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KONTROWERSYJNA ROLA NADTLENKOW W ORGANIZMIE

Nie podlega dyskusji fakt, ze reaktywne formy tlenu (RFT) sg w stanie wywotaé
znaczne uszkodzenia komoérek i tkanek. Z drugiej strony moga petni¢ wazne role
w fizjologicznych procesach zachodzacych w tychze komérkach. To, jaka bedg speiniaty
role kazdorazowo, warunkuje szereg czynnikéw, takich jak miejsce i czas syntezy, a przede
wszystkim ich stezenie oraz skiad Srodowiska.

Niniejsze opracowanie poswiecono omoéwieniu kontrowersyjnej, tj. pozytecznej i szkod-
liwej roli RFT w procesach: zapaleniu, proliferacji, transformacji nowotworowej, peroksydacji
lipidow i apoptozy.

1. WSTEP

Tlen jest pierwiastkiem niezbednym dla organizméw aerobowych, pozys-
kiwany gtéwnie na drodze fotosyntezy, a odkrycie to zawdzieczamy Priest-
leyowi [27]. Tym niemniej umieszczona w czystym tlenie myszka ginie. Fakt
ten pozostatl niewyjasniony do 1954 r., kiedy to Gershman i wspétpracownicy
stwierdzili, ze za ten efekt toksyczny tlenu odpowiedzialne sg wolne rodniki
tlenowe, tj. atomy lub czasteczki majgce na zewnetrznych orbitalach nie-
sparowane elektrony [8].

Reaktywne rodniki, tj. anionorodnik ponadtlenkowy (02~), rodnik wodoro-
tlenowy ( OH), tlenek azotu (NO ), dwutlenek azotu (NO02) oraz nie bedace
rodnikami; tlen singletowy ('02 czy nadtlenek wodoru (H2 2, reaguja ze
sktadnikami komérek powodujgc ich uszkodzenie a czesto i $mier¢ organizmu.
Te wazne pochodne tlenowe nazwano reaktywnymi formami tlenu (RFT).
One to inicjuja w komérkach tancuchowe procesy wolnorodnikowe, w na-
stepstwie ktérych generowane sg nowe (inne) rodniki. Ich cecha charak-
terystyczna to ogromna aktywnos$¢ oksydacyjna i w wiekszosci przypadkow
bardzo krétkie okresy pottrwania. Niekontrolowany przyrost RFT w komor-
kach, naruszajacy ich rownowage peroksydacyjno-antyoksydacyjng, nazwano
stresem oksydacyjnym.



W 1969 r. McCord i Fridovich przedstawili hipoteze, ze wolne rodniki
tlenowe sg integralnymi skitadnikami procesdw metabolicznych. Otrzymanie
przez wymienionych autoréw enzymu - dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
katalizujacej dysmutacje 0 2~do H2 2- zapoczatkowato w biologii i medycynie
nowg dziedzine badan reakcji wolnorodnikowych [17]. Od tego tez momentu
nastepuje okres intensywnych badan udzialu RFT w procesach metabolicznych,
a takze w stanach patologicznych cztowieka.

W warunkach fizjologicznych RFT generowane sg w toku wielu procesow
fizjologicznych (tj. oddychanie, autooksydacja chinonéw, leukoflawin, hemo-
globiny i innych zwigzkéw). Gtéwnym zrodtem rodnikéw tlenowych w or-
ganizmach jest mitochondrialny tancuch oddechowy. Obecnie przyjmuje sie,
ze przemiana rodnikéw tlenowych w organizmie przebiega cyklicznie [9],

Na pytanie, czy state generowanie wolnych rodnikow w komérce jest
»btedem” ewolucyjnym, czy tez niezbednym wyselekcjonowanym w trakcie
ewolucji szlakiem metabolicznym, brak jednoznacznej odpowiedzi. Wiekszo$¢
danych prowadzi do wniosku, ze redukcja czasteczki tlenu do wody nie
musi zachodzi¢ etapowo z utworzeniem reaktywnych rodnikéw tlenowych.
Tym samym hipoteze o ,btedzie” nalezy odrzuci¢, przyjmujac hipoteze
o fizjologicznej koniecznosci generowania rodnikow w mitochondrialnym
taricuchu oddechowym. Obecnie poznajemy coraz wiecej dowoddw Swiad-
czacych o roli i znaczeniu RFT w normalnych reakcjach metabolicznych.
W organizmach aerobowych reaktywne formy tlenu wydajg sie by¢ niezbed-
nymi ,normalnymi” metabolitami, a ich generowanie i usuwanie utrzymuje
stan dynamicznej rownowagi (homeostaza prooksydacyjno-antyoksydacyjna),
ktérego naruszenie prowadzi do patologii [3]. Podwojng role tego pierwiastka
omowiono w kilku pracach [3, 10].

2. DZIALANIE BAKTERIOBOJCZE A ZAPALENIE

Jednym z przyktadow podwdjnej roli nadtlenkéw jest udziat fagocytéw
zar6wno w obronie organizmu przed inwazjg mikroorganizméw, jak réwniez
w niszczeniu wiasnych zdrowych komorek (stan zapalny). Obecnie nie
podlega dyskusji fakt, ze bakteriobdjcze dziatanie fagocytow jest udziatem
wolnych rodnikéw i ich metabolitow (,,wybuch tlenowy”). Powstajg one
w wyniku ztozonego dziatania kompleksu oksydazy NADPH zlokalizowanej
na zewnetrznej powierzchni btony plazmatycznej, jest ona jedynym enzymem
w naszym organizmie nieprzypadkowo katalizujgcym wytwarzanie nadtlenkow.

Genetycznie uwarunkowany niedobor oksydazy NADPH w fagocytach
objawiajacy sie uposledzonym wytwarzaniem nadtlenkéw znany jest jako
przewlekta choroba ziarniniakowa (chronic granulomatous disease, CGD),



schorzenie zagrazajace zyciu. Neutrofile oséb chorych na CGD maja
w znacznym stopniu uposledzong zdolno$¢ usuwania sfagocytowanych przez
siebie nadal groznych mikroorganizmow, czego efektem sg nawracajace
infekcje prowadzace do uogélnienia infekcji i czesto $mierci organizmu [13].

Dziatanie neutrofili to przede wszystkim eliminacja mikroorganizmow
w oparciu o tlen singletowy ('Oj), nadtlenek wodoru (H2 2 i kwas pod-
chlorawy (HOC1). Wymienione RFT posiadajg bardzo szerokie spektrum
dziatania i przy nadmiarze takze zdrowe komodrki moga by¢ narazone na
ich dziatanie (stres oksydacyjny), podobnie jak mikroorganizmy czy same
neutrofile. W zwigzku z tym czesto w zainfekowanej przez mikroorganizmy
tkance toczy sie réwniez proces zapalny z udziatem zdrowych komorek
(zaczerwienienie, podwyzszenie temperatury, obrzek, bél i upoSledzenie
funkcji) nie bedacy bezposrednim efektem dziatania drobnoustrojow lecz
wtornym efektem walki neutrofili z patologicznymi mikroorganizmami
(nadmiar RFT). Stad tez przy tej podwdjnej roli nadtlenkdw konieczne jest
utrzymanie réwnowagi miedzy stezeniem wolnych rodnikéw oraz stezeniem
antyoksydantéw w ustroju. Utrzymanie réwnowagi peroksydacyjno-antyok-
sydacyjnej w organizmie jest nadzwyczaj trudnym procesem. Tak na przykiad
u podtoza chordob autoimmunologicznych i alergii lezy nieprawidtowe rozpo-
znanie przez fagocyty zdrowych komorek uznanych za ,nieprawidtowe”,
ktére sa niszczone przez wytworzone RFT. Innym przyktadem sg neutrofile
0s6b z zespotem Downa (trisomia i translokacja 21 pary chromosomow),
ktére zawierajag 0 50% wiecej CuZn-SOD, niz neutrofile oséb o prawidlowym
kariotypie. Wyzsza zawarto$¢ SOD powoduje obnizenie ilosci wolnych
rodnikéw w tych komorkach, a tym samym osoby te majg obnizong
zdolno$¢ do obrony przed infekcjami [1],

3. PROLIFERACJA - ONKOGENEZA - APOPTOZA

Kolejny przyktad podwojnej roli nadtlenkow w organizmach to proces
regulacji podziatlu komdrek i wzrostu, karcynogeneza i apoptoza.

Wyniki wielu prac potwierdzajg hipoteze, ze umiarkowany stres ok-
sydacyjny pobudza zdrowe komorki do podziatu [18, 21, 22], podczas gdy
nasilony stres powoduje ich uszkodzenie. Wzrost stezenia RFT w wyniku
nagromadzenia aktywnych fagocytow jest sygnatem z jednej strony dla
ocalatych komorek do rozpoczecia proliferaqi (w celu zastgpienia obumartych
komarek), a z drugiej strony, dla migracji fibroblastow w celu utworzenia
blizny w uszkodzonym miejscu. Kiedy naptyw fagocytow ulegnie zmniejszeniu,
to procesy redoks powracajg do rownowagi i woéwczas komorki przestaja
proliferowaé, co przedstawiono na rys 1



Rys. 1. Hipotetyczna reakcja komoérki na rosngce stezenie anionorodnikéw ponadtlenkowych.

W warunkach fizjologicznych komérki w sposéb odwracalny mogg zmieniaé swoj stan miedzy

fazami: spoczynku A i podziatlu B. W przypadku nasilonego stresu oksydacyjnego dochodzi
do procesu nieodwracalnego - apoptozy C

Zmiany w kodzie genetycznym (mutacje) w wyniku dziatania RFT moga
narusza¢ procesy oksydacyjne komérki. W takim przypadku komorki
ulegajg niekontrolowanej ciaggtej proliferacji, zwanej transformacjg nowo-
tworowg (komdrka w punkcie B, niezdolna do powrotu do stanu wy-
jsciowego). Komorki nowotworowe charakteryzujg sie niskim stezeniem
Mn-SOD, katalazy i CuzZn-SOD [22, 20]. Ré6zne typy komorek, nawet
w obrebie tej samej tkanki, moga znacznie rézni¢ sie zawarto$cig enzymow
antyoksydacyjnych w zaleznosci od ich roli w procesach metabolicznych.
Genetycznie uwarunkowany niedob6or Mn-SOD powoduje wzrost stezenia
anionorodnika nadtlenkowego we wnetrzu komorki dajgc staty sygnat do
rozpoczecia ciggtej proliferacji [26]. Z drugiej strony, podwyzszone stezenie
Mn-SOD wywotuje ciggta przewage procesow redukcyjnych w og6lnym
bilansie. St. Clair [23] wykazal, ze komorki myszy pobudzone na drodze
transfekcji do podwyzszonej produkcji Mn-SOD sg prawie dwukrotnie
bardziej oporne na powstanie transformacji nowotworowej wywotanej
promieniowaniem w pordwnaniu z grupg kontrolng. Ponadto wykazano, ze
transfekcja cDNA, kodujagcego Mn-SOD spowodowata utrate ztosliwosci
kultur ludzkich komdrek czerniaka ztosliwego (melanoma). Klonowane
komorki wykazujgce pieciokrotny lub wyzszy wzrost stezenia Mn-SOD nie
wykazywaly tendenq'i do tworzenia guzéw nowotworowych po przeszczepieniu



ich na myszy, podczas gdy komdrki nic poddane transfekcji doprowadzaty
do transformacji nowotworowej w 100% przypadkéw [5, 23],

Apoptoza jest formg zaprogramowanej $mierci komoérki charakteryzujaca
sie w czasie zmniejszaniem jej rozmiardw z fragmentacjg jadra komdrkowego
[6, 14]. Apoptoza rozni sie od klasycznego procesu martwicy (charak-
teryzujacego sie obrzekiem) tym, ze jest to proces aktywny wyzwalany przez
rézne bodzce wewnetrzne i zewnetrzne. Rolg apoptozy wydaje sie by¢
zapobieganie niekontrolowanej proliferacji komorek w przypadku dtuzej
utrzymujacego sie stresu oksydacyjnego. Przewaga proceséw oksydacyjnych
jest sygnatem do rozpoczecia proliferacji przez komérke. W przypadku,
kiedy zrédtem stresu oksydacyjnego sg zmiany endogenne (np. mutacje
genetyczne), wtedy sygnat do rozpoczecia proliferacji jest praktycznie ciagty
i efektem tego moze by¢ transformacja nowotworowa. Natomiast, kiedy
przewaga proces6w oksydacyjnych jest umiarkowana, wtedy apoptoza
kontroluje catos¢ proceséw proliferacyjnych (punkt C, rys. 1)

W wielu przypadkach, aby doszto do transformacji nowotworowej, stres
oksydacyjny wewnatrzkomdrkowy musi by¢ skojarzony z uposledzeniem
procesu apoptozy. Tak wiec stres oksydacyjny jest jednym z warunkéw
wywotujagcych apoptoze [4, 24, 25], W wielu pracach stwierdzono, ze stres
oksydacyjny (zwykle o duzym nasileniu) powoduje obnizenie tempa wzrostu
komérek, jednakze pominieto w nich badania procesu apoptozy.

4, INICJACJA CZY TERMINACJA PEROKSYDACJI LIPIDOW?

Kolejnym przyktadem kontrowersyjnej roli RFT w procesach fizjologicz-
nych jest ich udziat w procesie peroksydacji lipidéw. Utlenianie wielo-
nienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) biton komérkowych niesie
zagrozenie integralnosci i funkcji komorki. PUFA sg predysponowane do
wchodzenia w reakcje z tlenem czasteczkowym szczeg6lnie w obecnosci
jondw metali. Proces ten zostaje zainicjowany przez utleniacz (X) zdolny
do oderwania allilowego wodoru z tahncucha wielonienasyconego kwasu
thuszczowego (LH):

X"+ LH -» XH' + L'

Powstaty rodnik lipidowy (L ) bardzo tatwo przytgcza tlen czasteczkowy
tworzac rodnik nadtlenkowy (LOO ) bedacy wystarczajgco silnym utleniaczem
do oderwania allilowego wodoru z tancucha innego nienasyconego kwasu
thuszczowego wytwarzajagc w ten sposéb nadtlenek lipidowy (LOOH) i rodnik
lipidowy tego kwasu ttuszczowego (L ).



L'+ 02 -« LOO'
LOO + LH - LOOH + L

Rodnik LOO moze ulec dalszemu przeksztatceniu z utworzeniem dial-
dehydu malonowego (MDA) i innych produktéw peroksydacji zagrazaja-
cych sktadnikom komorkowym. Z tych powoddéw komorka musi dys-
ponowac skutecznym uktadem kontrolujgcym natezenie proceséw wolnorod-
nikowych. W tym przypadku peroksydaza glutationowa nadtlenkéw lipidow
katalizuje redukcje nadtlenkéw lipidowych do alkoholi zapobiegajgc tym
samym ich reakcji z reduktorami np.: jonami zelaza [15]. Antyoksydanty
[witaminy E i C\ mogg zmiata¢ rodniki nadtlenkowe przerywajgc tan-
cuchowy proces wolnorodnikowy [7]. Zelazo w tym procesie odgrywa
wyjatkowo wazng role zapoczatkowujac nowy proces peroksydacji [11, 2].
Jony zelazawe rozbijaja wigzania miedzy atomami tlenu w czasteczce
LOOH tworzac rodnik alkoksylowy (LO ), ktéry zdolny jest do inicjowania
reakcji wolnorodnikowych:

LOOH + Fe2+ - LO + Fe3+ + OH
LO + LH -* LOH + L

Interesujgcy problem to - czy generowany w procesie fizjologicznym
(Yahcuch oddechowy) anionorodnik ponadtlenkowy (02~ moze wptywac na
proces peroksydacji. Okazuje sie, ze bedagc w nadmiarze anionorodnik
ponadtlenkowy moze w komdrce uwolni¢ jony zelaza z biatka - ferrytyny
(rezerwuar zelaza) w formie zredukowanej [12]:

02- + ferrytyna - Fe3+ -» 02 + ferrytyna 4- Fe2+

i wowczas dochodzi do inicjacji peroksydacji (p. wzor), a ponadto redukuje
on zelazo:

02 + Fe3+ -» 02 + Fe2+

Zatem anionorodnik ponadtlenkowy moze posrednio zapoczatkowac
peroksydacje lipidéw. Jedyng droga wyeliminowania rodnika z uktadu jest
reakcja z innym rodnikiem (rodniki majg niesparowang liczbe elektronéw
i w reakcji z nierodnikiem powstaje rodnik). Na tej podstawie mozna
domniemywa¢, ze gdyby do komérki w sposob ciggly dostarczano mato
aktywne wolne rodniki, to w reakcji: rodnik-rodnik bytaby mozliwa eliminaq'a



groznych nadtlenkowych rodnikow lipidowych. Wydaje sig, ze aniono-
rodnik ponadtlenkowy speinia powyzsze kryteria [19]. Powstaje on jako
produkt uboczny w taricuchu oddechowym i bedac zawsze obecnym
w komorkach, posiada stosunkowo matg aktywno$¢ w poréwnaniu z in-
nymi wolnymi rodnikami. Jego stezenie w komdrce jest niskie, ale nigdy
nie osigga wartosci zerowej, poniewaz zabezpiecza to wewngtrzkomar-
kowa SOD. W przypadku, kiedy alkoksylowe Ilub ponadtlenkowe lipi-
dowe rodniki zostang usuniete przez anionorodnik ponadtlenkowy, to
taricuchowa reakcja wolnorodnikowa ulega terminacji w sposéb naste-

pujacy:
LO 4 02 + H+ " LOH + 02
LOO + Oj- + H+ -* LOOH + 02

Anionorodnik ponadtlenkowy uwalniajac zelazo moze zapoczatkowywaé
peroksydacje lipidow (inicjacja), ale takze moze hamowaé ten proces
(eliminacja rodnikéw lipidowych) na tyle skutecznie, ze w przypadku jego
eliminacji (02~) ro$nie tempo peroksydacji lipidow [19]. JeSli hipoteza ta
jest prawdziwa, wowczas poziom peroksydacji lipiddw powinien by¢ wysoki
zar6wno przy niskim stezeniu SOD (duzo 02", Fe - inicjuje peroksydacje),
jaki i przy wysokim stezeniu SOD (mato 02" - propagacja peroksydacji).
Przy posrednim stezeniu SOD, inicjacja tego procesu przez anionorodnik
ponadtlenkowy bytaby ograniczona, natomiast proces terminacji przebiegatby
stale, a w efekcie tego peroksydacja lipidow przebiegataby z minimalng
predkoscig. Zatozenie to zostato zweryfikowane eksperymentalnie [19] (rys. 2).
Wyizolowane serce krolika poddano 60-minutowemu niedokrwieniu, po
ktéorym wywotano reperfuzje, a w jej wyniku wystgpit stres oksydacyjny
(niedokrwienie). W miare wzrostu stezenia SOD w ptynie reperfuzyjnym
w pierwszym etapie rosta peroksydacja lipidéw z réwnoczesnym wzrostem
pracy miesnia sercowego, do stezenia 5 mg/l SOD. W drugim etapie dalszy
wzrost stezenia SOD w ptynie spowodowal efekt odwrotny. Nalezy zwrdcic
uwage na fakt, ze powrdét do stanu wyjSciowego pracy serca osiggnieto,
kiedy proces peroksydacji lipiddw zostat ograniczony do minimum. Wyniki
te sugeruja, ze dla jakiegokolwiek stresu oksydacyjnego istnieje pewne
optymalne stezenie SOD, tj. stezenia anionorodnika nadtlenkowego, ktéry
zapewnia réwnowage miedzy procesem inicjacji i terminacji peroksydacji
lipidow. Kazde inne, rézne od optymalnego, stezenie SOD prowadzi do
wzrostu peroksydacji lipidow i w zwigzku z tym do nasilenia stresu
oksydacyjnego.
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Rys. 2. Zaleznosci miedzy peroksydacjg lipidow - netto (m), funkcjg serca krélika (O),

a stezeniem SOD. Czynno$¢ serca jest odwrotnie proporcjonalna do peroksydacji lipidow

- netto. Efekt maksymalny pracy serca uzyskano przy stezeniu w ptynie reperfuzyjnym 5 mg/l
SOD [19]

Jak juz wspomniano, nagly wzrost stezenia wolnych rodnikéw w przypad-
ku reperfuzji po niedokrwieniu budzi pewne watpliwosci, poniewaz rosnie
ono maksymalnie w momencie ponownego doptywu tlenu i obniza sie
znacznie w ciggu pierwszej minuty tego procesu.

Poniewaz istnieje okresSlone stezenie SOD zapewniajgce ochrone przed
wolnymi rodnikami, podanie z zewnatrz SOD musiatoby korelowaé ze
zmieniajacg sie szybkoscig generowania nadtlenkow, co obecnie wydaje sie
niemozliwe do praktycznego wykonania. W okresie poczatkowego nagtego
wzrostu wytwarzania nadtlenkdw znaczna ilo$¢ zelaza moze zosta¢ uwolniona
z jego zapasOw wewngtrzkomorkowych. Pomimo tego peroksydacja lipidow
poczatkowo nie wydaje sie by¢ istotnym problemem, poniewaz nadtlenki
lipidowe (z ktérymi reagujg jony zelazawe) jeszcze nie zdgzg sie¢ nagromadzic,
a wysokie stezenie anionorodnika ponadtlenkowego (02~) skrdci czas
trwania reakcji tancuchowej. Pozniej systematycznie rosnie szybko$¢ perok-
sydacji lipidow w wyniku spadku generowania nadtlenkdéw z réwnoczesnym
wzrostem iloSci uwalnianego zelaza i nadtlenku wodoru.

W miare postepujacych zniszczen tkanki po reperfuzji rozpoczyna sie
proces zapalny, w wyniku ktérego w uszkodzone miejsce zaczynajg naptywac
neutrofile. W rezultacie stres oksydacyjny daje poczatek procesom naprawczym
uszkodzonej tkanki.



Po raz pierwszy terminu apoptoza uzyt Kerr i wsp. [14] do opisu
zjawiska obumierania niektérych hepatocytow w watrobie poddanej niedo-
krwieniu. Obserwowali oni w centralnej strefie niedokrwienia watroby
klasyczng martwice komdrek z charakterystycznym obrzekiem. Natomiast
w obwodowej czesci strefy niedokrwienia obraz patomorfologiczny byt inny,
tzn. komorki obumarte byly skurczone [16]. Obecnie wiadomo, ze komorki
te poddane zostaty maksymalnemu stresowi oksydacyjnemu (generowanie
anionorodnika ponadtlenkowego) w wyniku zaopatrywania je w tlen (apop-
toza).
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THE CONTROVERSIAL ROLE OF SUPEROXIDE RADICALS IN LIVING ORGANISMS

The destructive role of reactive oxygen species (ROS) in cell and tissue damage is well
documented. However, so far a very little is known about their role as a regulating factor
in the cellular metabolism. At present, we cannot judge out whether the superoxide radicals
are beneficial or harmful to the organisms. Their positive or negative influence each time is
determined by a numerous factors (e. g. site and time of radicals generation as well as their
concentration). This may lay down at the bottom of some conflicting observations in free
radical biology. The controversial role of the superoxide radicals in the vital metabolic
processes (inflammation, proliferation, malignant transformation, apoptosis and lipid peroxidation)
is discussed.



