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Streszczenie |

Summary |

Wspdlng cechg choroby Alzheimera (AD) i Creutzfeldta-Jakoba (CID) jest utrata komorek nerwowych oraz gromadze-
nie si¢ w mozgu ztogéw nieprawidtowo zwinigtych biatek. Pomimo coraz szerszej wiedzy na temat patogenezy chordb
neurodegeneracyjnych precyzyjne mechanizmy molekularne procesow patologicznych w tej grupie chordb weiaz nie zo-
staly jednoznacznie wyjasnione. W ostatnich latach wzrosta liczba dowodéw na to, Ze stres oksydacyjny odgrywa waz-
ng rolg w rozwoju tych chordb neurodegeneracyjnych. Proponuje si¢ zwiazek pomigdzy odktadaniem nieprawidtowych
form biatek a wzrostem produkgji reaktywnych form tlenu, zaréwno w przypadku AD, jak i CJD. W $wietle licznych do-
wodow wystgpowania uszkodzefi DNA wywotanych dziataniem stresu oksydacyjnego postuluje si¢ zaangazowanie ge-
néw naprawy DNA w patogeneze tych chordb. Produkty genéw naprawy OGG1, APEL, XRCCI s3 zaangazowane w usu-
wanie oksydacyjnych uszkodzefi DNA i ochrong komorki przed zgubnymi skutkami stresu oksydacyjnego, wiacznie ze
Smiercig komorkowa. Enzymy systemu naprawy uszkodzeit DNA odgrywaja istotng role w utrzymaniu integracji geno-
mu. W przypadku ich catkowitego braku lub uszkodzefi w komorkach dochodzi do gromadzenia bieddw, ktdre prowa-
dzg do $mierci komorki.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, uszkodzenia DNA, geny naprawy DNA, choroba Alzheimera, choroba Creutzfeldta-
-Jakoba

The loss of nerve cells and the accumulation of pathological protein deposits comprise the common features of Alzheim-
er’s disease (AD) and Creutzfeldt-Jakob disease (CJD). Despite our constantly broadening knowledge of the pathogen-
esis of neurodegenerative diseases, the precise molecular mechanisms of the pathological processes underlying this
group of diseases still remain to be unambiguously elucidated. Recently, evidence suggesting a crucial role for the oxida-
tion stress in the development of these neurodegenerative diseases has significantly increased. An association between
the accumulation of pathological protein deposits and increased generation of reactive oxygen species has been proposed
in both AD and CJD. In the light of increasing evidence documenting the occurrence of DNA damage as a consequence
of oxidative stress, involvement of DNA repair genes in the pathogenesis of these diseases was implicated. The product
of OGGI1, APEI and XRCCI genes play various roles in the removal of oxidative-stress-induced DNA damage, and in
the protection of cells against the consequences of oxidative stress, including cell death. The enzymes comprising the
DNA repair system play a significant role in maintaining an intact genome. Therefore, the dysfunction of this system or
its partial impairment may lead to an accumulation of errors which ultimately lead to cell death.
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WSTEP

Creutzfeldta-Jakoba (CJD) i choroba Alzheimera (AD),

stanowig powazny problem medyczny i spofeczny. Ich
wspdlng cechg jest utrata komorek nerwowych oraz gromadze-
nie si¢ w mozgu zlogdw nieprawidtowych biafek. CJD nalezy do
chordb wywolywanych przez priony, u podstaw ktorych lezy
konwersja prawidlowego biatka PrPc w nieprawidlowa izofor-
mg¢ PrP% o zmienionej strukturze przestrzennej. Sporadyczna
CJD (sCJD) stanowi okoto 90% wszystkich przypadkéw choro-
by Creutzfeldta-Jakoba. Czgsto$¢ wystepowania sCID na $wie-
cie szacuje si¢ na 0,5-1 na milion 0sob w populacji na rok, nato-
miast w Polsce na 0,25-0,9 na milion, co moze wynika¢ z faktu,
iz nie wszystkie przypadki sg wiasciwie rozpoznawane. CJD cha-
rakteryzuje si¢ szybkim przebiegiem, postepujacy deficyt neuro-
logiczny koficzy si¢ Smiercig w ciggu 1 roku u 90% chorych®.
Klasyczne objawy kliniczne to szybko postgpujace otepienie,
mioklonie i charakterystyczny zapis EEG?. Chociaz choroba ta
jest stosunkowo rzadka, stanowi zagrozenie epidemiologiczne,
poniewaz czynnik zakaZny nie poddaje si¢ standardowym me-
todom sterylizacji.
Choroba Alzheimera zwigzana z odktadaniem w mézgu B-amy-
loidu stanowi 50% wszystkich przypadkow otgpienia, charakte-
ryzuje si¢ zaburzeniami funkcji poznawczych, zwlaszcza za$ po-
stepujacym zanikiem pamieci czy utrata zdolnosci do myslenia
abstrakcyjnego. Najwazniejszym czynnikiem ryzyka wystapienia
choroby Alzheimera jest wiek. Szacuje sig, iz choroba ta dotyczy
w przyblizeniu 7% osob, ktdre ukoficzyly 65. rok zycia. W Polsce
na chorobg Alzheimera choruje okoto 200 000 0sob®.
W ostatnich latach pojawiaja si¢ ciagle nowe dowody na to, ze
stres oksydacyjny ma kluczowe znaczenie w procesie starze-
nia si¢ mozgu oraz w patogenezie i progresji chorob zwyrod-
nieniowych OUN. Wiadomo, ze mdzg jest szczeg6lnie wrazliwy
na uszkodzenia oksydacyjne z uwagi na wysokg konsumpcjg tle-
nu przy jednoczesnie relatywnie niskim poziomie enzymow usu-
wajacych reaktywne formy tlenu. Te ostatnie wchodza w reakcje
z roznymi czasteczkami, tj. biatkami, lipidami, DNA oraz RNA,
prowadzac do dysfunkcji komorki, a nawet do jej Smierci, co
w przypadku niedzielacych si¢ neuronéw powoduje nieodwracal-
ne uszkodzenia mozgu®. Precyzyjny mechanizm, w wyniku ktdre-
go dochodzi do wzrostu stresu oksydacyjnego w chorobach neu-
rodegeneracyjnych, jest dotad nieznany. Postuluje si¢ zwiazek
pomiedzy odktadaniem nieprawidtowych form biafek a wzrostem
stresu oksydacyjnego zardwno w przypadku choroby Alzheimera,
jak i Creutzfeldta-Jakoba®.
Wiele eksperymentow sugeruje zwiazek pomigdzy toksyczno-
Scig p-amyloidu a generowaniem wolnych rodnikow w przypad-
ku AD. Wzrost utleniania i nitracji biafek, a takze peroksydacji
lipidow stwierdza si¢ w obszarach mozgu, w ktorych wystepuja
blaszki amyloidowe oraz zwyrodnienie neurowtokienkowe. Utle-
nianie biafek w mozgach chorych z AD stwierdzane jest w regio-
nach z wysoka zawartoscia p-amyloidu (ptat ciemieniowy, kora
1 hipokamp), ale nie w mozdzku, gdzie poziom B-amyloidu jest
nieznaczny®. Istotne znaczenie dla badan nad podfozem cho-
roby Alzheimera wydaje si¢ miec fakt, iz uszkodzenia mozgu
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spowodowane dziataniem reaktywnych form tlenu u oso6b z AD
majq zwigzek z genotypem APOE. Apolipoproteina E jest biatko-
wym skfadnikiem licznych lipoprotein osocza, jest takze obecna
w plynie mozgowo-rdzeniowym. Odgrywa wazng rolg w regulo-
waniu metabolizmu lipidéw osocza, ale takze w modulowaniu
odpowiedzi zapalnej, w zjawisku apoptozy czy tez stresu oksy-
dacyjnego. APOE wystepuje w trzech izoformach: €2, €3, &4.
APOE &4 jest gtownym czynnikiem genetycznym zwigzanym
z wystegpowaniem sporadycznej i rodzinnej postaci choroby Alz-
heimera. Istnieje dobrze udokumentowany zwigzek rodzinnej
postaci AD o pdZnym poczatku z genotypem APOE e4. Po-
siadanie tego allelu obniza w sposdb statystycznie istotny wiek,
w ktdrym moze pojawic si¢ choroba”. W tkankach osdb z AD,
homozygotycznych pod wzgledem allelu &4, stwierdza sig wyzszy
poziom peroksydacji lipidow w poréwnaniu z chorymi homozy-
gotycznymi pod wzgledem allelu €3, jak réwniez w pordwnaniu
z osobami zdrowymi. Przypuszcza si¢ zatem, iz APOE posiada
whasciwosci antyoksydacyjne, przy czym najbardziej efektywnym
utleniaczem byfaby izoforma €2, z kolei 4 - najstabszym®.
Wiele badai potwierdza rowniez role reaktywnych form tlenu
w chorobach wywotywanych przez priony. Istniejq doniesienia
postulujace zaangazowanie stresu oksydacyjnego w Smier¢ neu-
rondéw w chorobie Creutzfeldta-Jakoba®. Uwaza sig, ze pra-
widtowe biatko PrP* petni funkcje neuroprotekcyjna, odgrywa
kluczowa role w ochronie komorki przed uszkodzeniami DNA
wywolanymi dziataniem reaktywnych form tlenu®. Utrata wha-
Sciwosci antyoksydacyjnych nastepuje podczas transformacji
prawidfowego PrP* do PrP%. Odktadaniu depozytow PrP% to-
warzyszy jednoczesny wzrost wrazliwosci neuronéw na egzo-
genne czynniki stresujace, a w konsekwencji ich $mier¢. Postu-
luje sig, iz zjawisko utraty wiasciwosci antyoksydacyjnych przez
PrP moze odgrywa¢ kluczowg rolg w patogenezie chorob prio-
nowych?. Dowodéw na to dostarczaja mi¢dzy innymi badania
zespotu Watta i wsp. (2007 r.) z wykorzystaniem linii komorko-
wych. Autorzy udowodnili, iz PrP* chroni DNA przed uszko-
dzeniami w komorkach nerwowych, w tym i tych generowanych
w wyniku stresu oksydacyjnego. Wzrost uszkodzenh DNA zaob-
serwowali w komdrkach ze zmutowanym biatkiem PrP, a takze
w komérkach zarazonych PrPS®), Ponadto wydaje si¢ istotne, iz
poziom uszkodzen kwasow nukleinowych (8-hydroksyguanozy-
ny) korelowat z odktadaniem depozytow PrPS®. Zaobserwowa-
no takze oksydacyjne uszkodzenia biatek, powstate w wyniku stre-
su oksydacyjnego w korze mozgowej 0sob chorych na sCIDUV.
Zarowno w przebiegu AD, jak 1 CJD w wyniku stresu oksyda-
cyjnego dochodzi do wzrostu uszkodzefi DNA znajdowanych
w tkance nerwowej. Uszkodzenia te sg usuwane przez szereg
enzymdw naprawczych, miedzy innymi na drodze szlaku BER
(base excision repair, usuwanie zmodyfikowanych zasad). Enzy-
my systemu naprawy uszkodzefi DNA odgrywaja kluczowa role
w utrzymaniu integracji genomu. W przypadku ich catkowite-
go braku lub uszkodzefi w komorkach dochodzifoby do groma-
dzenia btedow, ktore w krotkim czasie uniemozliwityby przezy-
cie komorki.

Gen OGG1 koduje glikozylaze 8-oksoguaniny (8-oxoguanine gly-
cosylase), biatka uczestniczacego w szlaku naprawy DNA - BER.
Enzym ten jest zaangazowany w usuwanie uszkodzei DNA
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powstatych na skutek dziatania stresu oksydacyjnego, rowniez
w neuronach. Jest on odpowiedzialny za usuwanie z DNA
8-OHG (8-hydroksyguanozyny). Podwyzszony poziom §-OHG
stwierdza si¢ w przypadku sporadycznej choroby Creutzfeldta-
-Jakoba!"?. Fakt, iz w mézgach os6b chorych na CJID obserwu-
je sie wzrost poziomu 8-OHG, mogtby Swiadczy¢, iz stres oksy-
dacyjny moze przyczynia¢ si¢ do $mierci neurondw w przypadku
tej choroby. Z kolei obnizony poziom jadrowej frakeji OGG1 ob-
serwowano u pacjentow z chorobg Alzheimera w poZnym sta-
dium w poréwnaniu ze zdrowymi kontrolami. Obnizony po-
ziom aktywno$ci OGG1 w mozgach 0sob z AD dotyczy rejonow
podatnych na uszkodzenia: hipokampu, zakretow skroniowych
(ale nie mozdzku)™. Stwierdzono réwniez obnizenie ekspresji
mitochondrialnej frakcji OGG1 w neuronach pochodzacych od
0s0b z AD (kora czotowa)!?. Jednocze$nie obserwuje si¢ pod-
niesiony poziom 8-hydroksyguanozyny, ktéry towarzyszy obni-
zonej aktywnoSci OGGl. Statystycznie istotny wzrost 8-OHG
(ale rowniez 8-OHA i 8-OHU) stwierdzono w platach czoto-
wych i ciemieniowych u 0sob z ADY?. Przypuszcza si¢ zatem,
iz ograniczone usuwanie 8-OHG przez OGGl, ktore ma miej-
sce w rozwoju AD, moze przyczynia¢ si¢ do akumulacji uszko-
dzefi DNA i degeneracji neuronow w tej chorobie. Badania gru-
py Mao (2007 r.) zaowocowaly znalezieniem u chorych z AD
mutacji w genie OGGI. Dwie z tych mutacji to delecje obejmuja-
ce cytozyng w pozycji 796 i zmieniajace sekwencje C-terminalne-
go fragmentu biatka, dwie pozostate dotyczyly zmian nukleoty-
dow i prowadzity do substytucji pojedynczych aminokwasow!®).
Ponadto udokumentowano mozliwy zwigzek polimorfizmu
Ser326Cys z obnizonym poziomem uszkodzef 8-oxo-2dG, a tak-
ze wykazano, iz izoformy OGG1 mogg by¢ zwigzane z progresja
ADU", Przypuszcza si¢, ze obserwowane oksydacyjne uszkodze-
nia DNA typu 8-oksoG mogg by¢ rowniez wynikiem obnizenia
poziomu innego enzymu znanego pod nazwg APEIL [ub Refl.
APEL1 petni wazng rol¢ w odpowiedzi komorki na stres oksyda-
cyjny, wykazujac aktywnoS¢ naprawcza DNA, ale takze dzigki
zdolnoSci do regulacji redoks, wptywajac na ekspresje genow re-
gulowanych przez takie czynniki transkrypcyjne, jak: NF-xB, p53,
Egr-11in. APE1 jest kluczowym enzymem naprawczym szlaku
BER u ssakow, o aktywnosci endonukleazy oraz 3 fosfodiestera-
zy, 3’-5" egzonukleazy 13 fosfatazy, bierze udziat w naprawie roz-
norodnych uszkodzefi DNA (np. uracyl, alkilowane i utlenione za-
sady oraz miejsca pozbawione zasad), ale réwniez pojedynczych
pekniec®1?. Aktywnos¢ redoks jest zwigzana z fragmentem sy-
gnatowym NLS (nuclear localization signal), zlokalizowanym
w N-terminalnym fragmencie biatka, z kolei enzymatyczna ak-
tywnoS$¢ naprawcza jest zwigzana z fragmentem C-terminalnym.
Vasco i wsp. (2005 r.), demonstrujac zwigzek pomigdzy APE]
1 przezywalnoScia neurondw, zasugerowali neuroprotekcyj-
ng role biatka przy jednoczesnym zafozeniu, ze do przetrwania
neurondow wymagana jest zarowno aktywno$¢ redoks, jak i ak-
tywno$¢ naprawcza. Wykazali oni, iz obnizenie ekspresji APE1
skutkuje wzrostem toksycznosci H,O,. Redukcja poziomu APE1
korelowafa ze wzrostem aktywnosci kaspazy-3 oraz wzrostem
ilosci podwojnych peknie¢ DNA, co moze sugerowac ochron-
ng rol¢ APE1 przed apoptoza neurondw'®. Biatkiem petnigcym

66 funkcjg koordynujaca kolejne etapy szlaku BER, ktore oddziatuje

z innymi biatkami tego szlaku: OGG1, APE1, B-polimeraza DNA,
ligaza [l oraz polimerazg ADP-rybozy (PARP), jest XRCC1
(X-ray repair cross-complementing 1). Dzigki tym interakcjom moz-
liwa jest naprawa miedzy innymi oksydacyjnych uszkodzefi DNA.
XRCCI jest werbowany do miejsc naprawy az do ostatniego eta-
pu - ligacji, regulujac 1 koordynujac przebieg catego procesu na-
prawy. Stymuluje powstawanie ptproduktu OGG1-DNA, zwigk-
szajac nawet 3-krotnie usuwanie 8-oksoG. Ponadto XRCC1
ufatwia zamiang glikozylazy DNA z APE1 w zniszczonym sub-
stracie, podnoszac wydajno$¢ usuwania zmodyfikowanych za-
sad®. W czasteczce XRCC1 mozemy wyr6zni¢ N-terminalng do-
meng (NTD), ktéra jest niezbedna do interakeji z B-polimeraza®,
7 kolei domena BRCT (BRCA! carboxyl terminus) zlokalizowana
w C-terminalnym fragmencie biatka umozliwia interakcje z ligaza
Mo oraz PARP®. Sposrod niewielkiej liczby prac poswigconych
XRCCI w kontekscie chordb neurodegeneracyjnych na uwage za-
stuguje praca Dogru-Abbasoglu i wsp. (2007 r.), w ktorej autorzy
opisuja zwiazek polimorfizmu Argl94Trp z ryzykiem wystapie-
nia sporadycznej choroby Alzheimera. Jakkolwiek autorzy nie
stwierdzili statystycznie istotnego zwiazku badanego polimorfi-
zmu z AD, to jednak zaobserwowali, ze allel dla tryptofanu wy-
stepowat czgSciej wsrod osob chorych (11,2%) w pordwnaniu
ze zdrowymi kontrolami (5,8%). Ponadto wariant homozygo-
tyczny Trp/Tip wystgpowat tylko u 0sob chorych®.

Pomimo gwattownego rozwoju biologii molekularnej obecny stan
wiedzy wciaz nie pozwala na precyzyjne wyjasnienie mechanizmu
procesu patologicznego opisywanych chordb. Poznanie przyczy-
ny Smierci neurondw jest o tyle istotne, ze wcigz nie potrafimy za-
pobiega¢ uszkodzeniom neurondw, co jest niewatpliwie wielkim
problemem wspotczesnej medycyny. By¢ moze niepowodzenia
na tym polu mozna tumaczy¢ niedostatecznym zrozumieniem
migdzy innymi mechanizméw aktywacji endogennych czynnikow
neuroprotekcyjnych, w tym enzymdw naprawczych DNA.
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