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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Mozg jest szczegblnie wrazliwy na dziatanie stresu oksydacyjnego, poniewaz zawiera duze
ilo$ci nienasyconych kwaséw ttuszczowych, zuzywa ponad 20% tlenu wykorzystywanego
przez organizm i wykazuje stosunkowo niewielkg aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych.

Do najwazniejszych enzyméw mézgowej bariery antyoksydacyjnej naleza dysmutaza ponad-
tlenkowa (SOD) przeprowadzajaca reakcje dysproporcjonowania anionorodnika ponadtlen-
kowego do nadtlenku wodoru, katalaza (CAT), ktéra rozktada powstaty nadtlenek wodoru do
wody i tlenu oraz peroksydaza glutationowa (Se-GSHPx), ktéra z udziatem glutationu redukuje
H,0, i nadtlenki organiczne. Réwnie waznym enzymem jest transferaza glutationowa, nalezaca
do enzyméw detoksykacyjnych, ktéra dzieki zréznicowanym aktywno$ciom katalitycznym
usuwa ksenobiotyki, redukuje nadtlenki organiczne i utlenione sktadniki komdrek. Jednym
z najwazniejszych mézgowych antyoksydantéw jest zredukowany glutation, ktéry samodziel-
nie lub z peroksydazami uczestniczy w redukeji wolnych rodnikéw, naprawie oksydacyjnych
uszkodzen oraz reaktywacji innych antyoksydantéw. Glutation jako kosubstrat transferazy
glutationowej bierze tez udzial w unieczynnianiu toksycznych zwigzkéw elektrofilowych.

Przyczyny wiekszosci chordb neurodegeneracyjnych wciaz nie sg znane, ale wiele danych
wskazuje na znaczaca role w tych procesach reaktywnych form tlenu.

Nawet niewielkie zmiany poziomu antyoksydantéw moga prowadzi¢ do powaznych zaburze
w o$rodkowym uktadzie nerwowym.

osrodkowy uktad nerwowy - stres oksydacyjny - antyoksydanty - detoksykacja

Summary

Since the brain contains a large amount of polyunsaturated fatty acids, consumes up to 20% of
oxygen used by the whole body and exhibits low antioxidants activity, it seems to be especially
vulnerable to oxidative stress.

The most important antioxidant enzymes are superoxide dismutase (SOD), which catalyze
the dismutation of superoxide anion to hydrogen peroxide, catalase (CAT), which converts
toxic hydrogen peroxide to water and oxygen, and glutathione peroxidase (Se-GSHPx), which
reduces hydrogen peroxide and organic peroxides with glutathione as the cofactor. Among
other detoxifying enzymes, the most significant is glutathione transferase (GST), which shows
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various catalytic activities allowing for removal of xenobiotics, reducing organic peroxides
and oxidized cell components. One of the most important brain nonenzymatic antioxidants
is reduced glutathione (GSH), which (individually or in cooperation with peroxidases) par-
ticipates in the reduction of free radicals, repair of oxidative damage and the regeneration of
other antioxidants, such as ascorbate or tocopherol. Glutathione as a cosubstrate of glutathione
transferase scavenges toxic electrophilic compounds.

Although the etiology of the major neurodegenerative diseases are unknown, numerous data
suggest that reactive oxygen species play an important role.

Even a small change in the level of antioxidants can leads to the many disorders in the CNS.

Keywords: | central nervous system - oxidative stress - antioxidants - detoxification
GICID | 01.3001.0013.8548
DOI: | 10.5604/01.3001.0013.8548
Word count: | 5884
Tables: | -
Figures: | 3
References: | 82

Adres autorki:

Wykaz skrétow:

drn.med. Marzena Gutowicz, Katedra Fizjologii Stosowanej i Klinicznej, Wydziat Lekarski i Nauk o Zdro-
wiu, Uniwersytet Zielonogdrski, ul. Zyty 28, 65-046 Zielona Géra; e-mail: m.gutowicz@wlnz.uz.zgora.pl

AD - choroba Alzheimera (Alzheimer disease), ARE - element odpowiedzi antyoksydacyjnej (an-
tioxidant responsive element), BBB - bariera krew-mdézg (blood-brain barrier), CAT - katalaza, GRE
— element odpowiedzi na glikokortykoidy (glucocorticoid responsive element), GSH - zredukowany
glutation, GSH-DA - glutationylo-dopamina, GSHPx — selenoniezalezna peroksydaza glutationowa,
GSH-R - reduktaza glutationowa, GSNO - S-nitrozoglutation, GSSG - disulfid glutationowy (utleniony
glutation), GST - transferaza glutationowa, yGT - gamma-glutamylotranspeptydaza, LOO. - lipidowy
rodnik nadtlenkowy, NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, NER - system na-
prawy DNA (nucleotide excision repair), NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (nuclear factor kB),
OUN - osrodkowy ukfad nerwowy, PD — choroba Parkinsona (Parkinson disease), RFT - reaktywne formy
tlenu, Se-GSHPx - selenozalezna peroksydaza glutationowa, SOD — dysmutaza ponadtlenkowa, WRT
—wolnerodniki tlenowe, XRE - element odpowiedzi na ksenobiotyki (xenobiotic responsive element).

Wiele substancji endo- i egzogennych powoduje wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu (RFT), ktére moga
powodowaé uszkodzenia bton komérkowych (peroksy-
dacja lipidéw i biatek) i kwaséw nukleinowych.

W warunkach fizjologicznych reaktywne formy tlenu
sa zobojetniane zaréwno przez endo-, jak i egzogenne
mechanizmy, do ktérych nalezg: peroksydaza i trans-
feraza glutationowa, katalaza, dysmutaza ponadtlen-
kowa, glutation, bilirubina, witaminy A, E, C i wiele
innych zwiazkdéw.

Pomiedzy powstawaniem reaktywnych form tlenu,
a ich inaktywacjg powinna istnie¢ réwnowaga wyra-
zana poziomem statusu antyoksydacyjnego. Jezeli réw-
nowaga ta zostanie przesunieta w kierunku tworzenia
RFT powstajg warunki stresu oksydacyjnego. Mézg jest
narzadem szczegélnie wrazliwym na wszelkie zwigzki
toksyczne, gdyz bariera krew-mézg nie chroni go przed
toksynami lipofilowymi, aktywno$¢ enzymdéw detoksy-

kacyjnych jest stosunkowo niewielka, a mozliwosci rege-
neracyjne neurondw ograniczone [24, 26].

METODY OBRONY MOZGU PRZED STRESEM OKSYDACYJNYM

Zapobieganie powstawaniu Wolnych rodnikow

tlenowych (WRT)

Pierwsza linig obrony jest wychwycenie substancji
potencjalnie szkodliwych, takich jak ksenobiotyki czy
jony metali przejsciowych. Najwazniejsze jest niedo-
puszczenie do zajécia reakcji Fentona i Habera-Weissa,
w ktérych z nadtlenku wodoru w obecno$ci jondw
metali grup przej$ciowych (gtdwnie zelaza) powstaje
najbardziej agresywny rodnik hydroksylowy:

Fe?* + H,0, — Fe* +"OH + OH" (reakcja Fentona)

027+ H,0,"0OH + OH" + 0, (reakcja Habera-Weissa).
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W niektérych rejonach mézgu wystepuje wieksze ste-
zenie zelaza niz w innych (istota czarna, gatka blada),
a przy nadmiernym wysyceniu zelazem dochodzi do
wzmozonej syntezy rodnika hydroksylowego. Gtéw-
nym biatkiem wiazacym zelazo w mézgu jest ferrytyna,
ktdrej najwiecej jest w komérkach gleju. W neuronach
natomiast funkcje te petni neuromelanina powstajaca
w wyniku autooksydacji dopaminy [24, 53, 81].

Metalotioneiny sa to biatka wiazace metale dzieki duzej
zawarto$ci cysteiny. Najwiecej jest ich w astrocytach
hipokampu, kory mézgowej i mézdzku, gdzie petnig role
ochronna przed szokiem tlenowym oraz reguluja steze-
nia cynku i miedzi w mézgu.

Wazna role w detoksykacji OUN petlnig transportery
blonowe, dzialajg gtéwnie w obrebie bariery krew-
-mézg, a ich gtéwna funkcja jest usuwanie z mézgu kse-
nobiotykdéw. Niektdre z nich nalezg do biatek opornosci
wielolekowej [3, 8, 74].

Mézg ma kompletny system monooksygenaz cytochro-
mowych P-450, ale ich stezenie jest 0 90% mniejsze niz
w watrobie. Pierwsza faza mézgowej detoksykacji, tzw.
aktywacja odbywa sie gléwnie w neuronach i polega na
hydroksylacji, redukcji lub hydrolizie ksenobiotykdw.
W wyniku I fazy wzrasta rozpuszczalno$é zwigzkéw, ale
czesto powstaja toksyczne metabolity posrednie, ktére
moga uszkadzaé neurony [61].

11 faza detoksykacji polega na sprzegnieciu aktywowanego
ksenobiotyku z takimi zwigzkami jak: glutation, kwas gluku-
ronowy, czy aktywny siarczan. Zwieksza to ich rozpuszczal-
no$¢ i utatwia usuniecie z organizmu. Do najwazniejszych
enzyméw 11 fazy detoksykacji naleza: UDP-glukuronylo-
transferaza, ktéra sprzega substancje egzo-i endogenne
zkwasem UDP-glukuronowym oraz wielofunkcyjny enzym
- transferaza glutationowa sprzegajaca ksenobiotyki ze zre-
dukowanym glutationem [42, 67].

Usuwanie RFT

Do inaktywacji WRT sg wiaczane mechanizmy antyoksy-
dacyjne enzymatyczne i nieenzymatyczne. Gtéwne anty-
oksydanty enzymatyczne to dysmutaza ponadtlenkowa
przeprowadzajgca reakcje dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru, katalaza rozkta-
dajgca H,0, do wody i tlenu, peroksydazy glutationowe
redukujgce H,0, lub nadtlenki lipidowe z jednoczesnym
utlenieniem glutationu.

Do antyoksydantéw nieenzymatycznych naleza: zredu-
kowany glutation, kwas askorbinowy, melatonina, biliru-
bina, kwas moczowy, tokoferole, karotenoidy i in. [69, 73].

Naprawa uszkodzen
Jesli zawiodg dwie pierwsze linie obrony aktywowane

zostaja mechanizmy naprawcze usuwajgce szkody spo-
wodowane przez reaktywne formy tlenu.

Uktad enzymatycznej naprawy DNA jest waznym ele-
mentem obrony antyoksydacyjnej. W wielu choro-
bach neurodegeneracyjnych stwierdzono podwyzszony
poziom mézgowych enzymdéw naprawczych (NER), ktd-
rych gtéwna funkcja jest usuwanie skutkéw wolnorod-
nikowych uszkodzen, co moze §wiadczyé o wzmozonym
szoku tlenowym w tych chorobach.

Stres oksydacyjny indukuje synteze tioredoksyny,
ktéra odpowiada za redukcje mostkéw disiarczkowych
i naprawe oksydacyjnie uszkodzonych biatek. W wielu
rejonach mézgu zlokalizowano szczegblnie duzo mito-
chondrialnej tioredoksyny-2, zwtaszcza w hipokampie
mézdzku, korze czotowej i podwzgdrzu [63, 77].

OCHRONA ANTYOKSYDACYJNA MOZGU

Mézg chroniony jest przed szkodliwym dziataniem réz-
nego typu zwiazkéw chemicznych przez swoista bariere
krew-mézg (BBB; blood-brain barrier). Zbudowana jest
ze $cidle potaczonych komérek srédbtonka naczyri who-
sowatych i astrocytéw. Jest to struktura o selektyw-
nej przepuszczalnosci, ktéra reguluje w sposéb bierny
oraz czynny wymiane substancji miedzy krwig a ptynem
$rédmigzszowym mdzgu. Druga metodg obrony jest
tzw. bariera biochemiczna, w sktad ktérej wchodzi caly
zestaw mechanizméw antyoksydacyjnych i detoksyka-
cyjnych. Nalezg do nich zaréwno zwiazki enzymatyczne
jak i nieenzymatyczne, endogenne i egzogenne [8, 22].

ANTYOKSYDANTY ENZYMATYCZNE

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

SOD (EC.1.15.1.1) jest to rodzina enzymdw, ktéra prze-
prowadza dysmutacje anionorodnika ponadtlenkowego
do nadtlenku wodoru:

0,7+0,”+ 2H" — H,0, + 0,

W zalezno$ci od miejsca wystepowania rozrézniamy
cytozolowa, mitochondrialng i pozakomérkowa dysmu-
taze ponadtlenkowa.

Cytozolowa CuZnSOD zwana tez SOD-1 jest homodime-
rem zbudowanym z podjednostek o masie czasteczko-
wej 16 kDa, a w centrum aktywnym zawiera jony cynku
i miedzi. Mitochondrialna MnSOD (SOD-2) jest tetrame-
rem z jonami manganu w centrum aktywnym. Pozako-
mérkowa EC-SOD jest glikoproteing zbudowana podobnie
jak SOD-2, ale zamiast manganu zawiera cynk i miedz.

Najwiecej CuZnSOD zlokalizowano w neuronach
motorycznych rdzenia kregowego i astrocytach. Naj-
wiecej MnSOD jest w neuronach mézgu i rdzenia kre-
gowego, mniej w astrocytach. Uwaza sie, ze réznice
aktywnosci izoenzyméw dysmutazy ponadtlenkowej
w réznych komérkach tkanki nerwowej decyduja o ich
podatnosci na stres oksydacyjny i choroby neurodege-
neracyjne [16, 46, 56].
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W warunkach homeostazy izoenzymy SOD sa syntety-
zowane na staltym poziomie, natomiast w warunkach
stresu oksydacyjnego ich synteza wzrasta. Tak dzieje
sie m.in. w rodzinnej postaci stwardnienia zanikowego
bocznego (ALS), gdzie czesto stwierdza sie nagromadze-
nie ztogéw nieprawidtowo sfatdowanej CuzZnSOD, a to
prowadzi do degeneracji o§rodkowych i obwodowych
neuronéw motorycznych i zaniku mie$ni. Wadliwie sfat-
dowana dysmutaza ponadtlenkowa nie moze skutecznie
walczy¢ ze stresem oksydacyjnym atakujacym neurony.
Prowadzi to do paralizu i $mierci na skutek zatrzymania
pracy mie$ni oddechowych [6, 19].

Katalaza (CAT)

Katalaza (EC 1.11.1.6) jest hemoproteing zbudowang z kilku
podjednostek biatkowych, kazda podjednostka zawiera
uktad hemowy z atomem zelaza. Ludzka CAT jest homodi-
merem ztozonym z czterech identycznych domen biatko-
wych, z ktérych kazda wspétdziata z czasteczka NADPH.

W komérce CAT jest umiejscowiona gtéwnie w perok-
sysomach wraz z innymi oksydoreduktazami oraz
w mikrosomach oligodendrocytéw. Jej gtéwna funkcja
jest inaktywacja nadtlenku wodoru. Katalaza wykazuje
dwie aktywnoéci enzymatyczne: katalazowa w $rodowi-
sku o wysokim stezeniu nadtlenku wodoru gdzie prze-
prowadza reakcje dysproporcjonowania H,0,:

2H,0,— 2H,0 +0,

W $rodowisku o niskim stezeniu nadtlenku wodoru wyka-
zuje aktywno$¢ peroksydazowa, wykorzystujac jako dawce
protonéw rézne zwigzki, takie jak: etanol, fenol czy chi-
nony:

H,0,+XH,— 2H,0 + X

W OUN najwieksza aktywno$¢ katalazy wystepuje
w mézdzku i rdzeniu kregowym.

Wieksza aktywno$¢ CAT stwierdzono w mikrogleju niz
w oligodendrocytach czy neuronach. Wiele danych
wskazuje na spadek aktywno$ci tego enzymu w cho-
robach neurodegeneracyjnych, np. w chorobie Par-
kinsona stwierdzono obnizona aktywno$¢ katalazy
w istocie czarnej [9, 82].

PEROKSYDAZA GLUTATIONOWA (SE-GSHPx)

Selenozalezna peroksydaza glutationowa (EC 1.11.1.9)
nalezy do oksydoreduktaz i podobnie jak katalaza redu-
kuje nadtlenek wodoru. Oprécz tego moze redukowacé
nadtlenki organiczne, zwtaszcza nadtlenki lipidowe,
powstajace w wyniku peroksydacji lipidéw btonowych.
Dawcg protonéw w obu typach reakcji jest zredukowany
glutation (GSH):

H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG

ROOH + 2GSH— ROH + H20 + GSSG

W centrum aktywnym Se-GSHPx wystepuje selenocy-
steina, dzieki ktérej glutation ulega dwuelektronowemu
utlenieniu bez powstania szkodliwego rodnika tiolo-
wego. Enzym ten jest obecny zaréwno w cytoplazmie,
jak i matriks mitochondrialnej komérek nerwowych,
chociaz wiekszg jego aktywno$¢ stwierdzono w komér-
kach mikro- i makrogleju w stosunku do neuronéw. Se-
-GSHPx wykazuje wieksze powinowactwo do H,0, niz
katalaza i moze unieszkodliwiaé go przy duzo nizszych
stezeniach, nie dopuszczajac do zajscia reakcji Fentona
i Habera-Weissa [45, 54, 79].

Organizm czlowieka wyksztalcit rézne mechanizmy chro-
niace przed szkodliwym dziataniem ksenobiotykéw i WRT.
Jednym z wazniejszych sposobéw detoksykacji jest sprze-
ganie elektrofilowych zwigzkéw egzo- i endogennych ze
zredukowanym glutationem. Transferaza glutationowa
(GST) jest enzymem wielofunkcyjnym, oprécz sprzegania
z glutationem wykazuje réwniez aktywno$¢ selenonieza-
leznej peroksydazy glutationowej (GSH-Px), ktéra reduku-
jac organiczne nadtlenki chroni komérki przed stresem
oksydacyjnym. Reduktaza glutationowa (GR) redukuje
utleniony glutation (GSSG — 2GSH) [25].

TRANSFERAZA GLUTATIONOWA (GST)

Transferazy glutationowe [EC 2.5.1.18] naleza do rodziny
wielofunkcyjnych enzymdéw o niewielkiej swoistosci sub-
stratowej. Wystepuja w postaci wielu izoenzymdéw kodo-
wanych przez rézne geny, o réznych wtasciwosciach
fizykochemicznych, immunologicznych czy kinetycznych.
Dotychczas wykryto u ssakéw 7 klas GST cytozolowych,
jedna GST mitochondrialng oraz sze$¢ mikrosomalnych.

Do cytozolowych transferaz glutationowych zalicza sie
GST klasy: alfa (GSTA1 i 2), mi (GSTM1 - M5), pi (GSTP1),
teta (GSTT1 i 2), sigma (GSTS1), zeta (GSTZ1) oraz omega
(GSTO11i2) [2, 55].

GST naleza do enzyméw 11 fazy biotransformacji, ktére
katalizuja reakcje sprzegania glutationu z wieloma
zwigzkami zaréwno endo- jak i egzogennymi chronigc
komérke przed ich toksycznym dziataniem. Reakcje te
polegaja na nukleofilowym ataku grupy tiolowej gluta-
tionu na elektrofilowe centrum sprzeganego zwiazku.
W wyniku tego powstajg produkty o wyzszej hydrofilno-
$ci niz substraty wyjsciowe [5, 7].

GSH + RX — GSR + HX

Produkt reakcji (GSR) moze zostaé usuniety z komdrki
przez transbtonowe biatka opornosci wielolekowej (MRP)
lub moze ulec dalszym przemianom. W pierwszym eta-
pie nastepuje odlgczenie reszty kwasu glutaminowego od
glutationu, nastepnie oderwanie reszty glicyny. Do pozo-
statego koniugatu S-cysteiny przytaczona zostaje grupa
acetylowa z acetylo-CoA. Koticowym produktem jest
kwas merkapturowy danego zwigzku, ktéry usuwany jest
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Ryc. 1. Mechanizm detoksykacji poprzez sprzeganie ksenobiotykéw ze zredukowanym glutationem; R- ksenobiotyk, yaT - y-glutamylotranspeptydaza. W pierwszym
etapie y-glutamylotranspeptydaza odtacza od glutationu kwas glutaminowy, nastepnie dipeptydaza cysteinyloglicynowa usuwa z dwupeptydu czasteczke glicyny,
kolejnym etapem jest N-acetylacja koniugatu S-cysteiny z wytworzeniem kwasu merkapturowego

z komérki za pomocg pomp ATP-zaleznych i wydalany
z organizmu z moczem lub zblcig [27, 29].

Wszystkie GST cytozolowe sg dimerami o podjednost-
kach zbudowanych z 199 do 244 aminokwaséw.

Kazda podjednostka ma dwa centra aktywne: od strony
N-kotica silnie konserwowane ewolucyjnie centrum G
wigzgce GSH i od strony C-korica centrum H wigzace
elektrofilowe substraty. O ile centrum G jest podobne
we wszystkich cytozolowych GST, o tyle centrum H jest
swoiste dla kazdej z izoform. Pozwala to GST reago-
wacé z wieloma substratami [23, 66]. GST oprécz funkcji
detoksykacyjnych moga petnié w komérce inne role:

¢ uczestnicza w biosyntezie leukotrienéw oraz hemo-
wych grup prostetycznych cytochromu P-450,

¢ majg aktywno$¢ peroksydazowa w stosunku do
organicznych nadtlenkéw,

«  wykazujg aktywno$¢ izomerazowa dla 3-ketokwa-
séw i prostaglandyn,

dzialaja jako nieenzymatyczne biatka transportowe
zwigzkéw hydrofobowych,

«  biora udzial w transporcie hormondw tarczycy i gli-
kokortykoidéw,

¢ uczestnicza w regeneracji utlenionych grup tiolo-
wych [20, 28].

Transferazy glutationowe wystepuja we wszystkich
tkankach mézgowych zaréwno w korze, jak i istocie bia-
tej, ale ich rozmieszczenie jest nieréwnomierne. Najwie-
cej GST jest w gleju, przy czym w astrocytach najwieksza

aktywno$¢ wykazuje izoforma mi, natomiast w oligo-
dendrocytach pi [38].

GST KLASY ALFA (GSTA)

Ludzka GSTA moze tworzy¢ wiele izoform o réznej kom-
binacji podjednostek, co prawdopodobnie warunkuje jej
najwiekszg réznorodno$é funkcjonalng wérdd wszystkich
klas GST. Wykazuje m.in. aktywno$¢ selenoniezaleznej
peroksydazy glutationowej w stosunku do nadtlenkéw
fosfolipidowych, wolnych kwaséw ttuszczowych, fosfa-
tydylanéw. Redukuje alkohole, alkeny, zwiazki epoksy-
dowe oraz wodoronadtlenki cholesterolu. Uczestniczy
w izomeryzacji ketosteroidéw w syntezie testosteronu
i progesteronu. W mézgu unieczynnia o-chinony, ktére
powstaja podczas utleniania amin katecholowych.

GSTA ma najwieksze powinowactwo do 4-hydroksy-2-no-
nenalu oraz uczestniczy w wewngtrzkomérkowym trans-
porcie bilirubiny i hemu. Niestety, wykazano réwniez jej
antyapoptotyczne dziatanie w stosunku do komdrek nowo-
tworowych i udziat w tworzeniu lekoopornosci [37, 48].

GST KLASY MI (GSTM)

Wiekszo$¢ GSTM wystepuje w kilku postaciach allelicz-
nych, a ich sktad zalezy od populacji, rasy i regionu geo-
graficznego. Ekspresja izoform mi jest swoista tkankowo,
a w mézgu najwieksza aktywno$¢ wykazujag GSTM4 i 5.
Gtéwna funkcja transferaz klasy mi jest inaktywacja
epoksyddéw oraz sprzeganie o-chinonéw katecholamin.
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GSTM2 i 3 wykazujg w mézgu aktywnos$¢ syntazy pro-
staglandyny E. Polimorfizm GSTM (zwtaszcza GSTM1)
warunkuje podatno$¢ na rézne typy nowotwordw oraz
przezywalnos¢ i wrazliwo$é na chemioterapie. Zwiekszong
czestotliwo$¢ wystepowania genotypu zerowego GSTM1
stwierdza sie w nowotworach gtowy i szyi, w niektérych
typach biataczek oraz w nowotworach pecherza moczo-
wego. Zwieksza sie tez prawdopodobieristwo zachorowa-
nia na choroby neurodegeneracyjne zwigzane z zatruciem
$rodowiska (pestycydy, otéw, chlorowcopochodne) [12, 76].

GST KLASY pi (GSTP)

GST pi tworza gtéwna frakcje mézgowych transferaz gluta-
tionowych, a kodowane sg przez jeden gen umiejscowiony
na chromosomie 11. Sktada sie on z 7 ekzonéw, 6 intronéw
i koduje biatko zbudowane z 210 aminokwaséw. Dotychczas
odkryto trzy formy alleliczne: GSTP 1A, 1B i 1C réznigce
sie jednym nukleotydem. Ta niewielka réznica powoduje
obnizenie powinowactwa enzymu do sprzeganych zwigz-
kéw 1 decyduje o zwiekszonej podatno$ci na choroby neu-
rodegeneracyjne i nowotworowe. Gen GSTP zmapowano
w poblizu onkogendw i protoonkogenéw. W niektdérych
nowotworach stwierdzono korelacje podwyzszonej ekspre-
sji onkogendw z ekspresja GST pi [32, 40].

W sekwencji promotorowej genu GSTP zlokalizowano
cztery miejsca inicjacji transkrypcji oraz kilka sekwen-
cji regulatorowych. W cze$ci regulatorowej genu wyste-
puja trzy sekwencje:

«  element odpowiedzi na ksenobiotyki (XRE),
+  element odpowiedzi na glukokortykoidy (GRE),
+  element odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE).

GST pi uczestniczy takze w regulacji sygnalizacji komdr-
kowej, w proliferacji komdrek, apoptozie i wielu innych
mechanizmach komérkowych m.in. jest substratem dla
kinaz biatkowych PKA i PKC. Fosforylacja GST przez te
kinazy jest zalezna od glutationu i powoduje wzrost
aktywnosci enzymu. W wielu nowotworach stwierdzono
podwyzszong aktywno$é GSTP, co wigze sie z obrong tka-
nek nowotworowych przed dziataniem lekéw cytosta-
tycznych i prowadzi do lekoopornosci [30, 43].

Substratami GST pi oprdécz ksenobiotykéw sa
o-i B-nienasycone aldehydy (produkty peroksydacji lipi-
déw), zasadowe propenale (produkty degradacji DNA) i wiele
innych endogennych produktéw przemiany materii [21, 64].

Izoforma pi wykazuje réwniez aktywno$¢ selenoniezaleznej
peroksydazy glutationowej w stosunku do wodoronadtlen-

kéw organicznych, ale duzo mniejsza niz izoforma alfa [34].

GST KLASY TETA (GSTT)

W klasie tej zidentyfikowano dwa geny umiejscowione
na chromosomie 22. Niektérzy badacze twierdza, ze
GSTT jest prekursorem GST klasy alfa, mi i pi, natomiast
sama wywodzi sie z mitochondrialnej GST kappa.

W obu genach stwierdzono polimorfizm, ale najgroz-
niejsza jest delecja GSTT1. Genotyp GSTT1 0 jest wigzany
z zwiekszonym ryzykiem zapadniecia na niektére nowo-
twory i choroby neurodegeneracyjne. Substratami GSTT
1 sg niskoczasteczkowe zwiazki jak halometanowce czy
tlenek etylenu, a GSTT 2 nadtlenki organiczne [57, 66].

GST KLASY SIGMA, ZETA | OMEGA (GSTS, Z10)

Te trzy izoformy naleza do najmniej dotychczas zbada-
nych klas GST. Wiadomo, ze GSTS wykazuje aktywno$é
GSH-zaleznej syntetazy prostaglandyny D,. Bierze tez
udziat w syntezie prostanoidéw.

GSTZ uczestniczy w katabolizmie fenyloalaniny i tyro-
zyny. Katalizuje tez reakcje biotransformacji kwasu
dichlorooctowego (markera kwasicy mleczanowej) do
kwasu glioksalowego.

GSTO wykazuje aktywno$¢ transferazy tiolowej oraz
reduktazy dehydroaskorbinianowej. Uczestniczy tez
w redukcji mostkéw disiarczkowych w utlenionych biat-
kach. Wykazano zwiazek polimorfizmu GSTO z zapadal-
noscig na choroby neurodegeneracyjne. Delecja jednego
aminokwasu w pozycji 155 GSTO 1-1 powoduje zaha-
mowanie aktywno$ci enzymu i zwieksza prawdopodo-
biefistwo wystapienia choroby Alzheimera, natomiast
mutacje w genie GSTO 2-2 moga obniza¢ wiek zapadal-
noéci na PD i AD [12, 48, 66].

MITOCHONDRIALNA GST KAPPA

Jest kodowana przez jeden gen i wystepuje tylko w mito-
chondriach i peroksysomach. Wykazuje aktywno$¢
transferazowa i peroksydazowa. Uczestniczy w unie-
czynnianiu wolnych rodnikéw powstajacych w tancu-
chu oddechowym oraz produktéw peroksydacji lipidéw.

GST kappa strukturalnie jest podobna do tioredoksyny,
petni wiec prawdopodobnie podobne funkgje, czyli redu-
kuje mostki disiarczkowe w oksydacyjnie zmienionych
proteinach [51, 66].

MIKROSOMALNE TRANSFERAZY GLUTATIONOWE MGST/
MAPEG

Jest to grupa niejednorodnych enzyméw zwigzanych
z blonami mikrosoméw. Dotychczas opisano sze$¢ MGST,
z ktérych wiekszos$¢ uczestniczy w syntezie prostaglan-
dyn, leukotrienéw, prostacyklin i tromboksanéw. MGST1
katalizuje sprzeganie policyklicznych nienasyconych
weglowodoréw, cyklicznych chlorowcéw, produktéw
peroksydacji lipidéw. Ma takze aktywno$¢ peroksydazy
glutationowej wobec nadtlenkéw lipidowych.

MGST2 wykazuje aktywno$¢ transferazowg i razem
z MGST3 (bez aktywno$ci transferazowej) uczestni-
czy w syntezie leukotrienu C, z A,. Oba enzymy maja
aktywno$¢ peroksydazowa w stosunku do nadtlenkéw
organicznych.
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Do rodziny MAPEG nalezg takze syntaza leukotrienu
C, (LTC, s), biatko aktywujace 5-lipooksygenaze (FLAP)
i syntaza prostaglandyny E, (PGES1) [1, 48, 68].

REDUKTAZA GLUTATIONOWA (GSH-R)

Reduktaza glutationowa (EC.1.6.4.2.) wspétpracuje ze
wszystkimi enzymami glutationowymi redukujac GSSG
do GSH. Reduktorem w tej reakcji jest NADPH, ktéry jest
reaktywowany przez dehydrogenaze glukozo-6-fosfora-
nowa w cyklu pentozofosforanowym:

GSSG + NADPH + H'— 2GSH + NADP*

GSH-R jest to flawoproteina zbudowana z dwéch podjedno-
stek biatkowych. Kazda z podjednostek zawiera jedna cza-
steczka FAD i aktywng grupe disulfidowa, ktére biora udziat
w przeplywie potencjatu redukcyjnego z NADPH na GSSG.

Enzym ten, oprécz aktywnos$ci reduktazy GSSG, wyka-
zuje aktywno$¢ oksydoreduktazy disulfidowej oraz ma

zdolno$¢ wiazania jonéw metali [59, 65].

ANTYOKSYDANTY NIEENZYMATYCZNE

Glutation

GSH, czyli y-glutamylocysteinyloglicyna, jest najwaz-
niejszym endogennym, nieenzymatycznym, antyok-
sydantem. Jest tez najbardziej rozpowszechnionym
niskoczasteczkowym zwigzkiem tiolowym w central-

nym systemie nerwowym. Glutation jest zbudowany
z trzech aminokwaséw: L-glutaminianu, L-cysteiny i gli-
cyny, a jego synteza odbywa sie w cytoplazmie komdrek
w dwustopniowej reakcji zaleznej od ATP.

SH
0 \ H
00C._ B /k N L00
\,' A N -
H
H NH,* 0
v-Glu Cys Gly

Ryc. 2. Wzdr strukturalny glutationu: y-Glu — kwas gamma-glutaminowy, Cys
— cysteina, Gly — glicyna

Stezenie glutationu w mézgu jest stosunkowo wyso-
kie, ale jego rozmieszczenie jest nieréwnomierne.
Najwyzsze stezenie GSH wystepuje w astrocytach
(8-20 mM) natomiast w neuronach jest go znacznie
mniej (0,25-10 mM).

Z przestrzeni pozakomdrkowej glutation jest trans-
portowany do astrocytéw, gdzie jest rozktadany do
cysteinylo-glicyny a nastepnie do cysteiny. Produkty
degradacji GSH przekazywane sa neuronom, ktére syn-
tetyzuja go de novo [13, 60].
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Ryc. 3. Schemat interakcji miedzy astrocytem i neuronem w metabolizmie glutationu. GSH — zredukowany glutation, GSSG — utleniony glutation (disulfid

glutationowy), yGT - y-glutamylotranspeptydaza, Cys - cysteina, Glu - glutaminian, Gly - glicyna, Ser — seryna, GIn — glutamina, A - aminokwasy stuzace do syntezy
glutaminianu, X - akceptor reszty y-glutamylowej. Komérki neurogleju wykorzystuja rézne egzogenne substraty do syntezy glutationu. GSH uwalniany z astrocytow
rozktadany jest przez yGT do CysGly i stuzy jako prekursor neuronalnego glutationu. Ponadto glutamina uwalniana z astrocytéw wykorzystywana jest przez neurony

jako prekursor glutaminianu niezbednego do syntezy GSH
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Istniejg istotne réznice stezenia glutationu w poszcze-
gdlnych strukturach mézgu, wynika to z réznej ekspresji
syntetazy y-glutamylocysteinylowej. Najwieksza aktyw-
no$¢ tego enzymu stwierdzono w hipokampie, mézdzku
oraz w korze mézgowej.

Glutation w mézgu wystepuje gtéwnie w postaci zredu-
kowanej, tylko 0,2% wystepuje w postaci utlenionego
disulfidu (GSSG). Stosunek stezen postaci zredukowane;
do utlenionej stanowi miare stanu redoks komdrki (nie
powinien by¢ nizszy niz 100:1) [39, 70].

Zredukowany glutation jest jednym z wazniejszych anty-
oksydantéw chroniacym komérki mézgowe przed stre-
sem oksydacyjnym. Jego antyoksydacyjne wtasciwosci
polegaja na redukcji H,0, i réznych nadtlenkéw orga-
nicznych samodzielnie lub we wspétpracy z peroksyda-
zami oraz na regeneracji innych antyoksydantéw, takich
jak: witamina C, tokoferole, karotenoidy i in. GSH wraz
z transferaza glutationowa uczestniczy w sprzeganiu
ksenobiotykdéw i zwiazkéw endogennych w celu zwiek-
szenia ich rozpuszczalno$ci i utatwienia ich wydalenia
z moczem. Bierze tez udzial w naprawie oksydacyjnie
uszkodzonych sktadnikéw komérkowych, m.in. przy-
wraca do postaci zredukowanej grupy tiolowe w biatkach,
reaktywuje rodniki lipidowe i redukuje utlenione zasady
azotowe w DNA [7, 80].

Glutation uczestniczy w wielu waznych procesach
komdrkowych, takich jak: transkrypcja, replikacja, wzrost
i réznicowanie sie komdrek, regulacja aktywnosci enzy-
moéw, obrona immunologiczna oraz apoptoza.

Mézgowy GSH petni role neuroprzekaznika, oraz modu-
latora neurotransmisji glutaminianergicznej. Dzieki
zdolnosci do chelatowania jonéw metali chroni neurony
przed szkodliwym dziataniem wolnego zelaza i zapo-
biega reakcji Fentona [13, 36]. W mdzgu GSH tworzy
kompleksy z tlenkiem azotu, a powstaly S-nitrozogluta-
tion (GSNO) ma stukrotnie silniejsze wtasciwosci anty-
oksydacyjne niz sam glutation, chroni m.in. neurony
dopaminergiczne przed rodnikiem hydroksylowym.

GSNO (w przeciwieistwie do GSH) fatwo dyfunduje przez
btony komérkowe oraz ma dluzszy okres péttrwania, wiec
moze by¢ nosnikiem i rezerwuarem zaréwno NO, jak
i GSH. W mézgu GSNO petni role regulacyjna i sygnatowa,
gdyz jest najsilniejszym aktywatorem cyklazy guanylowe;.

W obecnoéci anionorodnika ponadtlenkowego glutation
tworzy z dopaming glutationylo-dopamine (GSH-DA)
i jest to prawdopodobnie gtéwna przyczyna utraty glu-
tationu w istocie czarnej w chorobie Parkinsona [10, 33].

Inng przyczyna spadku stezenia glutationu w mézgu
sa reakcje autooksydacji katecholamin, gtéwnie dopa-
miny. Powstajace w tych reakcjach dopamino-o-chinony
zostaja sprzegniete z GSH lub innymi tiolami, tworzac
tioetery katecholowe. Ich stezenie ro$nie w chorobach
neurodegeneracyjnych i procesie starzenia.

Stwierdzono 40-50% spadek stezenia glutation w isto-
cie czarnej w chorobie Parkinsona. Ponadto region
ten wykazuje zwiekszony proces peroksydacji lipidéw
i wzrost zawarto$ci zelaza, to nasila niekorzystne reak-
cje Fentona i Habera-Weisa [14, 71].

WITAMINA C

Jest gléwnym antyoksydantem frakcji cytozolowej,
uczestniczy w wielu reakcjach utleniania i redukcji.
0O jej wtasciwo$ciach redukujacych decyduje ugrupo-
wanie endiolowe, dzieki ktéremu moze redukowaé
wiekszo$¢ reaktywnych form tlenu i organicznych nad-
tlenkédw. Witamina C przechodzi przez bariere krew-
-mézg w postaci utlenionej z udzialem transporteréw
GLUT1 (transporter glukozy).

W mdézgu wystepuje szczegblnie duze stezenie witaminy
C (10 razy wyzsze niz w osoczu), a jej rola polega gléwnie
na redukgji reaktywnych form tlenu i utlenionych toko-
feroli. Neurony uwalniaja dehydroaskorbinian, astrocyty
wylapuja go, przeksztalcaja do postaci zredukowanej
i oddaja neuronom. Utleniony askorbinian jest regene-
rowany przez glutation, dehydrogenaze zalezna od GSH
i NADPH oraz GST klasy omega.

Witamina C jest niezbedna do utrzymania w postaci zre-
dukowanej jonéw metali wchodzacych w sktad niektérych
enzymow, ale ta dziatalno$¢ moze by¢ szkodliwa. Podczas
dwuetapowego procesu utleniania askorbinianu w obecno-
$ci Fe* i Cu* powstaja Fe* i Cu', ktére reagujac z nadtlen-
kiem wodoru w reakcji Fentona, daja rodnik hydroksylowy.
Oprécz funkgji antyoksydacyjnych witamina C uczestniczy
w biosyntezie kolagenu, hormondéw steroidowych, seroto-
niny, dopaminy i noradrenaliny [11, 31, 72].

WITAMINA E

Jest mieszanina tokoferoli i tokotrienoli; ze wzgledu na
swdj lipofilny charakter jest najwazniejszym antyok-
sydantem btonowym chronigcym fosfolipidy blonowe
przed peroksydacja. Hamuje tez utlenianie wielonie-
nasyconych kwaséw tluszczowych, takich jak kwas
arachidonowy i dokozaheksaenowy, przerywajac wolno-
rodnikowe reakcje taticuchowe, zapewnia integralno$é
strukturalna i funkcjonalna bton komdrek nerwowych.

Tokoferol przeksztalca wolne rodniki nadtlenkowe
(LOO") do wodoronadtlenkéw (LOOH). W wyniku tej
reakcji powstaje rodnik tokoferylowy (TH), ktéry moze
by¢ reaktywowany przez askorbinian lub GSH.

Witamina E obniza poziom mitochondrialnych nadtlen-
kéw i ochrania mitochondria przed ,,wyciekiem elektro-
nowym”. Chroni réwniez neurony przed toksycznym
wptywem 24-hydroksycholesterolu - mézgowego pro-
duktu degradacji cholesterolu.

a-tokoferol jest najwazniejszy w prawidtowym funk-
cjonowaniu mézgu, a jego niedobdér moze spowodowaé
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wiele objawdéw neurologicznych, takich jak: ataksja,
obwodowa neuropatia, miopatia i retinopatia [17, 49, 52].

MELATONINA

Jest to hormon szyszynki wytwarzany z tryptofanu.
W mdézgu pelni funkcje neuroprzekaznika, ale jest tez
silnym zmiataczem WRT, gtéwnie hydroksylowych
i nadtlenkowych. Melatonina, dzialajac na receptory
retinoidowe, aktywuje wiele enzyméw antyoksydacyj-
nych, takich jak: SOD, peroksydaza i reduktaza glutatio-
nowa, katalaza oraz syntaza tlenku azotu.

Jedna czgsteczka melatoniny moze dezaktywowaé dwa
rodniki tlenowe, stajac sie¢ mato aktywnym rodnikiem
indolowym, nieulegajacym ponownej redukcji. W ptynie
mézgowo-rdzeniowym stezenie melatoniny jest dzie-
sieciokrotnie wyzsze niz w surowicy. U 0séb z chorobg
Alzheimera stwierdzono pieciokrotnie nizszy poziom
melatoniny niz u zdrowych réwnolatkéw. Moze to suge-
rowac jej udzial w neuroprotekcji OUN [47, 58, 75].

METALOTIONEINY

Sa to biatka biorace udzial w homeostazie jonéw cynku
i miedzi oraz regulacji biosyntezy i aktywnosci czynnikéw
transkrypcyjnych zaleznych od cynku. Chronig réwniez
komdrke przed RFT, promieniowaniem jonizujacym i muta-
genami. W mézgu odkryto trzy typy metalotionein: MT-I,
MT-I1i MT-II (przy czym MT-III wystepuje tylko w mézgu).
MT-1i I petnig funkcje detoksykacyjne i wystepujg w astro-
cytach, natomiast MT-III najwiecej jest w neuronach, gdzie
uczestniczy w modulacji funkcji neuronu.

Dzieki duzej zawarto$ci grup sulfhydrylowych (prawie
1/3 wszystkich reszt aminokwasowych), metalotioneiny
sg efektywnymi zmiataczami wolnych rodnikéw i chro-
nig biatka przed utlenieniem.

Stwierdzono, ze z wiekiem obniza sie stezenie MT-1 1 II
natomiast znacznie wzrasta MT-111 w mézgach oséb doro-
stych. Stezenie MT-IIl moze mie¢ wpltyw na etiologie cho-
réb neurozwyrodnieniowych. W chorobie Alzheimera
zaobserwowano mniejszg zawarto$¢ MT-11I w niektdérych
strukturach mézgu. Réwniez w modelach zwierzecych
Parkinsona zanotowano spadek mézgowej metalotione-
iny. W pierwotnych kulturach neuronéw MT-III chroni
neurony mézdzku przed neurotoksyczno$cig glutami-
nianu przez hamowanie syntezy tlenku azotu.

PISMIENNICTWO

We wczesnych stadiach réznych choréb neurodege-
neracyjnych stwierdzono obnizong ekspresje MT-
-111 i zaburzong réwnowage jonéw cynku, co zwieksza
podatno$é neurondw na dziatanie metali ciezkich
i stres oksydacyjny [44, 50, 62].

Innymi waznymi antyoksydantami i zmiataczami WRT
sa: tioredoksyna, ktéra ma whasciwosci redukujace
mostki disulfidowe w utlenionych biatkach struktural-
nych i enzymatycznych. Kwas moczowy - koficowy pro-
dukt metabolizmu puryn, jest aktywnym zmiataczem
rodnika hydroksylowego i anionorodnika ponadtlenko-
wego. Wiaze tez jony zelaza nie dopuszczajac do zajécia
reakcji Fentona i Habera-Weissa. Inne zwiazki aktywnie
wiazgce jony metali to: albuminy, ceruloplazmina, trans-
feryna, czy haptoglobina.

PODSUMOWANIE

Wiele danych wskazuje na znaczgca role stresu oksy-
dacyjnego i reaktywnych form tlenu w rozwoju choréb
neurodegeneracyjnych. Najwazniejsze konsekwencje
diugotrwatego dziatania stresu oksydacyjnego na OUN
to peroksydacja bton komérkowych neuronéw, uszko-
dzenie mitochondriéw prowadzace do $mierci komé-
rek nerwowych, mutacje w DNA i zaburzenia ekspresji
gendw. Poza tym nastepuje ostabienie komunikacji mie-
dzykomdrkowej i nagromadzenie szkodliwych produk-
téw przemiany materii oraz zmutowanych biatek.

Poniewaz nasze endogenne mechanizmy antyoksyda-
cyjne i detoksykacyjne nie zawsze sa w petni wydajne,
obecnie szuka sie skutecznych sposobdéw obnizenia
skutkdéw stresu oksydacyjnego przez wprowadzanie do
uktadu nerwowego egzogennych zwiazkéw dziatajacych
na kilku poziomach: wytapujace potencjalnie szkodliwe
czasteczki, redukujace WRT lub naprawiajace utlenione
sktadniki komérek. Sam proces przenikniecia antyoksy-
dantéw do OUN jest utrudniony ze wzgledu na obecnosé
bariery krew-mézg, ktéra blokuje transport wiekszosci
zwigzkdéw dostarczanych z zewnatrz.

Zaden ze znanych antyutleniaczy nie okazal sie w petni
skuteczny w walce z WRT. Istniejg prace sugerujace
mozliwo$¢ aktywowania endogennych mechanizméw
antyoksydacyjnych zaréwno enzymatycznych jak i nieen-
zymatycznych. By¢ moze jest to obecnie najbardziej obie-
cujaca strategia walki ze stresem oksydacyjnym w OUN.
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