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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT) jest nieodtacznym elementem tlenowego metabo-
lizmu komoérek. Sa one jego naturalnymi produktami i w stezeniach fizjologicznych odgrywa-
ja wazna role w prawidtowym funkcjonowaniu wielu proceséw komérkowych. Zaburzenie réw-
nowagi mi¢dzy wytwarzaniem RFT a wydajnoscia systeméw antyoksydacyjnych prowadzi do
stresu oksydacyjnego, co skutkuje uszkodzeniami waznych makroczasteczek komérkowych, tj.
DNA, biatek i lipidéw.

Coraz wigcej danych wskazuje na udziat RFT w transformacji nowotworowej komoérek. Stwierdzono
wystgpowanie stresu oksydacyjnego w komdrkach nowotworowych, ale mechanizmy odpowie-
dzialne za jego indukcj¢ nie sa do korica wyjasnione. Wiadomo, Ze obejmujq one m.in. stany za-
palne i dziatanie cytokin, sygnaty onkogenne, intensywny metabolizm zwiazany z ciagta proli-
feracja, mutacje w DNA mitochondrialnym i dysfunkcje w taficuchu oddechowym.

Duze stgzenie RFT w komdérkach nowotworowych moze prowadzi¢ do adaptacji komoérkowej,
wzrostu tempa proliferacji, powstawania mutacji w DNA 1 niestabilnosci genomu, a takze do
opornosci na pewne grupy lekéw stosowanych w terapii nowotworéw, co wspomaga rozwdj no-
wotworu. Zjawisko stresu oksydacyjnego w komérkach nowotworowych moze by¢ wykorzysta-
ne w poszukiwaniu nowych strategii przeciwnowotworowych.

komorki nowotworowe ° stres oksydacyjny * reaktywne formy tlenu
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Summary

Reactive oxygen species (ROS) formation are a constant element of a cell’s oxygen metabolism.
They are its normal products and in physiological concentrations they play important roles in
a variety of cell processes. Disturbances in the balance between ROS formation and the efficien-
cy of antioxidant mechanisms lead to oxidative stress. Oxidative stress causes damage to impor-
tant macromolecules, such as DNA, proteins, and lipids. Growing evidence indicates the partici-
pation of ROS in the cancerous transformation of cells. Oxidative stress was also found in cancer
cells, but the mechanisms responsible for its induction have not been definitively explained. It
is known that they include inflammation and cytokine action, oncogenic signals, intensive me-
tabolism related to constant proliferation, mutations in mitochondrial DNA, and malfunction in
the respiratory chain. A high level of ROS in cancer cells may lead to a variety of biological re-
sponses, such as cell adaptation, increased proliferation rate, formation of DNA mutations and
genetic instability, and resistance to some drugs used in anticancer therapy. Therefore, oxidati-
ve stress in cancer cells promotes tumor development, but it can also be useful in the search for
new therapeutic strategies of cancer treatment.

cancer cells * oxidative stress ° radical oxygen species
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(apoptosis signal-regulating kinase 1); ATO - tréjtlenek arsenu; ATP - adenozynotréjfosforan;

BSO0 - butioninosulfoksyimina; CAM - biatko adhezyjne (cell adhesion molecule),

CAT - katalaza; CuZnSOD - cynkowo-miedziowa dysmutaza ponadtlenkowa; DNA - kwas
deoksyrybonukleoproteinowy; ERK - kinaza regulowana przez sygnat pozakomérkowy (extracellular
signal-regulated kinases); G6PD - dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa; GSH - zredukowany
glutation; GSHPx - peroksydaza glutationowa; GSHR - reduktaza glutationowa; GSSG - utleniony
glutation; GST - transferaza S-glutationowa; 4HHE - 4-hydroksyheksenal; 4HNE - trans-4-
hydroksy-2-nonenal; H202 - nadtlenek wodoru; HOZ' - rodnik wodoronadtlenkowy; HOCI - kwas
podchlorawy/kwas chlorowy (1); iNOS - indukowana syntaza tlenku azotu; JNK - C-Jun N-koficowa
kinaza (c-Jun-terminal kinase); NF-xB - czynnik transkrypcyjny kappa B (nuclear factor kappa

B); 2-ME - 2-metoksyestradiol; MDA - dialdehyd malonowy; mtDNA - mitochondrialny kwas
deoksyrybonukleoproteinowy; NAC - N-acetylocysteina; NADPH - forma zredukowana dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego; NO* - tlenek azotu; ONOO- - nadtlenoazotyn/anion kwasu azotowego
(lln; 0, - anionorodnik ponadtlenkowy; ,0% - tlen singletowy; OH* - rodnik hydroksylowy; MnSOD
- manganowa dysmutaza ponadtlenkowa; NOS - syntaza tlenku azotu; PCK - kinaza biatkowa C
(protein kinase C); RFT - reaktywne formy tlenu; SOD - dysmutaza ponadtlenkowa; TGF-[3 - czynnik
wzrostu nowotworéw [3 (tumor growth factor 3); TNF - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis
factor); TRX - tioredoksyna; WRA - wolne rodniki azotowe.

Prawie kazdy typ zréznicowanych komorek moze utraci¢
zdolnos¢ do kontrolowania podziatéw i nabra¢ cech komé-
rek nowotworowych w procesie transformacji nowotwo-
rowej. Transformacja nowotworowa polega na kumulacji
w materiale genetycznym komorek wielu uszkodzen, kté-
re uposledzaja prawidtowe mechanizmy kontroli ich pro-
liferacji. Jest ona uwarunkowana dzialaniem czynnikéw
genetycznych (teoria genetyczna) i czynnikéw Srodowi-
skowych (teoria epigenetyczna) [14]. Wedlug teorii gene-
tycznej transformacja zdrowych komérek w komérki no-
wotworowe jest zwiazana z aktywacja protoonkogenéw do
onkogendw i/lub inaktywacja genéw supresorowych oraz
gendéw mutatorowych pod wptywem dziatania r6znego ro-
dzaju czynnikéw. Teoria epigenetyczna zaktada, ze nowo-
twor powstaje w wyniku nieprawidtowego réznicowania
si¢ komorek [14,17]. Obecnie uwaza sig, ze niektére typy
nowotworéw powstaja za posrednictwem mechanizméw
genetycznych, a inne - epigenetycznych. Istnieje réwniez
wiele przestanek, ze oba te mechanizmy wspoétdziataja ze
soba w ztozonym procesie kancerogenezy. DziS$ nie ulega
juz watpliwosci, ze czynniki Srodowiskowe wspdtuczestni-
cza w procesie ostatecznej ,,decyzji”, czy komorki z muta-
cjami w DNA ulegna transformacji nowotworowe;j.

Coraz wigcej danych wskazuje, ze jednym z czynnikéw od-
powiedzialnych za indukcj¢ transformacji nowotworowe;j
komorek sa reaktywne formy tlenu (reactive oxygen spe-
cies — RFT). Z powodu swej znacznej reaktywnosci sta-
nowia one powazne zagrozenie dla integralnosci i prawi-
dtowego funkcjonowania komoérek [5,39,92].

Wytwarzanie RFT jest nieodtacznym elementem aerobo-
wego metabolizmu komérkowego. Sg one jego naturalny-
mi produktami i w fizjologicznych st¢zeniach odgrywaja
wazna rol¢ w prawidlowym dziataniu ztozonych mecha-
nizméw, kontrolujacych podzialy komoérkowe i uczestni-
cza w przebiegu wielu waznych proceséw komérkowych.
Do tego typu proceséw naleza m.in.: aktywacja czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak NF-xB czy AP-1, regulacja
proceséw fosforylacji biatek czy poziomu wapnia w ko-
mérkach i in. Sa takze czynnikami obronnymi organizmu,
bioracymi udzial w eliminowaniu drobnoustrojéw w proce-
sie fagocytozy. Niezaleznie od tych waznych funkcji biolo-
gicznych RFT moga by¢ takze czynnikami uszkadzajacymi
sktadniki komérkowe. Zaburzenia réwnowagi migdzy wy-
twarzaniem RFT a wydajnoscia systeméw antyoksydacyj-
nych prowadza do stresu oksydacyjnego [48,50].

Powstawanie nowotworow jest procesem wieloetapowym,
w ktérym wyrodznia si¢ faze inicjacji, promocji i progre-
sji. Wyniki licznych badan w uktadach do§wiadczalnych
in vitro i in vivo wskazuja, ze RFT sa zaangazowane nie
tylko na etapie inicjacji i promocji procesu kancerogene-
zy, ale rowniez jego progresji [10,38,68].

CHARAKTERYSTYCZNE CECHY KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Komoérki nowotworowe zazwyczaj zachowuja struktural-
ne i funkcjonalne cechy typowe dla komérek, z ktérych
sie¢ wywodza. Wykazuja one jednak charakterystyczny
zbior cech, odrézniajacych je od komorek prawidtowych.
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Cechy te pozwalaja im na formowanie guza nowotwo-
rowego, a w koficowych stadiach jego rozwoju na two-
rzenie przerzutéw do innych czgsci ciata. Podczas trans-
formacji nowotworowej komoérek zachodzi wiele zmian,
ktore przy braku odpowiednich sygnatéw stymulujacych
i/lub w obecnosci sygnatéw hamujacych umozliwiaja im
wzrost 1 podziat [14].

Do najwazniejszych cech odrézniajacych komérki nowo-
tworowe od komorek niezmienionych nowotworowo na-
leza: niezaleznos$¢ od zewngtrznych sygnatow wzrostu,
niewrazliwo$¢ na inhibitory wzrostu, ucieczka od zapro-
gramowanej $mierci (apoptozy), nieograniczony poten-
cjatl replikacyjny, zdolnos¢ do ciagtej angiogenezy, inwa-
zji do sasiednich tkanek i tworzenia przerzutéw. Komorki
nowotworowe charakteryzuja si¢ rowniez licznymi zmia-
nami w budowie (m.in. cytoszkieletu, jadra czy bton ko-
morkowych) oraz w sktadzie i liczbie kanatéw blonowych,
receptoréw czy enzymow |[14,42].

Zmieniona w stosunku do prawidtowych komoérek dystry-
bucja oraz aktywno$¢ mikrofilamentéw i mikrotubul moze
wplywacé na interakcje migdzy komérkami nowotworowy-
mi, ich adhezje¢ i ruchliwos¢. Zmniejszenie adhezji typu ko-
morka : komérka oraz komérka : macierz migdzykomor-
kowa pozwala na formowanie si¢ guzéw nowotworowych
o stosunkowo duzej masie. Podczas gdy w przypadku pra-
widlowych komérek, obserwuje si¢ zjawisko zahamowania
wzrostu w wyniku kontaktu btona : blona z sasiadujacymi
komoérkami, nie stwierdzono takiego zjawiska w komérkach
nowotworowych. Wykazuja one bowiem zdolnos¢ do kon-
tynuowania wzrostu i podzialéw nawet w otoczeniu innych
komérek. Obnizenie adhezji komérkowej wptywa rowniez
na ruchliwo$¢ komérek nowotworowych, co umozliwia im
poruszanie si¢, migracj¢ w celu rozprzestrzeniania i tworze-
nia przerzutéw. Inwazje do sasiadujacych tkanek umozliwia-
ja komoérkom nowotworowym swoiste enzymy, wytwarza-
ne w celu usuwania barier, ktére mogtyby uniemozliwiac¢
ich migracje i rozprzestrzenianie si¢ [15,42].

Jedna z najwazniejszych cech komérek nowotworowych
jest zdolnos¢ do ciagtych podziatéw. O wejsciu prawidio-
wych komorek na Sciezke proliferacji decyduja odpowied-
nie zewngtrzne czynniki pobudzajace mitozg. W przypad-
ku komérek nowotworowych proliferacja moze zachodzic¢
niezaleznie od tych czynnikéw. Wytwarzaja one auto-
krynnie wtasne czynniki wzrostu, co uniezaleznia je od
zewnetrznych czynnikéw stymulujacych podziaty, a tym
samym od innych komérek. Dodatkowo komérki nowo-
tworowe moga stymulowac otaczajace je komorki prawi-
diowe do wytwarzania zwigkszonych ilosci czynnikéw
wzrostu, co prowadzi do podtrzymywania stalego wzro-
stu guza nowotworowego. Zmniejszenie wrazliwosci ko-
morek nowotworowych na czynniki zewngtrznego pocho-
dzenia umozliwiaja zmiany w budowie i liczbie receptoréw
na ich powierzchni [3,11].

Komoérki nowotworowe maja réwniez mechanizmy elimi-
nujace odbiér sygnatéw antyproliferacyjnych. Na pozio-
mie molekularnym wigkszos¢ tych sygnatow jest przesyta-
nych do komérek przez specjalne biatka pRb, p107 i p130.
Hipofosforylacja biatka pRb hamuje proliferacjg, prowa-
dzac do zmian funkcji odpowiednich czynnikéw transkryp-
cyjnych (np. E2F), ktére kontroluja ekspresje genéw, od-

powiedzialnych za przejscie komérek z fazy G1 do fazy S
cyklu komérkowego. Zaktdcenie tej Sciezki w komérkach
nowotworowych uniemozliwia zahamowanie proliferacji
i powoduje, ze staja si¢ one niewrazliwe na czynniki an-
typroliferacyjne. Najlepiej udokumentowane jest dziatanie
TGF-B, ktéry stymuluje synteze biatek p15™%*E  p21, blo-
kujacych kompleks odpowiedzialny za fosforylacje biatka
pRb [43]. Komérki nowotworowe moga réwniez zmniej-
sza¢ ekspresj¢ integryn, odpowiedzialnych za odbieranie
sygnatéw antyproliferacyjnych oraz czasteczek adhezyj-
nych, zwiazanych z przekazywaniem sygnatu do wnetrza
komoérek [34,42].

Komérki nowotworowe nie tylko ,,daza” do nieograniczonej
proliferacji, ale takze do zahamowania réznicowania, ktére
stanowi ,,sygnat stop” dla dzielacych si¢ komérek. W pra-
widltowych komoérkach, po otrzymaniu przez nie sygnatu
do podziatu nastgpuje przejsciowa ekspresja protoonkoge-
nu myc. Aktywacja transkrypcji zalezy nie tylko od pozio-
mu produktu protoonkogenu myc, ale réwniez od obecnosci
odpowiednich biatek Max i Mad. Czynnik transkrypcyjny —
Myec, aktywnie oddziatuje z DNA tylko w postaci komplek-
su z biatkiem Max, stymulujac proliferacj¢. Zwiazanie biat-
ka Max przez inne biatko jadrowe o nazwie Mad prowadzi
do negatywnej regulacji transkrypcji. Te $cisle regulowane
procesy zostaja zaburzone w komoérkach nowotworowych,
w ktérych nadekspresja biatka Myc, moze przesuwac row-
nowage w kierunku kompleksu Myc-Max, prowadzac do
ciaggtych podzialéw komérkowych [31].

Cecha wigkszosci (a by¢ moze nawet wszystkich typéw ko-
morek nowotworowych) jest niewrazliwos¢ na apoptoze.
Wejscie komoérek na droge apoptozy uwarunkowane jest
wieloma czynnikami, a mechanizmy odpowiedzialne za
jej przebieg mozna podzieli¢ na sensorowe i efektorowe.
Wewnatrzkomérkowe ,,czujniki’” uruchamiaja proces apop-
tozy w odpowiedzi na wykryte nieprawidtowosci w komér-
ce, obejmujace: uszkodzenia DNA, zaburzenia wynikajace
z dziatania produktéw biatkowych onkogenéw, niedobo-
ry czynnikéw niezbgdnych do przezycia czy niedotlenie-
nie. Wiele czynnikéw apoptotycznych gromadzi si¢ w mi-
tochondriach, ktére uwalniaja cytochrom c¢ — potencjalny
katalizator apoptozy. Do mechanizméw efektorowych tego
procesu nalezy uwalnianie wewnatrzkomoérkowych prote-
az zwanych kaspazami [28,37,87]. Apoptoza jest uznawa-
na za gtéwny mechanizm zapobiegajacy nowotworzeniu.
Komérki nowotworowe zabezpieczaja si¢ przed apoptoza,
wykorzystujac rézne mechanizmy. Najczgsciej wystgpuja-
cym mechanizmem sg mutacje w genie supresorowym p53
i utrata proapoptotycznego dziatania jego produktu biat-
kowego. Mutacje prowadza do funkcjonalnej inaktywacji
biatka p53, ktére w prawidtowych warunkach odpowiada
za wywolanie apoptozy poprzez regulacje ekspresji genu
Bax w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Biatko Bax z ko-
lei stymuluje mitochondria do uwalniania cytochromu c.
W nastepstwie mutacji biatko p53 nie dziata jako sensor
uszkodzeft DNA i nie dochodzi do uruchomienia mecha-
nizméw efektorowych apoptozy. Dodatkowo w komoérkach
nowotworowych moze dochodzi¢ do uruchamiania innej
Sciezki przekazywania sygnatéw antyapoptotycznych: ki-
nazy PI3-AKT/PK [28].

Uniezaleznienie od zewngtrznych sygnaléw wzrostu, nie-
wrazliwos$¢ na inhibitory wzrostu i zdolno$¢ do unikania
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apoptozy pozwala komérkom nowotworowym na samodziel-
ny, niezalezny od czynnikéw zewnetrznych wzrost i rozwdj.
Wytworzyty one réwniez mechanizmy zapewniajace im nie-
ograniczony potencjat replikacyjny, podczas gdy prawidto-
we komorki sa zdolne tylko do 60—70 podziatéw. W przy-
padku wigkszosci nowotworéw potencjat ten jest zwigzany
z aktywnoscia enzymu telomerazy, ktéra zapewnia utrzy-
manie integralnosci chromosoméw w trakcie kolejnych po-
dzialéw. W prawidtowych warunkach podczas kazdego po-
dziatu komérkowego dochodzi do skracania DNA. Wynika
to z niezdolnosci polimerazy DNA do catkowitej replika-
cji korica 3’DNA w fazie S cyklu komérkowego i prowa-
dzi do wyczerpania potencjatu replikacyjnego komérki po
okreslonej liczbie podziatéw. Utrzymanie statej dtugosci
odcinkéw telomerowych w DNA jest charakterystyczne dla
wszystkich typéw komoérek nowotworowych. Wynika to ze
zwigkszonej ekspresji enzymu telomerazy, odpowiedzial-
nego za dobudowanie telomeréw w kazdym cyklu komor-
kowym. Pozwala to komérkom nowotworowym na unik-
nigcie zjawiska starzenia si¢, uznawanego za drugi obok
apoptozy wazny mechanizm chronigcy prawidtowe komor-
ki przed transformacja nowotworowa [20].

Do rozwoju nowotworu niezbgdna jest ciagta angiogeneza.
Komorki nowotworowe maja zdolnos¢ do aktywacji tego
procesu. Odbywa si¢ to poprzez zmiang réwnowagi miedzy
czynnikami stymulujacymi i hamujacymi ten proces [41].

W koncowych stadiach rozwoju guza komérki nowotwo-
rowe zyskuja zdolnos$¢ do inwazji sasiadujacych tkanek,
przemieszczania si¢ do nawet odlegtych organéw i tworze-
nia przerzutéw. Inwazyjnos¢ i przerzutowanie sa ztozonymi
procesami, w ktére zaangazowane sg liczne biatka. Naleza
do nich biatka odpowiedzialne za zjawisko adhezji komor-
kowej np. CAM, integryny, a takze proteazy [54].

ZroptA RFT w KOMORKACH

W warunkach fizjologicznych okoto 1-5% O, w orga-
nizmie ulega przeksztatceniu w reaktywne formy tlenu.
Stata obecnos¢ RFT w niewielkich, fizjologicznych stg-
zeniach jest niezbg¢dna do prawidlowego przebiegu wie-
lu proceséw zyciowych. Uczestnicza one w przekazywa-
niu sygnaléw wewnatrzkomérkowych, moduluja ekspresje
gendw, aktywuja transkrypcje, proliferacjg, apoptoze ko-
morek, kontroluja wewnatrzkomérkowa homeostaze jo-
néw wapnia Ca?*, biora udziat w indukcji proceséw zapal-
nych oraz reguluja aktywnos¢ niektérych enzymoéw (np.
CuZnSOD) [22,33,68].

Wszystkie typy wolnych rodnikéw tlenowych powstaja w re-
akcjach z tlenem czasteczkowym w wyniku jego wzbudze-
nia lub redukcji. Powstaja one w trakcie proceséw fizjolo-
gicznych, zachodzacych we wszystkich strukturach komorki
oraz w wyniku dziatania czynnikéw zewnetrznych. Sa pro-
duktem metabolizmu bardzo wielu egzogennych zwiazkéw
chemicznych (np. benzo/a/pirenu), w tym takze lekéw (np.
antracykliny), dziatania na komorki czynnikéw fizycznych
(np. promieniowania ultrafioletowego, jonizujacego, ultra-
dzwigkéw czy podwyzszonej temperatury) [5,22].

W warunkach fizjologicznych gtéwnym Zrédiem RFT sa
procesy oddechowe w mitochondriach, gdzie w wyni-
ku catkowitej redukcji czasteczki O, powstaje woda. Do

produktéw ubocznych tego procesu naleza anionorodnik
ponadtlenkowy (O,™), nadtlenek wodoru (H,0,), rodnik
hydroksylowy (OH"), tlen singletowy ('O,), rodnik wodo-
ronadtlenkowy (HO,") [5,44,51].

W wigkszosci biologicznych reakcji w wyniku jednoelek-
tronowej redukcji tlenu powstaje O,~, ktéry pelni gtéwna
role jako prekursor wszystkich pozostatych RFT.

Gltéwnym miejscem tworzenia RFT w komoérkach jest kom-
pleks Ti III faricucha oddechowego. Najwigcej O, i innych
RFT powstaje w trakcie przeptywu elektronéw pomigdzy
kompleksem I i 111, ale w warunkach hipoksji miejscem ich
wytwarzania jest réwniez kompleks II [51]. Zrédtem anio-
norodnika ponadtlenkowego w komérkach sa réwniez re-
akcje autoutleniania niskoczasteczkowych zwiazkéw (np.
adreanaliny, noradrenaliny), tetrahydropterydyny, zredu-
kowanych nukleotydéw flawinowych (FMNH,, FADH,),
zwiazkéw tiolowych (np. glutationu, cysteiny) [5,51].

Powstawanie O, towarzyszy takze niektérym reakcjom en-
zymatycznym, katalizowanym przez enzymy z klasy oksy-
doreduktaz, takie jak np. oksydazy ksantynowa, aldehydo-
wa, acylo-CoA, NAD(P)H. Wsréd wymienionych enzyméw
szczeg6lne znaczenie ma oksydaza ksantynowa, ktéra utle-
nia hipoksantyne do ksantyny i ksantyn¢ do kwasu moczo-
wego oraz oksydaza NAD(P)H, obecna m.in. w btonach
fagocytow. Wystgpowanie w organizmie ognisk zapalnych
stymuluje gwaltowny wzrost zuzycia tlenu przez komérki
fagocytujace, zwany ,,wybuchem tlenowym” [74].

Anionorodnik ponadtlenkowy i rodnik hydroksylowy wy-
twarzane sg rowniez w trakcie metabolizmu kwasu arachi-
donowego. W wyniku dziatania lipooksygenazy powstaja
anionorodniki ponadtlenkowe, a cyklooksygenazy — rod-
niki hydroksylowe [18].

Kolejnym istotnym zrédlem O, i innych wolnych rod-
nikéw w komorce jest mikrosomalny system transpor-
tu elektronéw, odpowiedzialny za utlenianie ksenobio-
tykéw (np. lekéw, pestycydow, srodkéw konserwujacych
iinnych) [22].

Miejscem wytwarzania O, sa takze peroksysomy, gdzie
dziata oksydaza ksantynowa oraz obecny jest taficuch
transportu elektronéw, w sktad ktérego wchodza redukta-
za NADH i cytochrom b5 [51].

Wytworzony w reakcji jednoelektronowej redukcji tlenu
O,~, ulega w wyniku tzw. dysmutacji przeksztatceniu do
nadtlenku wodoru. Reakcja dysmutacji zachodzi sponta-
nicznie (z mata wydajnoscia) lub enzymatycznie z udzia-
tem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) (ze znacznie wigk-
szg szybkoscig). Jest ona najwazniejszym Zrédtem H,O,
w komérkach organizmu [5].

Powstawanie H,O, towarzyszy transportowi elektronéw
w mitochondrialnym taricuchu oddechowym, jednak gtéw-
nym miejscem jego syntezy w komorkach sa peroksyso-
my. Powstaje on réwniez w reakcjach katalizowanych przez
oksydazy (np. oksydazg L-aminokwaséw), a takze cyklo-
oksygenazy i lipooksygenazy, co ma szczegdlne znacze-
nie w aktywowanych komérkach fagocytujacych w czasie
,,wybuchu tlenowego” [74].
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H,0, nie wykazuje bezposrednio silnego dziatania utlenia-
jacego, ale tatwo przenika przez btony komérkowe i wraz
z rodnikiem O,™, w obecnosci jonéw metali przejsciowych
(np. Fe**, Cu'*) moze by¢ Zrédtem nietrwatego, ale bar-
dzo reaktywnego rodnika hydroksylowego OH" (reakcja
Fentona) [73]. H,0, moze réwniez fatwo wchodzi¢ w reak-
cje z O, (reakcja Haber-Weissa), w ktorej powstaje rodnik
hydroksylowy. Oznacza to, ze w obecnosci jonéw metali
przejsciowych pojawienie si¢ jednej postaci reaktywnych
form tlenu stwarza mozliwo$¢ wytworzenia w komorce
pozostatych. Nadtlenek wodoru jest prekursorem nie tyl-
ko OH’, ale réwniez tlenu singletowego [33].

Oprécz wymienionych reakcji Zrédtem duzych ilosci OH®
sga zaktywowane, zdolne do fagocytozy leukocyty, ktére
wytwarzaja go w czasie ,,wybuchu tlenowego”, w reakcji
katalizowanej przez mieloperoksydaze [5,74].

Tlen singletowy powstaje przede wszystkim w wyniku elek-
tronowego wzbudzenia czasteczki tlenu w stanie podstawo-
wym. Moze powstawac réwniez w procesie peroksydacji
lipid6éw, w reakcji O, z nadtlenkami lipidowymi [5,39].

Poza wolnymi rodnikami tlenowymi w komoérce moga
powstawac rowniez zwiazki tlenu z azotem — tlenek azo-
tu (NO") i nadtlenoazotyn/anion kwasu azotowego (I1I)
(ONOQO). Tlenek azotu powstaje z L-argininy w reak-
cji katalizowanej przez syntaze tlenku azotu (NOS). Jest
wolnym rodnikiem o krétkim okresie péttrwania, ktd-
ry latwo przenika przez btony komdrkowe i prekurso-
rem pozostatych wolnych rodnikéw azotowych. Waznym
miejscem syntezy tego zwiazku sa komoérki srédbton-
ka, makrofagi, neutrofile oraz komérki nerwowe. Petni
on wiele istotnych funkcji biologicznych w organizmie.
Jest on m.in. gtéwnym czynnikiem rozszerzajacym na-
czynia krwionos$ne, hamuje adhezj¢ leukocytow i agre-
gacje ptytek krwi, pobudza wytwarzanie endoteliny oraz
proliferacje migs$ni gtadkich [5,12,40]. W duzych steze-
niach tlenek azotu dziata bakteriobdjczo, stanowiac silna
broni przeciwbakteryjna w zaaktywowanych komoérkach
fagocytarnych. Latwo wchodzi w reakcje z O,”, two-
rzac ONOOr, charakteryzujacy si¢ wyjatkowo silnymi
wtasciwosciami utleniajacymi. Reakcja ta ma duze zna-
czenie biologiczne, poniewaz prowadzi do unieczynnia-
nia dwdéch rodnikéw — anionorodnika ponadtlenkowego
i tlenku azotu. ONOO- jest mato swoistym oksydantem,
a w komoérkach moze by¢ Zrédiem toksycznego rodnika
hydroksylowego [5,8].

We wnetrzu granulocytéw oboj¢tnochtonnych i monocy-
téw, w wyniku reakcji katalizowanej przez obecna w ich
ziarnistosciach mieloperoksydaze powstaje kwas chloro-
wy (I) (HOCI), ktéry z aminami tworzy toksyczne chlo-
raminy [74].

SKUTKI STRESU OKSYDACYINEGO

Nasilony lub dtugo utrzymujacy sig stres oksydacyjny jest
bardzo szkodliwy dla komoérek, poniewaz moze prowadzié
do trwatych zmian w strukturze waznych biologicznie ma-
kroczasteczek (DNA, bialek, cukréw i innych). Zmiany te
prowadzg do zaburzen ich funkcji biologicznych, co z ko-
lei jest przyczyna nieprawidlowosci w metabolizmie ko-
morkowym.

Oksydacyjne uszkodzenia DNA

Integralnosé i stabilnos¢ DNA sa warunkiem prawidtowego
funkcjonowania komérek. Uszkodzenia DNA moga prowa-
dzi¢ do zaburzenia proceséw komdrkowych i rozwoju r6z-
nych schorzen, w tym nowotworéw. Uszkodzenia te powsta-
ja zaréwno w procesach endogennych (btedy replikacyjne,
uszkodzenia zasad w wyniku stresu oksydacyjnego), jak
i w wyniku ekspozycji na czynniki zewngtrzne (ksenobio-
tyki, promieniowanie, leki, niewlasciwa dieta) [19].

Reakcje RFT z DNA prowadza do powstawania wielu
uszkodzen oksydacyjnych, wsrdd ktérych mozna wyr6znic¢
m.in. uszkodzenia pojedynczych zasad azotowych, peknig-
cia nici DNA czy tworzenie adduktéw [5,19].

Za uszkodzenia oksydacyjne DNA odpowiedzialny jest
przede wszystkim rodnik hydroksylowy. Anionorodnik
ponadtlenkowy i H,O, nie powoduja bezposrednio zmian
w DNA. Jednak H,O,, ktéry tatwo przenika przez btong ja-
drowa jest w jadrze substratem w reakcji Fentona, w ktdrej
powstaje HO". Oksydacyjne uszkodzenia DNA moga po-

wodowaé rowniez WRA np. ONOO™ [55,62].

W wyniku oddziatywania HO® z DNA dochodzi do uszko-
dzenia zasad azotowych, deoksyrybozy, rozerwania wia-
zan fosfodiestrowych, taczacych nukleotydy oraz tworze-
nia wigzan poprzecznych DNA-biatko [62].

Oddziatywanie HO" z resztami deoksyrybozy powoduje
powstawanie pojedynczych i podwdjnych peknieé w tan-
cuchu DNA. Z kolei oksydacyjne uszkodzenia zasad azo-
towych, wywotane jego dziataniem, dotycza gléwnie po-
zycji C5 1 C6 w pirymidynach oraz pozycji C8, C5 1 C4
w purynach [4]. Zmodyfikowane produkty zasad azoto-
wych 8-hydroksyguanina, dipirymidynowe addukty adeni-
ny i guaniny, glikol tyminy sa odpowiedzialne za powsta-
wanie w DNA mutacji punktowych typu G-C — T-A, G-C
— C-G czy C — T [19,55]. Moga one réwniez podlegac
dalszym przeksztatceniom, ktére prowadza do ich degra-
dacji i powstawania produktéw o dzialaniu mutagennym.
Powstajace w wyniku dziatania RFT mutacje punktowe
w DNA, moga zwigksza¢ ekspresje protoonkogenéw ko-
morkowych [4,55].

RFT moga réwniez wptywaé na wewnatrzkomoérkowe ste-
Zenie jondw wapnia. Zwiekszaja one naptyw jonéw Ca* do
komérki, a takze wptywaja na ich uwalnianie z rezerw ko-
morkowych. Wzrost stezenia Ca** prowadzi do aktywacji za-
leznych od tych jonéw endonukleaz, ktére sa odpowiedzial-
ne za degradacja DNA. Stwierdzono, réwniez, ze indukcja
niektérych protoonkogendéw jest spowodowana bezposred-
nio dziataniem cytosolowych jonéw Ca* [61,70,77].

Wykazano réwniez, ze wzrost stezenia jonéw Ca>* sty-
mulowany dziataniem RFT, jest zwiazany z aktywacja
Ca*-zaleznych kinaz biatkowych (w tym kinazy biatko-
wej C), ktére odpowiadaja za fosforylacje czynnikéw trans-
krypcyjnych, a tym samym wplywaja na przebieg proce-
su transkrypcji [92].

Szczegdlnie narazony na oksydacyjne uszkodzenia jest
mitochondrialny DNA. Wynika to z bliskiego sasiedztwa
taricucha oddechowego, ograniczonych mozliwosci na-
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prawczych, a takze braku biatek chroniacych dodatkowo tg
strukture przed uszkodzeniami. Potwierdzono to w bada-
niach doswiadczalnych na tkankach prawidtowych, w kt6-
rych wykazano 16-krotnie wigksza ilo§¢ 8-hydroksyguani-
nyw mitochondrialnym niz w jadrowym DNA [9].

Oksydacyjne modyfikacje DNA spowodowane dziataniem
RFT moga stanowié element zapoczatkowujacy proces no-
wotworowy. Dowodem na to moze by¢ stwierdzony pod-
wyzszony poziom zmodyfikowanych zasad w tkance nowo-
tworowej w poréwnaniu do otaczajacych nowotwor tkanek
prawidtowych. Przypuszcza si¢ réwniez, ze tego typu zmia-
ny w DNA sa czynnikiem sprzyjajacym przeksztalceniu
zmiany tagodnej w zmiang ztosliwa, a takze moga pro-
wadzi¢ do wzrostu potencjatu przerzutowania [19,38,68].

Oksydacyjne uszkodzenia biatek

Utlenianie biatek prowadzi do zmian w ich strukturze i za-
burza ich funkcje biologiczne. Za oksydacyjne modyfika-
cje reszt aminokwasowych, grup prostetycznych enzymaéw,
fragmentacjg czy agregacje biatek odpowiedzialne sa przede
wszystkim OH", H,0, 1 O, Jednak gléwnym mediatorem
oksydacyjnych uszkodzeri biatek jest rodnik hydroksylowy.
Jego dziatanie utleniajace prowadzi do powstania rodnikéw
alkilowych, alkilonadtlenkowych, alkilowodoronatlenkéw
czy w dalszych przemianach rodnikéw alkoksylowych, kt6-
rych obecnos¢ sprzyja reakcjom, prowadzacym do roze-
rwania taricucha polipeptydowego [23,67].

Najbardziej podatne na dziatanie RFT sa reszty aminokwa-
sow aromatycznych i siarkowych. Szczegdlng wrazliwos¢
wykazuja tyrozyna, tryptofan, cysteina i metionina [67].

Utlenianie przez RFT aminokwaséw z wolna grupa ami-
nowa, amidowa lub hydroksylowa prowadzi do powsta-
nia pochodnych karbonylowych. Pochodne karbonylowe
maja zdolnos¢ do reagowania z wolnymi grupami amino-
wymi reszt lizyny w tej samej lub innej czasteczce biat-
ka. Reakcja ta prowadzi do powstawania w biatku wiazan
krzyzowych [62].

Réwniez WRA, a wsréd nich szczegélnie ONOO™ moga
oddziatywac z biatkami i utlenia¢ ich sktadniki. Narazone
na jego dziatanie sa zwtaszcza reszty cysteiny, metioni-
ny, tyrozyny i tryptofanu. Utlenia on reszty tiolowe w cy-
steinie z wytworzeniem mostkow disiarczkowych, a takze
silnie utlenia reszty metioniny do sulfotlenku. W reakcji
z tyrozyna ONOO™ tworzy 3-nitrotyrozyne i 2,5-dinitro-
tyrozyng, ktére biora udziat w powstawaniu wigzan krzy-
zowych. Aktywnos¢ utleniajaca ONOO™ moze prowadzic¢
takze do tworzenia grup karbonylowych i do fragmenta-
cji biatek [1,40,67].

RFT moga indukowac peroksydacje biatek, ktéra powoduje
powstawanie nadtlenkéw biatek i nadtlenkéw aminokwaséw
[67]. RFT wykazuja réwniez utleniajace dziatanie w sto-
sunku do niebiatkowych sktadnikéw w biatkach. Moga one
utlenia¢ np. weglowodany czy jony metali zawarte w biat-
kach, co czgsto prowadzi do zaburzenia funkcji biologicz-
nych biatka. Wykazano, ze pod wptywem RFT dochodzi do
utraty aktywnosci enzymatycznej, m.in. takich enzymoéw
jak dehydrogenaza gliceroloaldehydofosforanowa czy de-
hydrogenaza glukozo-6-fosforanowa [16,81].

Zmienione oksydacyjnie biatka moga wykazywac réwniez
tendencj¢ do tworzenia agregatow. Powstajace w wyniku
modyfikacji oksydacyjnych agregaty sa oporne na degra-
dacje, co przy zmniejszonej wydajnosci dziatania mechani-
zméw naprawczych sprzyja gromadzeniu si¢ zmienionych
biatek w komdrkach i prowadzi do stopniowej utraty ich
biochemicznych i fizjologicznych funkcji [1,81].

Przy duzej ilosci RFT, a zmniejszonej skutecznosci dzia-
tania uktadéw antyoksydacyjnych i proteolitycznych, do-
chodzi do akumulacji utlenionych produktéw biatkowych.
Zmodyfikowane oksydacyjnie biatka wykryto w licznych
tkankach i wykazano, ze stres oksydacyjny i modyfika-
cja biatek, zachodzaca pod wptywem RFT, odgrywaja
role w patogenezie wielu schorzed, w tym chorobie no-
wotworowej [7].

Peroksydacja lipidow

Jednym z wazniejszych proceséw biologicznych, zwia-
zanych z dziataniem RFT jest peroksydacja lipidéw.
Kaskadowy proces utleniania obecnych w lipidach niena-
syconych kwaséw ttuszczowych, w ktérym powstajq nad-
tlenki tych zwiazkéw zapewnia réwniez ciagla dostawe
wolnych rodnikéw, inicjujacych kolejne reakcje peroksy-
dacji. Peroksydacji ulegaja przede wszystkim reszty wielo-
nienasyconych kwaséw tluszczowych, wchodzace w skiad
fosfolipidow, ktére sa podstawowym sktadnikiem budul-
cowym bton biologicznych [61].

Peroksydacja lipidow jest procesem wieloetapowym, kt6-
ry nieodlacznie towarzyszy reakcjom metabolizmu orga-
nizméw aerobowych. Moze on przebiega¢ zar6wno nie-
enzymatycznie, jak i w wyniku reakcji enzymatycznych
(np. podczas powstawania biologicznie aktywnych zwiaz-
kéw, takich jak eikozanoidy: prostaglandyny, tromboksa-
ny i leukotrieny). Koficowym produktem peroksydacji li-
pidéw sa rodniki alkilowe i nadtlenkowe, ktére podlegaja
dalszym przemianom. Do konicowych produktéw proce-
su peroksydacji lipidow nalezg takze weglowodory m.in.
z grupy alkanéw i alkenéw. Nagromadzenie tych zwiaz-
kéw prowadzi do zmiany struktury bton komérkowych
iich plynnosci, a to wplywa na zachowanie integralnosci
komoérek [61,75].

Koncowe produkty peroksydacji lipidéw, do ktérych nale-
73 m.in. dialdehyd malonowy (MDA), trans-4-hydroksy-2-
nonenal (4HNE), 4-hydroksyheksenal (4HHE), wykazuja
mutagenne i kancerogenne dziatanie, a takze moga wpty-
wac regulacyjnie na tempo proliferacji komorki. Sposréd
wymienionych produktéw peroksydacji lipidéw duza tok-
sycznoscia charakteryzuje si¢ 4HNE, natomiast najbardziej
mutagenny jest MDA [27].

Przyczyny zwiEkszoNEGO WYTWARZANIA RFT w KOMORKACH
NOWOTWOROWYCH

Mimo ze wystgpowanie stresu oksydacyjnego w komor-
kach nowotworowych potwierdzono w badaniach in vitro
i in vivo, to mechanizmy odpowiedzialne za jego indukcje
nie sg do korica poznane i wyjasnione. W swietle aktualne-
go stanu wiedzy do potencjalnych mechanizméw odpowie-
dzialnych za zwigkszone powstawanie RFT w komdrkach
nowotworowych naleza: stany zapalne i dziatanie cytokin,
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zaburzenia w przekazywaniu sygnatéw onkogennych, ak-
tywny metabolizm zwiazany z ciagta proliferacja, muta-
cje w mitochondrialnym DNA (mtDNA) i zwigzane z tym
dysfunkcje [63,68,72,92].

Przewlekle stany zapalne np. watroby, jelita grubego czy
infekcja Helicobacter pylori w zotadku moga prowadzic¢
do powstawania i rozwoju nowotworéw [50]. Stan zapal-
ny jest reakcja obronng komédrek organizmu na czynniki
patogenne i uszkadzajace komorki (np. chroniczne, bak-
teryjne i wirusowe infekcje, reakcje autoimmunologiczne,
szok termiczny, promieniowanie np. UV oraz ciata obce np.
azbest) [18]. Patogeny lub fragmenty uszkodzonych komé-
rek organizmu aktywuja fagocyty (monocyty, neutrofile,
eozynofile, granulocyty obojetnochtonne), ktére w ognisku
uszkodzenia wydzielaja prozapalne cytokiny (np. IL-1, -6,
-8, TNF-0., IFN-yi in.). W btonach zaaktywowanych fago-
cytéw wzrasta rowniez aktywnos¢ enzymoéw (np. oksydazy
NAD(P)H, mieloperoksydazy, peroksydazy eozynofilowej,
cyklooksygenazy czy iNOS), w wyniku ich dziatania do-
chodzi do ,,wybuchu tlenowego”. Zwigkszonemu zuzyciu
tlenu przez fagocyty towarzyszy uwalnianie duzych ilosci
RFT, ktore nie tylko niszcza patogeny i tkanki objete pro-
cesem zapalnym oraz tkanki otaczajace, ale rowniez moga
indukowa¢ w komoérkach zmiany, prowadzace do trans-
formacji nowotworowej. W miarg rozwoju zapalenia do-
chodzi do zaburzenia istniejacej rownowagi mi¢dzy reak-
cjami prozapalnymi a przeciwzapalnymi mechanizmami
obronnymi, co pocigga za soba czgsto nieodwracalne zmia-
ny w komoérkowej réwnowadze redoks i moze skutkowac
zwigkszona niestabilnoscia genetyczna [5,18].

Podczas przekazywania sygnaléw onkogennych wzrasta
poziom RFT w komérce. Dzieje si¢ tak podczas zaburzen
w wielu szlakach sygnalizacyjnych (np. RAS-Raf, kaska-
dzie kinaz MAP czy kinazy biatkowej PKA).

Aktywny onkongen c-myc zwigksza generacje¢ RFT, co
prowadzi do uszkodzenia DNA i ostabienia lub zahamo-
wania funkcji biologicznych p53. Wykazano réwniez, ze
allel RAS2 (vall9), ktéry powoduje konstytutywna akty-
wacje Sciezki cAMP-PKA, prowadzi do wzrostu wytwa-
rzania RFT, a tym samym sprzyja powstawaniu oksydacyj-
nych uszkodzenn w makroczasteczkach komérkowych, co
prowadzi do procesu nowotworowego przez promowanie
niekontrolowanego wzrostu, nabycie przez komorki zdol-
nosci do inwazji, tworzenia przerzutéw, nasilenie proceséw
angiogenezy oraz blokowanie apoptozy. Powyzszy mecha-
nizm wskazuje na indukowang onkogenami niestabilno$¢
genetyczna w komdrkach nowotworowych [47,91].

Aktywacja w fibroblastach onkogendw scn i ras sprawia, ze
ich produkty biatkowe (np. czynnik rac) aktywuja btono-
wa NADPH oksydazg, co prowadzi do zwigkszonego wy-
twarzania anionorodnika ponadtlenkowego, ktéry wydaje
si¢ waznym czynnikiem w procesie proliferacji. W wyni-
ku onkogennej mutacji, nastgpuja zmiany w przekazywa-
niu sygnatéw wewnatrzkomodrkowych, a to powoduje trans-
formacje nowotworowa [79].

Inny mozliwy mechanizm, dzigki ktéremu dochodzi w ko-
morkach nowotworowych do powstawania zwigkszonych
ilosci RFT jest zwigzany z zaburzeniami w funkcjonowa-
niu mitochondrialnego taiicucha oddechowego. Wiadomo,

ze mtDNA koduje 13 sktadnikéw komplekséw enzymatycz-
nych taficucha oddechowego. Poniewaz nie zawiera on intro-
néw jest wysoce prawdopodobne, ze mutacje mtDNA beda
wptywacé na funkcje kodowanych przez nie biatek, a tym sa-
mym prowadzi¢ do zaburzen w funkcjonowaniu taricucha
oddechowego. Wykazano, ze mtDNA jest bardziej podatny
na uszkodzenia niz DNA jadrowy. Mutacje mtDNA sa czg-
sto obserwowane w komorkach nowotworowych [9,30].

Poniewaz mitochondrialny taricuch oddechowy jest gtow-
nym miejscem wytwarzania RFT, to dysfunkcje spowo-
dowane mutacjami mtDNA jeszcze bardziej nasilaja ten
proces. Wydaje si¢ wigc, ze istnieje korelacja pomigdzy
mutacjami w mtDNA, a wzrostem st¢zenia RFT w komor-
kach nowotworowych [9,69].

Aktywne metabolicznie komdrki nowotworowe w celu
utrzymania swoich biochemicznych funkcji wymaga-
ja ciaglego dostarczania duzych ilosci ATP (stad nasilo-
na w nich glikoliza), co wymaga intensywnego dziatania
taricucha oddechowego. Sprzyja to jednak wytwarzaniu
zwigkszonych ilosci RFT i powstawaniu uszkodzen oksy-
dacyjnych mtDNA, prowadzacych ostatecznie do deficy-
tu ATP [47,69].

Wewnatrzkomoérkowy poziom RFT jest zalezny od row-
nowagi pomigdzy ich wytwarzaniem a eliminowaniem.
Do akumulowania duzych ilosci RFT w komérkach moze
rowniez prowadzi¢ zmniejszenie ekspresji czy obnize-
nie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych. Wykazane
w pewnych typach komérek nowotworowych obnizenie ak-
tywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (zwtaszcza MnSOD)
powoduje zmniejszenie ich zdolnosci do usuwania anio-
norodnika ponadtlenkowego, prekursora pozostatych RFT
i nasilenie stresu oksydacyjnego [52, 86].

IMECHANIZMY CHRONIACE KOMORKI PRZED TOKSYCZNYM
pzIAtANIEM RFT

Komorki organizméw zywych maja wiele mechanizméw
obronnych, umozliwiajacych prawidlowe funkcjonowa-
nie w obecnosci nadmiaru RFT. Usuwanie nadmiaru tok-
sycznych dla komérek RFT, chroni je przed strukturalnym
i funkcjonalnym zniszczeniem. System antyoksydacyjny
komérek obejmuje wiele sktadnikow, ktdre ze soba wspot-
dziataja. Niedobdr kazdego z nich moze powodowac obni-
zenie catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego komérki.
Dziatanie systemu ochronnego w komérkach polega na:
niedopuszczeniu do powstawania i oddzialywania RFT ze
sktadnikami komorki (pierwsza linia obrony), przerywa-
niu fadcuchowych reakcji wolnorodnikowych (druga linia
obrony) i usuwaniu skutkéw reakcji RFT z makroczastecz-
kami komérkowymi (trzecia linia obrony) [29,32].

Elementem pierwszej linii obrony sa przede wszystkim
biatka wiazace jony metali przejsciowych (gtéwnie zela-
70, miedz) — sekwestr metali. Druga lini¢ obrony stanowia
enzymy antyoksydacyjne oraz endo- i egzogenne niskocza-
steczkowe antyoksydanty. Sa one odpowiedzialne za neutra-
lizacj¢ nadmiaru RFT zaréwno w cytoplazmie jak i mito-
chondriach oraz w innych przedziatach komérki [39,78].

W skiad enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego
wchodza: izoenzymy dysmutazy ponadtlenkowej (SOD;
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E.C. 1.5.1.1), katalaza (CAT; E.C.1.11.1.6), peroksydazy
glutationowe (GSHPx; E.C. 1.11.1.9), transferaza gluta-
tionowa (GST; E.C. 2.5.1.18) oraz reduktaza glutationowa
(GSHR; E.C. 1.6.4.2.) i dehydrogenaza glukozo-6-fosfo-
ranowa (G6PD; E.C. 1.1.1.49).

Komérki zmienione nowotworowo w poréwnaniu z komor-
kami prawidlowymi wykazuja zmieniony poziom aktyw-
nosci enzymow antyoksydacyjnych. W komérkach wielu
typéw nowotwordw stwierdzono zmniejszona aktywnos¢
CuZnSOD i MnSOD oraz CAT. W badaniach in vitro i in
vivo zaobserwowano, ze obnizenie aktywnosci obu izoen-
zyméw SOD, przy jednoczesnym podwyzszeniu poziomu
anionorodnika ponadtlenkowego jest bardzo charaktery-
styczne dla wielu typéw komérek nowotworowych. Brak
lub obnizong aktywno$¢ MnSOD obserwowano w réznych
nowotworach watroby, gruczolakach, nowotworze ptuc i in-
nych. Zaobserwowane zmiany aktywnosci tego enzymu za-
lezatly nie tylko od typu nowotworu, ale réwniez i stadium
jego rozwoju [5,52,85].

Natomiast enzymy GSH-zalezne (GSPx, GSHR, GST czy
G6PD), w zaleznosci od typu nowotworu charakteryzuja
si¢ zmienna aktywnoscia. W ludzkich tkankach nowotwo-
rowych obserwowano wzrost ich aktywnosci [85].

Mata aktywnos¢ SOD i CAT w komoérkach nowotworo-
wych powoduje gromadzenie w nich RFT, natomiast wy-
soki poziom aktywnosci enzyméw GSH-zaleznych znosi
ich toksyczne dziatanie. Podwyzszenie aktywnosci GSHPx
w komoérkach nowotworowych przy jednoczesnym obni-
zonym poziomie CAT wskazuja na ich kompensacyjne
dziatanie w unieczynnianiu nadtlenku wodoru. Istnieja su-
gestie, ze wyselekcjonowane sposréd komorek prawidio-
wych, komérki z mata aktywnosciag SOD i CAT oraz pod-
wyzszonym poziomem aktywnosci GST i przy zmiennej
aktywnosci GSHPx i GSHR tworza ostatecznie guz no-
wotworowy [5,85].

Wspdétdziatanie enzymdéw antyoksydacyjnych w prawidto-
wych komorkach jest skuteczne, jesli ich ekspresja i aktyw-
nos¢ sa w Scisle okreslonych proporcjach. Zmiany poziomu
ekspres;ji i aktywnosci poszczegdlnych enzyméw zakldca-
ja rownowagg, co moze by¢ przyczyna nie tylko powstawa-
nia, ale i rozwoju nowotworéw [5,29,46,52,85].

Mimo intensywnych badai nie ma jednoznacznych da-
nych czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy poziomem aktyw-
nosci poszczegdlnych enzymoéw antyoksydacyjnych a ty-
pem nowotworu czy stadiami jego rozwoju. Nie ma tez
ostatecznych dowoddw, ze obserwowane zmiany sa przy-
czyna, czy skutkiem kancerogenezy.

Dziatanie enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego
zaréwno w komoérkach prawidtowych i nowotworowych
jest wspomagane przez endo- i egzogenne niskoczastecz-
kowe antyoksydanty, do ktérych nalezg tiole, glutation
(GSH), cysteina, tioredoksyna (TRX), kwas askorbowy/
kwas askorbinowy, kwas moczowy, o-tokoferol, retinol
i jego pochodne oraz ubichinon, bilirubina, ceruloplazmi-
na, transferryna, albuminy, karotenoidy, flawonoidy [5,29].
Nieenzymatyczny system antyoksydacyjny, do ktérego za-
licza sig¢ gtéwnie zwiazki drobnoczasteczkowe, mimo od-
rebnej lokalizacji (faza wodna i faza lipidowa), tworza

system polaczen tzw. sieci antyoksydacyjnej, pozwalaja-
cy im skutecznie wspoétdziataé. Nieenzymatyczne antyok-
sydanty, chroniace komorki przed skutkami stresu oksy-
dacyjnego, sa stosunkowo mato efektywne w poréwnaniu
z dziataniem enzyméw antyoksydacyjnych. Dopiero ra-
zem z enzymami stanowia skuteczng lini¢ obrony przed
stresem oksydacyjnym [29].

Trzecig linig obrony przed toksycznym dziataniem RFT sta-
nowia enzymatyczne systemy naprawcze odpowiedzialne
za likwidacje skutkéw ich dziatania na DNA. Jesli mimo
dziatania enzymatycznych i nieenzymatycznych systeméw
antyoksydacyjnych, stres oksydacyjny spowoduje uszko-
dzenia w tej strategicznej dla komoérki makroczasteczce,
dochodzi do aktywacji enzyméw o funkcjach naprawczych.
Do enzyméw odpowiedzialnych za naprawe uszkodzen
w jadrowym i w mniejszym stopniu mitochondrialnym
DNA zaliczamy m.in.: ligazy (reperujace pgknigcia nici
DNA), glikozylazy (odcinajace uszkodzone zasady azoto-
we) i enzymatyczny system SOS, ktéry w przypadku po-
wstania zbyt wielu uszkodzen dokonuje szybkiej, ale nie-
doktadnej naprawy DNA [5,77].

NASTEPSTWA STRESU OKSYDACYJNEGO W KOMORKACH
NOWOTWOROWYCH

Ostatnio wzrasta liczba dowodéw sugerujacych, ze komor-
ki nowotworowe sa narazone na zwigkszony stres oksyda-
cyjny w poréwnaniu z komdrkami prawidtowymi. Naleza
do nich m. in.: zwigkszone wytwarzanie RFT i akumu-
lacja produktéw ich dziatania w komdérkach nowotworo-
wych, obecnosé tych produktéw w osoczu krwi i moczu
chorych na nowotwory, czy podwyzszona ekspresja nie-
ktérych enzymoéw antyoksydacyjnych w odpowiedzi na
stres oksydacyjny. Zwigkszone wytwarzanie anionorod-
nika ponadtlenkowego wykazano np. w mitochondriach
komorek raka watroby w poréwnaniu z komérkami nie-
zmienionymi nowotworowo, mimo ze mechanizm powsta-
wania tego rodnika wydaje si¢ taki sam w obu typach ko-
morek. Obserwacje te wskazuja, ze czynniki onkogenne
w komorkach nowotworowych moga prowadzi¢ do stymu-
lowania wytwarzania zwigkszonych ilosci anionorodni-
ka ponadtlenkowego. Dobrze udokumentowano zdolnos¢
onkogendw, takich jak c-myc i ras do indukcji wytwarza-
nia RFT [47,91].

Wzrost stgzenia RFT w komoérkach nowotworowych pro-
wadzi u nich do indukcji r6znych odpowiedzi biologicz-
nych, obejmujacych krétkotrwale zatrzymanie wzrostu
i adaptacj¢ komorek, wzrostu tempa proliferacji, catko-
wite zatrzymanie wzrostu i starzenie, apoptoz¢ i nekro-
zg [12,22,64].

Nastgpstwem zwigkszonych ilosci RFT w komérkach no-
wotworowych jest stymulacja podziatéw komérkowych,
powstawanie mutacji, prowadzace do niestabilnosci geno-
mu czy zmiany we wrazliwosci komérkowej na leki prze-
ciwnowotworowe.

Zdolnos¢ do adaptacji
Komorki w warunkach stresu oksydacyjnego sa zdolne do

wytworzenia réznych mechanizméw adaptacyjnych, ktére
chronig je przed skutkami dziatania RFT. Komérkowe me-
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Ryc. 1. Przyczyny i skutki stresu oksydacyjnego w komdérkach nowotworowych

chanizmy obronne obejmuja systemy buforujace rownowage
redoks i enzymatyczny system antyoksydacyjny wspoma-
gany przez niskoczasteczkowe endo- i egzogenne antyok-
sydanty (np. GSH, witaminy A, E i C). Najpowszechniej
wystepujacym systemem, ktéry odpowiada za utrzymanie
rownowagi redoks w komorce jest system glutationowy
(GSH/GSSG), wspomagany dziataniem enzyméw GSH-za-
leznych (GSHPx, GST i GSHR czy G6PD) [78]. Innym po-
tencjalnym mechanizmem, dzigki ktéremu komorka broni
si¢ przed toksycznym dzialaniem RFT jest system tiore-
doksyny (TRX) [5,59]. Mobilizacja systeméw buforujacych
redoks moze by¢ uwazana za pierwsza lini¢ komoérkowe;j
adaptacji do stresu oksydacyjnego. Zwigkszenie ekspresji
enzymoOw antyoksydacyjnych i w konsekwencji podwyz-
szenie ich aktywnosci stanowi dodatkowy i wazny mecha-
nizm, ktéry umozliwia skuteczna ochrong komérek przed
stresem oksydacyjnym. Wzrost aktywnos$ci enzymow an-
tyoksydacyjnych czy podwyzszenie stgzenn antyoksydan-
tow umozliwia komérkom przezycie w warunkach ich na-
razenia na dziatanie RFT [64].

W warunkach dtugotrwatego stresu oksydacyjnego w ko-
morkach dochodzi do zuzycia mechanizméw adaptacyjnych
i wyczerpania zdolnosci buforowania. Procesy adaptacyj-
ne w komoérkach maja bowiem ograniczong zdolno$¢ przy-
stosowywania ich do stresu oksydacyjnego. Zadziatanie na
takie komoérki zewngtrznym duzym stgzeniem RFT moze
prowadzi¢ do nasilenia stresu oksydacyjnego do takie-
go poziomu, ktéry spowoduje ich §mieré. Obserwacje te
moga mie¢ potencjalne zastosowanie terapeutyczne w te-
rapii przeciwnowotworowej [12,22].

Uszkodzenia skladnikow komoérkowych

Nasilony stres oksydacyjny moze powodowac liczne oksy-
dacyjne uszkodzenia waznych sktadnikéw komérkowych
np. DNA, biatek i lipidéw btonowych. Charakterystycznymi
objawami stresu oksydacyjnego jest uposledzenie funk-
cjonowania mitochondrialnego taiicucha oddechowego,
co prowadzi do deficytu ATP w komoérkach [12]. Zmiany
oksydacyjne w biatkach moga zaburza¢ réwnowage re-
doks niezbednej do prawidlowego funkcjonowania wie-
lu enzymow, zawierajacych jony metali np. cytochromu
c i jego oksydazy, GSHPx i CAT. Oksydacyjne uszko-
dzenia GSHPx i CAT zmniejszaja zdolnos¢ eliminowania
nadtlenku wodoru, co dodatkowo nasila stres oksydacyjny
w komorce. Z kolei proces nitrozylacji biatek moze wpty-
wac na funkcjg czasteczek sygnalizacyjnych m.in. NF-xB,
AP-11p53 [60,63].

W nastepstwie peroksydacji lipidow dochodzi do obnize-
nia ptynnosci bton i zwigkszenia ich przepuszczalnosci.
W zwiazku z tym, ze najwigksze ilosci anionorodnika po-
nadtlenkowego generowane sa w taricuchu oddechowym,
najbardziej narazona na uszkodzenia jest btona mitochon-
drialna. W wyniku tych uszkodzen dochodzi do uwal-
niania cytochromu c i aktywacji kaskady apoptotyczne;j.
Wykazano, ze zwigkszone st¢zenie RFT w komérkach pro-
wadzi do inicjacji procesu apoptozy [72].

Zaobserwowano, ze w limfocytach T hodowanych w wa-
runkach, w ktérych akumulujg si¢ znaczne ilosci RFT, do-
chodzi do aktywacji ekspresji Bcl-2. Oddziatuje on z me-
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diatorem $mierci komérki (BIM) i indukowalna syntaza
tlenku azotu (iNOS), co prowadzi do apoptozy komorek.
Wykazano, ze droga ta jest hamowana przez antyoksy-
danty [76]. Znaczne zmiany oksydacyjne w waznych ma-
kroczasteczkach komérkowych, spowodowane wysokim
stgzeniem RFT, moga ostatecznie prowadzi¢ do nekro-
zy komorki [45].

Niestabilnos¢ genetyczna

Uszkodzenia DNA spowodowane dziataniem RFT naleza do
najczesciej wystepujacych uszkodzen tej makroczasteczki.
Uszkodzenia mtDNA wywotuja dysfunkcjie taricucha od-
dechowego, czego nastgpstwem jest dalsze zwigkszenie ilo-
$ci RFT w komorce. Ich dziatanie prowadzi do powstawa-
nia kolejnych mutacji w DNA i niestabilnosci genetycznej
komérek. W prawidtowych komoérkach stabilnos¢ genomu
jest utrzymywana dzigki réwnowadze pomigdzy uszkodze-
niami DNA a ztozonymi mechanizmami naprawczymi, od-
powiedzialnymi za ich eliminowanie [37,51].

Duze stgzenie RFT powoduje, ze wzrasta liczba oksyda-
cyjnych uszkodzert DNA, ktére nie ulegaja naprawie i ku-
muluja si¢ w komoérkach. Ekspozycja komoérek organizmu
na czynniki wywotujace nasilony, dlugotrwaty stres oksy-
dacyjny przyczynia si¢ do gromadzenia uszkodzed w DNA,
ktére ostatecznie mogg prowadzi¢ do inicjacji procesu kan-
cerogenezy [56,89].

Pierwszy etap kancerogenezy — inicjacja (poprzedza-
na preinicjacja) jest zwiazany z wytworzeniem trwatych
zmian w materiale genetycznym komorki, wskutek dzia-
tania chemicznych, biologicznych i fizycznych czynnikéw
mutagennych lub kancerogennych. Na tym etapie powsta-
wania nowotworéw szczegblna role przypisuje si¢ dziata-
niu RFT [55].

W wielu typach komdrek nowotworowych wykazano obec-
nos¢ w DNA swoistych modyfikacji oksydacyjnych za-
sad azotowych, zwigzanych z dzialaniem RFT. S one od-
powiedzialne za indukcj¢ mutacji punktowych w genach
(protoonkogenach i antyonkogenach), odpowiedzialnych
za wzrost, podzial, ré6znicowanie i dojrzewanie komorek
czy adhezje migedzykomdrkowa. Jedna z najczesciej wy-
stgpujacych modyfikacji oksydacyjnych zasad azotowych
w DNA jest 8-OH-guanina, ktérej obecnos¢é moze powo-
dowa¢ mutacje typu transwersji G-C — T-A. Tego typu
mutacja jest czgsto wykrywana w onkogenie RAS i stano-
wi jeden z mozliwych mechanizméw inicjacji transforma-
cji nowotworowej przez RFT [6,61].

Aktywacja onkogenéw i inaktywacja gendéw supresoro-
wych, jako wynik mutacji punktowych spowodowanych
dziataniem RFT, prowadzi nie tylko do inicjacji procesu
kancerogenezy, ale moze réwniez sprzyjaé progresji no-
WOtworowe;j.

Stan redoks w komérce moze réwniez bezposrednio od-
dziatywac na czynniki transkrypcyjne, zwigzane z trans-
krypcja genéw odpowiedzialnych za proliferacje lub Smier¢
komoérki. W przypadku komérek ssakow wykazano, ze
RFT dzialaja bezposrednio na aktywno$¢ nalezacego do
rodziny onkogenéw REL — czynnika transkrypcyjnego
NF-kB. Wiele genéw, w tym geny zwigzane ze wzrostem

i proliferacja komorek, pozostaje pod kontrola biatek ro-
dziny Rel [83,88].

Wzrost tempa proliferacji

Wiadomo, ze RFT (H,0, i O,") moga petnic funkcjg wtor-
nych przekaznikéw w Sciezkach sygnalizacyjnych komé-
rek. W wielu badaniach wykazano, ze stan redoks komorki
wplywa regulacyjnie na proliferacje¢, apoptoze, ekspresje
réznych cytokin, czasteczek adhedyzyjnych i ich recepto-
row oraz angiogenez¢. Ostateczne skutki dziatania stresu
oksydacyjnego na komérke sa uwarunkowane stopniem
uszkodzen i zmian jakie w niej zaszty. W wyniku dziatania
RFT komérka moze zyska¢ zdolnos¢ do transformacji no-
wotworowej lub utraci¢ swoje funkcje biologiczne i wejs¢
na droge prowadzaca do jej Smierci [38,50].

Istnieje wiele dowoddéw, wskazujacych na udziat RFT w pro-
mocji proliferacji komorek, ktére wczesniej przeszty etap
inicjacji pod wptywem dziatania czynnikéw mutagennych.
Wykazano, ze wysoki poziom stresu oksydacyjnego dzia-
fa toksycznie na komérki i hamuje proliferacje, natomiast
umiarkowany wzrost stezenia pewnych RFT (np. H,0,)
moze prowadzi¢ do nasilenia wzrostu komoérkowego i pro-
liferacji, a tym samym przyczynia¢ si¢ do rozwoju nowo-
tworu [10,79]. Szczegdlnie wazna rolg w regulacji proli-
feracji i apoptozy komoérek odgrywa H,0,. W zaleznosci
od jego stezenia komodrka moze si¢ dzieli¢ lub podlegac
apoptozie, a w szczegélnych warunkach nekrozie. W wa-
runkach fizjologicznych stezenie H,0, w komorce jest ni-
skie 1 miesci si¢ w granicach 5-50 nM [2,5].

Stopniowy wzrost jego ilosci w komoérce, ale do pozio-
mu nieprzekraczajacego 0,7 uM, uruchamia w niej me-
chanizmy, ktére prowadza do proliferacji. Jesli stgzenie
H,0, w komérce przekroczy ten poziom i osiagnie war-
tos¢ 1-3 uM, dochodzi do indukcji apoptozy. Z kolei prze-
kroczenie stgzenia 3 uM jest dla komorki toksyczne i pro-
wadzi do nekrozy [2].

Mechanizmy odpowiedzialne za nasilenie proliferacji ko-
morkowej obejmuja prawdopodobnie bezposrednie od-
dziatywanie RFT ze swoistymi receptorami i modulowanie
aktywnosci waznych czynnikéw sygnatowych, takich jak
kinazy biatkowe czy czynniki transkrypcyjne. Aktywacja
tych czynnikéw prowadzi do zmiany ich aktywnosci, czego
konsekwencjq jest ciagta proliferacja komoérek [56,88].

Wykazano, ze RFT moduluja zdolnos¢ tioredoksyny (TRX)
do hamowania aktywnosci ASK1 (kinaza 1 sygnalizuja-
ca apoptozg, nalezaca do rodziny MAP3K). Jest ona za-
angazowana w $ciezki sygnalowe pomigdzy receptorem
TNF a aktywowanymi stresem oksydacyjnym kinazami
biatkowymi (SAPK czy JNK). Utlenienie TRX powo-
duje oddysocjowanie TRX od ASKI, nastgpstwem cze-
go jest aktywacja SAPK/JNK z udziatem TRAF2 [59].
Sciezka sygnatowa MAPK jest gtéwnym mechanizmem
regulacyjnym, zaangazowanym w liczne procesy komor-
kowe, w tym proliferacje komoérek. Za modulacje wzrostu
i przezycia komérek odpowiedzialne sg rowniez, mody-
fikacje oksydacyjne wrazliwych na zmiany stanu redoks
czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak NF-kB i HIF-1a
oraz posrednich czasteczek sygnatowych, takich jak PKC,
ERK czy JNK [64].
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Wykazano, ze utlenienie reszt cysteiny w biatku pS3 wpty-
wa negatywnie na jego zdolnos¢ do wiazania z domena re-
gulacyjna DNA, co skutkuje zmianami w regulacji ekspre-
sji okreslonych genéw. Wydaje si¢ wigc, ze RFT poprzez
wplyw na dzialanie regulacyjne p53 w cyklu komoérko-
wym uczestnicza w stymulacji niekontrolowanych podzia-
16w komérkowych [84,95].

RFT sa réwniez odpowiedzialne za wzrost stezenia jonéw
Ca* w komérkach. Jest to mozliwe dzigki mobilizacji re-
zerw wewnatrzkomérkowych i naptywie Ca** z zewnatrz.
RFT-zalezne zmiany st¢zenia jonéw Ca** w komdrce moga
wplywac regulacyjnie na transkrypcje genéw zaangazowa-
nych we wzrost i proliferacj¢ komérek [70]. Odbywa sig to
za posrednictwem ztozonych kaskad fosforylacji i aktywa-
cji odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych [26].

Scisty zwiazek pomiedzy poziomem RFT i promocja pro-
cesu kancerogenezy moze tlumaczy¢, dlaczego duza to-
lerancja na stres oksydacyjny zainicjowanych w proce-
sie kancerogenezy komorek, jest bardzo czgsto zwiazana
z podwyzszong aktywnos$cia niektérych enzyméw anty-
oksydacyjnych [25,71,80,86]. Przy wzmozonej prolifera-
cji komorek jest bowiem istotne utrzymanie w nich takiego
stezenia RFT, ktore nie bgdzie dla nich toksyczne i bedzie
stymulowac podzialty komdrkowe [68].

Tworzenie przerzutéw

Koncowym etapem w rozwoju raka jest nabycie przez ko-
morki whasciwosci zeztosliwienia, ktére obejmuja przyspie-
szony wzrost, ucieczk¢ spod nadzoru uktadu immunolo-
gicznego, inwazyjnosc¢ i zdolnos$¢ do tworzenia przerzutéw.
Wigkszos¢ tych wlasciwosci jest zwigzana z pojawieniem
sie w materiale genetycznym dodatkowych uszkodzen.
Wiele badari wykonanych na modelach doswiadczalnych
in vitro 1 in vivo wskazuje, ze zwigkszone st¢zenie RFT
w komérkach nowotworowych powoduje trwaty stan stresu
oksydacyjnego, ktéry zwigksza niestabilnos¢ materiatu ge-
netycznego. Wiaze si¢ to z kolejnymi mutacjami w genach
bioracych udziat w regulacji mechanizméw kontrolujacych
podziaty, wzrost i réznicowanie komorek, bioracych udziat
w szlaku prowadzacym do apoptozy, w naprawie uszko-
dzenn DNA oraz uczestniczacych w procesie angiogenezy
i tworzeniu przerzutéw nowotworowych [26, 68].

STRES OKSYDACYINY A TERAPIA PRZECIWNOWOTWOROWA

Nadmierna synteza RFT w komédrkach nowotworowych po-
woduje, ze sa one uzaleznione od dzialania enzymoéw an-
tyoksydacyjnych, ktére umozliwiajq im przezycie w wa-
runkach nasilonego stresu oksydacyjnego. Diugotrwaty
stres oksydacyjny, spowodowany ciagtym dzialaniem sy-
gnaléw onkogennych i aktywnym metabolizmem komérek
nowotworowych, wymaga petnej mobilizacji enzymatycz-
nych i nieenzymatycznych mechanizméw antyoksydacyj-
nych komérek.

Zdolnos¢ RFT do indukcji licznych uszkodzen komoérko-
wych i w efekcie do §mierci komorki stwarza mozliwosci
wykorzystania zjawiska wytwarzania RFT w leczeniu, do
eliminowania komérek nowotworowych. Uwaza sig, ze dtu-
gotrwaly stres oksydacyjny oraz wystawienie komoérek no-
wotworowych na dziatanie lekow generujacych RFT moze

wyczerpywac ich mechanizmy antyoksydacyjne i po prze-
kroczeniu ,,progowego” stezenia wolnych rodnikéw w ko-
morkach, prowadzi¢ do apoptozy [57]. Na tej podstawie
mozna przypuszczaé, ze komorki nowotworowe, charakte-
ryzujace si¢ podwyzszonym wewngtrznym stgzeniem RFT,
powinny by¢ bardziej niz prawidtowe komorki wrazliwe na
leki antynowotworowe, ktérych dziatanie polega na zwigk-
szaniu stresu oksydacyjnego czy obnizaniu zdolnosci ko-
morek do obrony antyoksydacyjne;j.

Wiedza na temat udziatu RFT i roli obrony antyoksyda-

cyjnej w powstawaniu i rozwoju nowotworow zostata wy-

korzystana do opracowania nowych strategii ich leczenia.

Polegaja one przede wszystkim na:

* bezposrednim dziataniu czynnikéw wytwarzajacych
RFT (np. leki, promieniowanie);

¢ inhibicji enzymoéw antyoksydacyjnych;

* zmniejszeniu potencjatu redoks w komérkach nowotwo-
rowych [58,65,66].

Powyzsze strategie wywodza si¢ ze zrozumienia biologii
nowotworu oraz danych do§wiadczalnych dotyczacych sku-
tecznosci réznych metod leczniczych (chirurgia, chemiote-
rapia, radioterapia, immunoterapia czy hormonoterapia).
Ich gtéwnym celem jest skuteczne zwalczanie komoérek
nowotworowych, bez dziatan niepozadanych.

Pierwsza strategia jest oparta na dziataniu wielu lekow sto-
sowanych w chemioterapii, a takze radioterapii wykorzy-
stujacej promieniowanie jonizujace, ktérym towarzyszy
wytwarzanie duzych ilosci RFT w komérkach nowotwo-
rowych, co prowadzi do nieodwracalnych w nich uszko-
dzen oraz wyczerpywania zdolnosci antyoksydacyjnych
i innych mechanizméw obronnych [58].

W prawidtowych komérkach wystepuje niskie stgzenie
RFT i dzigki temu maja one wigksza zdolnos¢ do obrony
przed stresem oksydacyjnym niz komoérki nowotworowe.
W zwiagzku z tym mozna w tej strategii wykorzysta¢ zwiaz-
ki, ktére posrednio lub bezposrednio generuja RFT i wyka-
zuja selektywnos¢ terapeutyczng, prowadzac preferencyjnie
do $mierci komoérek nowotworowych [53,66,68,82].

Do zwiazkéw tego typu nalezy wiele lekéw przeciwno-
wotworowych (np. antracykliny, bleomycyna, cisplatyna,
trjtlenek arsenu) [65,72]. Antracykliny, takie jak dauno-
rubicina (nazwa migdzynarodowa: Daunorubicin), maja
zdolnos¢ do oddzialywania w obecnosci zredukowanego
NADPH z reduktaza cytochromu P-450, co powoduje wy-
twarzanie rodnikéw semichinonowych, ktére z kolei reagu-
jac z tlenem wytwarzaja inne rodniki. Wytwarzane w ten
sposob RFT moga aktywowacé sfingomielinaze, a tym sa-
mym prowadzi¢ do wzrostu wewnatrzkomdrkowego steze-
nia ceramidu, aktywacji §ciezki JNK/SAPK i ostatecznie
apoptozy [36]. Inny lek z grupy antracyklin — doksorubi-
cyna (nazwa mi¢dzynarodowa: Doxorubicin) — nasila wy-
twarzanie anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wo-
doru, co moze stymulowa¢ uszkodzenia w mitochondriach
i prowadzi¢ do aktywacji p53-zaleznej $ciezki apoptozy
[90]. Wykazano réwniez, ze wytwarzanie zwigkszonych
ilosci RFT odgrywa znaczaca rolg w stymulowaniu apop-
tozy przez cisplatyng, bleomycyng. Ten sam efekt dziata-
nia obserwowano dla réznego typu promieniowania (np.
UV) [13,72].
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Jednym z gtéwnych skutkéw dziatania tréjtlenku arse-
nu (ATO) jest réwniez wytwarzanie zwigkszonych ilosci
RFT, co prowadzi do utraty przepuszczalnosci zewnetrz-
nej btony mitochondrialnej. Wykazano, ze moze on uszka-
dza¢ sktadniki mitochondrialnego taficucha oddechowego,
powodujac zwigkszenie ilosci anionorodnika ponadtlen-
kowego w komoérce, prawdopodobnie w wyniku wycie-
ku elektronéw z I i III kompleksu taricucha oddechowego.
Cytotoksycznosé ATO podwyzsza selektywnie w komor-
kach nowotworowych naturalna antrachinonowa pochodna
(Emodin), ktéra zwigksza wytwarzanie RFT i dodatkowo
wzmacnia RFT-zalezna inhibicje $ciezek sygnalizacyjnych,
zwigzanych z przezyciem komorek [53].

Obiecujaca metoda leczenia niektérych typéw nowotwo-
réow (np. glowy i szyi, przetyku, zotadka, szyjki macicy
czy pecherza moczowego), w ktérej wytwarzane sa RFT
jest terapia fotodynamiczna. Zastosowanie w niej selek-
tywnego leku fotouczulajacego (np. Metvix, Photofrin,
Foscan), §wiatta laserowego i tlenu prowadzi do ztozonych
reakcji fotochemicznych, ktérym towarzyszy powstawanie
w komoérkach nowotworowych RFT, odpowiedzialnych za
uszkodzenia w nich struktur wewnatrzkomoérkowych i in-
dukcje apoptozy. Przeciwnowotworowe dzialanie terapii
fotodynamicznej polega przede wszystkim na bezposred-
nim niszczeniu komoérek nowotworowych i naczyn odzy-
wiajacych guz [35].

Niestety, zastosowane w terapii czynniki (leki czy promie-
niowanie) moga generowa¢ RFT réwniez w komérkach
prawidtowych otaczajacych guz, co stanowi bardzo czeg-
sto efekt niepozadany w leczeniu nowotwordow.

Druga strategia terapeutyczna zaktada stosowanie inhibito-
row enzymow antyoksydacyjnych w celu wywotania w ko-
moérkach nowotworowych apoptozy [57].

Bardzo wazna rolg w ochronie komoérek organizmu przed
dziataniem RFT odgrywaja enzymy antyoksydacyjne, do
ktérych naleza SOD, CAT, GSHPx, GST, GSHR i G6PH.
Zahamowanie ich aktywnosci wydaje si¢ decydujacym
czynnikiem, zmniejszajacym zdolnos¢ komoérek do obro-
ny przed zwigkszonym st¢zeniem RFT [49,58].

Poniewaz komérki nowotworowe charakteryzuja si¢ wy-
twarzaniem duzych ilosci RFT to ich przezycie jest zalez-
ne od aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych. Wynika
z tego, ze nie tylko ekspozycja komérek nowotworowych
na dziatanie duzych zewngtrznych stezeri RFT, ale réwniez
zahamowanie aktywnos$ci enzyméw antyoksydacyjnych
moze spowodowaé w nich wigksze uszkodzenia oksyda-
cyjne niz w komérkach prawidtowych i wywota¢ apopto-
z¢. Hipoteza ta zostata poparta wynikami badari, w ktérych
wykazano, ze komoérki nowotworowe chorych z leukemia
irakiem jajnika sa bardziej wrazliwe na hamowanie aktyw-
nosci SOD przez 2-metoksyestradiolu (2-ME) niz komérki
prawidtowe, i ze ich wrazliwos¢ na 2-ME jest skorelowa-
na z wysokim poziomem stresu oksydacyjnego. Réwniez
skutecznos$¢ terapii fotodynamicznej wzrastata po zaha-
mowaniu aktywnosci SOD [35,45,66,96].

Mechanizm dziatania 2-ME polega u chorych z leukemia
na hamowaniu aktywno$ci SOD, co powoduje groma-
dzenie w komdrkach znacznych ilosci anionorodnika po-

nadtlenkowego. Skutkiem tej akumulacji sa: uszkodzenie
bton mitochondrialnych, uwalnianie z nich cytochromu c
i aktywacja apoptozy w komérkach nowotworowych [49].
Interesujace i wazne jest to, ze 2-ME ma minimalne dziata-
nie cytotoksyczne na prawidtowe leukocyty, charakteryzu-
jace si¢ mniejszym wewnatrzkomérkowym stezeniem RFT.
Stopien indukcji apoptozy przez 2-ME w komérkach no-
wotworowych w leukemii byt silnie skorelowany zaréw-
no z poczatkowym st¢zeniem anionorodnika ponadtlenko-
wego, jak i stopniem wzrostu jego st¢zenia indukowanego
przez ten zwiazek [96]. Wiele z przebadanych pod katem
zdolnosci do hamowania aktywnosci SOD analogéw 2-ME
wykazato taka zdolnos¢ o potencjale zblizonym do 2-ME.
Obecnie 2-ME i jego analogi sa uzywane w leczeniu nie-
ktérych typéw nowotwordw [35,94]. Z kolei dietyloditiokar-
baminian (nazwa migdzynarodowa: Dietyloditiocarbamate
—DETCA), wykazuje zdolnos¢ do hamowania aktywnosci
CuZnSOD poprzez chelatowanie jondw miedzi, wystgpu-
jacych w centrum katalitycznym enzymu [93].

Kolejna strategia walki z nowotworami zaktada obnize-
nie w komoérkach nowotworowych potencjatu redoks. Jest
to mozliwe m.in. dzigki zastosowaniu lekéw bezposred-
nio wptywajacych na system GSH/GSSG, gdzie GSH
stanowi wewnatrzkomoérkowy ,,bufor tiolowy” chroniacy
komorki przed licznymi chemioterapeutykami, np. ATO
i cisplatyna [24].

Zwiazek taki jak butioninosulfoksyimina (nazwa migdzy-
narodowa: L-buthionine-S,R-sulfoximine — BSO), ktéry
hamuje syntez¢ a-glutamylocysteiny, obniza wewnatrz-
komoérkowe stezenie GSH i wzmacnia dzialanie proapop-
totyczne ATO w komérkach nowotworowych NB4. Z ko-
lei zastosowanie antyoksydantu N-acetylocysteiny (NAC)
zabezpiecza GSH i chroni te komérki przed indukowang
przez ATO apoptozg [24].

Kwas askorbowy uwazany za zwiazek o silnej aktywnosci
antyoksydacyjnej moze ulega¢ autoutlenianiu, ktére prowa-
dzi do podwyzszania stgzenia nadtlenku wodoru w komor-
ce i obnizenia poziomu zredukowanego GSH. Wykazano,
ze kwas askorbowy dziala synergistycznie z ATO w sto-
sunku do linii komérkowych HL-60, a takze komérek no-
wotworowych pochodzacych od chorych z leukemia czy
rakiem sutka. Prawidtowe komérki wykazuja mniejsza
wrazliwos$¢ na synergistyczne dziatanie tych zwiazkoéw,
co moze by¢ réwniez zwiazane z wyzsza w nich aktyw-
noscia katalazy [21]. Enzymy, takie jak reduktaza gluta-
tionowa, dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, y-gluta-
mylotranspeptydaza i syntetaza glutationowa odgrywaja
duza role w uzupetnianiu sity redukcyjnej GSH/GSSG ko-
morki. Zahamowanie ich aktywnosci obniza jej dziatanie
w komérkach nowotworowych [5,85].

Poniewaz ostateczny poziom RFT w komorkach zalezy za-
réowno od ich wytwarzania jak i od mechanizméw odpo-
wiedzialnych za ich usuwanie, dlatego uzasadnione wyda-
je si¢ stosowanie w terapii przeciwnowotworowej lekéw
generujacych RFT w polaczeniu z inhibitorami enzyméw
antyoksydacyjnych. Potaczenie strategii pozwala na uzy-
skanie toksycznego dla komérek nowotworowych pozio-
mu stresu oksydacyjnego. Przykladem takiego dziatania
moze by¢ zastosowanie kombinacji generujacego wolne
rodniki tlenowe ATO i inhibitora dysmutazy ponadtlenko-
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wej 2-ME w leczeniu leukemii. Zastosowanie tych lekéw
w takiej kombinacji pozwala na eliminacj¢ opornosci na
dziatanie 2-ME obserwowanej w przypadku komoérek cha-
rakteryzujacych si¢ niewielkim wewngtrznym st¢zeniem
anionorodnika ponatlenkowego [96].

Zastosowanie inhibitoréw syntezy GSH np. BSO z jed-
noczesnym podaniem lekow generujacych RFT réwniez
podwyzsza znacznie stres oksydacyjny w komérkach no-
wotworowych. Dodatkowo obnizenie poziomu GSH w ko-
morkach nowotworowych, moze zapoczatkowac proces roz-
nicowania, co moze znaczaco zwigkszac ich podatnosc na
dziatanie podwyzszonych st¢zerin RFT [82].

Terapia przeciwnowotworowa polega nie tylko na zastoso-
waniu roznych strategii czy metod leczenia, ale réwniez na
profilaktyce. Ze wzgledu na udowodnienie, ze RFT powo-
duja uszkodzenia komérek organizmu i uczestnicza w pa-
togenezie nowotworéw coraz wigksza uwage powinno
si¢ przywiazywacé do prawidtowej diety i profilaktyczne-
go stosowania antyoksydantéw. Wiele badan epidemiolo-
gicznych wskazuje na odwrotng zaleznos¢ migdzy kon-
sumpcja warzyw i owocow a czg¢stoscia zachorowania na
nowotwory. Dieta bogata w owoce i warzywa dostarcza
do organizmu wiele zwigzkéw o aktywnosci antyoksyda-
cyjnej m.in. witamin, gtéwnie A, E i C oraz fitozwiazkéw
(np. flawonoidéw).

PismiennicTwo

PobsumowaniE

Istnieje wiele danych wskazujacych na silny stres oksyda-
cyjny w komérkach nowotworowych. Za jego powstawanie
sg odpowiedzialne ztozone mechanizmy komérkowe obej-
mujace m.in. sygnaty onkogenne, intensywny metabolizm
zwigzany z ciagla proliferacja, mutacje w DNA mitochon-
drialnym i dysfunkcje w taricuchu oddechowym. Wysokie
stezenie RFT w komérkach nowotworowych moze odpo-
wiadac¢ za szybkie tempo podziatéw komdrkowych, kolejne
mutacje w DNA i niestabilno$¢ genomu, a takze prowadzic¢
do opornosci na pewne grupy lekow stosowanych w terapii
antynowotworowej. Jednak zjawisko stresu w komérkach
nowotworowych moze by¢ wykorzystane w poszukiwaniu
nowych strategii leczenia. Dalsze badania nad stresem w ko-
morkach nowotworowych powinny doprowadzi¢ do wyse-
lekcjonowania tych typéw nowotworéw, ktére sa najbar-
dziej podatne na dziatanie lekéw o mechanizmie dziatania
opartym na wytwarzaniu RFT i/lub hamowaniu mechani-
zméw antyoksydacyjnych. Ponadto, szczegdtowe poznanie
mechanizméw ich dziatania jest szczeg6lnie istotne w prze-
widywaniu dziatai niepozadanych zastosowanych lekow.
Wykorzystanie réznic w poziomie RFT i barierze antyok-
sydacyjnej komoérek nowotworowych i zdrowych byé moze
pomoze w przysziosci na znalezienie zwiazkow dzialaja-
cych swoiscie tylko na komdérki nowotworowe, a to pozwoli
na skuteczne leczenie choroby nowotworowej.
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