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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Anionorodnik ponadtlenkowy oraz jego pochodne rodnik hydroksylowy, nadtlenek wodoru
i nadtlenoazotyn odgrywaja wazna role w procesach starzenia i w rozwoju wielu choréb, w tym
w chorobach nowotworowych, neurodegeneracyjnych, naczyniowych, cukrzycy i zapaleniach.
Zwigkszony poziom reaktywnych form tlenu, prowadzacy do powaznych uszkodzen narzadéw,
jest rowniez nastgpstwem stosowanych terapii, w tym chemio- i radioterapii, reperfuzji po sta-
nach niedokrwienia, np. przy transplantacji. Zastosowanie katalitycznych antyoksydantéw, wspo-
magajacych leczenie moze si¢ okaza¢ przydatnym nowym sposobem umozliwiajacym ochroneg
tkanek prawidtowych bez zmniejszania wydajnosci terapii. W przegladzie przedstawiamy aktu-
alny stan wiedzy na temat syntetycznych, niskoczasteczkowych zwiazkéw, ktére moga byé wy-
korzystane jako mimetyki dysmutazy ponadtlenkowej (SODm) w leczeniu choréb o réznej etio-
logii i do ochrony zdrowych tkanek podczas terapii.
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Summary

Superoxide, and its derivatives hydrogen peroxide, hydrogen peroxide, and peroxynitrite, play an
important role in aging and in several diseases, including cancer, diabetes, inflammation, neuro-
degenerative and vascular disorders. Increased level of reactive oxygen species leading to severe
organ damage could also be a consequence of applied therapy, such as radiation therapy, chemo-
therapy, reperfusion after ischemia, or transplantation. A new approach to protect normal tissu-
es without jeopardizing the efficacy of treatment may be to apply specific catalytic antioxidants
as adjuncts to the therapy. In this review a number of synthetic low-molecular-weight agents are
discussed that may be used as mimetics of superoxide dismutase enzymes (SODm) to treat dise-
ases of various etiologies and to protect healthy tissues during therapy.

reactive oxygen species ° superoxide ° superoxide dismutase mimetics
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Reaktywne formy tlenu (RFT)

Reaktywne formy tlenu (RFT, reactive oxygen spe-
cies) sa produktami ubocznymi metabolizmu tlenowe-
go. Najwazniejszym przedstawicielem RFT jest aniono-
rodnik ponadtlenkowy ‘O, (superoxide radical anion),
ktory jest prekursorem innych reaktywnych form tlenu.
Anionorodnik ponadtlenkowy powstaje w wyniku jedno-
elektronowej redukcji czasteczki tlenu:

O,+e -0,

Taka reakcja wystgpuje m.in. podczas przeptywu elektro-
néw przez tancuch oddechowy w wewngetrznej btonie mito-
chondrialnej. Najwigcej "O,” powstaje tu w wyniku reakcji
ubihydrochinonu z tlenem. Innymi enzymami katalizujacy-
mi powstanie ‘O, sa m.in. dehydrogenaza NADPH, oksy-
daza ksantynowa i cytochrom P-450 [51,88].

Nieenzymatyczna synteza anionorodnika ponadtlenkowego
wystepuje, gdy pojedynczy elektron przenoszony jest bez-
posrednio na atom tlenu z udziatem metali przejSciowych,
koenzymoéw lub ksenobiotykéw, zredukowanych wezesniej
przez inne enzymy [95]. Anionorodnik ponadtlenkowy i jego
pochodne sg wykorzystywane przez komoérki fagocytujace
do eliminowania patogenéw. Nadmiar anionorodnika ponad-
tlenkowego uwalnia zelazo z biatek i utlenia kwasy ttusz-
czowe, steroidy oraz wprowadza uszkodzenia do kwaséw
nukleinowych. ‘O, bierze czynny udzial w zapaleniach,
uszkodzeniach niedokrwienno-reperfuzyjnych, progresji
nowotworéw i w procesach starzenia sig [65].

Anionorodnik ponadtlenkowy w reakcji dysproporcjono-
wania "O,” moze zosta¢ jednoczesnie zredukowany do nad-
tlenku wodoru H,O, (hydrogen peroxide) i utleniony do
tlenu czasteczkowego O,:

02* + 'OZ* +2H" — H202 + O2

Reakcja ta moze by¢ spontaniczna lub moze by¢ katalizo-
wana przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa (superoxide dismu-
tase — SOD). Nadtlenek wodoru jest trwalszy niz aniono-
rodnik ponadtlenkowy i ma zdolno$¢ dyfuzji przez btony
komoérkowe. Nadmiar nadtlenku wodoru aktywuje czyn-
niki transkrypcyjne, takie jak NF-xB (nuclear factor kap-
pa B) czy HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1). Prowadzi to
do zwigkszenia proliferacji komorek i angiogenezy, wzro-
stu opornosci na apoptoze, zwigkszenia inwazyjnosci oraz
tworzenia przerzutéw nowotworéw [58]. Nadtlenek wodo-
ru moze by¢ zredukowany w obecnosci jonéw zelaza (1)
lub innych metali przejSciowych, do znacznie bardziej re-
aktywnego rodnika hydroksylowego "OH:

‘0,7 +H,0,—>OH +OH + O,

Rodnik hydroksylowy jest najbardziej szkodliwym oksydan-
tem, zdolnym do reakcji ze wszystkimi zwigzkami wyste-
pujacymi w organizmie. Ma bardzo krétki okres pottrwania
i jego aktywnos¢ jest ograniczona do miejsca powstania.
Reaguje gtéwnie z rodnikami alkilowymi odrywajac atom
wodoru lub w reakcjach addycji do wiazai podwéjnych
z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi.

Nadtlenoazotyn (ONOO-; peroxynitrite) powstajacy w re-
akcji anionorodnika ponadtlenkowego z rodnikiem tlen-
ku azotu NO:

‘0,”+ NO" — ONOO~

jest rowniez szkodliwy dla komoérek, wchodzac w reak-
cje gtéwnie z lipidami i biatkami [73], powodujac oksy-
dacje kwasow tluszczowych, nitrozylacje reszt tyrozyny
w centrach aktywnych wielu enzyméw, oraz grup tiolo-
wych w zredukowanym glutationie [16,36]. Indukuje row-
niez peknigcia nici DNA, nitrowanie lub dezaminacj¢ za-
sad azotowych w kwasach nukleinowych.

Reaktywne formy tlenu indukuja zatem wiele uszkodzen
struktur komérkowych [9] (ryc. 1).
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Ryc. 1. Nadmiar reaktywnych form tlenu jest nastepstwem zaburzenia rownowagi miedzy szybkoscia ich powstawania oraz zdolnoscig komérki do ich
usuwania. Do najczestszych przyczyn podwyzszenia poziomu ROS naleza: podwyzszony poziom niektdrych ksenobiotykéw np. przy stosowaniu
chemioterapii, dtugotrwate dziatanie promieniowania np. w radioterapii, przewlekte choroby, gtéwnie zwiazane z procesami zapalnymi, reperfuzja
po niedokrwieniu narzadow np. przy zawale czy transplantacji, palenie tytoniu i wiele innych. Nadmiar ROS pojawia sie réwniez wraz z obnizeniem
sprawnosci systeméw antyoksydacyjnych np. obnizeniem aktywnosci enzymow usuwajacych ROS czy poziomu glutationu. Zwiekszenie stezenia
‘0,” oraz jego pochodnych: OH’, ONOO-, H,0,, a takze obnizenie stezenia NO, powoduje wiele zmian na poziomie molekularnym prowadzacych

1 1Yo

do modyfikacji makroczasteczek: lipidow, biatek, kwasow nukleinowych i polisacharyddw. Nagromadzenie takich zmian uszkadza struktury
komdrkowe i wprowadza zmiany genetyczne. W konsekwendji, oprdcz naturalnych proceséw, takich jak starzenie sie organizmu, dochodzi
do wielu zmian patologicznych, w tym rozwoju chordb nowotworowych, neurodegeneracyjnych, naczyniowych, przewlektych zapalen oraz

uszkodzen narzadow

W ilosciach fizjologicznych, reaktywne formy tlenu nie tyl-
ko nie sa szkodliwe, ale petnig funkcj¢ czasteczek sygnato-
wych [103]. Nadtlenek wodoru obecny w komérce w niskich
stezeniach petni funkcj¢ wtérnego przekaznika informacji,
ktéry m.in. indukuje fosforylacj¢ tyrozyny w biatkach ak-
tywujac szlak kinaz MAP (mitogen-activated protein), syn-
tez¢ DNA oraz wywotuje chemotaksje¢ [75]. Anionorodnik
ponadtlenkowy moze dziata¢ jako czynnik wzrostu regulu-
jacy szlak Rac/Ras-oksydaza NADH-MAPK [16]. Tlenek
azotu jest z kolei gléwnym czynnikiem rozkurczowym na-
czyn krwiono$nych i migsni gltadkich, modulatorem przeka-
zywania sygnatéw w osrodkowym i obwodowym uktadzie
nerwowym oraz pelni istotna role w neutralizacji patoge-
néw przez neutrofile i makrofagi [16].

Nadmiar reaktywnych form tlenu pojawia si¢ w sytuacjach,
gdy organizm poddany jest dlugotrwatemu dziataniu czynni-
kéw fizycznych, takich jak promieniowanie jonizujace, ultra-
dzwigki, czy promieniowanie nadfioletowe oraz chemicznych,
w tym gtéwnie ksenobiotykow, do ktérych naleza niektére
sktadniki pozywienia, czy dymu tytoniowego, leki i zwigzki
wchlaniane przez organizm z zanieczyszczonego Srodowi-
ska. Taka sytuacja zdarza si¢ réwniez w wielu stanach pato-
logicznych, np. w zapaleniu i zwigzanych z nim chorobach,
a takze po zastosowaniu niektérych procedur medycznych
np. radioterapii czy reperfuzji niedokrwionego obszaru mig-
$nia sercowego lub przeszczepionego narzadu.

Nadmiar RFT jest wynikiem zaburzen réwnowagi mig-
dzy szybkoscia ich powstawania i zdolnoscia komérki do
ich neutralizacji. Przed szkodliwym dziataniem reaktyw-
nych form tlenu chronia komérke rézne niskoczasteczko-
we zwiazki organiczne oraz uktady enzymatyczne. Do naj-
wazniejszych enzyméw regulujacych poziom reaktywnych
form tlenu w organizmie naleza dysmutazy ponadtlenkowe,
katalizujace reakcj¢ dysmutacji anionorodnika ponadtlen-

kowego do nadtlenku wodoru i tlenu oraz katalaza nalezaca
do hemoprotein i katalizujaca reakcje dysproporcjonowa-
nia nadtlenku wodoru, a takze peroksydaza glutationowa,
redukujaca H,0, do wody. Zmniejszenie aktywnosci tych
enzyméw prowadzi do wzrostu poziomu reaktywnych form
tlenu, a powstajacy stres oksydacyjny moze doprowadzi¢
do zmian nowotworowych, powstania choréb neurodege-
neracyjnych, miazdzycy, cukrzycy oraz uszkodzen narza-
dow, gtéwnie serca, nerek, watroby i mézgu.

Dysmutazy PoNADTLENKOWE (SOD)

Dysmutazy ponadtlenkowe przeksztalcaja anionorodnik
ponadtlenkowy w nadtlenek wodoru i czasteczke tlenu we-
dtug reakcji dysproporcjonowania:

2H*+°'0, +'0, > H,0,+0O,

Reakcja ta zachodzi wskutek interakcji anionorodnika z jo-
nami metali obecnymi w centrum katalitycznym enzymu.
Historia odkrycia dysmutazy ponadtlenkowej i funkcje
jakie pelnig poszczegélne izoenzymy SOD w organizmie
opisano w wielu pracach [43,84,104].

U ssakéw mozna wyr6znié¢ 3 izoformy dysmutazy ponad-

tlenkowej: enzym cytoplazmatyczny zawierajacy jony cyn-

ku i miedzi (CuZn-SOD; SOD-1), enzym mitochondrialny
zawierajacy jony manganu (Mn-SOD; SOD-2) oraz enzym
zewnatrzkomoérkowy z jonami cynku i miedzi (EC-SOD;

SOD-3) [29,67]. Enzymy te:

e zapewniaja bezposrednia ochrong przed szkodliwym
dziataniem anionorodnika ponadtlenkowego oraz po-
Srednio rodnika hydroksylowego, nadtlenoazotynu i in-
nych RFT;

e stanowig ostong dla tlenku azotu, gtéwnie w krazeniu
naczyniowym i w komédrkach srédbtonka;
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e utrzymujg st¢zenie nadtlenku wodoru na poziomie od-
powiednim do petnienia przez ten zwiazek funkcji cza-
steczki sygnatowe;j.

Dysmutaza ponadtlenkowa SOD-1 wystepuje we wszyst-
kich komérkach. W bardzo duzych ilosciach obecna jest
w komorkach $cian naczyn krwionosnych. Jest biatkiem
homodimerycznym o masie podjednostki okoto 16 kDa.
Jest umiejscowiona przede wszystkim w cytoplazmie, ale
réwniez w jadrze komérkowym. W centrum katalitycznym
wystepuje kation miedziowy, ktéry reaguje z anionorodni-
kiem ponadtlenkowym, natomiast atom cynku spetnia funk-
cje stabilizujaca strukturg trzeciorzedowa enzymu. Atomy
metalu sa polaczone z apoenzymem za pomoca reszt histy-
dynowych. Aktywnos$¢ SOD-1 stanowi 50-80% catkowite;j
aktywnosci dysmutaz ponadtlenkowych [29]. Nadekspresja
enzymu chroni naczynia krwiono$ne migsni przed uszko-
dzeniami indukowanymi LDL (low density lipoproteins)
oraz przed aktywacja kaspaz [34] i zmniejsza hipertrofie
naczyn. Natomiast obnizenie aktywnosci enzymu, wywo-
tujace stres oksydacyjny, prowadzi m.in. do $§mierci neu-
rondéw i progresji nowotwordw [98].

SOD-2, manganowa izoforma dysmutazy ponadtlenko-
wej (homotetramer o masie 88 kDa) wystgpuje gtow-
nie w macierzy mitochondrialnej i jest pierwsza bariera
chroniaca komoérke przed nadmiarem "O,”. Mimo ze ak-
tywnos¢ enzymu stanowi zaledwie 2—12% catkowitej ak-
tywnosci SOD [29], brak genu Mn-SOD jest letalny dla
myszy [41]. Brak pozostatych izoform enzymu powoduje
powazne zaburzenia w funkcjonowaniu organizmu i przy-
spiesza jego starzenie, ale nie prowadzi do Smierci [28].
Aktywnos¢ enzymu chroni komérki naczyrni krwionosnych
przed uszkodzeniem mitochondriéw, rozwojem miazdzy-
cy [7], fragmentacja DNA indukowana LDL oraz aktywa-
cja kaspaz [29,34]. Mn-SOD dziata réwniez jako represor
rozwoju nowotworéw [96].

SOD-3, zewnatrzkomérkowa izoforma SOD jest tetrame-
rem o masie 135 kDa. Wystepuje w postaci niezwigza-
nej w osoczu krwi, limfie i innych ptynach pozakomoérko-
wych, a w postaci zwigzanej z glikozoamyloglikanem np.
w przestrzeni migdzykomérkowej miedzy Srédbtonkiem
naczyn a migsniami gtadkimi naczyn [60]. EC-SOD pod-
lega zwigkszonej ekspresji w naczyniach krwionosnych
o zaburzonym przepltywie krwi [68]. Uwaza sig, ze SOD-
3 odpowiada za utrzymywanie odpowiedniego stgzenia
tlenku azotu w naczyniach krwiono$nych, neutralizujac
nadmiar anionorodnika ponadtlenkowego [44,105]. W ten
sposéb posrednio enzym ten przeciwdziala zwigkszonemu
ci$nieniu krwi. Stwierdzono réwniez, ze brak tego enzy-
mu w oSrodkowym uktadzie nerwowym myszy powodu-
je zaburzenia w kaskadzie sygnatéw zwiazanej z procesa-
mi uczenia si¢ [55,90].

EGZOGENNE DYSMUTAZY PONADTLENKOWE

Powiazanie niedoboru dysmutaz ponadtlenkowych z roz-
wojem groznych choréb spowodowato wzrost zaintereso-
wania tymi enzymami. Pod koniec lat siedemdziesiatych
ub.w. wprowadzono do badari klinicznych Orgoteing®, pre-
parat enzymatyczny zawierajacy wotowa dysmutaze po-
nadtlenkowa SOD-1 [59]. Uzyskano obiecujace wyniki
w ostrych i przewlektych stanach zapalnych, jednakze po-

jawit si¢ problem zwigkszonej odpowiedzi immunologicz-
nej organizmu ludzkiego na enzym pochodzenia zwierze-
cego. Te i inne problemy, zwiazane z kosztami i krétkim
okresem pottrwania Orgoteiny® ostatecznie spowodowaty
wycofanie jej z rynku. Poszukiwania substytutu Orgoteiny®
doprowadzity do opracowania dysmutazy ponadtlenkowe;j
potaczonej kowalencyjnie z taiicuchem glikolu polietyle-
nowego (PEG-SOD). Enzym w takiej postaci wykazywat
wprawdzie zmniejszong immunogennos¢ i cechowat si¢
zwigkszonym okresem pottrwania od 6 minut (dla wyj-
Sciowego enzymu) do kilku godzin [33], ale miat niewielka
zdolnos¢ do wnikania przez btony komérkowe. Wykonano
wiele badan z PEG-SOD, réwniez na modelach zwierze-
cych. Stwierdzono m.in., ze zastosowanie PEG-SOD chro-
ni skérg, migsien sercowy, watrobg i nerki przed uszkodze-
niami niedokrwienno-reperfuzyjnymi [97]. Z kolei SOD
potaczona z lecytyna chronita komérki srédbtonka przed
uszkodzeniem wywolanym przez niedotlenienie i reper-
fuzje¢ [47,85]. Interesujace wyniki uzyskano réwniez z re-
kombinowanym enzymem zamknig¢tym w kapsutach lipo-
somalnych np. zastosowanie tej postaci w leczeniu bdlu
u pacjentéw z choroba Peyroniego dato popraweg w 89%
przypadkéw [76]. Mozna przytoczy¢ jeszcze wiele przy-
ktadéw obiecujacych wynikéw badan in vitro i na mode-
lach zwierzecych, a takze badari klinicznych.

IMIMETYKI DYSMUTAZ PONADTLENKOWYCH (SODMm)

Gtéwnym problemem z preparatami enzymatycznymi jest
ich wysoka masa czasteczkowa i ggstos¢ tadunku, co po-
woduje, ze wyniki farmakodynamiczne i farmakokinetycz-
ne sa niezadowalajace. Stad réwnolegle trwaja poszukiwa-
nia niskoczasteczkowych zwiazkow, ktére wykazywatyby
aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej i bytyby zdolne re-
dukowac anionorodnik ponadtlenkowy do H,O,. Obecnie
wyraznie zaznacza si¢ podziat na zwiazki o aktywnosci
dysmutazy oraz takie, ktére oprdcz tej aktywnosci wyka-
zywalyby, podobnie jak katalaza, zdolnos¢ do dyspropor-
cjonowania nadtlenku wodoru (ryc. 2). Podstawa takiego
podziatu sg poglady, ze neutralizacja anionorodnika ponad-
tlenkowego jest niewystarczajaca, a gromadzacy si¢ nad-
tlenek wodoru moze osiagnaé stgzenie toksyczne dla ko-
morki. W tej kwestii nie ma jednoznacznych rozstrzygniec.
Stad w dalszej czgsci artykutu opisano budowe, wiasciwo-
$ci i zastosowanie niektérych grup tych zwiazkow przyj-
mujac jako podstawe podziatu ich strukturg, a nie aktyw-
no$¢ chemiczna.

MimeTYki SOD ZAWIERAJACE ATOMY METALI

Wiele lat temu zauwazono, ze niektére zwiazki komplek-
sowe metali przejsciowych, zwtaszcza manganu czy mie-
dzi, moga reagowac z anionorodnikiem ponadtlenkowym
W sposOb przypominajacy aktywno$¢ natywnych dysmu-
taz ponadtlenkowych. Stad nazwa mimetyki SOD (SODm).
Przyktadami moga by¢ aminokwasowe kompleksy miedzi,
czy zwiazki manganu z kwasem mlekowym, cytrynowym
czy szczawiowym [4] oraz takie zwigzki jak Mn-Desferal
[12] i niektore leki przeciwzapalne [92]. Zwiazki te bytly
jednak nietrwate, a ich aktywno$¢ zbyt mata.

Dotad opisano wiele mimetykéw dysmutazy ponadtlen-
kowej zawierajacych jony metali przejSciowych o réznej
stabilnosci i aktywnosci. Zwiazki te podzielono na trzy
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makrocykliczne kompleksy metali:

pochodne NO:
pochodne fulerendw: !

/
\

metaloporfirynowe:

MnTBAP, MnTMPyP
salenowe: HQO
—_—
EUK-8, EUK-134 02

pochodne witamin:
mangafodipir

Ryc. 2. Podziat mimetykow SOD ze wzgledu na aktywnos¢ katalityczna. Kolorem zielonym wyrézniono mimetyki o aktywnosci wytacznie dysmutazy
ponadtlenkowej, natomiast szarym te zwigzki, ktore oprécz aktywnosci dysmutazy maja aktywnosc katalazy. Produktem koricowym aktywnosci
pseudoenzymatycznej mimetykw pierwszej grupy jest zgodnie z reakcjg dysproporcjonowania: 2H* +°0,”+0,”— H,0, + 0, nadtlenek wodoru
itlen, natomiast w drugim przypadku, po pierwszej reakcji nastepuje kolejna reakcja dysproporcjonowania: H,0, +H,0, — 2H,0 + 0,, w ktdrej
nadtlenek wodoru jest rozktadany do wody i tlenu. Trwa dyskusja, czy mimetyki majace wytacznie aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej nie

powoduja, ze nadtlenek wodoru osigga stezenie toksyczne dla komdrki

duze grupy: metaloporfirynowe, makrocykliczne oraz
Mn-saleny.

Mechanizm reakcji dysmutacji z udziatem mimetykéw
SOD zwiazany jest z tatwoscia przechodzenia jonéw me-
tali, takich jak mangan, czy miedZ na rézne stopnie utle-
nienia. Reakcja ta wymaga przeniesienia elektronu z anio-
norodnika ponadtlenkowego na akceptor, ktérym jest jon
metalu (M):

‘O, +M™' - O, + M™
M™ +°0,”+ 2H* — H,0, + M™!
2°0, +2H* - H,0,+ O,

Reakcja ta nie wymaga natomiast zewngtrznego Zrodta
energii, czy innych zwiazkéw redukujacych.

METALOPORFIRYNOWE MIMETYKI SOD

Wszystkie porfirynowe mimetyki SOD maja réwniez niska
aktywnos¢ katalazy. Catkowita aktywnos¢é w kierunku roz-
ktadu H,O, wynosi mniej niz 1% aktywnosci natywnej ka-
talazy, jednak jest ona wystarczajaca, aby chroni¢ komorki
przed toksyczno$cia zwiagzana z wysokim st¢zeniem nad-
tlenku wodoru [25]. Aktywnos$¢ katalazy porfirynowych
mimetykéw SOD jest mozliwa dzigki jednowartoSciowemu
utlenianiu pierscienia porfirynowego czasteczki mimetyku.
Hem, wystepujacy w natywnych peroksydazach czy kata-
lazach, nalezy réwniez do pierscieni porfirynowych.

Jednym z pierwszych porfirynowych mimetykéw SOD
byt MnTBAP (ryc. 3). Jest to wydajny ,,zmiatacz” anio-

nu ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru, nadtlenoazotynu
czy rodnikéw kwaséw tluszczowych [25,30,86]. Reakcja
rozktadu nadtlenoazotynu mozliwa jest dzigki utworze-
niu utlenionego kompleksu Mn(IV) oraz jego nastgpuja-
cej redukcji do Mn(IIl) przez zewnatrzkomérkowe prze-
ciwutleniacze, takie jak kwas askorbinowy czy glutation
[54]. Badania z ostatnich lat udowodnity, ze MnTBAP ha-
muje uwolnienie mitochondrialnego czynnika indukujace-
go apoptoze (apoptosis inducing factor — AIF) [53]. AIF
powoduje fragmentacj¢ DNA i kondensacje chromatyny
podczas apoptozy [69]. Uwalnianie AIF z mitochondriéw
indukuje np. Smier¢ neuronéw [21] oraz towarzyszy ogni-
skowemu niedotlenienu mézgu u myszy i szczuréw, a po-
dawanie im MnTBAP hamuje fragmentacje DNA w ja-
drach komérek neuronalnych [53].

Reaktywne formy tlenu dziatajac jako czasteczki sygnatowe
aktywuja wiele szlakéw, m.in. aktywuja kinazg MAP oraz
kinazy Ras i Akt w makrofagach, co w konsekwencji pro-
wadzi do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB,
AP-1 (activator protein 1) oraz ATF (activating transcrip-
tion factor) [40,94]. Te z kolei indukuja uwalnianie TNF-
o (tumor necrosis factor alpha), cytoking odpowiedzialna
m.in. za szok septyczny. Zastosowanie MnTBAP hamo-
wato syntezg TNF-o przez makrofagi stymulowane bak-
teryjnym lipopolisacharydem, zmniejszajac tym stan za-
palny [93].

Innym mimetykiem SOD o budowie metalo-porfirynowej jest
MnTMPyP. Zwiazek ten cechuje duza tatwos¢ przenikania
przez blony komdérkowe, dlatego badana jest mozliwos¢ za-
stosowania tego zwiazku w leczeniu patologii mézgu i ukta-
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du nerwowego. Wykazano np. jego ochronne wtasciwosci
w zwierzgcym modelu niedokrwienia mézgu [82] oraz za-
obserwowano wlasciwosci kardioprotekcyjne w szczurzym
modelu transplantacji [66]. Wydaje sig, ze wysoka aktywnos¢
dysmutazy/katalazy tego mimetyku odpowiada za wtasci-
wosci neuroprotekcyjne. Co wigcej, stwierdzono, ze jest ona
wyzsza niz natywnych enzyméw SOD i katalazy. Ponadto,
MnTMPyP byt wydajnym antyoksydantem zmniejszajacym
wydzielanie dialdehydu maleinowego (markera stresu oksy-
dacyjnego), zapobiegajacym peroksydacji lipidéw oraz frag-
mentacji DNA indukowanej niedotlenieniem [82]. Zwiazek
MnTMPyP zmniejszat neurotoksycznos¢ indukowana bak-
teryjnymi lipopolisacharydami, oraz hamowat syntez¢ hor-
monu prostaglandynowego PEG, [98]. Hormon ten induku-
je aktywacje astrocytéw prowadzaca do uwolnienia cytokin
prozapalnych, nadmiernego wytwarzania RFT oraz zwigk-
szonej fagocytozy neuronéw [57]. Niedawno wykazano, ze
aktywacja kaspazy 3, ktéra towarzyszyta ostremu odrzuceniu
przeszczepu, byla hamowana przez MnTMPyP [70]. Z kolei
pochodna o nazwie MnTE-2-PyP(5+) blokowata powstawa-
nie reaktywnych form azotu zapobiegajac S-nitrozylacji tio-
redoksyny 1 i apoptozie [89].

Poszukuje si¢ bardziej skutecznych mimetykéw SOD o bu-
dowie metalo-porfirynowej, np. prowadzone sa badania ma-
jace na celu ustalenie zaleznosci migdzy rozktadem tadunku
elektrostatycznego w czasteczce mimetyku a wydajnoscia
reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym [26,74].

MIMETYKI SALENOWE

Salen jest organicznym zwiazkiem kompleksujacym jony
metali. Nazwa pochodzi od aldehydu salicylowego i dia-
miny etylenowe;j (salicyl aldehyde, ethylene diamine), kt6-
re to zwiazki sa prekursorami salenéw. Znane sga dwa ko-
mercyjnie dostgpne kompleksy salenowe zawierajace jon
manganu (III): EUK-8 oraz EUK-134 (ryc. 3). Zwiazki te
charakteryzuja si¢ duza stabilnoscia oraz aktywnoscia SOD
1 katalazy, zmiatajac wiasciwie wszystkie reaktywne formy
tlenu. Jednakze reakcje te sa odwracalne i jako potencjalne
zrédto reaktywnych form tlenu EUK-8, a zwtaszcza EUK-
134 moga stanowi¢ duze zagrozenie dla komoérek [32].

EUK-8 i EUK-134 wykazywaty dziatanie ochronne w zwie-
rzg¢cych modelach stresu oksydacyjnego towarzyszacego cho-
robom Alzheimera [14], Parkinsona [71], udarowi mézgu
[6] oraz w stwardnieniu rozsianym [27]. Co wigcej, EUK-8
oraz EUK-134 maja wlasciwosci ochronne podczas zatrucia
kadmem [102]. Wykazano réwniez, ze mimetyki salenowe
podawane myszom z knock out MnSOD, dwukrotnie wydtu-
7aja czas zycia zwierzat, a ponadto hamuja kardiomiopatie
bedace nastgpstwem usunigcia genu SOD-2 [62].

Niektére mimetyki SOD dziataja ochronnie w stosunku
do komérek poddanych dziataniu substancji toksycznych.
Przyktadem moga by¢ opublikowane niedawno badania,
wykazujace dziatanie ochronne EUK-134 i omawianego
ponizej Tempolu na komoérki nerkowe eksponowane na
herbicydy [79].

IMAKROCYKLICZNE KOMPLEKSY METALI

M40401 (ryc. 3) 1 M40403 sq homologicznymi mimetyka-
mi SOD zawierajacymi jon manganowy i wykazujacymi

aktywnos¢ tylko wobec anionorodnika ponadtlenkowego.
Zwiazki te nie maja aktywnosci katalazy [78]. Mechanizm
dziatania tych mimetykéw jest podobny do pozostatych
komplekséw manganu: jon manganu Mn?* jest utleniany
przez anionorodnik ponadtlenkowy, ktory redukuje si¢ do
H,O,. Utleniony jon manganu zostaje zredukowany przez
komérkowe reduktory, takie jak glutation, dzigki czemu
odzyskuje wtasciwosci dysmutacyjne.

M40403 nalezy do klasy biscykloheksylopirydynowych
mimetykdéw, wykazujacych wysoka aktywnosé SOD oraz
zdolnos¢ przenikania przez btony. Te wiasciwosci, a takze
jego niewielka masa czasteczkowa, stwarzaja mozliwosé
zastosowania tego zwiazku nawet w schorzeniach mé-
zgu 1 uktadu nerwowego [83]. M40401 wykazywal ponad
100-krotng aktywnos¢ SOD w pH 7.4 w stosunku do swo-
jego prekursora Mn40403. Aktywnos¢é M40401 byta po-
rownywalna z aktywnos$cia natywnego enzymu SOD.

Potencjalne zastosowanie obu mimetykow testowane byto
na modelach zwierzgcych ze zmianami patologicznymi
mozgu spowodowanymi przez RFT podczas niedokrwie-
nia-reperfuzji [83]. Wczesniej ich dziatanie protekcyjne
przebadano w chorobie wieficowej wystepujacej podczas
reperfuzji poprzedzonej przedtuzajacym si¢ niedokrwie-
niem [23]. M40401 wykazywal wtasciwosci kardioprotek-
cyjne przez ograniczenie skutkow niedokrwienia/reperfu-
zji réwniez podczas transplantacji serca przeprowadzonej
u szczuréw [64]. Zastosowanie M40403 w mysim mode-
lu hiperlipidemii i miazdzycy poprawito zalezna od $réd-
btonka wazorelaksacje do poziomu uzyskanego w typie
dzikim [42]. Stwierdzono takze ograniczenie rozwoju pro-
cesu zapalnego po zastosowaniu M40401 w ostrym zapa-
leniu trzustki [22].

Wykazano réwniez, ze SODm moga zapobiegac¢ rozwo-
jowi zapalenia, poniewaz przez obnizenie poziomu anio-
norodnika ponadtlenkowego, redukuja poziom nadtleno-
azotynu, czynnika prozapalnego powstajacego w reakcji
"0,” z NO i powodujacego m.in. modyfikacjg reszty tyro-
zyny w biatkach do 3-nitrotyrozyny. Na przyktad wykaza-
no, ze Mn40401 obnizal stezenie anionorodnika zapobiega-
jac powstawaniu nadtlenoazotynu [24]. SODm hamowaty
rowniez infiltracje neutrofiléw do miejsc zapalnych oraz
uwalnianie cytokin prozapalnych [61,77].

Wada obu zwiazkéw jest ich niestabilno$s¢ w pH ponizej
6,0. Zmniejsza to mozliwos¢ ich zastosowania w choro-
bach niedokrwiennych, gdyz podczas zmian patologicz-
nych pH srodowiska znacznie si¢ obniza [83].

Manearopirir (MNDPDP)

Mangafodipir jest pochodna witaminy B6 (difosforan dipi-
rydoksalu, DPDP) w kompleksie z jonem manganu (ryc. 3).
Od wielu lat uzywany jest jako zwigzek kontrastujacy w re-
zonansie magnetycznym watroby i znany jest pod komer-
cyjna nazwa Teslascan®. Stosunkowo niedawno odkryto, ze
mangafodipir ma dodatkowo wtasciwosci antyoksydacyjne,
jednak nadal mato jest informacji na ten temat. W 1999 r.
odkryto aktywnos¢ SOD mangafodipiru [15], a kilka lat p6z-
niej udowodniono, ze zwiazek ten wykazywat wlasciwosci
ochronne kardiomiocytéw [45] oraz chronit watrobg przed
uszkodzeniami w zwierzg¢cych modelach terapii przeciw-
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Kompleksy makrocykliczne metali: Kompleksy porfirynowe metali:
HooC COCH
N, N
. 2:’
_~Mn__
N-~ N
HOOC COOH
M40401 MnTBAP
Pochodne tlenku azotu: Pochodne fulerenow:
OH
N
&
Tempol PLGA-C60
Kompleksy salenowe metali: Pochodne witamin:
—N N
"~ 3+
— Mn‘ -
\ /) o° o \ / OPOzH,
C\ C |
OCHj; H5;CO
N
EUK-134 Mangafodipir
Ryc. 3. Budowa zwiazkéw nalezacych do réznych grup mimetykéw SOD
nowotworowej [11]. W kolejnych badaniach zaobserwowa- si¢ aktywnej, zredukowanej postaci glutationu w komédrce
no, ze mangafodipir wykazywal réwniez aktywnos¢ katala- i neutralizowat dzialania niepozadane lekéw przeciwnowo-
zy oraz reduktazy glutationowej, zapobiegal wyczerpaniu tworowych, takich jak paclitaxel, oxaliplatin czy 5-fluoro-
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uracyl, polegajace na nadmiernym wytwarzaniu H,0O, [2].
Zastosowanie MnDPDP nie tylko chronito prawidtowe ko-
morki przed szkodliwym dziataniem lekéw przeciwnowo-
tworowych, ale takze zwigkszato ich aktywnos¢ przeciw-
nowotworowa. Komorki nowotworowe maja mniej wydajne
systemy naprawcze i ochronne, a wyjsciowe st¢zenie nad-
tlenku wodoru jest wyzsze niz w przypadku komoérek pra-
widtowych [52]. Stad, komorki te sg bardziej wrazliwe na
dodatkowa ilos¢ H,O, dostarczana przez leki.

KoMmPLEKSY MIEDZIOWE

Dysmutaza ponadtlenkowa SOD-1 w swoim centrum ka-
talitycznym zawiera jon miedziowy, dlatego tez w poszu-
kiwaniu skutecznych mimetykéw tej izoformy enzymu
zbadano wiele komplekséw miedziowych. Odkryto dwa
peptydy zdolne wiaza¢ jony miedzi: acetylowang postac
tripeptydu His-Val-His-COAc oraz tetrapeptydu His-Val-
Gly-Asp-COAc. Struktura takich komplekséw przypomi-
na strukturg centrum katalitycznego natywnego enzymu
SOD-1 [13]. Oba peptydy tworzyty z miedzia trwate kom-
pleksy, nawet w niskim pH. Wprowadzenie cynku do opisy-
wanych komplekséw miedzi powodowato ich precypitacje,
prawdopodobnie z powodu tworzenia si¢ polipeptydowych
komplekséw [13]. Mimo ze oba zwiazki wykazywaty duza
aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (przy czym kompleks
tripeptydowy byt bardziej efektywny niz tetrapeptydowy),
ich reaktywnos$¢ byta bardzo mata, wigc ich terapeutyczne
zastosowanie pozostaje znacznie ograniczone.

Inne interesujace badania przeprowadzono na kurkumi-
nie. Dotyczyty one wtasciwosci chelatowania jonéw me-
tali przez ten zwiazek. Kurkumina jest naturalnym poli-
fenolem wystepujacym w roslinie Curcuma longa i jest
gtéwnym sktadnikiem przyprawy curry. Zwiazek ten jest
wydajnym przeciwutleniaczem o wtasciwosciach prze-
ciwzapalnych i przeciwnowotworowych [1]. Dodatkowo,
zwigzek ten opdZnia progresj¢ choroby Alzheimera [10].
Ostatnio wykazano, ze kompleks Cu-kurkumina miat wy-
soka aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej. Co wigcej,
kompleks ten mial wtasnosci antyoksydacyjne, chroniac
kwasy ttuszczowe przed utlenianiem [8].

Mimervki EC-SOD

Przestrzefi migdzykomorkowa uboga jest w przeciwutlenia-
cze, dlatego tez czgsto komorki nie sg wystarczajaco chro-
nione przed zewnatrzkomoérkowymi reaktywnymi forma-
mi tlenu. Aby temu przeciwdziataé, zaczgto poszukiwac
mimetykéw, ktére wspoétdziatatyby z zewnatrzkomdrkowa
izoforma SOD. W 2005 r. otrzymano nowy mimetyk skta-
dajacy sig z hydrofobowego rdzenia — polieterowego anty-
biotyku monezyny potaczonego z dwuwarto§ciowymi jo-
nami metali [31]. Kompleks taki mogt wiazac si¢ z blona
i neutralizowa¢ anionorodnik ponadtlenkowy po zewngtrz-
nej stronie btony komérkowe;j. Przeanalizowano kilka kom-
plekséw monezyny z réznymi metalami. Okazato sig, ze
najwyzsza aktywnos$¢ SOD wykazywat kompleks Cu-mo-
nezyna w stosunku stechiometrycznym 2:1. Aktywnos¢ ta-
kiego kompleksu byta poréwnywalna z aktywnos$cia na-
tywnego enzymu wyizolowanego z btony komdrkowej
erytrocytéw wotowych (ponad 3000 U/mg). Nie wyka-
zano zadnej aktywnos$ci wolnej monezyny, lub jej kom-
pleksu z zelazem.

MimeTYki SOD NIEZAWIERAJACE JONOW METALI

Oprocz organicznych zwigzkéw chelatujacych jony mie-
dzi czy manganu, istnieja zwiazki, ktére nie zawieraja
W swojej czasteczce jondéw metali, jednakze wykazuja wy-
soka aktywnos¢ rozktadu anionorodnika ponadtlenkowe-
go. Organiczne zwiazki tlenku azotu, czy zmodyfikowa-
ne czasteczki fulerenéw moga petic funkcje mimetykéw
SOD, ale mechanizm reakcji dysmutacji jest odmienny.
Pomyst poszukania aktywnosci SOD w tej grupie zwiaz-
kéw opierat sig¢ na zatozeniu, ze skompleksowany metal
moze ulega¢ dysocjacji, a nadmiar wolnej miedzi czy man-
ganu moze by¢ toksyczny dla organizmu [35]. Przyktady
mimetykéw SOD wolnych od jonéw metali zostang omé-
wione ponize;j.

Mimeryki SOD PocHODZACE 0D TLENKU AZOTU

Organiczne zwiazki tlenku azotu maja aktywnos$¢ dysmu-
tazy ponadtlenkowej. Nie maja one jednak aktywnosci ka-
talazy i peroksydazy, wigc nie sa w stanie rozktadaé nad-
tlenku wodoru powstajacego w wyniku reakcji dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego. Reakcja dysmutacji pro-
wadzona przez mimetyki SOD pochodzace od rodnika tlen-
ku azotu przedstawia si¢ nastgpujaco:

RR=N-O" + O, + 2H* — [RR=N=0"] + H,0,
[RR=N=0O+] + '0,” = O, + RR=N-O"
2°0, +2H* - H,0,+ 0O,

W pierwszej reakcji anionorodnik ponadtlenkowy utle-
nia tlenek azotu tworzac nietrwaty kation oksoamoniowy
(=N=0+). Nastepujaca reakcja powstatego kationu z ko-
lejna czasteczka anionorodnika ponadtlenkowego reduku-
je go do wyjsciowej czasteczki mimetyku [48].

Najwazniejszym mimetykiem nalezacym do tej rodziny
jest Tempol (ryc. 3). Jest to rozpuszczalny w wodzie, ni-
skoczasteczkowy zwiazek zdolny do przechodzenia przez
btong komoérkowa. Zwiazek ten jest pochodna TEMPO,
nitroksylowego znacznika spinowego uzywanego w spek-
troskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR). Tempol neutralizuje czasteczke anionorodnika po-
nadtlenkowego, rodnika hydroksylowego i nadtlenoazoty-
nu, ale nie reaguje z H,0,. Zmniejsza takze liczbg wolnych
jonéw Fe?* w komérce utleniajac je do Fe** i ogranicza-
jac w ten sposéb powstawanie rodnika hydroksylowego
[19,20]. Tempol hamuje takze nitrozylacj¢ tyrozyny wy-
wotana nadtlenoazotynem [17].

Przeprowadzono wiele do§wiadczen in vivo na zwierzg-
cych modelach wielu choréb, dokumentujac wiasciwosci
ochronne Tempolu, np. komérek nerwowych w dysfunk-
cji obwodowego uktadu nerwowego zwigzanej z choroba
Parkinsona [56]. Tempol ograniczal réwniez uszkodzenia
serca, nerek czy mézgu w wyniku reperfuzji po niedo-
krwieniu narzadéw [65]. Dodatkowo, zwiazek ten wyka-
zywal korzystne dziatanie na komérki zmienione patolo-
gicznie w modelach nadcisnienia, cukrzycy czy stanéw
zapalnych [91]. W 2004 r. Tempol pozytywnie przeszedt
I fazg badan klinicznych jako zwiazek ochronny w che-
mio- i radioterapii skierowanej przeciwko nowotworowi
moézgu. Korzyscia z jego stosowania byl wzrost wltoséw
w przypadkach tysienia po dtugotrwatej terapii przeciw-
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nowotworowej [63]. Stwierdzono réwniez, ze Tempol ob-
nizal ci$nienie krwi w modelach nadci$nienia u szczuréw,
przez hamowanie aktywnosci nerwéw wspétczulnych [100]
oraz stymulacji Srédbtonka naczyn krwionosnych [81].
Jednakze mechanizm takiego dziatania Tempolu nie jest
jak dotad wyjasniony.

Najwigksza wada Tempolu jest jego krétki czas péitrwania,
wynoszacy tylko 1 min [50]. Inna jego wada jest z pew-
noscia brak aktywnosci katalazy. Nadmiar nadtlenku wo-
doru powstajacy w wyniku dziatania Tempolu moze by¢
przeksztalcany przez mieloperoksydaze (MPO), enzym
wystepujacy w granulocytach obojetnochtonnych, w kwas
chlorowy (I). Zwiazek ten moze ponadto powodowac pro-
teinuri¢ w nerkach diabetykéw [5].

MIMETYKI POCHODZACE 0D ZMODYFIKOWANYCH FULERENOW

Niedawno odkryto, ze fuleren C, alotropowa posta¢ wegla
o ksztatcie futboléwki i jego pochodne cechuja sig intere-
sujacymi wlasciwosciami, ktére moga by¢ uzyte w medy-
cynie [3]. Pochodne fulerenu C, okazaly sig efektywnymi
,.zmiataczami” wolnych rodnikéw o wilasciwosciach dys-
mutazy ponadtlenkowej, dzigki wystgpowaniu w ich struk-
turze wielu skumulowanych wigzan podwdjnych o duzej
reaktywnosci [49]. Aby zwigkszy¢ rozpuszczalnos¢ C
dotaczono do fulerenu kowalencyjnie zwigzany hydrofi-
lowy ,,ogon”, ktory sktadat si¢ z kwaséw polikarboksy-
lowych, np. z kwasu poli-L-glutaminowego (PLGA) [37,
39,101]. Wykazano, ze zwiazek PLGA-C (ryc. 3) wyka-
zywal oSmiokrotnie mniejsza aktywnos$¢ niz natywny en-
zym SOD [39].

Innym mimetykiem zaprojektowanym w oparciu o fuleren
C,, byl C3. Zawierat trzy grupy karboksylowe przytaczo-
ne kowalencyjnie do powierzchni kuli wegglowej fulerenu
[3]. Zwiazek ten przedtuzat zycie myszy, neutralizowat
nadmiar anionorodnika ponadtlenkowego gromadzace-
go si¢ w mitochondriach. Wykazywat wtasciwosci neuro-
protekcyjne zmniejszajac negatywne skutki stresu oksyda-
cyjnego w starzejacych si¢ komodrkach nerwowych przez
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obnizenie poziomu reaktywnych form tlenu pochodzenia
mitochondrialnego [72].

Pobsumowanie

Choroby nowotworowe, neurodegeneracyjne oraz choroby
uktadu krwionosnego naleza do choréb cywilizacyjnych,
ktére w duzym stopniu sa zwiazane z rozwojem przemystu,
wzrostem zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego i wzro-
stem poziomu stresu w populacji ludzkiej. Leczenie pacjen-
téw, szczegolnie z chorobami nowotworowymi, powoduje
pogorszenie ich ogdlnego stanu zdrowia. Zminimalizowanie
dziatan niepozadanych, zwiazanych z dtugotrwalg radio-
i chemioterapia, jest jednym z celéw wspoétczesnej medycy-
ny. Pacjenci, ktérzy zostali wyleczeni z choroby nowotwo-
rowej, rzadko odzyskuja peina sprawnos¢. Poprawa indeksu
terapeutycznego jest istotnym celem nie tylko w przypad-
ku poszczeg6lnych pacjentéw, ale takze dla spoleczeristwa,
ktére ponosi koszty ostrych i przewlektych dziatar niepo-
zadanych. Zastosowanie niskoczasteczkowych mimetykéw
dysmutazy ponadtlenkowej w badaniach in vitro oraz na
modelach zwierzgcych wskazuje na mozliwos¢ uzycia tych
zwiazkéw do ochrony zdrowych tkanek [2,18,46,80,99].
Usuwanie nadmiaru reaktywnych form tlenu, bedacych efek-
tem ubocznym stosowanych terapii, jest prawdopodobnym
mechanizmem dziatania mimetykéw SOD zmniejszajacym
uszkodzenia serca, mézgu i innych narzadéw, oraz ograni-
czajacym zmiany powodowane starzeniem si¢ organizmu.
Jednakze odnotowano réwniez niepozadane dziatania mi-
metykéw SOD. Na przyktad w komoérkach progenitorowych
oligodendrocytéw, bardzo wrazliwych na stres oksydacyjny
ze wzgledu na niski poziom antyoksydantéw i wysoki po-
ziom zelaza, MnTBAP wzmacnial proapoptotyczny wplyw
dopaminy [38]. Wymienione w artykule zalety i wady mi-
metykéw SOD sklaniaja do podjecia dalszych badani nad ich
zastosowaniem w nowoczesnej medycynie. Zastosowanie
mimetykéw SOD jest rozwazane w takich chorobach, jak
cukrzyca, choroby naczyniowe np. miazdzyca, choroby neu-
rodegeneracyjne, przewlekte zapalenia, a takze jako terapia
wspomagajaca w transplantologii, przy reperfuzji obszaréw
niedokrwionych, w radio- i chemioterapii.
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