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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zewnatrzkomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa (EC-SOD) katalizuje reakcj¢ dysmutacji aniono-
rodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i tlenu czasteczkowego w migdzykomdérkowych
przestrzeniach tkanek i ptynach pozakomérkowych (w surowicy, ptynie limfatycznym i mézgo-
wo-rdzeniowym czy mazi stawowej). Eliminujac ze srodowiska komérki anionorodniki ponad-
tlenkowe zapobiega powstawaniu innych reaktywnych form tlenu i ich pochodnych. Jest gliko-
proteina zawierajaca cynk i miedZ, a w organizmie czlowieka wystepuje gtéwnie jako tetramer.
Wykazuje duze powinowactwo do glukozoaminoglikanéw, takich jak heparyna i siarczan hepa-
ranu. Odgrywa wazna rol¢ w utrzymaniu cisnienia krwi, w funkcjonowaniu ptuc, metabolizmie
NO i w patologii choréb, takich jak miazdzyca, cukrzyca, reumatyzm. Praca opisuje strukture
EC-SOD, jej funkcjonowanie w tkankach oraz mozliwosci terapeutycznego zastosowania tego
enzymu.

zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtienkowa ¢ wolne rodniki * stres oksydacyjny * choroby

Summary

EC-SOD catalyzes the dismutation of superoxide radical to hydrogen peroxide and oxygen in
the interstitial spaces of tissues and in extracellular fluids (plasma, lymph, and synovial fluid). It
eliminates superoxide radicals from the cell environment and prevents the formation of reactive
oxygen species and their derivatives. EC-SOD is a secretory, tetrameric glycoprotein cointaining
copper and zinc, with a high affinity to certain glycosaminoglycans, such as heparin and hepa-
ran sulfate. It plays an important role in maintaining vascular tone, lung function, and the meta-
bolism of NO, and in the pathology of such diseases as atherosclerosis, diabetes, and arthritis.
This paper describes EC-SOD structure, function in tissues, and possibilities of therapy with ap-
plication of this enzyme.
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Prawidtowemu metabolizmowi w komoérkach organizmu
towarzyszy powstawanie reaktywnych form tlenu i ich po-
chodnych. Zaburzenie fizjologicznej rtéwnowagi pomigdzy
wytwarzaniem reaktywnych form tlenu, a ich unieczynnia-
niem prowadzi do stanu szoku tlenowego/stresu oksydacyj-
nego. Zwigkszone wytwarzanie wolnych rodnikéw w ko-
morce wystepujace w stanach zaburzonego metabolizmu,
niedotlenienia lub niedokrwienia, prowadzi do uszkodzenia
podstawowych struktur komérkowych. Reaktywne pochod-
ne tlenu tatwo reaguja z komoérkowymi makromolekutami,
takimi jak lipidy, biatka i DNA, prowadzac do zniszczenia
bton komérkowych, niewtasciwej aktywacji lub inaktywa-
cji enzymoOw oraz powstawania mutacji. Obecnos¢ réznych
reaktywnych form tlenu oraz wolnych rodnikéw wewnatrz
i na zewnatrz komorek czy tkanek powoduje wiele zmian
patologicznych. Ostatecznymi skutkami dziatania wolnych
rodnikéw tlenowych w komoérkach organizmu s3: mutacje,
metaboliczne dysfunkcje, starzenie. Te z kolei sg przyczy-
na rozwoju proceséw zapalnych, nowotwordw oraz zabu-
rzonego funkcjonowania wielu narzadéw (serca, watroby,
nerek, ptuc i innych) [31,32,47].

Przed uszkodzeniami oksydacyjnymi chroni organizm ba-
riera antyoksydacyjna, w sktad ktérej wchodza biatka se-
kwestrujace metale, zwiazki drobnoczasteczkowe, witami-
ny C, E i A oraz wyspecjalizowane enzymy o aktywnosci
antyoksydacyjnej. Podstawowy enzym antyoksydacyjny —
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) w reakcji dysmutacji eli-
minuje ze Srodowiska komorki anionorodniki ponadtlen-
kowe zapobiegajac powstawaniu innych reaktywnych form
tlenu i ich pochodnych [30,122].

SOD
0, +0, +2H B HO, +0,

k=2x10°M"'s!

W organizmie ssakéw wystgpuja 3 izoenzymy dysmu-
tazy: cytosolowa CuZnSOD (SOD-1) i mitochondrialna
MnSOD (SOD-2) oraz dysmutaza pozakomérkowa EC-
SOD (SOD-3). W cytoplazmie i jadrze kazdej komorki
obecna jest gtéwna posta¢ wewnatrzkomoérkowej dysmu-
tazy — CuZnSOD, ktéra wystgpuje jako 32 kDa homodi-
mer. MnSOD, umiejscowiona przewaznie w macierzy mi-
tochondrialnej jest 96 kDa homotetramerem. Na zewnatrz
komorek, giéwnie na ich powierzchni, znajduje si¢ zwia-
zana z wielocukrami (proteoglikanami), pozakomérkowa
dysmutaza ponadtlenkowa (extracellular superoxide di-
smutase — EC-SOD). Nieprawidlowe dzialanie dysmutaz
w komoérkach organizmu prowadzi do rozwoju wielu pa-
tologii [80,114,123].

Wewnatrzkomérkowe dysmutazy CuZnSOD i MnSOD
byty bardzo intensywnie badane. Ich budowa i funkcje
zostaly szczegétowo opisane w wielu publikacjach na-
ukowych. Stosunkowo najmniej wiadomo o dziataniu po-
zakomoérkowej dysmutazy EC-SOD w fizjologii i patolo-
gii [21,30,100,115,124].

WYSTEPOWANIE

EC-SOD (EC 1.15.1.1) zostata odkryta stosunkowo p6z-
no, bo w 1982 roku. Wystepuje w tkankach, osoczu krwi
i plynach zewnatrzkomérkowych takich jak limfa, maz
stawowa, ptyn §rédmiazszowy i mézgowo-rdzeniowy
[66,67,69]. Gtéwnym miejscem wystgpowania EC-SOD
w tkankach jest macierz pozakomdérkowa i powierzchnia
komdrek, gdzie wystgpuje w stgzeniu 20-krotnie wyzszym
niz w osoczu. Tkankowa EC-SOD stanowi 90-99% EC-
SOD w organizmie [68,69]. Okoto 1% EC-SOD znajdu-
je si¢ w uktadzie naczyniowym, w réwnowadze pomig-
dzy osoczem a Srédbtonkiem. Jej zawartos¢ w tkankach
jest bardzo rézna. W najwigkszych ilosciach wystepuje
w naczyniach krwionosnych, ptucach i tozysku. Mniejsze
jej ilosci znajduja si¢ w migsniach szkieletowych, watro-
bie, mézgu i nerce [10,68,117]. Obecnos¢ EC-SOD wyka-
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Ryc. 1. Budowa genu EC-SOD; AP-1 — sekwencja wigzaca biatko aktywujace 1 (activating protein 1); ARE — element odpowiedzi na antyoksydanty
(antioxidant response element); CRE — element odpowiedzi na cAMP (cAMP response element); MRE — element odpowiedzi na metale
(metals response element); NF-k[3 — sekwencja wigzaca czynnik jadrowy K (nuclear factor kf3); XRE — element odpowiedzi na

ksenobiotyki (xenobiotics response element)

zano réwniez w wielu liniach komérkowych np. fibrobla-
stow, komérek glejowych i komoérek srédbtonka [69,72].
Istnieje zgodnos¢ pomiegdzy zawartoscia EC-SOD, a jej
ekspresja w tkankach.

Swoistosé Tkankowa EC-SOD

U ludzi, w poréwnaniu z innymi gatunkami poziom eks-
presji EC-SOD jest bardzo wysoki [69]. Szczegdlnie silna
ekspresja ludzkiego mRNA EC-SOD (4,2 kb) wystepuje
w sercu, fozysku, trzustce i ptucach. Sredni poziom ekspre-
sji tego enzymu obserwowano w nerce, mig¢$niach szkiele-
towych i watrobie. Natomiast najnizsza ekspresj¢ mRNA
SOD stwierdzono w mézgu [27]. Podobny profil ekspre-
sji mRNA EC-SOD wykazano u myszy [85].

Poréwnanie tkankowej aktywnosci EC-SOD z jej pozio-
mem mRNA w sercu, trzustce, ptucach i mézgu, wykazu-
je bardzo czgsto wyraznag rozbieznos¢ pomigdzy tymi war-
tosciami, co prawdopodobnie wynika z r6znej wydajnosci
procesu translacji. Gen EC-SOD zawiera unikalne elemen-
ty odpowiedzialne za regulacje jego ekspresji na poziomie
potranskrypcyjnym i/lub potranslacyjnym [27].

Bupowa genu EC-SOD

Ludzki gen EC-SOD zbudowany z 5900 par zasad, jest
umiejscowiony w chromosomie 4 (4p-q21) i sktada sig
z trzech eksonéw, przedzielonych dwoma intronami.
Region kodujacy o dlugosci 720 par zasad jest w catosci
umiejscowiony wewnatrz 3 eksonu. W regionie promo-
torowym genu EC-SOD zidentyfikowano miejsce wiaza-
nia czynnika AP-1 i NF-kf [11,27]. Nie wystepuja w nim
sekwencje TATA i CAAT, ale zawiera sekwencje nukle-
otydowe bogate w puryny [35,41,123]. Region 5’ genu
EC-SOD ma kilka potencjalnych sekwencji regulatoro-
wych, takich jak: elementy odpowiedzi (response ele-
ment) na glukokortykoidy, ksenobiotyki, antyoksydan-
ty, metale cigzkie oraz estry forbolu (GRE, XRE, ARE,
MRE, CREB) [123].

Gen EC-SOD jest w 60% homologiczny z genem CuZnSOD
i wykazuje niewielka homologi¢ z genem MnSOD [43,123]
(ryc. 1).

Bupowa iatka EC-SOD

EC-SOD jest stabo hydrofobowa glikoproteina o cat-
kowitej masie molekularnej 135 kDa [66]. Wystepuje
w organizmach gtéwnie jako tetramer, rzadziej jako di-
mer [25,36,90]. Oprécz dimeréw i tetrameréw, EC-SOD
moze tworzy¢ takze wigksze multimery. Tetramer sktada
si¢ z dwoch dimerdéw, potaczonych mostkami disiarczko-
wymi, utworzonymi pomigdzy C-terminalnymi resztami
cysteiny obecnymi w kazdej podjednostce [25,90]. Kazda
podjednostka EC-SOD zbudowana z 222 aminokwaséw,
zawiera jeden atom miedzi i jeden atom cynku [66,111].
Wykazano, ze miedz i cynk sa prawdopodobnie wtaczane
do EC-SOD w chwili jego wydzielania lub bezposrednio
po wydzieleniu do przestrzeni pozakomdrkowej. Proces
wbudowywania jonéw do EC-SOD zalezy od ich stezenia
w przestrzeni pozakomorkowe;j. Istnieja dane, ze u cztowie-
ka i myszy, za tworzenie tetramerow jest odpowiedzialna
reszta waliny potozona w pozycji 28 taiicucha biatkowego.
Natomiast w przypadku szczura w pozycji 28 zamiast wa-
liny jest obecna reszta kwasu asparaginowego, co sprawia,
ze EC-SOD wystgpuje w postaci dimeréw [15].

Kazda podjednostka EC-SOD o wielkosci 30 kDa, dzie-
li si¢ na trzy domeny funkcjonalne poprzedzone pepty-
dem sygnatowym, zbudowanym z 18 reszt aminokwaso-
wych [66,111].

Domeng N — terminalna stanowia reszty aminokwasowe 1-95,
zawierajace jedno miejsce N- glikozylacji w pozycji Asn89.
Glikozylacja w tym miejscu zwigksza rozpuszczalnosé en-
zymu [20,42,105]. Sekwencja aminokwasow nie wykazuje
homologii z CuZnSOD. Hydrofobowy charakter (tworzony
przez reszty aminokwasoéw 14-32) o-helikalnych elementéw
tej domeny spelnia wazna funkcjg¢ we wzajemnych oddziaty-
waniach podjednostek i powstawaniu tetrameru [90].
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Miejsce N-glikozylacji Miejsce wiazania heparyny
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Ryc. 2. Budowa biatka EC-SOD

W domenie srodkowej, zawierajacej centrum aktywne, resz-
ty aminokwaséw od His 96 do Gly 193 wykazuja silng ho-
mologi¢ z CuZnSOD, z czego 49 z 76 reszt jest identycz-
na. Domena ta stanowi centralng cz¢s$¢ podjednostki i jest
odpowiedzialna za funkcje katalityczne. Zaréwno w przy-
padku CuZnSOD jak i EC-SOD ligandami w centrum ak-
tywnym dla Cu sg reszty aminokwaséw His 96, His 98,
His 113, His 163, natomiast dla Zn reszty aminokwaséw
His 113, His 121, His 124, Asp 127. Domena ta zawiera
rowniez Cys 107 i Cys 189, ktére tworza wewngtrzny mo-
stek disiarczkowy w kazdej podjednostce zaréwno EC-
SOD jak i CuZnSOD.

Domena C- terminalna sktada sie z reszt aminokwasow
194-222, ktéra jest silnie hydrofilowa i w pozycjach 210-218
zawiera sekwencj¢ dziewieciu dodatnio natadowanych ami-
nokwasow (szes¢ Arg i trzy Lys) [42]. Jest to bardzo unikal-
na domena, ktéra ma zdolnos$¢ wiazania si¢ z proteoglika-
nami, wystgpujacymi powszechnie na powierzchni komérek
i w zewnatrzkomoérkowej macierzy [67] (ryc. 2).

Kazda podjednostka EC-SOD zawiera szes¢ reszt cyste-
iny, z ktérych Cys219 jest odpowiedzialna za potacze-
nie pomiedzy podjednostkami. Cys107 i Cys189 tworza
wewngtrzny mostek disiarczkowy w kazdej podjednost-
ce, natomiast rola pozostatych reszt cysteiny jest niezna-
na. W zaleznosci od umiejscowienia mostkéw disiarcz-
kowych w trzeciorzgdowej strukturze EC-SOD wystepuje
w dwdch postaciach (aktywnej i nieaktywnej). Postaé ak-
tywna EC-SOD wykazuje podobna aktywnos¢ katalitycz-
na, lokalizacj¢ i uktad mostkéw disiarczkowych jak cyto-
solowa CuZnSOD. Druga posta¢ EC-SOD (nieaktywna)
charakteryzuje si¢ innym uktadem mostkéw disiarczko-
wych i nie ma aktywnosci katalitycznej [94].

EC-SOD jest enzymem bardzo stabilnym, wykazuje opor-
no$¢ na dziatanie wysokiej temperatury, pH >10 i wysokich
stezen mocznika [110]. Jej aktywnos$¢ jest hamowana przez
nadtlenek wodoru, azydki, cyjanki czy dietyloditiokarba-
minian (DDC) [70]. Ma duze powinowactwo do hepary-
ny [64,67]. C-terminalna domena EC-SOD (aminokwasy

210-215) jest niezbgdna do interakcji enzymu z heparyna
i siarczanem heparanu [5,82,96,112]. Oba te proteoglikany
oddzialywaja elektrostatycznie z dodatnio natadowanymi
argininami i lizynami w C-terminalnym regionie EC-SOD
[49]. Chemiczna modyfikacja reszt tych aminokwasow znosi
powinowactwo EC-SOD do heparyny i siarczanu heparanu
[2]. Interakcje EC-SOD z proteoglikanami, wystgpujacymi
na powierzchni komérek i w macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
decyduja o jej pozakomoérkowej lokalizacji [52]. W wyni-
ku proteolizy domena wigzaca heparyng moze by¢ usunig-
ta z EC-SOD [5,48,74,97]. Proces ten decyduje o umiej-
scowieniu EC-SOD w tkankach organizmu.

W osoczu krwi cztowieka, w zaleznosci od powinowac-
twa do heparyny, wykazano obecnos¢ 3 frakcji EC-SOD.
Frakcja A EC-SOD wykazuje brak powinowactwa do he-
paryny. Frakcja B ma stabe powinowactwo. Frakcja C
charakteryzuje si¢ duzym powinowactwem do heparyny
[53,67,82,97]. W tkankach ssakow wystepuje gtéwnie EC-
SOD typu C [69,97]. Mozliwe jest réwniez wystgpowa-
nie w tkankach typu A i B EC-SOD np. u szczuréw [53].
Frakcja C sktada si¢ z tetrameréw EC-SOD zawierajacych
podjednostki z funkcjonalng C-terminalng domena wiaza-
ca heparyng (CCCCQ). Frakcja B sktada si¢ z heterogennych
tetrameréw ECSOD, w sktad ktérych wchodza funkcjonal-
ne domeny wiazace heparyne i domeny bez powinowactwa
do heparyny (CCCA i CCAA). Frakcja A sklada si¢ z ho-
motetramerow, ktérych wszystkie podjednostki nie maja
domen wiazacych heparyng (AAAA) [96] (ryc. 3).

U ludzi syntetyzowana jest gtéwnie EC-SOD typu C,
zwigzana z siarczanem heparanu, znajdujacym si¢ na po-
wierzchni komoérek (np. komoérek srédbtonka) i obecnym
w macierzy pozakomérkowej. W ptynach pozakomoérko-
wych EC-SOD typu C wystepuje w niewielkich ilosciach
w postaci wolnej. Dozylne wstrzyknigcie heparyny pro-
wadzi do gwattownego wzrostu poziomu EC-SOD typu C
w surowicy, co wskazuje na jej uwolnienie z powierzchni
komorek [7]. O ile typy A i B EC-SOD obecne sa gtéwnie
w surowicy, to typ C EC-SOD moze wystgpowacé zaréwno
W postaci zwigzanej na powierzchni komoérek srédbtonka,
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do heparyny (C)

O Podjednostka bez powinowactwa
heparyny (A)

s T Mostek
| «— disiarczkowy
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Ryc. 3. Podjednostkowa budowa EC-SOD z podziatem na typy ze wzgledu na powinowactwo do heparyny

jak i w postaci wolnej w surowicy [91]. Wigzanie EC-SOD
na powierzchni komoérek srédbtonka jest efektywnym spo-
sobem ich ochrony przed O, powstajacym w przestrzeni
pozakomorkowe;j [53,54].

Heterogenne postacie EC-SOD (typy A i B) w osoczu sa
obecne dzigki proteolitycznemu odcigciu z enzymu do-
meny wiazacej heparyng [22]. Ostabia to interakcje tego
enzymu z proteoglikanami (siarczanem heparanu) na po-
wierzchni komorek i ze sktadnikami macierzy oraz przy-
spiesza przejscie przez naczynia wlosowate i limfatycz-
ne EC-SOD do krwiobiegu. Proces ten wiaze si¢ réwniez
z zamiang EC-SOD typu C w typ A lub B [97].

Dotad nie poznano proteazy odpowiedzialnej za odcigcie do-
meny wiazacej heparyng w EC-SOD. Dzialanie takie przy-
pisywane jest trypsynie [48]. W badaniach in vitro wykaza-
no, ze proteaza o takim dzialaniu jest furyna. Proteolityczne
odcigcie domeny wiazacej heparyng w EC-SOD z udzialem
furyny jest procesem dwuetapowym. W pierwszym etapie
furyna przecina EC-SOD wewnatrz zasadowego regionu
domeny wiazacej heparyng. Prawdopodobnie istnieja jesz-
cze inne wewnatrzkomodrkowe proteazy o podobnym dzia-
faniu do furyny, ktére réwniez uczestnicza w tym procesie.
Nastepnie wiacza sig karboksypeptydaza, ktéra usuwa po-
zostale reszty aminokwasow zasadowych (argininy, lizy-
ny), a na koncu C taricucha pozostaje kwas glutaminowy.
W konsekwencji tych przemian zmniejsza si¢ powinowac-
two EC-SOD do heparyny. Mutacja Arg213Gly sprawia,
ze EC-SOD jest odporna na dziatanie furyny.

Proces odcigcia domeny wiazacej heparyng EC-SOD za-
lezny od furyny wydaje si¢ miec istotny wptyw na tkanko-
wa lokalizacje i okres péitrwania enzymu, ktéry dla typu
C wynosi okoto 85 h, natomiast dla pozostatych typéw
tylko 7 h [13, 56].

Proteoliza EC-SOD typu C i nagromadzenie EC-SOD typu
A 1B w surowicy prowadzi do zaburzer statusu antyoksy-
dacyjnego w poszczegdlnych tkankach. W wyniku zmniej-
szenia powinowactwa do heparyny, EC-SOD pozbawiona
C-koricowego fragmentu, z powierzchni komoérek i macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej dostaje si¢ do krwiobiegu, przez
co naraza te struktury na uszkodzenia oksydacyjne.

Ostatnie doniesienia naukowe sugeruja, ze w wielu typach
komoérek EC-SOD moze réowniez wiazac sig z btong jadra
komorki. Pozwala to przypuszczaé, ze EC-SOD moze za-
pewnia¢ ochrong antyoksydacyjna dla DNA 1 biatek jadro-
wych. Proteoliza domeny wiazacej heparyng moze czgscio-
wo pozbawi¢ jadro ochrony antyoksydacyjnej i tym samym
spowodowac naruszenie integralnosci genomu i zaburzenia
ekspresji genéw bioracych udziat w odpowiedzi na zmia-
ny stanu redoks [48,86].

Funkcie EC-SOD

Pozakomoérkowa dysmutaza ponadtlenkowa unieczynnia
anionorodnik ponadtlenkowy w przestrzeniach migdzyko-
morkowych, w macierzy pozakomoérkowej oraz w naczy-
niach krwionosnych. Jest to mozliwe poniewaz wystgpuje
ona zar6wno w postaci zwigzanej z macierza pozakomor-
kowa, jak i wolnej, dzigki czemu moze chroni¢ powierzch-
ni¢ komorek, a takze wymiata¢ wolne rodniki ze Swiatta
naczyn krwionosnych [71].

Jest ona najwazniejszym enzymem antyoksydacyjnym, unie-
czynniajacym anionorodnik ponadtlenkowy w przestrzeni
pozakomorkowej. EC-SOD nie tylko katalizuje dysmuta-
cj¢ O, do nadtlenku wodoru, ale podobnie jak CuZnSOD
wykazuje rowniez aktywnos$¢ peroksydazowa.

EC-SOD Kkatalizujg reakcjg, w ktérej H,O, wykorzysty-
wany jako substrat, tworzy zwiazek przejsciowy (EC-
SOD Cu-OH"), gdzie rodnik hydroksylowy (OH") utlenia
histydyne w centrum aktywnym enzymu, co prowadzi
do jego inaktywacji. Utworzony zwiazek przejscio-
wy EC-SOD Cu-OH reaguje z anionem HCO,", ktéry
jest utleniany przez Cu-OH~ do rodnika weglanowego
CO,". Zwiazek ten ma wlasciwosci utleniajace i moze
wchod21c w reakcje z innymi zwiazkami. Natomiast
EC-SOD wraca do postaci aktywnej. Brak HCO," pro-
wadzi do inaktywacji EC-SOD przez nadtlenek wodo-
ru [122] (ryc. 4).

Niedawno wykazano, ze obecno$¢ kwasu moczowego
w osoczu krwi (juz w fizjologicznym st¢zeniu) zapobie-
ga inaktywacji EC-SOD i CuZnSOD przez nadtlenek wo-
doru. Powstajacy w reakcji rodnik moczanowy jest szyb-
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H,0,

Rodnik moczanowy

Q-

Kwas L-askorbinowy

ES-S0D [ > ES-S0D(Cu-0H)

Kwas moczowy

HCO,

Ryc. 4. Aktywnos¢ peroksydazowa EC-SOD

ko regenerowany w reakcji z kwasem L-askorbinowym do
kwasu moczowego [59].

Poniewaz katalaza i peroksydaza glutationowa — enzymy
rozktadajace H,O, znajduja sig¢ gléwnie wewnatrz komor-
ki, to EC-SOD spetnia dominujaca role w jego rozktadzie
poza komoérka. Jest to szczegdlnie istotne w homeostazie
uktadu naczyniowego i wskazuje, ze EC-SOD nie tylko
redukuje Srédmiazszowy O, ale réwniez zmniejsza ilos¢
nadtlenku wodoru [59,125].

Szczegdlng funkcja EC-SOD jest ochrona bioaktywnosci
NO w uktadzie naczyniowym i w tkance Srodmiazszowe;j
[65]. Tlenek azotu dyfundujac z komérek srédbtonka do
komoérek migsni gtadkich naczyn jest narazony na inakty-
wacje przez O,", do kt6rego ma duze powinowactwo. W re-
akcji tej powstaje toksyczny nadtlenoazotyn (ONOO"), kt6-
ry jest odpowiedzialny za nitrowanie reszt tyrozynowych
biatek, co prowadzi do zaburzenia ich funkcji i powoduje
dalsze uszkodzenia komérek. EC-SOD wymiatajac aniono-
rodnik ponadtlenkowy z przestrzeni pozakomdérkowej nie
tylko chroni komorki przed bezposrednimi uszkodzeniami
oksydacyjnymi, ale takze przed uszkodzeniami indukowa-
nymi przez pochodne rodnikéw tlenowych. Zapewnia to
prawidlowe funkcjonowanie proceséw regulowanych przez
NO, zwiazanych gtéwnie z przeptywem krwi przez naczy-
nia krwionosne. EC-SOD unieczynniajac anionorodnik po-
nadtlenkowy zwigksza dostgpnosé NO, ktéry w jej obec-
nosci moze dziata¢ jako czasteczka sygnatowa w uktadzie
krazenia [92].

Tlos¢ EC-SOD na powierzchni komérek i w naczyniach
krwionosnych zmienia si¢ w stanach chorobowych, co moze
Swiadczy¢ o jej roli w ich powstawaniu. Podwyzszenie
poziomu EC-SOD obserwowano u 0séb z chorobami ne-
rek, watroby oraz w cukrzycy. Natomiast obnizenie ilosci
EC-SOD stwierdzono w astmie oraz w niektérych choro-
bach ptuc. Z kolei w chorobach serca czy naczyn krwio-
no$nych nie zaobserwowano znaczacych zmian w pozio-
mie EC-SOD [4,55,57,109].

RecuLAcia ExsPres EC-SOD

W komoérkach mig$ni, naczyn krwionosnych i komérkach
pecherzykowych ptuc typu 2 cytokiny prozapalne, takie
jak IFN-y oraz IL-1 zwigkszaja ekspresje mRNA i biat-

ka EC-SOD, natomiast TNF-ot i IL-1a obniza ja [73,102].
W regionie promotorowym EC-SOD istnieje element re-
gulatorowy dla czynnika transkrypcyjnego NF-kf, ktéry
jest aktywowany przez dziatanie cytokin.

Ekspresja EC-SOD w komdrkach migsni gtadkich naczyn
krwiono$nych zwigksza si¢ rowniez pod wptywem wielu
czynnikéw wazoaktywnych (np. histamina, wazopresyna,
oksytocyna, endotelina 1, angiotensyna II i serotonina)
w sposéb zalezny od biatek G [34]. Heparyna i siarczan
heparanu réwniez zwiekszaja ekspresje EC-SOD, jednak-
Ze nie jest jasne czy dzieje si¢ to poprzez wigzanie z recep-
torem czy poprzez bezposrednie oddziatywanie z elemen-
tami promotora. Stopieni indukcji genu EC-SOD wydaje
si¢ zalezny od poziomu sulfatacji glikozoaminoglikanéw
(proteoglikanéw) [2,26].

Natomiast wszystkie czynniki wzrostowe obnizaja ekspre-
sj¢ EC-SOD poprzez oddziatywanie z receptorem o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej [103].

Z kolei, mechanizmem regulujacym poziom biatka EC-
SOD w naczyniach krwiono$nych jest internalizacja i de-
gradacja EC-SOD w komérkach srédbtonka [83].

Ekspresja EC-SOD moze by¢ regulowana réwniez przez
hormony (np. FSH, estrogeny), cAMP i wiele czynnikéw
utleniajacych np. hydrochinon, katechol, kumen, selen,
cynk, jony Fe* i Cu?** oraz wysokie ci$nienie parcjalne
tlenu [8,17,76,77,84,87]. Wykazano Ze, estrogeny powodu-
ja zwigkszenie ekspresji EC-SOD i MnSOD oraz sa odpo-
wiedzialne za stabilizacje mRNA EC-SOD. Mozna wigc
przypuszczaé, ze jednym ze sposobow w jaki estrogeny
chronia naczynia krwionos$ne jest ich dziatanie poprzez
pobudzenie ekspresji EC-SOD i MnSOD [104].

PoLimorrizv EC-SOD

W kazdej populacji u okoto 2% ludzi obserwowano w su-
rowicy wyzsza aktywnos¢ EC-SOD. Szczegétowe badania
przeprowadzone w Japonii i Szwecji wykazaty, ze ze wzgle-
du na poziom EC-SOD w surowicy mozna ludzi podzieli¢
na dwie grupy: z mata (120-400 ng/ml) i duza (powyzej
400 ng/ml) jej zawartoscia [4,5,98]. W przeprowadzonych
badaniach w Japonii wyodrebniono w badanej populacji
dominujaca grupg 0s6b (93,6% catosci) o matym stgzeniu
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EC-SOD i grupe z duzym stgzeniem EC-SOD (6,4% cato-
Sci) w surowicy. W grupie pierwszej, EC-SOD wykazywa-
ta heterogennos¢ pod wzglgedem powinowactwa do hepa-
ryny (typ A i B). Natomiast w grupie drugiej dominowat
typ C EC-SOD [5]. Duze stezenie EC-SOD w surowicy
0s0b z grupy drugiej i u jednego z ich rodzicéw wskazuje
na uwarunkowanie genetyczne [4]. Podobne badanie prze-
prowadzone na populacji szwedzkiej, réwniez wykazaty
wystgpowanie 0sob charakteryzujacych sig fenotypowym
wariantem EC-SOD ze zmniejszonym powinowactwem
do heparyny (typ A i B), co w rezultacie 10-krotnie pod-
wyzszato poziom tego enzymu w Surowicy.

Przeprowadzone badania z zastosowaniem technik biolo-
gii molekularnej wykazaty, ze jest to zwiazane z wystapie-
niem mutacji typu substytucji G-C, gdzie arginina w pozycji
213 jest zastapiona przez glicyng (Arg213Gly) w domenie
wiazacej heparyng kazdej podjednostki EC-SOD [29,98].
Mutacji towarzyszy zwigkszenie stgzenia EC-SOD w su-
rowicy. Wynika to ze zmniejszenia powinowactwa EC-
SOD do heparyny na powierzchni komérek srédbtonka
i co powoduje uwalnianie tego enzymu do swiatla naczyn
krwionosnych [3,9]. Nastgpstwa tej mutacji nie s do koni-
ca poznane. W wigkszosci przypadkéw, u oséb z mutacja
Arg213Gly, nie stwierdzano zadnych bezposrednich fizycz-
nych czy klinicznych zaburzein. Jednak obecnos¢ tej muta-
cji jest niebezpieczna dla chorych z cukrzyca i wymagaja-
cych hemodializy [119] poniewaz w trakcie przetaczania
krwi dochodzi u nich do utraty EC-SOD z krwiobiegu.
U ludzi z ta mutacja obserwuje si¢ takze przyspieszony
postep rozwoju wad nerek [120].

U ludzi oprécz wyzej opisanych mutacji rozpoznano i opi-
sano dwie dodatkowe mutacje w genie EC-SOD. Jedna to
zastapienie treoniny alaning w pozycji 40 na N-konicu EC-
SOD. Druga to cicha mutacja w pozycji aminokwasu 280.
Obecnie, mutacjom tym nie zostaty przypisane zadne ob-
jawy chorobowe [120].

Rora EC-SOD w UKLADZIE KRWIONOSNYM

Naczynia krwionosne ludzi, w poréwnaniu z tkankami (np.
migsnie szkieletowe) zawieraja wyjatkowo duze ilosci EC-
SOD, co wskazuje na jej istotng funkcj¢ wewnatrz scian
naczyn [51,59]. U ludzi EC-SOD jest dominujaca posta-
cig SOD i stanowi 70% catkowitej jej aktywnosci w na-
czyniach krwiono$nych, szczegélnie w $cianach tetnic.
Gléwnym Zrédiem tego enzymu w Scianie naczyn krwio-
nos$nych sa komorki migsni gtadkich. W naczyniach krwio-
nosnych EC-SOD wystepuje przede wszystkim w macierzy
pozakomorkowej i w mniejszym stopniu na powierzchni
komoérek srédbtonka, potaczona z proteoglikanami siarcza-
nu heparanu. Niewielkie ilosci EC-SOD wystepuja row-
niez w surowicy [50,89,91,101,116].

Mimo bardzo duzego zainteresowania rolag EC-SOD oraz
intensywnych badan, mechanizm dziatania EC-SOD w ukta-
dzie krwionosnym nie jest jeszcze do korica poznany. Uwaza
sig, ze EC-SOD, unieczynniajac anionorodnik ponadtlen-
kowy, pozwala na swobodne dziatanie tlenku azotu, ktéry
jest wyjatkowo wrazliwy na inaktywacje przez ten rodnik
[38,58,92]. Reaktywnos¢ NO z anionorodnikiem ponad-
tlenkowym znacznie przewyzsza stopiet dysmutacji tego
rodnika przez SOD [65]. EC-SOD jest obecna w duzych

ilosciach pomigdzy Srédbtonkiem a mig$niami gladkimi
otaczajacymi naczynia krwionosne [50,89,91]. Jest to ten
sam obszar, w ktérym NO dyfunduje od komérek wydzie-
lajacych go do komérek efektorowych (migsnie gtadkie).
Duza aktywnos¢ EC-SOD w tym regionie jest waznym
czynnikiem w utrzymaniu matych st¢zeri anionorodnika
ponadtlenkowego i tym samym zabezpieczania fizjologicz-
nej funkcji NO [92], dlatego EC-SOD przypisuje si¢ udziat
w regulacji napigcia naczyn krwionosnych. Jest to mozli-
we, poniewaz obecna w nich EC-SOD zwiazana z prote-
oglikanami siarczanu heparanu na powierzchni komoérek
srédbtonka, dysmutuje anionorodnik ponadtlenkowy, co
zapewnia prawidtowa relaksacje migsni gtadkich naczyn,
wywolywana przez NO [1].

Poniewaz ekspresja EC-SOD w naczyniach krwionosnych
jest bardzo duza to nawet przy silnym stresie oksydacyj-
nym nie brakuje tego enzymu [46]. Wydaje sig, ze regula-
cja syntezy NO i ekspresja EC-SOD sa ze soba powiazane
[6,37,45]. Wykazano wyrazny wptyw tlenku azotu na eks-
presj¢ EC-SOD. Zwigkszenie ekspresji EC-SOD przez NO
wydaje si¢ waznym mechanizmem dodatniego sprz¢zenia
zwrotnego, gdzie srédbtonkowy NO stymuluje ekspresje
EC-SOD w przylegajacych komérkach migs$ni gtadkich.
Mechanizm ten zabezpiecza NO przed degradacja przez
O,", podczas jego przemieszczania pomigdzy tymi dwoma
typami komoérek uktadu krwionosnego [33,113,121].

RoLa EC-SOD w FUNKCIONOWANIU PLUC

Pluca sa narzadem szczegdlnie wrazliwym na dziata-
nie wysokich stezen tlenu. Stres oksydacyjny towarzyszy
wielu chorobom uktadu oddechowego np. astmie, chro-
nicznym zapaleniom ptuc, chorobom miazszu ptuc, sa-
moistnym zwitdéknieniom ptuc i ziarnicy, ztos§liwym no-
wotworom ptuc [11,18,23,39,89,108]. Ptuca sa chronione
przed dziataniem reaktywnych form tlenu (RFT) i ich po-
chodnych przez wiele antyoksydacyjnych mechanizmdéw.
Utrzymanie réwnowagi pomig¢dzy wolnymi rodnikami
tlenowymi/wolnymi rodnikami azotowymi, a antyoksy-
dantami w ptucach jest niezbedne do prawidlowego funk-
cjonowania tego narzadu. Jest to bardzo wazne, poniewaz
drogi oddechowe bardziej niz inne tkanki sga narazone na
duze stgzenia tlenu [91]. Wytwarzanie matych ilosci wol-
nych rodnikéw tlenowych/wolnych rodnikéw azotowych
jest bardzo istotne do prawidtowych funkcji fizjologicz-
nych w ptucach: rozluzniania mig$ni gtadkich w drogach
oddechowych i naczyniach krwiono$nych oraz odpowie-
dzi immunologicznej. Zaburzenie réwnowagi oksydant/
antyoksydant w ptucach jest uwazane za gtéwna przyczy-
n¢ rozwoju wielu choréb drég oddechowych. Szczegdlna
role¢ w modulowaniu lub zapobieganiu choréb ptuc peini
migdzy innymi EC-SOD. Jest ona najwazniejszym poza-
komérkowym enzymem antyoksydacyjnym w tkance ptuc-
nej. Jej szczegdlna rola w ochronie ptuc przed RFT zosta-
a potwierdzona w wielu do§wiadczeniach in vitro oraz in
vivo [16,28,70].

EC-SOD ulega selektywnie ekspresji tylko w niektérych
komérkach ptuc, tj. nablonku oskrzeli, srédbtonku na-
czyn krwionosnych, komoérkach pecherzykéw ptucnych
typu 2, makrofagach pecherzykéw [28,107]. Takie precy-
zyjne umiejscowienie EC-SOD moze §wiadczy¢ o jej swo-
istych funkcjach: ochronie przed stresem oksydacyjnym
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sktadnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej, takich jak ko-
lagen, a takze o regulacji sygnatéw komérkowych, ktore sa
przekazywane i modulowane przez RFT [89].

W plucach ludzi EC-SOD jest umiejscowiona gtéwnie
w macierzy zewnatrzkomoérkowej naczyn, drég oddecho-
wych i przegrody ptucnej. W mniejszych ilosciach wyste-
puje wewnatrz komoérek nabtonka oskrzeli i makrofagéw
pecherzykdéw, zwigzana z kolagenem typu I dookota naczyn
drég oddechowych i przegrody ptucnej [24,63,89].

W fizjologicznych warunkach poziom EC-SOD w ptu-
cach wystarcza do unieczynnienia powstajacego w prze-
strzeni pozakomoérkowej anionorodnika ponadtlenkowego.
W stanach patologicznych (stany zapalne drég oddecho-
wych) czgsto wystgpuje jego nadmiar, co moze odgrywac
wazng role zarowno w zmniejszaniu biodostgpnosci tlen-
ku azotu, jak i prowadzi¢ do uszkodzern wywotanych nad-
miarem RFT [12].

Skutkiem stanéw zapalnych w plucach jest wyrazne ob-
nizenie poziomu EC-SOD, co zwigzane jest z naplywem
neutrofiléw do ogniska zapalnego. Proteazy wydzielane
z neutrofiléw powoduja odcigcie fragmentu C-koficowego
EC-SOD i uwolnienie enzymu z macierzy zewnatrzkomor-
kowej tkanki ptucnej do ptynu nawilzajacego pecherzyki
plucne. Ponadto, powstajacy anionorodnik ponadtlenkowy
indukuje wydzielanie kolagenaz przez neutrofile, co zapo-
czatkowuje degradacje¢ kolagenu. Prowadzi to do nasilenia
odpowiedzi zapalnej [14,75,99]. Wymiatanie anionorod-
nika ponadtlenkowego przez EC-SOD moze wspomagac
rozluznianie mig$ni gtadkich w naczyniach ptucnych lub
drogach oddechowych oraz zapobiega¢ degradacji tkanki
plucnej i tym samym ostabiaé reakcje zapalne.

Rora EC-SOD w FUNKCIONOWANIU MOZGU

Badania dotyczace roli EC-SOD w mézgu byty przepro-
wadzane gtéwnie na modelach zwierzgcych (mysich oraz
szczurzych). W badaniach tych wykazano, ze EC-SOD
znajduje si¢ gtéwnie w hipokampie i prazkowiu. Jej obec-
no$¢ stwierdzono réwniez w ptynie mézgowo-rdzeniowym.
Ekspresje EC-SOD obserwowano in vitro takze w komor-
kach glejowych i astrocytach. Ekspresja EC-SOD w mé-
zgu, w poréwnaniu z innymi organami myszy jest mata
[68,79,81,88].

Wazna rolg w obronie antyoksydacyjnej mézgu petnia tak-
ze astrocyty. Neuroprotekcyjna rola astrocytéw jest zwigza-
na m.in. z aktywnoscia EC-SOD, ktéra uzupetnia dziatanie
innych enzymatycznych i nieenzymatycznych antyoksy-
dantéw [59,118].

W warunkach hiperoksji, zwe¢zenie naczyn krwionosnych
w mozgu zmniejsza ilosci tlenu dostarczanego do mézgu
i czgSciowo w ten sposOb chroni mézg przed nadmiernym
natlenieniem tkanki. Z kolei NO dziatajac jako srodek roz-
szerzajacy naczynia moze znosi¢ dziatanie zwezajace tle-
nu, tym samym zwigkszajac natlenienie mézgu i prowadzic¢
do stresu oksydacyjnego oraz zwiazanych z nim konse-
kwencji dla mézgu.

W warunkach hiperoksji mézgu EC-SOD podwyzsza bio-
dostgpnosé NO, co powoduje zwigkszenie doptywu krwi
do mézgu i nasila stres oksydacyjny w tkance mézgowe;j
[19]. Podawanie inhibitora syntazy tlenku azotu N-nitro-
L-argininy, zdecydowanie zmniejszato toksycznos¢ tlenu
w o.u.n. u myszy [88].

Wydaje sig, ze do prawidlowego funkcjonowania mézgu
musi by¢ zachowana réwnowaga pomi¢dzy oksydantami

i antyoksydantami.

EC-SOD )aKo cZYNNIK TERAPEUTYCZNY

Poniewaz aktywnos¢ EC-SOD jest obnizona w wielu cho-
robach, wydaje sig, ze moze by¢ ona potencjalnym celem
w terapii antyoksydacyjnej. Istnieja przekonywajace dane
doswiadczalne dotyczace jej zastosowania. Czas pottr-
wania EC-SOD w naczyniach krwionosnych wynoszacy
okoto 20 h i duze powinowactwo EC-SOD do siarczanu
heparanu w Scianach naczyfi wskazuja, ze podawanie re-
kombinowanej EC-SOD (rEC-SOD) moze przeciwdziataé
zaburzeniom zwigzanym z nasilonym wytwarzaniem anio-
norodnika ponadtlenkowego [40,56,60,106].

W wielu badaniach wykazano przydatnos¢ EC-SOD w te-
rapii i zapobieganiu takich choréb jak artretyzm, zatrucia
watroby, choroba wiericowa, patologia naczyii krwiono-
$nych mézgu itp. [44,61,62,78,108]. Badano réwniez przy-
datno$¢ EC-SOD w terapii genowej, jako czynnika chro-
nigcego komorki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi
[44]. Zdolnos¢ EC-SOD do wiazania si¢ z powierzchnia
komorek pozwala na lepsza ochrong Scian naczyn krwio-
nosnych i serca niz inne izoformy SOD podawane dozyl-
nie, poniewaz nie moga one przenikaé do przestrzeni mig-
dzykomorkowej. Natomiast EC-SOD podawana w postaci
wirusowego wektora jest jedyna izoforma SOD, ktdra jest
naturalnie wydzielana z komorek, a wigc jest wyjatkowo
dobrze przystosowana do wytwarzania w watrobie i trans-
portu w organizmie [95,108].

Terapia genowa z zastosowaniem EC-SOD daje szerokie
mozliwosci ochrony uktadu krwionosnego przed miazdzy-
ca, a w szczegblnosci przed zawalem serca. Ma to istot-
ne znaczenie dla rozwoju nowych strategii kardioprotek-
cji [93,95].

Istnieja dane, ze wykorzystanie transferu genu EC-SOD do
komoérek watroby wyraZnie zmniejsza uszkodzenia i ne-
krozg komoérek watroby wywotane przez paracetamol [61].
Zastosowanie terapii genowej z uzyciem EC-SOD w lecze-
niu reumatyzmu, réwniez byto korzystne poniewaz redu-
kowato kliniczne objawy chorobowe [44].

Mozliwo$¢ modyfikowania poziomu i aktywnosci EC-SOD
w organizmie moze okazac si¢ uzyteczne w leczeniu wielu
chréb. Z kolei lepsze poznanie i zrozumienie roli EC-SOD
w patogenezie choréb powinno dostarczy¢ wiedzy o poten-
cjalnych terapeutycznych mozliwosciach EC-SOD.
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