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Streszczenie

Reaktywne formy tlenu (RFT) odgrywaja kluczowa role w podsta-
wowych procesach biologicznych zachodzacych w organizmie
ludzkim zaréwno w stanie zdrowia, jak i choroby. W sytuacji okre-
Slanej mianem ,,stresu oksydacyjnego” dochodzi do zaburzenia
réownowagi pomiedzy tempem powstawania RFT a wydolnoscig
uktadu antyoksydacyjnego. Reaktywne formy tlenu powodujg
utlenienie ttuszczéw, biatek, DNA, a co za tym idzie, moga przy-
czyni¢ sie do uszkodzenia tkanek. Toksyczne produkty reakcji
utleniania wywierajg dziatanie cytostatyczne na komérke, dopro-
wadzaja do uszkodzenia bton komérkowych i aktywujg mechani-
zmy apoptozy. Stan réwnowagi komérek jest utrzymywany przez
enzymy antyoksydacyjne oraz takie substancje, jak glutation, wi-
taminy E, Ci A czy tioredoksyna. Zwigzki te umozliwiajg usuwanie
nadmiaru RFT z komérki. Dziatania zmierzajace do zmniejszenia
stresu oksydacyjnego w komérkach organizmu moga skutkowac
poprawa kliniczng chorych, natomiast nadmierna produkcja wol-
nych rodnikéw jest pierwotng przyczyng badz wtérnym powikta-
niem choroby.

Do choréb, w ktérych stres oksydacyjny odgrywa kluczowa role,
zalicza sie m.in. choroby uktadu krazenia, neurodegeneracyjne
czy choroby zapalne, takie jak np. reumatoidalne zapalenie sta-
wow. Dlatego tez znajomos¢ patofizjologii stresu oksydacyjnego
oraz jego biomarkeréw moze okaza¢ sie bardzo uzyteczna w co-
dziennej praktyce klinicznej.

Summary

Reactive oxygen species (ROS) are involved in both human health
and disease. ROS are produced during normal metabolism.
Overproduction of ROS is called “oxidative stress”. Free radicals
and other oxidants cause oxidation of lipids, proteins and DNA,
thereby increasing the likelihood of tissue injury. Toxic products of
radicals’ reactions exert cytostatic effects, cause membrane
damage and activate pathways of cell death. The redox status of
the cell is maintained by antioxidant enzymes and substances such
as glutathione, vitamins E, C and A, and thioredoxin, which serve to
remove ROS. Lowering oxidative stress can have a clinical benefit,
whereas the excess production of ROS is either the primary cause
of diseases or secondary complication. Oxidative stress diseases
include cardiovascular, neurodegenerative and inflammatory
diseases, such as rheumatoid arthritis. Therefore, knowledge about
oxidative stress and its biomarkers may be very useful.
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Tlen, ktérym oddychamy, ulega w organizmie czte-
roetapowej redukcji, w wyniku ktérej powstaje cza-
steczka wody. Produkty niecatkowitej redukcji czastecz-
ki tlenu nazwano reaktywnymi formami tlenu, — RFT
(tab. ). Moga by¢ to neutralne czasteczki lub jony oraz
wolne rodniki tlenowe. Wolne rodniki tlenowe sg bardzo
reaktywne, szybko wchodza w reakcje, w tym tancucho-
we. Reaguja z biatkami, lipidami, cukrami i kwasami nu-
kleinowymi obecnymi w komérkach, prowadzac do po-
wstania kolejnych produktéw wolnorodnikowych.
Jednym z najbardziej reaktywnych wolnych rodnikéw
jest rodnik hydroksylowy (OH®) [1].

Zrodta reaktywnych form tlenu
W organizmie

Organizmy zywe wytwarzaja RFT w wielu podsta-
wowych procesach biochemicznych, takich jak tahcuch
oddechowy, metabolizm nukleotydéw purynowych, mi-
krosomalny cykl hydroksylacyjny (cytochrom P-450), re-
akcje zachodzace z udziatem oksydoreduktaz. Produk-
tem tych reakcji jest najczesciej anionorodnik
ponadtlenkowy lub nadtlenek wodoru. Powstajace RFT
sg produktami posrednimi, ktére powinny ulec dalszej
redukcji w kolejnych etapach reakcji biochemicznych,
jednak z réznych przyczyn nie zawsze tak sie dzieje.

Metaboliczne dziatania reaktywnych
form tlenu

W warunkach homeostazy RFT petnig funkcje me-
diatoréw i regulatoréw metabolizmu — indukuja roézni-
cowanie komérek, aktywuja wiele genéw, m.in. onko-
gen c-fos, indukuja apoptoze, wptywajac na synteze,
uwalnianie lub inaktywacje srédbtonkowego czynnika
rozszerzajacego naczynia (EDRF), dziataja rozszerzajgco
badz kurczaco na Sciane naczyh krwionosnych, zwiek-
szaja przepuszczalnos¢ scian naczyh wtosowatych, sty-
muluja transport glukozy do komérek, serotoniny
do ptytek krwi. Wptywaja na przekazywanie sygnatow
do komérek i wewnatrz komérek, reguluja ekspresje
gendw. Moga stawac sie wtornymi przekaznikami za-
rowno w procesie wzrostu, jak i Smierci komorki. Akty-
wuja biatka kierujgce podziatami komérkowymi (mito-
genic activated protein). Biorg udziat w procesach
obronnych organizmu. Nadtlenki reguluja ponadto syn-
teze prostanoidow.

Toksyczne dziatanie reaktywnych form
tlenu — stres oksydacyjny

Nadmierna produkcja RFT oraz wyczerpanie przez
organizm rezerw antyoksydacyjnych jest zjawiskiem
nazywanym ,stresem oksydacyjnym”. Stres oksydacyj-
ny prowadzi do utleniania biatek, co powoduje modyfi-

kacje ich struktury i zaburzenie funkcji. Nastepuje tez
utlenianie lipidéw, uszkodzenia kwasoéw nukleinowych,
depolimeryzacja kwasu hialuronowego i gromadzenie
IgG. Reaktywne formy tlenu inaktywuja ponadto inhibi-
tory proteaz, co nasila dziatanie proteolityczne tych
enzymoéw na tkanki.

Wysokie stezenia RFT wyzwalajg reakcje tancucho-
we, nasilajagce procesy uszkadzania bioczasteczek.
Utlenianiu ulegaja reszty wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych wchodzace w sktad fosfolipidéw, ktére
sg gtéwnym sktadnikiem budulcowym bton komérko-
wych. Produkty takiej nieenzymatycznej peroksydacji
lipidéw zmieniaja wtasciwosci fizyczne bton komérko-
wych, co moze prowadzi¢ do ich uszkodzenia. Na pozio-
mie molekularnym RFT powoduja degradacje kolagenu,
zaburzenia syntezy i inaktywacje proteoglikandéw, inak-
tywacje enzymoéw, pekniecia nici DNA, uszkodzenie
chromosoméw, powstawanie mutacji prowadzacych
do zmian nowotworowych, inhibicje fosforylacji oksy-
dacyjnej w mitochondriach, zaburzenia struktury
cytoszkieletu (polimeryzacje aktyny, rozerwanie mikrofi-
lamentéw), modyfikacje wtasciwosci antygenowych
komérek oraz zaburzenie wewnatrzkomérkowej ho-
meostazy wapnia.

Mechanizmy obronne komérek
przed reaktywnymi formami tlenu

W komérkach istnieje wiele skutecznych mechani-
zméw chronigcych przed toksycznym dziataniem RFT.
W warunkach homeostazy, dzieki dziataniu enzyma-
tycznych i nieenzymatycznych antyoksydantéw, nad-
miar RFT jest likwidowany i uszkodzenia biomolekut sg
naprawiane (tab. Il) [2, 3].

Tabela I. Reaktywne formy tlenu (RFT)
Table I. Reactive oxygen species

Reaktywne formy tlenu (RFT)
rodniki (WRT)
anionorodnik ponadtlenkowy 0,°
rodnik hydroksylowy OH*®
rodnik wodoronadtlenkowy HO,*®
rodnik nadtlenkowy ROO*®
rodnik alkoksylowy RO®
inne RFT
nadtlenek wodoru H,0,
kwas podchlorawy HOCl
kwas podbromawy HOBr
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Tabela Il. Antyoksydanty jako obrona przed RFT
Table Il. Antioxidants as a defens against
reactive oxygen species

Antyoksydanty
nieenzymatyczne enzymatyczne
glutation (GSH) dysmutaza

ponadtlenkowa
(CuZnSOD, MnSOD)

witamina E peroksydaza
glutationowa (GPx)

witamina C katalaza

albuminy ceruloplazmina

bilirubina biatka hemowe

kwas moczowy tioredoksyna (TRX)

kreatynina paraoksonaza (PON1)

cysteina

karotenoidy

flawonoidy

koenzym Q
(zredukowany)

W miejscu lokalnego pojawienia sie nadmiaru RFT sg
uruchamiane mechanizmy obronne. To, ktéry antyoksy-
dant zostanie uzyty w reakgji z rodnikiem lub inng reak-
tywna forma tlenu, zalezy od jej wtasciwosci i miejsca
powstania oraz od tego, jakie struktury moga potencjal-
nie stac sie jej celem. Kwas askorbinowy jest najskutecz-
niejszym antyoksydantem rodnikéw rozpuszczalnych
w wodzie. Kwas moczowy najlepiej neutralizuje dziatanie
dwutlenku azotu. W walce z zelazozalezng peroksydacja
lipidéw najbardziej skutecznymi antyoksydantami sa
transferyna i ceruloplazmina [2, 4, 5].

Warto zauwazyé¢, ze w odpowiedzi na stres oksyda-
cyjny bierze udziat nie pojedynczy antyoksydant, lecz
cata grupa antyoksydantow, poniewaz ten sam rodnik
(RFT) moze uszkadza¢ rézne struktury docelowe. Do-
brym przyktadem jest kwas askorbinowy, ktéry prze-
ciwdziata peroksydacji lipidéw wywotanej przez RFT
z dymu tytoniowego, ale nie ma wptywu na oksydacyj-
ne uszkodzenia biatek osocza [6].

Mozna wyrdzni¢ 3 podstawowe systemy obrony orga-
nizmu przed RFT:

e pierwsza linie obrony — zapobieganie powstawaniu
rodnika wodorotlenowego; biorg w niej udziat takie en-
zymy antyoksydacyjne, jak dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD), katalaza, peroksydaza glutationowa (GPx),
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e druga linie obrony polegajaca na skierowaniu reakcji
wolnorodnikowych na tory terminacji; najwazniejsza ro-
le odgrywaja w niej antyoksydanty matoczasteczkowe,

« trzecig linie obrony, ktérg stanowi naprawa uszkodzen
juz powstatych w wyniku dziatania RFT; do tej linii
obrony naleza enzymy antyoksydacyjne o aktywnosci
oksydoreduktaz, ktére potrafig zredukowaé produkty
peroksydacji lipidow (paraoksonaza) lub mostki disul-
fidowe powstate w wyniku peroksydacji DNA (tiore-
doksyna — TRX, peroksydaza glutationowa).

Pierwsza linia obrony

Wsréd antyoksydantéw enzymatycznych pierwszej
linii obrony najwieksze znaczenie ma dysmutaza po-
nadtlenkowa, ktéra katalizuje reakcje dysproporcjono-
wania anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku
wodoru i tlenu czgsteczkowego.

0, +0,°+2 H—>H,0, + O,

Szkodliwy nadtlenek wodoru jest nastepnie neutra-
lizowany w organizmach przez 2 rownie wazne enzymy
antyoksydacyjne — katalaze i peroksydaze glutationo-
wa. KoAcowym produktem obu enzyméw jest woda,
a w przypadku katalazy rowniez czasteczka tlenu. Pe-
roksydaza glutationowa wymaga do swojego dziata-
nia obecnosci zredukowanej formy glutationu (GSH).
Stosunek stezeh zredukowanej postaci glutationu
(GSH) do jego formy utlenionej (GSSG) w organi-
zmach zywych w homeostazie proceséw redukcyjno-
-oksydacyjnych wynosi od 1:10 do 1:100 i gwattownie
sie zmniejsza w przypadku nasilania sie proceséw
oksydacyjnych, szczegélnie podczas stresu oksydacyj-
nego [7]. Wazng funkcje w walce z RFT petnig rowniez
biatka enzymatyczne, takie jak ceruloplazmina i biatka
hemowe.

Druga linia obrony

Druga linie obrony stanowia antyoksydanty mato-
czasteczkowe, takie jak witaminy C czy E. Antyoksydan-
ty matoczasteczkowe konkuruja z innymi zwigzkami
chemicznymi, ktore mogtyby zosta¢ utlenione przez
RFT (np. O,*, H,0,, *OH, HOCl). W wyniku reakcji RFT
z antyoksydantem powstaje wolny rodnik, ktéry jest
znacznie mniej reaktywny niz rodnik, ktéry powstatby
np. w wyniku peroksydacji lipidow. Nastepuje wtedy
przerwanie tancuchowej reakcji wolnorodnikowej i za-
hamowanie peroksydacji kolejnych zwigzkéw biolo-
gicznie czynnych.

W ten sposob dziata a-tokoferol (a-TOH). Ze
wzgledu na swoje wtasciwosci lipofilowe i obecnosé
w btonach komérkowych przerywa on tancuch reak-
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cji wolnorodnikowych bedacych nastepstwem perok-
sydacji lipidow:

o-TOH + ROO*— a-TO* + ROOH

Produkt utlenienia — rodnik o.-tokoferolowy (a-TO®)
— dzieki reakcji z kwasem askorbinowym moze zostac
nastepnie zredukowany znowu do witaminy E.

a-TO® + AH,— a-TOH + AH®

Trzecia linia obrony

Mechanizmem ,,0statniej szansy” obrony przed RFT
sg enzymy naprawcze. Tioredoksyna jest polipeptydem
zdolnym do redukcji mostkéw disulfidowych, powsta-
tych w wyniku utlenienia grup tiolowych — SH, m.in.
biatek. W podobny sposéb dziata glutation i GPx, jed-
nak redukcja przez TRX jest wielokrotnie szybsza.

Utleniona tioredoksyna jest redukowana przez
NADPH w reakcji katalizowanej przez reduktaze tiore-
doksyny.

Jednostki chorobowe zwigzane
ze szkodliwym dziataniem reaktywnych
form tlenu

Lista choréb, w patogenezie ktérych RFT odgrywaja
wazna badz kluczowa role, jest obecnie dos¢ dtuga.
Do najwazniejszych z nich mozna zaliczy¢ miazdzyce,
nadciénienie tetnicze, cukrzyce, nowotwory, stany za-
palne wywotane bakteriami czy innymi czynnikami pa-
togennymi, a wiec choroby wystepujace w populacji
powszechnie.

Miazdzyca

Obecnie wymienia sie wiele czynnikéw ryzyka
miazdzycy, ale rozw6j zmian miazdzycowych jest
przede wszystkim zwiazany z zaburzona funkcja $réd-
btonka naczyn, aktywacja ptytek krwi i zmianami oksy-
dacyjnymi lipoprotein zawartych w osoczu. Gtéwnym
zaburzeniem odpowiedzialnym za rozw6j zmian miaz-
dzycowych jest akumulacja utlenionych lipoprotein
o niskiej gestosci. Modyfikacje struktury LDL przebiega-
ja z udziatem wolnych rodnikéw tlenowych [8].

Rola RFT w patogenezie miazdzycy nie ogranicza sie
do oksydacji lipoprotein. Powodujg one réwniez uszko-
dzenia srédbtonka naczyniowego, co potwierdzity licz-
ne badania. Zapoczatkowujga w ten sposéb caty proces
prowadzacy do rozwoju blaszki miazdzycowej. Srédbto-
nek naczyniowy jest wrazliwy na dziatanie wolnych rod-
nikéw. Jego uszkodzenie jest nastepstwem utleniania
przez wolne rodniki biatek, lipidow, DNA oraz aktywacji
wapniowozaleznych uktadéw enzymatycznych — fosfo-

lipaz, endonukleaz i proteaz. Procesy te zubozaja ko-
moérki srodbtonka w ATP i NADPH, a nastepnie powsta-
je ich uszkodzenie. Przewaga proceséw wykrzepiania
i czynnikéw naczyniozwezajacych prowadzi do narasta-
jacej dysfunkcji srodbtonka [6, 8, 9].

Nadcisnienie tetnicze

Ostatnio wiele uwagi poswiecono hipotezie, ze roz-
woj nadcidnienia tetniczego jest zwigzany z zaburze-
niem réwnowagi miedzy czynnikami zwezajacymi i roz-
szerzajacymi naczynia, w szczegblnosci wytwarzanymi
przez komorki srédbtonka naczyniowego. Uwaza sie, ze
jedna z substancji endogennych, najsilniej dziatajacych
kurczaco na naczynia jest endotelina. Silnie rozkurczaja-
co dziata natomiast srédbtonkowy czynnik rozszerzaja-
cy naczynia (endothelium-derived relaxing factor
— EDRF), ktéry zidentyfikowano jako tlenek azotu (NO).
Tlenek azotu dziata silnie, ale krotkotrwale, jest szybko
unieczynniany przez reakcje z anionorodnikiem tleno-
wym lub tlenem. W warunkach stresu oksydacyjnego
nadmierne unieczynnianie EDRF moze by¢ jedna
z gtéwnych przyczyn przewagi czynnikéw kurczacych
naczynia i rozwoju nadcisnienia tetniczego. Mozliwe
jest, ze u 0séb z nadciénieniem tetniczym nastepuje
nasilenie syntezy anionorodnika ponadtlenkowego
przez granulocyty obojetnochtonne. Wykazano ponad-
to dodatnig korelacje miedzy synteza tego rodnika
tlenowego a ciSnieniem skurczowym i rozkurczowym
[11, 12]. Coraz wiecej dowodbéw wskazuje na to, ze an-
giotensyna Il wywiera dziatanie plejotropowe na Scia-
ne naczyn poprzez NADPH-zalezng synteze RFT [12].

Cukrzyca

U chorych na cukrzyce zjawisko stresu oksydacyjne-
go wystepuje przypuszczalnie na poziomie wielu komé-
rek rozmieszczonych w réznych tkankach. Moze przema-
wiac za tym stwierdzana w wiekszosci badan nizsza (niz
u 0s6b zdrowych) zawartosé naturalnych antyoksydan-
téw — witaminy C, witaminy E, glutationu oraz kwasu
moczowego w osoczu lub komérkach krwi [13-16]. Wy-
daje sie, ze za powstawanie stresu oksydacyjnego odpo-
wiedzialne jest przede wszystkim podwyzszenie stezenia
glukozy. Glukoza, jako zwiazek aldehydowy, reaguje
z grupami aminowymi biatek, prowadzac do ich nieenzy-
matycznej glikozylacji (glikacji). W trakcie tej reakcji
uwalniane sg wolne rodniki tlenowe, dlatego proces ten
nazwano glikoksydacja.

Nowotwory

Powszechnie panuje poglad, ze ztosliwe transforma-
cje komoérkowe i rozw6j nowotworéw sg zwigzane
z uszkodzeniem genomu. Ostatnio wiele uwagi poswieco-
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no dziataniu reaktywnych form tlenu, w szczegélnosci
rodnika wodorotlenowego, ktéry uszkadza DNA. Uszko-
dzenia DNA obserwowane w komérkach poddanych stre-
sowi oksydacyjnemu moga prowadzi¢ do mutacji [17].

Stany zapalne

W stanach zapalnych wywotanych bakteriami czy
innymi czynnikami patogennymi wazna funkcje obron-
na petnia granulocyty obojetnochtonne. Jest to mozliwe
dzieki zdolnosci tych komérek do fagocytozy. Wiele ba-
dan wykazato, ze bakteriob6jcza aktywnosé neutrofili
zwigzana z procesem fagocytozy jest potaczona z gwat-
townym zuzyciem tlenu przez te komérki, co jest okre-
Slane jako ,wybuch oddechowy” (respiratory burst)
[18]. Pochtoniety tlen jest przeksztatcany w nadtlenek
wodoru, ktéry ma wtasciwosci bakteriob6jcze. W bada-
niach in vitro wykazano, ze nie tylko bakterie wywotu-
ja gwattowne zuzycie tlenu przez granulocyty, ale row-
niez immunoglobuliny, kompleksy immunologiczne,
fragmenty C5a dopetniacza, substancje kancerogenne,
kwas arachidonowy.

Markery stresu oksydacyjnego

W wyniku reakcji lipidow z RFT i dalszych przemian
powstaje wiele matoczasteczkowych produktéw rozpa-
du, m.in. dialdehyd malonowy (MDA). Jest on obecnie
najpowszechniej stosowanym markerem peroksydacji
lipidow. Innym dobrym markerem peroksydacji lipidow
moze by¢ oznaczanie w surowicy przeciwciat przeciw
utlenionej postaci LDL (Ab oxLDL).

Uzytecznym markerem uszkodzenia biatek powo-
dowanego przez RFT wydaje sie oznaczenie grup kar-
bonylowych biatek.

W komérkach poddanych stresowi oksydacyjnemu
obserwowano uszkodzenia kwasu deoksyrybonukle-
inowego. Przypuszcza sie, ze prooksydacyjny stan ko-
moérek zmienia wewnatrzkomérkowa homeostaze zela-

Tabela Ill. Biomarkery uszkodzeh wywotanych
przez stres oksydacyjny

Table Ill. Biomarkers of tissue injury caused by
oxidative stress

Biomarkery uszkodzeh wywotanych
przez stres oksydacyjny

uszkodzenie lipidow MDA, Ab-oxLDL

uszkodzenie biatek grupy karbonylowe biatek

uszkodzenie DNA 8-OHdG

stan zapalny
z udziatem RFT

podwyzszone stezenie
jonéw zelaza
w ptynach ustrojowych
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za i miedzi, a reakcje Fentona odgrywaja istotng role
w procesach uszkodzenia materiatu genetycznego.
Z badan radiobiologicznych wynika, ze rodniki wodoro-
tlenowe moga powodowac kilka typéw uszkodzen DNA
[20]. Dobrym markerem uszkodzen DNA jest 8-hydrok-
sy-2’-deoksyguanozyna (8-OHdG) [20].

Markerem procesu zapalnego zachodzacego
z udziatem RFT moze by¢ rowniez podwyzszone steze-
nie jonéw zelaza. Zelazo, w szczegélnosci na Il stopniu
utlenienia, jest katalizatorem reakcji Fentona, w wyni-
ku ktérej powstaje najbardziej toksyczny z RFT — rodnik
wodorotlenowy (tab. IlI).

Podsumowanie

Reaktywne formy tlenu stanowig istotny element
wielu proceséw biologicznych kluczowych dla prawi-
dtowego funkcjonowania organizmu. Zaburzenie row-
nowagi metabolicznej, skutkujace nasileniem reakcji
oksydacji kwasow ttuszczowych, biatek, cukréw
i DNA, jest nazywane stresem oksydacyjnym i towa-
rzyszy wielu powszechnie wystepujacym i czestokro¢
groznym dla zycia jednostkom chorobowym. Znajo-
mos¢ znaczenia RFT dla prawidtowego funkcjonowa-
nia organizmu oraz mechanizméw towarzyszacych
zjawisku stresu oksydacyjnego, pozwala lepiej zrozu-
mie¢ patofizjologie wielu standéw chorobowych,
w ktérych nasilone dziatanie RFT odgrywa istotna,
a nawet kluczowa role. W niniejszej pracy zaprezento-
wano przyktady jednostek chorobowych czesto spoty-
kanych w praktyce klinicznej. Uzytecznym narzedziem
do jakosciowego i ilosciowego okreslenia zjawiska
stresu oksydacyjnego oraz kontrolowania przebiegu
leczenia choréb o etiologii wolnorodnikowej moga
okazac¢ sie markery stresu oksydacyjnego.
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