25-a  volumo MIR N-ro 2 (99) Decembro 2012

ROLA WOLNYCH RODNIKOW W REGULACJI PROCESOW
FIZJOLOGICZNYCH. |

Joanna GDULA-ARGASIISISKAL Matgorzata TYSZKA-CZOCHARAT,
Pawet PASKO?2, Wtodzimierz OPOKA3

Zaktad Radioliganddw, Katedra Farmakobiologii, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloriski Collegium
Medicum, ul. Medyczna 9, 30-688 Krakow

2 Zaklad Bromatologii, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloniski Collegium Medicum, ul. Medyczna 9, 30-688
Krakéw

3. Zaklad Chemii Nieorganicznej, Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytet
Jagielloniski Collegium Medicum, ul. Medyczna 9, 30-688 Krakow

Abstract

Free radicals containing one or more unpaired electrons have considerable reactivity. Those radicals derived from oxygen
represent the most important class of such species. Free radicals generated in organism are reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (RNS) well recognised for playing a dual role as both deleterious and beneficial species. The
cumulative production of ROS/RNS is termed oxidative stress and were discovered in pathomechanism of many of diseases.
It was observed that in medium concentration ROS and RNS are play a role in inflammation, apoptosis and as secondary
messengers in intracellular signalling cascades.

English Title: “Role of free radicals in physiological processes. I”
Stowa kluczowe: reaktywne formy tlenu RFT, reaktywne formy azotu RFN, regulacja
procesow fizjologicznych, rownowaga redox, hormeza, wolne rodniki
Stosowane skroty: RFT - reaktywne formy tlenu, RFN - reaktywne formy azotu, NO - tlenek
azotu(II), NOS - syntaza tlenku azotu(Il), oksydaza NADPH, reduktaza NADPH, IFN-q, IL-1,
IL-2, IL-6 - interleukiny, TNF-a - czynnik martwicy nowotworow, LPS — lipopolisacharyd
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Wolne rodniki to atomy lub czasteczki, ktére — z kwasami nukleinowymi (dzialanie

zawieraja jeden lub wigcej niesparowanych mutagenne, kancerogenne, teratogenne).

elektronéw, dlatego sa niezwykle reaktywne. . . .

. ) L, Nadmierne wytwarzanie RFT prowadzi do
Charakteryzuja si¢ bardzo krétkim czasem . ksvdacyi Kb od <totna rol
stresu oksydacyjnego, ktory odgrywa istotng ro
trwania w $rodowisku komoérkowym. Wisrdd yaasy) g ) Y gy & ) ¢
L . . w patomechanizmie wielu proceséw
wolnych rodnikéw powstajacych w organizmie ) .
e . chorobowych (nowotworow, schorzen
wyrdznia sie reaktywne formy tlenu (RFT) ] . ) .
neurodegeneracyjnych, czy choréb o etiologii

i reaktywne formy reagowac w komorce: i ] ) )
wirusowej, toksycznej lub zapalnej). Stres

— z bialkami, co w konsekwencji prowadzi oksydacyjny wywoluje zaburzenia homeostazy
do inaktywacji enzymoéw i zniszczenia ~ komodrkowej  izmiany  potencjalu  redox
struktury biatek, w komorce, zaktdca prawidtowe funkcjonowanie
organizmu, powoduje zaburzenia transportu

— z lipidami (peroksydacja, uszkodzenie L ) . .
zwiazkéw do/z komorek oraz zmniejszenie

blon i organelli komérkowych), tempa eliminacji produktow metabolizmu
— z polisacharydami (zaburzenia struktury =~ komoérkowego. W wyniku uszkodzeri, m.in.

aktywnych biologicznie czasteczek) dezaktywacji enzymoéw i hormondéw, wolne
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rodniki zaktdcaja prawidlowe funkcjonowanie
na poziomie catego organizmu, miedzy innymi
zdolnosci do wzrostu, naprawy oraz reakcji na

stres. Uszkodzone komorki i tkanki nie petnia juz

wlasciwych funkci metabolicznych [3,7,14].
Wykazano jednak, zZe w umiarkowanych
stezeniach reaktywne formy azotu (RFN)

i reaktywne formy tlenu (RFT) odgrywaja istotna
role, jako mediatory regulujace transdukgje, czyli

przekazywanie sygnatu do komorek
efektorowych. U zwierzat RNF i RFT w
warunkach fizjologicznych pelnia funkcje
czasteczek  sygnalowych  miedzy  innymi

w regulacji ci$nienia naczyniowego, w kontroli
oddychania oraz wplywaja na tempo syntezy
erytropoetyny, iprocesy metaboliczne. NO i RFN
sa syntetyzowane w precyzyjnie regulowanych
reakcjach przy wudziale izoform

syntazy NO (NOS) i oksydazy NADPH [6,1].

enzymow

W organizmie czlowieka reaktywne formy
tlenu moga powstawaé¢ w wyniku dziatania
egzogennych czynnikow fizycznych
(promieniowanie jonizujgce i UV). Istotna jest
jednak wewnatrzkomoérkowa generacja RFT,
wynikajaca z jednoelektronowego utleniania
zredukowanych form wielu zwiazkéw zaréwno
endo- jak i egzogennych przez tlen czasteczkowy
oraz reakcje enzymatyczne. RFT w organizmie
w ytwarzaja aktywowane fagocyty, rodnik ten
powstaje gléwnie w reakcjach
mitochondrialnego faricucha oddechowego i
utleniania,

mikrosomalnego autooksydagji

zwigzkébw  endo-  iegzogennych,  reakgji

katalizowanych przez oksydazy oraz w
reakcjach, w ktorych udziat biorg jony metali
przejsciowych.

W wigkszosci przemian metabolicznych przy
udziale tlenu jako pierwszy wytwarzany jest
anionorodnik ponadtlenkowy. Rodnik ten jest
produktem jednoelektronowej redukcji tlenu
czasteczkowego. Powstaje gidwnie na skutek
przecieku
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elektrondw w mitochondrialnym

fanicuchu oddechowym, lecz takze w reakgcji
utleniania ksantyny do kwasu moczowego
katalizowanej przez oksydaze ksantynowa przy
udziale reduktazy NADPH i cytochromu P-450
podczas metabolizmu ksenobiotykéw w mikro-
somach. Jest rowniez wytwarzany przez
aktywowane fagocyty. Ze wzgledu na tadunek
elektryczny, anionorodnik ponadtlenkowy nie
moze swobodnie przenikac

przez blony

komdrkowe, dlatego w czasie transportu przez

btony  ulega  protonagji do  rodnika
wodoronadtlenkowego, ktory po  przejSciu
dysocjuje tworzac ponownie anionorodnik
ponadtlenkowy [3,14].

Nadtlenek wodoru (H=202), bedacy
produktem dwuelektronowej redukcji tlenu,
powstaje ~ wwyniku  reakcji = dysmutacji

anionorodnika ponadtlenkowego lub podczas
dwuelektronowej redukgji tlenu czasteczkowego
pod wplywem takich enzymow, jak oksydaza
ksantynowa lub oksydaza moczanowa. W
obecnosci jonow metali przejsciowych, w reakcja
Fentona, wulega rozpadowi do rodnika
wodorotlenowego i anionu wodorotlenowego.
Nadtlenek diwodoru ztatwoscia dyfunduje
przez moze

btony komorkowe idlatego

przemieszcza¢ si¢ do komorek znacznie
odleglych od miejsca swego powstania. Jest
neutralizowany przez katalaze oraz
peroksydazy. Anionorodnik ponadtlenkowy i
nadtlenek wodoru wykazuja dlugi okres
pottrwania i stosunkowo niskg reaktywnos¢. W
Haber-Wiessa moga

przeksztatca¢ si¢ w bardzo reaktywne rodniki

reakgcji rodniki  te

hydroksylowe. Reakcja ta zachodzi tylko w

obecnosci  jonéw  zwiazkéw  organicznych

zawierajacych metale. Najbardziej reaktywnym z
RFT jest rodnik hydroksylowy (OH), ktory
w  wyniku Fentona i

powstaje reakgji

charakteryzuje si¢ niska zdolnoscia do

przenikania przez btony komdérkowe [3,7,14,1].
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Druga grupa zwiazkow o niesparowanych
elektronach i/lub charakteryzujacych sie duza
reaktywnoscia chemiczng sa reaktywne formy
azotu — RFN. Do reaktywnych form azotu nalezy
tlenek azotu(Il) (NO) oraz powstajace z niego w
wyniku  przemian metabolicznych: kation
nitrozoniowy (NO¥), anion nitroksylowy (NO-)
i nadtlenoazotyn (ONOO-). Tlenek azotu jest
zwigzkiem

silnie  toksycznym, dziatajacym

nieswoiscie. W  komorce  zwigzek @ ten

charakteryzuje  si¢  powinowactwem  do
metaloprotein oraz moze wplywa¢ na proces
transkrypcji gendw wjadrze komdrkowym
powodujac aktywacje okreslonych czynnikéw
Doktfadne

mechanizméw dziatania NO w komorkach jest

transkrypcyjnych. poznanie

niezwykle trudne =ze wzgledu na duza
reaktywnos¢ NO i jego metabolitow. W skali
organizmu obnizenie za posrednictwem NO
stezenia wewnatrzkomodrkowego wapnia
prowadzi do relaksacji naczyn i mieéni gladkich,
zahamowania agregacji i adherencji ptytek krwi,
chemotaksji neutrofilii i transdukcji sygnatu w
uktadzie

nerwowym. Synteza tlenku azotu nastepuje przy

obwodowym i  osrodkowym
udziale specyficznej rodziny enzymoéw — syntaz
tlenku azotu (NOS). Wyroznia sie trzy typy
e-NOS (NOS typu 3),
konstytutywny,

syntaz NO: enzym

obecny w  komorkach
$rédbtonka, syntetyzuje tlenek azotu w regulacji
ci$nienie krwi, n-NOS (NOS typu 1), wystepujaca
w neuronach i zalezng od wapnia i kalmoduliny,
i-NOS (NOS typu 2),

wiazaca kalmoduling i niezalezna od jondéw

indukowalna, silnie

wapnia, stwierdzona m.in. w makrofagach,

monocytach, neutrofilach, hepatocytach
i komorkach nablonka oddechowego. Wszystkie
typy syntazy tlenku azotu sa zalezne od
NADPH. Do grupy inhibitorow syntazy NO
naleza heterogenne zwiazki m.in.:
glikokortykosteroidy, cytokiny

(TGF-a, IL-4, IL-10, IL-13), lecz mechanizmy ich

L-glutamina,

dziatania sa stabo poznane. Wykazano, ze
konstytutywnie syntetyzowany w organizmie
izoenzym e-NOS pod wplywem dziatania
aktywatorow: acetylocholiny, bradykininy i H20:
$rodblonku  naczyn
Natomiast ekspresja iNOS
zachodzi po indukgji IFN-a, IL-1, IL-2, IL-6, TNF-
a, czynnikiem migracje

kontakcie

wytwarza NO w

krwionosnych.

hamujacym
makrofagéw, jak rowniez po
z mikroorganizmami lub ich metabolitami,
takimi jak LPS [314]. Nadmierna indukcja iNOS
w komorkach $rodblonka moze byc¢ przyczyna
$rédbtonka,

i komorkach miesni

uszkodzenia a w makrofagach
gtadkich naczyn moze
zahamowania

prowadzi¢  do oddychania

komdrkowego i w konsekwencji do ich
dysfunkcji. Wykazano natomiast, ze ekspresja
iNOS w komodrkach watroby hamuje toksyczne

efekty dziatania endotoksyn [3,11,4,14].

Rola wolnych rodnikéw w ukladzie
immunologicznym

Pierwsza linia obrony organizmu przed

zakazeniem stanowia granulocyty
obojetnochtonne i makrofagi. Komorki te
wykazuja  podobne  funkcje  kontrolujace:

agregacje, chemotaksje, zdolno$¢ do rozpoznania

obcych  czasteczek  poprzez  odpowiednie
receptory i wchioniecie ich do fagosomow
(degradacja), a takze wytwarzanie RFT przy
udziale kompleksu enzymatycznego oksydazy
NADPH zlokalizowanej w blonie fagocytow.
RFT aktywuja iNOS,

prowadzi do zabicia i rozkladu pochtonietych

co w konsekwencji
mikroorganizmow w srodowisku
fagolisozomow [4,13]. Aktywacja makrofagow
i granulocytéw obojetnochtonnych prowadzi do
wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego
ijego pochodnych za posrednictwem oksydazy
NADPH. Nasilone RFT ma

gwaltowny przebieg i jest nazywane ,, wybuchem

wytwarzanie

tlenowym”. W procesie tym najistotniejsza role
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odgrywa zwigkszenie aktywnosci kompleksu przenoszenia sygnalow oraz nasila¢
oksydazy NADPH, ktérego sktadowymi sa: immunologiczne  funkcgje limfocytéw [3,14].

cytochrom b558 znajdujacy si¢ w blonie oraz trzy
sktadniki obecne w cytozolu (p47phox, p67phox,
p40phox). Ponadto istotng role odgrywaja dwa
Rac-2
obecny w cytozolu i Rap-1A zlokalizowany

niskoczasteczkowe kofaktory reakcji—
zarowno w blonie plazmatycznej, jak i w
cytozolu. Kompleks ten po aktywacji katalizuje

wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego

w reakcji jednoelekrotnowej redukgji tlenu,
w ktéorej NADPH jest donorem elektronu.
Anionorodnik ponadtlenkowy podlega

nastepnie dysmutagi do nadtlenku wodoru,

ktory pod wplywem  mieloperoksydazy,
znajdujacej si¢ w ziarnistosciach azurochtonnych
(pierwotnych), w obecnosci jonow
halogenkowych (np. Cl-) generuje powstawanie
bardzo aktywnych, utleniajacych zwiazkow,
takich jak kwas chlorowy(I) (HCIO) i inne. HCIO

jest jednym z najsilniejszych fizjologicznych,

nierodnikowych utleniaczy i jednocze$nie
zwigzkiem dziatajacym antybakteryjnie.
W wyniku  reakcji  kwasu  chlorowego(I)
ztauryna ~ powstaja  chloroaminy,  ktdre
inaktywuja  elastazg i  inne  proteazy

granulocytow obojetnochtonnych. Pobudzone
granulocyty i makrofagi moga generowac takze
inne RFT wykazujace aktywnos¢ bakteriobdjcza
m.in.: tlen czasteczkowy, rodnik hydroksylowy
oraz REN. Nalezy podkresli¢, ze istotna role w
obronie organizmu przed patogenami pelni
oksydaza NADPH, co potwierdzaja badania
wykazujace umyszy pozbawionych sktadnikow
gp-91phox lub p47phox, cechujacych sie
zmniejszong odpornoscia na zakazenie [2,6].
Wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego i
rodnika hydroksylowego nastepuje nie tylko
takze w Dblonach

wewnatrz komorki, ale

komorkowych.
Fizjologiczne stezenia RFT w komorkach

fagocytujacych moga takze modulowac kaskade
44

Wykazano, ze wytwarzanie przez makrofagi
prostaglandyn i cytokin IL-6 oraz IL-12 jest
zalezne od zawartosci wewnatrzkomdrkowego
glutationu, w ten sposéb wewnatrzkomdrkowy
stan redoks wptywa na funkcje immunologiczne
makrofagdw [2,6].

Aktywacja fagocytarnej oksydazy NADPH
moze takze by¢ indukowana przez cytokiny,
takie jak IFN-a, IL-1 i IL-8 oraz przez produkty
rozpadu  komorki

bakteryjnej  (gléwnie

lipopolisacharydy i lipoproteiny). Réwniez
wytwarzanie RFT przez niefagocytarng oksydaze
NADPH odgrywa wazna role w regulacji
kaskady przenoszenia sygnalu w komdrkach
takich jak fibroblasty,

komdrki srodbtonka, komorki mieséni gladkich

niefagocytujacych,

naczyn, miocyty miesnia sercowego [2,3,8,14].

Wykazano, Ze  generacja  anionorodnika

ponadtlenkowego w komorkach
niefagocytujacych jest okoto trzykrotnie mniejsza
niz jego wytwarzanie w neutrofilach. Komorki

mieséni gladkich naczyn, w przeciwienstwie do

granulocytow,  komoérek  $rodblonka  czy
fibroblastow wytwarzaja anionorodnik
ponadtlenkowy inadtlenek diwodoru tylko

wewnatrzkomorkowo [3,4,11,14].

W procesach biologicznych wazng role
odgrywa réwniez kontrola zmian adhezyjnych
wlasciwosci komoérek. Adhezja leukocytéw do
komodrek srodblonka w zytach postkapilarnych
prowadzi do przewleklego stanu zapalnego.
Nasilenie procesu zalezy od ekspresji receptora
czasteczek  adhezyjnych na  powierzchni
komoérek. Srédbtonek naczyn jest nie tylko
bariera Sciane

fizjologiczna oddzielajaca

naczyniowa od strumienia krwi. Komorki

srodbtonka z wlasna aktywnoscia metaboliczna
i wydzielnicza, syntetyzuja wiele czynnikow
mogacych zwrotnie pobudza¢ komdrki tkanki,
utrzymujac stan

ich przewleklej aktywagji.
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Srédbtonek naczyn wywiera takze regulacyjny
wplyw na przebieg adhezji leukocytow (granu-
locytow i monocytéw), plytek krwi oraz prze-

puszczalno$¢ naczyn i odpowiedz zapalna.

Wyrazem dysfunkcji $rodbtonka jest m.in.
zwigkszenie ekspresji czasteczek adhezyjnych
ICAM-1, VCAM-1, L-selektyny i integryn

CD11b/CD18. Ich ekspresje indukuja bakteryjne
lipopolisacharydy oraz cytokiny: TNF-a, IL-1x
iIL-le. Wykazano, ze adhezje leukocytow do
komoérek $rddblonka indukuja rowniez REFT,
natomiast proces ulega zahamowaniu pod
wplywem katalizy i zmiataczy rodnika hydrok-
sylowego. Istotnym enzymem uczestniczacym w
wytwarzaniu silnego oksydanta oraz czynnika
przeciwbakteryjnego HCIO jest mieloperoksyda-
za [3,4,11,14,8].

Jak wspomniano, w organizmie czlowieka
RFT aktywnie

immunologicznej i wplywaja na funkcjonalng

uczestnicza w odpowiedzi

aktywacje limfocytéw T. Dodatkowo stwierdzo-
no, ze reaktywne formy tlenu sa wykorzystywa-
ne przez limfocyty T w regulagji przekazywania
sygnalu w celu zapewnienia optymalnej
odpowiedzi immunologicznej [3,14]. Odpowiedz
immunologiczna  limfocytow na  dzialanie
czynnikéw chorobotwdrczych. jest regulowana
nie tylko przez cytokiny, ale takze przez
receptory antygenu i czasteczki kostymulujace
na limfocytach. Jest takze zalezna od stanu
redoks w komorce. Aktywacja funkcji limfocy-
tow T jest nasilana przez RFT, albo przez zmiang
stezenia wewnatrzkomérkowego — glutationu.
Fizjologiczne stezenie anionorodnika ponadtlen-
kowego i/lub nadtlenku diwodoru powoduja
zwiekszenie wytwarzania IL-2 przez limfocyty T,
za$ niskie stezenie nadtlenku diwodoru indukuje
ekspresje receptora dla IL-2. Sugeruje sig, ze
nadtlenek diwodoru moze zmniejsza¢ prog
pobudzenia kaskady przenoszenia sygnatu, co
czesto odgrywa krytycznag role w indukowaniu

odpowiedzi immunologicznej [1,3,4,7,11,14].

Zrédtem generacii RFT w limfocytach moze
(5-LO).

odgrywa istotna role w biosyntezie leukotrienow

by¢  5-lipooksygenaza Enzym ten

A4, B4, C4 i D4. Metabolity generowane przez
5-LO
rownowagi redoks i w ten sposdb indukuja

zmieniaja wewnatrzkomorkowy  stan

transdukcje sygnatu i ekspresje okreslonych
5-LO

w wytwarzaniu nadtlenku diwodoru w limfocy-

genow. bierze  réwniez  udzial
tach T po stymulacji przez IL-1 i réwnoczesnej
aktywacji czasteczek kostymulujacych CD28.
Skutkiem dziatania RFT jest

adhezji leukocytow do komdrek s$rédbtonka

indukowanie

naczyn krwionosnych. Proces ten zachodzi na
skutek fosforylacji odpowiednich bialek, m.in.
plytki (pp125FAK)
i cytozolowej kinazy tyrozynowej [3,4,7,14].

kinazy przylegania

Resumo

Liberaj radikaloj enhavas unu ati pli neparajn
elektronojn pro tio estas eksterordinare reaktivaj. Inter
liberaj radikaloj oni nomumas reaktivajn formojn de
oksigeno (RFT) kaj reaktivajn formojn de nitrogeno
(REN), kiuj havas duoblan, pozitivan kaj negativan
produktado de RFT/REN Kkatizas
oksidacian streson, kiu ludas grandan rolon en
patomekanismo de multaj malsanigaj procesoj.
Tamem oni pruvis, ke ne tro granda koncentriteco de
RFN kaj reaktivaj formoj de RFT ludas gravan rolon

rolojn. Troa

en infektoj, apoptozo kaj kiel perantoj, kiuj reguligas
transdonadon de signala kaskado al efektoraj celoj.
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