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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

143B - linia komorekosteosarcoma

4-HNE - 4-hydroksynonenal

6PGDH - dehydrogenaza 6-fosfoglukonianowa

8-OHdG - 8-hydroksy-deoksyguanozyna

Arp2/3 - biatka wspomagage polimeryzagj aktyny (angactin-related proteing
ATP - adenozynotrifosforan

CAT - katalaza

cGPx - cytozolowa peroksydaza glutationowa

CMXRos - chlorometylo-X-rosamina (synonim: Mito Trackeed), wize Sk z
mitochondriami

CYP19 - aromataza

cyt P450 - cytochrom P450

DDSA — bezwodnik kwasu dodecynylobursztynianowego

DMP-30 - 2,4,6-tri(dimetyloaminometylo)-fenol

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

EDTA - etylenodiaminotetraoctan sodowy

EGF - naskérkowy czynnik wzrostu (argpidermal growth factqr

EGFR - receptor dla naskdrkowego czynnika wzrostu

FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy

FADH, - zredukowany dinukleotyd flawinoadeninowy

FITC-Phalloidin — fluoresceinylo-aminometylditilano-falloidynajaze st z F-aktyn,
FMN - mononukleotyd flawionoadeninowy

FBS - ptodowa surowica byelta

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego

G-6-PDH - dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa

GPx - peroksydaza glutationowa



GS - rodnik glutationylowy

GSH - glutation zredukowany

GS-MEN - koniugat glutationu z menadionem

GSSG - glutation utleniony

GSSGH - dimerowy rodnik glutationylowy

GSSOOJ - rodnik nadtlenku glutationu

GSSOOH - nadtlenek glutationu

GTP - guanozynotrifosforan

H,O, - nadtlenek wodoru

HNE-SG - koniugat glutationu z 4-hydroksynonenalem
JAR - linia komoérkowechoriocarcinoma

j.u. - jednostki umowne

LH - wielonienasycony kwas ttuszczowy

LOOH - nadtlenki (wodoronadtlenki) kwasow tluszczowych

LC-MS/MS - tandemowyspektrometr masowy pgdzony z wysokosprawanchromatografj
cieczows (ang.liquid chromatography-mass spectrométry

LDH - dehydrogenaza mleczanowa

LOXs - lipooksygenazy

MAPK - kinazy biatkowe aktywowane mitogenem (amgtogen-activated protein kinages
MDA - dialdehyd malonowy

MEN - menadion

MRNA - matrycowy kwas rybonukleinowy

MRP - transportowe biatko oporém wielolekowej (angmultidrug-resistance prote)n
NAC - N-acetylocysteina

NADP* - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowefmrfa utleniona)

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowefirfa zredukowana)

NFkB - jadrowy czynnik transkrypcyjngB



NMA - bezwodnik metylonorborneno-2,3-dikarboksylowy

NOS - syntaza tlenku azotu

Pl - jodek propidyny

Racl - biatko naleace do rodziny biatek Rho wiacych GTP (angas related C3
botulinum toxin substrajezaangaowane m¢dzy innymi w organizagjfilamentow
aktynowych

ROOH - nadtlenki (wodoronadtlenki) lipidowe

RFT - reaktywne formy tlenu

RFA - reaktywne formy azotu

RPMI-1640 - srodowisko do hodowli komérek (anBoswell Park Memorial Institufe
SD - odchylenie standardowe

-SH - grupy sulfhydrylowe biatek

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

tBuOOH - wodoronadtlenetert-butylu

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu (antgumor necrosis factgy cytokina biogca udziat
w odpowiedzi zapalnej i immunologicznej

Tris - trihydroksymetyloaminometan

WAVE - biatka zaangawane w adhegj endocytoz i migracg komdrek (angverprolin

homologous protein



1. WSTEP

1.1 REAKTYWNE FORMY TLENU (RFT)

1.1.1 Powstawanie reaktywnych form tlenu i wolnych rodnilow.

Reaktywnymi formami tlenu nazywamy za&ki tlenu wykazujce wiksz
reaktywnd¢ niz tlen casteczkowy w stanie trypletowym (podstawowym). Tlen
czasteczkowy ulega redukcji w stopniowym procesie peEldnym na cztery
jednoelektronowe etapy. Reaktywne formy tleaype&rednimi produktami kolejnych etapow
redukgcji tlenu (Ryc.1).

e' e e e
0—»0—»0 5+ 0 <> 0%
2H" H,0
H'og> 2H"m) Hooy 2H">

HO, H,O, OH H,0

Ryc. 1 Etapy powstawania reaktywnych form tlenu. Zastamwvskroty:O, — tlen casteczkowy,
O," - anionorodnik ponadtlenkowy),’ - anion ponadtlenkowyQ™ - rodnik tlenkowy,0? - anion
tlenkowy, H,O, — nadtlenek wodoru,HO," — rodnik wodoronadtlenowy,’OH - rodnik
wodorotlenowyH,0 - woda

Do grupy RFT pérednicacych w toksycznym dziataniu tlenu nzdewolne rodniki
tlenowe: O,", ‘OH , HO, , tlen singletowy i wolne rodniki azotowe: tlenekotiz NO',
dwutlenek azottNO",, oraz formy o charakterze nierodnikowym: nadtlem@doruH 0,
kwas nadtlenoazotaw ONOH, kwas podchlorawyHOCI i podtiocyjanawyHOSCN. Za
reaktywne formy tlenu uwa sk tez kompleksy tlenu izelaza: rodnik ferrylowyFe=0**
i rodnik nadferrylowyFe=0*". Takze reakcje RFT ze zwikami organicznymi prowadzdo
powstania wolnych rodnikdw substancji organicznyblo. tej rodziny rodnikow zaliczamy
miedzy innymi: rodnik alkoksylowyRO" i nadtlenkowyROOQO?", rodnik semichinonowit-Ch*
i anionorodnik semichinonow@h™ oraz formy pokrewne RFT o charakterze nierodnikowym
takie jak kwas podjodawDH, kwas podchloraw{IOH czy tez kwas podbromawrOH
I inne.

Wolne rodniki powstaj na skutek reakcji inicjacji, do ktorych nae

jednoelektronowe reakcje redoks oraz homoliza @dzpomolityczny), jak rownieradioliza,
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fotoliza i sonoliza zwizkéw chemicznych. Inny typ reakcji umiwiajacy powstawanie
wolnych rodnikéw to reakcje prolongacji, gdzie tpsje przeniesienie atomu lub grupy
atomow i dochodzi do addycji wolnego rodnika dasteczki (istotne znaczenie magakcje
addycji do wiazar podwojnych), czy te nastpuje p-eliminacja czyli rozerwanie wkania
w potozeniu beta wzgidem niesparowanego elektronu wsteczce przeksztatcanej w wolny
rodnik. taicuch prolongacji reakcji wolnorodnikowych zostaj@kaczony w reakcji
terminacji, co mee prowadzi do powstania nowego wiania kowalencyjnego
pozbawiagcego aktywnéci biologicznej danej cisteczki. Powstawanie garodnikow
organicznych moe zachoddi w wyniku jednoelektronowego utleniania agkoéw
chemicznych przez tlen gzteczkowy, hdz oddziatywania wolnych rodnikéw tlenowych
(gtébwnie anionorodnika ponadtlenkowego i rodnika dewmtlenowego) z substancjami
organicznymi obecnymi w komorce. Powstate w tenséporodniki biatek, lipidow,
weglowodandéw i kwasow nukleinowychy svysoce i niespecyficznie reaktywne, przez co
zaburzaj prawidtowe dziatanie szlakdw metabolicznych w kooed1].

1.1.2 Zrédta wolnych rodnikow.

Wolne rodniki i reaktywne formy tlenu megpowstd na skutek czynnikow
fizycznych, takich jak promieniowanie jonizag i ultrafioletowe, ultragdvicki czy te
kontakt z fotosensybilizatorem. Znacznie istotraejs wewmtrzkomorkowezrodia RFT,
gdzie wolne rodniki powstajpodczas jednoelektronowego utleniania zredukowarigom
wielu zwiazkOw przez tlen csteczkowy oraz w wyniku szeregu reakcji enzymatychn

Jednym z gtdwnych miejsc powstawania wolnych rodwikw komorce jest
mitochondrium, a doktadnie mitochondrialnynéach oddechowy (Ryc. 2). W trakcie
transportu elektrondéw przez kompleksy biatekclacha jest stale generowany anionorodnik
ponadtlenkowy. Gitéwnymi elementami ntaicha odpowiedzialnymi za ,przeciekanie”
elektronow i redukowanie tleny ®ksydoreduktaza NADH-CoQ (EC 1.6.5.3) i ubichinon.
W kompleksie I, RFT magpowstawa w czasie prawidtowego funkcjonowanian¢aicha
oddechowego, w czasie inhibicji przez rotenon, rjakniez podczas odwrotnego transportu
elektronow czyli wbrew potencjatowi oksydoredukainu przengnikow elektronéw [2].
Kompleks Il tacucha rownie maze produkowé anionorodnik ponadtlenkowy ale
w warunkach niedotlenienia, kiedy dehydrogenazatiynianowa (EC 1.3.5.1) dziata jako
reduktor i fumaran staje sakceptorem elektronéw z ubichinonu. Enzymy mitoara@lne
zlokalizowane w matriks mitochondrialnymztes zaangaowane w produke] RFT: na
przyktad enzymy kompleksu dehydrogenazketoglutaranowej: dehydrogenaza liponianowa



(EC 1.6.4.3) i acetylotransferaza dihydroliponiaao(#C 2.3.1.12) maggenerowé dwe
ilosci anionorodnika ponadtlenkowego (Ryc. 2A) [3]. diatast akonitaza (EC 4.2.1.3) ulega
inaktywacji przez @ w wyniku utlenienia jejzelazo-siarkowego centrum aktywnego.
Nieaktywna akonitaza staje¢siérodiem rodnika wodorotlenowego w tworzeniu ktérego
uczestniczy jon Fé. Anionorodnik ponadtlenkowy jest#@enerowany przez flawoprotein
zakotwiczom w btonie wewrtrznej mitochondrium, a mianowicie przez dehydragen
glicerolo-3-fosforanow (EC 1.1.1.8). Dzki obecndci w mitochondriach manganowej
dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD, EC 1.15.1.1) gamany przez enzymy t@ucha
oddechowego i inne biatka anionorodnik ponadtlenkavlega dysmutacji do nadtlenku
wodoru. Take monoaminooksydaza (MAO EC 1.4.3.4), zz@ina z zewgtrzna bilona
mitochondrialm, utleniapca specyficzne neurotransmitery jest potencjalygdtem HO,
w mitochondrium (Ryc. 2A).
Biochemicznym paradoksem wydaje ¢ sipowstawanie reaktywnych form tlenu
w mitochondriach w stanie niedotlenienia komérkianihki hypoksji mog powodowé
sprzzenie zwrotne obugjac tempo przeptywu elektronow przeznéach oddechowy
i prowadac tym samym do zwkszenia produkcji @, gtownie przez kompleks Ill fsucha
oddechowego. Dodatkowo, podczas warunkéw niedettemi wzrasta aktywnro
mitochondrialnej syntazy tlenku azotu (mt NOS, EQ4113.39), prowadz do wzrostu
stezenia NG, ktéry hamuje aktywni@ oksydazy cytochromowej (EC 1.9.3.1). Ta inhibicja
prowadzi do czsciowego wzrostu énienia Q w srodowisku mitochondrialnym i przez to
zwickszonej produkcji anionorodnika ponadtlenkowego [3]

Mitochondria stanowdi zrodto take reaktywnych form azotu i rodnikéw azotowych.
Przez wspomnianjuz syntaz tlenku azotu jest produkowany tlenek azotu. Tleaektu
w reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym prowadin powstania nadtlenoazotynu
(ONOO). Nadtlenoazotyn jest wysoce reaktywforma azotu, ktory z tatwiria utlenia
glutation, metionin, askorbinian, puryny i pirymidyny. Ma zdol§toinicjowania procesu
peroksydacji lipidéw, jak rownie hamuje aktywn& |1, Il i IV kompleksu tacucha
oddechowego. W mitochondriach powstaje tevutlenek azotu (NB) w reakcji z azotu
z rodnikiem wodorotlenowym '@QH). Dwutlenek azotu utlenia i nitruje wiele istpti
biomolekét w tym wielonienasycone kwasy ttuszczop@edyncze aminokwasy i cate biatka
(Ryc. 2B) [3].



peroksydacja
lipidéow

Ryc. 2A Gtoéwnezrodta mitochondrialnych reaktywnych form tlenu. Bofat zaczerpugio z pracy Jezeka i Hlavaty [3]. Opis ryciny naste 12.
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Ryc. 2A Giéwnezrodta mitochondrialnych reaktywnych form tlenu.
Kompleks | uwalnia do matriks anionorodnik ponadki@wy (rownie w przypadku
hypoksji, gdy obserwuje &iodwrotny transport elektronéw). Kompleks Il uwialn
O, zaréwno do martiks jak i do przestrzeniedrybtonowej. Réwniz dehydrogenaza
a-ketoglutaranowaoK GDH) jest dawg O,” tworzacego s¢ w macierzy mitochondrialnej.
Anionorodnik ponadtlenkowy mnie przemieszczasic do przestrzeni mdzybtonowej
poprzez anionowy kanal IMAC (angnner mitochondrial membrane anion channel
Powstaty @ moze generowé rodnik wodoronadtlenowy'HO,) a take dysmutowa w
nadtlenek wodoru w reakcji z dysmuiaponadtlenkow (MnSOD - zlokalizowana
wewmntrz matriks i Cu/ZnSOD — zwrana z btoa zewrgtrznag mitochondrium). Nadtlenek
wodoru powstaje tale przy udziale monoaminooksydazy (MAO).(@4 jest obogtny
elektrycznie i tatwo przenika przez btowewretrzng a w obecngci jondw metali o¢zkich
(gtéwnie Fé") ulega reakcji Fentona dajwysoce reaktywny rodnik wodorotlenowy. Oba
wolne rodniki 'HO, i OH' reaguj z biatkami, z mitochondrialnym DNA, ale gtéwnie
inicjuja proces peroksydacji lipidow. Zmniejszaniesdbanionorodnika ponadtlenkowego
nastpuje w wyniku zmniejszenia jego produkcji przez kdeks Ill, na skutek aktywnego
dziatania ATP-azy i biatka rozpggajpcego UCP (anguncoupling proteih Wazna role
odgrywa te mitochondrialna peroksydaza glutationu (GPx), &tdozktada nadtlenek
wodoru do wody. Mimo ca®ciowej neutralizacji wolnych rodnikdéw tlenowych w
mitochondrium, czs¢ z nich (gtéwnie @ ) przenika do cytozolu wykorzystq kanat
anionowy VDAC (ang.voltage dependent anion channelmieszczony w zewgtrznej
btonie mitochondrialnej.

2B Gtéwnezrédia mitochondrialnych reaktywnych form azotu.
Tlenek azotu (N powstaje pozamitochondrialnie przy udziale syntéenku azotu (NOS)
i ulega dyfuzji do mitochondrium (pomaiezowa strzatka). W matriks zlokalizowana jest
mitochondrialna syntaza tlenku azotu (mtNOS)zi peodukuje NQ Tlenek azotu hamuje
odwracalnie oksydazcytochromowy (kompleks 1V), konkurujc o tlen. W wyniku takiego
dziatania dochodzi do zgkszenia iléci O, powstajcego przez kompleksy faucha
oddechowego. Tlenek azotu hamuje rowrkempleks | i wchoda w reakcje z tlenem
indukuje pojawianie gi pochodnych rodnikbw azotowych: nadtlenoazotynuputtemku
azotu i nadtlenku azotu. Tlenek azotu w reakcjibz @aje nadtlenoazotyn (OONQon z&
rozpada s tworzac silnie utleniajce produkty: NQ i OH'. Nadtlenoazotyn inicjuje
peroksydagj lipidow, hamuje kompleks |, 11 i IV lcucha oddechowego, syn¢aATP,
akonitaz, kinaz kreatyniny i MnSOD. Dziatanie RFT i RFA ma wptywa homeostaz
wapnia, nagpuje wzmaony wyptyw C&* z matriks przez megakanat mitochondrialny PTP
(ang.permeability transition pone PTP jest take kanatem dla ,uciekagego” cytochromu
c i innych czynnikdw inicjujcych apoptoz Alternatywnie OONO moze stymulowé
wyptyw wapnia przez antyporter N&a'.
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W mitochondrium produkowaneg sreaktywne formy tlenu niezaleie od tych
powstajcych w tacuchu oddechowym. W mitochondrialnej btonie wetkznej tkanek
steroidogenicznych zlokalizowany jesti¢aich transportu elektrondw w formie kompleksu
desmolazy cholesterolowej (EC 1.14.15.6). Komplelen sktada si z reduktazy
adrenodoksyny zawiergjej FAD, adrenodoksyny i cytochromu P-450, a gtdmrgadaniem
dziatania kompleksu jest transformacja cholesterlpregnenolon. W czasie hydroksylacji
cholesterolu tj. w czasie przenoszenia elektrondézep kolejne elementy tego kompleksu
zredukowane formy przesoikOw mog reagowa bezpdrednio z tlenem prowade do
wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego [4].

Kolejnym zrédiem wolnych rodnikbw w komérce jest mikrosomaltgacuch
transportu elektronéw. Odmienny od kompleksu zlakatanego w mitochondriach, sktada
sic z NADPH-zalenej reduktazy (EC 1.6.2.4), zawieyegj zarowno FAD i FMN, oraz
z cytochromu P-450. Funkcjtego kompleksu enzyméw jest zarowno synteza hodmon
steroidowych i kwaséwzotciowych oraz biotransformacja lekéw, pestycydownnych
ksenobiotykbw. Mechanizm dziatania cytochromu P-4%0 miejsce powstawania
anionorodnika ponadtlenkowego pokazano na rycinie 3

RCH,
(substrat)

P-450- RCH,
>/~ Fe*
P-450
Fe” P-450- RCH,
Flez*
.

REDUKTAZA NADPH: CYT P-450
— X FADH, 2Fe,S,”
NADPH + H' FAD «X 2Fe,S,"
2H'

P-450- RCH,
|
Fe*-0,”

Ryc. 3 Mikrosomalny cykl hydroksylacyjny. Podczas przepy elektrondw przez ten fdauch
transportu elektronéw wytwarzany jest anionorodsokadtlenkowy w wyniku reakcji zredukowanej
reduktazy NADPH: cyt P-450 z tlenem.

RCH,OH
(hydroksylowany substrat)

H,0
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Zrodtem reaktywnych form tlenu w komérce, séwniez peroksysomy obecne
w wiekszasici komérek eukariotycznych. Zawiegajone enzymy wytwarzage gtownie
nadtlenek wodoru: np. oksydazy acylo-CoA (enzymgnz@owane w proce$-oksydaciji
kwaséw  tluszczowych), oksydaz D-aminokwasow (EC 1.4.3.3), oksydaz
a-hydroksykwasow (EC 1.1.3.15), oksydaznoczanow (EC 1.7.3.3). Ponadto znajduje si
tam syntaza tlenku azotu produktg NOi oksydaza ksantynowa (EC 1.17.3.2), ktérazeno
redukow& tlen jedno- i dwuelektronowo, wi oprécz nadtlenku wodoru wytwarza
dodatkowo anionorodnik ponadtlenkowy. W btonachokgsysomow znajduje sitakze
tancuch transportacy elektrony ztaony z reduktazy NADH-cytochromsiEC 1.6.2.2),
bedacy takze zrodtem Q7. Nadmiernemu uwalnianiu z peroksysomow nadtlenkadom
zapobiega obecKk6 katalazy (EC 1.11.1.6), ktGra go rozkidfh

Duza cz$¢ wolnych rodnikbw powstaje tak w wyniku dziatania oksydazy
NAD(P)H (EC 1.6.3.1), multimerycznego kompleksu ynatycznego biatek z rodziny Nox
zZwigzanego z bitom komoérkows [6]. Jej dziatanie polega na przenoszeniu elektnon

z NADPH na tlen przy jednoczesnym wytwarzaniu aaiodnika ponadtlenkowego:

NADPH + O, —— NADP + H + 0;~

Enzym ten odkryto poatkowo w komérkach fagocytagych, takich jak granulocyty,
monocyty i makrofagi, gt wzigta nazwe rodzina bialek phox (anghagocyte oxida3e
wchodzcych w sktad multimeru [7]. W tego typu komorkadhserwowano tzw. ,wybuch
oddechowy”, czyli bardzo cie zwycie tlenu, w odpowiedzi na bakterie, wirusy i inne
zagraajace komoérce czynniki. Zaycie tlenu wizato sé bezpdrednio z pojawianiem si
O,", ktéry bardzo szybko dysmutowat do nadtlenku woddalsze badania potwierdzity
istnienie biatek Nox (homologicznych do phox), vayeh niz fagocytuace, komérkach [6,8].
Dziatanie oksydazy NAD(P)H polega na utlenieniu NA®D przez biatka Nox zlokalizowane
w btonie (inaczej zwane kompleksem cytochrorgsg pi nastpnie przeniesienie elektronéw

na tlen dajc anionorodnik ponadtlenkowy w reakcji jednoelektaej [9].
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1.1.3 Efekty dziatania reaktywnych form tlenu:

W wyniku dziatania RFT dochodzi do uszkoflzeielu komponentéw komaérkowych.
Pierwszym celem wolnych rodnikow staje stona komoérkowa i tam wéaie dochodzi do
procesu peroksydaciji lipidow btonowych. Peroksydagpidow polega na utlenianiu reszt
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych wchgyzh w skiad fosfolipidéw, a proces ten

zachodzi zaréwno na drodze nieenzymatycznej jakviywiku reakcji enzymatycznych.

Nieenzymatyczna peroksydacja lipidowRyc. 4).

Proces ten jest kilku etapowy, w fazie inicjacjctodzi do odiczenia atomu wodoru
od casteczki wielonienasyconego kwasu ttuszczowego (lLHh) od reszty takiego kwasu
wchodzcego w skiad fosfolipidow. Peroksydacjlipiddw mog inicjowaé rodniki:
wodorotlenowy 1OH), wodoronadtlenkowy (H£) bedacy uprotonowan forma O,’, tlenku
azotu (NO) oraz perferrylowy. Inicjow& peroksydag mog réwniez rodniki lipidowe:
nadtlenkowy (LOO), alkoksylowy (LO) i alkilowy (L"). Wynikiem inicjacji ¢ wolne rodniki
alkilowe, ktore w reakcjach prolongaciji (propagpofiagug z tlenem tworzgc wolne rodniki
nadtlenkowe. Rodniki nadtlenkowe zlokalizowane racki uktadu wizan podwdjnych
wchodz w reakcje z kolejnymi cesteczkami wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych
dajac nadtlenki (wodoronadtlenki) kwasow ttuszczowytl®QOH). Tlen singletowy rownie
moze tworzye LOOH, ale w reakcji addycji @steczki tlenu do wizania podwojnego.
Powstale w ten sposob wodoronadtlenki pserwszymi produktami peroksydacji lipidow
charakteryzujcymi sk wzgledna trwatoscia w nieobecnéci jondw metali przeciowych.
Nastpnie reakcje peroksydacji lipidowazh do terminacji, gdzie powstaprodukty reakcji
pomiedzy wolnymi rodnikami. Produkty te to dimery kwasdwszczowych oraz keto- lub
hydroksykwasy tluszczowe. W procesie peroksydagidéw obserwuje si zjawisko
reinicjacji polegajce na tymze wodoronadtlenki lipidowe mady¢ redukowane przez jony
metali przejciowych do rodnikéw alkoksylowych, ktére z koleieghp B-eliminacji
Z utworzeniem wielu produktow. Powstajzwiazki epoksydowe (np. 2,3-epoksy-4-
hydroksynonenal) oraz aldehydy nasycone (np. heksaentanal) io,-nienasycone (np.
4-hydroksynonenal 4-HNE). 3eli grupa nadtlenkowa jest umiejscowiona wetkntancucha
kwasu ttuszczowego rodnik ulega cyklizacji do cgkhego nadtlenku. Cykliczny nadtlenek
moze przeksztalci sic w rodnik nadtlenkowy &z ulec ponownej cyklizacji do bicyklicznego
nadtlenku, ktory po kolejnych reakcjach utlenianiaredukcji staje & cyklicznym

endonadtlenkiem. Kolejno dochodzi do konwersji klznej grupy nadtlenkowej i powstgj
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izoprostany i dialdehyd malonowy (MDA) jako ostatee produkty peroksydacji lipidéw
[10].

H
\/\/\A/L’

/ propagacja x
H
Lo \=A__g_/)g
‘00

cyklizacja

H H
LH AN K —men s

é

LH,
RH (czynnik redukujacy)

-—
O
o

H

9,
LooH \ Ay N <5 A A AN Lok
RH
0-0 -
HOO e OOH
reinicjacja cyklizacja reinicjacja
(jony zelaza i miedzi) (jony zelaza i miedzi)
H J’ H
* / CJ
LOO > NN N/ \=/\=/\=/\_< LO
00 = g -
B-eliminacja | cyklizacja / B-eliminacja
l OOH
v

cykliczny endonadtlenek

zwigzki epoksydowe zwiazki epoksydowe

aldehydy nasycone l aldehydy nasycone

gldehyc}[y nienasycone (4-HNE) T aldehydy nienasycone (4-HNE)
izoprostany

dialdehyd malonowy (MDA) dialdehyd malonowy (MDA)

terminacja

L+L — L-L
LOO + LOO' —“™™% » | =0 + LOH + O,
LOO‘+ L. terminacja L=O + LOH

Ryc. 4Nieenzymatyczna peroksydacja lipidéw (Gbjania w teKcie)

Enzymatyczna peroksydacja lipidow.

Peroksydacja lipiddw o charakterze enzymatycznymtyady powstawania
wodoronadtlenkéw lipidowych przy udziale enzymow grupy lipooksygenaz (LOXS).
Wolnych kwasow tluszczowych dostarcza natomiasfofipmza A (EC 3.1.1.4). Proces
peroksydacji zostaje zainicjowany w momencie aktjivanzymu a cal® obejmuje kilka

etapow: usurcie atomu wodoru z grupy metylenowepdacha reszty wielonienasyconych
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kwaséw ttuszczowych, co prowadzi do wytworzenianikd alkilowego (L). Nastpnie
kolejne reakcje zmiany lokalizacji elektronu w ¢he taicucha wglowego kwasu
ttuszczowego prowadzdo powstania LOOH. Ostatni etap to wbudowanigsterzki tlenu

I wytworzenie rodnika nadtlenkowego, ktéry meoulec redukcji do odpowiedniego anionu.
Enzymatyczna peroksydacja lipidéw tynzmdsic od nieenzymatyczneje w trakcie procesu
Z udziatem enzyméw wytworzone rodniki nadtlenkovigidbw zostay przeksztatcone
w aniony, w wyniku czego dochodzi do wyczerpaniasstatu zawieragego niesparowany
elektron, a tym samym do zahamowania generacji vovdatlenkow. Enzymatyczna
peroksydacja lipidow jest tak procesem zapogikowujacym powstawanie zwikow
biologicznie czynnych, takich jak prostaglandynggntboksany i leukotrieny. Natomiast
kwas arachidonowy uwolniony przez fosfoliga&, jest zwiazkiem wygciowym w syntezie
zachodzcej z udziatem cyklooksygenaz [11].

Oba procesy peroksydaciji lipidow mpgachodzai w tym samym czasie. Reakcja
enzymatyczna rozpoczynag¢sivtedy, gdy pojavd sie w duzej ilosci wyprodukowane
nadtlenki lipidowe, a z drugiej strony reakcje katawvane przez lipooksygenazy npg
inicjowa¢ proces nieenzymatycznej peroksydaciji lipidow. Ribmavodoronadtlenki lipidéw
moga ulec przemianie w reaktywne rodniki nadtlenkowelkoksylowe, ktére ponownie
weznmy udziat w procesie peroksydacji lipidéw. Kapwe produkty peroksydacji lipidow to
a,Bf-nienasycone aldehydy, ktére traktuje giko wtorne przekaniki peroksydacji lipidow.
Produkty te, gtébwnie MDA i 4-hydroksynonenal wchedav reakcje z resztami
aminokwasowymi biatek wytwarzgg pochodne karbonylowe biatek [12]. Natomiast
w wyniku reakcji produktéw peroksydacji lipiddbw zNA dochodzi do wielu uszkod#e
tancucha i co za tym idzie do hamowania replikacjiranskrypcji DNA [12]. Ponadto
a,pB-nienasycone aldehydy bipudziat we wielu szlakach sygnalizacyjnych, haanugzy te
indukupc aktywndgci wielu enzymow. 4-HNE ma na przykiad indukowa aktywna¢
v-glutamylotranspeptydazy (EC 2.3.2.2), cyklooksyamn?2 (EC 1.14.99.1), bierze udziat
rowniez w regulacji rozprggania mitochondridow i reguluje inne procesy metaizoke i szlaki

sygnalizacyjne [13].

Uszkodzenia biatek przez reaktywne formy tlenu.

Przy duej aktywndci wolnych rodnikoéw tlenowych i azotowych dochoddo
nagromadzenia utlenionych produktow biatkowych. ebithnie dotyczy #&cucha
polipeptydowego jak rownie reszt aminokwasowych. W przypadku ndacha
polipeptydowego proces peroksydacji przypomina k&ydacg lipidébw jednake nie ma
charakteru reakcji fcuchowej. Rodnik hydroksylowy inicjuje utlenianiaa¢ucha poprzez
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oderwanie atomu wodoru przyeglu a-aminokwasu. Powstaje rodnik alkilowy i w wyniku
reakcji z tlenem daje produkt: alkilowodoronadtlen®rodukt ten mee przeksztalci sie

w rodnik alkoksylowy, ten Za aktywuje fragmentagj tancucha polipeptydowego.
Przerwanie facucha polipeptydowego me nasipi¢ rowniez w wyniku wolnorodnikowego
utleniania glutaminianu, asparginianu i proliny. Matkach, poza fragmentacjancucha,
w wyniku dziatania RTF dochodzi do utleniania wieészt aminokwasowych, w tym bardzo
wrazliwych reszt aminokwasow aromatycznych. Utleniaaminokwaséw z wolp grupa
aminowg, amidowa lub hydroksylows prowadzi do powstania pochodnych karbonylowych.
Réwniez nadtlenoazotyn w reakcjach z biatkami prowadziwlorzenia grup karbonylowych
a ponadto ma zdoldé utleniania aminokwasOw siarkowych i nitrowania aokwasow
aromatycznych. Reakcje wolnych rodnikow z biatkgmiwadz przede wszystkim do utraty
aktywnaici biologicznej biatek, st wzrost wytwarzania RFT w organizmie odgrywa isiot

role w procesie starzeniaggak i w patogenezie wielu choréb [14].

Uszkodzenie kwasoéw nukleinowych i wglowodanow.

Kwasy nukleinowe @ bardziej stabilne ni biatka i lipidy, dlatego te nietatwo
przechodz w stan wolnorodnikowy (uszkodzeniaa sz reguly szybko naprawiane,
a uszkodzone zasady wycinane i wydalane z komoérek). Reakcje rodnikal@rotlenowego
z kwasami nukleinowymi skutkajuszkodzeniem zasad, reszt cukrowych i rozerwaniem
wigzan fosfodiestrowych. Podatna na dziatan@®@H jest szczegélnie tymidyna, z ktérej
powstaj nadtlenki tymidyny [15]. Natomias-hydroksy-deoksyguanozyna (8-OHdG) jest
produktem tlenowego uszkodzenia DNA& gowstawanie 8-OHdG jest odpowiedzialny tlen
singletowy i rodnik wodorotlenowy. Obecnie 8-OHd€51 najczsciej stosowanym markerem
oceniajcym uszkodzenie tlenowe. Wzrostzgnia 8-OHdG wykazano w przebiegu wielu
chorob, 4cznie z nowotworami, cukrzya przewlektymi stanami zapalnymi [16].

Roéwniez weglowodany mog by¢ uszkadzane przez RFT. W wyniku reakcji RFT ze
ztozonymi  wielocukrami dochodzi do rozrywania awé glikozydowych i ich
depolimeryzacji. Natomiast uszkodzenia reszt cukmdw glikolipiddw i glikoprotein
prowadz do zmian wiéciwosci antygenowych komérek. RFT mpgowniez uczestniczy
w reakcjach glikacji (glikozylacji) zachoaeych pom¢dzy cukrami i grupami aminowymi
biatek. Produkty glikacji AGEs (an@dvanced glycation end-produrtgnaleziono nwdzy
innymi w kolagenie ia-krystalinie (soczewka oka) a ich kumulacja prowadtz powiktaa
cukrzycowych i miadzycowych. Metyloglioksal (MG) mize by utworzony z fosforanu
dihydrooctanu, z aldehydu-3-fosfoglicerynowego dey z hydroksyacetonu. MG i inny
produkt glikacji: 3-deoksyglukozon (3-DG) indukujapoptoz w modyfikowanych
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makrofagach linii U937 [17]. Dodatkowo MG aie sk i modyfikuje arginir, lizyne
i cysteire, przez co wptywa na modyfikacje i inaktywacje embyv takich jak katalaza,

peroksydaza glutationu i dysmutaza ponadtlenkowa [1

Stres oksydacyjny

W wyniku ataku reaktywnych form tlenu i azotu ngidy, biatka, wglowodany i DNA
dochodzi do powstawania nietypowych wolnorodnikolwyproduktow utleniania, ktore
generuj dalsze wolne rodniki oraz wchagzw reakcje z wanymi komorkowymi
metabolitami. W sytuacji, gdy komorki czyztekanki naraone a na dodatkowezrodia
wolnych rodnikéw, hdz tez gdy zwkksza s¢ tempo ich endogennej produkcji méwimy o
stanie stresu oksydacyjnego. Z definicji stres dksyjny to ,zaburzenie réwnowagi
prooksydacyjno-antyoksydacyjnej w kierunku reakdjeniania” [19] a do metabolicznych
nastpstw stresu oksydacyjnego w komorce zaliczamy:

- obnizenie poziomu ATP. Dochodzi do tego gtdbwnie poprzemktywacg
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (EC.1113) co doprowadza do
zahamowania glikolizy. Ponadto obserwuje sizmazony katabolizm nukleotydow
adeninowych a tae zmniejszenie podg zredukowanych form dinukleotydéw
nikotynoadeninowych wskutek ich zgcia do redukcji glutationu i naprawy
uszkodzé DNA.

- zmniejszenie stenia catkowitego glutationu i obm@nie stosunku sten glutationu
zredukowanego do glutationu utlenionego (GSH/GS®Ghadto tworz si¢ mieszane
disulfidy glutationowo-biatkowe i inne koniugaty ugationu z produktami
peroksydacji lipidéw lub z ksenobiotykami. Zarowri@@SSG jak i koniugaty as
usuwane na zevgtrz komorki na zasadzie aktywnego transportu coowskkwenciji
przyczynia s} do zwycia ATP i spadku wewgtrzkomorkowego stenia glutationu.

- podwyzszenie sgzenia wapnia w cytoplazmie poprzez inaktywg@pmpy wapniowej
[20]

- zwickszenie przepuszczaliw btony na skutek jej depolaryzacji. Odbywa $0
najprawdopodobniej na skutek zahamowania pompyspuoitgj [21].

- uszkodzenie DNA za goednictwem rodnika wodorotlenowego jak rowni@oprzez
aktywacp nukleaz (w obecrigi zwickszonej iléci C&*). Konsekwengj uszkodzenia
DNA jest aktywacja syntetazy poli(ADP-rybozy) (EC42.30), co prowadzi do
zmniejszenia komorkowej puli NAD nukletydéw adeninowych [22].

Ostatecznie, pogbujacy stres oksydacyjny w komérce doprowadza dan@grci na drodze
apoptozy i nekrozy (Ryc. 5).
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STRES OKSYDACYJNY
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Ryc. 50braz morfologiczny komérek umiegaych na drodze apoptozy i nekrozy.

Proces apoptozy zachodzi wedlug precyzyjnego pnograleda z wczesnych faz
apoptozy jest odwodnienie, obkurcza sytoplazma, komorka stajegsinniejsza i przybiera
nieregularne ksztatty. Obserwujee szaburzenie asymetrii fosfolipidow btonowych co
prowadzi do ekspozycji fosfatydyloseryny na zetkznej powierzchni btony (jest to sygnat
dla makrofagéw, ktore szybko rozpoznaj fagocytup komorki apoptotyczne). Nagiuje
kondensacja chromatyny, ktoéra najszybciej zaczyna r&a obrzeach pdra. DNA
w skondensowanej chromatynie piknotycznegdrg silnie wybarwia si znacznikami
fluorescencyjnymi. W mia&r progresji zmian posgpuje dezintegracja btonyadrowej,
proteoliza i fragmentacjagira. Fragmentyafra komorkowego otoczone bpkomorkows
odrywap sic od komoérki (angblebbing i tworza ciatka apoptotyczne szybko trawione przez
komorki fagocytujce.

Nekroza najcgciej wystpuje pod wptywem gwattownego lub silnego dziatania
réznorodnych czynnikéw, ktére prowagdzdo natychmiastowego uszkodzenia btony
komorkowej. Objawia gito pecznieniem i nieuporgdkowanym rozpadem komorki wraz z jej
organellami. Produkty rozpadu uwalniagic na zewntrz wywotujac reakcg zapalm.
Zahamowanie stresu oksydacyjnego (i jego apesstv czyli Smierci komorki) jest maliwe
przy udziale enzymow antyoksydacyjnych i antyoksyda drobnocasteczkowych, ktore

neutralizug wolne rodniki.
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1.1.4 Obrona komorek przed RFT.

Dziatanie ochronne obejmuje arte procesy zaczyngj od niedopuszczenia do
zadziatania wolnych rodnikdw poprzez proby zahamowayklu reakcji, w ktorych biar
udziat, do dziata usuwajcych skutki reakcji RFT z elementami komaorki.

Do gtébwnych enzymow antyoksydacyjnych uswegch RFT  nalga dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationowa.

Dysmutaza ponadtlenkowgsOD EC 1.15.1.1) jest metaloenzymem katadizymn

reakcg dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego. U czékai wysgpuja trzy rodzaje
dysmutaz ponadtlenkowych: miedziowo-cynkowa SOD,ngamowa SOD i dysmutaza
ponadtlenkowa zewitrzkomaorkowa.

Miedziowo-cynkowa dysmutaza (Cu/ZnSOD, SOD-1) ukésa jest gtownie
zlokalizowana w cytozolu oraz w mniejszej 0 w przestrzeni medzybtonowej
mitochondrium. Dodatkowo, jej aktywé® stwierdzono w gdrze, lizosomach
i peroksysomach. Sekwencja i struktura SOD-1 jesowe konserwatywna. Biatko to jest
homodimerem, kada podjednostka sktadagsz 151 aminokwasOw i zawiera atom miedzi
I cynku. Atom miedzi ze wzgtu na wysoki potencjal oksydoredukcyjny petni role
katalityczry, natomiast cynk stabilizuje struktutrzeciorzdows biatka. Wysok stabilng¢
enzymu zapewnia obecfto w kazdym monomerze struktury mostka disulfidowego
wiazacego reszty cysteinylowe [23]. Reakcja dysmutagjiomorodnika ponadtlenkowego
przez Cu/ZnSOD przebiega w dwoch etapach. Pierpsitgga na redukcji jondw miedzi

w centrum Kkatalitycznym:

SOD —Cu’ 4 0,” —— SOD —Cu' + 0,

Nastpnie dochodzi do jednoelektronowego utlenienia yonthiedzi z réwnoczesnym

wytworzeniem nadtlenku wodoru:

sop —cu’ + Oy + 2H'— sob —cu’’ + 1,0,

Gen koduycy SOD-1 znajduje si na chromosomie 21. Nadekspresja gesad-1
u Drosophila melanogasteprowadzi do wydhieniazycia tych organizméw, zau myszy
nadekspresjaod-1chroni przed uszkodzeniami zganymi z ischemii choroly Parkinsona
[24]. U ludzi mutacja genu kodigego SOD-1 ma zwrek z wzrostem stresu oksydacyjnego
we wielu naradach co doprowadza do wgpbwania choréb neurodegeneracyjnych. Mato
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wiadomo natomiast o inhibitorach Cu/ZnSOD, stwierd#, ze TNFo znacznie hamuje
aktywna¢ enzymu i zmniejsza jego ekspregi4].

Manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (MnSOD, SOD-8) [@motetrametrem
0 masie 22 kDa. W ludzkiej SOD-24dm podjednostka posiada jeden atom mangandfMn
zlokalizowany w centrum aktywnym, pelni on zaréwrfankcje katalityczra jak
i stabilizupca enzym. SOD-2 wysgpuje u ssakow we wszystkich komdérkach
a umiejscowiona jest w mitochondrium jak rownieoze wystpowa w peroksysomach
[23]. MNnSOD jest kodowana przez 1 do 4 gen&wrgwych (zlokalizowanych na
6 chromosomie), przy czym move jest powstawanie #hych transkryptow jednego genu.
Powstajce r&ne formy MnSOD posiadajsekwencje sygnatowe ig Sransportowane do
mitochondrium [23]. Reakcja dysmutacji anionoro@igonadtlenkowego przez MnSOD
przebiega podobnie jak dysmutacja przez dysmeutaiedziowo-cynkow i zachodzi na

dwéch etapach:

SOD —Mn’  + 0,7 — SOD —Mn’  + O,

SOD —Mn’" + O] + 2H— SOD —Mn’" + H,0,

Aktywnos¢ SOD-2 mae by indukowana przez wiele czynnikdw, w tym przez T&F-
interleukirg-1 czy te liposacharydy [25,26]. Wzrost aktywsed MNnSOD chroni komorki
przed stresem oksydacyjnym. Badania na myszackazynnym genersod-2pokazaty,ze
myszy te umieraj w okresie noworodkowym z powodu ngstw chorob
neurodegeneracyjnych i kwasicy metabolicznej [27].

Zewmtrzkomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa (EC-SOD, SQis3 glikoprotein
o masie 135 kDa i wygpuje jako dimer, tetrametr jak rowaignaze tworzy¢ multimetry.
Kazda podjednostka ludzkiej EC-SOD zbudowana jestZ &Rinokwasow i zawiera atom
cynku i miedzi w centrum katalitycznym, natomiastngdysmutazy zewtrzkomérkowej
umiejscowiony jest na chromosomie 4 [28]. EC-SODstapuje w tkankach, osoczu krwi
i ptynach zewantrzkomorkowych takich jak limfa, ntastawowa i inne. Gtdwnym miejscem
wystepowania tej dysmutazy w tkankach jest macierz pomakkowa i powierzchnia
komoérek. Ludzka SOD-3 w najgkszych ilgciach wystpuje w naczyniach krwiosaych,
ptucach i taysku. Funkci tego enzymu jest usuwanie anionorodnika ponadierigo,
a reakcja dysmutacji przebiega identycznie jak e¢pakatalizowana przez SOD-1. EC-SOD
wykazuje r@ne powinowactwo do heparyny i w zwku z tym dzieli st na 3 klasy:
A — cechuje brak powinowacta do heparyny, B — nabestpowinowactwo i C — de

powinowactwo do heparyny. U ssakow wysije gtdbwnie homotetramer EC-SOD C
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I zawiera podjednostki z funkcjonalmlomern wiazaca heparyr (CCCC). W zwazku z tym
zaréwno heparyna jak i siarczan heparyny wptywe ekspresjbiatka i genu kodugego
zewnatrzkomoérkow dysmutaz ponadtlenkow [28]. U ludzi mutacja w genisod3zwigksza
ryzyko choréb naczyniowych. SOD-3 jest hamowanaeprjony cyjankowe, przez
dietyloditiokarbaminian i nadtlenek wodoru [29].

Kolejnym wanym enzymem antyoksydacyjnym jest katald@AT, EC 1.11.1.6)
rozkladajca nadtlenek wodoru. Ludzka katalaza jest homatetram zbudowanym
z podjednostek o masie asteczkowej 60 kDa. Kala podjednostka sktadagst czterech
domen polipeptydowych. Strukturpierwszorzdowa jednego monomeru tworzy feuch
polipeptydowy zbudowany z 526 aminokwasOw, grupandwea i casteczka NADPH.
Struktuk 1l-rzedowa katalazy stanowi powtarzajce se motywy a-helisy i B-kartki. Kazda
z podjednostek katalazy posiadalgtko osadzony uktad hemowy z paobomym centralnie
atomenzelaza. Hem (protoporfiryna IX) jest wbudowany dogtwwrma hydrofobowego kanatu,
kanat ten jest wski i nie przepuszcza gateczek wgkszych nk gtdwny substrat; nadtlenek
wodoru. Kady monomer przycza jedm czasteczk NADPH, co stanowi zabezpiecznie
katalazy przed toksycznym dziataniem@J. Uwalnianie NADPH mege z& wplywat na
dziatanie enzymow glutationozateych, zwekszapc aktywna¢ reduktazy glutationowej i w
konsekwencji peroksydazy glutationowej [30].

Katalaza jest enzymem o podwdjnej aktydeip katalazowej i peroksydazowe;.
Podstawowa funkcja katalazy to udziat w reakcji pggporcjonowania nadtlenku wodoru.
Pierwszy etap reakcji polega na utlenieniu przeitleaek wodoruwelaza hemowego katalazy

przyczyniajc sk do powstania rodnika porfirynowego (zzek I):

CAT (Por-Fe’) + H,0, —> (Por —Fe'' = 0) + H,0
zwigazek I

Nastpnie, zwiazek | zostaje zredukowany przez kolegeasteczk H.O,, w wyniku czego
powstaje tlen csteczkowy i woda:

(Por —Fe‘;+ = 0) + H,0, —>CAT (Por-Fe'') + H,0,+ O,
zwiazek I

Zwiazek | powraca do stanu wgjowego, w ktorymzelazo jest na trzecim stopniu
utlenienia.
Katalaza posiada roéwmieograniczon aktywna¢ peroksydazow, gdzie aktywny

zwiazek | mae utlenig substraty takie jak etanol, metanol, fenol i mraarc (RCHOH):

(Por+.—Fe4+= Q) + RCHZOH—>CAT(Por—Fe3+) + R-COH + H,0
zwiazek I
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W komérkach ssakoéw wygiuja dwa typy katalazy: cytoplazmatyczny (erytrocyty)
I peroksysomalny, dodatkowo znaleziono aktywéntego enzymu wadrze i mitochondrium
szczurzych komorek serca [31]. Aktywsdokatalazy mee by hamowana przez wiele
zwigzkow chemicznych. Inhibitorem niekompetycyjnym Wkaty jest siarczan miedzi,
natomiast kompetycyjnym cyjanek potasu. Natomiasbistym inhibitorem katalazy jest
3-aminotriazol. Zahamowanie aktywdoo katalazy prowadzi do hamowania peroksysomalnej
B-oksydacji kwasow tluszczowych [32], natomiast naeesja genucat u myszy
transgenicznych powoduje wydkeniesredniej dtugeci zycia tych zwierat [33].

Peroksydaza glutationow@&C 1.11.1.9) jest kolejnym enzymem antyoksydaawn

a jej gtdwry funkcja enzymatycza jest redukcja nadtlenku wodoru i nadtlenkéw
organicznych przy udziale zredukowanego glutatiomeroksydaza glutationowa jest
tetrametrem o masie okoto 85 kDa,z#ta jej podjednostka zbudowana jest z 201
aminokwaséw i w pozycji 47 zawiera selenocysieiozyli analog cysteiny posiaday

zamiast atomu siarki atom selenu. Ob&c¢nselenocysteiny w centrum aktywnym enzymu
umazliwia utlenienie glutationu bez uwalniania wolnegodnika tiolowego glutationu.

Reakcja utlenienia glutationu przebiega w trzeckpath. W pierwszym etapie nadtlenek

wodoru utlenia resgtselenocysteiny:

GPx —SeH + H,0, —* GPx —5&—QH 1+ H,O

W kolejnym etapie zostaje utleniony glutation i taypz enzymem mieszany selenosulfid:
GPx —SeOH + GSH — GPx —SeSG + H,O

Powstaly selenosulfid wchodzi w reakcg kolejry czasteczly glutationu regenerag

zredukowan forme selenocysteiny:

GPx —SeSG + GSH —> GPx —SeH + GSSG

Peroksydaza glutationowa u czlowieka jest kodowaremez rGgne geny i z tego wynika
réznorodnad¢ miejsc wysgpowania wszystkich izoform. GPx wypuje w peciu izoformach:
cytozolowej (cGPx, GPx-1), osoczowe] (pGPx, GPx-girowej (snGPx), jelitowo-
zotadkowej (giGPx, GPx-2) i jako peroksydaza wodoroteakow fosfolipidowych (phGPX,
GPx-4) umiejscowiona w mitochondriach i cytoplazijié]. Obecné¢ selenu jest niezina
dla syntezy wszystkich izoform GPx i u cziowieka&dobdr tego pierwiastka prowadzi do
wadliwego dziatania enzyméw selenozalgch, czego konsekwencjmaze by szereg
schorzé organéw wewegtrznych w tym marsk& watroby i choroby serca. Aktywrdé
peroksydazow cytozolowej GPx mize hamowa tlenek azotu i jego pochodna: S-nitrozo-N-
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acetylo-DL-penicillamina (SNAP). Wplyw na dziatartego enzymu majrowniez produkty
peroksydaciji lipidéw, a szczegdlnie 4-HNE, ktorynada ilos¢ glutationu i inaktywuje cGPx
poprzez reakej z grupami -SH. Tale cytostatyki, np. adriamycyna nmpdamowa
aktywnas¢ cGPx [18]. Natomiast wzrost aktywsw cGPx obserwuje siw neutrofilach, co
sugeruje jej przeciwzapalne dziatanie. CytozolowaPxG ma rOwnie dziatanie
antyapoptotyczne w komorkach z niedoborem biatkk2B&Z drugiej strony zwikszona
aktywna¢ peroksydazy glutationowej me przyczynia sie do zwkkszenia tempa
proliferacji komorek nowotworowych [35]. Z kolei reyy z mutagy w genie kodujcym
gpx-1 sa zdrowe i rozwijag sie prawidiowo, co wskazujeze peroksydaza glutationowa
zaangaowana jest w ochr@n antyoksydacyjm tylko podczas wzmimnego stresu
oksydacyjnego i nie odgrywa gkszej roli przy niskim poziomie endogennego nadilen
wodoru [36].

Do pozostatych enzymow antyoksydacyjnych zaliczamigdzy innymi hydrolazy
epoksydéw, obecne w peroksysomach, cytoplazmie tikutem endoplazmatycznym
zaangaowane gtownie w detoksykacj ksenobiotykéw [5]. Kolejnym enzymem
antyoksydacyjnym jest peroksyredoksyna (EC 1.15)lpbsiadajca aktywnéc¢ peroksydazy
tioredoksyno-zatnej. Obecna w peroksysomach w cytoplazmie, mitodhaoh i pdrze
komorkowym peroksyredoksyna | i Il ma zdodho utleniania nadtlenku wodoru
i wodoronadtlenkéw lipidowych jak réwnieneutralizowania nadtlenoazotynu [37]. Warto
wspomni€ jeszcze o peroksysomalnym btonowym biatku 20 (PRI posiadajcym
aktywnas¢ tioperoksydazy, ktore rozktada,®; [5]. Inne biatka enzymatyczne chraoe
posrednio komork przed RFT to ceruloplazmina (EC 1.16.3.1) utleyiajjonyzelazawe do
zelazowych, DT-diaforaza (EC 1.6.99.2) reduka dwuelektronowo chinony i aldehydy oraz
biatka hemowe hamage tworzenie rodnika wodorotlenowego (hemoglobirmaiaglobina
w obecndci askorbinianu) [38].

W ochrore komoérki przed dziataniem wolnych rodnikow zaarm@ane § rowniez
biatka, ktore minimalizyj dostpnas¢ prooksydantéw takich jak jony metali prégpwych.
Do takich zaliczamy transfergn(transportuje F&), haptoglobin i hemopeksya oraz
metalotioneir (bierze udziat w metabolizmie metalizikich; CU*, Zr™).

Inna grum przeciwutleniaczy $ antyoksydanty niskogsteczkowe nazywane
zmiataczami wolnych rodnikbw. Do najistotniejszyamtyoksydantow hydrofilowych
zaliczamy glutation i askorbinian.

Glutation {-glutamylocysteinyloglicyna) jest zwakiem wystpujacym w formie
zredukowanej jako GSH i utlenionej jako disulfidugitionu GSSG. W komorce jest
zlokalizowany przede wszystkim w cytozolu, poza tymmitochondriach, mikrosomach
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i jadrze komorkowym. Dziatanie antyoksydacyjne glutatiopolega na tynze wchodzi on
w reakcje z wolnymi rodnikami (gtéwnie z rodnikiewndorotlenowym) dziki reaktywnej
grupie — SH. Ji czynnikiem utleniggcym jest nadtlenek wodoru lub nadtlenki organiczne
reakcg utleniania glutationu przyspiesza peroksydaza aglutowa. Gitoéwa funkcja
glutationu jest utrzymywanie grup tiolowych biatek stanie zredukowanym (w celu
zachowania ich aktywroi). Redukcja utlenionych grup -SH przez glutatiooze zachodz
spontanicznie i przy udziale tiolotransferaz glatadwych. Ponadto grupa tiolowa glutationu
reaguje z ronymi zwiazkami i tworz si¢ koniugaty (reakcje tego typu &atalizowane przez
transferazy glutationowe w reakcjach detoksykaatywnie usuwane na zewtrz komorki.
Znaczny spadek ikgi mitochondrialnego GSH w komérce prowadzi do wsiza
mitochondriow, catych organow i prowadzi §lmierci nowonarodzonych zwieatz[39].

W czasie cyklu utleniania i regeneracji glutatidnerze udziat reduktaza glutationowa
(GR; EC 1.8.1.7), enzym ten odtwarza zredukawBme glutationu kosztem utleniania

NADPH:
GSSGC + NADPH + H — 2GSH + NADP

Fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego awzta dehydrogenaza glukozo-6-
fosforanowa (G-6-PDH; EC 1.1.1.49), enzym szlaksfdpentozowego, kataliziga reaka
utlenienia glukozo-6-fosforanu do fosfoglukonolakio

Askorbinian jest rownie silnym antyoksydantem, reaguje przede wszystkim
Z nadtlenkiem wodoru, ale neutralizujez teanionorodnik ponadtlenkowy i rodnik
wodorotlenowy. Witamina C nie przejawié takze aktywnd¢ prooksydacyja w obecnéci
jonow metali przejciowych [40].

Inne niskoczsteczkowe zwizki syntetyzowane w organizmie mey dziatanie
antyoksydacyjne to bilirubina i produkt jej utlenia — biliwerdyna, zredukowana forma
kwasu a-liponowego, a-ketowasy ¢-ketoglutaran), kwas moczowy, melatonina, pochodne
estronu i estradiolu oraz ubihydrochinon (zredukoyoenzym Q).

Wiasciwosci  antyoksydacyjne wykazaljtez zwiazki dostarczane z pgwieniem:
a-tokoferol karotenoidy, ksantofile, flawonoidy infele (np. tymol czy kwas fitynowy
wiazacy jony metali przeciowych).

Silnym antyoksydantem jest N-acetylocysteina (NAGpra wywiera dziatanie
ochronne poprzez dwa mechanizmy; po pierwsze rgduystyre do cysteiny, a ta zostaje
wykorzystana do syntezy glutationu, po drugie dpste moe powstawa dzieki

enzymatycznej deacetylacji samej NAC [38].
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Warto wspomnié réwniez o biatkach bhdacych wskanikami stresu oksydacyjnego.
Jednym z nich jest dehydrogenaza aldehydu-3-fasfovago; GAPDH . Jest to enzym szlaku
glikolizy odgrywapcy gtowr role w dostarczaniu NADH komorce. Natomiast w warunkach
stresu oksydacyjnego obserwujeg sivzrost ekspresji genwapdh i przemieszczenie
transkryptu do gdra przy uyciu ligazy Siahl (ang.E3-ubiquith ligasg W jadrze
komérkowym GAPDH zwjzana z Siahl jest aktywowana przez biatko p-53oian

inicjowac proces apoptozy [41].

1.2 DZIALANIE MENADIONU, WODORONADTLENKU TERT-BUTYLU
| NADTLENKU WODORU.

W przeprowadzonej pracy z&) Sk ocern cytotoksycznego dziatania menadionu,
wodoronadtlenkuert-butylu i nadtlenku wodoru w komaorkaatoriocarcinoma Zwiazki te
zostaly wybrane do indukcji stresu oksydacyjnegoi@eaz tworza one reaktywne formy

tlenu [42] i poprzez ich dziatanie mpgrowadzé dosmierci komorki.
1.2.1 Menadion.

Menadion (MEN) czyli witamina Kjest poliizoprenow pochodn naftochinonu. Ten
syntetyczny analog dziata jako prowitamina, ponievsa wchionéciu ulega alkilacji do
biologicznie czynnego menachinonu. Jednak ze gdzgha ograniczanrozpuszczalng w
ttuszczach witamina Knie spetnia wszystkich funkcji naturalnych witankin

Witamina K jest wykorzystywana jako efektywny i stosunkowozgieczny
cytostatyk w leczeniu niektorych typow biataczeB][4Uwaza sk, ze przeciwnowotworowe
dziatanie menadionu zwiane jest z obechda wolnych rodnikdw, powstagych
w przebiegu jego cyklu redoks.

0‘ h

0

Ryc. 6 Chemiczny wzor menadionu: 2-metylo-1,4-naftochinon
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Metabolizm chinonédw rm® zachodz jako redukcja jednoelektronowa z
wytworzeniem rodnika semichinonowego (Ryc. 7). Rbkdrsemichinonowy mge
bezpdrednio reagowaze sktadnikami komorki prowade do jej uszkodzenia lub powrdci
do formy utlenionej przez gwattowmeakcg z tlenem casteczkowym. Nagpstwem procesu
oksydacji jest powstanie reaktywnych form tlenuid¢bkjak: anionorodnik ponadtlenkowy,
nadtlenek wodoru, a w obecid jonéw metali rodnik wodorotlenowy [44]. Chinomgoga
ulega& rowniez redukcji dwuelektronowej (katalizowanej przez enzyDT-diaforaz)

z wytworzeniem hydrochinonu. Reakcja ta jest ,bezpniejsza” dla organizmu, poniewva
przebiega z pomiaciem utworzenia formy semichinonu, co zmniejszaykgz wywotania
stresu oksydacyjnego. Innym aspektem oksydacyjnegghanizmu dziatania menadionu jest
bezpdrednia arylacja tioli w komdrkach. Witamina ; Kpowoduje obnienie sgzenia
glutationu i biatlek zawieragych grupy sulfhydrylowe [45,46]. Arylacja dotyczy
wprowadzenia grup aromatycznych do zzkidw zawierajcych grupy tiolowe, czego
rezultatem jest powstawanie koniugatbw GS-MEN [&ZmMniejszenie iléci grup -SH mae
by¢ rowniez przyczym spadku aktywnai enzymow, ktére zawierafakie grupy oraz spadku

ilosci zredukowanego glutationu (GSH) [48,49].

MEN , 2NAD(P)H + 2H+ 2 NAD(P)+ OH

CH, \ /
DT -diaforaza
arylacja R-SH
chinon O
CH,
SR

OH koniugat

rodnik 0
semichinonowy

Ryc. 7 Cykl przemian chinon6w i powstawanie reaktywnyoi tlenu
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Nieoksydacyjny mechanizm dziatania menadionu polemaegulacji ekspresji wielu gendéw
bialek zaangeowanych w cykl komérkowy. Midzy innymi MEN wptywa stymulujco na
protoonkogeny takie jak-fog c-jun i c-mycczego konsekwengjjest zahamowanie cyklu
komoérkowego [50]. Podawanie menadionu przyczynigada smierci komorki na drodze
apoptozy i nekrozy, w zataosci od dawki i typu komérek. Stwierdzonae w niskich
dawkach (2QM) indukuje apoptog, za w wysokich (60-15@M) nekroz [51-53].

1.2.2 Wodoronadtlenektert-butylu

Wodoronadtlenek tert-butylu tBuOOH) jest analogiem krétkatauchowych
nadtlenkow lipidowych:
H;C
HC~C~O0H
H,C

Ryc. 8 Chemiczny wz6tBuOOH

W komoércetBuOOH inicjuje proces peroksydacji lipidow i generspecyficzne rodniki,
ktore przyspieszajperoksydag oraz wchodz w reakcje z DNA prowadize do uszkodzenia
zasad [54,55]. Aktywacja wolnorodnikowBuOOH odbywa s przy udziale jonowzelaza
Fe’* wechodacych w sklad cytochroméw P-450 (mitochondrialnyctikrosomalnych). Na
rycinie 9 przedstawiono przypuszczalny mechaniztaerakcji wodoronadtlenku tert-butylu
z cytochromem P-450 oraz wyszczegolniono powséajwolne rodniki.  Mechanizm
dziataniatBuOOH polega réwnie na utlenianiu grup —SH biatek i glutationu, z czym
Zwigzane jest zahamowanie aktywsnbenzymatycznej biatek i spadek dto GSH [56,57].
Ponadto wodoronadtlenetert-butylu ma wplyw na homeostazawvapnia; hamuje pomp
wapniows przez co zwiksza s ilos¢ C&* w cytoplazmie [58]. Uwza sk, ze wana role
w $mierci komorki indukowanejBuOOH odgrywaj mitochondria. Tam te w wyniku
dziatania tego zwizku dochodzi do obnenia syntezy ATP i wzrostu przepuszczatidton
mitochondrialnych. Inne efekty dziatania wodoromewku tert-butylu to aktywacja
fosfolipazy A [59] i utlenianie NADPH [60]. PaedniotBuOOH bierze udziat w tworzeniu
nadtlenoazotynu [61]. W wyniku dziatantBuOOH dochodzi damierci komorkowej na
drodze apoptozy (obserwuje: sSragmentagj DNA i aktywacy kaspaz [62] jak i nekrozy (za
posrednictwem nadtlenoazotynu) [63]. Dziatanie wodadthenkutert-butylu maze zosté
zahamowane przez TEMPOL (naley do aminoksyli), ktory tate eliminuje anionorodnik
ponadtlenkowy [64].
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wodoronadtlenek

tert-butylu
rozpad
H3C\ H3C\ heterolityczny HyC \
H3C7C—OOH + —_— H3C7C—OOH TS > H3C—C—OH
H3C P-450 H3C H,;C
rozpad
homolityczny
- s
H3CC;>C—OO .+ H3C> -OH ﬂ H3C_\ -0 + T S [ER—————— » regeneracja
3 H,;C /C H,;C /C OH cytochromu P-450
H,C H,C H;C
LH p-eliminacja
inicjacja \
peroksydaciji lipidow
HyCy
HEc-oH + L CH,"—re? . '
oG5 3> CH,* H,C-C-00
H,C LHl HaC
L O, LH
\
0, 0, CH,00" L-
CH,O"
lLH
v - 0, L*
LOO" O,
LOOH
H3C \ [* rodnik alkilowy
:3370—0. vadnik alkiokeybutylowy LOO" rodnik nadtlenkowy
- CHS. rodnik metylowy
HSC - .
H3C—C—OO " rodnik peroksybutylowy CHSOO rodniic peroksymetylowy
e CHSO ) rodnik alkoksymetylowy
3
LH czasteczka wielonienasyconego kwasu ttuszczowego

Ryc. 9 Przypuszczalny mechanizm interakcji wodoronadieniert-butylu z cytochromem
P-450 i powstanie pochodnych wolnych rodnikBuOOH. W wyniku rozpadu homolitycznego
tBuOOH powstaje rodnik alkoksybutylowy, ktory iniguproces peroksydacji lipidéw. Natomiast w
wyniku B-eliminacji powstaje rodnik metylowy, prekursor pstatych rodnikéw: peroksymetylowego
i alkoksymetylowego, ktore inicjajpowstanie kolejnych nadtlenkéw kwasow ttuszczowgloBOH).
Schemat opracowano na podstawie pracy Weissabisiea [65].
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1.2.3 Nadtlenek wodoru

Nadtlenek wodoru (B,) jest w komoérce bezpgrednim produktem dziatania
oksydoreduktaz takich jak oksydaza ksantynowa, m®mmowa, D-aminokwasowa,
a-hydroksykwasowa i inne. @, maze réwnie powstawa w wyniku dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego, produkowanego ificdehu oddechowym, w reakcjach
detoksykacji ksenobiotykow (i w samym ich cyklu o&d), w wyniku dziatania oksydazy
NADPH i flawoprotein. Ostatnie badania nad tym akiem dowodz, ze mae on
powstawa na zewntrz komoérki w czasie interakcji ligandéw z receptmi, co mae
swiadczy¢ 0 jego zaangawaniu w sygnalizagj komoérkows [66]. Nadtlenek wodoru jest
bardzo dobrym utleniaczem, utlenia grupy indoloin@dazolowe, fenolowe i tioestrowe ale
biologicznie najbardziej istotne jest tae dziata na grupy tiolowe biatek. Ponadto w wyniku
reakcji utleniania jondw metali prZejowych (reakcje Fentona) przyczynia sio powstania
wysoce reaktywnego rodnika wodorotlenowego:

2+

. = 3+
Fe + H202—> OH + OH + Fe

+

. = 2+
Cu +HZO2—>OH+OH + Cu

Nadtlenek wodoru jest mato reaktywkatwo przenika przez btony komoérkowe i
pojawia s¢ w réznych przedziatach komorki, tamztenaze generowa ‘OH. Do innych
poznanych dziafa H,O, nalezy aktywacja kanatéw potasowych, co prowadzi do zémia
pobudliwaci komérek chemoreceptorowych [67], degradacja miatyny [68] oraz indukcja
apoptozy i nekrozy [69,70]. Nadtlenek wodoru i rikdwodorotlenowy rozszerzajnaczynia
krwionosne dziategc bezpérednio na nysnie gtadkie nacay, jak tez stymulup syntez
i uwalnianie srodbtonkowego czynnika relaksopgo EDRF (ang.endothelial-derived
relaxing facto) [71]. Ostanie badania pokazuye nadtlenek wodoru nioa traktowd jako
wtorny przekanik w sygnalizacji komorkowej. ¥, aktywuje medzy innymi kinaz ASK-1
(kinaza kinazy fosforylucej MAPK; ang.apoptosis signal-regulating kinas@-poprzez
utlenienie tioredoksyny @olacej inhibitorem) i fosforylagj aktywnej ASK-1 [72]. Nadtlenek
wodoru mae inaktywow& komérkowe fosfatazy tyrozynowe poprzez utleniagriep —SH
cysteiny. Inaktywacja fosfatazy prowadzi fosforylaeceptora EGF i jego internalizacji
[72,73]. HO, jest rozkladany przez katataz peroksydag glutationows, jak réwnie moze
reagowa z pirogronianem i-ketoglutaranem w nieenzymatycznej reakcji opisgnegpz
Hollemana [74]:

H,0, + R-COCOOH — H,0 + R-COOH + CO,
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1.3 ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU W PATOLOGII ClI  AZY.

1.3.1 Budowa i funkcje tozyska

Ludzkie tazysko jest wytwarzane przez ptdd i umiejscowione dnke doczesnej
macicy. Ma zlgona struktue morfologiczra; gtownie sklada si z naczy krwionosnych,
przestrzeni naczyniowych i tkankacznej. Za tworzenie kyska odpowiedzialny jest
trofoblast, ktéry sktada siz komorek grupucych s¢ w czsci zewrgtrznej kosmowki.
Pocatkowo komorki te tworz jedm warstwe, nast¢pnie r&nicuja Sie na zewetrzny
syncytiotrofoblast i wewgtrzny cytotrofoblast, w ktorym twosz sie zawkzki naczy.
Trofoblast zaczyna si ksztattow@ jeszcze przed zagm@dzeniem st jaja ptodowego.
Zaptodnione jajo po pierwszych podziatach jako nerprzemieszcza sido macicy.
Nastpnie morula traci ostorkprzejrzysy i zaczyna si formowa blastula. Komorki ulegaj
zrOznicowaniu; powstaje zewitrzna warstwa — trofoektoderma (z niej powstanidotslast)

i wewrgtrzna grupa komorek — amet zarodkowy. Ludzkie macierzyste komorki
trofoektodermy rénicuja w dwa fenotypy komoérek. Pierwszy z nich to kosmiow
cytotrofoblast (ang. villous cytotrophoblagt o wysokim potencjale proliferacyjnym
I fuzjogennym. Drugi fenotyp to inwazyjny zewtrzkosmkowy cytotrofoblast (ang.
extravillous cytotrophoblakttworzacy kolumny cytotrofoblastyczne. Komorki kosmkowego
cytotrofoblastu uczestnigzw tworzeniu syncytiotrofoblastu. Syncytiotrofoliggespadlnia)
jest wielopdrowa tkanky, pokrywapca cah powierzchn¢ tozyska. Pierwotny
syncytiotrofoblast powstaje na skutekczenia si ze soh sysiadupcych diploidalnych
komoérek cytotrofoblastu kosmkowego. Proces ten ai@stkzatrzymany, gdy blastocysta
catkowicie s¢ zagniedzi i jest optaszczona syncytiotrofoblastem. Kojenetapem jest
zwickszanie masy syncytiotrofoblastu, a zostaje tqgusite przez widczanie pojedynczych
komoérek kosmkowego cytotrofoblastu do istjégjgo pierwotnego syncytiotrofoblastu
(powstaje tzw. syncytiotrofoblast wtérny). Rozr@gt§ sk cyto- i syncytiotrofoblast jest
bardzo inwazyjny, gboko wnika w bilon doczesa macicy tworac tzw. kolumny
trofoblastyczne [75]. W wyniku rozrastaniag strofoblastu dochodzi do naciekania
matczynych naczy krwionasnych i uruchamia si proces wymiany gazow, wydzielania
hormondéw, metabolizmu cholesterolu i kwasow tluseozch jak réwnie przenoszenie
substancji przez dyfugjprost (O,, CO,, fruktoza, ryboza) utatwian(glukoza), transport
aktywny (aminokwasy) i endocyte£np.zelazo).

Powstagce tazysko rozwija s¢ wraz z trwaniem aiy i pod koniec cizy wazy okoto
0,5-0,6 kg, z& gruba¢ tozyska zmniejsza siwraz ze wzrostem jego powierzchni. Jego
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powierzchnia ptodowa jest pokryta przezrocaystvodnia a powierzchnia matczyna jest
scisle zespolona zdciam macicy. Od znajdafej sk pod powierzchmni ptodows plyty
kosmkowej odchodg liczne drzewa kosmkowe, ktore bezpamnio stykaji sie z krwia
matczyn. Kosmki omywane przez krew majaczrg powierzchni okoto 13-15 A, za
przestrzenie ngdzykosmkowe wypetnia okoto 200 ml matczynej krwe .7

Wraz z zaawansowaniemagy tozysko ludzkie produkuje die ilosci hormonéw
steroidowych w tym progesteronu i estrogendw. Wegtintrofoblacie wazna role odgrywa
receptor estrogenowy, przy pomocy ktérego estrogeog regulowa funkcje fizjologiczne
i biochemiczne topyska, w tym biosyntez progesteronu, przemiarglikokortykoidow oraz
przeptyw krwi w kazeniu matczynym i ptodowym [77].

Przez taysko przenikaj prawie wszystkie leki, szczegdlnie tatwo salicylan
i antybiotyki. Wiele ksenobiotykdw wykorzystuje dtransportu obecne w #gsku
transportery serotoniny, noradrenaliny i dopamiSgzenie lekow u ptodu jest zwykle
wyzsze nk we krwi matki ze wzgidu na niedojrzate ptodowe mechanizmy detoksyka@g).[

1.3.2 tozysko jako zrodto wolnych rodnikéw.

tozysko tworzy swoj wiasny system ukrwienia, ktory mbaye w wyniku nacieczenia
matczynych d¢tnic spiralnych przez trofoblast. Proces ten pravald przeksztatceniagtnic
w maciczno-tayskowe naczynia, ktore maeg tatwo st rozszerzy, dostosowujc
si¢ do zwkkszonego naptywu krwi matczynej dayska. Zwekszenie olgtosci krwi w
krwioobiegu matki przyczynia sido zwikszenia ildci rozprowadzanego tlenu, gei jest to
uklad idealny do powstawania wolnych rodnikow themoh. Potwierdzone to zostato
badaniami Wickensa i wsp. [79] a f@kWanga i wsp. [80], w ktérych wykazanoecuay
innymi wzrost ilégci produktow peroksydacji lipidow w surowicy krwiokiet ckzarnych.
Stwierdzono réwnie wzrost aktywnéci enzymdéw  antyoksydacyjnych  (GPx)
i antyoksydantéw niskoasteczkowych d¢-tokoferol) w matczynej krwi, co nie stanowd
odpowied na generowane wolne rodniki [81].

W tozysku obserwuje siwzmazony proces peroksydaciji lipidéw, co jest przejawem
trofoblastycznego stresu oksydacyjnego. Odpowiedz stres jest zwkszenie ildci
antyoksydanow (witamina C i E, kwas moczowy, gliot@ti aktywndci katalazy, dysmutazy
ponadtlenkowej i peroksydazy glutationowej i cepldaminy [82]. Mechanizmy obrony
przed stresem oksydacyjnym w przebiegu procegiwowiego dziatay prawidtowo dopoki nie
dochodzi do zaburhe zwiazanych giébwnie z powstawaniemzjska. U podstaw wielu
patologii chzy takich jak np. nadénienie i preeclampsja, cukrzyca insulinozaile,
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matowodzie czy te przedwczesne odklejanie¢stozyska lery zaburzenie réwnowagi
prooksydacyjno-antyoksydacyjnej, czego konsekwepest chroniczny stres oksydacyjny.
W tego typu komplikacjach obserwujee¢ shasilony proces peroksydacji i obenie
skutecznéci mechanizméw antyoksydacyjnych w porownaniu &ziprawidtowny [83,84].
Peroksydacja lipidow jest gtbwnie zaznaczona w tyelburzeniach, a najeksz role
odgrywa w preeclampsiji.

Preeclampsja okétana jako stan przedrzucawkowy wysiije z cezstascia od 0,03 do
2,5% w zalenosci od kraju, opieki przedporodowej i porodowej. detenie to zostaje
zdiagnozowane zazwyczaj W P chzy a objawia si wzrostem cdinienia krwi,
biatkomoczem, trombocytopeni obrzzkami [85]. W preeclampsji dochodzi do dysfunkcji
matczynych komorek endotelialnych co prowadzi domglkacji w ksztattowaniu
unaczynienia ptodu, jak réwrien jego dalszym rozwoju [86]. W normalnepzy stosunek
nadtlenkow lipidowych do catkowitego poziomu lipidjest nieznacznie podurgzony,
w preeclampsji nagpuje wysoki wzrost tego stosunku i podniesienieigqoz LOOH
w surowicy. Zwekszona produkcja nadtlenkéw lipidowych neo sugerowd ze
niekontrolowana peroksydacja lipidow odgrywa isgotole w patofizjologii preeclampsji
[87]. Etiologia tej choroby nie jest doktadnie pama, nie mgna jednoznacznie stwierdzi
czy peroksydacja jest przyczynczy nasipstwem preeclampsiji, istnieje jedndkista
korelacja pomidzy peroksydagj a tym zaburzeniem. Walsh [88] uiea ze stan
przedrzucawkowy mae by wynikiem naruszenia réwnowagi pagdiy iloscia wolnych
rodnikbw a aktywnécia systemow antyoksydacyjnych. Zostalo to potwierdzqrzez
Poranena [89], ktory wykazate wzmaonej produkcji nadtlenkow lipidowych towarzyszy
spadek aktywnixi enzymoOw antyoksydacyjnych oraz antyoksydantéeenzymatycznych
zaréwno w surowicy jak i w toysku. Zaobserwowano olagnie ilgici kwasu askorbinowego,
a-tokoferolu i B-karotenu u kobiet z preeclampg90]. Proces zwikszone] peroksydaciji
lipidow jest najprawdopodobniej inicjowany przeZarorodnik ponadtlenkowy wytwarzany
przez oksydaz NAD(P)H i oksydaz ksantynow, poniewa oba enzymy ulegaj
nadekspresji wywotanej niedotlenieniem i ponaweperfuzy w czasie nieprawidiowego
unaczynienia tgyska [83].

W preeclampsiji toysko ludzkie produkuje dwa razy geej nadtlenkow lipidowych
I wystepuje te& zwickszona synteza tromboksanu,$zaw normalnej cizy stosunek
prostacyklin do tromboksanu przek@ana korzy¢ prostacyklin [91], Mechanizmy obronng s
w tym schorzeniu obnone, ujawnia sito po zbadaniu aktywsoi enzymow. W przypadku
dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutatiorjomaleje ona, a aktywsé katalazy
utrzymuje st na statym poziomie [92]. Dodatkowo, wziskach kobiet z preeclamps;j
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obserwuje s obnizenie aktywnéci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej i transtgra
glutationowej [93]. Innym aspektem jest niskiezenie L-argininy w taysku, co stymuluje
syntaz tlenku azotu do preferencyjnego produkowania amodnika ponadtlenkowego.
Powstagcy w wyniku reakcji NO z Q" nadtlenoazotyn przyczyniagsido zwkikszania
naczyniowego stresu oksydacyjnego [85].

Wzrost poziomu nadtlenkéw lipidowych i olienie ochrony antyoksydacyjnej
wystepujace w preeclampsji jasno pokagzugpe w zaburzeniu tym obecny jest silny stres
oksydacyjny. Procesy teasrowniez wskanikami stresu w aizach normalnych tylko
charakteryzuyj sic mniejszym nasileniem. Na catoksztalt zmian, jakaeiwaa st u matki
I ptodu w stanie przedrzucawkowym wptywajniewatpliwie czynniki tazyskowe, czyli
wzmazona produkcja RFT i wywotywane przez nie efektk jawniez hiperlipidemia [94]

I zwickszone ildci zelaza wysfpujace u matki [92]. To wspoétdziatanie potwierdza przez

fakt, ze wkrétce po porodzie symptomy preeclampsji zaikp].
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2. CEL PRACY

Tematyka pracy jest konsekwemcjtematyki prac badawczych prowadzonych
w Katedrze i Zakladzie Biochemii Farmaceutycznejzig badano wpltyw egzogennych
wodoronadtlenkéw lipidowych na procesy syntezy agtEiw w ludzim taysku [96] oraz
wykazano udziat anionorodnika ponadtlenkowego wjaaji NADPH-zalenej peroksydacii
lipidow we frakcjach mitochondrialnych [97] i miksomalnych ludzkiego kyska [98].
Ocena cytotoksycznego wptywu wybranych prooksydamé komorki linii nowotworowej
JAR (wykazujcych wiele podobigstw metabolicznych do komoérek trofoblastu) miato na
celu wyja&nienie wptywu stresu oksydacyjnego na procesy zézjoe w komorkach toyska

ludzkiego.

Celem niniejszej pracy byto:

» zbadanie mechanizmu dziatania menadionu, wodortemddttert-butylu i nadtlenku

wodoru i ich ro¢ w indukcji stresu oksydacyjnego w komorkaittoriocarcinoma,

» poznanie odpowiedzi komorkowej — antyoksydacyjreejréene typy indukcji stresu

oksydacyjnego w komérkaathoriocarcinoma

= wykazanie, czy$miert komorek choriocarcinomapod wplywem zastosowanych

prooksydantow zachodzi na drodze apoptozy czy agkro
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Hodowla komodrek

Materiat bada stanowita nowotworowa linia komérkowa JAR (ATCC BFL44)
pochodzaca z ludzkiego kosméwczakahpriocarcinoma) Komaorki z linii choriocarcinoma
sa morfologicznie komdérkami nabtonkowymi cytotrofobta. Posiadaj zdolng¢ produkcii
ludzkiej gonadotropiny teoyskowej (hCG), ludzkiej sommatotropinyzgskowej (laktogen
lozyskowy), progesteronu oraz estrogenu. Hodowbmorek prowadzono w butelkach
0 obgtosci 250 ml (Sarstedt) w okélmnym srodowisku, ktére stanowito medium RMPI 1640,
zawierajca dodatkowo: 2 mM L-glutamig) 1,5 g/L wodorowglan sodu (NaHCGg), 4,5 g/L
glukozy, 10 mM HEPES, 1 mM pirogronian sodowy, 10f%aktywowarn, bydleca surowic
ptodowa (FBS) oraz antybiotyki: 100 IU/ml penicyliny i 1Q0y/ml streptomycyny. Komorki
rosty w nawikonym s$rodowisku 5% CQ@ w temperaturze 3T. Przed kadym
eksperymentem komoérki pasavano przy ayciu 0,25% trypsyny (z 0,03% EDTA) oraz

hodowano minimum 12 godzin.

3.2 Protokot posgpowania

Komorki rosty na ptytkach (Sarstedt) do hodowliiilikkomorkowych osrednicy: 2, 6,
10 15 cm osigajac 70% konfluencji. Nagpnie poddawano je dziataniu 100 pivenadionu,
100 pMwodoronadtlenkdert-butylu i 1 mM nadtlenku wodoru przez 24 godziny. W czasie
trwania eksperymentu (tzn. w oklenych odstpach czasu) mierzono przevalnci¢, stan
energetyczny komoérek, stres oksydacyjny - pojawiaskt reaktywnych form tlenu,

aktywna¢ enzymoéw antyoksydacyjnych kgenie antyoksydantow.

3.3 Przerywalnosé
3.3.1 Pomiar dehydrogenazy mleczanowej (LDH)

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest enzymem cyo@zon, ktory w warunkach
fizjologicznych nie jest uwalniany ddrodowiska. Uszkodzenie btony plazmatycznej
powoduje uwolnienie LDH z komdérek dérodowiska. Oznaczenie aktyw§od LDH
w srodowisku jest miartoksyczngci badanej substancji wzglem komorek w hodowili.

Komorki JAR inkubowano z zwkkami generujcymi wolne rodniki na

szeciostudzienkowych plytkach (6 X1 2 cm) w ildci 5 x 10 - 1 x 16 komoérek na
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studzienk (co odpowiada iléci 0,2-0,5 mg biatka). Naginie ze studzienek pobierano
odpowiedni objetos¢ medium, ktég przeznaczano do bataa pozostate komorki lizowano
1% Tritonem X-100. W ten sposOb przygotowane prébéiirowano (300 x g przez
3 minuty) i supernatant rowrigorzenaczono do baflaAnalizowan probke dodawano do
mieszaniny inkubacyjnej zawiesapj 50 mM bufor Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM pirogronian
sodu, 0,15 mM NADH i w temperaturze € mierzono spektrofotometrycznie (Beckman
DU-68) pomiar spadku absorbancji NADH przy disgofali 340 nm. Warté¢ procentovy
calkowitej aktywnéci LDH stanowita rénica spadku absorbancji NADH w komorkach
lizowanych Tritonem X-100 i spadku absorbancji NADHprobce medium hodowlanego
[99].

3.3.2 Pomiar poziomu ATP

Komorki inkubowano z zwazkami generujcymi wolne rodniki na ptytkachi{ 6 cm)
w ilosci 1 x 10 — 2 x 16 komoérek na ptytce (co odpowiadadd 0,5 — 1 mg biatka). Po
skanczonej inkubacji komorki zebrano zywajac trypsyny, przeptukano PBS-em
i odwirowano (300 x g przez 3 minuty). Osad komavikoumieszczono w 1,4 M HCIOD
i inkubowano w lodzie przez 15 minut w celu ekstjakukleotydow, po czym wirowano
przez 5 minut przy 20000 x g, w temperaturZ€.4W osadzie (rozpuszczonym w 0,5 M
NaOH) zmierzono spektrofotometryczniestdaobiatka metod Bradforda (przy diugai fali
595 nm) [100]. Supernatant zobwjiono do pH 5-6 przy ayciu 3 M KzsPQO, i odwirowano
(20000 x g przez 5 min,’€). Uzyskany ekstrakt przeznaczono do dalszej analietod
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Fambyt wykonywany przy zyciu
zestawu chromatograficznego Merck-Hitachi / Hewldtkard. Probki (2@) rozdzielane
byly przy wyciu termostatowanej kolumny wysokéaieniowej, dane chromatograficzne
archiwizowano i analizowano przyzyciu programu HPChem firmy Hewlett-Packard.
Z chromatogramow odczytywano wasto stzenia ATP (nmol/prof), ktére nasfpnie

przeliczano na biatko i podawane@stnie ATP w nmol/mg biatka [101].

3.3.3 Ocena apoptozy i nekrozy, testem Annexin V-FC Apoptosis Kit.

Jednym z pierwszych etapow programowanémierci komodrkowej jest
przemieszczanie gfosfatydyloseryny na zewtrzna strorg btony komérkowej. Aneksyna V
(Annexin V-FITC) zwhzana chemicznie z tioizocyjaninem ak Sk specyficznie
z fosfatydyloserym i umazliwia detekcg wczesnych etapow apoptozy. Dodanie do
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mieszaniny inkubacyjnej jodku propidyny (Pl) pozavgednoczénie bada integralnd¢
btony komérkowej. Pl wnika do vetrza komorki, wize st z kwasami nukleinowymi i po
wzbudzeniu wswietle niebieskim X = 420 nm)s$wieci nha czerwono-pomaiazowo. Na
podstawie testu [102-104] raemy wkc rozr&ni¢ cztery populacje komorek: nie banee
sie¢ zadnym odczynnikiemziywe (A-/PI-)]; barwice s¢ jedynie jodkiem propidyny [komorki
nekrotyczne i/lub ciatka apoptotyczne (A-/Pl+)];rlvaace s¢ w roznym stopniu aneksynV
[komérki apoptotyczne we wczesnym stadium apopt@xy/Pl-)]; komorki barwace sé
jednoczénie oboma odczynnikami [komérki w stadium zpéj apoptozy i/lub nekrozy
(A+/P1+)] (Ryc. 10).

W eksperymentach przedstawionych w niniejszej pr&eoynorki choriocarcinoma
inkubowano z prooksydantami na ptytkachsmdnicy 6 cm. Po zakozonej inkubaciji
komorki zebrano przez trypsynizacjodwirowano (300 x g przez 3 min) i przeptukano
dwukrotnie PBS-em. Naginie komoérki zawieszono w buforze (10 mM HEPES/Na@H
7,4; 140 mM NacCl; 2,5 mM Cagli dodano 5 pl Annexin-V FITC i 10 ul Propidiummdide
Buffer. Komorki inkubowano przez 15 minut w ciensoow temp. pokojowej i poddano
analizie fluorymetrycznej na cytometrze przeptywowgoulter Elite FACSCAN (Francja)
zaopatrzonym w filtry (488 nm ekscytacji i 530 nmisji) dla stosowanych barwnikéw. Do
pomiaru dokonywano zlicke 10000 komorek, zZa cytometr przeptywowy zostat
udostpniony przez KatedrHistologii i Immunologii i AMG.

A-/PI . [ o
- + -

TR - A+/PI-

Ryc. 10 Wykres punktowy ,dot plot” oceniggy cytometrycznie przgwalnas¢ komoérek (apoptoza,
nekroza) barwicych s¢ aneksyn V i/lub jodkiem propidyny. Objamienia skrotow umieszczono
w tekscie.
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3.3.4 Badanie morfometryczne z zyciem mikroskopu konfokalnego.

Aby umazliwi ¢ badanie morfologii organelli, komorki posiano jedrarstwowo na
wczesniej sonifikowanych i wyjatowionych szkietkach ngirkowych (24 x 24 mm)
umieszczonych w 6-studzienkowych ptytkach do hodoWwkzygotowane w ten sposéb
komorki inkubowano z prooksydantami. W celu wizgadiji mitochondriéw #yto znacznika
fluorescencyjnego Mito Tracker Red; CMXRos, ktérydpno do inkubowanych komorek
w skzeniu 100 nM pét godziny przed koem eksperymentu. Po zakazonej inkubacji
szkietka przeptukano trzykrotnie cieptym (&) PBS-em. Nasgpnie komorki utrwalano
przez 30 minut, zalewa studzienki roztworem sktadaym st z 2% formaldehydu
(aldehyd mrowkowy) i 2% glutaraldehydu (aldehydtgiowy). Po utrwaleniu, studzienki
przeptukano 2 razy PBS-em i potraktowano 0,1% mat X-100 przez 10 min. Po tym
czasie komorki przeptukano dwukrotnie PBS-em aepast przez godzin inkubowano
z FITC-Phalloidin, zwgzkiem wybarwiagcym filamenty F-aktyny. Po zakozonej inkubacji
wyciagnigto szkietka podstawowe z utrwalonymi komodrkami, gmizkano je wog
wysuszono i utrwalono na szkietkach podstawowycekp®&aty znakowane fluorescencyjnie
[105] analizowano przyayciu skaningowego mikroskopu konfokalnego (BioRadérsharp
MRC 1024, UK) w Katedrze i Zaktadzie Anatomii i Nebiologii AMG.

3.3.5 Badanie morfometryczne z zyciem mikroskopu elektronowego.

Komorki inkubowano w obecroi prooksydantéw na ptytkachl(15 cm) w ilgci 5 x
10°— 10 x 16 komérek na plytce (co odpowiadadtd 2,5 — 5 mg biatka). Po zakczonej
inkubacji zebrano z plytek medium zawiag ptywapce komorki, ktére nagpnie
wirowano przy pedkosci 300 x g przez 3 minuty. Na ptytki i do probéwelodwirowanymi
komoérkami dodano utrwalacz sktagay sk z 2% roztworu formaldehydu i 2% roztworu
glutaraldehydu w 0,1 M buforze kakodylanu sodu {j#). Utrwalanie odbywato siw temp.
4°C (ptytki i probowki z komdérkami rownomiernie wytigano przy 120 Mot/min) przez
godzirg. Po skaczonym utrwalaniu, komorki z ptytek zeskrobanayfuajac plastikowej
skrobaczki) i zarbwno komoérki z ptytek jak i komodkprobdéwek wirowano przy pdkosci
300 x g przez 10 minut. Nagpihie pohkczono obie partie komorek i zwirowano je przy
predkosci 300 x g przez 10 minut. Tak uzyskany osad koméwk przeptukano 0,1 M
buforem kakodylanu sodu (pH 7,4). Ngstie komorki umieszczono w tym samym buforze
i chtodzono w temp. AC przez 1 godzin Po odwirowaniu i usugciu supernatantu komorki

zalewano 1 % OsQw 0,1 M buforze kakodylanu sodu (pH 7,4) i pozest&o w temp. 4C
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przez 8 - 12 godzin. Po zakxonej inkubacji osad komorkowy wirowano przyegkosci
10000 x g przez 5 minut i przeptukano buforem kakamabwym o pH 7,4. Nagpnie tak
utrwalone komorki odwadniano stostjalkohol etylowy o wzrastagym stzeniu od 25% do
100%, z tym,ze pierwsze odwadnianie przeprowadzono w 25% alkohatlylowym
zawierajcym 1% octan uranylu. Ostatnim etapem odwadniagta przesycenie komorek
tlenkiem propylenu (€HsO), a nasfpnie tlenkiem propylenu domieszkowanyimwica
epoksydow zawierajca: DDSA, NMA, DMP-30 i epoksyd eponu [106]. W tenospb
przygotowane komoérki zawieszanoawicy epoksydowej i umieszczano na 3-4 dni w temp.
60°C. Po wysuszeniu probek przygotowano preparatylizowano przy #yciu mikroskopu

elektronowego (Zaktad Anatomii i Biologii Komorkhkademia Medyczna Nagoya, Japonia).

3.4 Pomiar stresu oksydacyjnego

3.4.1 Pomiar poziomu wewgtrzkomorkowych reaktywnych form tlenu (RTF) metoda

cytometrii przeptywoweyj:

- anionorodnik ponadtlenkowy (O,") zostat zmierzony przyzyciu dihydroethidium
(DHE) [107,108]. Istota pomiaru polega na tyim, zredukowana pochodna etydyny
przechodzi przez btenkomoérkows i po utlenieniu silnie wize sk z DNA. DHE jest
utleniany gtéwnie przez anionorodnik ponadtlenkd@y") i fluoryzuje na czerwono.
Intensywndé¢ swiecenia DHE rowna i wobec tego iléci powstajcego
anionorodnika ponadtlenkowego. Komoérki JAR inkuboweaz prooksydantami na
ptytkach osrednicy 6 cm. Pét godziny przed zakaeniem inkubacji do ptytki z
komoérkami dodano 10 uM DHE. Po zakaonej inkubacji komorki zebrano przez
trypsynizacg i przeptukano PBS-em. Naphie komoérki umieszczono w PBS-ie i
natychmiast poddawano analizie na cytometrze pynepbym zaopatrzonym w filtry
(518 nm ekscytacji i 605 nm emisji) dla barwnika BHprzy czym dokonywano

zliczen 10000 komorek.

- pomiaru pochodnych nadtlenkéw dokonano przy #iyciu 2’,7'-dioctanu
dichlorofluoresceiny (2',77DCFH-DA) [109,110]. Zazek ten jest zvdzkiem
lipofilnym i swobodnie przechodzi przez nienaruszdmorg komérkows. W zywej
komoérce 2',7'-dioctan dichlorofluoresceiny ulega zki@adowi przez esterazy
wewmntrzkomorkowe do  dichlorofluoresceiny (DCFH; o  wdavosciach
lipofobowych). DCFH reaguje z nadtlenkiem wodorulenkiem azotu,
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nadtlenoazotynem i nadtlenkami lipidowymi (LOOH)O08,111,112]. Utleniona
dichlorofluoresceina (DCF) fluoryzuje przy 525 miaksm adsorpcji (Ryc. 11)
I intensywndc¢ jej swiecenia stay do wyliczenia ildci powstagcych RFT.

Komorki choriocarcinoma inkubowano z prooksydantami na ptytkach o
srednicy 6 cm i p6t godziny przed zalazeniem eksperymentu do komorek dodano
20 uM 2, 7DCFH-DA. Po zakaczonej inkubacji komorki zebrano przez
trypsynizacg i przeptukano PBS-em. Naphie umieszczono komorki w PBS-ie i
natychmiast poddano je analizie na cytometrze pymepvym posiadacym filtry
(495 nm ekscytacji i 530 nm emisji) dla widma baikan przy czym dokonywano
zliczen 10000 komorek.

2',7 DCFH-DA DCFH DCF
o

LI e

h blona komérkowa

Ryc. 11 Wykrywanie reaktywnych form tlenu metpdluorescencyja przy wyciu 2’,7’-dioctanu
dichlorofluoresceinyObjanienia skrotéw w tedcie.

3.4.2 Pomiar peroksydaciji lipidéw.

Komorki inkubowano w obecsoi zwiazkdw generyjcych RTF na pitytkach
o srednicy 15 cm. Po zakozonej inkubacji komorki zebrano przez zeskrobamilgyirowano
z prdkoscia 300 x g przez 3 minuty i przeptukano PBS-em. dase w osadzie
komérkowym oznaczono poziom malondialdehydu (MDA) 4ihydroksy-2-nonenalu
(4-HNE) — gtéwnych produktéw peroksydacji lipidéwilos¢ biatka. Powstate produkty
mierzono przy #@yciu zestawu do oznaczania produktow peroksydagpjddw firmy
Calbiochem - Lipid Peroxidation Assay Kit.

Reakcja powstatych MDA i 4-HNE z N-metylo-2-fenyidiolem (R1) prowadzi do
powstania stabilnego produktu — chromoforu, ktérpaxrza si spektrofotometrycznie przy
diugcici fali 586 nm (Ryc. 12). We wszystkich proceduraastosowano sido instrukcji
producenta kitu, Zalos¢ MDA i 4-HNE wyrazono w postaci nmoli/mg biatka [113].
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. max = 586 nm

MDA: R=OH MDA: R1=H
4-HNE: R=CH(OH)CH,CH,CH,CH,CH, 4-HNE: R1=CH,CH,CH,CH,CH,CH,

Ryc. 12Reakcja powstawania chromoforu. Glpj@nia skrotow w tedcie.

3.5 Pomiar aktywnaci enzymatycznej enzymow antyoksydacyjnych i zaangawanych
w metabolizm GSH i ATP.

Komorki JAR inkubowano w obecia prooksydantow na ptytkachsoednicy 15 cm. Po
zakaczonej inkubacji komorki zebrano przez zeskrobanigtytki, odwirowano (300 x g
przez 3 min) i przeptukano PBS-em. Ngstie osad komdrkowy umieszczono w gbjci
1 ml zimnego (4°C) PBS-u i homogenizowano przez in.nuzywajaCc recznego
homogenizatora (angpellet pestce motdr Po odwirowaniu (2100 x g przez 5 min),
supernatantu aywano do spektrofotometrycznego pomiaru aktysengtownych enzymow
antyoksydacyjnych oraz wybranych enzyméw glikolizyzlaku fosfopentozowego, oraz

oznaczono ggenie biatka (metagBradforda).

- Dysmutaz ponadtlenkowa zmierzono metagdadrenalinow [114] bez rozréniania
aktywnaci SOD-1 i SOD-2. Do mieszaniny inkubacyjnej (50 nbMfor weglanowy,
pH 10,2 zawieracy 0,1 mM EDTA; 4mM roztwor adrenaliny w 10 mM HCI)
dodawano ekstrakt komorkowy w b powodugcej przyrost absorbancji nie ghiszy
niz o 0,1 w cagu 1 minuty. Aktywné¢ enzymu mierzono spektrofotometrycznie
oznaczajc szybka¢ utleniania adrenaliny w temperaturze®Gy7 przy dtugéci fali
325 nm. Aktywné¢ SOD przedstawiono jako #6 nmoli/min/mg biatka.

- Katalaza zostata zmierzona przyzyciu zestawu Catalase Assay Kit firmy
Calbiochem. Oznaczenie aktywico enzymu odbywato sidwuetapowo. Najpierw
wykreslono wzorcow krzywa aktywndci katalazy w stosunku do #oi roztazonego
nadtlenku wodoru (Ryc. 14A). Naphie, badany supernatant zawiecsj katalaz
byt inkubowany przez 1 mingtw obecnéci wzorcowego HO,. Reakcja zostata
przerwana poprzez dodanie azydku sodu i zmierZo8é ipozostatego HD, (reakcja
2; zastosowane skroty: DHBS — kwas 3,5-dichlorof@rbksybenzenosulfonowy,

AAP — aminoantypiren, HRP — peroksydaza chrzanowRdwstaly zwizek
43



Quinonemine Dye (N-(4-antypirylo)-3-chloro-5-sulfmp-benzochinonemonoimina)
(Ryc. 14B) byt oznaczany w temperaturz€@5spektrofotometrycznie przy diug
fali 520 nm [115,116]. Aktywn& katalazy przedstawiono jako ko nmoli/min/mg
biatka.

Lﬂtﬂ !HZ[L cl SO.H
A 2H,0, ———— 3 2H,0 4 O 3
OH
HaN~_ _~CHg HRP N _~CHg
° " @\ Q
B 2H,0, + + CHy CHg
Cl | | ‘
DHBS AAP Quinonemine Dye

Ryc. 13Mechanizm dziatania zestawu do oznaczania katalazy
A. reakcja stuaca do wykrélenia krzywej wzorcowej

B. reakcja zasadnicza

Objasnienia skrotéw w tedcie.

Peroksydaz glutationowa cytozolowy (GPx-1) zmierzono iywajac zestawu
Glutathione Peroxidase Assay Kit firmy Calbioch&threakcji redukcji organicznego
nadtlenku lipidowego ROOH (reakcjndukowano wodoronadtlenkienert-butylu)
przez glutation zredukowany udzialem GPx powstdjgagon utleniony, ktory jest
substratem reduktazy glutationowej (Ryc. 15A). GRedgktaza glutationowa)
redukupc GSSG do 2 GSH réwnodaee utlenia NADPH do NADP(Ryc. 15B) co
wiaze skt ze spadkiem absorbancji przy didgofali 340 nm. Aktywnéé GPx
mierzono spektrofotometrycznie oznaezagpadek szenia NADPH w temperaturze

25°C i przedstawiano w postaci nmoli/min/mg biatka.

f)ePOAJyJRZ{/I ?/ufaﬁom)wa
A R-0O-O-H + 2 GSH

R-O-H + GSSG + H,0

ma[uéfaza g /!/L l[aﬁanowa

B GSSG + NADPH + H' 2GSH + NADP'

Ryc. 14Mechanizm dziatania zestawu do oznaczania peraksyglutationowej
A. reakcja redukcji ROOH, B. reakcja utleniania NADRbBhjanienia skrotéw w teicie.
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- Dehydrogenaz aldehydu—3-fosfoglicerynowego zmierzono nasgpujaco: do
mieszaniny inkubacyjnej (10 mM pirofosforan sodtl 5; 25 mM arsenian sodu;
0,25 mM NAD'"; 1 mM 3-fosfogliceraldehyd) dodawano ekstrakt kokodvy w ilosci
powodujcej przyrost absorbancji nie giiszy niz 0 0,1 w cigu 1 minuty. Aktywnéé
enzymu mierzono spektrofotometrycznie oznagzajwzrost stzenia NADH
w temperaturze 2&, przy diugdci fali 340 nm Aktywnos¢ GAPDH przedstawiono

jako ilos¢ nmoli/min/mg biatka [117].

- Dehydrogenaza glukozo-6 fosforanowado mieszaniny inkubacyjnej (50 mM Tris-
HCI, pH 7,8; 5 mM 6-fosfoglukonian; 5 mM glukozofésforan 0,25 mM NADP,
1 mM MnCh) dodawano ekstrakt komorkowy. Aktywsto mierzono
spektrofotometrycznie oznaczajwzrost stzenia NADPH w temperaturze 37, przy
diugasci fali 340 nm. Aktywné¢ w badanej prébie jest sumaktywndaci
dehydrogenazy 6-fosfoglukonianowej (6PGDH) i G-6HPDAktywnos¢ G-6-PDH
w badanej prébie obliczano odejmujod wartdci uzyskanej w wyniku pomiaru,
wartas¢ aktywnagci 6PGDH (aktywné&¢ 6PGDH mierzono nagbujaco: do
mieszaniny inkubacyjnej: 50 mM Tris-HCI, pH 7,88V 6-fosfoglukonian; 0,25 mM
NADP"; 1 mM MnCh dodawano ekstrakt komdrkowy w §w powodujcej przyrost
absorbancji nie wkszy niz 0 0,1 w cagu 1 minuty) w tej samej prébie. Aktywéo
G-6-PDH przedstawiono jako #6 nmoli/min/mg biatka [118].

3.6 Pomiar stzenia GSH.

Komorki choriocarcinomainkubowano z prooksydantami na ptytkachsrednicy
6 cm, po zakaczonej inkubacji zebrano je przez trypsynizagdwirowano przy dkosci
300 x g przez 3 minuty i przeptukano PBS-em. Uzggkasad komdérkowy precypitowano
w acetonitrylu (CHCN), w lodzie przez 15 minut. Naghie precypitant odwirowano (20000
X g przez 5 minut, w temperaturz&€G). Zebrany supernatant zarmmao w cieklym azocie
i nastpnie liofilizowano, z& w osadzie zmierzono #6 biatka. Uzyskany liofilizat
rozpuszczono w wodzie i przeznaczono do dalszdjzgnmetod, tandemowej spektometrii
masowej LC-MS/MS. Uzyskane wasth z pomiaréw podawano jako #o nanomoli GSH
w miligramie biatka [119]. Dokonag pomiaru glutationu przeanalizowano veysiwanie
specyficznego koniugatu GS-MEN [119].
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3.7 Metody statystyczne.

Wyniki przedstawiono jako waroi sredniej oraz wartici odchylenia standardowego
(SD) z minimum trzech niezaeych powtorzé eksperymentu. Analiza danych zostata

wykonana przy pomocy programu SigmaPlot (Systaiswé).

3.8 Odczynniki

BioSource Inc. (USA)

zestaw do oznaczania apoptozy i nekrozy: AnnexifFIMz= Apoptosis Kit ApoTarget

(PHN1010);

Calbiochem (USA)

zestawy do oznaczania enzymow antyoksydacyjnychT:G2atalase Assay Kit (Cat. No.
219263); GPx: Glutathione Peroxidase Assay Kit (Glat 354104); produktéw peroksydaciji
lipidow: MDA i 4-HNE: Lipid Peroxidation Assay KifCat. No. 437634);

Gibco (USA)

inaktywowana bydica surowica ptodowa (FBS);

Merck (Niemcy)

acetonitryl; kwas nadchlorowy; ortofosforan tripstavy;

Molecular Probes Inc. OR (USA)

2" 'DCFH-DA (2',7- dioctan dichlorofluoresceiny)DHE (dihydroethidium); CMXRos
(Mito Tracker Red);

Polskie Odczynniki Chemiczne (Polgka

99,9% alkohol etylowy; 96% alkohol etylowy; kwaslsg odczynnik Coomassie Brillant
Blue G-250 (0,01% Coomassie Brillant Blue G-250,%,alkohol etylenowy, 8,5% kwas
fosforanowy); weglan wapnia

Polysciences, Inc. (USA)

aldehyd glutarowy; aldehyd mrowkowy; DDSA (bezwddni  kwasu
dodecynylobursztynianowego); DMP-30 (2,4,6-tri(digh@aminometylo)-fenol); epoksyd
eponu; kakodylan sodu; NMA (bezwodnik metylonorteoro-2,3-dikarboksylowy); octan
uranylu; tlenek osmu; tlenek propylenu;

Roche Diagnostics GmbH (Niemcy)

6-fosfoglukonian;
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Sigma-Aldrich Co. (USA)

3-fosfogliceraldehyd; albumina, adrenalina; antyyko(penicylina, streptomycyna), arsenian
sodu; chlorek manganu; chlorowodor; EDTA (kwas estglddiaminotetraoctowy); FITC-
falloidyna (FITC-Phalloidin); glukoza; glukozo-6dtwran; HEPES (kwas N-(2-
hydroksyetylo)-piperazyno-N'-etanosulfonowy); L@gmina; menadion; NAC
(N-acetylocysteina); NAD NADH; nadtlenek wodoru; PBS (bufor potasowo-foafmowy);
pirofosforan sodu; pirogronian sodu; zywka RMPI 1640; Tris (kwas N-
tris(hydroksymetylo)-metylo-2-aminoetylosulfonowy); Triton X-100; trypsyna;
wodoronadtlenek sodowy; wodoronadtletek-butylu; wodorowglan sodu.
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4. WYNIKI

4.1 Wplyw menadionu, wodoronadtlenku tert-butylu i nadtlenku wodoru na
przezywalnosé¢ komorek linii JAR

4.1.1 Wplyw menadionu, wodoronadtlenku tert-butylu i nadtlenku wodoru na
uwalnianie LDH i stezenie ATP w komoérkach JAR

Badana linia komorek kosméwczaka byta hodowana ecotici 100 uM MEN, 100
MM tBuOOH i 1mM HO, przez 24 godziny i w tym okresie mierzono pszealngsc
komoérek oceniac proces uwalniania przez komorki dehydrogenazycnaleowej (LDH) do
srodowiska inkubacyjnego (100% LDH oznacza 100% jyw@lnasci komorek).

100 -

80 ~

LDH (%)
()]
o

40

20

O T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

czas inkubaciji (h)
—&— kontrola
—O— kontrola + 100 uyM MEN

—w¥— kontrola + 100 uM tBuOOH
—y— kontrola + 1 mM H,0,

Ryc. 15Wpilyw 100 uM MEN, 100 uMBUOOH i 1mM HO, na uwalnianie LDH w komérkach
JAR, kontrola to komorki nie poddawane dziatanitogksydantow. Warunki inkubacji jak w
Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 5 niezataych powtorzeé.
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Rycina 15 przedstawia spadek prgsalnosci komorek JAR traktowanych
menadionem, wodoronadtlenkiemert-butylu i nadtlenkiem wodoru. W czasie trwania
eksperymentu komorki kontrolne wykazywaty niewieigadek przgywalnasci (minimalny
wyptyw LDH do srodowiska inkubacyjnego) zado 24 godzin. Najwkszy spadek
w przezywalnasci komorek JAR zaobserwowano w czasie inkubacjiadavonadtlenkiem
tert-butylu. Po czterech godzinach inkubacjiBuOOH odnotowandmierc 29% komorek,
liczba ta wzrastata w czasie ggajac 92% komorek martwych w 24 godzinie pomiaru LDH.
Menadion miat réwnig znacacy wpltyw na przeywalnags¢ komoérek JAR. Po czterech
godzinach inkubacji komorek z MEN oznaczono 21% &k martwych, ilé¢ ta wzrosta do
75% w 24 godzinie inkubacji. Natomiast nadtlenekdam nie miat istothego wptywu na
zmniejszenie przgwalnasci komorek choriocarcinoma Po 9 godzinach inkubacji z,8;
95% komorek nadalyto, dopiero w 24 godzinie pomiaru stwierdzono ngie 12% spadek
przezywalnasci komaorek.

Spadek wewsgtrzkomérkowego stenia ATP wplywa take na przeywalncsé
komorek, dlatego te zbadano poziom ATP w komorkaathoriocarcinomapoddanych
dziataniu wybranych prooksydantow. Linia komorekRIByta inkubowana przez 24 godziny
w obecnéci 100 uM MEN, 100 uMBuUOOH i 1ImM HO-i w czasie trwania inkubaciji (tzn.
w okreslonych odstpach czasu) mierzonoegenie ATP. Sizenie adenozynotrdjfosfornu
w komorkach nie poddanych dziataniu zekow generujcych reaktywne formy tlenu (czyli
w komorkach kontrolnych) byto state przez 24 gogzinkubacji i wynosito 12,6 + 0,87
nmol/mg biatka (Ryc. 16). Spadek poziomu ATP byh@acy w czasie inkubacji komérek
JAR zaréwno z menadionem jak i z wodoronadtlenkiertbutylu. Po czterech godzinach
inkubacji ilos¢ ATP spada 2,3-krotnie w komorkach poddanych daiatamenadionu i
2-krotnie w komdérkach traktowany¢BuOOH. Po 9 godzinach odnotowana pluzy spadek
ilosci ATP, 7-krotny (w stosunku do kontroli) w komaédh inkubowanych z MEN i 3,5-
krotny (w stosunku do kontroli) w komérkach poddamydziataniu wodoronadtlenkiert-
butylu. Po 24 godzinach inkubacji w komdrkach indwlanych z menadionem
i wodoronadtlenkientert-butylu stzenie ATP stanowito odpowiednio 7% i 10%z&nia
ATP komorek kontrolnych (Ryc. 16). Poddanie komOd&R dziataniu nadtlenku wodoru
rowniez wptyneto na obnkenie s¢zenia ATP, ale spadek ATP byt znacznie mniejszy ni
w komodrkach traktowanych MENtBuOOH. W 9 godzinie inkubacji komérek JAR z®3
zaobserwowano 1,5-krotny spadedzshia ATP (w stosunku do kontroli) i taki poziom ATP

(okoto 7,5 nmol/mg biatka) utrzymywatlesio 24 godziny inkubacji (Ryc. 16).
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Ryc. 16 Wptyw 100 uM MEN, 100 uMBuUOOH i 1mM HO, na stzenie ATP w komérkach JAR,
kontrola to komérki nie poddawane dziataniu proaksytdéw. Warunki inkubacji jak w Materiatach
i Metodach. Wyniki przedstawiono jakeednie + SD z 4 niezataych powtorze.

4.1.2 Detekcja apoptozy i nekrozy metagl cytometrii przeptywowej w komérkach
choriocarcinoma poddanych dziataniu menadionu, wodoronadtlenku tert-butylu

i nadtlenku wodoru

Wplyw wybranych prooksydantow na pgzsvalnas¢é komorek JAR oceniono ta&
przy wyciu testu Annexin V-FITC Apoptosis Kit. Komorki kmowczaka byty inkubowane
w srodowisku zawieracym odpowiednio 100 uM MEN, 100 pkBuOOH i 1ImM HO,,
nastpnie zostaty wybarwione aneksyW i jodkiem propidyny i umieszczone w cytometrze
przeptywowym. Metod cytometrii przeptywowej oceniono procent komérekierapcych

w procesie apoptozy i nekrozy (Ryc. 17).

50



intensywnos¢ fluorescenciji Pl (j.u.)

Ryc. 17 Cytometryczna analiza typu ,dot plot” komérekoriocarcinomapoddanych dziataniu 100
MM MEN, 100 pMtBuOOH i 1mM HO, wyznaczonych aneksyrV i jodkiem propidyny. Warunki
inkubacji jak w Materiatach i Metodach. Wykres siam reprezentatywny ,dot plot” z trzech

3

P

10°

100 uM MEN

10"

ANNEXIN V

107
ANNEXIN V

ANNEXIN V

ANNEXIN V

ANNEXIN V

P

3

P

P

100 uM tBUOOH

ANNEXIN V

ANNEXIN V

ANNEXIN V

ANNEXINV

ANNEXIN V

ANNEXINV

P

P

P

P

P

1 mM H,0O,

10 10° 107
ANNEXIN V

ANNEXIN V

ANNEXIN V

10° 10"

102
ANNEXIN V

ANNEXIN V

ANNEXINV

Oh
2h
4h
6 h
9h
24 h

intensywnos¢ fluorescencji Annexin V-FITC (j.u.)

niezalenych powtérza.

51



Analiza danych (Ryc. 17) wskazujge komorki linii JAR hodowane wrodowisku
zawierajcym menadion umiergjgtdwnie w procesie nekrozy zainicjowanej w czwjarte
godzinie inkubaciji. Niewielka e¢&¢ komorek traktowanych menadionem wchodzi na ¢lrog
apoptozy, w 4 godzinie pojawiggic pierwsze komorki apoptotyczne [Tab. 1, 4h; (A+/R-
597 (£ 1,1) %], ktorych il& wzrasta osigajpc mniej nz 10% po 9 godzinach inkubacji
[Tab. 1, 9h; (A+/Pl-) = 8,68 (x 2,1) %]. \Bksza¢ komorek JAR poddanych dziataniu
menadionu wchodzi na dregnekrozy, w czwartej godzinie inkubacji procent laek
nekrotycznych wynosi 27 (x 2) [Tab. 1, 4h; (A+/Pl+) (A-/PI+)], procent ten w czasie

inkubacji zwkksza st osiagajc wartad¢ 99,66 (x 0,7) po 24 godzinach [Tab. 1, 24h; (A+/PI
+ (A-/P1+)].

100pM MEN
A+/PI- A+/Pl+ A-IPI+

czas inkubacji (h (%) (%) (%)
Oh 0,02 0,01 0,06
oh 0,08 0,03 0,16 (+0,1)
4h 5,97 (+ 1,1) 12,27 (2,5) 14,78 (+ 1,6)
6h 6,31 (+1,2) 50,77 (+5,3) 20,44 (+3,1)
oh 8,68 (+2,1) 82,85 (+6,1) 247 (+0,7)
24h 0,15 (+0,4) 99,56 (+0,7) 0,1

Tab. 1 Indukowana menadionem apoptoza i nekroza komdweR. JWarunki inkubacji jak
w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 3 niezataych powtorza.

Komorki choriocarcinomapoddane dziataniu wodoronadtlentart-butylu umierag
smiercia nekrotyczm (Ryc. 17). Nie obserwuje eiprocesu wchodzenia komérek na drog
apoptozy, odnotowano zaledwie 1,06% komoérek appgaych w 4 godzinie inkubacji
(Tab. 2). Proces nekrozy zaczyna iz w drugiej godzinie inkubacji komérek JAR
ZtBuOOH, gdzie zaobserwowano 17,7 (£ 2) % komorekatgkznych [Tab. 2, 2h; (A+/PI+)
+(A-/PI+)]. Zywotnas¢ komodrek JAR szybko zmniejsza esiw czasie inkubacji
z wodoronadtlenkientert-butylu, po 6 godzinach ponad potowa komorek jestrtwych
i stanowi 67,28% komorek nekrotycznych [Tab. 2, @:/Pl+) + (A-/PI+)].
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100pM tBuOOH
A+/PI- A+/Pl+ A-/Pl1+

czas inkubacji (h) (%) (%) (%)
Oh 0,03 0,01 0,08
2h 1,04 (£ 0,2) 3,87 (x1,1) 13,87 (£ 2,7)
4h 1,06 (x0,3) 31,78 (£ 3,5) 24,31 (£ 4,2)
6h 0,2 35,77 (£ 4,7) 31,51 (x5,1)
9h 0,05 56,94 (£ 3,1) 40,47 (£ 2,9)
24h 0,12 77,09 (+2,8) 12,53 (£ 3,3)

Tab. 2 Indukowana wodoronadtlenkienert-butylu apoptoza i nekroza komérek JAR. Warunki
inkubacji jak w Materiatach i Metodach. Wyniki pdatawiono jakasrednie + SD z 3 niezataych

powtorze.

Nadtlenek wodoru nie wplywa znago na zywotnas¢ komorek JAR (Ryc. 17).

Podczas 24-godzinnej inkubacji z tym prooksydanterakszas¢ komorek jestzywych,

natomiast komérki apoptotyczne i nekrotyczne standacznie mniej ni 10% w kadej

godzinie pomiaru (Tab. 3).

1 mM HzOz
A+/PI- A+/Pl+ A-/IPl+
czas inkubacji (h (%) (%) (%)
Oh 0,00 0,00 0,3
oh 0,00 0,00 0,8 (+0,1)
4h 0,2 0,22 2,18 (= 0,1)
6h 12 (0,1) 0,09 3,751(8)
9h 1,4(x0,4) 0,09 1,98 (£ 0,2)
24h 2.1 (+0.3) 0,00 411 (+ 1,6)

Tab. 3 Indukowana nadtlenkiem wodoru apoptoza i nekramadcek JAR. Warunki inkubacji jak
w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 4 niezataych powtérze.
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4.1.3 Morfometria komérek JAR inkubowanych w obecnéci menadionu,
wodoronadtlenku tert-butylu i nadtlenku wodoru przy uzyciu mikroskopii elektronowej

Wplyw menadionu, wodoronadtlenkutert-butylu i nadtlenku wodoru na
przezywalnas¢ komoérek kosmowczaka przeanalizowanozéaka poziomie ultrastruktury
komorkowej przy ayciu mikroskopii elektronowej. Komaorki hodowano wexndgci 100 uM
MEN, 100 pMtBuOOH i 1mM HO, i w wybranych czasach inkubacji spadzono
preparaty komoérkowe i przeanalizowano je przyaiu mikroskopu elektonowego.

Komorki JAR nie traktowane prooksydantami (konte)lmaj wielkos¢ od 10 do 15
mikrometrow. Charakteryzyj sic obecndcia jednego gdra o nieregularnym ksztalcie,
Zz wyraznie zaznaczonymiflerkami (Ryc. 18A i 18B). Komorki te cechuje nielkee ilos¢
mitochondriow rozproszonych w cytoplazmie ale o augre zaznaczonych grzebieniach
(Ryc. 18A i 18B). Dodatkowo w komérkach vm@ zaobserwowadobrze widoczne krople
lipidowe (Ryc. 18A). Komoérki poddane dziataniu mdimau umieraj gtdwnie w procesie
nekrozy. Ju po czterech godzinach inkubacji z MEN na prepafata widoczne pierwsze
komorki nekrotyczne. Po 6 godzinachsddych komérek zwiksza s¢. Charakterystyczne dla
komoérek nekrotycznych jestegznienie komorki doprowadzage do utraty funkcjonalrioi
btony. Rycina 18C przedstawia komorki JAR po 6 godeh inkubacji z menadionem.
Zaznaczono sgzniah komorke z powkkszonym gdrem charakteryzagym sk zanikaniem
chromatyny. Pozostate organelle stabo widoczne, prawdopodobnie uleghgcmieniu
i rozktadowi. Komorki choriocarcinoma inkubowane z menadionem wchadzéwniez
w niewielkim stopniu w proces apoptozy. Na rycirii8D przedstawiono komorki JAR
rowniez po 6 godzinach inkubacji z MEN. Na mikrofotografiaznaczono komorki
apoptotyczne, ktore cechuje charakterystyczna kwsalga cytoplazmy i aflra
komoérkowego, prowadza do zmniejszenia rozmiarow komorki. Wodoronaditletert-
butylu jest bardzo cytotoksyczny dla komoérek kosmpaka. J# po dwdoch godzinach
inkubacji z tym prooksydantem obserwujee skomérki nekrotyczne, podczas gdy
apoptotyczne wyspuja sporadycznie. Rycina 18E przedstawia komoérki JARImgodzinach
inkubacji z tBUOOH. Zaznaczono komorki; apoptotygzrfa) i nekrotycza (b). Po
9 godzinach poddawania komérek JAR dziataniu wodadtienkutert-butylu wigkszasé
komorek to komorki nekrotyczne. Na rycinie 18F zmzono komérk w fazie
zaawansowanej nekrozy (a), bardzeczmiah, o rozpadajcym sk jadrze komorkowym.
Brak wyranych granic komorkiswiadczy o rozpadzie btony komorkowej, natomiast
pozostate organelle uleglty dezintegracji. W pretaata komorek JAR poddanych dziataniu
tBUOOH obserwuje sirowniez komorki typu péredniego ,intermediate cells” (b), komorki
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o cechach apoptotycznychcknie z nekrotycznymi. Komorki typu fr@dniego pczniep i
rozpaday Sig, ale zachoww obkurczone gdro komorkowe (18F). Najmniej zmian w
morfologii komorekchoriocarcinomaobserwuje si po traktowaniu ich nadtlenkiem wodoru.
Do 24 godzin od momentu podania®d komorki zyja i tylko nieliczne ulegaj nekrozie.
Rycina 18G przedstawia komorki JAR po 9 godzinadtubaciji z nadtlenkiem wodoru, na
mikrofotografii nie obserwuje sikomoérek martwych. Rycina 18H pokazuje komorki gb 2
godzinach traktowania komorek,®, i zaznaczono na niej komorki charakteryrej s
rozproszon chromatyn, czyli w fazie inicjacji nekrozy.

Komérki choriocarcinoma poddane dziataniu menadionu, wodoronadtleré&rt-
butylu i nadtlenku wodoru wykazujodmienma odpowied na cytotoksyczri@ wybranych
prooksydantow. Najszybciej umiegakomorki traktowane 10QiM tBuOOH, obserwuje si
szybla nekrotyczi smier¢ zainicjowan juz w drugiej godzinie inkubacji (Ryc. 17 i Tab. 2).
Koreluje to ze spadkiemegenia ATP i utrat integralndci btony komorkowej (Ryc. 16 i 15).
Komérki JAR inkubowane z 10QM MEN réwniez szybko ulegaj nekrozie, ale niewielka
cz¢$¢ z nich wchodzi na dregapoptozy (Ryc. 17, 18C i 18D, Tab. 1). W komorkach
wchodacych w nekroz obserwuje s znacacy spadek iléci ATP (Ryc. 16) i uwalnianie
wewmntrzkomorkowej LDH dosrodowiska inkubacyjnego (Ryc. 15). Najmniej whiae
okazaty st komorki JAR na dziatanie 1 mM nadtlenku wodorwzd2r24 godziny inkubacji z
H.O, zaobserwowano jedynie nieznaczny spadetesia ATP (Ryc. 16) i niewielki wyptyw
LDH do medium (Ryc. 15). Nie uwidoczniono komérgkoptotycznych, zZanekrotyczne

wystepowaty marginalnie (Ryc. 17, 18G i H, Tab. 3).
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Ryc. 18 A, B. Mikrofotografie komorek JAR nie podgah dziataniu prooksydantow: A — komorki w peiszeniu 3500:1, petnymi strzatkami zaznaczono
krople lipidowe, przerywanymi strzatkami zaznaczanitochondria; B — komoérki w powkszeniu 8750:1, strzatki przerywane wskazuajitochondria.
Wybrano reprezentatywne mikrofotografie.
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Ryc. 18 C, D. Mikrofotografie komorek JAR poddanydhiataniu 100uM menadionu: C — komorki po 6 godzinach inkubacjMEN, zaznaczono
nekrotyczm spczniah komorke z powkkszonym jdrem; D — komorki po 6 godzinach inkubacji z MENazmaczono komérki apoptotyczne
o charakterystycznie skondensowanej cytoplazmimenigjszonymgdrze komorkowym. Wybrano reprezentatywne mikrofoadig.
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Ryc. 18 E, F. Mikrofotografie komorek JAR poddanythataniu 10uM wodoronadtlenkuert-butylu: E — komérki po 4 godzinach inkubacjtBuOOH,

a. — komorka apoptotyczna, b. — komorka nekrotycEna komorki po 9 godzinach inkubacjitBuOOH , a- komérka w fazie zaawansowanej nekrozy,
b- komérka stanu goedniego tzw. ,intermediate cell”: z obkurczonyatijem komorkowym i rozpadaja si¢ cytoplazma wraz z organellami. Wybrano
reprezentatywne mikrofotografie.
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Ryc. 18 G, H. Mikrofotografie komérek JAR poddanydhiataniu 1 mM nadtlenku wodoru: G — komorki pa@dzinach inkubacji z ¥D,, wszystkie
komorki @1 zywe; H — komorki po 24 godzinach inkubacji 24, zaznaczono komorki w pogtkowej fazie nekrozy, strzatki wskazujozproszon
chromatyr. Wybrano reprezentatywne mikrofotografie.
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4.2 Indukcja stresu oksydacyjnego w komaorkachchoriocarcinoma traktowanych

menadionem, wodoronadtlenkientert-butylu i nadtlenkiem wodoru.

4.2.1. Wplyw menadionu, wodoronadtlenku tert-butylu i nadtlenku wodoru na
produkcj e wewmtrzkomorkowych wolnych rodnikéw w komorkach JAR.

Testy na przgywalnas¢ wykazaly, ze komorki choriocarcinoma odpowiadaj
zmniejszeniem zywotnasci podczas hodowania ich wsrodowiskach zawieragych
odpowiednio: 100uM wodoronadtlenektert-butylu i 100 uM menadion. Postanowiono
wobec tego zbada czy przyczyn smierci komorek jest stres oksydacyjny. W tym celu
zmierzono przy zyciu cytometru przeptywowego #6 powstagcych w komorkach
reaktywnych form tlenu. Zmierzono réwnieilos¢ RFT w komdrkach traktowanych
nadtlenkiem wodoru, mimo znikomego wpltywu,® na przeywalnas¢ komorek, co
pomogto ustali, czy nadtlenek wodoru przenika doatma komérek. W zwizku z tym,ze
najwicksze zmiany w przgwalnasci komérek traktowanych wybranymi prooksydantami
obserwowano przez pierwsze 6 godzin (a w kolejrgmtizinach procesehnasilat) pomiary
stresu oksydacyjnego prowadzono do 6 godziny ingjuba

Komérki kosmowczaka byty inkubowane przez 6 godeisrodowisku zawieracym
100 uM MEN, 100 pMtBuOOH i 1mM HO, i w tym czasie mierzono powsiap
w komorkach reaktywne formy tlenu. W wyniku metéou chinonéw, w tym menadionu
powstaj RFT takie jak anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlensvodoru i rodnik
wodorotlenowy [44]. W wyniku traktowania komérek RAmenadionem zaobserwowano
powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego (wzmsinsywnéci fluorescencji DHE). Po
potgodzinnej inkubacji stwierdzono dwukrotniegegj ilosci O,” w stosunku do komérek
kontrolnych, natomiast maksymalny (8,4-krotny) w&tro ilosci  anionorodnika
ponadtlenkowego nagiit w 4 godzinie inkubacji komorek z menadionem ¢RYL9A).
Komorki inkubowane z MEN nie wykazaty obegnbnadtlenku wodoru (brak fluorescenciji
DCF; dane nie umieszczone w pracy). Natomiast pedesmorkom JAR wodoronadtlenku
tert-butylu indukowato silny stres oksydacyjny. W wyaikozpadu homolitycznegBuOOH
powstaje rodnik alkoksybutylowy, gamastpstwemp-eliminacji tego rodnika jest powstanie
rodnika metylowego i pochodnych (peroksymetylowegoalkoksymetylowego), ktore
nastpnie genery nadtlenki kwasoéw tluszczowych LOOH [65]. LOOH wuileniap DCFH
[111], dlatego t& zmierzono intensywrid fluorescencji DCF w komérkach JAR poddanych
dziataniu wodoronadtlenkiert-butylu. Stwierdzono 20-krotny (maksymalny) wzr8$tT po
2 godzinach inkubaciji (Ryc. 19B).
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Ryc. 19Wplyw menadionu, wodoronadtlenkert-butylu i nadtlenku wodoru na generowanie RFT w &dkach JAR

A. Wplyw 100 pM MEN na powstawanie ,Ow komdrkach JAR, kontrola to komorki nie poddarmathniu menadionu. Warunki inkubacji jak

w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 3 niezataych powtorze.

B. Wplyw 100uM tBuOOH i 1 mM HO, na powstawanie RFT w komdérkach JAR, kontrola tméki nie poddane dziataniu prooksydantow. Warunki

inkubacji jak w Materiatach i Metodach. Wyniki pdstawiono jakarednie + SD z 4 niezataych powtorze.

61




Natomiast po potraktowaniu komérek kosméwczaka 1 ), obserwowano niewielki,
zaledwie dwukrotny wzrost fluorescencji DCF po @6&dzinie inkubacji. Dhiaszy czas

inkubacji w obecnéci nadtlenku wodoru prowadzit do zaniku fluoresgeBECF (Ryc. 19B).

4.2.2 Wplyw menadionu, wodoronadtlenkutert-butylu i nadtlenku wodoru na proces
peroksydaciji lipidow w komaérkach JAR.

Badania na cytometrze przeptywowym wykazaky,w wyniku traktowania komorek
choriocarcinoma menadionem i wodoronadtlenkiemert-butylu powstag znaczne iléci
reaktywnych form tlenu (Ryc. 19A i B). Zbadanocgwiudziat tych powstagych RFT
w procesie peroksydacji lipidow. Komorki JAR hodowaw obecnéci 100 uM menadionu
i 100 uM wodoronadtlenkuert-butylu i nasgpnie zmierzono il& powstatych produktow
peroksydacji lipidéw: dialdehydu malonowego i 4-hgkkynonenalu (MDA + 4-HNE).
Zbadano take udziat 1 mM nadtlenku wodoru w procesie peroksjdi@idow w komorkach
JAR, w celu potwierdzenia uzyskanych wynikdéw z oy&tru przeptywowego, a mianowicie
oczekiwanego nieznacznego wzrostu peroksydacjddipi wynikapcego z malej iléci
nadtlenku wodoru obecnego w komoérkach. W azkii z tym, ze indukcja stresu
oksydacyjnego byta obserwowana przez pierwsze 6zigodhkubacji komoérek JAR
traktowanych wybranymi prooksydantami, pomiar piddw peroksydacji lipidow
prowadzono réwniedo 6 godziny inkubaciji.

Wocze&niej wykazano [97,98,120]ze anionorodnik ponadtlenkowy uczestniczy
w inicjacji peroksydacji lipidow btonowych w mitoohdriach i mikrosomach izolowanych
Z tozyska ludzkiego. Istniata wt mazliwo$¢, ze anionorodnik ponadtlenkowy wytwarzany
w wyniku metabolizmu menadionu m® réwnie inicjowat peroksydag lipidow
w komdérkach JAR. Wyniki dawiadcze, w ktérych badano wptyw menadionu na prodekcj
MDA i 4-HNE wykazaly, ze w komorkach JAR traktowanych menadionem dochaodzi
5-krotnego (w stosunku do kontroli) wzrostu peralasji lipidow w 6 godzinie inkubacji
(Ryc. 20). Natomiast wodoronadtlenedrt-butylu jest analogiem nadtlenkéw lipidowych
i tatwo ulega przemianie w reaktywne rodniki alkgstylowe i peroksybutylowe [65], ktére
inicjuja i propagug proces peroksydacji lipidowlBUOOH generuje znagee ilosci RFT w
komorkach JAR (Ryc. 19B), ktére inicjuperoksydagj lipidow w tych komérkach. Podczas
inkubacji komérekchoriocarcinomaz wodoronadtlenkientert-butylu wykazano bardzo
dwzy, znacznie silniejszy aiw obecnéci menadionu, wzrost peroksydacji lipidéw; po

godzinie stwierdzono 5-krotny wzrostétw MDA + 4-HNE w stosunku do kontroli, gadlos¢
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produktéw peroksydacji lipidow wzrosta 34-krotnie B godzinach inkubacji BBuOOH
(Ryc. 20).

W poréwnaniu z menadionem tBuOOH, wptyw nadtlenku wodoru na proces
peroksydaciji lipidow w komodrkach JAR byt nieznacz@yaobserwowano tylko 2,3-krotny
wzrost (w stosunku do kontroli) Hoi produktow peroksydacji lipidow w 6 godzinie
inkubacji (Ryc. 20). Taki wynik potwierdza wdreejsze dane uzyskane z cytometru
przeptywowego, a mianowicie, w wyniku traktowaniamrek JAR 1 mM nadtlenkiem
wodoru w komorkach stwierdza ¢siniewielky ilos¢ nadtlenku wodoru. W wyniku
metabolizmu HO, mog powstawéd RFT odpowiedzialne za ten niewielki wzrost
peroksydaciji lipidow.

5
1 kontrola
1 kontrola + 100 uM MEN

. 4 I kontrola + 100 uM tBuOOH
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Ryc. 20Wptyw 100pM menadionu, 10@tM wodoronadtlenkdert-butylu i 1 mM nadtlenku wodoru
na peroksydagj lipidbw w komorkach JAR (kontrola to komorki nieogdane dziataniu
prooksydantéw). Warunki inkubacji jak w MateriatachMetodach. Wyniki (ilé¢ produktow

peroksydacji MDA + 4-HNE) przedstawiono jak@dnie + SD z 5 niezataych eksperymentow.
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4.3 Wptyw menadionu, wodoronadtlenkutert-butylu i nadtlenku wodoru na odpowiedz
antyoksydacyjna komérek choriocarcinoma.

4.3.1 Wplyw menadionu, wodoronadtlenku tert-butylu i nadtlenku wodoru na

aktywnosé enzymdw antyoksydacyjnych w komorkach JAR.

Przeprowadzone badania wykazatg, menadion zmniejsza pezgvalnas¢ komorek
JAR, generuje powstawanie anionorodnika ponadteko, oraz inicjuje peroksydaci
lipidow btonowych. Postanowiono wi zbadéd wplyw MEN na aktywné¢ wybranych
enzymow antyoksydacyjnych.

Komorki JAR inkubowano ze 10QuM menadionem przez 6 godzin, ngstie
zmierzono w nich aktywrié dysmutazy ponadtlenkowej (mierzono aktywhdSOD-1
tacznie z SOD-2), enzymu przeprowadzago reake dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru. Stwierdzon® 4@zrost aktywnéci SOD ju po
godzinnej inkubacji z MEN (Tab. 4). Aktyws® dysmutazy ponadtlenkowej wzrastata
4-krotnie (w stosunku do komoérek traktowanych MENzasie Oh) po 6 godzinach inkubacji
(Tab. 4).

czas inkubacji (h) SOD (nmol/min/mg biatka)
Oh 15600 (+ 1300)
1h 22300 (+ 1100)
2h 27600 (+ 3400)
4h 50500 (+ 6200)
6h 63500 (+ 5700)

Tab. 4 Wplyw 100 pM MEN na aktywni@ SOD w komorkach JAR. Warunki inkubacji jak
w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 3 niezataych eksperymentdw
(kontrola = Oh)

Zwigkszapca s¢ pod wptywem menadionu aktywéio SOD w komorkach JAR
prowadzi do powstawania,B,. Badania z gyciem cytometrii przeptywowej, nie wykazaty
obecndci nadtlenku wodoru w komorkach JAR traktowanychnadionem. Postanowiono
zmierzy¢ wigc aktywndé enzymow majcych zdolnéé rozktadania nadtlenku wodoru, aby
dat odpowied na pytanie co statoesk H,O, powstatym w reakcji z udziatem SOD. Komorki
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choriocarcinoma zostaty poddane dziataniu 100M menadionu i zmierzono w nich
aktywnas¢ katalazy i peroksydazy glutationowej. Komérki JAPoddane dziataniu
menadionu w czasie Oh, czyli komorki kontrolne, relkéeryzowaty si wysoky aktywndacia
katalazy (8700 £ 1300 nmol/min/mg biatka) i riskktywndcia peroksydazy glutationowe]
(50,72 + 2,3 nmol/min/mg biatka). Dalsza inkubak@amodrek JAR z menadionem obai
nieznacznie aktywrié katalazy (aktywn& CAT po 6 godzinach inkubacji wynosi 6200 *
1700 nmol/min/mg biatka), co sugeruje jej udziatusuwaniu nadtlenku wodoru (Tab. 5)
Natomiast aktywn& peroksydazy glutationowej w komoérkach traktowanyshnadionem
spada gwattownie o 30% Z7yo potgodzinnej inkubacji i po 2 godzinach nieistdza st juz

aktywnasci GPx w komoérkach (Tab. 5).

czas inkubacji (h) CAT (nmol/min/mg biatka) GPx (nmol/min/mg biatka)
Oh 8700 (+ 1300) 50,72 (£ 2,3)
0,5h 7500 (+ 1800) 36,04 (+ 5,4)
1h 7200 (+ 1300) 24,13 (+ 4,3)
2h 6900 (+ 1400) 0,00
4h 7800 (+ 1200) 0,00
6h 6200 (+ 1700) 0,00

Tab. 5 Wplyw 100 uM MEN na aktywn@d CAT i GPx w komorkach JAR. Warunki inkubacji jak
w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 4 niezataych eksperymentow
(kontrola = Oh)

Wyniki te wskazui, ze katalaza jest gtdwnie odpowiedzialna za rozkla@:Hv komaorkach
choriocarcinomaraktowanych menadionem.

Przeprowadzone dwiadczenia wykazalyze wodoronadtlenekert-butylu réwnie
wplywa znacigco na obnienie przeywalndsci komorek JAR (Ryc. 15), generuje
powstawanie diych ilosci nadtlenkoéw lipidowych i inicjuje i nasila procemeroksydaciji
lipidow (Ryc. 19B i 20). Zmierzono wobec tego akhaé¢ peroksydazy glutationowej,
enzymu majcego zdolné¢ usuwania nadtlenkéw lipidowych oraz aktywadatalazy, ktora
moze wykazywa nieznacza aktywna¢ peroksydazow Komorki choriocarcinomabyty
inkubowane w obecroi 100 uM tBuOOH przez 6 godzin. W wybranych ogstch czasu
zmierzono aktywngci CAT i GPx. W komorkach traktowanych wodoronadkiem tert-
butylu stwierdzono 2,5-krotny wzrost aktywieo katalazy w 4 godzinie inkubacji (Tab. 6).
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Natomiast aktywn& peroksydazy glutationowej w komdérkach JAR w czasikubacji z
tBUOOH powoli spadata i po 6 godzinach wynosita 5&ktywnaci GPx komorek
kontrolnych (Tab. 6). Spadek aktyw&wd peroksydazy glutationowej w komoérkach JAR
hodowanych w obecsoi 100 uM tBuOOH prowadzi do nieefektywnego usuwania
nadtlenkow lipidowych, czego rezultatem jest wzoma peroksydacja lipidow
i nagromadzenie produktow tego procesu (MDA + 4-BINEoniewa katalaza wykazuje
tylko ograniczon aktywna¢ peroksydazow, wzrost jej aktywnéci nie ma istothego wptywu
na peroksydagjlipidow.

Uzyskane dane z dwiadczeédh z wyciem nadtlenku wodoru pokazatye komorki
choriocarcinomasa odporne na dzialanie 1 mM .8, i wykazup niewielkie zmiany
w przezywalnaci i produkcji wolnych rodnikéw (Ryc. 15, 19B i 2Btd bardzo wskazanym
bytlo zmierzenie aktywnmi katalazy i peroksydazy glutationowej, dwoch ghgeh
enzymow usuwagych nadtlenek wodoru. Komorki JAR byly inkubowane obecnéci

1 mM H,O,, a nas{pnie zmierzono w nich aktywdé CAT i GPx.

czas inkubacji (h) CAT (nmol/min/mg biatka) GPx (nmol/min/mg biatka)
Oh 8900 (+ 1500) 51,67 (= 5,3)
1h 10000 (+ 1400) 49,84 (+ 2,8)
2h 13500 (+ 1300) 45,93 (+ 2,3)
4h 22400 (+ 1900) 39,70 (+ 1,4)
6h 16900 (x 2500) 29,42 (£ 2,2)

Tab. 6 Wptyw 100 pMtBuOOH na aktywn& GPx i CAT w komoérkach JAR. Warunki inkubacji jak
w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 3 niezataych eksperymentow
(kontrola = Oh)

W komorkach traktowanych nadtlenkiem wodoru zaokeerano spadek aktywsoi
katalazy (1,5-krotny po 4 godzinach) i wzrost aktgéci GPx (o0 50% w stosunku do kontroli
po 6 godzinach) (Tab. 7). Wysoka aktywéokatalazy w komoérkach kosmowczaka
umazliwia bardzo sprawne usuwanie nadtlenku wodoru mdéxkach, std nie obserwuije si
oznak stresu oksydacyjnego i zmian aywotnasci komérek JAR. Natomiast wzrost
aktywnaici peroksydazy glutationowej me w pewnym stopniu wspomaggaroces usuwania
H,O, z komorek JAR.
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czas inkubacji (h) CAT (nmol/min/mg biatka) GPx (nmol/min/mg biatka)
Oh 9400 (+ 1300) 51,03 (x 4,1)
1h 8700 (+ 1100) 55,64 (+ 2,1)
2h 7100 (+ 1400) 58,54 (+ 3,2)
4h 5600 (+ 900) 61,55 (+ 1,8)
6h 5200 (+ 950) 76,55 (+ 3,6)

Tab. 7 Wplyw 1 mM HO, na aktywnéé CAT i GPx w komdrkach JAR. Warunki inkubacji jak
w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 4 niezataych eksperymentéw
(kontrola = Oh)

4.3.2 Wplyw menadionu, wodoronadtlenkutert-butylu i nadtlenku wodoru na stezenie

glutationu w komadrkach choriocarcinoma.

Komorki linii komorkowej JAR inkubowano w obeciwm 100 uM MEN, 100 pM
tBUOOH i 1 mM HO,, przez 6 godzin, i w tym okresie mierzon@zshie glutationu
zredukowanego (GSH) metpdandemowej spektrometrii masowej LC-MS/MS¢Z8hie
glutationu zredukowanego w komodrkach nie poddargziataniu zwiazkdéw generujcych
RFT byto state i wynosito okoto 8 nanomoli w milegnie biatka. Najwikszy spadek il¢ci
GSH odnotowano w komoérkach traktowanych menadiongm,l godzinie gfenie GSH
spada o 50% (2,3-krotnie), po 2 godzinach o 84,6%-Krotnie) i obnia skt nadal osigajac
w 6 godzinie inkubacji 6% ikzi GSH w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 21). Wodordtianek
tert-butylu rownie wptywa na zmniejsznie puli glutationu zredukowameg komérkach
JAR, ale dziata stabiej od menadionu w pierwszyoldzgnach inkubacji. Po 2 godzinach
inkubacji ztBuOOH ileé¢ GSH w komorkach spada o 60% w stosunku do kontpali
6 godzinach stanowi g2a7% wyjgciowego stzenia GSH (Ryc. 21). Nadtlenek wodoru
rowniez wptywa na zmniejszenieggenia glutationu zredukowanego w komorkach JAR, ale
spadek ten nie jest tak znacy jak w przypadku dziatania MENtBuOOH. Najwgkszy
spadek (0 23%) ikei GSH obserwuje sipo 2 godzinach inkubacji z B, w diuzszym
czasie inkubacji, do 6 godzin, obserwujerseznaczny wzrost gtenia GSH (Ryc. 21).

Reakcjami prowadgymi do spadku stenia komorkowego GSHasoprocz reakcji
z RFT rownie reakcje prowadge do powstawania S-koniugatow z toksycznymi

elektrofilnymi egzo- i endogennymi substancjami ¥$121]. Réwniez menadion tworzy
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koniugaty z glutationem i nme to prowadzi do spadku gtenia GSH w komérce [119].
Doswiadczenia z #yciem LC-MS/MS wykazaly powstawanie specyficznegonikgatu
glutationowego w komorkach JAR hodowanych w obécnonenadionu. Po dokonaniu
analiz chromatograméw stwierdzono metatbsciowa powstawanie koniugatu GS-MEN
0 m/z (masie protonu) 478 (Ryc. 22) [119]. GSH zmoardwniez tworzy¢ koniugaty
z produktami peroksydacji lipidéw, takimi jak 4-HNH122]), jednake analiza
chromatogramow nie wykazata wyggbwania zadnych specyficznych S-koniugatow
w komorkach poddanych zaréwno dzialanBuOOH (pod jego wpltywem powstaduze
ilosci MDA i 4-HNE) jak i HOs.
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czas inkubacji (h)
—&— kontrola
—O— kontrola + 100 uM MEN
—w%— kontrola + 100 uM tBuOOH
—— kontrola + 1 mM H,0,

Ryc. 21Wptyw 100 uM MEN, 100 pMBUOOH i 1mM HO, na stzenie GSH w komorkach JAR,
kontrola to komérki nie poddawane dziataniu proaksytdéw. Warunki inkubacji jak w Materiatach
i Metodach. Wyniki przedstawiono jakeednie + SD z 4 niezataych powtorze.

68



= 59 O
[em OH
: 3% ¢
HoOC . N\/COOH

=
[72]
g
S 37
(0]
=
& %

2_
=
(7))
)

1,

® ]
04 @
T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

czas inkubacji (h)

Ryc. 22 Wptyw 100 uM MEN na powstawanie koniugatu GS-MENkamérkach JAR. Warunki
inkubacji jak w Materiatach i Metodach. Wyniki dstawiono jak@rednie + SD z 3 niezataych
eksperymentow.

4.3.3 Wplyw menadionu, wodoronadtlenku tert-butylu i nadtlenku wodoru na
aktywnosé enzymoéw: dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowe i dehydrogenazy

glukozo-6-fosforanowej w komérkach kosmowczaka.

Otrzymane dotychczas wyniki wskazuje gtowry przyczym smierci komorek JAR,
indukowanej przez menadion i wodoronadtletek-butylu jest silny spadek gtenia ATP
I GSH. Wiadomo, ze arylacja biatek i modyfikacja biatek indukowanazgz stres
oksydacyjny mege prowadzi do spadku aktywrigi kluczowych enzyméw tiolowych
uczestniczcych w metabolizmie ATP i GSH, takich jak dehydmgea aldehydu 3-
fosfoglicerynowego (GAPDH) i dehydrogenaza gluk&ztesforanowa (G-6-PDH) [123].
Stad w celu wyjdnienia mechanizmu prowagtzgo do spadku gtenia zarobwno ATP jak
i GSH w komorkach JAR przeprowadzono eksperymemtyktérych zbadano wptyw
badanych prooksydantéw na aktywéevyzej wymienionych enzymow.

Komorki choriocarcinomainkubowano ze 10QM menadionem i 10@M tBuOOH
przez 6 godzin i w tym czasie mierzono aktyéshGAPDH i G-6-PDH (Tab. 8). Poniewa
nadtlenek wodoru wptywat roéwnie hamujpco (chocia nie tak silnie jak menadion

i wodoronadtlenektert-butylu) na stzenie ATP i GSH w komérkach JAR, zmierzono
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rowniez wptyw 1 mM HO, na aktywné¢ enzymédw GAPDH i G-6-PDH. Komorki
traktowane badanymi zwikami generujcymi RFT w czasie zero (komorki kontrolne),
wykazywaty aktywné¢ GAPDH okoto 468 nmoli/min/mg biatka natomiast akbos$¢
G-6-PDH okoto 120 nmoli/min/mg biatka (Tab. 8). Aktnos¢ dehydrogenazy aldehydu
3-fosfoglicerynowego spada gwattownie podczas iakjitkomérek JAR z menadionem. Po
1 godzinie stanowita zaledwie 10% aktywoiow poréwnaniu z komorkami kontrolnymi,
a po 4 godzinach inkubacji zaledwie 3,7% (Tab.W).komorkach poddanych dziataniu
wodoronadtlenkutert-butylu obserwowano réwnie spadek aktywniwi dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego, jednak nie tak gasatty jak w przypadku traktowania
komorek menadionem. Po 1 godzinie aktyeéén@APDH wynosita 66% aktywriai komorek
kontrolnych a po 4 godzinach 8,5% (Tab. 8). Dalsegltuzanie czasu inkubacji (do
6 godzin) w obecn@i menadionu i wodoronadtlenku tert-butylu nie migtz istotnego
wptywu na aktywné¢ tego enzymu. Najmniejszy spadek aktywsiodehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego zaobserwowano podczaxiowania komoérek JAR
z nadtlenkiem wodoru. Aktywdé GAPDH spada o potogvw 1 godzinie inkubacji i w
diuzszym czasie inkubacji nie ulega zmianie (Tab. 8).

Z wybranych trzech prooksydantow menadion wykaznggsilniejsze dziatanie w kierunku
hamowania aktywniei dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego.

Menadion wplywa take hamuco na aktywné& dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej w komorkactchoriocarcinoma Po godzinnej inkubacji komoérek z MEN
aktywna¢ G-6-PDH spada o 50%, a po 6 godzinachagasi26% wartéci kontrolnych
(Tab. 8). Wodoronadtlenegkrt-butylu takke hamuje aktywn@ G-6-PDH w komérkach JAR
ale po dtiej ekspozycji komorek na ten zwek. Hamujcy efekt dziatanidBuOOH wida
dopiero po 2 godzinach, aktyw§toenzymu w tym czasie agja 60% wartéci kontrolnych.
Dalsza inkubacja silnie hamuje aktywnoG-6-PDH (Tab. 8). Nadtlenek wodoru ma
najstabszy wptyw na aktywidé G-6-PDH w komodrkach JAR. Po 2 godzinach inkubacji
komérek z HO, aktywnaé dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej spada o 33%
(w stosunku do kontroli) i nie ulegazwnacznemu obaeniu podczas dalszej inkubaciji
(Tab. 8). Z zastosowanych trzech zmkéw generujcych RFT menadion i wodoronadtlenek
tert-butylu hamuje aktywni@ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, czym przyea\sk
takze do zmniejszenia gtenia GSH w komérkach JAR, natomiast nadtlenek wodoa

znacznie stabsze (w stosunku do MEBWOOH) dziatanie hamage aktywné¢ G-6-PDH.
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GAPDH (nmol/min/mg biatka)

G-6-PDH (nmol/min/mg biatka)

inkquZ:chi - MEN tBUOOH HO, MEN tBUOOH HO;
oh 471,38 (£ 11,5) 463,86 (+ 15,7%72,05 (£ 21,1)| 120,25 (+ 4,9) 119,26 (+6,2) 183810,4)
1h 49,66 (+7,4) 307,33 (+ 16,4)238,95 (+ 24,2)) 58,96 (+9,3) 100,88 (+11,3)  1@U¥9,9)
2h 46,11 (+3,2) 158,46 (+ 17,7)254,02 (£ 17,3)| 43,34 (x9,6) 70,85(¢+8,5)  82,142,5)
4h 17,41 (£ 6,5) 39,34 (9,2) 271,54 (+65) 39#34) 17,68(£56) 88,13 (+6,6)
6h 16,01 (+4,1) 3547 (x7,8) 262,66 (x9,]) 3k22) 3,15 (x1,9) 82,08 (% 3,1)

Tab. 8 Wptyw 100puM MEN, 100uM tBuOOH i 1 mM HO, na aktywné¢ GAPDH i G-6-PDH w komdrkach JAR. Warunki inkubajgk w Materiatach

i Metodach. Wyniki przedstawiono jakeednie £ SD z 5 niezataych eksperymentow (kontrola = Oh)
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4.3.4 Morfometria komorek choriocarcinoma poddanych dziataniu menadionu,
wodoronadtlenku tert-butylu i nadtlenku wodoru przy uzyciu mikroskopii konfokalnej.

Komorki linii komorkowej JAR inkubowane w obecimd 100 uM menadionu, 100
UM  wodoronadtlenku tert-butylu i 1 mM nadtlenku wodoru zostaty wybarwione
fotostabilnymi  znacznikami  fluorescencyjnymi, utlar@e aldehydem glutarowym
i przeanalizowane przy zyciu mikroskopu konfokalnego. Falloidyna zwana ze
znacznikiem FITC wize spolimeryzowan aktyre F co umaliwia wizualizacg
komérkowych mikrotubul (w mikroskopie konfokalnynfudryzuje na zielono). Natomiast
zwiazek Mito Tracker Red; CMXRos jest specyficznym rmoftondrialnym
fotosensytyzatorem, wnika do mitochondriow ia#& st z oksydaz cytochromow, czyli
wybarwia aktywne mitochondria (w mikroskopie korddrkym fluoryzuje na czerwono).
Komorki choriocarcinomanie traktowane prooksydantami (kontrolne) posiadajtoszkielet
bogaty w F-aktya i duza ilos¢ mitochondriéow utaonych wzdhi widkien cytoszkieletu
(Ryc. 23A i B). Inkubacja komorek JARe 100uM menadionem prowadzi do znacygch
zmian w morfologii tych komoérek (Ryc. 23C i D). Bwéch godzinach inkubacji komorki, s
wigksze od komorek kontrolnych, prawdopodobnie naedkgtcznienia (inicjacji nekrozy).
Mitochondria zmieniaj lokalizacg i przemieszcz sie w okolice pdra komorkowego.
W cytoszkielecie wida wyrazne ubytki swiadczice o utracie przez komorki zdoku
adhezyjnych. Z kolei w komorkach JAR inkubowanychez 2 godziny w obecta 100 uM
wodoronadtlenkutert-butylu, stres oksydacyjny wywotamBuOOH prowadzi do diych
zmian w strukturze komorek (Ryc. 23E). Komorkicpniep, map stabo zarysowany swoj
ksztalt i ksztat organelli. Mitochondria charaktenja sie staly fluorescengj co swiadczy o
utracie integralngci bton mitochondrialnych. Mikrofotografia przedata prawdopodobnie
komorki w pocatkowym stadium nekrozy (Ryc. 23E). Komérki JAR padd dziataniu
nadtlenku wodoru wykazaijinne zmiany ni komérki poddane dziataniu MENBUOOH. Po
2 godzinach inkubacji z 1 mM J@, komorki nie zmieniaj swojego ksztattu i zachowyj
fluoresceng mitochondriow (Ryc. 23F). W wyniku traktowania korek nadtlenkiem
wodoru pojawiaj sie nowe struktury cytoszkieletu, a mianowicie wypusiktynowe —
filopodia, ktére odpowiedzialnesgza migracg komorek (Ryc. 23F).

Najbardziej niekorzystne zmiany obserwuje pbdczas traktowania komorek JAR
wodoronadtlenkientert-butylu, szybko ulegajone nekrozie. Menadion rowaigest wptywa
cytotoksycznie na komorki JAR, komoérki teazdolngci adhezyjne. Nadtlenek wodoru nie
wykazuje dziatania cytotoksycznego, prawdopodolstyenuluje komoérki JAR do migracii,
prowadac do powstawania filopodii.
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10 um

Ryc. 23Komoérki JAR nie poddane dziataniu prooksydantéantkolne), wyznakowano cytoszkielet (na zielonojitochondria (na czerwono).
A. cztery przylegajce do siebie komorki
B. jedna komorka w powkszeniu, strzatkami zaznaczono mitochondria
Wybrano reprezentatywne mikrofotografie.
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10 um

Ryc. 23Komorki JAR poddane 2-godzinnemu dziataniu u®0menadionu, wyznakowano cytoszkielet (na zieldmajtochondria (na czerwono).
C. traktowanie komérek menadionem prowadzi do zyniesetattu komorek, mitochondria lokalizaugie w poblizu jadra komdrkowego i wida
wyrazne ubytki w cytoszkielecie
D. jedna komérka w powkszeniu, strzatkami zaznaczono wima ubytki w cytoszkielecie
Wybrano reprezentatywne mikrofotografi
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10 pm 10 um

Ryc. 23Komorki JAR poddane 2-godzinnemu dziataniu u@0wodoronadtlenkuert-butylu (E) i 1 mM nadtlenku wodoru (F), wyznakowacytoszkielet
(na zielono) i mitochondria (na czenahn
E. traktowanie komorekBuOOH prowadzi do zwkszenia rozmiarow komorek, mitochondria stabiepayi CMXRos (mniejsza intensywié
swiecenia) co mee swiadczy¢ o ich uszkodzeniu
F. traktowanie komorek ¥, prowadzi do powstawania filopodii (zaznaczonoakami)
Wybrano reprezentatywne mikrofotografie.
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4.4 Antyoksydacyjne dziatanie N-acetylocysteiny w dmoérkach JAR poddanych

dziataniu menadionu i wodoronadtlenkutert-butylu

Uzyskane dotychczas wyniki wskazujz 100 uM menadion silnie indukuje stres
oksydacyjny w komodrkachchoriocarcinoma w wyniku ktérego dochodzi daémierci
komoérkowe] na drodze nekrozy. Stres oksydacyjnyawld s¢ uszkodzeniem btony
komorkowej (zwgkszone uwalnianie LDH), szybkim spadkiem ATP, pog@awem s¢ duzej
ilosci RFT (anionorodnika ponadtlenkowego) i gwattowngpadkiem GSH. W wyniku
stresu oksydacyjnego spada gwaltownie aktyWé#nodehydrogenzy aldehydu-3-
fosfoglicerynowego i peroksydazy glutationowej. Wtie specyficznego koniugatu GS-
MEN w komorkach traktowanych menadionem sugeragdo stresu oksydacyjnego w tych
komorkach dochodzi gtéwnie na skutek koniugacjitafionu przez menadion oraz arylacji
biatek bogatych w grupy tiolowe takich jak GAPDHiatka cytoszkieletu, prowadee do ich
inaktywacji. W celu podniesienia poziomu GSH, kt@gpobiega stresowi oksydacyjnemu,
komorki choriocarcinoma inkubowano w obecrdoi N-acetylocysteiny dostarczag]
cysteirg gtébwnie do syntezy glutationu. Komoérki JAR poddagadzinnej preinkubacji z
1 mM N-acetylocystei (NAC), nastpnie traktowano je 10uM menadionem i badano
wplyw NAC na przeywalnas¢ komorek, ktérego miar bylo uwalnianie dehydrogenazy
mleczanowej (LDH). Badanie wykazalo zmniejszenieakmiania LDH w komorkach
traktowanych menadionem preinkubowanych z NAC, egwhku do komorek inkubowanych
z samym menadionem. Traktowanie komoérek samym nmemaah prowadzito do znacznej
utraty LDH przez komaorki. Po 9 godzinach inkubadjserwowano 40%, a po 24 godzinach
74% utra¢ LDH. Preinkubacja z NAC bardzo silnie ograniczateat LDH przez komoérki.
W tych warunkach obserwowano po 9 godzinach tyl}&84} a po 24 godzinach 13% utrat
LDH (Ryc. 24). Uzyskane dane wskaguje przyczyma smierci komoérek JAR inkubowanych
z menadionem jest stres oksydacyjny wywotany giévwmzez spadek ATP i GSH. Menadion
jest inhibitorem dehydrogenazy aldehydu-3-fosfaglymowego i przez to zmniejszag si
stezenie ATP, natomiast twogz koniugaty z glutationem prowadzi do spadkiteshia GSH
w komorce. Podanie komérkom JAR, traktowanych miEmein, N-acetylocysteiny
prowadzi wprowadzenia do komorek cysteinyddzej donorem grup tiolowych dla enzyméw
I glutationu, w konsekwencji zapobiega stresowiyoleyjnemu i zwiksza przeywalnacsé

komorek.
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Ryc. 24 Wplyw 100 uM MEN na uwalnianie LDH w komérkach JA#Reinkubowanych z 1 mM
N-acetylocytein, kontrola to komérki nie poddane dziataniu MEN AGL Warunki inkubaciji jak
w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 4 niezataych powtérze.

Otrzymane wyniki pokazaj ze 100 pM wodoronadtlenekert-butylu rownie:
indukuje silny stres oksydacyjny w komorkach JAR. Wyniku dziatania tego zwiku
obserwuje s generowanie znacznych sl reaktywnych form tlenu jak i bardzo znaczy
wzrost ilasci produktow peroksydacji lipidow. Nagtuje spadek ATP i zwksza st
uwalnianie LDH, a mikrofotografie konfokalne potwdeap uszkodzenia bton organelli
i btony komorkowej. W wyniku traktowania komor&BuOOH spada znageo stzenie GSH
I zmniejszag Si¢ aktywnagci G-6-PDH i GAPDH oraz aktywrio peroksydazy
glutationowej.Wszystkie to procesy doprowadzdd smierci komérkowej komorek JAR na
drodze nekrozy. Aby potwierdzi wolnorodnikowy charakter stresu oksydacyjnego
w komorkach JAR wynikapy gtownie z nagromadzenia nadtlenkow lipidowych
generowanych przetBuOOH, a nie wynikajcy z utlenienia glutationu przelBuOOH,
dostarczono komdérkom N-acetylocystginako dawe grup —SH dla glutationu. Komorki
choriocarcinomapreinkubowano w obecdo 1 mM N-acetylocysteiny a naginie poddano
dziataniu 100uM wodoronadtlenkuert-butylu i oceniono uwalnianie LDH dérodowiska

inkubacyjnego (Ryc. 25). Inkubowanie komorek w atmci wodoronadtlenkuert-butylu
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prowadzito do znacznej utraty LDH przez komorki.4godzinach inkubacji wykazano 27%,
a po 9 godzinach 64% uwalnianie LDH. Preinkubacldacetylocysteia ograniczata utrat
LDH przez komorki tylko do 4 godziny inkubacji. Wch warunkach obserwowano po
4 godzinach 5,5% utratLDH, natomiast po 9 godzinach 57% uwalniania LObhlsze
wydtuzanie inkubacji (do 24 godzin) komérek JAR traktowem tBuOOH w obecngci
NAC nie uwidocznito rénic w ilosci uwalniania LDH (Ryc. 25). Uzyskane dane pokazig

w komodrkach JAR traktowanych wodoronadtenkitar-butylu podanie N-acetylocysteiny
nie chroni efektywnie tych komoérek przed streseraydiacyjnym. Mimo zapewnienia grup
—SH dla odbudowy glutationu i enzymow tiolowychpkarki JAR inkubowane w obec#a
tBUOOH i NAC umieraj, najpewniej na skutek wzmonej peroksydac;ji lipidéw i uszkodae

wielu komponentow komorki przez produkty tej perngpdacii.
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—v— kontrola + 1 mM NAC + 100 uM tBuOOH

Ryc. 25Wptyw 100 puMtBuOOH na uwalnianie LDH w komérkach JAR preinkubayeh z 1 mM
N-acetylocytein, kontrola to komorki nie poddane dziatanBuOOH i NAC. Warunki inkubaciji jak
w Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jgkednie + SD z 4 niezataych powtorza.

W powyzszych eksperymentach nie badano efektu N-acetyieioysw obecnéci
nadtlenku wodoru, ponievwaH,O, nie wywiera istotnego wptywu nzywotnas¢ komorek

choriocarcinoma
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5. DYSKUSJA

5.1 Wptyw menadionu na komaorkichoriocarcinoma.

Badania oceniage cytotoksycznié MEN w komoérkach JAR jednoznacznie
pokazuj, ze w wyniku dziatania menadionu powstaje anionorkdmynadtlenkowy (Ryc.
19A). Jest on gtownym (o ile nie jedynym) wolnymdnikiem powstajcym w takich
warunkach inkubacji, ktory inicjuje proces perokagjl lipidow. Zmierzono ilé¢ MDA i
4-HNE po traktowaniu komérek JAR 1Q€M menadionem i wykazano 5-krotny wzrost
produktéw peroksydacji lipiddw po 6 godzinach inkgp (Ryc. 20). Taki wynik mize
stanowé potwierdzenie badaKlimka [97,124] oraz Milczarka i wsp. [98] prowantzych na
lozyskowych frakcjach subkomoérkowych. Prace te wskaz@ proces peroksydacji lipidow
w mitochondriach i mikrosomach izolowanych z ludgjo tazyska jest inicjowany przez O
pochodzacy z cytochromu P-450. Inne badania na frakcjacmdwowych tayskowych
rowniez wskazugp na udziat anionorodnika ponadtlenkowego w procgseeoksydacii
lipidow, w tym np. Q@ generowanego przez monoaminooksydH25] czy te oksydaz
NAD(P)H [126] i oksydag ksantynowy [127], ktorych aktywné& stwierdza si w ludzkim
tozysku. Ponadto, uzyskane wyniki potwierdzajykazany wczéniej udziat menadionu jako
chinonu w cyklu redoks, w ktérym wytwarzany, Ostymuluje peroksydagjlipidow w
mikrosomach izolowanych z zgska ludzkiego [128].

Anionorodnik ponadtlenkowy pod wplywem dysmutazynadtlenkowej szybko
dysmutuje do nadtlenku wodoru. Poniewav komorkach traktowanych menadionem
obserwuje & wzmazony wzrost aktywngci dysmutazy ponadtlenkowej, spodziewang si
wzrostu poziomu bD,. Miara powstajcego nadtlenku wodoru w komorkach byta
intensywnaé¢ fluorescencji DCF w cytometrze przeptywowym. W gurowadzonym
doswiadczeniu, wykorzystano #ae stzenia menadionu; od M do 100uM i rézne czasy
inkubaciji; od 0,5 do 24 godzin (dane nie umieszezenpracy) i nie stwierdzono wzrostu
intensywndci swiecenia DCF, coswiadczy o tym, ze w komorkach traktowanych
menadionem nie gromadzigsH,O,. W celu wyjdnienia uzyskanych wynikéw zbadano
wptyw 100 uM menadionu na aktywdé enzyméw rozktadagych nadtlenek wodoru.
W komorkach JAR stwierdza esibardzo wysok aktywna¢ katalazy i traktowanie ich
menadionem nie wpltywa znago na obnienie aktywnéci CAT (Tab. 5). Natomiast pod
wptywem MEN zaoobserwowano gwattowny spadek aktysenhperoksydazy glutationowej
(Tab. 5). Te wyniki wskazajna udziat katalazy w rozktadaniu nadtlenku wodoowstatego
z O,;" generowanego przez menadion i wyklugzagiziat GPx w usuwaniu 4, w tych

warunkach. Aktywné&é peroksydazy glutationowej w komorkach JAR jest bawmna przez

79



menadion, jak rowniemaze by hamowana przez anionorodnik ponadtlenkowy [128, z
przeprowadzone dwiadczenia potwierdzajpowstawanie @ przy udziale menadionu.

W komorkachchoriocarcinomainkubowanych w obecsoi menadionu stwierdzaesi
gwalttowny spadek stenia glutationu zredukowanego (Ryc. 21). Przyazymadku stzenia
GSH w komérkach nie jest utlenianie glutationu przeadtlenek wodoru, poniewanie
wykazano obecrioi H,O, w komorkach traktowanych menadionem. Glawprzyczym
spadku stzenia GSH w tych warunkach jest powstawanie koniugatglutationu
z menadionem (GS-MEN) (Ryc. 22). Te specyficzneikgaty mog by¢ usuwane na
zewnytrz komoérki przez biatko MRP (angmultidrug-resistance protejnna zasadzie
transportu aktywnego [130], co za tym idziezywa st ATP. W komoérkach JAR
inkubowanych z menadionem, §toATP spada d& szybko (Ryc. 16), co spowodowane jest
gtéwnie spadkiem aktywroi GAPDH (Tab. 8), ale m@ rownie sugerowéa wyskpowanie
transportu GS-MEN poza komark Potwierdzeniem tej hipotezy jest brak wzrostiestia
glutationu utlenionego (GSSG) w komoérkach JAR pogdh dziataniu menadionu (dane nie
umieszczone w pracy). GSH reaguje roverzewolnymi rodnikami i przekazag im atom
wodoru staje si rodnikiem glutationylowym (G$ Taki rodnik mae tworzy inne rodniki:
dimerowy rodnik GSSGH, rodnik nadtlenku glutationu GSOQ® nadtlenek glutationu
GSOOH [131]. Na wolne rodniki glutationylowe navae & gtdwnie biatka bogate w grupy
tiolowe. W wyniku reakcji biatkowych grup —SH z mlami glutationylowymi dochodzi do
S-glutationylaciji, czyli do modyfikacji biatek n&gtek powstawania mieszanych disiarczkow
— biatko-SS-G. Dla wkszaici biatek utworzenie mieszanego disiarczku z giatsm
prowadzi do zahamowania aktyws#ed W komorkach JAR poddanych dziataniu menadionu
jest generowany anionorodnik ponadtlenkowy, oram sgenadion mze przechodZi w stan
rodnika semichinonowego (H-Qh Zaréwno @ jak i H-CH mog bra udziat
w powstawaniu rodnikow glutationylowych, a te magrzyczynid sic za pdrednictwem
S-glutationylacji do hamowania aktyw§ed enzyméw bogatych w grupy sulfhydrylowe
[131]. W komorkactchoriocarcinomanajbardziej wraliwe na menadion okazatyesenzymy
z dwa zawartdcia grup —SH, zaobserwowano inaktywac@lehydrogenazy aldehydu
3-fosfoglicerynowego i dehydrogenazy glukozo-6-twahowej (Tab. 8). Bardzo silne
zahamowanie aktywrnoi GAPDH w komérkach JAR traktowanych menadionemwiazane
z tym znaczne ob#enie sgzenia ATP (Ryc. 16) ma istotne znaczenie w zmnigjsze
zywotnasci komorek. W pracy Verrax i wsp. [132] wykazanavriez, ze menadion miae
silnie aktywow& polimeraz poli(ADP-rybozy), przez co dochodzi do obemia stzenia
NAD", substratu dla GAPDH.
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Spadek sizenia glutationu zredukowanego w komorkach JAR iokvdnych
w obecndéci menadionu mze wynika takze z zahamowania aktywfm enzymu
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (Tab. 8), ktdostarcza NADPH niezbnego do
zredukowania GSSG. Na spadeksdioGSH mog rowniez wptywaé produkty peroksydacji
lipidow [133], mianowicie dowiedzionoze 4-HNE inaktywuje glutation twosz z nim
koniugaty [119]. Mimo,ze zaobserwowano powstawanie produktow peroksydipiiow
w komorkach JAR poddanych dziataniu menadionu, sigierdzono powstawania
specyficznych koniugatow HNE-SG.

Spadek glutationu zredukowanego w komorkach kosmaéka hodowanych w
obecnaéci menadionu mze przyczynid sig rowniez do zaburzonej deglutationylacji biatek,
czyli zostaje zahamowane przywracanie grup tioldwyiatek do postaci zredukowanej.
W linii komorek JAR traktowanych MEN modyfikacjonpolegajcym na utlenianiu grup
—SH, mog réwniez ulega biatka cytoszkieletowe. Zaobserwowari@, po 2 godzinach
inkubacji z menadionem pojawdapie ubytki w cytoszkielecie (Ryc. 23C i D). Proces ten
nasila st wraz z uptywem czasu dziatania menadionu. Fai&tmenadion ma wplyw na
reorganizagj cytoszkieletu zaobserwowano guzy innymi w komorkach BPAEC (ang.
bovine pulmonary artery endothelial cél[223]. W zacytowanej pracy sugerowane,MEN
hamowat aktywn& a-kateniny i paksyliny, biatek utrzymagych komorki w kontakcie ze
solm i umazliwiajacych adhezj do podiga. Prawdopodobnie taki sam efekt zachodzi
w komdérkachchoriocarcinoma za& nastpstwem powstawania uszkodzes cytoszkielecie
komorek JAR jest utrata ich zdokw do przyczepiania sido podiga. Autorzy wyej
wymienione] pracy sugeryjzaburzony proces transhydrogenagjkateniny i paksyliny,
uniemaliwiajacy utrzymanie grup —SH tych biatek w stanie zredvdioym.

Przeprowadzone dwiadczenia dowiodtyze w komorkach JAR traktowanych 100
uM menadionem dochodzi do stresu oksydacyjnego mimgago dosmierci komorek na
drodze nekrozy. Do ocenymierci komorkowej wykorzystano mikroskepikonfokalry
i elektronows w celu pokazania pagiujacych zmian w strukturach organelli komorkowych
pod wplywem stresu oksydacyjnego. Natomiast potizieniem tego typu baflabyta
cytometryczna analiza jednopunktowa typu ,dot pladtaz oznaczenie uwolnionej
dehydrogenazy mleczanowej jako miernik uszkodzbitiay komorkowe;.

Zmiany w morfologii komoérek JAR zaobserwowano pog@dzinach inkubaciji
komorek z menadionem. Mikrofotografie konfokalnegqatstawiaj zmiany polegaice na
powstawaniu ubytkow w cytoszkielecie oraz charajdigiczry oznak stresu oksydacyjnego,
KtOra jest przemieszczaniegginitochondridw w kierunkuadra komorkowego (Ryc. 23C i D).
Identyczny efekt dotyexy przemieszczania mitochondriow uzyskano po 2 iedh
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inkubacji komérek JAR z 50M menadionem [134]. Za prawidtiowe aknie organelli w
komorce, w tym mitochondriéw, odpowiadapiatka o witaciwosciach motorycznych, a
mianowicie kinezyna i dyneina. Kinezyna oraz dyaeilacza sic z mikrotubulami
cytoszkieletu i przesuwajwzdtuz nich mitochondria [135]. W wyniku dziatania menaaii
dochodzi prawdopodobnie do zahamowania kinezynityweacji dyneiny, czego efektem
moze by wiasnie przemieszczenie mitochondriow oraz stworzenigarakterystycznej
obreczy wokét pdra komoérkowego (angeclusten [136]. Stres oksydacyjny wywotany w
komorkach JAR dziataniem menadionu doprowadza jéndierci nekrotycznej. Analizag
mikrofotografie elektronowe po dtazej ekspozycji komdérekhoriocarcinomana menadion
(Ryc. 18C i D) mana rozr@ni¢ zaréwno komorki nekrotyczne (w giszaici) jak

I apoptotyczne. Wynik taki jest potwierdzeniem ha#@minskiego i wsp., gdzie uzyskano
populacje komorek zaréwno apoptotycznych jak i agkaznych w komaorkachsteosarcoma
143B traktowanych 100uM menadionem [137]. Dopiero badania na cytometrze
przeptywowym daty peten obraz, w jaki sposéb unjierdeomorki JAR po traktowaniu
menadionem (Ryc. 17). Analiza ,dot plot” wykazate komorki apoptotyczne stanawi
niewielki procent komérek martwych, Zavicksza¢ komoérek to komorki nekrotyczne,
ktorych ilos¢ wzrasta pocavszy od 4 godziny inkubacji (Tab. 1). Taki wynik aduje
potwierdzenie w badaniu praavalnasci (% uwalniania LDH): po 4 godzinach inkubacji
komorek JAR z menadionem 21%,$zpo 24 godzinach 75% komorek uwalnia LDH
(Ryc. 15).

Ochrorg komorek JAR przed cytotoksycznym dziataniem meoradi uzyskano
poprzez podanie komdrkom antyoksydanta, N-acetgleqyy, ktorej dziatanie polega
gtdwnie na regeneracji GSH. NAC ma rowniedolngé usuwania anionorodnika
ponadtlenkowego generowanego przez menadion [P38inkubacja z 1 mM NAC komérek
JAR traktowanych menadionem powoduje znaczne zsmagje wyptywu LDH z komorek,
Cco jest rownoznaczne ze zkszeniem ich przgwalndici (Ryc. 24).

Majac na uwadze uzyskane wyniki, na rycinie 26, przagsino schemat
cytotoksycznego dziatania menadionu w komorkach .JARvzgkdniono na nim dane
uzyskane w tej pracy oraz dane literaturowe. Eldemnschematu nie wyjaionym
dotychczas jest hamowanie przez menadion syntamkulazotu. Dotychczas opisano wptyw
MEN na NOS w szczurzych komorkashddbtonka naczyniowego [139], gdzie M
menadion hamuje calkowicie aktywdto endotelialnej syntazy tlenku azotu. Natomiast
w pracy Garnera i wsp. GdM MEN inaktywuje wszystkie izoformy NOS [140]. Bigr pod
uwag te wyniki mana zasugerowa ze podobny proces zachodzi w komdérkach
choriocarcinoma a mianowicie 10uM MEN by¢ maze inaktywuje syntag tlenku azotu
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utleniapc grupy tiolowe w jej centrum aktywnym. W zagku z tym prawdopodobnie nie
powstaje tlenek azotu i nie m®by generowany wysoce reaktywny nadtlenoazotyn.
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Ryc. 26 Schemat dziatania menadionu w komorkatioriocarcinoma W cyklu redoks menadionu
jest generowany anionorodnik ponadtlenkowy, ktaricjuje peroksydagj lipidow, sam z#& ulega
dysmutacji do nadtlenku wodoru. Nadtlenek wodorstaje szybko usuety i nie generuje dalszych
wolnych rodnikdw. Menadion ulega arylacji z glutetem zredukowanym co skutkuje spadkienadio
GSH i pojawieniem gispecyficznych koniugatéw. Ponadto MEN hamuje akigdé enzymow: GPx,
GAPDH i G-6-PDH oraz aktywuje SOD. Strzatki przegyve pokazwj nie zmierzone, ale
prawdopodobne, inne drogi dziatania menadionu: aidzirodnikow glutationylowych
w S-glutationylaciji enzymdw oraz transport konidyatGS-MEN na zewdatrz komérki. Zastosowane
skréty wyjaniono na str. 4-6.
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5.2 Wplyw wodoronadtlenku tert-butylu na komorki choriocarcinoma.

Wodoronadtlenekert-butylu jest kolejnym zwazkiem indukugcym stres oksydacyjny
w komoérkach JAR. Mag na uwadze jego wdeiwosci (jest analogiem krotkotewuchowych
nadtlenkow lipidowych) spodziewano ¢siuzysk& w komdrkach choriocarcinoma
traktowanych wodoronadtlenkietart-butylu silny stres oksydacyjny, wyrany zwigkszory
produkcp nadtlenkow lipidowych i produktéw peroksydacjiiipw. Po inkubacji komorek
z 100 uM tBuOOH zaobserwowano 20-krotny wzrost $do nadtlenkow lipidowych
(oznaczonych zayciem DCF) w stosunku do komaérek nie traktowanyeh prooksydantem
(Ryc. 19B). W komoédrkach JAR traktowanych wodorotemkiem tert-butylu stwierdzono
rowniez znacacy, 34-krotny wzrost produktéw peroksydacji lipidowdialdehydu
malonowego i 4-hydroksynonenalu (Ryc. 20). Gtavdnogs indukcji peroksydacji lipidéw
jest oddziatywanie rodnika alkoksybutylowego, pasgo w  wyniku rozpadu
homolitycznego tBUOOH, z casteczkami wielonienasyconych kwasow tluszczowych.
Peroksydacja lipidow, wywotana wodoronadtlenkiéent-butylu, wiaze st z potencjalnie
tatwym dos¢pem dozelaza wchodarego w sktad biatek rodziny cytochroméw P-450. Te
monooksygenazy charakteryzigic obecnécia zelaza hemowego jako grupy prostetycznej
(Ryc. 9). W komorkach JAR stwierdzae sivysolka aktywnaé aromatazy (CYP19) [141]
I prawdopodobne jeste to wignie aromataza nie by donoremzelaza umaliwiajacym
inicjacje i propagagj procesu peroksydacji lipidow. Przypuszczalnie, wniku interakcji
wodoronadtlenkutert-butylu z CYP19 dochodzi do utlenienia grupy tioEwcysteiny
I odstontcia zelaza hemowego. Uwolniongelazo mae by czynnikiem umaliwiajacym
rozpad homolitycznyBuOOH, co prowadzi do wytwarzania rodnika alkokgylwego, ten
natomiast jest prekursorem rodnika metylowego i hpdoych (peroksymetylowego
i alkoksymetylowego) [65,142], ktdre m@giczestniczy w tworzeniu kolejnych LOOH.
Potwierdzeniem tych przypuszézenoze by fakt, ze w izolowanej z tgyska ludzkiego
frakcji mitochondrialnej, analogi wodoronatlenkéipitlowych (w tym tBuOOH) zaréwno
indukujp NADPH-zalena peroksydagj lipidow jak i hamug syntez progesteronu poprzez
inaktywacj; cytochromu P-456c(ang.cholesterol side-chain cleavagi®6].

Wzmazony proces peroksydacji lipiddw w komérkach JAR gaaych dziataniu
wodoronadtlenkuert-butylu prowadzi do uszkoda#ekomorek i negatywnie wptywa na ich
przezywalnas¢.  Produkty peroksydacji lipidow modyfikujwtasciwosci fizyczne bton
komoérkowych. Wprowadzenie grup nadtlenkowych i higlowych do casteczek
fosfolipidéw btonowych obrbia hydrofobowé¢ wnetrza bton komoérkowych i zmienia

organizacg dwuwarstwy. Wynikiem oddziatywa nadtlenkow lipidowych i produktow
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peroksydacji lipiddbw z blonami jest zahamowanie yektosci biatek btonowych

i transportugcych co prowadzi do utraty integrakeoo zarowno bton wewatrzkomaorkowych

i btony komodrkowej. Komorki JAR traktowane wodoraiti@nkiem tert-butylu wykazug
zmiany w zakresie utraty integrakmd btony komodrkowej, czego skutkiem jest szybka
(zainicjowana ju w 2 godzinie inkubacji) utrata LDH (Ryc. 15). A mikrofotografii
konfokalnych potwierdza wptywBuOOH na uszkodzenie bton, po 2 godzinach inkubacji
obserwuje si komorki o stabo zaznaczonych konturach$etadczy o uszkodzeniach btony
komorkowej (Ryc. 23E). Prawdopodobnie wodoronadtketert-butylu wptywa rownie na
utrak integralndci bton wewntrzkomérkowych w komdérkach JAR, poniesvaidoczne jest
stabszeswiecenie mitochondridow i wybarwionedro komoérkowe, co me sugerowd ze
barwnik mitochondrialny CMXRos wyptywa z uszkodzohymitochondridéw i przenika do
innych kompartmentéw komérkowych. Wzammy proces peroksydaciji lipidow btonowych
w komérkach kosméwczaka prowadzi do uszkadzieny komorkowej i szybkiegmierci
zainicjowanej ja w 2 godzinie inkubacji z 100M tBuOOH. Analiza danych z cytometru
przeptywowego (Ryc. 17, Tab. 2) wykazatae komorki umiergj gtdwnie sSmiercia
nekrotycza, natomiastsmier¢ komérek w procesie apoptozy dotyczy tylko 1% koekor
JAR. Na tak samy zalezné¢ wskazuj mikrofotografie elektronowe. Po 4 godzinach
inkubacji komorek JAR ztBuOOH w preparatach obserwuje¢ sgtdwnie komorki
nekrotyczne i znacznie mniej komdérek apoptotycznyByc. 18E), a po 9 godzinach
wiekszas¢ komorek jest w fazie zaawansowanej nekrozy (Rg€a). Obecn& nielicznych
komorek apoptotycznych sugerujge komorki JAR mog wchodzé w nekroz poprzez
apoptoz a konkretnie poprzez wchodzenie wdaomorek pérednich, ,intermediate cells”
(Ryc. 18Fb). Tego typu komorki stanuspedniego byly ja opisywane w literaturze przez
Kaminskiego i wsp. [143] oraz Niemczyk i wsp. [144] aagtowano je w komorkach
osteosarcomaraktowanych menadionem. Powajtjsk na teor¢ Jamisona i wsp. [145]
mozna przypuszcza ze komaorkichoriocarcinomapoddane dziataniu wodoronadtlenteut-
butylu umierag poprzez wchodzenie w proces nekrozy zwany ,auinsCh(auto-roztam).
Ten specyficzny rodzaj nekrozy zostat opisany w @&dkach raka gcherza moczowego
poddanych dziataniu witaminy C i K [146]. ,Autosels” jest specyficznym rodzajem
nekrozy, bardzo przypomina apoptoale r@nice & w ,blebbingu”; w apoptozie ,blebbs”
czyli odczepiagjce st fragmenty komorek zawiekgjorganelle, w tym szatki jadra
komodrkowego,

w ,autoschizis” nasjpuje odcinanie (angself-excisioh cytoplazmy i w rezultacie zostaje
obkurczone gdro komérkowe z warstyvzdegradowanych organelli optaszezsgich pdro.
Powolupc sk takze na interpretagjJamisona i wsp. [145] dotygz wynikdw barwienia
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komoérek aneksynV-FITC i jodkiem propidyny, mena dalej przypuszczaze komérki JAR
umierap w procesie ,autoschizis”. Wedtug opisu Jamisorrapg komoérekzywych to nie
barwiaca s¢ zadnym znacznikiem (A-/Pl-), komorki wiace aneksyg V to komorki
apoptotyczne (A+/Pl-), komorki wiace aneksyg V i jodek propidyny to komorki
nekrotyczne (A+/Pl+), Zagrupa komérek wybarwiaga st tylko jodkiem propidyny: A-/Pl+
to wiasnie komorki typu ,autoschizis” [145]. W komérkachR po traktowaniutBuOOH
obserwuje s komorki w fazie (A-/Pl+) pocavszy od 2 godziny inkubacji (Ryc. 17, Tab. 2).
Przyczym smierci komorek linii T24 [146] w procesie ,autoszls” jest gltdbwnie wzmgony
proces peroksydacji lipidow proweagtz do uszkodze btony jak i obntenie s¢zenia tioli
komorkowych (w tym glutationu i enzyméw bogatychgnupy —SH), czego skutkiem jest
uszkodzenie biatek cytoszkieletu. W komodrkach kosoraka, tBUOOH wywotuje
wzmazong peroksydagj lipidéw, co mae sugerowd, ze po diiszej ekspozycji komérek na
wodoronadtlenekert-butylu umierag one w procesie ,autoschizis”.

W komérkach JAR poddanych dziatartBuOOH obserwuje sisilny spadek ATP
(Ryc. 16), a spowodowany jest on zahamowaniem aki§ev dehydrogenazy aldehydu
3-fosfoglicerynowego (Tab. 8). W komorkachchoriocarcinoma traktowanych
wodoronadtlenkientert-butylu spada tate stzenie glutationu zredukowanego (Ryc. 21).
Moze by to spowodowane utlenieniem grup sulfhydrylowychtafionu przezBuOOH, ale
nie mana te wykluczy, ze glutation mee reagowé& z RFT wytwarzanymi podczas
dziatania wodoronadtlenkiert-butylu na btony. W wyniku takich reakcji me dochodzi do
powstawania rodnikow glutationylowych, ktére ucmesta w S-glutationylacji biatek. W
komérkach JAR traktowanych wodoronadtlenkigert-butylu stwierdzono tate spadek
aktywnasici dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. Clemie aktywnéci G-6-PDH
prowadzi do zmniejszenia produkcji NADPH przy udidego enzymu, co unierdovia
redukcg disiarczkowej formy glutationu do formy zredukoweam w ten sposob przyczynia
sie rowniez do spadku stenia GSH w komérkach kosmoéwczaka. Dodatkowo, hadan
uzyciem tandemowej spektometrii masowej nie ujawntystepowania specyficznych
koniugatow glutationu ani t BuOOH, ani te z produktami peroksydaciji lipidow (HNE-SG).

W komorkach JAR inkubowanych w obeénbtBuOOH obserwuje si2,5-krotny
wzrost aktywnéci katalazy (Tab. 6). Wzrost aktyw§m CAT nie ma wgkszego znaczenia w
usuwaniu wodoronadtlenkéw lipidowych powstatych wniérkach choriocarcinomaw
wyniku dziataniatBuOOH, poniewa katalaza ma ograniczone #&avosci peroksydazowe.
Za wzrost aktywnéci katalazy mog odpowiada produkty peroksydacji lipidow.
Stwierdzono,ze 4-HNE mae aktywowa receptory dla peroksysomalnych proliferatoréw
(PPARs ang peroxisomal proliferator-activated receptpr$ld7], zd aktywacja PPAR
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(doktadnie PPAR) prowadzi do wzrostu ikzi mRNA katalazy jak i jej aktywnmi w
szczurzych peroksysomach [148]. Dlategq tatkiem prawdopodobne jege taka regulacja
aktywnaici katalazy maee mie& miejsce w komorkachhoriocarcinomapoddanych dziataniu
tBUOOH.

Wodoronadtlenektert-butylu jest silnie cytotoksyczny dla komoérek JARBtres
oksydacyjny wywotywanytBuOOH wynika gtownie z intensywnego procesu perdisyi
lipidow i zwigkszonej produkcji nadtlenkow lipidowych. Na skutakian w fosfolipidach
btonowych dochodzi do rozszczelnienia bton komérkowi do smierci komorek JAR na
drodze nekrozyTBuOOH obnia réwnie stzenie GSH w komérkach oraz aktywico
enzymow tiolowych. Lecz podanie komérkom JAR trakdoych wodoronadtlenkiem
tert-butylu, antyoksydanta mgjego zdolné& regeneracji GSH nie wplywa znacb na
zwickszenie przeywalnasci komoérek. N-acetylocysteina chroni komorki przeésycznym
dziataniemtBuOOH tylko w pocatkowym okresie inkubacji (do 4 godzin, Ryc. 25)

Opierajc sk na uzyskanych wynikach przedstawiono schemat alzet
wodoronadtlenkuert-butylu w komorkach JAR (Ryc. 27). Na schemaciegzako zaréwno
dane uzyskane w niniejszej pracy jak i dane liteate. Wodoronadtlendiert-butylu moe
aktywowa& polimeraz poli(ADP-rybozy) w komorkach PC12 [61] i w szczyeh
hepatocytach [149], zazwickszona aktywn& tego enzymu prowadzi do spadku NAD
i ATP, uszkodzé w DNA i przyczynia st do smierci komérki. Jeeli w komorkach JAR
dochodzi do aktywacji polimerazy poli(ADP-rybozyjzpz tBuOOH i obnkenia stzenia
NAD*, maze to dodatkowo wyjmiaé szybki spadek ATP prowasizy do $mierci komorek

choriocarcinoma
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Ryc. 27 Schemat dziatania wodoronadtlentart-butylu w komorkachchoriocarcinoma TBUOOH
wchodzi w interakg z zelazem cytochromu P-450 i powstaje wysoce reaktywnognik
alkoksybutylowy, ktéry generuje silny stres oksygag i wzmazony proces peroksydacji lipidow.
Z wodoronadtlenku tert-butylu mog powstawa inne reaktywne formy tlenu propagog
peroksydagj lipidéw. PonadtdBuOOH hamuje aktywrigé enzyméw: GAPDH, GPx i G-6-PDH, ga
aktywuje katalag Strzatka przerywana pokazuje nie zmietz@ie prawdopodokn inna drog;
dziatania tBuOOH, czyli aktywag przez tBuOOH polimerazy poli(ADP-rybozy). Zastosowane
skréty wyjaniono na str. 4-6.
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5.3 Wptyw nadtlenku wodoru na komorki choriocarcinoma.

Nadtlenek wodoru podawany do hodowli komorkowyclstgteniu 1mM jest bardzo
silnym prooksydantem. Wywotuje stres oksydacyjngazwyczaj w niszym sgzeniu ni
milimolowe doprowadza démierci komérek na drodze nekrozy [150]. Natomiaghiki
uzyskane wskutek traktowania komorekoriocarcinomalmM H,O, pokazuj, ze zwiazek
ten ma niewielki wplyw na zmniejszenie ptywalnasci komorek. Zaréwno test na
uwalnianie LDH jak i test z aneksyV-FITC i jodkiem propidyny niezbicie pokaziljze
przez 24 godziny inkubacji komoérek JAR z nadtlenkievodoru wekszas¢ komoérek to
komorki zywe (Ryc. 15 i 17). Brak zmian w prasvalncsci komorek JAR poddanych
dziataniu HO, potwierdzag mikrofotografiie elektronowe (Ryc. 18G i H), gdzie
obserwuje & zmian w ultrastrukturze komérkowepdro komorkowe, mitochondria i inne
organelle pozostajniezmienione przez ponad 9 godzin inkubacji z leatiem wodoru
(Ryc. 18G). Zmiany w komorkacha sdostrzegalne dopiero po 24 godzinach inkubacji z
nadtlenkiem wodoru i dotygzniewielkiej liczby komorek: mina zaobserwowiakomorki o
jadrach z rozproszanchromatyma (Ryc. 18H), co mgze sugerowa pierwsze oznaki stresu
oksydacyjnego i inicjagjnekrozy.

Skoro nie dostrzeno wikszych zmian w przgwalnacici komoérek traktowanych
nadtlenkiem wodoru zadano sobie pytanie, czy wegdhodzi on do komaorki. W tym celu
zmierzono ild¢ komorkowego HO, przy wyciu 2',7’-dioctanu dichlorofluoresceiny.
Dwugodzinna inkubacja komorek JAR z®3 nie wykazata wzrostu wewtrzkomorkowego
stezenia nadtlenku wodoru. Natomiast pomiar DCF po gadizinie od momentu podania
H,O, do komoérek wykazat zaledwie dwukrotny wzrosizehia BO, (Ryc. 19B). Szybkie
znikanie nadtlenku wodoru w komaorkach remznaczé ze jest on szybko rozktadany przez
enzymy antyoksydacyjne. Pomiar enzyméw goggh zdolné¢ rozktadania nadtlenku
wodoru, w komérkachchoriocarcinomatraktowanych HO, wykazat wysok aktywnag¢
katalazy i stosunkowo nigkaktywndccia peroksydazy glutationowej (Tab. 7). Wysoka
aktywna¢ katalazy mee wpltywa na zwekszenie aktywnéri peroksydazy glutationowej,
poniewa zaobserwowano [151ke w warunkach stresu oksydacyjnego katalaza uwalnia
NADPH, co wpltywa regulacyjnie na uklad enzymow gtidnozalenych: peroksydazy
glutationowej / reduktazy glutationowej. W komorkadAR hodowanych w obecfm
nadtlenku wodoru katalaza ulega nieznacznej degjiad@ab. 7) i prawdopodobnie uwalnia
NADPH, ktory wptywa pérednio na zwgkszenie aktywngci GPx (Tab. 7). Otrzymane w tej
pracy wyniki jednoznacznie wskazaupge za usuwanie ¥, w komdrkach JAR odpowiada
gtéwnie katalaza, natomiast peroksydaza glutatienowwe wspomagaten proces.
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W komoérkach JAR inkubowanych w obednbH,0, wykazano nieznaczny wzrost
produktow peroksydacji lipidéw (Ryc. 20). Natomiast poréwnaniu do komérek
choriocarcinomaw linii komorek osteosarcomd43B, 1 mM nadtlenek wodoru wywotywat
silny stres oksydacyjny oraz indukowat peroksyedipjdow [152].

W komorkach kosméwczaka poddanych dziataniu nakilewodoru stwierdzono
23% obnkenie stzenia glutationu (Ryc. 21), ale taki spadekzehia GSH nie wplywa
znacaco na zwgkszenie stresu oksydacyjnego w komérkach JAR. Wdtkath poddanych
dziataniu HO, zmierzono aktywn& dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej i po
2 godzinach wykazano 33% obenie aktywnéci G-6-PDH, i taki poziom aktywriai
utrzymywat s¢ przez naspne godziny inkubacji (Tab. 8). Badania Tian WN wsp.
wykazaty,ze komorki z nadeksprespehydrogenazy glukozo-6-fosforanowejalporne na
dziatanie nadtlenku wodoru [153]. W komodrkachoriocarcinoma traktowanych HO,
aktywna¢ G-6-PDH jest nadal wysoka, ga prawdopodobnie nie mi€ hamujcy wplyw
na cytotoksyczne dziatanie ,&8,. Obserwowane obinie sgzenia ATP (Ryc. 16)
w komorkach JAR inkubowanych z ,8, maze by spowodowane g&ciowym
zahamowaniem aktywsoi dehydrogenazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego (TaR).
GAPDH jest enzymem bardzo wiavym na dziatanie nadtlenku wodoru, e by
skutecznie inaktywowana przez utlenienie cysteiny centrum aktywnym lub przez
S-glutationylagt [154]. Mapc na uwadzeze po 2 godzinach inkubacji nie obserwuje si
zwickszonego stenia nadtlenku wodoru w komoérkach JAR, wydaje miawdopodobnym,
ze za dalsze hamyge dziatanie na GSH, G-6-PDH i GAPDH odpowiad@FT generowane
z H,O,. Hamujcy wptyw na cytotoksyczne dziatanie nadtlenku wadar komérkach JAR
moze mig takze gonadotropina kosméwkowa (hCG). Aris i wsp. wyaze zwikszone
wydzielanie hCG przez komorki 2gska zapobiega stresowi oksydacyjnemu wywotanemu
przez nadtlenek wodoru [155]. Komorhoriocarcinomacharakteryzyj sie podwyzszonym
wydzielaniem hCG w stosunku do komoérek trofoblastad wiec rowniez maze wynika: ich
odpornd¢ na nadtlenek wodoru.

Oceniajc dziatanie nadtlenku wodoru w komorkaathoriocarcinoma mazna
stwierdzt, ze w stzeniu 1 mM nie jest on cytotoksyczny dla tych konkdrdednak
obserwuje s pewne zmiany w cytoszkielecie komérek wystawionyeh dziatanie bD..
Mianowicie, jw po 2 godzinach po podaniu komérkom nadtlenku wedeida wyrazne
zmiany w ich morfologii (Ryc. 23F). Zmieniagsreorganizacja uktadu mikrofilamentéw
aktynowych, co prowadzi do powstania filopodii odfadapcych za dynamiczny ruch
komorki. Dlatego te wydaje s¢, ze komorki choriocarcinomastymulowane nadtlenkiem

wodoru zwekszap inwazyjng¢é i metastazj (zdolnd¢ do penetracjiscian naczy
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krwionosnych i limfatycznych). Jest to jednak teza oparygkot na mikrofotografii
konfokalnej, spormdzonej na podstawie preparatu komérkowego i wymagaywiscie
potwierdzenia, ktore nmme d& zmierzenie biatek takich jak integryny (zlokalizame
w filopodiach) czy te kadheryny (wykazuge zmniejszom ekspresj w komoérkach
migrujacych). Nie bylby to odosobniony przypadek indukajchliwosci komorek
nowotworowych przy udziale nadtlenku wodoru. W praglexandrove] i wsp. [156]
obserwuje s zmiany w morfologii i ruchliwéci komérek linii REF52 (transformowane
szczurze fibroblasty) po inkubacji z p¥ nadlenkiem wodoru. Autorzy tej pracy stwierdzili,
ze H,O, wptywa na ruchliwé¢ komorek indukujc biatko Racl. Dodatkowo, stwierdzore,
do aktywaciji ruchliwéci komorek dochodzi poprzez akiszenie aktywngci kompleksu
WAVE-Arp2/3 umaliwiajacego polimeryzagj aktyny (WAVE, ang.verprolin homologous
protein — biatka zaangamwane w adhegz] ednocytoz i migracgk komorek, Arp2/3, ang.
actin-related proteinsbiatka umaliwiajace polimeryzagj aktyny) [156].

Uzyskany wynik wptywu nadtlenku wodoru na zigzenie ruchliwéci komérek JAR
maozna rownie zinterpretowd inaczej. Komorki JAR g komoérkami kosméwczaka, a ¢t
maja morfologk trofoblastu. Trofoblast podczas zagmigania s¢ w $cianie macicy jest
bardzo inwazyjny i charakteryzujeeswysoka ekspregj biatek z rodziny integryn. Uwa sk,
ze za ruchliwé¢ i zdolnag¢ migracji komérek trofoblastu odpowiada wzrostzehia
czynnikbw wzrostu takich jak HGF (andpepatocyte growth factpr[157] i EGF (ang.
epidermal growth factQr[158], ktore wizac sk z odpowiednim receptorem (c-Met dla HGF
i EGFR dla EGF) aktywujkinaz fosfatydyloinozytolow 3 (PI3K) i kinaz Akt, wchodace
w szlak sygnalizacyjny MAPK, co w konsekwencji zisza ruchliwé¢ komorek.
Stwierdzono,ze nadtlenek wodoru mie rownie: aktywowa& sam receptor EGF w linii
komoérek NR8383 [72,159] oraz w innych ludzkich &dnh nowotworowych [160], wc
prawdopodobnym wydajesistnienie takiego mechanizmu w komorkach trofotladoze
mie¢ to odniesienie do warunkow maych miejsce w aiy fizjologicznej. W pocatkowym
stadium cizy ilos¢ EGF i jego receptora jest znaczna zarowno w ayfioitascie jak i w
syncytiotrofobldcie, spada w foysku dopiero w Il i Il trymestrze [161]. We wczegrtiazy
(I trymestr) s¢zenie tlenu jest bardzo niskie poniewpromuje proliferagf komorek za
stezenie tlenu wzrasta stopniowo po zakmonej inwazji trofoblastu [162]. W wyniku
hypoksji mae dochodzi do zwkkszania ildci RFT, a wec powstajgce reaktywne formy
tlenu (w tym HO,) mogtyby aktywowa receptory EGF i wptywana szlak sygnalizacyjny
prowadacy do zwekszania ruchliwéci komorek trofoblastu i ich migraciji.

W komérkach JAR inkubowanych w obeénbl mM H,O, nie obserwuje siefektu
cytotoksycznego, przez 24 godzinny czas inkubacjpomdérki pozostaj zywe
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i prawdopodobnie zwksza st ich ruchliwa¢ i zdolngé¢ migracji. Proponowany mechanizm
dziatania nadtlenku wodoru w komérkagioriocarcinomazamieszczono na rycinie 28.

hCG
GSH\ G-6-PDH \ ... OH"@ Hio GPx 1
ATP\ GAPDH \ —mmmm'2%2 » H,0
i@
EGFR Rac 1
‘filopodi;
inw;zja, m?gracja trofoblastu
metastazja
choriocarcinoma

Ryc. 28 Schemat dziatania nadtlenku wodoru w komérkablbriocarcinoma H,O, wchodzi do
komorki i prawdopodobnie zanim zostanie rapioy przez katalaz hamuje nieznacznie aktywsto
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej i dehydroggnaddehydu-3-fosfoglicerynowego, oraz
generuje inne RFT (np. rodnik wodorotlenowy) djida réwnie hamupco na te enzymy, co
skutkuje obnionym stzeniem GSH i ATP. KD, prawdopodobnie aktywuje receptor EGF i biatko
Racl (przerywane strzatki) co prowadzi do gsizenia ruchliwéci komoérek. Komorki
choriocarcinomgprodukup duze ilosci hCG, ktéra by maze hamuje cytotoksyczne dzianie nadtlenku
wodoru w tych komorkach. Zastosowane skroéty vnyiano na str. 4-6.
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Podsumowujc, menadion i wodoronadtlenektert-butylu &  zwiazkami
cytotoksycznymi dla komorek JAR. Oba wywatugilny stres oksydacyjny w badanych
komorkach, jednate mechanizm ich prooksydacyjnego dziatanianrosie. 100 puM
menadion wywotuje stres oksydacyjny gtownie popraegacg grup tiolowych glutationu i
enzymow bogatych w grupy sulfhydrylowe. Wywotywawyten sposob stres oksydacyjny
jest dodatkowo stymulowany anionorodnikiem ponamditevym powstacym w cyklu
redoks menadionu. 10&M wodoronadtlenekert-butylu ma take dziatanie prooksydacyjne
w komorkach choriocarcinoma poniewa bedac analogiem endogennie wygstijacych
wodoronadtlenkow lipidowych inicjuje i przyspiegaeoces peroksydaciji lipidow. Powstate w
wyniku metabolizmuBuOOH nadtlenki lipidowe i produkty peroksydacpitiéw wptywap
destrukcyjnie na btapnkomorkowa i btony organelli badanych komorek, pree trag one
integralnéd¢. Generowane z wodoronadtlentart-butylu LOOH hamuj réwniez aktywna¢
GAPDH i G-6-PDH, co prowadzi do spadkgzsnia ATP i GSH. Cytotoksyczne dziatanie
zarobwno MEN jak itBuOOH w komoérkach JAR prowadzi dmnierci komorek na drodze
nekrozy. Natomiast nadtlenek wodoru nie jest csyozny dla komorekhoriocarcinoma
W czasie inkubacji komorek z 1 mM,8, obserwuje si nieznaczne obnenie aktywnéci
katalazy, dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogliceryrgwel dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej a take niewielki spadek stenia GSH i ATP. Nadtlenek wodoru jest szybko
usuwany z komorek przy udziale enzymdéw antyoksypigch i nie przyczynia si do
indukowania peroksydaciji lipidow. Komorki JAR traktane nadtlenkiem wodoru zachowuj
integralnd¢ btony komaérkowej i pozostagywe przez 24 godziny inkubacji 6.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badadostarczaj nowych informaciji
dotyczicych mechanizmu dziatania niektérych prooksydaméwkomorki tayska ludzkiego
I moga okaza& sig uzyteczne w wyjénieniu procesow patologicznych zachadzh w

tozysku ludzkim pod wptywem stresu oksydacyjnego.
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6. WNIOSKI

Menadion jest cytotoksyczny dla komorekhoriocarcinoma Indukuje stres
oksydacyjny gtéwnie poprzez koniugagjlutationu i arylag enzymow tiolowych:
GAPDH i G-6-PDH, doprowadza do znacacego spadku stenia GSH i ATP w
komérkach. Ponadto w wyniku cyklu redoks menadiojast generowany
anionorodnik ponadtlenkowy, ktéry inicjuje procesrqgksydaciji lipidow. Indukowany
menadionem stres oksydacyjny przyczynégadsi Smierci komorek na drodze nekrozy.
Wodoronadtlenektert-butylu jest rownie cytotoksyczny dla komérek linii JAR.
Glowna przyczyn, stresu oksydacyjnegoa spowstajce w wyniku metabolizmu
wodoronadtlenkutert-butylu reaktywne formy tlenu oraz wzouma peroksydacja
lipidow. RFT i produkty peroksydaciji lipidow hamaugktywnaé GAPDH i G-6-PDH,
podwyzszaj aktywna¢ katalazy, oraz wpltywajna obnienie sg¢zenia ATP i GSH.
Komorki  kosmowczaka inkubowane 2BuOOH umieragg gtéwnie $miercia
nekrotyczna.

Nadtlenek wodoru, w odgdieniu od menadionu i wodoronadtlentert-butylu, nie
jest cytotoksyczny dla koméredhoriocarcinoma Brak indukcji stresu oksydacyjnego
spowodowany jest gtdwnie wysok aktywndcia katalazy. W komorkach
traktowanych HO, nie stwierdza si wzmazonego procesu peroksydacji lipidow.
Nadtlenek wodoru tylko nieznacznie hamuje aktysanobadanych enzymow
(GAPDH i G-6-PDH) i w niewielkim stopniu obia stzenie ATP i GSH w
komoérkach JAR. Komoérki hodowane w obeégrio nadtlenku wodoru przez 24
godziny zachowuwj integralng¢ btony komorkowej i nie stwierdza esikomérek
apoptotycznych i nekrotycznych.
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7. STRESZCZENIE

Celem pracy byto zbadanie cytotoksycznego wptywunawénu, wodoronadtlenkiert-
butylu i nadtlenku wodoru na komérki ustabilizowpli@i JAR (ATCC HTB-144) ludzkiego
choriocarcinoma posiadajcej cechy morfologiczne i biologiczne Wiwe dla trofoblastu.
Przeprowadzone badania wykazaly cytotoksyczne atmmtmenadionu i wodoronadtlenku
tert-butylu w komoérkach JAR. Menadion wywotywat strelssgdacyjny poprzez obignie
stezenia glutationu (w wyniku koniugacji) i zahamowanigywnaci enzymow bogatych w
grupy sylthydrylowe (GAPDH i G-6-PDH). Generowanyz@z menadion anionorodnik
ponadtlenkowy inicjowat proces peroksydacji lipidow komérkach JAR. Komorki
kosmowczaka traktowane menadionem umiegatjercia nekrotycza. Podanie komorkom
traktowanych menadionem N-acetylocysteiny zapobiegstresowi oksydacyjnemu
I zwickszyto przeywalnogs¢ komorek kosmowczaka. Wodoronadtlenelert-butylu
wywotywat stres oksydacyjny w komodrkach JAR poprzgpdukcg duzej ilosci RFT i
nasilony proces peroksydacji lipidoWBuOOH dzgki whasciwosciom utleniagcym hamowat
aktywnas¢ zbadanych enzymow (oprocz katalazy) i wptywat padek sfzenia GSH i ATP
przyczyniagc sk do smierci komérek na drodze nekrozy. N-acetylocystemma chronita
skutecznie komérek kosmowczaka przed stresem gemagon przeztBuOOH, mimo
regeneracji glutationu i enzyméw tiolowych komattecity integralnéé btony komérkowej i
zmniejszata siich przeywalnas¢. Nadtlenek wodoru nie wptghcytotoksycznie na komérki
choriocarcinomaW komdérkach pod wptywem 4@, spadito nieznacznieggenie ATP i GSH
oraz odnotowano tylko nieznaczne otamie aktywnéci badanych enzymow (GAPDH i G-6-
PDH), ale nie miato to wplywu na zmniejszenie pyzealncgsci komérek JAR. Komorki
choriocarcinomainkubowane w obecsoi nadtlenku wodoru pozostawalywe w 90%

przez 24 godziny inkubacji z tym prooksydantem.
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