkcjonalnej enzy-
méw, biatek regulatorowych czy transporteréw btonowych.

Oksydacyjnej modyfikacji ulegaja takze zasady azotowe,
deoksyryboza, ponadto dochodzi do rozerwania wigzan
fosfodiestrowych, ktére tacza nukleotydy [50].

Dopdki jest zachowana réwnowaga miedzy szybko$cia
wytwarzania ROS a szybko$cig zaniku - metabolizm
komérki odbywa sie prawidtowo. Jezeli jednak zawar-
to$¢é przeciwutleniaczy jest niewystarczajaca w organi-
zmie zaczynaja przewazal reakcje utleniania. Obrona
antyoksydacyjna polega gtéwnie na niedopuszczeniu do
powstawania i oddziatywania reaktywnych rodnikéw ze
sktadnikami komdrki, jak tez na terminacji taricucho-
wych reakcji wolnorodnikowych [21,39].

W przeciwdzialaniu tworzenia sie wolnorodnikowych
uszkodzeti komérek stuzg mechanizmy obronne. Zapo-
biegaja reakcjom wolnych rodnikéw z makroczastecz-
kami, spowalniaja wolnorodnikowe i nierodnikowe
reakcje redoks oraz naprawiaja lub eliminuja uszko-
dzone czasteczki. Zwiazki odpowiedzialne za wymie-
nione mechanizmy tworza tzw. system antyoksydacyjny.
Moga by¢ pochodzenia zaréwno endo- jak i egzogen-
nego, a pod wzgledem mechanizmu dziatania dzieli sie
je na enzymatyczne i nieenzymatyczne [30]. Intensyw-

no$¢ dziatania systemu antyoksydacyjnego zwieksza sie
w sytuacji nagromadzenia sie w organizmie nadmier-
nych ilo$ci wolnych rodnikéw.

Do nieenzymatycznego systemu naleza m.in.: witaminy,
melatonina, zwigzki fenolowe, pierwiastki §ladowe, glu-
tation oraz ceruloplazmina [24]

Witaminy A, E i C sa grupa drobnoczasteczkowych anty-
oksydantéw. Antyoksydacyjne wtadciwo$ci witaminy E
(tokoferolu) polegaja na eliminacji wtérnych rodnikéw
- produktéw rodnikowych peroksydacji lipidéw. Wita-
mina A (retinol) pelni funkcje antyoksydanta hydro-
fobowego. Jej dzialanie przeciwutleniajace polega na
reagowaniu z rodnikiem nadtlenkowym i hamowaniu
taricucha reakcji wolnorodnikowych. Witamina C redu-
kuje reaktywne formy tlenu, tj.: anionorodnik ponad-
tlenkowy, rodnik hydroksylowy i tlen singletowy. Jej
antyoksydacyjna funkcja polega na zdolnos$ci jonu askor-
binianowego do reakcji z rodnikami, ktérej produktem
jest rodnik askorbylowy (Asc’) - mato reaktywny i sta-
bilny [28].

Antyoksydacyjne wlagciwosci metalotioneiny polegaja
na zwiekszaniu wydajno$ci taticucha oddechowego,
dzieki czemu zmniejsza sie wypltyw elektronéw i ogra-
nicza powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego.
Ponadto, oddziatuje na receptory zawarte w btonach
komérkowych lub we wnetrzu komérki, dzieki czemu
stymuluje enzymy antyoksydacyjne SOD, CAT oraz
GPx [69].

Zwiazki polifenolowe sg substancjami naturalnymi,
zawartymi m.in.: w ro$linach, owocach, warzywach,
czerwonym winie, herbacie. Ich zdolnosci antyoksyda-
cyjne zalezg od licznych grup hydroksylowych. Hamuja
reakcje peroksydacji lipidéw przez chelatowanie aktyw-
nych metali uczestniczgcych w tym procesie. Polife-
nole reaguja bezposrednio z wolnymi rodnikami, dzieki
czemu przyczyniajg sie do zakoticzenia reakcji wolno-
rodnikowych [26].

Pierwiastki §ladowe uczestniczg w usuwaniu wolnych
rodnikéw i skutkéw ich dziatania.

Jony cynku tworzg chelaty z grupami sulfhydrylowymi
biatek, przez co ochraniajg je przed procesami prok-
sydacyjnymi, wywotujac zmiany przestrzenne w pod-
jednostkach enzymatycznych. Uczestnicza w indukcji
biatek, majgcych zdolno$¢ do usuwania wolnych rod-
nikéw - metalotionein. Cynk chroni btony komérkowe
przed peroksydacja przez usuwanie miedzi i zelaza
z blonowych miejsc ich wigzania. Ponadto moze syner-
gistycznie dziataé z witaming E oraz zwigzkami polife-
nolowymi [57].

Niedobdr jonéw miedzi w osoczu, watrobie, erytrocytach
i sercu, zwieksza stezenia dialdehydu malonowego (MDA)
- produktu peroksydacji lipidéw. Dochodzi wéwczas do
zmniejszenia aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych.
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Pierwiastki §ladowe tworzg linie obrony nieenzyma-
tycznej, ale réwniez uczestnicza w walce ze stresem
oksydacyjnym przez mechanizm enzymatyczny - sg
sktadowymi enzymdw antyoksydacyjnych [24].

Glutation jest tripeptydem, zbudowanym z cysteiny,
glutaminy i glicyny. Jego charakterystyczng cecha jest
obecnos$é grup tiolowych, ktére determinujg jego wla-
$ciwosci antyoksydacyjne - uczestniczg w usuwaniu
elektrofilowych ksenobiotykéw. Uczestniczy bezpo-
$rednio w eliminacji groZnego rodnika hydroksylowego
oraz tlenu singletowego. Jest zdolny do regeneracji
witaminy E przez redukcje rodnika tokoferylowego.
Glutation jest kofaktorem enzyméw antyoksydacyj-
nych - peroksydazy glutationowej oraz transferazy glu-
tationowej [60].

Ceruloplazmina jest biatkiem sekwencjonujacym jony
miedzi oraz usuwa anionorodnik ponadtlenkowy. Ma
whasciwosci ferroksydazowe, dzieki czemu zmniejsza
stezenie jondw zelaza (11), blokujac reakcje Fentona [24].

Wolne rodniki tlenowe sa bardzo nietrwate i moga
by¢ unieczynnione w komdrce réwniez przez enzymy
antyoksydacyjne. Katalaza (CAT) rozktada nadtlenek
wodoru do wody, blokujgc powstawanie groznego rod-
nika hydroksylowego. Podobnie peroksydaza glutatio-
nowa (GPx) neutralizuje nadtlenek wodoru z udziatem
zredukowanej postaci glutationu. Dysmutaza ponadtlen-
kowa (SOD) zajmuje sie przeksztatcaniem anionorodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru (rozktadanego
pbzniej przez katalaze lub peroksydaze) (ryc.1).

SELEN

Selen nazywany jest pierwiastkiem zycia, zostat odkryty
w 1817 r. przez szwedzkiego chemika Jonsa Jacobsa
Berzeliusa [10]. Przelomem w zrozumieniu bioche-
micznej roli tego pierwiastka bylo odkrycie w 1973 r.

Rotrucka i Flohe [38], iz pierwiastek ten jest integralnym
sktadnikiem centrum aktywnego peroksydazy
glutationowej, enzymu katalizujacego rozktad nadtlenku
wodoru oraz nadtlenkéw organicznych.

W uktadzie okresowym Mendelejewa selen oznaczony jest
symbolem Se i znajduje sie w grupie 16, okresie 4 w bloku
p, obok tlenu, siarki, telluru oraz polonu. Tworzy trwate
polaczenia na -1I, +IV i +VI stopniu utlenienia [6].

W przyrodzie selen wystepuje w postaci nieorganiczne;j
i organicznej. Najlepiej przyswajalne sa zwigzki zawiera-
jace selen w +VI stopniu utlenienia, mniej przyswajane
sg zwiazki selenu w stopniu +1V. Selen jest akumulowany
w roélinach w postaci aminokwaséw: selenometioniny,
selenocysteiny, Se-metyloselenocysteiny, selenohomo-
cysteiny oraz selenocystationiny. W wyniku biologicz-
nej degradacji organicznych zwigzkéw selenu powstaja:
selen, selenki i metyloselenki, natomiast do atmos-
fery najcze$ciej jest wydzielany lotny dimetylosele-
nek [85,93].

Selen nalezy do mikroelementdw. Jego obecno$é w orga-
nizmie cztowieka jest niezbedna do prawidtowego funk-
cjonowania. Jednak zgodnie z etymologia, podobnie jak
ksiezyc ma ,,dwa oblicza”. Mimo iz jest pierwiastkiem
niezbednym dla organizméw zywych, nadmierne jego
spozywanie moze spowodowa¢ zaburzenia w homeosta-
zie organizmdéw, a nawet $mier¢ [32].

Najwiecej selenu znajduje sie w miesie wotowym, wie-
przowym, drobiowym, tuticzyka oraz orzechach brazylij-
skich. Zawarto$¢ selenu w ro$linach i nasionach zbéz jest
bardzo zréznicowana i $ci$le uzalezniona od jego zawar-
tosci w glebie, na ktdrej sa uprawiane. Niektdre regiony
na $wiecie, tj.: wyschniete rejony Australii, centralna
i pétnocno-wschodnia cze$¢ Chin, pétnocna cze$é Korei
Pétnocnej, Nepal, Tybet, Demokratyczna Republika
Kongo, sa szczegblnie ubogie w ten pierwiastek [85].

A kel S

I_CAT

=]
—>  H,0, —> 2'OH

| 20,

Ryc. 1. Powstawanie i unieczynnienie reaktywnych form tlenu
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10 20 30 40 50 60
MCAARLAAAA AAAQSVYAFS ARPLAGGEPV SLGSLRGKVL LIENVASLUG TTVRDYTQMN
70 80 90 100 110 120
ELQRRLGPRG LVVLGFPCNQ FGHQENAKNE EILNSLKYVR PGGGFEPNFM LFEKCEVNGA
130 140 150 160 170 180
GAHPLFAFLR EALPAPSDDA TALMTDPKLI TWSPVCRNDV AWNFEKFLVG PDGVPLRRYS
190 200
RRFQTIDIEP DIEALLSQGP SCA

Ryc. 2. Sekwencja aminokwasowa peroksydazy glutationowej (GPx1) [wg 80]

Zalecana dobowa dawka selenu - RDA (Recommended
Dietary Allowances) dla kobiet to 60 ug (65 pg dla kobiet
w cigzy, 75 ug dla kobiet karmigcych), natomiast dla
mezczyzn to 70 ug (od 14 r.z.). Wyznaczono réwniez naj-
nizsze dawki selenu, ktére chronig przed choroba spo-
wodowang niedoborem selenu (choroba Keshan) - 13
ug/dzieri dla kobiet, 19 ug/dzieri dla mezczyzn oraz naj-
wyzsze dawki, ktdre sg niebezpieczne dla zdrowia czto-
wieka - 1540653 mg/dzien [53,92].

Wszystkie zwiazki selenu dobrze wchtaniajg sie z przewodu
pokarmowego (50-90%) oraz uktadu oddechowego [14].

Selen dostarczany z pozywieniem jest wiazany gtéwnie
z aminokwasami w postaci selenocysteiny i selenome-
tioniny. Postaci te sa bardziej przyswajalne od potaczeti
nieorganicznych.

Selen w postaci nieorganicznej, wchtoniety do organizmu
jest poczatkowo wiazany przez erytrocyty, albuminy oraz
globuliny osoczowe, po czym jest transportowany do tka-
nek. W krwi, osoczu, watrobie i §ledzionie seleniany (VI)
sg redukowane do selenianéw (IV) lub selenku diwodoru
H,Se. Seleniany (IV) wykazuja wigksze powinowactwo do
tkanek i moga tworzy¢ kompleksy z biatkami. Sa réwniez
szybciej przytaczane do enzymu peroksydazy glutationo-
wej. Przenikaja przez bariere krew-tozysko, dzieki czemu
przedostaja sie do ptodu.

Natomiast w osoczu, mie$niach i hemoglobinie, nieorga-
niczne potaczenia selenu przeksztalcajg sie w organiczne
selenokompleksy. Zawarto$¢ tego pierwiastka w ply-
nach ustrojowych i tkankach jest niewielka, a stosunek
selenu w erytrocytach do zawarto$ci w osoczu wynosi
3:1[64]. Najwiecej przyswojonego selenu jest magazyno-
wane w tarczycy, trzustce, watrobie, nerkach, przysadce
mézgowej oraz we wilosach i paznokciach. Najwazniej-
sze biologiczne znaczenie selenu w organizmie polega
na jego wystepowaniu w centrach aktywnych wielu
biatek i enzyméw. Selen zawarty w selenocysteinie jest
sktadnikiem centrum aktywnego peroksydazy gluta-
tionowej [64]. Okres péttrwania selenu w organizmie
cztowieka wynosi 65-115 dni. 60% selenu jest usuwane
z organizmu z moczem, 30% z katem, natomiast pozo-
stata cze$¢ jest usuwana z wydychanym powietrzem,
potem i §ling [54].

Do najczestszych choréb, spowodowanych zbyt matg
ilodcia pobieranego selenu, zalicza sie: choroba Keshan
i Kashin-Beck, nieendemiczna kardiomiopatia, choroba
nowotworowa, zespét samoistnych zaburzeni oddecho-
wych. Ponadto bardzo czesto obserwuje sie niskie steze-
nie selenu we krwi cztowieka, ktére towarzysza: zespotowi
Downa, cigzy, laktacji, mukowiscydozie, zywieniu pozaje-
litowym, zaémie, przewlektej niewydolnosci nerek, cho-
robom wirusowym (HIV, AIDS i inne) oraz chorobom
watroby [85].

Nadmiar selenu w organizmie hamuje proliferacje
komérek, replikacje DNA, synteze biatek oraz wzmo-
zong peroksydacje lipidéw. Przypuszcza sie, ze ten sam
mechanizm jest odpowiedzialny za toksyczne i przeciw-
nowotworowe dziatanie zwigzkéw selenu [33].

PEROKSYDAZA GLUTATIONOWA

Peroksydaza glutationowa (GPx) nalezy do rodziny
enzyméw antyoksydacyjnych. Jest kodowana przez gen
GPX1 (OMIM 138320) zlokalizowany na krétkim ramie-
niu chromosomu 3 (3p21.31), ktéry obejmuje zaledwie
1181 par zasad genomowego DNA, z ktérych 902 pary
stanowia sekwencje kodujace (2 eksony), wyznaczaja
enzym.

Peroksydaza glutationowa jest to tetramer o masie cza-
steczkowej okoto 86 kDa. Kazda podjednostka jest zbu-
dowana z 203 reszt aminokwasowych (ryc. 2). W pozycji
49 znajduje sie selenocysteina (cysteina, w ktérej atom
siarki R-SH, zastapiony jest atomem selenu R-SeH ).
Gtéwna funkcja tego enzymu jest neutralizacja nad-
tlenku wodoru H,0,.

H,0, +2GSH —2— GSSG +2H,0

oraz nadtlenkéw organicznych (LOOH) w reakcjach
wewnatrz- oraz zewnatrzkomérkowych ze zredukowang
postacig glutationu GSH.

LOOH +2GSH —%* 5 GSSG + LOH + H,0

Aktywno$¢ enzymatyczna peroksydazy glutationowej
wzrasta wraz ze wzrostem stezenia selenu [18,53,83].
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Tabela 1. Formy peroksydazy glutationowej (GPx)

Lokalizacja genu Miejsce wystepowania

Enzym Wystepowanie Funkcja (liczba eksonow) seleno_cystelny '(Ilczba Pismiennictwo
aminokwasow)
Pl E’y"°‘yty'p”:’lfctar°ba' nerki, antyoksydacyjna 3p213102) 49 203) [46]
Przewéd Zotadkowo- .
GPx-2 jelitowy, watroba antyoksydacyjna 14923.3(2) 40 (190) [53]
Watroba, nerki, serce, ptuca,
§ tarczyca, piers, przewdd antyoksydacyjna - zmniejsza ilos¢
GPx3 pokarmowy, fozysko i meski wodoronadtlenkdw lipidowych 533.16) 73(220) 153,591
ukfad rozrodczy
ochrona DNA reguluje aktywno$¢
. ) 15-lipooksygenazy oraz 5-lipooksygenazy
GPx-4 cyt(?sal, mltochondnum, petni funkcje w okresie dojrzewania oraz 19p13.3(7) 73(197) [53,59]
jadro komérkowe L
ptodnosci mezczyzn
wptywa na funkgje i ruchliwos¢ plemnikow
GPx-5  Zarodki, nabtonek wechowy niepoznana 6 73(221) [46]
GPx-6 Homolog GPx-3 niepoznana 6p22.1(5) 73(221) [53]
: . . antyoksydacyjna

GPx-7  Siateczka Srédplazmatyczna reguluje proces fatdowania biatek 1 57 (187) [53]
GPx-8  Siateczka Srédplazmatyczna antyoksydacyjna 5 79(209) [53]

reguluje proces fatdowania biatek

Opisano osiem postaci peroksydaz glutationowych
(tab.1). Chronia komdrki w synergii z witamina E przed
akumulacjg nadtlenku wodoru i nadtlenkéw organicz-
nych oraz zapewniajg integralno$¢ bton komdrkowych.

Selen jest sktadnikiem réwniez licznej grupy biatek pet-
nigcych niezbedne funkcje zyciowe. W tabeli 2 zesta-

wiono niektére selenobiatka wystepujace w organizmie.

MIEDZ, CYNK, MANGAN

W organizmach miedzZ petni przede wszystkim role
kofaktora enzyméw i elementu strukturalnego biatek
uczestniczacych w procesach przeniesienia tadunku.
Niedobdr miedzi obniza aktywno$¢ niektérych enzyméw
np.: cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej
Cu/ZnSOD, ceruloplazminy oraz enzymdw niezaleznych
od miedzi np.: katalazy czy peroksydazy glutationowej,
a takze wplywa na prawidlowe funkcjonowanie zmiata-
czy wolnych rodnikéw, tj. metalotioneiny czy glutationu.

Mied?Z wystepuje w 11 grupie oraz 4 okresie w uktadzie
okresowym pierwiastkéw. Wystepuje na pieciu stop-
niach utlenienia: 0, +1, +II, +I1I oraz bardzo rzadko na +IV
stopniu utlenienia [13,41].

Mied? jest mikroelementem niezbednym do prawidtowego
funkcjonowania organizmu cztowieka. Jest przyswajana
z pozywienia w matych ilosciach (0,6-1,6 mg/dzien). Proces
wchlaniania miedzi odbywa sie gléwnie w jelicie cienkim,
po strawieniu pokarmu - w zotadku i dwunastnicy [1,38].
Zawarto$¢ miedzi w organizmie dorostego cztowieka
0 przecietnej masie 70 kg waha sie 7-150 mg. Gromadzenie

oraz metabolizm miedzi odbywa sie w watrobie. Wysokie
steZenie tego pierwiastka jest réwniez w jadrach, §ledzio-
nie, nerkach oraz mézgu [36]. Najmniej jest jej w mie$niach,
kosciach i ptynach ustrojowych. W tkankach stezenie mie-
dzi pozostaje niezmienione niemal przez cale zycie czto-
wieka. W surowicy krwi miedz jest utrzymywana na statym
poziomie okoto 1mg/L i jest zwiazana w 95% z cerulopla-
zming, 3-5% z albuming i transkupreing oraz w 1% z amino-
kwasami i peptydami o niewielkiej masie czasteczkowej [1].
MiedZ moze wystepowal zaréwno w postaci utlenionej
Cu(11), jak i zredukowanej Cu(I), przez co petni role kofak-
tora w wielu enzymach. Z tego tez powodu pierwiastek jest
niezbedny do prawidtowego funkcjonowania wielu szlakéw
metabolicznych odpowiedzialnych za wytwarzanie energii
w komdrce (oksydaza cytochromu c), usuwanie wolnych
rodnikéw (dysmutaza ponadtlenkowa), tworzenie kolagenu
i elastyny (oksydaza lizylowa), wytwarzanie katecholamin
(B-monooksygenaza dopaminy) czy melaniny (tyrozy-
naza) [44].

Pobieranie, transport i usuwanie nadmiaru miedzi
w komérce podlega $cistej kontroli genetycznej z udzia-
tem specjalnych biatek. U ludzi transport i metabolizm
miedzi jest kontrolowany przez trzy gtéwne grupy bia-
tek. Pierwsza z nich sa biatka btonowe CTR1 i DMT1,
dzieki ktérym jony miedzi moga by¢ pobrane przez
komérke. Druga grupa to metalochaperony (ATOX1,
CCS, biatka z grupy COX oraz SCO), biatka wigzace jony
miedzi w obrebie cytoplazmy i transportujace je do réz-
nych organelli. W sktad trzeciej grupy wchodza biatka
o budowie ATPaz (ATP7A i ATP7B), ktére reguluja steze-
nie jonéw miedzi w komdrce, jak réwniez posrednicza
we wlgczaniu kationéw tego pierwiastka do czasteczek

1488



Wotonciej M. i wsp. — Pierwiastki $ladowe jako aktywatory enzyméw antyoksydacyjnych

Tabela 2. Niektore selenobiatka i ich funkcje

Enzym Gen kodujacy M. cz. [Da] Miejsce wystepowania Gtowne funkcje
Selenobiatko-P 5p12 41,174 Mdzg, watroba, antyoksydant
(SelP)
Selenobiatko-W Stercz, mézg, J'E|!t9 grube, serce, ant)./oksyd:ant o
(SelW) 19913.32 9,448 migsnie ochrona przed rozwojem mioblastow wigzacych
szkieletowe waph
. wptywa na whasciwy rozwéj miesni
SEIGT;):II;;I(O N 1p36.11 65,813 Siateczka $rédplazmatyczna bierze udziat w proliferacji komérek
bierze udziat w homeostazie wapnia
Selenobiatko-S . » requlacja stanéw zapalnych
(5els) 15q26.3 21,163 Siateczka $rédplazmatyczna eliminacia le sfaldowanych biatek
Selenobiatko-K Sledziona, siateczka
(Selk) 3p21.31 10,645 érodplazmatyczna antyoksydant
. kontrola gendw odpowiadajacych za synteze
SEIGTEI:IISJ;I(O H 1Mq12.1 13,453 Sledziona, mézg, jadro komdrkowe glutationu
zwiekszenie zywotnosci komdrek
. antyoksydant
Selenobiatko-R 16p13.3 12,760 Watroba, nerki regulacja metabolizmu metioniny
(SelR, MsrB) .
regeneracja biatek
Selenobiatko-M . - bierze udziat w procesie fatdowania biatek
(selM) 22q12.2 16,232 Siateczka $rédplazmatyczna antyoksydant
15Dselenobiatko 10223 17,79 Siateczka srodplazmatyczna bierze udziatw proce5|e‘fa’fdowan|a biatek
(Sel15) ochrona przed rozwojem nowotworu
metabolizowanie lekéw
Reduktaza 1 tioredoksyny cytoplazma ) oo )
(TRe1) 12923.3 54,670 mitochondria regulagja ekSpreSjl wlelu genéw
regulacja embriogenezy
Reduktaza 2 tioredoksyny 22q11.21 56,507 cytoplazma réznorodna
(TRx2)
Reduktaz&zT?)R:(l;))r edoksyny 3¢21.2 70,683 mitochondria réznorodna

Wedtug: [33,53,59].

biatek enzymatycznych [44].

Dzienne zapotrzebowanie na miedZ dla dojrzatych
kobiet i mezczyzn wynosi 9 mg/dziefi. Okres niemow-
lecy jest najbardziej krytycznym okresem w zyciu czto-
wieka pod wzgledem zapotrzebowania na miedz. Szybki
wzrost organizmu zwieksza zapotrzebowanie na ten
mikroelement, a dieta oparta wylgcznie na mleku nie
dostarcza jego wystarczajacych ilo$ci. Jednoczes$nie
wystepuje wysokie ryzyko zatrucia, zwigzane z nietole-
rancja duzych dawek miedzi przez niedojrzatg funkcjo-
nalnie watrobe niemowlat. Produkty spozywcze bogate
w miedZ to np.: owoce morza, orzechy, czekolada, pro-
dukty zbozowe, grzyby, watroba [2].

Gléwng droga wydalania miedzi z organizmu jest z6t¢
(2500 pg/dzieni). W niewielkim stopniu jest réwniez usu-
wana z moczem (do 50 pg/dzien)). Niezaburzone wydala-
nie oraz szybko$¢ tego procesu decyduja o prawidtowej
homeostazie miedzi w organizmie [2].

Wzrost stezenia miedzi w surowicy krwi w organizmie
moze doprowadzi¢ do nadczynnoSci tarczycy, reak-
cji alergicznych, marskosci watroby, powstania infek-
cji, zakazen. Zwiekszone stezenie miedzi jest zwigzane
réwniez z cigzg oraz laktacjg, moze réwniez wystepowaé
u kobiet stosujacych terapie antykoncepcyjna [55].

Niedobdr miedzi w organizmie moze spowodowaé:
przepukline, tetniaki, pekanie naczyti krwiono$nych,
krwotoki z nosa, osteoporoze, zaburzenia mézgowe,
zaburzenia w metabolizmie glukozy i cholesterolu,
w czynnoSci tarczycy, ogdlne ostabienie i zmeczenie [58].

Cynk zostat odkryty w Chinach lub Indiach okoto 1500
roku p.n.e., a do Europy dotart w XVII w. [92]. Jest pier-
wiastkiem z grupy 12 i 4 okresu uktadu okresowego.

W organizmie czlowieka znajduje sie¢ 2-4 g cynku.
Dzienne zapotrzebowanie wynosi w zalezno$ci od
wieku: u niemowlat 3-5 mg/dzien; u dzieci 10 mg/dzien,
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doroéli potrzebujg 10-15 mg/dzieri cynku, a kobiety cie-
zarne lub karmigce 19 mg/dzied. Dostarczany jest do
organizmu gléwnie z dietg. Bogate w cynk jest pozywie-
nie pochodzenia zwierzecego i ro$linnego, tj.: mieso,
jaja, watroba, ryby, ostrygi, ale réwniez nasiona dyni,
stonecznika, kietki pszenicy, otreby pszenne, cebula
czy czosnek [25]. Swiatowa Organizacja Zdrowia WHO
(World Health Organization) rekomenduje dzienne
zapotrzebowanie na cynk dla kobiet 9,4-10 mg, a dla
mezczyzn 6,5-7,1 mg [52].

Duzg zawarto$¢ cynku odkryto w wielu tkankach i narza-
dach: miesnie i koéci, skéra, mdzg, watroba, nerki, §le-
dziona i trzustka.

Wchtanianie cynku odbywa sie w dwunastnicy i jelicie
cienkim, przyswajany jest w 20-40%, tatwiej wchtania
sie z pokarmdéw pochodzenia zwierzecego. Za trans-
port w glab enterocyta jest odpowiedzialny transpor-
ter metali dwuwarto$ciowych 1 (DCT1). DCT1 obecny
w rabku szczoteczkowym, jest zdolny do wigzania nie
tylko dwuwarto$ciowych jonédw cynku, ale takze innych
pierwiastkdw, takich jak zelazo, miedz, kadm, mangan,
kobalt, nikiel czy oléw. Po przedostaniu sie ze $wiatta
jelita do komérki, jony cynku wigzg sie z metalotione-
inami lub sg magazynowane w pecherzykach wydziel-
niczych. Zdolno$¢ tworzenia stabilnych komplekséw
z biatkami, kationy cynku zawdzieczaja reakcjom z ato-
mami azotu, grupami SH i karboksylowymi bocznych
taticuchéw aminokwaséw, gtéwnie cysteiny i histy-
dyny. Osoczowa pula cynku to jony zwigzane z albuming
i a2-makroglobuling [70].

Cynk jest pierwiastkiem §ladowym niezbednym do pra-
widlowego funkcjonowania grupy metaloenzymdw,
m.in.: enzymdw z rodziny oksydoreduktaz, hydrolaz czy
ligaz. Jony cynku sa gléwnym elementem strukturalnym
(np. dehydrogenaza alkoholowa) lub pelnia funkcje kata-
lityczna (np. karboksypeptydaza, fosfataza zasadowa)
wplywajac bezposrednio na wzrost lub spadek aktywno-
$ci katalitycznej enzymu [19]. Cynk ma wlasciwosci prze-
ciwutleniajace. Przeciwdziata powstawaniu groznego
rodnika hydroksylowego OH: oraz anionorodnika tlenko-
wego 0,7, konkurujac z metalami prooksydacyjnymi Fe*
oraz Cu®[58]. Jest sktadnikiem enzymu antyoksydacyj-
nego - cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej
(Zn/Cu SOD), odpowiadajacej za neutralizacje rodnika
ponadtlenkowego. Pelni role w utrzymaniu réwnowagi
redox w komérkach [65].

Niedobér cynku wiaze sie z niedostatecznym dostar-
czaniem tego pierwiastka z pozywieniem. Moze by¢ tez
zwigzany ze stanami zwiekszonego zapotrzebowania na
ten mikroelement, np. ciaza, laktacja, wzmozony wysitek
fizyczny, stres, otytos$¢, okres intensywnego wzrostu [15].
Uposledzenie wchtaniania cynku z jelit na skutek dtugo-
trwatych biegunek, zaburzeti wchtaniania lub stanéw po
resekcji jelit, réwniez moze doprowadzi¢ do niedoboru
cynku [65]. Niedobdr tego pierwiastka, moze wystepowad
u 0s6b naduzywajacych alkoholu, cierpigcych na zespét

ztego wchtlaniania, posiadajacych genetycznie uwarun-
kowane zaburzenia metaboliczne (np. mutacje transpor-
tera Zip4), z przewlekla niewydolnoscia nerek [25,63].
Moze by¢ przyczyna licznych objawéw chorobowych,
tj.: zahamowaniem wzrostu, hipogonadyzmem, opéznie-
niem dojrzewania plciowego [63,78], zaburzeniem wechu
i smaku, upo$ledzeniem funkcji poznawczych, a nawet
moze doprowadzi¢ do autyzmu [25]. Moga sie pojawiaé
zmiany skérne - egzemy, rozstepy, trudno$ci w gojeniu
sie ran, podatno$¢ na infekcje, zwigzana z zaburzeniem
uktadu immunologicznego [60]. Niedobdr cynku wptywa
ponadto na zaburzenie plodnosci u mezczyzn, zmniejsza
liczbe nasienia i obniza jego zywotno$¢ [15,89].

Nadmiar cynku jest szkodliwy i moze doprowadzi¢ do
ostabienia, niedokrwisto$ci oraz wywotywaé wymioty.
Przypadki zatrucia cynkiem zdarzaja sie rzadko
i sa wynikiem spozywania pokarméw lub picia napojéw
z naczyti wykonanych z cynku [89]. Uposledza to funkcje
limfocytéw T, wywoluje leukopenie oraz choroby neuro-
degeneracyjne, bezsenno$¢, uposledza pamied, zaburza
stuch i nadmierna potliwo$é [25,65].

Mangan jest pierwiastkiem chemicznym znajdujacym
sie w 7 grupie i 4 okresie uktadu okresowego. Sladowe
iloéci sa niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
wielu enzyméw zaangazowanych w podstawowe pro-
cesy metaboliczne, tj.: dekarboksylacje, synteze kwa-
séw ttuszczowych, metabolizm glukozy, metabolizm
biatek, formowanie uktadu kostnego, synteze choleste-
rolu. Mangan jest gléwnym sktadnikiem i aktywatorem
enzyméw uczestniczacych w ochronie przeciwutlenia-
jacej organizmu, tj.: karboksylazy pirogronianowej, gli-
kozylotransferazy, syntetazy glutaminowej, fosfatazy
zasadowej, a zwlaszcza mitochondrialnej dysmutazy
ponadtlenkowej [73].

Mangan jest naturalnym sktadnikiem tkanek i ptynéw
ustrojowych. Do organizmu jest dostarczany z pozy-
wieniem: owoce, orzechy, mieso, ryz, herbata, rosliny
stragczkowe. Dzienne zapotrzebowanie zmienia sie
w zalezno$ci od wieku, stanu organizmu oraz pici [91].
Organizm czlowieka dorostego zawiera 10-20 mg
manganu, niemowleta zawierajg 10 razy wiecej tego
pierwiastka. Mangan gromadzi sie gtéwnie w mito-
chondriach watroby (1,2-1,7 mg/g tkanki), trzustki
(0,8-1,2 mg/g tkanki), nerek (0,56-0,93 mg/g tkanki),
mdézgu (okoto 0,3 mg/g tkanki), kosci (0,06-0,07 mg/g
tkanki). Watroba odgrywa gtéwna role w regulowa-
niu absorpcji i wydalania manganu. We krwi mangan
wystepuje zwigzany z a-makroglobulina w postaci
Mn(II). Po utlenieniu do Mn(III) wigzany jest przez
transferyne i w tej postaci jest pobierany przez tkanki.
Zdecydowana wiekszo$¢ manganu jest zwigzana z ery-
trocytami (stezenie manganu w erytrocytach jest pra-
wie 5 razy wieksze niz w surowicy krwi).

Do objawéw niedoboru manganu nalezg: mate stezenie
cholesterolu we krwi, zmiana barwy wloséw z czarnych
na rude, zahamowanie wzrostu, nieprawidtowa minera-
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Ryc. 3. Sekwencja aminokwasowa cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1) [wg 80]

lizacja i deformacja kosci, nieskoordynowane ruchy, nie-
dokrwisto$¢, powiekszenie tarczycy, tuskowate zapalenie
skéry, hipogonadyzm (dysfunkcja uktadu rozrodczego).
Wady uktadu kostnego w wyniku niedoboru manganu sa
spowodowarne jego udziatem w aktywacji glikozylotrans-
ferazy - enzymu, ktdéry uczestniczy w syntezie mukopo-
lisacharydéw chrzastek. Niedobér manganu w okresie
rozwoju ptodu moze spowodowaé wady wrodzone w pra-
widlowym wytwarzaniu tkanki tacznej oraz zmianami
w uktadzie kostnym [22].

Zatrucie manganem zdarza sie u oséb pracujacych
w hutach, kopalniach manganu, podczas prac spawal-
niczych oraz w zaktadach chemicznych podczas otrzy-
mywania i stosowania jego zwigzkéw. Obowigzujgce
w kraju, najwyzsze dopuszczalne stezenie tego pier-
wiastka w §rodowisku pracy nie powinno przekraczad
0,2 mg/m?*, Przypadki ostrych zatrué¢ wystepuja bardzo
rzadko np. na skutek omytkowego potkniecia zwigzkéw
manganu w postaci krystalicznej lub u 0séb zywionych
pozajelitowo przez dlugi okres. Objawami ostrego zatru-
cia sa: pieczenie w gardle, nudnosci, wymioty, zapalenie
btony $luzowej zotadka i jelit oraz trudnosci w poty-
kaniu. Moze réwniez nastapi¢ zgon z powodu obrzeku
nagtosni lub niewydolnosci krazeniowej. W przesztosci
zdarzaly sie przypadki ostrego zatrucia u 0séb pijacych
wode ze Zrédla. Opisano réwniez przypadek zgonu spo-
wodowany perforacja i stanem zapalnym otrzewnej po
irygacji drég moczowo-piciowych roztworem nadman-
ganianu potasu w celu aborgji [75].

Przewlekte zatrucie manganem uszkadza uktad ner-
wowy, oddechowy i ptciowy. Zmiany w o$rodkowym
uktadzie nerwowym (tzw. manganizm) objawiaja sie: nie-
dowladem koniczyn, bélami glowy, zubozeniem mimiki,
drzeniem glowy, jezyka i rak, nudno$ciami, wymiotami,
zaburzeniami orientacji, apatig, utrata pamieci, stanami
lekowymi, a takze kompulsywnym §miechem lub pta-
czem [79]. Bardzo czesto obserwuje sie réwniez symptomy
podobne do choroby Parkinsona. Surong [90] wykazat, iz
nadmierna ilo$¢ manganu kumuluje sie w mitochondrium
watroby, powodujgc wzrost zawartoséci rodnikéw ponad-
tlenkowych, obnizenie aktywno$ci enzymdw oraz zabu-
rzenie funkcji mitochondrialnych narzadu.

Dvsmutaza poNaDTLENKOWA (SOD)

Dysmutaza ponadtlenkowa jest zbudowana z czesci
biatkowej (apoenzym) oraz znajdujacej sie w centrum
aktywnym cze$ci niebiatkowej (koenzym, grupa proste-
tyczna), ktdrg tworzy jon metalu (miedZ, cynk lub man-

Ryc. 4. Schemat budowy miejsca katalitycznego cytoplazmatycznej dysmutazy
ponadtlenkowej (Cu/Zn SOD) [wg 71]

gan). W zalezno$ci od miejsca wystepowania wyrdznia
sie trzy izoformy SOD: cytoplazmatyczng (SOD1, Cu/
ZnSOD), mitochondrialng (SOD2, MnSOD) oraz zewng-
trzkomdrkowg (SOD3, EC-SOD).

CYTOPLAZMATYCZNA DYSMUTAZA PONADTLENKOWA

Cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa(Cu/
Zn SOD; SOD1) jest metaloenzymem wystepujacym
gtéwnie w cytosolu, jadrze komdérkowym, mitochon-
drium i peroksysomach. Enzym jest kodowany przez
gen SODI (OMIM 147450) umiejscowiony na dtugim
ramieniu chromosomu 21 (21g22.11). Obejmuje 9308 par
zasad genomowego DNA, przy czym 964 pary zasad sta-
nowig sekwencje kodujace - 5 eksonéw wyznaczajace
ZnCuSOD1. W organizmach eukariotycznych dysmu-
taza ponadtlenkowa wystepuje w postaci dimerycznej.
Enzym jest zbudowany z dwéch jednakowych podjedno-
stek. Kazda zawiera 154 reszty aminokwasowe (ryc. 3)
o masie okoto 16 kDa [35].

W kazdej z podjednostek znajduje sie jeden jon miedzi
CuZoraz jeden jon cynku Zn?. Jony miedzi sa zwiazane
z resztami histydyny w pozycjach 44, 46 oraz 118, nato-
miast jony cynku sa wigzane przez reszty histydyny 69,
78 i kwas asparaginowy 81. Oba jony potaczone sa ze
soba przez reszte histydyny 61 (ryc. 4). Jony miedzi pet-
nig funkcje katalityczna w skutecznym usuwaniu anio-
norodnika ponadtlenkowego, natomiast jony cynku
odgrywaja role stabilizujacg odporna na czynniki dena-
turujgce fizyczne i chemiczne [9,35].

Cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa jest biat-
kiem charakteryzujacym sie duza odpornoscia na dziata-
nie podwyzszonej temperatury, trudno ulega proteolizie
oraz dziataniu §rodkéw denaturujacych. Biatko zacho-
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Ryc. 5. Sekwencja aminokwasowa mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD2) [wg 80]

wuje stabilno$¢ w szerokim zakresie pH [34]. Katalizuje
reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego
do nadtlenku wodoru i czasteczki tlenu, petni funkcje
antyoksydacyjna [58]. Reakcja przebiega w dwdch eta-
pach [30]. W pierwszym nastepuje redukcja jonu metalu
w centrum katalitycznym:

SOD - Me"™ + Oy — SOD — Me" ™" + 0,

Drugi etap polega na jednoelektronowym utlenieniu
jonu metalu i utworzeniu nadtlenku wodoru:

SOD—Me" " +0; +2H" — SOD - Me"" + H,0,

Reakcja eliminuje anionorodnik ponadtlenkowy ze $ro-
dowiska komérki. Utworzony nadtlenek wodoru jest roz-
ktadany do wody i tlenu przez katalaze lub peroksydaze
glutationowa [30].

Mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa

Mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa (MnSOD;
SOD2) jest homotetramerem o masie okoto 23 kDa kazde;j
z podjednostek. Kodowana jest przez gen SOD2 (OMIM
147460) umiejscowiony na dtugim ramieniu chromo-
somu 6 w pozycji 6q25.3. Gen sktada sie z 14203 par
zasad. 6 sekwencji kodujacych (1022 pary zasad) okresla
MnSOD. Enzym jest zbudowany z 222 reszt aminokwa-
sowych (ryc. 5) [30,35].

Kazda z czterech podjednostek jest zbudowana z dwéch
domen. W centrum aktywnym zawieraja jon manganu,
ktéry petni funkcje zaréwno katalityczng jak i stabilizu-
jaca enzym. Usuniecie manganu z centrum aktywnego
powoduje utrate wlasciwosci katalitycznych, ktérych
nie mozna przywrdcic¢ zastepujac go innym pierwiast-
kiem. Mangan w centrum aktywnym jest zwigzany
kowalencyjnie z His26 i His74 z domeny N-koficowej
oraz His163 i Asp159 z domeny C-koricowej. Centrum
aktywne MnSOD wystepuje w hybrydyzacji bipiramidy
trygonalnej. W piatej pozycji jest czasteczka wody (ryc.
6) [62].

Mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa wystepuje
w macierzy mitochondrialnej wszystkich komérek ssa-
kéw. Manganowe dysmutazy ponadtlenkowe katalizuja
reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego
w sposéb podobny do CuZnSOD. W pierwszym etapie

His 163

Ryc. 6. Schemat budowy miejsca katalitycznego mitochondrialnej dysmutazy
ponadtlenkowej (MnSOD) [77]

nastepuje utlenienie anionorodnika ponadtlenkowego
do tlenu czgsteczkowego. Natomiast w drugim etapie
enzym katalizuje redukcje anionorodnika ponadtlenko-
wego do nadtlenku wodoru.

SOD — Mn* + 05 <>[SOD - Mn*" —0;]— SOD - Mn** +0,

SOD — Mn* + 05 +2H"* <>[SOD - Mn** —0;1+2H" <> SOD - Mn** + H,0,

Wzrost aktywno$ci enzymu obserwuje sie pod wplywem
m.in.: stresu oksydacyjnego, TNF-a, IL-1 czy liposacha-
rydéw. W przeciwieristwie do CuZnSOD cyjanki nie obni-
zajg aktywnodci katalitycznej MnSOD. Aktywno$¢ obniza
wysokie pH [30].

Zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtlenkowa

Zewnatrzkomdrkowa dysmutaza ponadtlenkowa (EC-
-SOD; SOD3) jest miedziowo-cynkowa glikoproteing
o masie okoto 135 kDa. Moze wystepowa¢ jako dimer,
tetramer lub tworzy¢ multimery. Tetramer sktada sie
z dwéch dimerdw potgczonych mostkami disiarczko-
wymi, utworzonymi miedzy C-terminalnymi resztami
cysteiny (Cys219-Cys 219). Kazda podjednostka ludz-
kiej SOD3 jest zbudowana z 240 reszt aminokwasowych
(ryc.7), jednego jonu miedzi i cynku, zawiera 6 reszt
cysteiny [23].
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Ryc. 7. Sekwencja aminokwasowa zewnatrzkomédrkowej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD3) [wg 80]

Tabela 3. Izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (S0D)

Charakterystyka S0D1 S0D2 S0D3

Chromosom 21q22.11 6g25.3 4q21
Umiejscowienie komérkowe cytosol mitochondria blona !(om(')rkowla, mader,

miedzykomdrkowa

Liczba aminokwaséw 155 222 240

Masa czasteczkowa, kDa 32 9 135

Metal w centrum aktywnym Cu, Zn Mn Cu, Zn

Liczba monomerdw homodimer homotetramer homotetramer
Wiazanie heparyny nie wigze nie wigze wigze

Wedtug [22] uzupetniono

Zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtlenkowa dzieli
sie na trzy domeny funkcjonalne poprzedzone pepty-
dem sygnatowym, zbudowanym z 18 reszt aminokwa-
sowych (ryc. 8). Domena N-terminalna, ma charakter
hydrofobowy. Zbudowana z 95 reszt aminokwasowych,
w pozycji Asn89 znajduje sie miejsce N-glikozylacji.
W domenie katalitycznej (His96 - Gly193), zawierajacej
centrum aktywne, 49 reszt sposrdd 97 jest identyczna
z Cu/ZnSOD. Jest odpowiedzialna za funkcje katali-
tyczne enzymu. Znajduje sie takze wewnetrzny mostek
disiarczkowy utworzony miedzy Cys107 i Cys189. Mied?
jest zwigzana przez reszty His96, His98, His163, nato-
miast cynk przez His121, His124 oraz Asp127. Oba jony
potaczone sa ze soba poprzez reszte HIS113. Jony miedzi
oraz cynku sg no$nikami fadunkéw dodatnich, powodu-
jacych elektrostatyczne przycigganie anionorodnika
ponadtlenkowego do miejsca katalitycznego [23].
Domena C-terminalna, silnie hydrofilowa, jest zbudo-
wana z reszt aminokwasowych 194-222. W pozycjach
210-218 znajduje sie sekwencja dziewieciu aminokwaséw
zawierajacych tadunek dodatni (sze$¢ reszt Arg i trzy
Lys). Domena ma zdolno$¢ wigzania sie z heparyng oraz
siarczanem heparanu, ktére wystepuja na powierzchni
komérek i w macierzy zewngtrzkomérkowej, co warun-
kuje zewnatrzkomérkowe umiejscowienie enzymu. Pod-
czas proteolizy, domena C-koficowa wigzaca heparyne
moze zostaé usunieta z SOD3. Proces decyduje o zewna-
trzkomérkowym umiejscowieniu dysmutazy ponadtlen-
kowej w tkankach organizmu [74].

Poréwnanie izoform dysmutazy ponadtlenkowej przed-
stawiono w tabeli 3.

ZeLazo

Zelazo wystepuje w 8 grupie oraz 4 okresie w uktadzie
okresowym pierwiastkéw, jest metalem. Na powietrzu
pokrywa sie cienka warstwa ochronna, ktéra zabezpie-
cza przed dziataniem tlenu atmosferycznego. W zwiaz-
kach wystepuje najczesciej na +11 i +111 stopniu utlenienia,
bardzo rzadko na +1V, +V i +VI stopniu [13]. W organizmie
dorostego cztowieka zawartos¢ zelaza wynosi przecietnie
2,3 g ukobiet oraz 3,8 g u mezczyzn. Okoto 60-70% zelaza
znajduje sie w erytrocytach w postaci zwigzanej z hemo-
globing (Fe?), 5-6% wchodzi w sktad mioglobiny (Fe?'),
prawie 1% pozostaje zwigzane z transferyna osoczowa
i pozaosoczowg (Fe*), a pozostate 20-30% to zelazo zma-
gazynowane w watrobie w postaci ferrytyny i hemosy-
deryny (Fe*). Zelazo nie wystepuje w postaci wolnych
atomdw w organizmie [3,27].

Udziat zelaza w wielu przemianach metabolicznych
wynika z jego wladciwosci chemicznych. Zelazo wyste-
puje w dwéch stopniach utlenienia, w postaci jonédw Fe?
oraz Fe*, dlatego tez moze by¢ zaréwno akceptorem, jak
i donorem elektronéw [3,7,84]. Zdolno$¢ zelaza do przyj-
mowania réznych stopni utlenienia predysponuje go do
wywolywania dziatan cytotoksycznych. Jony tego pier-
wiastka mogg bra¢ udzial w powstawaniu reaktywnych
rodnikéw tlenowych. Jon Fe** moze zostaé zredukowany
w obecnosci czynnikéw redukujacych (np. anionorodnik
ponadtlenkowy 0,7) do jonu Fe?, zdolnego do katalizo-
wania powstawania groznego rodnika hydroksylowego
(OH) z nadtlenku wodoru (H,0,) w reakcjach Fentona
i Habera-Weissa [36,82].
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Ryc. 8. Budowa zewnatrzkomérkowej dysmutazy ponadtlenkowej (EC-SOD)

Zaréwno niedobdr, jak i nadmiar zelaza jest zjawiskiem
niekorzystnym dla organizmu. Niedobdr zelaza prowadzi
do rozwoju niedokrwisto$ci, natomiast nadmiar zelaza
do hemosyderozy lub hemochromatozy. Ze wzgledu na
to, iz nadmiar zelaza w warunkach fizjologicznych jest
wydalany, cze$ciej stwierdza sie réznego stopnia niedo-
bory zelaza (syderopenie) [3].

KaraLaza

Katalaza jest enzymem umiejscowionym w peroksyso-
mach, kodowana przez gen CAT (OMIM 115500) znajdu-
jacy sie na krétkim ramieniu chromosomu 11 w pozycji
11p13. Gen sklada sie z 33127 par zasad genomowego
DNA, z ktérych kodujace sekwencje zajmuja 2291 pary
zasad, wyznaczajgc tym samym biatko zbudowane z 527
reszt aminokwasowych (ryc. 9) [35].

Katalaza sktada sie z czterech identycznych podjed-
nostek o masie czasteczkowej okoto 60 kDa. Centrum
aktywne kazdej podjednostki tworzy grupa hemowa
(kompleks Fe* i porfiryny). Katalaza jest biatkiem bar-
dzo uwodnionym. Jony zelaza hemowego (piecioko-
ordynacyjnego) sa dostepne dla nadtlenkéw i matych
czgsteczek na dnie dtugiego kanatu wypelnionego sie-
cia czasteczek wody, zakoficzonego wigzaniem miedzy
czgsteczka wody potaczonej z biatkami taticuchéw bocz-
nych: Tyr358, His75 oraz Asn148. Reaktywno$¢ Fe** jest
regulowana oddawaniem elektronu przez Tyr358 oraz
zobojetnieniem tadunku grup karboksylowych przez
Arg72, Argl12 oraz Arg365 (ryc. 10). Stabilizacje enzymu
zapewnia wigzanie kazdej podjednostki z jedna cza-
steczkg NADPH (fosforan dinukleotydu nikotyno-ami-
doadeninowego), ktdry zabezpiecza przed toksycznym
dziataniem nadtlenku wodoru [29].

Katalaza wykazuje podwdjng aktywnos$¢, tj. katalazowa
oraz peroksydazowa. Przy duzym stezeniu nadtlenku
wodoru podstawowa funkcja enzymu jest udziat w reak-
cji dysproporcjonowania H,0,, ktéra przebiega w dwéch
etapach [29]. W pierwszym powstaje kationorodnik por-

firynowy (w wyniku utlenienia zelaza hemowego przez
nadtlenekwodoru:

Por—Fe* + H,0, — Por~ —Fe*' O+ H,0

Przej$ciowy produkt reakcji zostaje zredukowany do
zelaza na trzecim stopniu utlenienia przez kolejna cza-
steczke nadtlenku wodoru, w wyniku czego powstaje
tlen czasteczkowy i woda:

Por™ —Fe*" 0+ H,0, — Por—Fe’* + H,0+0,

Przy niewielkim stezeniu H,0, dominuje aktywnos¢
peroksydazowa katalazy. Labilny kompleks utlenia sub-
straty o charakterze donoréw wodoru, tj.: etanol, meta-
nol, fenol czy mréwczan (RCH,0H) do odpowiednich
aldehydéw:

Por~ —Fe*" O+ RCH,0OH — Por—Fe’* + R—CHO + H,0

Katalaza bardzo szybko reaguje z nadtlenkiem wodoru.
W ciggu 1 minuty CAT rozktada do wody i tlenu okoto
6 mln czasteczek tego zwiazku. Uwaza sie réwniez, ze
enzym katalizuje w organizmie reakcje utlenienia meta-
licznej rteci do jonéw Hg? [29].

Instrumentalne metody oznaczania pierwiastkéw
$ladowych w materiale biologicznym

Analiza pierwiastkowa prébek biologicznych wymaga
zastosowania bardzo czulych technik analitycznych,
ktére pozwalaja oznaczyé stezenie pierwiastka rzedu
ng lub pg. Aby podwyzszy¢ czuto$é oznaczen, czesto
konieczne jest oddzielenie pierwiastka od matrycy.
Oceniajac przydatno$¢ danej techniki nalezy wzia¢ pod
uwage nie tylko jej czuto$é, ale réwniez doktadnosé,
czas i koszt analizy. Zastosowanie nawet najczulszej
techniki analitycznej nie zapewni uzyskania wiarygod-
nych wynikéw, jezeli prébka nie bedzie we wtasciwy
sposdb pobrana, przechowywana i przygotowana do
analizy. W celu kontroli doktadnosci oznaczenia sto-
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Ryc. 9. Schemat sekwencji aminokwasowej katalazy (CAT) [wg 80]

His 75 H20
a1z = ao@"

5 Fe Asnl148

Metody fluorymetryczne polegaja na pomiarze nateze-
nia promieniowania emitowanego po wzbudzeniu flu-
oryzujacego kompleksu pierwiastka z odpowiednim
odczynnikiem np. selen i 2,3-diaminonaftalen (389 i 521
nm) [8], cynk i 2-chinolinohydrazon aldehydu pikolino-
wego (485i 535 nm) [37].

P 7 : Atomowa spektrometria absorpcyjna jest jedng z najcze-
‘?' S $ciej stosowanych technik ze wzgledu na swoistos$¢, niska
seett granice wykrywalnosci i precyzje. Warunkiem absorpcji

Arg 365 atomowej jest obecno$¢ wolnych atoméw oznaczanego

Ryc. 10. Schemat budowy miejsca katalitycznego katalazy (CAT)

suje sie material poréwnawczy, odpowiedni do rodzaju
analizowanej prébki.

Obecnie do oznaczania zawarto$ci pierwiastkéw sa
stosowane instrumentalne metody analityczne, tj.
spektrofotometryczne, fluorymetryczne, atomowa spek-
trometria absorpcyjna z atomizacjg w ptomieniu lub
elektrotermiczna, atomowa spektrometria emisyjna ze
wzbudzeniem w ptomieniu lub plazmie, spektrometria
mas ze wzbudzeniem w plazmie, metody elektroche-
miczne, metody jadrowe (tab. 4).

Metody spektrofotometryczne wykorzystuja zwiazki
tworzgce barwne kompleksy z pierwiastkami np.
miedZ i 6-(2-naftylo)-2,3-dihydro-1,2,4-triazyno-3-tion
(314 nm) [48], zelazo i ferrozyna (562 nm) [11], selen
i 3,3’-diaminobenzydyna (350 nm) [12], cynk i 1-(2-piry-
dyloazo)-2-naftol (554 nm) [43]. Sa najczesciej stosowa-
nymi metodami w laboratoriach ustugowych ze wzgledu
na niski koszt analizy, zadowalajaca czuto$¢ i mozliwosé
automatyzacji.

pierwiastka w stanie podstawowym w wyniku optycz-
nego promieniowania, o charakterystycznej dla tego
pierwiastka dtugosci fali. Wydajno$é tworzenia wolnych
atoméw zalezy od rodzaju atomizera. W laboratoriach
stosuje sie zaréwno atomizer ptomieniowy (FAAS), jak
réwniez elektrotermiczny (ETAAS) [40].

Atomowa spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem
w plazmie jest metodg opartg na emisji widm atomo-
wych pierwiastkéw. W poréwnaniu do techniki absorp-
cyjnej ma wiele zalet, tj. analiza wielopierwiastkowa,
jednoczesne oznaczanie zaréwno gtéwnych jak i $la-
dowych pierwiastkéw, szeroki zakres prostoliniowosci
krzywych kalibracyjnych, zadowalajace granice wykry-
walnoéci. Gtéwnym ograniczeniem techniki sg liczne
interferencje spektralne oraz wysoki koszt analizy [51].

Spektrometria mas ze wzbudzeniem w plazmie induk-
cyjnie sprzezonej pozwala na analize wielopierwiast-
kowa przy jednoczeénie bardzo niskich granicach
wykrywalnosci i liniowo$ci wskazan w zakresie kilku
rzedéw wielko$ci. Gtéwnym ograniczeniem metody jest
jednak duza zawarto$¢ soli w prébce. Zaleta techniki jest
mozliwo$¢ oznaczania poszczegblnych izotopdw, co jest
wykorzystywane w badaniach metabolizmu zwiazkéw
pierwiastka, prowadzonych z uzyciem jego stabilnych
izotopdéw [72].
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Tabela 4. Instrumentalne techniki analizy pierwiastkow w materiale biologicznym

Technika detekgji Zastosowanie Pismiennictwo
miedz w surowicy krwi
Spektrofotometria zelazo w surowicy krwi [11,43,48]
cynk w insulinie
Fluorymetria selen w osoczu [12,37]
cynk w osoczu
Atomowa spektrometria absorpcyjna z atomizacjg w ptomieniu (FAAS) cynk i miedZ w moczu [47]
Atomowa spektrometria absorpcyjna z atomizacja elektrotermiczng cynkw osoczu (40]
(ETAAS)
Atomowa spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie (ICP-OES) analiza wielopierwiastkowa w surowicy krwi [51]
Spektrometria mas ze wzbudzeniem w plazmie (ICP-MS) analiza wielopierwiastkowa w krwi petnej [72]
Metody elektrochemiczne - polarografia cynk i miedZ w surowicy krwi [68]
Neutronowa analiza aktywacyjna (NAA) selen zwigzany z biatkami w surowicy krwi [5]

Metody elektrochemiczne, tj. woltametria, ampero-
metria czy polarografia, pozwalaja na oznaczanie pier-
wiastka na okre$lonym stopniu utlenienia wykazujacym
elektroaktywno$¢ lub po skompleksowaniu go elektroak-
tywnym ligandem [16,38,68,86].

Neutronowa analiza aktywacyjna polega na wykrywaniu
i oznaczeniu zawarto$ci pierwiastkéw w danej matrycy
przez pomiar promieniowania emitowanego przez pro-
mieniotwdrcze nuklidy powstate w wyniku reakgji jadro-
wych. Nie wymaga stosowania wzorcéw i §lepej préby. Jest
metoda bezwzgledng, ,,definitywna”, wykorzystywana
w procesie certyfikowania materialéw odniesienia. Metoda
nie jest przeznaczona do analizy rutynowej, ale do weryfi-
kacji doktadnosci innych metod analizy $ladowej [5].

Oznaczenie catkowitej zawarto$ci pierwiastkéw w préb-
kach biologicznych czesto jest niewystarczajace, gdyz nie
dostarcza informacji w jakiej postaci wystepuje dany pier-
wiastek (w postaci jonu lub zwigzku chemicznego, na kté-
rym stopniu utlenienia, z jakim ligandem jest zwigzany
np. Fe-mioglobina i Fe-katalaza), a przez to jaka pelni role
w organizmie. Réwniez toksyczno$¢ pierwiastkéw jest uza-
lezniona od postaci chemicznej, np. chrom w postaci Cr*
jest nietoksyczny, natomiast CrO4, - toksyczny, organi-
zmy morskie moga przeksztalcié¢ nieorganiczne zwiazki
arsenu w mniej szkodliwe postaci organiczne (arseno-
choline lub arsenobetaine). Identyfikacja i oznaczaniem
ilo$ciowym poszczegSlnych form chemicznych danego
pierwiastka zajmuje sie analiza specjacyjna. Jednym z gtéw-
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nych zadan analizy specjacyjnej w prébkach biologicznych,
jest okre$lenie, w jakich formach chemicznych wystepuja
pierwiastki o istotnych funkcjach biologicznych, zwtasz-
cza z jakimi biatkami taczy sie dany pierwiastek. Pozwala to
na okre$lanie metabolizmu pierwiastkéw w organizmach
orazich aktywnosci biologicznej. Badanie specjacji wymaga
zastosowania selektywnych technik rozdziatu mieszaniny
biatek potaczonych z najczulszymi technikami detekcji,
pozwalajacymi nie tylko na identyfikacje danego biatka,
ale takze okreslenie jaki pierwiastek jest jego sktadnikiem.
Do rozdzielania mieszaniny biatek stosuje sie techniki
elektroforetyczne lub chromatograficzne. Do identyfika-
cji bialek wykorzystuje sie gtéwnie spektrometrie mas.
Poznanie struktur biatkowych umozliwiaja techniki krysta-
lograficzne oraz spektrometria magnetycznego rezonansu
jadrowego, natomiast do identyfikacji i oznaczania zwia-
zanych z biatkami pierwiastkéw aktywnych biologicznie
stosuje sie najczesciej spektrometrie mas sprzezona z chro-
matografia cieczowa [4].

PopsumowaNie

Pierwiastki §ladowe - selen, miedz, cynk, mangan oraz
zelazo pelnig niezbedne funkcje we wtasciwym funkcjo-
nowaniu organizmu. Odgrywaja ogromng role w walce
ze stresem oksydacyjnym jako sktadniki elementéw
obrony enzymatycznej. Homeostaza tych biopierwiast-
kéw warunkuje prawidtowa aktywno$é enzyméw anty-
oksydacyjnych, dlatego bardzo wazne jest ich $cisle
okreslone stezenie w organizmie.
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