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Biotechnology to combat reactive oxygen species
Summary

Increased generation of reactive oxygen species (ROS) lies at the back-
ground of many diseases, including cancer. Numerous experimental data show
that ROS play direct and indirect role in induction and promotion of cancer. An-
tioxidants, such as glutathione, bilirubin, urate, carotenoids, ascorbate, tocoph-
erols, retinol, belong to nonenzymatic protective mechanisms against ROS
antioxidents. A number of plants are rich source of egzogenic antioxidants. Ge-
netic engineering methods are used to modify food plants in the hope that it
will elevate their antioxidant content. The recent successful developments are
P-carotene-rich “golden rice” and tomato. Intake of these plants could contrib-
ute to health benefits worldwide.
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1. Wstep

W ostatnich latach nastgpit znaczny wzrost zainteresowania
badaczy reaktywnymi formami tlenu (RFT) i antyoksydantami chro-
nigcymi organizm zywy przed ich szkodliwym dziataniem.

Wzmozone wytwarzanie RFT zwigzane jest z wieloma choro-
bami. Wsréd nich wymienia sie chorobe Parkinsona, astme, AIDS,
zespot Downa, chorobe Alzheimera, miazdzyce, cukrzyce, za-
¢me, choroby autoimmunizacyjne - liszaj rumieniowaty, gosciec
stawowy, obrzmienia, zapalenia, uszkodzenia pourazowe - badz



niedokrwienne, uszkodzenia po reperfuzji oraz nowotwory (1). W organizmie czto-
wieka poziom wolnych rodnikéw jest regulowany przez antyoksydanty endogenne
i egzogenne.

Bogatym Zrodiem antyoksydantéw egzogennych sag rosliny. Dlatego duze na-
dzieje wigze sie z modyfikowaniem metodami inzynierii genetycznej warzyw i ro-
$lin uprawnych w celu zwiekszenia w nich zawartosci zwigzkéw przeciwutlenia-
jacych. Spozywanie takich roslin z pewnoscig mogtoby sie przyczyni¢ do polepsze-
nia sytuacji zdrowotnej w wielu rejonach Swiata.

2. Reaktywne formy tlenu (RFT)

Do reaktywnych form tlenu zaliczamy zaréwno wolne rodniki tlenowe, jak i po-
chodne nie bedace rodnikami. Wolnym rodnikiem nazywamy atom (lub czasteczke)
zdolny do samodzielnego istnienia i majacy jeden lub wiecej niesparowanych elek-
trondw na orbicie walencyjnej, charakteryzujacy sie na ogét wysoka reaktywnoscia.
Rodnikami tlenowymi sg: anionorodnik ponadtlenkowy 02*", rodnik wodorotleno-
wy *OH, a takze tlenek azotu NO*, ktdry obecnie czesciej uznawany jest jednak za
reaktywng forme azotu. Do RFT nalezg rowniez nie bedace rodnikami pochodne tle-
nu, takie jak: FI202, tlen singletowy ’O2, kwas podchlorawy HOCI, nadtlenoazotyn
ONOO-~, rodnik nadtlenkowy ROO* czy ozon O3. Reakcje RFT z czgsteczkami orga-
nicznymi prowadza do powstawania wolnych rodnikéw substancji organicznych.

W organizmie stale zachodzg reakcje wytwarzajace pewne ilosci reaktywnych
form tlenu. Gtéwnym Zrddiem ich produkcji w komdrce zwierzecej sg mitochondria,
peroksysomy, enzymy zwigzane z cytochromem P-450 (2). Duzo RFT wytwarzaja fa-
gocyty. Poznano takze wiele czynnikdw egzogennych sprzyjajacych ich powstawa-
niu (np. promieniowanie jonizujgce, nadfioletowe, metale ciezkie, np. chrom, nikiel)
lub nawet wprowadzajgcych je do organizmu, np. substancje smoliste bedace wyni-
kiem spalania paliw statych, gazy wydechowe silnikéw spalinowych oraz dym po-
wstajgcy podczas palenia tytoniu. Substancje smoliste znajdujgce sie w jednym
~wdechu” dymu tytoniowego zawierajg az 10’ rodnikdw, z ktorych wiekszosc¢ jest
bardzo stabilna (1). Okazuje sie rowniez, ze zroédtem RFT moze by¢ niewtasciwa die-
ta. Na przyktad przygotowanie potraw w obecnosci olei zwigzane jest z wytwarza-
niem nadtlenkéw lipidowych (3).

Zaburzenie fizjologicznej rownowagi pomiedzy wytwarzaniem RFT i dziataniem
systemow antyoksydacyjnych, w tym mechanizmoéw naprawczych, prowadzi do stre-
su oksydacyjnego. RFT dziatajgc na DNA wywotujg zaburzenia w strukturze i funk-
cjonowaniu tej czasteczki, odpowiedzialne za mutacje w genach. Kumulacja mutacji
w genomie pojedynczej komérki czesto prowadzi do jej transformaciji i rozwoju no-
wotworu (4).

W licznych danych doswiadczalnych wskazuje sie na posredni lub bezposredni
udziat RFT w indukcji i promocji howotworéw. Powstawanie nowotworéw jest pro-
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cesem wieloetapowym, kontrolowanym przez liczne geny. Giéwna role w tym pro-
cesie odgrywajg jednak mutacje w protoonkogenach i genach supresorowych, kto-
rych produktami sg biatka biorgce udziat w regulacji rdznicowania i wzrostu komo-
rek. Stad ich nieprawidtiowe funkcjonowanie odpowiada za zaburzenia w regulacji
cyklu komorkowego i niekontrolowang proliferacje komérki. Powstajgce uszkodze-
nia w obu typach gendéw prowadzg czesto do aktywacji protoonkogenu i inaktywacji
genu supresorowego (5).

Wiele znanych kancerogendw i promotoréw nowotworéw stanowi badz to bez-
posrednie zrodto RFT, badz tez przyczynia sie posrednio do ich wytwarzania po-
przez aktywacje endogennych uktadéw enzymatycznych. Na przyktad benzopiren
ulega w organizmie zywym wielu przemianom, podczas ktérych miedzy innymi wy-
twarzane sg 02*" oraz H202 i *OH. Reakcji takiej in vivo towarzyszy stan zapalny
skory, czyli obecnos$¢ duzej ilosci stymulowanych leukocytow. Prawdopodobnie wol-
ne rodniki tlenowe uwalniane przez stymulowane fagocyty moga mie¢ réwniez
udzial w procesie powstawania nowotworu (6).

Wiadomo obecnie, ze 90% przypadkow raka ptuc, jednej z najczesSciej wyste-
pujacych form nowotworu, zaréwno u kobiet, jak i mezczyzn, powigzanych jest
z paleniem tytoniu. Cztowiek palgcy papierosy, jak juz wspomniano, wdycha ogrom-
ne ilosci wolnych rodnikéw. Przez okres okoto 30 lat trwa progresja zmian komor-
kowych, prowadzgcych do akumulacji wielorakich mutacji i w konsekwencji trans-
formacji nowotworowej komoérki. Niezbedna jest tez stala ekspozycja na czynniki
kancerogenne, poniewaz, jak wykazano, rezygnacja z natogu palenia tytoniu znacz-
nie zmniejsza ryzyko wystgpienia choroby (3).

Innym rodzajem nowotworu, w ktdrym najbardziej prawdopodobnymi czynnika-
mi odpowiedzialnymi za kancerogeneze sg RFT, jest rak prostaty. Jest to choroba
wystepujgca najczesciej u mezczyzn w wieku 70-80 lat, mozna zatem wnioskowac,
ze zmiany prowadzgce do rozwoju tej jednostki chorobowej akumulujg sie w prze-
ciggu 30-40 lat (3).

3. Mechanizmy obronne organizmu przed RFT

w toku ewolucji organizmy zywe wyksztatcity szereg mechanizméw, zaréwno
enzymatycznych, jak i nieenzymatycznych, chronigcych je przed szkodliwym dzia-
taniem RFT. Proces ten rozpoczat sie prawdopodobnie przed 2,5 miliardami lat, kie-
dy zawartos¢ tlenu w atmosferze Ziemi ulegta znacznemu podwyzszeniu.

Do enzymoOw chronigcych komorki przed RFT nalezg dysmutaza ponadtlenkowa
(oksydoreduktaza ponadtlenkowa SOD, E.C. 1.15.1.1), ktéra katalizuje reakcje dysmu-
tacji anionorodnika ponadtlenkowego, katalaza (oksydoreduktaza nadtlenku wodo-
ru, E.C. 1.11.1.6), katalizujgca reakcje dysproporcjonacji nadtlenku wodoru, perok-
sydaza glutationowa (oksydoreduktaza glutation: nadtlenek wodoru, E.C. 1.11.1.9),
ktéra katalizuje reakcje pomiedzy glutationem (GSH) a nadtlenkiem wodoru, w wy-
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niku ktérej powstaje disulfld glutationu (GSSG) oraz wspoétdziatajgca z nig reduktaza
gtutationowa (E.C. 1.6.4.2), enzym, ktdry odtwarza zredukowang forme gtutationu
utleniajac NADPH.

Poza tym istniejg czasteczki nieenzymatyczne, wsrdd ktérych wyrdzni¢ mozna
kompleksy jonéw metali grup przejsciowych i wolne jony, biorace udziat w reak-
cjach dysmutacji rodnikéw, oraz antyoksydanty (antyutleniacze, przeciwutleniacze),
nazywane takze ,zmiataczami” wolnych rodnikéw. Do endogennych antyutleniaczy
nalezg m.in. glutation, kwas moczowy i bilirubina (tab. 1).

Tabela 1

Antyoksydanty nieenzymatyczne obecne w surowicy ludzkiej (wg 8)

Stezenie w surowicy krwi
Antyoksydant

(amol/L

Rozpuszczalne w wodzie
kwas askorbinowy 30-150
glutation 1-2
mocznik 160-450
bilirubina 5-20

Rozpuszczalne w lipidach
a-tokoferol 15-40
5-tokoferol 3-5
a-karoten 0,05-0,1
3-karoten 0,3-0,6
likopen 0,5-1,0
luteina 0,1-0,3
zeaksantyna 0,1-0,2
ubichinol-10 0,4-1,0

Glutation jest tripeptydem zbudowanym w swej podstawowej formie z glutami-
nianu, cysteiny i glicyny. Zwigzek ten wystepuje powszechnie w komadrkach organi-
zmow prokariotycznych i eukariotycznych. Jego funkcjg jest utrzymywanie grup tio-
lowych biatlek w formie zredukowanej. Bierze on réwniez udziat w reakcjach z nad-
tlenkami organicznymi, z nadtlenkiem wodoru, wolnymi rodnikami, ksenobiotyka-
mi i disulfidami bialek.

Kwas moczowy wystepuje w fizjologicznym zakresie pH gtéwnie w formie zdy-
socjowanej jako anion moczanowy. Reaguje on z oksydantami, a poza tym wigze
jony zelaza. W wysokich stezeniach jest obecny w tkankach i komérkach organi-
zmu, ktére sg narazone na intensywne dziatanie oksydantéw, jak np. w $luzéwce je-
lita, w Srdodbtonku, w hepatocytach (7).
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CH,,OH

Rys. 1. Kwas askorbinowy (witamina C).

Bilirubina, czyli pochodna hemu, i produkt jej utlenienia - biliwerdyna chronia
btony komérkowe przed peroksydacijg lipidow.

Wiasciwosci antyoksydacyjne wykazujg takze cysteina, kreatynina, pterydyny
(zwlaszcza neopteryna - zwiekszone jej wytwarzanie wystepuje podczas infekcji
wirusowej, choréb nowotworowych, samouodpornieniowych i odrzucania przesz-
czepbéw), melaniny, zehskie hormony piciowe - pochodne estronu i estradiolu (oraz
produkty ich metabolizmu).

Wiasciwosci antyoksydacyjne ma réwniez szereg substancji egzogennych. Egzo-
genne ,zmiatacze” RFT to m.in. kwas askorbinowy (witamina C), tokoferol (witami-
na E), karoteny i ich pochodne, np. a-karoten, p-karoten, likopen i ksantofile, np. lu-
teina, zeaksantyna, p-kryptoksantyna. Najlepiej poznane sa wlasciwosci witaminy C,
E oraz p-karotenu.

Askorbinian, czyli witamina C (rys. 1), jest zwigzkiem egzogennym dla ssakéw
naczelnych i swinki morskiej, znanym od dawna jako czynnik zapobiegajacy szkor-
butowi oraz niezbedny kofaktor w reakcjach hydroksylacji aminokwaséw zacho-
dzacych podczas biosyntezy kolagenu. Jest on uwazany za najistotniejszy antyoksy-
dant hydrofilowy ptynéw wewnatrz- i pozakomoérkowych w organizmie. Dzieki swo-
im wtasciwosciom redukujacym askorbinian stymuluje r6znorodne procesy bioche-
miczne (np. powstawanie kolagenu) przenoszac elektrony. W reakcjach z oksydan-
tami askorbinian w wyniku redukcji dwuelektronowej tworzy dehydroaskorbinian,
ktéry moze by¢ z powrotem zredukowany do askorbinianu przez enzymy utle-
niajace NADPH, a w niektorych tkankach takze glutation (7). Silne zdolnosci redu-
kujgce askorbinianu decyduja o jego witasciwosciach antyoksydacyjnych, wyraza-
jacych sie w reaktywnosci wobec 02*~, H202, *OH, HOCI, rodnikéw nadtlenkowych
i tlenu singletowego. Zwigzek ten jest bardziej efektywny w hamowaniu peroksyda-
cji lipidéw niz mocznik, bilirubina i a-tokoferol. Stwierdzono, ze jezeli wolne rodni-
ki powstajace w btonach komorkowych sg wychwytywane przez tokoferol, moga
by¢ nastepnie od niego pobierane przez kwas askorbinowy. Stad witamina C ma
réwniez swoj udziat w odbudowie aktywno$ci witaminy E. Askorbinian jest groma-
dzony przez wiekszo$¢ gatunkoéw ssakéw w ptynie wodnistym oka, gdzie najpraw-
dopodobniej chroni ten narzad przed szkodliwymi skutkami wzmozonej produkcji
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RFT wywotanej przez swiatto (7,8). Witamina C zapobiega takze oksydacyjnemu
niszczeniu LDL (low-density lipoprotein - lipoproteiny o matej gestosci) i DNA,
a w efekcie arteriosklerozie i kancerogenezie (9). Duzo kwasu askorbinowego za-
wierajg np. owoce cytrusowe, kapusta, a z produktdw zwierzecych watroba (10).

Witamina E jest najwazniejszym fizjologicznym antyoksydantem hydrofobowym,
rozpuszczalnym w lipidach. Wyr6zni¢ mozna co najmniej 8 zwigzkéw wykazujacych
aktywnos¢ witaminy E. Syntetyzowane sg one przez rosliny i sinice z terpenoidéw
i kwasu homogentyzynowego (rys. 2). Do grupy witamin E nalezg tokoferole: a, (3, y
i 8 oraz tokotrienote: a, p, y i 5, r6znigce sie podstawnikami w pierécieniu fenolo-
wym oraz w tancuchu terpenowym (rys. 3). ROznice te decydujg o ich odmiennej ak-
tywnosci biologicznej (11). Z grupy witamin E najczesciej spotykany jest a-tokofe-
rol. W osoczu krwi cztowieka stanowi on 88" catej puli witaminy E. Dziatanie anty-
oksydacyjne tokoferoli polega na zmiataniu wtérnych wolnych rodnikéw organicz-
nych, dzieki czemu ulega przerwaniu tancuch reakcji peroksydacji lipidow. Za ich
wlasciwosci antyoksydacyjne odpowiedzialna jest gtéwnie grupa hydroksylowa
w pierscieniu fenolowym. Wazne znaczenie ma rowniez obecnos$¢ w czgsteczce co
najmniej jednej grupy metylowej. U czlowieka niedobdr witaminy E jest przyczyng
skrécenia czasu zycia erytrocytow, zaburzeh neurologicznych, choréb miesni oraz
nieprawidtowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego. Zwieksza sie takze praw-
dopodobienstwo wystepowania niektérych typdw nowotwordéw i schorzen uktadu
krgzenia (7). Duzo witaminy E z grupy tokoferoli zawierajg rosliny oleiste, np. nasio-
na stonecznika, wiesiotka, zarodki pszenicy, natomiast tokotrienote sg w owsie,
ryzu czy jeczmieniu.

Silnymi antyoksydantami sg karotenoidy. Jest to zréznicowana grupa zwigzkéw
pigmentowych waznych dla zycia szeregu mikroorganizmoéw, roslin i zwierzat.
W organizmach fotosyntetyzujacych chronig one chlorofil przed fotooksydacjg oraz
petnig role w przekazywaniu energii na chlorofil, absorbujgc Swiatto w niebieskiej
czesci widma. Karotenoidy odpowiedzialne sa za réznorodne (od zéitego do rézo-
wego) zabarwienia ros$lin, co ma znaczenie dla ich zapylania i rozsiewania nasion.
Ze zwigzkdéw tych powstaje takze hormon roslinny - kwas abscysynowy (ABA -
abscisic acid). W organizmach cztowieka i zwierzat karotenoidy sg prekursorami wi-
taminy A (retinol) (rys. 5) i innych retinoidow.

Dotychczas zidentyfikowano przeszio 600 réznych karotenoidéw, pochodnych
fitoenu (C40H56). Ten 40-weglowy zwigzek powstaje przez ztozenie dwédch dwudzie-
stoweglowych pirofosforanéw geranytogeranylu (GGPP). GGPP jest syntetyzowany
z czterech piecioweglowych jednostek izoprenylowych. Wszystkie karotenoidy po-
wstaja w wyniku odpowiedniego uwodorowania, odwodorowania, cyklizacji i/lub
oksydacji C40H55 (rys. 4). W zaleznosci od Zrodta pochodzenia desaturazy, do fito-
enu wprowadzane jest dodatkowo od | do 6 wigzan podwojnych. Obecnosé tych
wigzan decyduje o wtasciwosciach antyoksydacyjnych karotenoid6w.

Karotenoidy mozemy podzieli¢ na dwie grupy: | - do ktérej zaliczamy p-karo-
ten, i Il - a-karoten i likopen oraz karotenoidy zawierajgce tlen (ksantofile, typu
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2-metylo-6-fitylo-plastochinol

metviotransferaza |

H a-tokoferol

Rys. 2. Szlak biosyntezy tokoferolu. Syntaza GGPP: syntaza pirofosforanu geranylogeranylu; HPP
dioksygenaza: dioksygenaza p-hydroksyfenylopirogronianu; GG reduktaza: reduktaza geranylogeranylu
(Wg 11).
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Zwigzek Ri R2 Rs
a-tokoferot CHs CHs CHs
P-tokoferol CHs H CHs
y-tokoferol H CHs CHa
5-tokoferol H H CHs

Rys. 3. Struktura tokoferoli. a-, P-, y- i 5-tokoferol réznig sie liczba i pozycja grup metylowych
w pierscieniu chromanolowym. W a-tokoferolu pierscien chromanolowy Jest catkowicie zmetylowany.
W p- i y-tokoferolu pierscien zawiera dwie grupy metylowe, natomiast 5-tokoferol posiada Jedng. Toko-
trienole maja te sama podstawowa strukture, ale zawierajg dodatkowe wigzania podwadjne w terpeno-
idowym fancuchu bocznym w pozycjach C-3°, C-7' i C-11' (wg 11).

lutein, zeaksantyn i p-kryptoksantyn). Niektore z nich, tj. P-karoten, a-karoten
i p-kryptoksantyna sg prekursorami witaminy A, ktéra w ustroju cztowieka ulega
przeksztatceniu do retinolu (12).

GGPP
i PSY
fitoen
|
fitofluen PDS
|
C-karoten " CRTI
|
neurosporen 7DS
Rys. 4. Szlak biosyntezy karotenoidéw |
u roslin wyzszych i bakterii. Enzymy sg wska-
zane po prawej ze strzatkami ukazujgcymi likopen
odpowiednie kroki katalityczne: PSY, synta- LCY
za fitoenu; PDS, desaturaza fitoenu; ZDS, de-
saturaza ("-karotenu; LCY, cyktazy a- i p-t- a-karoten p-karoten
kopenu; HYD, p- i s-hydroksylazy; CRTI, de- i 1 hyd
saturaza fitoenu z Erwinia uredovora; GGPP .
luteina zeaksantyna

- pirofosforan geranylogeranylu (wg 26 i 30).
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OH

Rys. 5. Retinol.

Rys. 7. Likopen.

Karotenoidy o aktywnosci biologicznej podobnej do witaminy A nazywamy pro-
witaminami A, wsrdd nich najwazniejszym jest p-karoten (rys. 6). Z pozywieniem
czlowiekowi dostarczane sg gtdwnie p-karoten oraz witamina A, przede wszystkim
w formie estréw retinolu, natomiast w osoczu krwi jest ona obecna gtéwnie w for-
mie trons-retinolu. Jej najwazniejsze funkcje to podtrzymywanie wzrostu, reproduk-
Cji, procesu widzenia, ro6znicowania nabtonka, procesoéw mielinizacji i proceséw od-
pornosciowych. Karotenoidy majg tez wiasciwosci przeciwnowotworowe (7). Za-
warte sg one w duzych ilosciach, np. w pomidorach, marchwi, szpinaku i brokutach.

Antyoksydanty przyjmowane egzogennie z pozywieniem odgrywajg istotng role
w hamowaniu fazy inicjacji i promocji nowotworéw. W odréznieniu od inicjacji faza
promocji nowotworu moze by¢ cofnieta lub opdzniona. Wymaga to zwykle stoso-
wania zwigzkéw antypromocyjnych, a w przypadku naturalnych skiadnikéw pozy-
wienia ich ciggtego dostarczania w diecie. Aktywno$¢ takg ma wiele przeciwutlenia-
czy egzogennych, jak np. witamina A i inne retinoidy, tokoferole, sole selenu. Wyka-
zano, ze witamina E podawana wraz z kwasem askorbinowym hamuje faze promo-
cyjna nowotwordw indukowanych u zwierzat labolatoryjnych przez zwigzki N-nitro-
zowe i aromatyczne weglowodory policykliczne (13).

Stwierdzono takze czestsze wystepowanie standw przedrakowych szyjki macicy
u kobiet spozywajacych pokarmy ubogie w witamine A lub p-karoten w poréwnaniu
z kobietami, ktére mialy diete prawidiowo zbilansowang (14). Niedobor witaminy
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A mozna takze traktowac jako istotny czynnik ryzyka raka ptuc i zotagdka. Z kolei
w innych badaniach zauwazono, ze regularne podawanie witaminy A i E zmniejsza
ryzyko raka prostaty oraz zapadalnosci na nowotwory okreznicy. Systematyczne
przyjmowanie witaminy E zmniejsza réwniez ryzyko powstawania tagodnych poli-
pow jelita grubego, ktére czesto po pewnym czasie przeksztalcajg sie w raka okre-
znicy (15).

Zaobserwowano takze ochronny wpltyw pokarméw bogatych w luteine na po-
wstawanie raka okreznicy, szczegOlnie u palaczy (16). Wykazano np., ze likopen
(rys. 7), karotenoid nadajgcy czerwong barwe pomidorom, chroni palaczy przed
obecnym w dymie tytoniowym rodnikiem NO2 dwa razy bardziej efektywnie niz
P-karoten (17). W przeprowadzonych licznych badaniach wskazuje sie réwniez na
dziatanie ochronne likopenu zapobiegajace rozwojowi raka prostaty (18).

Antyoksydanty nie zawsze jednak dziatajg antykancerogennie, np. wykazano, ze
uzupetnianie diety palaczy o witamine E, kwas askorbinowy i koenzym Q nie daje
oczekiwanych efektéw ochronnych przeciw oksydacyjnym uszkodzeniom DNA. Spo-
dziewany nizszy poziom ekskrecji 8-oksodG (8-okso-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozy-
ny - produktu naprawy oksydacyjnie uszkodzonego DNA) do moczu oso6b przyj-
mujacych antyoksydanty nie réznit sie w tych badaniach od poziomu u oséb przyj-
mujacych placebo (19).

4. Biotechnologiczne polepszanie wartosci odzywczej roslin poprzez
zwiekszanie zawartosci antyoksydantow

Wiele waznych antyoksydantow, takich jak p-karoten, witaminy A, E lub C, jest
obecnych w owocach i warzywach. Zwigzki te mogg by¢ dostarczane do organizmu
wraz z pozywieniem. W ten sposéb pobierane przeciwutleniacze nie powodujg
efektow ubocznych, ktére moga wystepowac gdy wprowadzamy do ustroju cztowie-
ka te zwigzki otrzymane syntetycznie (18-20).

Stwierdzono, ze silne wtasciwosci antyoksydacyjne maja takze pochodne fenolo-
we szczegolnie obecne w oleju z oliwek, tj. butylohydroksytoluen (BHE), butylohy-
droksyanizol (BHA), kwasy trihydroksybenzoesowe (21) oraz kwas karnozowy, kar-
nozyl i kwas rozmarynowy, izolowane np. z Salvia officinalis (22). BHA jest szeroko
stosowany jako dodatek konserwujacy do zywnosci poniewaz zapobiega autoutle-
nianiu nienasyconych kwasow ttuszczowych (23). Waznymi przeciwutleniaczami sg
takze flawonoidy i ich izomery izoflawonoidy, zaliczane do grupy zwigzkéw fenolo-
wych. Sa one odpowiedzialne m.in. za antyoksydacyjne wtasciwosci ekstraktéw z her-
baty czy z mitorzeba japonskiego {Ginkgo biloba).

Uzupetnianie diety czlowieka o dodatkowa ilos¢ antyoksydantéw jest bardzo
wazne, szczegOlnie dla ludzi w krajach rozwijajgcych sie. Okazuje sie, ze w wyniku
spozywania mato zrdéznicowanych produktdéw cierpig oni na wiele powaznych cho-
réb zwigzanych z niedoborem sktadnikéw odzywczych, w tym witamin. Ocenia sie.
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Ze okoto 800 milionéw ludzi ma za malo pozywienia, a u ponad miliarda, szczegol-
r]ie kobiet i dzieci, obserwowano okreslone niedobory pokarmowe (24). Wediug
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) niedobdér witaminy A stwierdzono u okoto
10 milionéw os6b na catym Swiecie (25). UNICEF szacuje, ze zwiekszone jej spozy-
cie mogtoby zapobiec Smierci okoto 1-2 miliondw dzieci rocznie w wieku 1-4 lat
(26). Dlatego za pomoca metod inzynierii genetycznej tworzy sie rosliny transge-
niczne zawierajgce zwiekszong ilo$¢ danego sktadnika odzywczego. W aktualnie
przeprowadzanych badaniach skupia sie przede wszystkim uwage na modyfikacjach
ryzu, pomidoréw, fasoli, pszenicy i kukurydzy. Stalo sie to mozliwe poprzez pozna-
nie struktury i funkcji niektérych z genéw bioracych udziat w biosyntezie karoteno-
idéw, np. syntazy fitoenu {Psy, crtB), desaturazy fitoenu {crtl), p-cyklazy likopenu
(Lcy), oksygenazy (CrtO).

jednym z najnowszych odkry¢ na tym polu jest stworzenie bogatego w P-karo-
ten, zo6ktego ryzu, zwanego ,ztotym?”, przez 1. Potrykusa, P. Beyera i wsp. (21). Ryz
(Oryza sativa), stanowi jeden z podstawowych skfadnikow pozywienia na Swiecie.
Jest on spozywany codziennie przez 3 miliardy ludzi. Szacuje sie, ze do 2020 r. dieta
wiecej niz potowy ludzkosci bedzie zalezna od ryzu (27). Twércy ,ziotego ryzu”
mieli na uwadze walke z niedoborami witaminy A, powszechnymi w wielu krajach
Afryki, Azji, Ameryki tacinskiej, szczegolnie tych, w ktérych jest on gtéwnym zrod-
tem pozywienia dla ludnosci (27). Roslina ta mimo swej wartosci odzywczej jest jed-
nak ubogim Zrédtem wielu podstawowych witamin i mineraléw, w tym p-karotenu
(prowitaminy A). Bielmo (endosperma) ryzu nie zawiera w ogoéle prowitaminy A, lecz
jej prekursor, pirofosforan geranylogeranylu. Biosynteza P-karotenu w ryzu stala sie
mozliwa po wprowadzeniu do komorek tej rosliny genu syntazy fitoenu (Psy) z zon-
kila {Narcissus pseudonarcissus), genu desaturazy fitoenu {crtl) z bakterii Erwinia ure-
dovora (nalezacej do Enterobacteriaceae) i genu p-cyklazy likopenu z zonkila (rys. 4).
W ten sposéb otrzymano kilka stabilnych linii ,ztotego ryzu” z zéttym bielmem, kto-
rych komérki wytwarzajg wystarczajgca ilos¢ P-karotenu, aby pokry¢ dzienne zapo-
trzebowanie na ten skiadnik w typowej diecie azjatyckiej (12,24).

Innym przyktadem rosliny wytwarzajacej zwiekszong ilos¢ p-karotenu jest trans-
geniczny pomidor. Owoc pomidora i jego produkty (np. ketchup, soki, zupy i sosy)
sa gtownym zrédtem likopenu i p-karotenu. Aby podniesé zawartos¢ karotenoidéw
w owocu pomidora, do komorek tej rosliny wprowadzono bakteryjny gen {crtl), kto-
rego produkt biatkowy bierze udziat w przeksztatceniu fitoenu do likopenu (rys. 4).
Ekspresja tego genu w pomidorach transgenicznych nie zwiekszyta wprawdzie catko-
witego poziomu karotenoidéw, ale zawartos¢ P-karotenu podniosta sie trzykrotnie,
kosztem likopenu, osiggajac poziom okoto 45% catkowitej puli karotenoidow (26).

Inna modyfikacja genetyczna zmieniajgca szlak biosyntezy karotenoidow zostata
przeprowadzona w rzepaku {Brassica napus), do ktérego komorek wprowadzono
bakteryjny gen syntazy fitoenu {crtB) z Erwinia uredovora. Dojrzate nasiona otrzyma-
nych w ten sposéb roslin transgenicznych zawieraty okoto 50 razy wiecej karoteno-
idow, gtéwnie a- i P-karotenu, w poréwnaniu do roslin nie zmodyfikowanych (12).
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W ostatnich latach w przeprowadzonych badaniach zmierza sie takze do zwieksze-
nia zawartosci tokoferoli (witaminy E) w roslinach. Przyktadem moga by¢ modyfikacje
prowadzace do nadekspresji metylotransferazy y-tokoferolu (y-TMT - ostatniego en-
zymu syntezy a-tokoferolu) oraz wzrostu aktywnosci witaminy E w oleju nasienia Ara-
bidopsis. Nasiona Arabidopsis zawierajg duzg ilos¢ y-tokoferolu, ktérego aktywnos¢ jako
witaminy E osigga tylko 10% tej wykazywanej przez a-tokoferol. Rezultatem ekspresji
y-TMT w nasionach Arabidopsis byta przemiana duzej puli y-tokoferolu do a-tokoferolu
z odpowiednim 10-krotnym wzrostem aktywnosci witaminy E (11,29).

W tych udanych prébach zwiekszenia zawartosci substancji antyoksydacyjnych
w rodlinach ukazuje sie potencjat przysztych mozliwosci biotechnologicznych. Aktu-
alnie kontynuowane sa badania nad poznaniem mechanizmoéw odpowiedzialnych za
regulacje szlaku biosyntezy karotenoidéw. Przykladem sg prace nad mutacjami blo-
kujacymi biosynteze karotenoidéw u ryzu i kukurydzy, dzieki ktéorym mozliwe beda
dalsze modyfikacje drég ich biosyntezy (30). By¢ moze w przyszitosci uda sie polep-
szy¢ warto$¢ odzywczg waznych roslin uprawnych takich jak soja, kukurydza czy
rzepak, przez podniesienie w nich poziomu a-tokoferolu kosztem y-tokoferolu. Spozy-
wanie takich roslin transgenicznych na pewno przyczynitoby sie do polepszenia
kondycji zdrowotnej catej populacji ludzkiej (29).

5. Podsumowanie

z dotychczasowych rozwazan wytania sie obraz RET jako czynnikéw odpowie-
dzialnych za patogeneze wielu choréb u ludzi, w tym nowotwordéw. Procesom tym
mogg zapobiega¢ endogenne i egzogenne systemy ochronne.

W przeprowadzanych badaniach nad wiasciwosciami antyoksydacyjnymi réznych
lekdw stosowanych w terapii licznych schorzeh u ludzi wykazano, ze niektére z nich
sg doskonatlymi antyoksydantami. Efekty ich dziatania mogg zatem, przynajmniej
czesciowo, zaleze€ od ich aktywnosci antyoksydacyjnej, czego nie zawsze byli Swia-
domi badacze wprowadzajacy je do praktyki lekarskiej. Wtasciwosci takie ma np.
kaptopril - lek stosowany w leczeniu nadcisnienia, jak réwniez aspiryna (kwas ace-
tylosalicylowy) (31). Wiele zwigzkéw stosowanych jako leki wytwarza RET w wyniku
nieenzymatycznej reakcji z tlenem lub cykli oksydacyjno-redukcyjnych zachodzacych
w komoérkach. Na tej zasadzie dziatajg takie leki przeciwnowotworowe jak np. bleo-
mycyna, mitomycyna C czy antracykliny. Wytwarzanie RET przez niektore z tych te-
rapeutykéw moze powodowac takze komplikacje w leczeniu. Prowadzi sie réwniez
badania majace na celu rozstrzygniecie, czy SOD i katalaza moga tagodzi¢ skutki
choréb spowodowanych m.in. zaburzeniami w metabolizmie RET (7).

Zagrozenie ze strony RET dla naszych organizméw jest coraz wieksze w zwigzku
z wzrastajgcym zanieczyszczeniem Srodowiska. Zmiany w aktywnosci SOD stwier-
dzone u ryb i slimakéw w obecnosci réoznych metali i organicznych ksenobiotykéw
prébuje sie rowniez wykorzysta¢ jako bioindykator zanieczyszczen w morzu (32).
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Nasuwa sie pytanie - czy nalezaloby zatem zwiekszy¢ podaz antyoksydantow do
organizmu?

Rozwigzaniem moze by¢ odpowiednia dieta zapewniajgca dostateczne spozycie
witamin o wiasciwosciach antyoksydacyjnych, do ktérych niedoboru nie nalezy do-
puszczac. jednak przesada w przyjmowaniu tych witamin nie jest wskazana. Oka-
zalo sie, ze nie tylko ich brak, ale réwniez nadmiar moze mie¢ whasciwosci toksycz-
ne, a takze kancerogenne. Dotyczy to gtéwnie witaminy A oraz (3-karotenu. Zaob-
serwowano, ze pokarmy bogate w retinol zwiekszaty ryzyko raka przetyku. Szcze-
golnie niebezpieczne okazalo sie to u palaczy tytoniu i naduzywajacych alkoholu.
Nadmiar witaminy A jest takze hepatotoksyczny. Natomiast przyjmowanie wiekszej
ilosci P-karotenu przez palaczy spowodowato zwiekszenie czestosci wystepowania
u nich raka ptuc (33,34). W przeprowadzonych w ostatnich latach badaniach wska-
zuje sie réwniez na toksyczne dziatanie BHA. Podawanie BHA w wysokim stezeniu
w paszy (]-2% BHA) prowadzito do niekontrolowanej proliferacji komérek nabtonko-
wych przedzotadka u gryzoni oraz hipertrofii i hiperplazji watroby (23). Najbez-
pieczniej jest uzupetni¢ braki antyoksydantéw witaming C. Spozywanie jej w wiek-
szych ilosciach zaleca sie palaczom, a takze osobom intensywnie pracujacym fizycz-
nie. Nadmiar witaminy E moze jednak uszkadza¢ przeciwbakteryjny mechanizm
obronny fagocytéw oparty na wytwarzaniu RFT.

Najlepszym sposobem dostarczania do organizmu egzogennych antyoksydan-
tow jest, jak sie wydaje, spozywanie odpowiedniej ilosci warzyw i owocow, ktore sg
naturalnym ich Zzrédtem oraz wiekszosci mikroelementow. Ocenia sie, ze zoptymali-
zowana dieta mogtaby zmniejszy¢ zachorowalnos¢ na raka o 30-60% (7). Wykazano,
ze spozywanie brokut, szpinaku, sataty, pomidoréw, pomararticz, marchwi, selera
i warzyw zielonych, bogatych w luteine, chroni przed rozwojem raka okreznicy (16).
Utrzymywanie w organizmie réwnowagi oksydacyjno/antyoksydacyjnej jest bardzo
wazne dla prawidtowego funkcjonowania ukladu immunologicznego, utrzymania
struktury i funkcji bton lipidowych, konformacji biatek i kwaséw nukleinowych oraz
kontroli przekazywania sygnatdw w komorce i ekspresji genow.
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