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Streszczenie

Abstract

Stwardnienie rozsiane to choroba zapalno-demielinizacyjna osrodkowego uktadu nerwowego o dotychczas nieznanej
przyczynie. W przebiegu stwardnienia rozsianego nastepuje uszkodzenie ostonki mielinowej komoérek nerwowych oraz
$mier¢ neuronéw i oligodendrocytéw. W ostatnich latach zwrécono uwage, ze ogniwem Iaczacym proces zapalny
z neurodegeneracja moze by¢ stres oksydacyjny, czyli przewaga tworzenia wolnych rodnikéw nad ich eliminacja przez
systemy antyoksydacyjne komorki. Udowodniono, iz stres oksydacyjny ma zwigzek z patogeneza wielu chordéb
neurodegeneracyjnych, w tym choroby Parkinsona czy choroby Alzheimera. Wykazano takze jego udziat w patogenezie
stwardnienia rozsianego. W zwigzku z tym zwalczanie stresu oksydacyjnego stalo si¢ jednym z nowych celow terapeutycznych.
W badaniach przedklinicznych i klinicznych oceniano skuteczno$¢ réznych substancji o wtasciwosciach antyoksydacyjnych,
m.in. polifenoli, witamin, kwasu a-liponowego czy ekstraktéw z Ginkgo biloba, jako potencjalnych lekéw na stwardnienie
rozsiane. Ich skutecznos¢ w modelach zwierzecych rzadko znajduje odzwierciedlenie w wynikach badan klinicznych, ale
wybrane zwigzki s3 obecnie w trakcie oceny klinicznej. W badaniach zaréwno przedklinicznych, jak i klinicznych skuteczny
okazat si¢ fumaran dimetylu, zarejestrowany w 2013 roku do leczenia stwardnienia rozsianego. Mechanizm dzialania tego
zwigzku nie zostal jeszcze w pelni poznany. Wiadomo jednak, ze pobudza on naturalny szlak antyoksydacyjny zwigzany
z czynnikiem transkrypcyjnym Nrf2, co prowadzi do redukji nasilenia stresu oksydacyjnego.

Stowa kluczowe: stwardnienie rozsiane, wolne rodniki, stres oksydacyjny, antyoksydanty, fumaran dimetylu

Multiple sclerosis is a progressive inflammatory and demyelinating disease of the central nervous system. Although the
primary cause of this disease has not been established yet, it is known that destruction of myelin sheaths and loss of neurons
and oligodendrocytes can be observed as disease progresses. It has been suggested that a possible link between
neuroinflammation and neurodegeneration could be the phenomenon of oxidative stress. Oxidative stress develops when
there are too many free radicals produced within the cell, and the natural antioxidative mechanisms are not effective enough
to dispose of them. It has been proven to contribute to the pathomechanism of such neurodegenerative disorders as
Parkinson’s disease or Alzheimer’s disease. The role of oxidative stress in the pathogenesis of multiple sclerosis has also been
recently confirmed, establishing it as a new target in the disease’s management. Even though the efficacy of such antioxidants
as polyphenols, vitamins (A, C, E) and alpha-lipoic acid has been confirmed in many preclinical experiments, no significant
effect has been shown in clinical trials. However, some clinical trials related to the use of antioxidants in multiple sclerosis
treatment are still in progress. One compound with antioxidant potential that has been proven effective and safe in both
preclinical and clinical trials is dimethyl fumarate. It was licensed for the treatment of multiple sclerosis in 2013. Even though
its mechanism of action has not been fully established, one of its known effects is the induction of antioxidant pathway related
to Nrf2 transcription factor and synthesis of antioxidant enzymes, leading to decrease in oxidative stress.

Key words: antioxidants, dimethyl fumarate, oxidative stress, multiple sclerosis, free radicals
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WSTEP

do grupy przewlektych schorzen zapalno-demielini-

zacyjnych o$rodkowego ukladu nerwowego (OUN).
Szacuje sig, ze dotyczy okoto 2,5 mln 0sob na $wiecie (Tul-
Iman, 2013). Jest to najczesciej wystepujaca neurologiczna
jednostka chorobowa w grupie mtodych dorostych; MS roz-
poznaje si¢ zazwyczaj u pacjentow w wieku 15-45 lat, jed-
nak choroba moze si¢ pojawic¢ zardwno wczesniej, jak i poz-
niej (Goodin, 2014). Objawy zalezg od miejsca uszkodzenia
w OUN, a przebieg jest bardzo zréznicowany. Klasycznie
wyrdznia si¢ postacie: rzutowo-remisyjna (obecng na po-
czatku choroby u okoto 85% pacjentéw), wtornie poste-
pujaca (bedaca nastepstwem postaci rzutowo-remisyjnej),
pierwotnie postepujaca (okolo 15% przypadkdéw) oraz —
rzadko - postepujaco-rzutowa (Lublin i Reingold, 1996).
W 2014 roku zaproponowano nowe okreslenia przebiegu
MS, w wigkszym stopniu uwzgledniajace aktywno$¢ pro-
cesu demielinizacyjnego (Lublin et al., 2014).
Kobiety chorujg 2-3 razy czesciej niz mezczyzni. W przy-
padku postaci pierwotnie postepujacej nie obserwuje si¢
réznic migdzy plciami (Kingwell et al., 2013; Koch-Hen-
riksen i Sprensen, 2010). Uwaza si¢, ze do MS predysponuja
niektdre czynniki genetyczne i srodowiskowe. Dotychczas
odnotowano zwigzek wystepowania choroby m.in. z poli-
morfizmem genu HLA-DRBI, paleniem papierosow czy in-
fekcja wirusem Epsteina-Barr (Bray et al., 1983; Riise et al.,
2003; Sumaya et al., 1980; Willer et al., 2003). Jednak pomi-
mo dlugoletnich badan nad etiopatogeneza MS wcigz nie
wiadomo, jaka jest pierwotna przyczyna choroby. W ostat-
nich latach przeprowadzono wiele badan dotyczacych roli
stresu oksydacyjnego w patogenezie MS (Ohl et al., 2016).

Stwardnienie rozsiane (multiple sclerosis, MS) nalezy

STRES OKSYDACYJNY | NATURALNE
SYSTEMY ANTYOKSYDACYJNE

Stres oksydacyjny to stan komorki, ktory charakteryzuje sie
przewaga tworzenia wolnych rodnikéw (WR), szczegdlnie
wolnych rodnikéw tlenowych (WRT), nad ich skuteczna
eliminacja. WR to atomy lub czasteczki majace jeden nie-
sparowany elektron na powloce walencyjnej. Ich bardzo
duza reaktywno$¢ wynika z naturalnej tendencji do spa-
rowania wolnego elektronu i wytworzenia stabilnego wia-
zania chemicznego. WR powstaja w komérkach w warun-
kach fizjologicznych i petnig szereg istotnych funkcji: biora
udzial w regulacji ekspresji genow, procesow fosforylacji
bialek czy poziomu wapnia w komoérkach, aktywuja biatka
kontrolujace podziaty komoérkowe, uczestnicza w elimino-
waniu drobnoustrojéw. Jednak nadmiar WR prowadzi do
niszczenia elementow strukturalnych i funkcjonalnych ko-
morek, do zaburzen homeostazy, a takze do $mierci komo-
rek w wyniku apoptozy lub nekrozy (Chandra et al., 2000
Droge, 2002).

WR moga pochodzi¢ z wewnatrz albo z zewnatrz ko-
morki. Najwiecej wewnatrzkomoérkowych WRT powstaje
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w mitochondrialnym fancuchu oddechowym wskutek
niepelnej redukcji tlenu czasteczkowego. W niewielkim
stopniu zjawisko to wystepuje w warunkach fizjologicz-
nych. Dziatanie bodzcoéw patologicznych, np. zapalenia
czy niedotlenienia, moze prowadzi¢ do znaczacych zabu-
rzen oddychania komérkowego. W konsekwencji docho-
dzi do produkeji duzych ilosci WRT. Wzmozona synteza
WR moze by¢ tez skutkiem nadmiernego gromadzenia we-
wnatrz komorek metali takich jak miedz badz zelazo (Ercal
et al., 2001). Metale te katalizuja reakcje Fentona i Habe-
ra—Weissa, ktorych produktami sg rodnik ponadtlenkowy
i najbardziej reaktywny z rodnikéw spotykanych w syste-
mach biologicznych - rodnik hydroksylowy. Zrédtem ze-
wnatrzkomoérkowym WR moga by¢ natomiast komorki
odpowiedzi immunologicznej, wytwarzajace wolne rodni-
ki w celu unieszkodliwienia drobnoustrojow i komoérek roz-
poznanych jako obce (Halliwell i Gutteridge, 2015).
Zjawiskiem analogicznym do stresu oksydacyjnego i wy-
stepujacym rownolegle jest stres nitrozacyjny, zwigzany
z synteza nadmiernej ilosci malych molekul zawierajacych
W swojej czasteczce atom azotu — tzw. reaktywnych form
azotu (RFA). Zalicza si¢ do nich produkowany w znacznych
ilosciach m.in. podczas odpowiedzi immunologicznej tle-
nek azotu (NO) i jego pochodne: jon nitroksylowy (NO=),
kwas azotowy (III) (HNO,), dwutlenek azotu (NO,), kwas
azotowy (V) (HNO,). Bardzo reaktywna czasteczka jest
produkt reakcji miedzy NO i anionem ponadtlenkowym -
nadtlenoazotyn (ONOO"). Nadtlenoazotyn nie jest wol-
nym rodnikiem, lecz wlasnie ta czgsteczka odpowiada za
powstawanie nitrowanych form bialek, ktdre w efekcie tej
przemiany tracg prawidlowa funkcje. Przyczynia si¢ to do
uposledzenia funkcjonowania komorki jako catoéci i moze
doprowadzi¢ do jej $mierci (Calabrese et al., 2000; Smith
i Lassmann, 2002).

Niefizjologiczna ilos¢ WR w komorce aktywuje naturalne
systemy antyoksydacyjne, pozwalajace zapobiega¢ negatyw-
nym skutkom oddziatywania WR albo zmniejsza¢ to od-
dzialywanie. Dziatanie systemu ochronnego w komoérkach
polega na niedopuszczeniu do oddzialywania reaktywnych
rodnikéw ze skladnikami komoérki przez przerywanie fan-
cuchowych reakeji wolnorodnikowych.
Wewnatrzkomorkowy system antyoksydacyjny tworza an-
tyoksydanty drobnoczasteczkowe (witamina C, witami-
na E, koenzym Q, karoteny, glutation, pierwiastki sladowe)
oraz antyoksydanty wielkoczasteczkowe (enzymatyczne), do
ktorych naleza m.in. dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza,
peroksydaza glutationu, peroksyredoksyny czy oksydaza he-
mowa (Halliwell i Gutteridge, 2015). Elementy sktadajace sie
na ochrong antyoksydacyjng komorki zebrano w tab. 1.
Antyoksydanty drobnoczgsteczkowe odpowiadajg za nie-
specyficzne reakcje prowadzace do inaktywacji reaktyw-
nych rodnikéw. W wiekszosci s to zwiazki pochodzenia
egzogennego, dostarczane do organizmu z pozywieniem.
Lokalizuja si¢ w cytoplazmie lub blonie komoérkowej, w za-
leznosci od wlasciwosci fizycznych. Nieenzymatyczne an-
tyoksydanty sa stosunkowo mato skuteczne w ochronie
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Karoteny (witamina A)

Antyoksydanty
Drobnoczasteczkowe Enzymatyczne
Glutation (GSH) Dysmutaza ponadtlenkowa (S0D1, SOD2, SOD3)
a-tokoferol (witamina E) Katalaza (Cat)
Kwas askorbinowy (witamina () Peroksydaza glutationowa (GPx)
Koenzym Q Peroksyredoksyny

Oksydaza hemowa 1 (HO-1)
Hydroksylaza epoksydowa
Reduktaza NAD(P)H: chinonowa (NQO1)
UDP-glukuronylotransferaza
Syntetaza y-glutamylocysteiny

Tab. 1. Naturalne antyoksydanty drobnoczgsteczkowe i enzymatyczne

komorek przed oddzialywaniem WR. Wigkszg skuteczno$é
i swoisto$¢ wykazujg antyoksydanty enzymatyczne, ktére ka-
talizuja reakcje istotne dla eliminacji wolnych rodnikow.

W odpowiedzi na nadmiar WR w komorce aktywowane
sa takze szlaki odpowiedzi antyoksydacyjnej, w tym szlak
zwigzany z czynnikiem transkrypcyjnym Nrf2, odpowiada-
jacy za produkcje antyoksydantéw enzymatycznych. Czyn-
nik transkrypcyjny Nrf2 jest zaliczany do rodziny biatek
CNC (capneollar), zawierajacych w swojej strukturze mo-
tyw zamka leucynowego, umozliwiajacy im wiazanie si¢ do
jadrowego DNA. W warunkach fizjologicznych Nrf2 znaj-
duje sie gtownie w cytozolu, w formie nieaktywnego kom-
pleksu z biatkiem wiazacym Nrf2 (Kelch-like ECH-associated
protein 1, Keapl). Biatko Keapl ma na swojej powierzch-
ni liczne reszty cysteinowe, ktére moga ulec utlenieniu (np.
w wyniku zwigkszenia ilosci wolnych rodnikéw w komorce).
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Efektami utlenienia reszt cysteinowych sg zmiana struk-
tury biatka Keapl i uwolnienie czynnika Nrf2 z polacze-
nia kompleksowego. Wtedy czynnik Nrf2 ulega trans-
lokacji do jadra komorkowego, gdzie moze polagczy¢ si¢
z fragmentem DNA bedacym regionem odpowiedzi antyok-
sydacyjnej (antioxidant response element, ARE) o sekwencji
5-TGACnnnGCA-3’, mieszczacym si¢ w regionach promo-
torowych genow kodujacych biatka antyoksydacyjne - m.in.
peroksyredoksyny, oksydaz¢ hemowg 1 (HO-1), hydrola-
z¢ epoksydowa, reduktaze NAD(P)H: chinonowg (NQO1),
UDP-glukuronylotransferaze, syntetaze y-glutamylocysteiny
(Itoh et al., 2004). Biatko Keap1 pelni zatem funkcje czujni-
ka stresu oksydacyjnego i jest czastka posrednio odpowie-
dzialng za regulacje ekspresji genow zaleznych od Nrf2 (Itoh
et al., 2004; Kang et al., 2004). Schemat odpowiedzi antyoksy-
dacyjnej po aktywacji biatka Keap1 przedstawiono na ryc. 1.
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ARE - region odpowiedzi antyoksydacyjnej; Keap1 — biatko wiazace czynnik Nrf2 w cytoplazmie; Nrf2 — czynnik transkrypcyjny Nrf2; SH — grupy tiolowe biatka Keap1.

W warunkach fizjologicznych czynnik Nrf2 zlokalizowany jest w cytoplazmie w potaczeniu kompleksowym z biatkiem Keap1. W warunkach stresu oksydacyjnego reszty tiolowe
biatka Keap1 ulegaja utlenieniu — powstaja mostki siarczkowe. Prowadzi to do zmiany struktury biatka i uwolnienia czynnika Nrf2. Wolny czynnik Nrf2 ulega translokacji do
jadra komdrkowego, gdzie przez potaczenie z regionami ARE pobudza synteze enzymdow antyoksydacyjnych. Zaburzenie funkcjonowania szlaku zwigzanego z Nrf2 moze mie¢

konsekwencje w postaci braku skutecznej obrony antyoksydacyjnej na poziomie komdrkowym.

Ryc. 1. Schemat dziatania czynnika transkrypcyjnego Nrf2
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Uwaza sie, ze efektywnos¢ naturalnych systemoéw antyok-
sydacyjnych zalezy od wielu czynnikow - jest wypadkowa
dzialania czynnikéw srodowiskowych i uwarunkowan ge-
netycznych oraz rézni si¢ w zalezno$ci od rodzaju tkanki
(Limén-Pacheco i Gonsebatt, 2009). Bywa oslabiona wtor-
nie do stanu stresu oksydacyjnego, poniewaz WR moga
wplywa¢ na strukture i funkcje biatek enzymatycznych,
w tym bialek antyoksydacyjnych (Asahi et al., 1997; Blum
i Fridovich, 1985; Pigeolet et al., 1990). Jezeli odpowiedz
antyoksydacyjna jest niewystarczajaca, w komdrce powsta-
ja warunki stresu oksydacyjnego.

Stres oksydacyjny moze by¢ zatem konsekwencja nadmier-
nej produkeji WR, obnizonej wydajnosci naturalnych syste-
mow antyoksydacyjnych, a takze obydwu tych zjawisk jed-
noczesnie.

ROLA STRESU OKSYDACYJNEGO
W PATOGENEZIE MS

Na podstawie wieloletnich badan nad patogeneza MS uwa-
za sie, ze jest to choroba autoimmunologiczna. Procesy le-
z3ce u podstaw patomechanizmu MS polegaja badz na
nieprawidlowo$ciach w odpowiedzi immunologicznej
(obejmujacej m.in. efekty dziatania autoreaktywnych lim-
focytéw Th,, Th,, Th,,, T,,,, limfocytéw B), badz na zaburze-
niach dotyczacych komorek produkujacych mieling (Bar-
nett i Prineas, 2004; Lucchinetti et al., 2000). Jednak bez
wzgledu na pierwotng przyczyne wiadomo, iz w MS do-
chodzi do wytworzenia ognisk zapalno-demielinizacyjnych
w roznych rejonach OUN: w istocie bialej i szarej mozgu,
w rdzeniu kregowym oraz w okolicy nerwéw wzrokowych.
Konsekwencjami reakcji zapalnej i naptywu autoreaktyw-
nych limfocytéw sa: postepujaca demielinizacja, obumiera-
nie oligodendrocytow, degradacja aksonéw i neurodegene-
racja (Trapp i Nave, 2008). Jednym ze zjawisk, ktore moze
taczy¢ te procesy i proces zapalny, jest stres oksydacyjny.
Potwierdzono juz jego udzial w patogenezie choréb neuro-
degeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona, choroba
Alzheimera, stwardnienie zanikowe boczne, choroba Hun-
tingtona czy choroba Wilsona, a takze w MS (Chiurchiu
et al., 2016; Kalita et al., 2014).

W ogniskach zapalnych umiejscowionych w przypadku MS
w OUN znajduja si¢ liczne limfocyty i makrofagi, ktore wy-
dzielaja cytokiny prozapalne, chemokiny oraz tlenek azotu
(NO) i WR. W konsekwencji komorki sasiadujace z ogni-
skiem zapalnym sg narazone na ich dzialanie.

Nadmierna produkcja WR przez komoérki odpowiedzi
immunologicznej moze skutkowa¢ utlenieniem sktad-
nikéw blony cytoplazmatycznej komorek sasiadujacych
z ogniskiem zapalnym. Na atak WR narazone s szczegol-
nie neurony, poniewaz w poréwnaniu z innymi rodzajami
komorek w ich blonie cytoplazmatycznej wystepuje wig-
cej wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (WNKT).
WNKT, ze wzgledu na obecnos$¢ wigzan podwdjnych, sg
bardzo podatne na atak wolnych rodnikéw i prolonga-
cje wolnorodnikowej reakeji fancuchowej. Konsekwencja
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utleniania sktadnikéw blony cytoplazmatycznej jest
zwiekszenie jej przepuszczalnoéci. Powoduje to nasilenie
naplywu jonéw wapnia do komoérki i uruchomienie zalez-
nych od wapnia mechanizméw prowadzacych do apop-
tozy albo nekrozy, takich jak aktywacja bialek z rodziny
kalpain (Ray et al., 2000).

Procesowi zapalnemu w mézgu towarzyszy aktywacja
mikrogleju. Pobudzony mikroglej produkuje cytokiny
prozapalne, w tym TNFa i TNF, jak rowniez neurotok-
syczny NO oraz duze iloéci anionorodnika ponadtlenko-
wego (Colton i Gilbert, 1987; Merrill et al., 1993; Pawate
et al., 2004; Qin ef al., 2005). Uwalnianie tego rodnika
moze wiec w pewnym stopniu przyczynia¢ sie¢ do oksy-
dacyjnego uszkodzenia bton cytoplazmatycznych pobli-
skich komorek.

Najwazniejszym zrédlem stresu oksydacyjnego jest jednak
wewnatrzkomdrkowa synteza znacznych ilosci WR, ktore
w MS sg wytwarzane w odpowiedzi na toczacy si¢ proces
zapalny. Dzieje sie tak, gdyz warunki panujace w ognisku
zapalnym przyczyniaja si¢ do niedotlenienia pobliskich ko-
morek. Niedotlenienie jest efektem wytwarzania przez ko-
morki odporno$ciowe znacznych ilosci NO. Zwigzek ten
hamuje transport elektronéw w mitochondrialnym tfan-
cuchu oddechowym i w efekcie fosforylacje oksydacyjna.
Skutkuje to niepelng redukcja tlenu i wewnatrzkomaorkowsa
synteza znacznych ilosci WRT, co dodatkowo zwigksza pule
WR w komorce, powoduje zmiany w budowie i funkcjono-
waniu mitochondriéw oraz prowadzi do powstania warun-
kow stresu oksydacyjnego (Brown i Cooper, 1994; Mander
et al., 2005; Pulsinelli i Dufty, 1983).

W ogniskach zapalnych w wyniku niepelnej redukeji tle-
nu tworzy si¢ m.in. anion ponadtlenkowy, majacy wplyw
na rozwoj stresu oksydacyjnego. Anion ponadtlenkowy jest
substratem reakcji, w wyniku ktérych powstaje bardzo re-
aktywny rodnik hydroksylowy. Jest takze ogniwem lacza-
cym stres oksydacyjny ze stresem nitrozacyjnym, poniewaz
wskutek reakgji tego rodnika z NO tworzy si¢ nadtlenoazo-
tyn, powodujacy nitracje elementéw komorek. NO - wy-
twarzany w znacznych ilo$ciach w ogniskach zapalnych
w MS - prowadzi réwniez do bezposredniej nitrozylacji
skladnikéw komorek. Tak zmodyfikowane biatka zmienia-
ja wlasciwodci i nie spelniajg prawidtowo swojej funkgji.
W konsekwencji moze dochodzi¢ do zaburzen transduk-
cji sygnalu w komorce i do jej $mierci. W efekcie zwigksze-
nia syntezy NO przez komoérki odpowiedzi immunologicz-
nej w ognisku zapalnym zwieksza si¢ zatem pula nie tylko
WRT, lecz takze RFA, co okre$la si¢ mianem stresu nitroza-
cyjnego (Calabrese at al., 2000).

Jesli wytwarzanie WR nie zostanie skutecznie zahamowane,
stres oksydacyjny si¢ poglebia. Powstaje bfedne koto proce-
sow, ktorych efektem jest coraz intensywniejsze wytwarza-
nie WR. Przeklada sie to m.in. na wzrost przepuszczalno$ci
bariery krew-mozg. Wykazano, ze bariera ta jest uszka-
dzana przez lokalnie wytwarzane WR, co ulatwia infiltra-
cje OUN przez obwodowe leukocyty i nasila stan zapalny,
a w konsekwencji stres oksydacyjny (Haorah et al., 2007).

DOI: 10.15557/AN.2016.0018

139



140

Agata Karpiriska, Dagmara Mirowska-Guzel

Innym istotnym skutkiem wzmozonej produkeji WR jest
zahamowanie dojrzewania oligodendrocytéw — komorek
odpowiadajacych za produkcje mieliny. Komorki prekur-
sorowe oligodendrocytow sa bardzo wrazliwe na dziata-
nie WR ze wzgledu na niewielka zawarto$¢ enzymow an-
tyoksydacyjnych i duza zawartos¢ WNKT. W badaniach
in vitro wykazano ponadto istotny w MS zwigzek mie-
dzy wytwarzaniem NO a spadkiem ekspresji genéw od-
powiedzialnych za produkcje mieliny przez te komérki
i w efekcie zmniejszenie zawartosci: zasadowego biatka
mieliny - MBP (myelin basic protein), mielinowej gliko-
proteiny oligodendrocytéow — MOG (myelin oligodendro-
cyte glicoprotein), biatka proteolipidu — PLP (proteolipid
protein) (Jana i Pahan, 2013). Zahamowanie dojrzewania
oligodendrocytéw wskutek dziatania WR i wptyw NO
na te komorki moga zatem prowadzi¢ do zmniejszenia
syntezy ostonki mielinowej neuronéw, a w konsekwen-
cji do ostabienia ich dziatania i do wigkszej podatno-
$ci na dalsze uszkodzenia (French et al., 2009; Mitrovic
et al., 1994).

OUN charakteryzuje si¢ niewielka tolerancja na konse-
kwencje stresu oksydacyjnego, co wynika tez z mniejszej niz
w innych ukltadach skutecznosci systemow antyoksydacyj-
nych. Nawet w warunkach fizjologicznych aktywno$¢ enzy-
mow antyoksydacyjnych, takich jak katalaza czy peroksyda-
za glutationowa, jest w mozgu mniejsza niz w pozostatych
lokalizacjach (Halliwell, 2001). Co ciekawe, wykazano zwia-
zek palenia papierosow z wigksza czesto$cig wystepowania
MS (Riise et al., 2003). Palenie obniza skuteczno$¢ obro-
ny antyoksydacyjnej (Zhou et al., 2000). Obserwacja ta
moze posrednio dowodzi¢ istotnej roli stresu oksydacyjne-
go w rozwoju MS.

Zjawisko stresu oksydacyjnego wydaje si¢ zatem istotnym
ogniwem laczacym proces zapalny z obumieraniem neu-
rondéw i oligodendrocytéw w MS. Jego znaczenie zostalo
potwierdzone w badaniach przedklinicznych i klinicznych.

STRES OKSYDACYJNY W MS - BADANIA
PRZEDKLINICZNE | KLINICZNE

W modelu zwierzecym MS — EAE (experimental auto-
immune encephalitis) zaobserwowano, Ze zmiany w mi-
tochondriach i wzmozenie syntezy nitrowanych bialek
w neuronach poprzedzaly proces infiltracji ogniska przez
komorki zapalne. Oznacza to, ze uszkodzenie mitochon-
driow - komorek kluczowych dla oddychania komérko-
wego — nastepuje juz na wczesnych etapach procesu auto-
immunologicznego (Qi et al., 2006, 2007). W modelu EAE
obserwowano réwniez wieksze ilosci WRT wytwarzanych
w mozgach szczuréw z objawami klinicznymi choroby
w poréwnaniu ze szczurami zdrowymi i szczurami, ktore
nie rozwinety objawow (Ruuls et al., 1995). Potwierdzo-
no tez, ze w EAE dochodzi do dysfunkcji mitochondriéw
w neuronach (Forte ef al., 2007) oraz ze ich stabilizacja
zmniejsza uszkodzenie aksonoéw komoérek nerwowych
(Forte et al., 2007; Qi et al., 2007).
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Na podstawie analizy mikromacierzy calego genomu ma-
terialu pochodzacego z moézgoéw zmarlych pacjentow z MS
wykazano, iz w aktywnych ogniskach zapalno-demielini-
zacyjnych dochodzi do zwigkszonej ekspresji genow ko-
dujacych biatka prooksydacyjne, m.in. oksydazy NADPH
w makrofagach i mikrogleju, oraz do wzmozonej synte-
zy tych biatek (Fischer et al., 2012, 2013). W mézgach cho-
rych z MS obserwowano zwigkszong ekspresje enzymow
prooksydacyjnych, takich jak indukowana syntaza tlenku
azotu (incucible nitric oxide synthase, iNOS) oraz mielo-
peroksydaza. Obserwacje te dotyczyly makrofagow i ak-
tywowanego mikrogleju (Bo et al., 1994; Gray et al., 2008;
Liu et al., 2001). W mozgach pacjentéw potwierdzono nie
tylko nasilenie syntezy iNOS, lecz takze wzrost zawarto-
$ci nitrotyrozyny, bedacej markerem nitrozacyjnych mo-
dyfikacji bialek, co dowodzi udziatu stresu nitrozacyjnego
w MS (Bizzozero et al., 2005). Wykazano, ze w ogniskach
demielinizacyjnych w istocie bialej i korze mozgowej wy-
stepuja utlenione formy lipidow: utlenione fosfolipidy
i dialdehyd malonowy (malon dialdehyde, MDA) - marker
oksydacyjnych modyfikacji lipidow. Substancje te zlokali-
zowane byly w ostonkach mielinowych, apoptycznych oli-
godendrocytach i aksonach komdrek nerwowych (Fischer
et al., 2013; Haider et al., 2011). Zaobserwowano ponad-
to wplyw WRT uwalnianych przez makrofagi i mikro-
glej na funkcjonowanie mitochondriéw znajdujacych sie
w pobliskich neuronach. Objawialo si¢ to oksydacyjnym
uszkodzeniem mitochondrialnego DNA (mtDNA), duzg
liczbg delecji w mtDNA oraz zmniejszong syntezg istot-
nych dla funkgji catej komorki bialek mitochondrialnych
(m.in. biatek bioracych udzial w oddychaniu komérko-
wym i bialek antyoksydacyjnych), obnizona aktywno-
$cig kompleksu I fancucha oddechowego i zwigkszong ak-
tywnoscia kompleksu IV (Campbell et al., 2011; Lu et al.,
2000; Mahad et al., 2009). Zaréwno w modelu EAE, jak
i u ludzi odnotowano wzrost aktywnosci bardzo wazne-
go szlaku antyoksydacyjnego zwiazanego z czynnikiem
jadrowym pochodzenia erytroidalnego 2 [nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2, Nrf2] w aktywnych ogniskach
zapalno-demielinizacyjnych. Szczegdélowa analiza wyka-
zala, Ze zwigkszenie ekspresji czynnika Nrf2 i aktywowa-
nych przez niego bialek antyoksydacyjnych obserwuje sie
w astrocytach i makrofagach. W oligodendrocytach i neu-
ronach nie odnotowuje si¢ tego zjawiska, co sugeruje, ze
wzmozenie aktywno$ci szlaku zwigzanego z Nrf2 w ma-
krofagach i astrocytach w odpowiedzi na wystapienie stre-
su oksydacyjnego jest niewystarczajace, aby ochroni¢ neu-
rony i oligodendrocyty przed skutkami dzialania WRT
(van Horssen et al., 2010, 2008).

Wyniki badan ptynu mézgowo-rdzeniowego (PMR), krwi
i moczu pochodzacych od chorych z MS nie sg spdjne, acz-
kolwiek w zdecydowanej wigkszosci z nich stwierdzono
podwyzszone stezenia markerow stresu oksydacyjnego
i nitrozacyjnego (m.in. nitrotyrozyny, MDA, 4-hydrok-
sy-2-nonenalu, izoprostanéw), a takze obnizong ekspre-
sje i aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (przede
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wszystkim peroksydazy glutationowej) oraz spadek steze-
nia antyoksydantéw drobnoczasteczkowych (m.in. gluta-
tionu, witaminy E) w aktywnej fazie choroby (Acar et al.,
2012; Fiorini et al., 2013; Guan et al., 2015; Miller et al.,
2011; Wang et al., 2014). U pacjentéw z MS odnotowywano
ponadto mniejszy niz u 0s6b zdrowych calkowity poten-
cjal antyoksydacyjny surowicy (Karlik et al., 2015); poten-
cjal antyoksydacyjny jest miarg dziatania mechanizméw
pro- i antyoksydacyjnych we krwi.

Badania na modelach zwierzecych i z udzialem ludzi do-
wodzg zatem znaczacej roli stresu oksydacyjnego w pato-
mechanizmie MS.

ZMNIEJSZENIE STRESU OKSYDACYJNEGO
JAKO CEL TERAPEUTYCZNY W MS

Potwierdzenie zwigzku stresu oksydacyjnego z patogeneza
MS stwarza nowe mozliwosci terapeutyczne. Jeden z poten-
cjalnych celéw to zmniejszenie stresu oksydacyjnego, maja-
ce spowolni¢ lub zahamowa¢ procesy neurodegeneracyjne,
a w konsekwencji postep choroby.

Substancje o dziataniu antyoksydacyjnym wchodza w sktad
niektorych produktow spozyweczych, lekéw dostepnych bez
recepty i suplementow diety. Trzeba pamietacd, ze suplemen-
ty diety nie sa poddawane badaniom klinicznym, a ich bez-
pieczenistwo nie jest monitorowane, wiec niewiele wiadomo
o ich skuteczno$ci i dzialaniach niepozadanych. Prawdopo-
dobnie czgs$¢ chorych przyjmuje suplementy, mimo ze ich
skutecznos¢ w MS i w innych schorzeniach nie zostata po-
twierdzona (Plemel et al., 2015).

W badaniach przedklinicznych bazujacych na modelu EAE,
w badaniach ex vivo z wykorzystaniem mdzgow oséb z MS
i w badaniach klinicznych oceniano skuteczno$¢ réznych
zwigzkow przeciwutleniajacych, w tym zwigzkow naleza-
cych do grupy polifenoli: kwercetyny, luteoliny, kurkuminy,
resweratrolu i epigallokatechiny (EGCG), a takze witamin:
A, CiE, kwasu a-liponowego (alpha-lipoic acid, ALA) oraz
ekstraktow z Ginkgo biloba (Plemel et al., 2015). Oceniano
rézne parametry, m.in. to, czy badane substancje wykazu-
ja dziatanie przeciwzapalne (przyktadowo: redukcja naply-
wu limfocytéw do mozgu i rdzenia kregowego, zmniejsze-
nie wydzielania cytokin prozapalnych) i neuroprotekcyjne
oraz czy tagodza objawy choroby. W badaniach klinicznych
oceniano stezenia markerdw stresu oksydacyjnego i zapa-
lenia oraz wptyw na zdolnosci poznawcze (w przypadku
Ginkgo biloba).

Jedna z grup antyoksydantéw poddanych badaniom w MS
stanowia polifenole. W modelu EAE wykazano, ze kwerce-
tyna (obecna w réznych owocach i warzywach, m.in. w czer-
wonej fasoli, lubczyku, kaparach) podawana dootrzewnowo
powodowata opdznienie wystgpienia objawow i redukcje ich
cigzkoséci w poréwnaniu z grupg kontrolng. Obserwowano
tez zmniejszenie naptywu limfocytéw do rdzenia kregowe-
go (Hendriks et al., 2004) i stabsze wydzielanie cytokin pro-
zapalnych (Muthian i Bright, 2004). Efektow tych nie odno-
towywano przy podaniu doustnym.
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W przypadku luteoliny w jednym z dwoch badan stwier-
dzono mniejsze nasilenie objawéw choroby u badanych
szczuréw w poréwnaniu z grupg kontrolng oraz mniejszy
naciek monocytéw i makrofagow. Czes$¢ zwierzat nie roz-
wineta nawet objawéw EAE, a korzystne efekty widocz-
ne byly réwniez po podaniu doustnym (Hendriks et al.,
2004). W drugim badaniu nie zaobserwowano jednak
istotnych korzysci ze stosowania luteoliny, a nawet stwier-
dzono pogorszenie po jej podaniu doustnym (Verbeek
et al., 2005).

Obiecujace wyniki badan przedklinicznych uzyskano
w przypadku kurkuminy. Jest to zwigzek pochodzenia na-
turalnego, stosowany na co dzien jako przyprawa (w ilo-
$ciach znacznie mniejszych od dawki leczniczej) - kur-
kuma. Dzieki duzej lipofilno$ci kurkumina moze tatwo
przechodzi¢ przez btony biologiczne. W EAE wykazywa-
ta wladciwosci przeciwzapalne (ostabienie produkeji inter-
feronu y przez limfocyty T, zmniejszenie ilosci limfocy-
tow Th,, w ogniskach zapalnych). Efekty te obserwowano
jednak tylko przy podaniu profilaktycznym (Natarajan
i Bright, 2002; Verbeek et al., 2005; Xie et al., 2009). Kurku-
mina jako dodatek do terapii interferonem p1 znajduje sie
obecnie w fazie badan klinicznych (www.clinicaltrials.gov).
W przypadku wystepujacego w winogronach i czerwo-
nym winie resweratrolu, a takze jego syntetycznej po-
chodnej SRT501, charakteryzujacej si¢ lepsza biodo-
stepnoscia, wykazano redukcje ciezkosci objawow EAE
(Fonseca-Kelly et al., 2012; Imler i Petro, 2009; Shindler
et al., 2010; Singh et al., 2007). Stwierdzono tez zmniej-
szenie uszkodzenia nerwu wzrokowego u zwierzat (Fon-
seca-Kelly et al., 2012; Shindler et al., 2010), lecz nie ob-
serwowano zmniejszenia nacieku limfocytéw w rdzeniu
kregowym. W jednym z badan odnotowano ponadto spa-
dek stezenia cytokin prozapalnych we krwi po zastosowa-
niu resweratrolu (Imler i Petro, 2009). Zwigzek ten nie jest
obecnie oceniany klinicznie.

U zwierzat, ktérych dieta zawierala skladnik zielonej her-
baty - galusan epigallokatechiny (EGCG) - stwierdzono
mniejsze nasilenie objawoéw EAE, zmniejszenie nacieku ko-
morek zapalnych, demielinizacji i produkcji cytokin pro-
zapalnych w poréwnaniu z grupg kontrolng (Aktas et al.,
2004; Herges et al., 2011; Sun et al., 2013; Wang et al., 2012).
Obecnie prowadzonych jest sze$¢ badan klinicznych z za-
stosowaniem EGCD jako dodatku do terapii podstawowej
w MS (www.clinicaltrials.gov).

W badaniach nad witaminami antyoksydacyjnymi, do kto-
rych zalicza si¢ witaminy A, C i E, obserwowano korzyst-
ne dzialanie w modelu EAE. Duze dawki witaminy A po-
dawane domigéniowo zmniejszaly odsetek §winek morskich
z objawami EAE (Vladutiu i Cringulescu, 1968). Z kolei wi-
tamina E podawana dootrzewnowo powodowala wzrost
stopnia regeneracji mieliny w eksperymentalnym modelu
demielinizacji wywolanym bromkiem etydyny (Goudarz-
vand et al., 2010; Spanevello ef al., 2009). W badaniach kli-
nicznych witaminy te nie wykazaly jednak istotnej skutecz-
nosci u chorych z MS (Plemel et al., 2015).
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ALA to naturalny zwiazek antyoksydacyjny — wystepuja-
cy m.in. w watrdbce, szpinaku i brokutach - bezposrednio
zaangazowany w inaktywacje WR. W do$é¢ licznych bada-
niach przedklinicznych wykazywal skutecznos¢ w EAE.
Powodowal zmniejszenie naptywu limfocytéow T do
ognisk zapalnych i spadek stezenia mediatoréw zapalnych
oraz redukowal demielinizacj¢ (Chaudhary et al., 2006,
2011; Jones et al., 2008; Marracci et al., 2002; Morini et al.,
2004; Schreibelt et al., 2006; Wang et al., 2013). W jednym
z badan z udzialem ludzi zaobserwowano wzrost calko-
witego potencjatu antyoksydacyjnego i zmniejszenie ste-
zenia marker6ow zapalenia we krwi - m.in. interferonu vy,
transformujacego czynnika wzrostu (TGF-f) i interleuki-
ny 4 - po 12 tygodniach terapii ALA (Khalili et al., 2014a,
2014b). W innych badaniach klinicznych efekty te nie byty
jednak widoczne (Plemel et al., 2015). Brakuje danych do-
tyczacych wptywu terapii ALA na czesto$¢ wystepowania
rzutéw czy progresje choroby, aczkolwiek trwaja badania
kliniczne majace oceni¢ wplyw stosowania ALA na prze-
bieg MS (www.clinicaltrials.gov).

Innym produktem o wlasciwosciach antyoksydacyjnych
jest ekstrakt z lisci Ginkgo biloba. Oceniano jego wplyw
na zdolnosci poznawcze chorych z MS. W wiekszosci ba-
dan uzyskano poprawe pamieci i mozliwo$ci poznawczych
(Diamond et al., 2013; Johnson et al., 2006; Lovera et al.,
2007), lecz w najwigkszym badaniu z uzyciem Ginkgo bi-
loba nie obserwowano zadnej poprawy wzgledem grupy
kontrolnej (Lovera et al., 2012).

Pomimo zachecajacych wynikéw badan przedklinicznych
rzadko odnotowuje si¢ kliniczng poprawe stanu chorych
z MS po zastosowaniu zwigzkoéw o wlasnos$ciach antyok-
sydacyjnych. Moze to wynika¢ z wla$ciwosci farmako-
kinetycznych, poniewaz u zwierzat w wiekszosci badan
antyoksydanty podawano droga iniekcji dootrzewno-
wych, podczas gdy u ludzi wybiera si¢ zazwyczaj droge
doustng. W zwiazku z tym substancja badana moze zo-
sta¢ zmetabolizowana w watrobie i jej stezenie moze by¢
niewystarczajace do uzyskania efektow klinicznych; sub-
stancja moze tez nie przedosta¢ si¢ do OUN przez barie-
re krew-mozg.

Najbardziej obiecujaca strategia zwalczania stresu oksyda-
cyjnego wydaje si¢ nie samo dostarczanie antyoksydantow,
lecz pobudzanie wewngtrzkomdrkowych szlakéw odpowie-
dzi antyoksydacyjnej, takich jak szlak zwigzany z czynni-
kiem Nrf2, a potencjalnie takze hamowanie szlakéw pro-
oksydacyjnych, np. zwigzanych z synteza NO.

Zwigzkiem, ktory wplywa na aktywnos¢ szlaku zwigza-
nego z czynnikiem Nrf2, jest fumaran dimetylu (FDM).
Doktadny mechanizm jego dzialania nie zostat dotad po-
znany. FDM wykazuje wiele réznych efektow dziatania,
co obserwowano w badaniach in vitro. Wiadomo, ze jed-
nym z tych efektow jest wzrost aktywnosci szlaku zwia-
zanego z czynnikiem transkrypcyjnym Nrf2. Powo-
duje to zwiekszenie ekspresji genow kodujacych biatka
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antyoksydacyjne i wzrost ich stezenia w mdzgu, co moze
prowadzi¢ do zmniejszenia stresu oksydacyjnego (Lin
et al., 2011; Linker et al., 2011). W badaniach in vitro
stwierdzono protekcyjne dzialanie FDM, ograniczajace
$mier¢ neurondw i astrocytow indukowana nadtlenkiem
wodoru (Linker ef al., 2011), oraz spadek ekspresji iNOS
w astrocytach (Lin et al., 2011). W badaniach in vitro wy-
kazano ponadto, ze oprocz wlasciwosci antyoksydacyj-
nych FDM ma wlasciwosci immunomodulujace (de Jong
et al., 1996; Litjens et al., 2004) i przeciwzapalne: hamu-
je réznicowanie komorek dendrytycznych oraz zmniejsza
produkcje cytokin prozapalnych (interleukin 6, 12 i 23)
przez limfocyty Th, i Th,, (Ghoreschi et al., 2011; Peng
et al., 2012). Prawdopodobnie FDM przyczynia si¢ row-
niez do nasilenia apoptozy limfocytéw T i spadku poten-
cjatu migracji tych komoérek do ogniska zapalnego (Deh-
mel et al., 2014; Treumer et al., 2003).

FDM stosowany byl wczesniej w terapii tuszczycy (Alt-
meyer et al., 1994; Mrowietz et al., 1998; Stinder et al.,
2003), istnieja tez doniesienia o jego skutecznosci w lecze-
niu sarkoidozy (Gutzmer et al., 2004; Nowack et al., 2002)
czy ziarniniaka obraczkowatego (Breuer et al., 2005; Eber-
lein-Konig et al., 2005; Kreuter et al., 2002; Weber et al.,
2009). Dotychczasowe badania kliniczne w MS potwier-
dzity skuteczno$¢ leku, objawiajaca sie redukeja liczby rzu-
tow choroby i jej wolniejsza progresja w ciagu 2 lat stoso-
wania FDM (Fox et al., 2012; Gold et al., 2012). Obecnie
FDM jest lekiem zarejestrowanym do leczenia MS. Ponie-
waz jednak dokladny mechanizm dzialania tego zwigz-
ku nie zostal jeszcze poznany, nie mozna mie¢ pewnosci,
w jakiej mierze pobudzenie szlaku zwigzanego z czynni-
kiem Nrf2 odpowiada za korzystne efekty dzialania leku
wykazane w badaniach przedklinicznych i klinicznych.
Nie nalezy rowniez zapominad, ze patomechanizm MS
jest bardzo ztozony, a stres oksydacyjny to tylko jedno
ze zjawisk sktadajacych si¢ na patogeneze. Indywidual-
ne roznice w wydajnosci systemow antyoksydacyjnych
mogg sie przektada¢ na rézne nasilenie objawéw albo na
przewage innych procesow patologicznych (np. zaburzen
jonowych). W konsekwencji miedzy chorymi moga wy-
stepowac rdznice dotyczace odpowiedzi na leczenie pre-
paratami zmniejszajacymi stres oksydacyjny. Niemniej
pobudzanie szlaku zwigzanego z Nrf2 wydaje si¢ obiecu-
jaca strategig terapeutyczng w leczeniu MS.
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