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Streszczenie

Réwnowaga pomiedzy aktywnoscig wolnych rodnikéw
i antyoksydantéw jest kluczowym elementem w regu-
lacji takich proceséw komoérkowych, jak wzrost, rozwoj,
réznicowanie oraz funkcje metaboliczne. Uwaza sie, ze
zaburzenie tego stanu (stres oksydacyjny) moze lezec
u podloza wielu choréb oraz przemian zwiazanych z pro-
cesami starzenia si¢ organizmu, prowadzac do powsta-
wania uszkodzefi na poziomie molekularnym, komor-
kowym i tkankowym.

Celem niniejszej pracy pogladowej jest przesledzenie ak-
tualnych doniesien na temat funkcji enzyméw zaanga-
zowanych w mechanizmy ochrony antyoksydacyjnej,
a takze znaczenia opisywanych w ich obrebie wariantéw
genetycznych w patogenezie licznych choréb. Udzial po-
szczegblnych polimorfizméw genetycznych i mutacji
w obrebie tych gendéw w rozwoju wielu choréb soma-
tycznych zostal juz dobrze udokumentowany.
Obecnie coraz wigcej uwagi poswieca si¢ mozliwos$ci
udziatu tych samych mechanizméw w rozwoju zaburzen
neurologicznych i psychiatrycznych. Szczegdlnie istot-
ne wydaja sie badania nad patogeneza chordb psychicz-
nych, ze wzgledu na wciaz niedostateczna wiedze na te-
mat ich przyczyn. Korzystajac z zasobéw baz HGMD
(Human Gene Mutation Database) i OMIM (Online Men-
delian Inberitance in Man), a takze z aktualnego pi$mien-
nictwa §wiatowego udostepnianego przez serwis Pub-
Med, autorzy pracy starali sie podsumowac najwazniejsze
doniesienia dotyczace wplywu poszczegélnych warian-
téw gendéw dla bialek zaangazowanych w procesy ochro-
ny antyoksydacyjnej na fenotyp kliniczny.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, polimorfizmy ge-

netyczne, mutacje

Znaczenie polimorfizméw genetycznych
dla ksztattowania fenotypu organizmu
Z badan molekularnych wynika, ze zmien-

nosci genetyczne wystepuja ze stosunkowo du-
23 czestoscia, a SNPs (ang. single nucleotide poly-

Abstract

The balance between free radicals and antioxidants
activities is the crucial element in the regulation of many
processes such as cell growth, development,
differentiation and metabolism. It is assumed that
dysregulation of that state (oxidative stress) may lead to
many diseases and alterations connected with aging,
being the cause of molecular, cellular and tissue
malfunctions.

The aim of this review is to provide insight into the
actual reports concerning the function of enzymes
involved in the antioxidant defense and the importance
of their particular genetic variants in pathogenesis of
many disorders. The fact that certain SNPs and
mutations in these genes may be the key event in the
pathogenesis of many somatic disorders is now well
documented and unquestionable. Currently major efforts
are taken to test the possibility whether the same
mechanisms may be involved in the pathogenesis of
neurological and psychiatric diseases. Which is especially
important for the latter because of the fact that the
origins of these conditions are still mostly uncertain.
Using the HGMD (Human Gene Mutation Database)
and OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
databases as well as the plethora of sources provided by
PubMed, the authors of these review made an effort to
summarize the most important reports concerning the
influence of genetic variations in the genes coding
proteins which are involved in antioxidant defense
mechanisms on human phenotype.

Key words: oxidative stress, genetic polymorphisms,
mutations

morphisms) stanowia ok. 90% wszystkich réznic
w sekwengji kodu genetycznego. Zakladajac, ze
w ludzkim genomie wystepuje kilka milionéw
takich polimorfizméw, z czego pewna czes¢
— w regionach kodujacych lub regulatorowych,
jest wysoce prawdopodobne, ze wieckszo$¢ ge-
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néw jest no$nikami zmiennosci o potencjalnym

znaczeniu biologicznym. Znaczaca wigkszo§¢

SNPs nie wplywa w sposéb znaczacy na feno-

typ. Potencjalnie znaczace moga by¢ te zmiany

w genotypie, ktore wplywaja bezposrednio na:

* aktywno$¢ regionéw promotorowych (muta-
¢je w regionach regulatorowych),

* funkgje bialek (mutacje powodujace zamiang
jednego aminokwasu na inny),

* stabilno$¢ mRNA (zmiany w obrebie nieko-
dujacych sekwencji egzonalnych),

* zaburzenia/zmiennosci splicingu (mutacje

w intronach).

Wykazanie mozliwego wplywu danego po-
limorfizmu na fenotyp wymaga potwierdzenia
w postaci jego skorelowania ze zmienionym ste-
zeniem danego biatka badz jego aktywnosci.

W przypadku badan nad podlozem gene-
tycznym stresu oksydacyjnego, znaczenie bio-
logiczne stwierdzonych odrebno$ci powinno by¢
okreslone w odniesieniu do bezpo$rednich
wskaznikow stresu oksydacyjnego, takich jak:
* pomiar uszkodzen tkankowych,

* poziom tworzenia wolnych rodnikéw,

* potencjal antyoksydacyjny,

* poziom odpowiednich czynnikéw transkryp-
cyjaych.

Geny ochrony antyoksydacyjnej,
ich wtasciwosci i polimorfizmy

Dysmutaza ponadtlenkowa 1

Gen SOD1 zawiera sekwencje dla dysmuta-
zy ponadtlenkowej 1 — gtéwnego cytoplazma-
tycznego biatka enzymatycznego, ktére katali-
zuje  reakcje dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i tlenu
czasteczkowego, zapewniajac w ten sposdb
ochrone przed szkodliwym dziataniem rodnikéw
tlenowych (Niwa i wsp. 2007). Rozpuszczalne
biatko SOD1 jest metaloproteina, sktadajaca sie
z czesci biatkowej (apoenzymu) oraz katalitycz-
nej grupy prostetycznej w postaci atomow cyn-
ku i miedzi. Gen dla tego biatka mapowany jest
na chromosomie 21q22 (Sherman i wsp. 1983).
W bazie HGMD (Human Gene Mutation Data-
base) jest obecnie zarejestrowanych 110 mutacji
w obrebie tego genu, z czego wiekszo$¢ wigze
sie z wystepowaniem rodzinnej postaci stward-
nienia zanikowobocznego — FALS (ang. familial
amyotrophic lateral sclerosis), a kolejne 3 stanowia
podloze molekularne schorzenia neuronéw ru-
chowych — MND (ang. motor neurone disease)
(http:www.hgmd.cf.ac.uk). Z poznanych do-
tychczas mutacji w CuZnSOD 96 stanowia sub-

stytucje nukleotydéw (typu missense lub nonsen-
se), 10 — mutacje typu indels (insercje lub dele-
gje), a 4 — powoduja zaburzenia procesu sktada-
nia genéw (splicingu).

Grupa Rosena (Rosen i wsp. 1993) jako jed-
na z pierwszych zajela si¢ badaniem mozliwych
zwiazkéw pomiedzy wystepowaniem mutacji
w regionie kodujacym SOD1 a rozpoznaniem
FALS, wykazujac wéréd 13 przebadanych ro-
dzin 11 réznych mutacji typu missense. Rok p6z-
niej ten sam zespot (Rosen i wsp. 1994) potwier-
dzil, Ze najczeSciej rozpoznawana mutacja
w przypadkach FALS jest tranzycja A na G, po-
wodujaca zastgpienie glutaminianu glicyna
i wigzaca sie z klinicznie ciezkim przebiegiem
choroby. Badacze ci przedstawili takze dwa al-
ternatywne mechanizmy prowadzace do rozwo-
ju zmian charakterystycznych dla FALS
— zmniejszenie aktywnosci SOD1, powodujace
akumulacje toksycznych rodnikéw nadtlenko-
wych, badz zwiekszenie aktywnosci biatka en-
zymatycznego, skutkujace wzmozona produk-
¢ja nadtlenku wodoru i wysoce toksycznych
rodnikéw hydroksylowych, ktére moga powsta-
waé w trakcie reakcji nadtlenku wodoru z me-
talami, takimi jak zelazo (Rosen i wsp. 1993).
Dotychczasowe badania nie potwierdzaja obec-
nosci zwiazku pomiedzy stwierdzanymi muta-
¢jami SOD1 a wystepujacymi sporadycznie po-
staciami ALS (ang. amyotrophic lateral sclerosis)
(Broom i wsp. 2004), stanowiacymi ponad 90%
wszystkich rozpoznawanych przypadkow.

Myszy transgeniczne wykazujace wysokg eks-
presje ludzkiego enzymu SOD1 rozwijaja spek-
trum zmian neurodegeneracyjnych w obrebie
OUN, obejmujace pogrubienie i wakuolizacje
mitochondriéw, degeneracje aksonéw oraz uby-
tek motoneuronéw rdzeniowych z towarzyszg-
cymi tagodnego stopnia zaburzeniami ruchowy-
mi (Jaarsma 1 wsp. 2000).

Zidentyfikowano cztery rézne izoformy mo-
zgowego enzymu SOD1, z kt6rych jedna (izo-
forma pI 5,0) ulega selektywnej akumulacji
w badanych preparatach tkanki mézgowej pa-
cjentéw z choroba Alzheimera (ang. Alzheimer
disease — AD) i chorobg Parkinsona (ang. Par-
kinson disease — PD) (Choi i wsp. 2005). Wyka-
zano, ze cysteina w pozycji 146, ktora jest jed-
nym z najczestszych miejsc mutacji w obrebie
SOD1 obserwowanych w FALS, ulega oksyda-
¢ji do kwasu cysteinowego w mézgach oséb
z AD i PD. Caltkowity poziom izoform SOD1
jest znaczaco zwigkszony zaréwno w AD, jak
iw PD. W AD obserwuje si¢ ponadto obecnos¢
agregatow SOD1, zwigzanych z amyloidowy-
mi plytkami starczymi oraz obszarami zwyrod-
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nienia wlékienkowego, co moze sugerowac
obecnos¢ udzialu wspélnych lub naktadajacych
sie¢ mechanizméw patogenetycznych w FALS
oraz AD 1 PD.

Dysmutaza ponadtlenkowa 2

Kodowana przez gen SOD2 dysmutaza po-
nadtlenkowa 2 jest indolofenolooksydaza, za-
wierajacg w swojej czasteczce centrum aktyw-
ne w postaci atomu manganu. Jej lokalizacja
komoérkowa obejmuje mitochondria, gdzie sta-
nowi pierwszg lini¢ obrony przeciwko nadtlen-
kom powstajacym jako produkt posredni w pro-
cesie fosforylacji tlenowej. W odréznieniu
od biatka SOD1, ktére stanowi homodimer,
biatko SOD2 funkcjonuje jako tetramer ztozo-
ny z czterech 196-aminokwasowych fancuchéw.
Kodowane jest przez pojedynczy gen zlokalizo-
wany na chromosomie 6q25.3-qter (Church
iwsp. 1992).

Opisano jedynie dwie mutacje w obrebie genu
dla SOD2 (http: www.hgmd.cf.ac.uk). Najwie-
cej uwagi poSwieca sie tranzycji C47T, ktéra skut-
kuje zastapieniem alaniny (GCT) waling (GTT)
w kodonie 16 (Rosenblum i wsp. 1996). Geno-
typ SOD2-VV (homozygotyczno$¢ alleli waliny
vs alaniny) wykazuje zwigzek z wystepowaniem
sporadycznej postaci idiopatycznej kardiomiopa-
tii rozstrzeniowej — IDC (ang. nonfamilial idiopa-
thic dilated cardiomyoparhy) (Hiroi i wsp. 1999), ne-
fropatii w przebiegu cukrzycy typu 2 (Nomiyama
i wsp. 2003), a takze wiaze sie z kardiomiopatia
w przebiegu rodzinnej hemochromatozy — HH
(ang. hereditary hemochromatosis) w mechanizmie
zaleznym od nadmiernej akumulacji zelaza oraz
zaburzonej oksydacji zwigzanej ze zmniejszona
aktywnoscia enzymu SOD2 (Valenti i wsp. 2004).
Genotypowi SOD2-AA najczesciej przypisuje sie
zwiazek ze zwigckszonym ryzykiem rozwoju no-
wotworow jelita grubego (Stoehlmacher i wsp.
2002), prostaty (Woodson i wsp. 2003), choro-
by Parkinsona (Shimoda-Matsubayashi i wsp.
1996) czy sporadycznej postaci schorzenia neuro-
n6w ruchowych (Van Landeghem i wsp. 1999).
Nie potwierdzily si¢ wczesniejsze obserwacje, aby
powyzszy genotyp stanowit niezalezny czynnik
ryzyka rozwoju nowotworéw piersi (Egan i wsp.
2003; Millikan i wsp. 2004).

W badaniu grupy Li (Li i wsp. 1995) myszy
z inaktywowanym genem umieraly w 10. dobie
zycia na skutek kardiomiopatii, akumulacji lipi-
déw w komoérkach watroby i miesni szkieleto-
wych oraz cigzkiej kwasicy metabolicznej.

Znokautowane myszy poddane dziataniu mi-
metyku SOD2 (MnTBAP) przezywaly, jednak-
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ze rozwijaly sie u nich ciezkie zaburzenia moto-
ryczne, znajdujace odzwierciedlenie w badaniach
neuropatologicznych, w postaci zwyrodnienia
gabczastego kory i jader pnia mézgu oraz waku-
olizagji i gliozy — podobnych do obserwowanych
w przebiegu zaburzen 0 udowodnionym zwigz-
ku z zaburzeniami mitochondrialnymi, takich jak
choroba Leigha czy Canavana (Melov i wsp.
1998). Autorzy uznali ten fakt za posredni do-
wdéd na udzial wolnych rodnikéw tlenowych
w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych
i prawdopodobny zwigzek mutacji SOD z ich
wystepowaniem. Najnowsze badania nie potwier-
dzajg jednak zwiazku wystepowania polimorfi-
zmu C47T ze zwigkszonym ryzykiem wystepo-
wania chorobyParkinsona (Farin i wsp. 2001) czy
choroby Alzheimera (Ventriglia i wsp. 2005).
Prébujac okresli¢ mozliwy udzial powyzszego po-
limorfizmu z wystgpowaniem schizofrenii, uzy-
skano poczatkowo zachecajace rezultaty, potwier-
dzajgce czestsze wystepowanie genotypu
SOD2-AA wsrdd pacjentéw z tym rozpoznaniem
(Akyol i wsp. 2005), a takze rzadziej obserwo-
wane pézne dyskinezy w tej grupie (Hori i wsp.
2000). Najnowsze badania przeprowadzone
w populagji azjatyckiej nie potwierdzaja istnie-
nia takiej zaleznosci (Pae i wsp. 2007).

Dysmutaza ponadtlenkowa 3

Zlokalizowana pozakomérkowo dysmutaza po-
nadtlenkowa 3 (SOD3) jest tetrameryczna gliko-
proteing wydzielniczg, zawierajaca w swojej cza-
steczce zardwno miedz, jak i cynk. Biatko to
W najwyzszym stezeniu obecne jest w osoczu, lim-
fie oraz plynie mazidéwkowym. W odréznieniu
od pozostatych izoform SOD, SOD3 ma unikal-
ng wlasciwos¢ wigzania sie na powierzchni komo-
rek endotelium, umozliwiajac w ten sposob eli-
minacj¢ wolnych rodnikéw generowanych przez
NADP-zalezne systemy oksydacyjne neutrofili.
Gen dla SOD3 mapowany jest w regionie chro-
mosomu 4p15.3-p15.1 (Stern i wsp. 2003).
Transwersja C760G powodujaca zamiang w ko-
donie 213 z CGG (arginina) na GGG (glicyna)
jest odpowiedzialna za obserwowane u czesci po-
pulacji zwigkszenie stezenia SOD3 w surowicy
— prawdopodobnie wskutek zmniejszenia jej po-
winowactwa do heparyny (Sandstrom i wsp.
1994). W prospektywnym badaniu populacyj-
nym (Juul i wsp. 2004) wykazano zwiazek tego
polimorfizmu (213Gly), powodujacego uposle-
dzenie ochrony antyoksydacyjnej, z wystepowa-
niem choroby niedokrwiennej serca, z ryzykiem
ok. 1,5 raza wyzszym u heterozygot w por6wna-
niu z osobnikami o genotypie 213Arg.
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Ryc. 1. Najwazniejsze enzymy komérkowe odpowiedzialne za eli-
minacje wolnych rodnikéw tlenowych lub zwigkszenie pojem-
nosci antyoksydacyjnej (SOD — dysmutaza ponadtlenkowa, CAT
- katalaza, GPX — peroksydaza glutationowa, GSR — redukta-
za glutationowa, GLC — ligaza y-glutamylo-cysteinylowa)

Peroksydaza glutationowa 1

Peroksydaza glutationowa 1 (GPX1) jest jed-
nym z kilku bialek spotykanych u wyzszych kre-
gowcdw, zawierajacych w miejscu katalitycznym
unikatowy aminokwas wiazacy selen — selenocy-
steing. Enzym ten jest zaangazowany w procesy
detoksyfikacji nadtlenku wodoru, a jego najwick-
sze ilosci wystepujg w erytrocytach, komoérkach
nerek i watroby. Lokalizacja genu dla GPX1 to
chromosom 3p21.3 (Kiss i wsp. 1997). Wykaza-
no (Moscow i wsp. 1992) obecno$¢ polimorficz-
nej sekwencji w obrebie egzonu 1 genu dla GPX1
o charakterze réznej liczby powtdrzen sekwencji
GCG. Poszczegdlne allele wystepuja z rézna cze-
sto$cia w populacji. Nie udowodniono, aby wy-
stepowanie ktéregokolwiek z nich wiazalo sie ze
zmniejszona aktywnoscig genu (Shen i wsp.
1994). W obrebie omawianych alleli wykazano
réwniez obecno$¢ trzech réznych substytucii nu-
kleotydowych, z ktérych jedna skutkuje zamiang
aminokwasu w pozydji 198 (Pro198Leu) (Moscow
i wsp. 1994). Duzo uwagi po$wieca sie mozliwej
roli genotypu GPX1 w patogenezie nowotwo-
réw. Badajac powyzszy polimorfizm (Pro198Leu),
wykazano, ze czestotliwo$¢ wystepowania allelu
198Leu jest silnie skorelowana ze wzrostem ryzy-
ka rozwoju nowotworéw pluc (Ratnasinghe i wsp.
2000) oraz piersi (Hu i Diamond 2003). Wyka-
zano takze, ze w przebiegu rozwoju licznych no-
wotworéw, m.in. pluc, piersi, glowy i szyi, moze
dochodzi¢ do utraty heterozygotycznosci (ang. loss
of heterozygosity — LOH) w locus dla GPX1 (Hu
iwsp. 2004; Hu i Diamond 2003; Moscow i wsp.
1994). Zjawisko utraty regionéw chromosomal-
nych, bedacych no$nikami dla genéw supresoro-
wych, jest kluczowym etapem w rozwoju nowo-
tworéw nablonkowych i mezenchymalnych,
a stwierdzenie utraty heterozygotyczno$ci w da-

nym /ocus moze by¢ czutym markerem rozpoczy-
najacej si¢ kancerogenezy (Weinberg 1994).

Badania na modelach zwierzecych potwier-
dzaja protekeyjna role peroksydazy glutationowej
w stosunku do dzialania stresu oksydacyjnego.
Znokautowane myszy wykazuja m.in. wigksza
wrazliwo$¢ na dziatanie oksydantéw (de Haan
i wsp. 1998) oraz szybsza progresje zmian zwig-
zanych z ich dzialaniem (Reddy i wsp. 2001). Pra-
widlowa ekspresja genu GPX1 zapobiega rozwo-
jowi zapalenia mie$nia sercowego u myszy
poddanych dzialaniu czynnikéw wirusowych
(Beck i wsp. 1998), a nadekspresja — niekorzyst-
nemu remodelingowi mie$nia sercowego oraz roz-
wojowi jego niewydolnosci po epizodach niedo-
krwiennych (Shiomi i wsp. 2004). Potwierdzono
(Blankenberg i wsp. 2003), ze poziom aktywno-
$ci tego enzymu jest takze waznym czynnikiem
predyktorowym epizodéw sercowo-naczyniowych
u ludzi. Obserwacje zwierzat ze zwigkszong eks-
presja bialka GPX1 potwierdzily takze jego moz-
liwy udzial w rozwoju insulinoopornosci. W po-
rébwnaniu z myszami z prawidlowa ekspresja
enzymu, badane zwierzeta wykazywaly objawy
hiperglikemii, hiperinsulinemii oraz zwigkszone
stezenie leptyny, wicksza mase ciala i wyzszg za-
warto$¢ tluszczu w tkankach (McClung i wsp.
2004).

Peroksydaza glutationowa 2

Cytozolowa selenozalezna peroksydaza glu-
tationowa 2 (GPX2) ulega ekspresji gtéwnie
w tkankach przewodu pokarmowego i odgry-
wa kluczowa role protekcyjna w stosunku
do toksycznych nadtlenkéw lipidowych (Chu
i wsp. 1993). Gen dla GPX2 skfada si¢ z dwoch
egzondw oraz pojedynczego intronu wielkosci
2,6 kb i jest mapowany na chromosomie
14q24.1 (Chu i wsp. 1996). Opisano dwa poli-
morfizmy w obrebie intronu — pojedynczg trans-
wersje A na T na koficu 5’ oraz mikrosatelitar-
ng sekwencje powtérzen TC na koncu 3’ (Chu
i wsp. 1996). Do tej pory nie potwierdzono ich
znaczenia funkcjonalnego.

O protekcyjnej funkgji tego enzymu w stosun-
ku do dzialania toksycznych rodnikéw tlenowych
moga posrednio $wiadczy¢ wyniki badan na zwie-
rzetach. U myszy ze znokautowanymi genami
dla GPX1 oraz GPX2 znacznie cze$ciej rozwija-
ja si¢ w jelitach zmiany o charakterze zapalnym
lub nowotworowym na podlozu mutacji gene-
tycznych o typie mikrodelecji lub powtérzen po-
jedynczych nukleotydéw — ktére sa najczesciej
opisywane jako zwigzane z dzialaniem stresu
oksydacyjnego (Lee i wsp. 2000).
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Peroksydaza glutationowa 3

Peroksydaza glutationowa (GPX3) jest obec-
na gléwnie w osoczu, w mniejszym stopniu ule-
ga ekspresji takze w nerkach, ptucach, sercu,
sutku, watrobie (wylacznie u czlowieka) i tozy-
sku (Chu i wsp. 1992). Ma wlasciwosci reduko-
wania nadtlenkéw wodorowych, pochodzacych
z lipidéw zlozonych, takich jak np. fosfatydylo-
cholina, cho¢ ze znacznie mniejsza efektywno-
$cia w poréwnaniu z GPX4 (Brigelius-Flohe
1999). Gen dla GPX3 sktada sie z trzech egzo-
néw i mapowany jest na chromosomie 5q32-
-q33.1 (Chu 1994). Nie opisywano zadnych po-
limorfizméw w obrebie tego genu.

Peroksydaza glutationowa 4

Fosfolipidowa wodoronadtlenkowa peroksy-
daza glutationowa (ang. phospholipid hydropero-
xide glutathione peroxidase — PHGPX, czyli
GPX4) jest wykrywalna w wickszosci tkanek
zardwno w postaci cytozolowej, jak i zwigzanej
z blonami komoérkowymi. W odréznieniu
od pozostaltych peroksydaz glutationowych, kt6-
re majg postal tetrameryczna, GPX4 jest mo-
nomerem. Niewielkie rozmiary oraz wlasciwo-
$ci hydrofobowe czasteczek GPX4 sprawiaja, ze
sprawdzaja si¢ one jako reduktory utlenowa-
nych fosfolipidéw (Ursini i wsp. 1985) i chole-
sterolu (Thomas i wsp. 1990) bton komédrko-
wych. Gen dla GPX4 sklada sie z siedmiu
egzondw i mapowany jest na chromosomie
19p13.3 (Kelner i Montoya 1998). Dotychczas
scharakteryzowano potencjalnie alternatywny,
tkankowo-specyficzny pierwszy egzon (Kelner
i Montoya 1998). Badania na modelach zwie-
rzecych potwierdzajg udzial GPX4 w zapobie-
ganiu rozwojowi apoptozy wywolanej dziata-
niem stresu oksydacyjnego, gléwnie poprzez
katalizowanie procesu usuwania hydroksylowa-
nych fosfolipidéw (kardiolipiny) (Ran i wsp.
2004) z wnetrza mitochondriéw i wynikajace
z tego hamowanie uwalniania cytochromu c
(Nakagawa 2004). Biatko GPX4 warunkuje
takze prawidlowy przebieg procesu generowa-
nia ATP poprzez utrzymywanie prawidtowego
potencjatu blon mitochondrialnych w warun-
kach dzialania stresu oksydacyjnego (Liang
i wsp. 2007).

Badania histopatologiczne jader samcéw my-
szy transgenicznych, wykazujacych wzmozona
ekspresje GPX4 w okresie wczesnego réznico-
wania komérek plciowych, ujawnity wiele cech
wskazujacych na zaburzony przebieg sperma-
togenezy oraz obnizona plodnos¢ tych osobni-
kéw (Puglisi i wsp. 2007).
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Selenoproteiny

Selen, bedacy jednym z najistotniejszych pier-
wiastkéw §ladowych w organizmie, wbudowuje
sie w strukture selenocysteiny — kluczowego ami-
nokwasu wszystkich selenoprotein. Opisano co
najmniej 12 réznych bialek zawierajacych w struk-
turze selen. Selenoproteiny stanowia centra aktyw-
ne wielu enzyméw zaangazowanych w procesy
ochrony antyoksydacyjnej, metabolizmu hormo-
néw tarczycy czy obrony przeciwwirusowej. Wiek-
szo$¢ biatek tej grupy nalezy do rodziny peroksy-
dazy glutationowej lub dejodynazy jodotyroniny.
Selenoproteina P (SEPP) nie nalezy do zadnej z tych
rodzin (Hill i wsp. 1996). Jest pozakomérkowo zlo-
kalizowang glikoproteina, wystepujaca w postaci
kilku izoform oraz jedyna selenoproteing zawiera-
jaca kilka centréw selenocysteinowych (Hill i wsp.
1993). SEPP jest zwigzana z komérkami nablon-
kowymi i ma potwierdzony udzial w procesach
obrony antyoksydacyjnej w przestrzeni pozako-
morkowej oraz transportu selenu z watroby
do tkanek obwodowych (Burk i wsp. 2003). Lo-
kalizacje chromosomalng genu dla SEPP okreslo-
no na dlugim ramieniu chromosomu 5
(5931) (Hill i wsp. 1996). W dystalnym regionie
5q mapowane sg rowniez geny odpowiedzialne
za wystepowanie dystrofii obreczowo-koficzyno-
wej typu 1A (ang. limb-givdle muscular dystrophy ty-
pe 1A —LGMD1A), co mogtoby sugerowaé moz-
liwo$¢ udzialu zmutowanych form genu SEPP
w patogenezie tej choroby (Hill i wsp. 1996).
Utrata krytycznego regionu 5q wykazuje takze
zwiazek z wystepowaniem ostrej biataczki mielo-
idowej (ang. acute myeloid leukocytosis — AML) oraz
zespotu mielodysplastycznego (ang. myelodysplastic
syndyrome — MDS) (Fairman i wsp. 1996). Powyz-
sze dane sa jednak kwestionowane, poniewaz
w ostatnich latach The International Radiation Hy-
brid Mapping Consortium oznaczylo lokalizacje SEP-
P1 na ramieniu krétkim chromosomu Sp11. Zna-
czenie dla przebiegu mechanizméw ochrony
antyoksydacyjnej wykazano takze w stosunku
do selenoproteiny S — mapowanego na chromoso-
mie 15q26.3 (Kryukov i wsp. 2003) genu, zaan-
gazowanego w odpowiedZ na stres w obrebie sia-
teczki endoplazmatycznej oraz kontrole przebiegu
odpowiedzi zapalnej. Wykazano (Curran i wsp.
2005) wyrazny zwiazek pomiedzy zlokalizowa-
nym w obrebie promotora wariantem
genu SEPS — G105A i aktywnoscig trzech cyto-
kin o dziataniu prozapalnym (IL-1, IL-6, TNF-a.).
Analiza funkcjonalna potwierdzita, ze wariant
A wiaze si¢ z wyraznie zaburzona ekspresja genu
SEPS po ekspozycji na czynniki stresowe dla reti-
kulum.
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Katalaza

Katalaza, obecna gléwnie w peroksysomach
komorek ssakéw, jest enzymem zbudowanym z 4
identycznych podjednostek, z ktérych kazda za-
wiera w centrum aktywnym grupe hemowa oraz
czasteczke NADPH. Wykazuje dwie aktywno-
$ci — katalazowa i peroksydazowa. Przy duzym
stezeniu nadtlenku wodoru gléwna jej funkcja jest
udzial w jego rozkladzie do wody i tlenu (aktyw-
no$¢ katalazowa), przy malym stezeniu H,O, do-
minuje aktywnos¢ peroksydazowa katalazy, a sub-
stratami sa zwigzki o charakterze donoréw
wodoru, np. etanol, metanol, fenol i inne. Enzym
wystepuje w najwickszym stezeniu w erytrocy-
tach, hepatocytach oraz komérkach nablonka ner-
kowego, a jego aktywno$¢ jest zalezna od pozio-
mu stresu oksydacyjnego (Hunt i wsp. 1998).
Gen kodujacy sekwencje biatka zawiera 13 egzo-
néw i jest zlokalizowany na chromosomie 11p13
(Quan i wsp. 1986). Wykryto co najmniej 8 moz-
liwych polimorfizméw genetycznych w genie ka-
talazy, z ktdrych 5 wiaze si¢ z rozpoznaniem aka-
talazemii (dziedziczona autosomalnie recesywnie
choroba zwigzana jest z wystepowaniem katala-
zy erytrocytarnej na poziomie 0,2-4% wartosci
prawidlowych). W populacji japoriskiej najcze-
$ciej opisywanymi mutacjami sprawczymi dla aka-
talazemii sa powodujaca zaburzenia splicingu
tranzycja G na A w pozycji 5 czwartego egzonu
(Wen i wsp. 1990) oraz delecja tyminy w pozy-
¢ji 358 tego samego egzonu, skutkujgca powsta-
waniem bialka o skréconej dhugosci taficucha ami-
nokwasowego (Hirono i wsp. 1995). Innymi
spotykanymi w pi§miennictwie polimorfizmami
w obrebie genu kodujacego katalaze s3 T49C,
T111C1T/Cw intronie 1, A/G w intronie 7, A/G
w dét od regionu poli (A) i w obrebie promotora,
A/T w pozycji —21 (Wen i wsp. 1990), C/A w po-
zydji 20, C/T w pozycji —18 (Goth i Vitai 1997)
oraz popularny polimorfizm T/C w pozycji —262
— wplywajacy zaréwno na ekspresje biatka enzy-
matycznego, jak i jego stezenie w krwinkach czer-
wonych (Forsberg i wsp. 2001). Wykazano czest-
sze wystgpowanie cukrzycy wsréd pacjentow
z populacji wegierskiej, u ktérych stwierdzono
niedob6r katalazy. Sugeruje to mozliwos¢ nad-
miernego dziatania szkodliwego stresu oksydacyj-
nego na komérki beta trzustki w warunkach osta-
bionej ochrony antyoksydacyjnej (Goth i Eaton
2000). Badania molekularne potwierdzily zwig-
zek pomiedzy rozpoznawanym nadci$nieniem sa-
moistnym a wystepowaniem polimorfizmu poje-
dynczego nukleotydu (SNPs), zlokalizowanego
w odlegtosci 844 par zasad w gére od kodonu
startowego genu dla katalazy (Jiang i wsp. 2001).
Fenotyp TT wiazal si¢ z wystgpowaniem wyzsze-

go cis$nienia tetniczego (BP) niz fenotyp CC, na-
tomiast w przypadku heterozygot CT rejestrowa-
no wartosci posrednie BP.

Myszy transgeniczne o zwigkszonej ekspresji
katalazy w obrebie mitochondridw wykazywaly
zwiekszong Srednig i maksymalng dlugos¢ zycia
w pordéwnaniu ze zwierz¢tami o normalnej eks-
presji biatka (Schriner i wsp. 2005). U zmuto-
wanych zwierzat op6znione byly procesy prze-
budowy mie$nia sercowego i rozwdj zaémy,
zmniejszone nasilenie uszkodzen zaleznych
od stresu oksydacyjnego oraz ostabione powsta-
wanie i zwiekszona inaktywacja nadtlenkdw, co
moze przemawial za stusznoscia wolnorodniko-
wej teorii starzenia.

Ligaza y-glutamylo-cysteinylowa

Enzym ten zbudowany jest z dwdch podjed-
nostek — ciezszej podjednostki o dziataniu
katalitycznym (GLCLC) oraz lzejszej — o whasci-
wosciach regulatorowych (GLCLR) (Sierra-Rive-
ra i wsp. 1995). Podjednostka cigzka jest kodo-
wana przez gen na krétkim ramieniu
chromosomu 6 (6p12) (Sierra-Rivera i wsp.
1995), podjednostka lekka — na chromosomie 1
(1p22.1) (Rozet i wsp. 1998). Transwersja A na T
w nukleotydzie 1109 GLCLC skutkuje zamiang
histydyny w pozycji 370 na leucyne (His370Leu)
i manifestuje si¢ klinicznie jako anemia hemoli-
tyczna w wyniku niedoboru ligazy y-glutamylo-
-cysteinylowej (Beutler i wsp. 1999). Polimor-
fizm C129T w genie GLCLC, w ktérym allel T
wiaze sie z nizszg aktywnoscia promotora w od-
powiedzi na dzialanie nadtlenku wodoru
(50-60% aktywnosci allelu C), klinicznie skut-
kuje ostabiong odpowiedzia rozkurczows tetnic
wieficowych i w zwigzku z tym stanowi niezalez-
ny czynnik ryzyka wystgpowania incydentéw
wieicowych u nosicieli tego polimorfizmu (Ko-
ide i wsp. 2003). Zidentyfikowano takze poli-
morfizm tréjnukleotydowych powtérzen GAG,
zlokalizowany w gére od regionu kodujacego
GLCLC (10 par zasad od kodonu startowego
na koficu 5°) i wykazano w populacji kaukaskiej
obecno$¢ trzech réznych alleli z odpowiednio 7,
8 lub 9 powtdrzeniami (Walsh i wsp. 1996).
Nowsze badania wskazuja na mozliwe znaczenie
funkcjonalne powyzszych polimorfizméw, pod-
kreslajac zwiazek poszczegblnych wariantéw z od-
powiednim stezeniem glutationu czy wrazliwo-
$cig komorek na okreslone zwigzki chemiczne
(Walsh i wsp. 2001). Podobne zaleznosci wyka-
zano w stosunku do podjednostki lzejsze;
— GLCLR. Wykazano (Nakamura i wsp. 2002),
ze w populagji japonskiej wystepowanie allelu T
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w pozycji —588 wiaze si¢ z nizsza aktywnoscig
promotora dla tego genu w odpowiedzi na dzia-
lanie oksydantéw w poréwnaniu z allelem C
i takze stanowi niezalezny czynnik ryzyka wyste-
powania incydentéw wiencowych. Prawdopo-
dobny mechanizm tego zjawiska wigze si¢ ze
zmniejszona bioaktywnoscia §rédblonkowego
tlenku azotu, co prowadzi do zaburzen funkcji
wazomotorycznych w obrebie tetnic wieficowych
(Nakamura i wsp. 2003). Zaobserwowoano (To-
sic 1 wsp. 2000), ze wsrdd chorych na schizofre-
ni¢ znacznie nizsze sg stezenia glutationu w ply-
nie mézgowo-rdzeniowym, w okolicach kory
przedczotowej i vivo oraz w obrebie prazkowia
— oceniane post mortem. Koreluja one z obnizong
warto$cig gtéwnego enzymu zaangazowanego
w syntez¢ glutationu — GLCLR. Znaczenie funk-
cjonalne polimorfizméw GLCLR w schizofrenii
potwierdzaja wyniki badan, wykazujace zmniej-
szong ekspresje tego biatka w fibroblastach pa-
gjentdw, a takze oslabiona stymulacje enzymu
pod wplywem stresu oksydacyjnego. Dwie szcze-
golne kombinacje trzech SNPs zwigzanych z tym
genem — TT/GG/TC oraz CC/GG/TT — wyka-
zuja ilorazy szans o wartosciach, odpowiednio
—4,89 oraz 4,17. Réwniez analiza polimorfizmdw
tréjnukleotydowych powtdrzen w obrebie genu
GLCLC wykazala zwiazek niekt6rych wariantéw
ze zwickszonym ryzykiem wystepowania schizo-
frenii. Stwierdzono (Gysin i wsp. 2007), Ze naj-
czesciej wystepujacym genotypem wsrdd pacjen-
téw byt wariant 8 powtérzen — stwierdzany
3 razy czeSciej niz w grupie kontrolnej. Ponadto
badanych prezentujacych genotypy zwiazane ze
zwickszonym ryzykiem wystapienia choroby cha-
rakteryzowata takze zmniejszona ekspresja bial-
ka GLCLC, nizsza aktywno$¢ ligazy y-glutamy-
lo-cysteinylowej oraz zmniejszona zawarto$é
glutationu w komoérkach. Dane te przemawiajg
za udzialem zaburzefi mechanizméw kontroli
stresu oksydacyjnego w rozwoju podloza sprzy-
jajacego rozwojowi schizofrenii.

Syntetaza glutationowa

Syntetaza glutationowa (GSS) jest jednym
z dwdch, obok ligazy y-glutamylo-cysteinylowe;j,
enzyméw zaangazowanych w syntez¢ glutatio-
nu. Locus genowe dla genu GSS znajduje sie
na chromosomie 20 (20q11.2) (Webb i wsp.
1995). Dotychczas w bazie HGMD zarejestro-
wano 23 rézne mutacje, ktére zwiazane sa z nie-
dostateczna aktywnoscig enzymu i rozpoznaniem
5-oksoprolinurii. Klinicznie wyrdznia si¢ dwie
postacie niedoboru GSS: cigzszg — uogélniona,
oraz fagodniejsza — zwiazana wylacznie z erytro-
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cytami. Posta¢ uogdélniona wiaze si¢ ze zmniej-
szeniem stezenia glutationu w erytrocytach, leu-
kocytach, fibroblastach i innych tkankach oraz
objawami klinicznymi w postaci kwasicy meta-
bolicznej, anemii hemolitycznej, zéttaczki oraz
zwigkszonego stezenia 5-oksoproliny. Bez lecze-
nia choroba prowadzi do postepujacych objawéw
neurologicznych wskutek utrzymujacej sie kwa-
sicy metabolicznej. Postaé erytrocytarna wiaze
sie z wystepowaniem miernie nasilonej anemii
i ewentualnie — splenomegalii, zwykle bez towa-
rzyszacych objawéw metabolicznych lub neuro-
logicznych. Badania potwierdzily obecno$¢ 7 mu-
tacji w obrebie genu GSS — 1 powodujaca
zaburzenia splicingu, 2 delecje oraz 4 mutacje
nonsensowne, klinicznie objawiajacych sie niedo-
borem tego enzymu (Shi i wsp. 1996). Zidenty-
fikowano (Dahl i wsp. 1997) 13 mutacji u pa-
gjentéw z ciezkimi postaciami niedoboru enzymu
i r6znym nasileniem objaw6w neurologicznych.
Wyniki analiz biochemicznych pacjentéw z tej
grupy potwierdzily przynajmniej resztkowg ak-
tywnos$¢ GSS, co sugeruje, ze catkowity brak ak-
tywnosci enzymu jest letalny. Stwierdzono (Njals-
son i wsp. 2005) 27 réznych mutacji wsréd 41
pacjentdéw z niedoborem syntetazy glutationo-
wej oraz, ze nasilenie objawéw choroby nie zale-
zy wylacznie od poziomu aktywnosci enzymu,
ale moze by¢, przynajmniej cze$ciowo, modyfi-
kowane przez czynniki §rodowiskowe.

Reduktaza glutationowa

Dwa izoenzymy reduktazy glutationowej
(GSR) — cytozolowy i mitochondrialny sa kodo-
wane przez pojedynczy gen zlokalizowany
na krétkim ramieniu chromosomu 8 (8p21)
(Sinet i wsp. 1977). Niedob6r enzymu wiaze sie
z wystepowaniem postaci anemii hemolitycznej,
w ktérej zmniejszone sa poziomy reduktazy glu-
tationowej, jak i w konsekwengji glutationu (Lo-
ehr i Waller 1962). Opisano (Staal i wsp. 1969)
postaé anemii zwiazanej z GSR, w ktérej enzym
wykazywat zmniejszone powinowactwo w stosun-
ku do FAD (dinukleotydu flawinoadeninowego)
i w ktérej poprawe kliniczna uzyskiwano po po-
daniu witaminy B ,. Catkowity brak aktywnosci
reduktazy glutationowej wiaze si¢ z rozpoznaniem
fawizmu lub zaémy (Loos i wsp. 1976). Niedo-
stateczna aktywno$¢ GSR moze sie takze wigza¢
z zaburzeniami w zakresie wewnatrzkomorkowe-
go zabijania bakterii (Roos i wsp. 1979). Opisa-
no takze przypadek zwickszonej aktywnosci re-
duktazy glutationowej u dziecka z odwrécona
duplikacja tandemowa w rejonie 8p23.1-p12
(Nevin i wsp. 1990).
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Myszy wykazujace nadmierna ekspresje genéw
dla glyoksalazy 1 i reduktazy glutationowej 1 wy-
kazuja zwiekszone nasilenie zachowan interpre-
towanych jako lgkowe. Zablokowanie ekspresji
glyoksalazy 1 powoduje zmniejszenie ich nasile-
nia. Poniewaz obydwa geny zaangazowane sa
w mechanizmy stresu oksydacyjnego, uznano to
za po$redni dowdd na udzial tego mechanizmu
w patogenezie zaburzen lgkowych (Hovatta i wsp.
2005).

Podsumowanie

Powyzsze opracowanie z pewno$cia nie wy-
czerpuje wszystkich mozliwych wariantéw ge-
netycznych, ktére moga wplywac na przebieg
mechanizméw determinujacych powstawanie
i zwalczanie stresu oksydacyjnego w komor-
kach ludzkiego organizmu. Pominieto w nim
doniesienia o opisywanych wariantach gene-
tycznych w grupie polimorficznych cytozolo-
wych transferaz glutationowych oraz w grupie
enzyméw MAPEG — w wigkszosci o nieusta-
lonych implikacjach klinicznych. Przytoczone
przyktady obecnosci wptywu polimorfizméw
na aktywno$¢ poszczegdlnych enzymoéw i wy-
stepowanie zaleznych od ich aktywnosci zabu-
rzef potwierdzaja jednak istotna role przemian
tlenowych w patomechanizmie licznych choréb.
Przy obecnym stanie zaawansowania badan jest
jeszcze za weze$nie, aby wyciaga¢ daleko idace
whioski dotyczace funkcjonalnego znaczenia po-
szczegOlnych wariantéw genetycznych.

Do uzyskania wiarygodnych danych, nie-
zbedny jest dalszy rozwéj wydajnych metod ge-
notypowania oraz precyzyjny dobdr osobnikéw
do poszczegbdlnych badan. Dane uzyskane
w nadchodzacych latach moga si¢ okazaé prze-
tomowe do poznania kluczowych mechanizméw
w patogenezie licznych chordéb oraz okreslenia
w nich roli stresu oksydacyjnego. Postepy w ba-
daniach ludzkiego genomu oraz okreslanie ko-
lejnych polimorfizméw sa stosunkowo szybkie.
Trudniejszym zadaniem moze okaza¢ si¢ okre-
$lenie znaczenia poszczeg6lnych fenotypéw. Jed-
nak przy obecnym stanie zaawansowania me-
tod biologii molekularnej i nieustanne;
wymianie informacji wydaje si¢ to najlepszym
i najstuszniejszym celem pracy naukowcow.
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