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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

‘OH - rodnik hydroksylowy

11B - HSD - dehydrogenaza Bl- hydroksysteroidowa
17B-HSD - dehydrogenaza B7- hydroksysteroidowa
3B-HSD - dehydrogenaza33- hydroksysteroidowa
Ang-1 - angiopoetyna 1

Ang-2 - angiopoetyna 2

ArKO - myszy z nokautem genu dla aromatazy
AT1 - receptor angiotensyny typu 1

BHT - butylowany hydroksytoluen

CAMP - cykliczny adenozynomonofosforan

COX - cyklooksygenaza

CPR - reduktaza NADPH-cytochrom P450

CREB - biatko whzace element odpowiedzi na cCAMP
CRH2 - receptor hormonu uwalnigjego kortykotropia typu 2
CSN - choroby sercowo-naczyniowe

CumOOH - wodoronadtlenek kumenu

CYP11A1 - cytochrom P45Q.

CYP19A1 - cytochrom P450,m

CYP19A1- ludzki gen koduyjcy aromatag

CYP1AL1l - cytochrom P450 1A1

CYP3AA4 - cytochrom P450 3A4

DCF - dichlorofluoresceina

DFO - desferoksamina

DHEA - dehydroepiandrosteron

DHEAS - siarczan DHEA

E1 - estron

E, - 17B3-estradiol

Es - estriol

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EPB50- biatko utrzymujce fosforan ezryny w btonie
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ERM - rodzina biatek, ktére umocowveumikrofilamenty do btony plazmatycznej, np. w
mikrokosmkach

ERa, ERP - receptory estrogenowe

FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy

FBS - ptodowa surowica byeta

Fe(NH,)2(SOy), - siarczan amonowielazawy

FFA - wolne kwasy tluszczowe

FMN - mononukleotyd flawinowy

GATA-4 - czynnik transkrypcyjny

GSH - zredukowany glutation

GSSH - utleniony glutation

H,DCFDA - 2’,7-dioctan dichlorofluoresceiny

H-0; - nadtlenek wodoru

HCHO - formaldehyd

HCI - kwas solny

HCIO,4 - kwas nadchlorowy

HELLP - syndrom, wysfpujacy u kobiet ze stanem przedrzucawkowym,

charakteryzujcy sk hemoliz, wzrostem aktywn@i enzymow
watrobowych i trombocytopeai

HEPES - kwas N-(2-hydroksyetylo)-piperazyno- N’-etandsanbwy

HIF-1a - czynnik transkrypcyjny indukowany przez hipaksj

HO,’ - rodnik wodoronadtlenkowy

HPAA - ptodowa @& podwzgorze-przysadka-nadnercza

HPETE - kwas hydroperoksyeikozatetraenowy

HSP-70- biatko szoku termicznego

IL-1, IL-6, IL-8, IL-1 B - interleukiny 1, 6, 8,

JAR, JEG-3, BeWo - ustalone linie komorkowe wywoalze s¢ z kosmoéwczaka

tozyskachoriocarcinoma

JNK - kinaza fosforylujca N-terminala cze$¢ biatka Jun, co prowadzi do aktywacji
czynnika transkrypcyjnego AP-1; JNK zwana jest z odpowiedgzbrganizmu
na stres oksydacyjny

K3PO, - ortofosforan potasowy



KSCN - rodanek potasowy

L" - wolny rodnik alkilowy

L-Arg - L-arginina

LDH - dehydrogenaza mleczanowa

LDL - lipoproteiny o matej gstasci

LO" - wolny rodnik alkoksylowy

LOO" - wolny rodnik nadtlenkowy

LOX - lipooksygenaza

Mash2 - czynnik transkrypcyjnyang. Mammalian achaete/scute homologue-2)

MCF-7 - linia komo6rkowa wywodzca sk z ludzkiego raka piersi

MDA - dialdehyd malonowy

MMP2, MMP9 - metaloproteinazy 219

NADP*- fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

NaHCOj3; - wodoroweglan sodowy

NaOH - wodorotlenek sodu

NO'- tlenek azotu

eNOS, iINOS, nNOS- endotelialna, indukowalna i neuronalna syntberekti azotu

O, - anionorodnik ponadtlenkowy

OH~ - anion hydroksylowy

ONOO' - nadtlenoazotyn

P45Q;0m - cytochrom P450 aromatazy

P45Q.. - cytochrom P450 rozszczepiey tancuch boczny cholesterolu

PBS - bufor potasowo-fosforanowiang. Dulbecco’$?hosphate Buffered Saline)

PCOS - zesp6t jajnikdw policystycznyohang.policystic ovary syndrome)

PE - stan przedrzucawkowigng. preeclampsia)

PGE; - prostaglandyna E2

PGI2 - prostacyklina

PIGF - fozyskowy czynnik wzrostuanhg. Placental Growth Factor)

PPARYy - receptory aktywowane przez proliferatory peraksygow (ang. Peroxisome
proliferator-activated receptors)

RFT - reaktywne formy tlenu

RPMI -1640- podiaze hodowlane do komordlang. Roswell Park Memorial Institute)



RXR - receptor retinoidowy X

SEng- rozpuszczalna forma endogliny

SF-1,LRH-1 - sieroce receptorggirowe

sFIt-1 - rozpuszczalna forma receptora dla czynnika VEGEKtora swaj aktywnaé
przejawia w przestrzeni zewinzkomaérkowej

SHBG - biatko whzace hormony pitciowéang.sex hormone binding globulin)

TBA - kwas 2-tiobarbiturowy

TBARS - zwiazki reagugce z kwasem tiobarbiturowym

TCA - kwas tréjchlorooctowy

TGFB1, TGF-B3 - transformujcy czynnik wzrostu beta 11 3

TNFa - czynnik martwicy nowotwora (kachektyna)

TXA2 - tromboksan A2

USF1,USF2- czynniki transkrypcyjnéang. upsream transcription factor 1, 2)

VEGF - czynnik wzrosturédbtonka naczyniowegag. Vascular Endothelial Growth

Factor)



1. WSTEP
1.1 Aromataza

1.1.1 Aromataza - struktura, funkcja

Aromataza jest kompleksem enzymatycznym odpowiétaia za biosynteg
estrogendw z androgenow, ktéry wamije u wszystkich kigowcéw. Kompleks ten
zawiera dwa rine biatka: reduktazNADPH-cytochrom P450 oraz cytochrom P45Q
i jest zwhzany z bton retikulum endoplazmatycznego komorek prodakygh
estrogeny poprzez N-koowa, krotka, hydrofobove domer transbtonow (1,2).

Reduktaza NADPH-cytochrom P450 (CPR), zawiera @ckon domer
wiazaca FAD i NADPH, N-kaicowa domer wiazaca FMN, element dczacy oraz
hydrofobowy rejon, ktory kotwiczy biatko w btonie umazliwia oddziatywanie
z cytochromem P45Q, Rola CPR polega na transporcie elektronéw z NADgzEez
FAD i FMN nazelazo hemowe cytochromu P45Q (Ryc. 1). Natomiast cytochrom
P45Q,0m (CYP19A1) jest hemoprotein ktdra uczestniczy w konwersji androgenow
(C19) do estrogenéw (C18), a konkretnie: androstenddo estronu, testosteronu do
17B-estradiolu i 16-hydroksytestosteronu do (+16a-estriolu. (3,4). Najnowsze
badania dowodg ze CPR i androstendion g sie do cytochromu P45@Q,w réznych
miejscach, przy czym CPR #adie znacznie silniej do cytochromu P45%@ niz substrat

androgenowy (3).

Reduktaza
NADPH-cytochrom P450

/\ Cytochrom P450
N

NADPH aromatazy
& €}
FAD [— FMN
NADP”
o

©0000 ccooclilill boooo

000000UTTUVOO00CTBOUV0000
Retikulum endoplazmatyczne
Ryc. 1.Przeptyw elektronow w kompleksie CPR - cytochrof®®om.
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Aromataza byta przedmiotem intensywnych iadaostatnich latach, zwtaszcza
jesli chodzi o mechanizm reakcji katalizowanej przean tenzym. Wiadomoze
przeksztalcenie jednego mola substratu (androgetw)jednego mola produktu
(estrogenu) wymaga trzech moli NADPH i trzech mibddinu. Ryc. 2 przedstawia
trojetapows reakcg katalizowam przez aromataz na przykladzie androstendionu,
preferowanego substratu tego enzymu. W gicevych etapach dochodzi do kolejnych
dwoch hydroksylacji &owej grupy metylowej C19, ogtzenia czsteczki wody
I wytworzenia 19-oksoandrostendionu. Zmek ten w trzecim etapie, w obednb
NADPH, przeksztatlcany jest w peroksylowy intermédigtochromu P45Q,,, ktory

ulega rozpadowi do estronu (zawigrggo piefcien aromatyczny) i kwasu
mréwkowego (5).

@] (@] (@]
o, H,0 o, H,0 HO
\;\ E HO, ; z: HO.
NADPH+H  NADP' NADPH+H'  NADP'
O (@) @)

Androstendion 19-hydroksy- 19,19-dihydroksy-
androstendion androstendion
H,0
enolizacja
*Fe
AN
0 Q o | o
o o)
-HCOOH HO : (@)
47
H,0
NADPH+H’
HO £ B NADP' o)
Estron peroksylowy 19-okso-
intermediat androstendion

Ryc. 2.Reakcja katalizowana przez aromataz

Najnowsze badania Ghosh i wsp. (2) doprowadzityudtalenia krystalicznej
struktury aromatazy oczyszczonej zyska ludzkiego. Dzki temu poznano precyzyjny
mechanizm wjzania androstendionu w centrum katalitycznym enzyoaupozwolito

na lepsze zrozumienie przebiegu reakcji aromatymnalt)zysku.
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1.1.2 Gen aromatazy

U czlowieka aromataza ulega ekspresji w licznychmérkach, takich jak
komorki ziarniste jajnika, komorki ikyskowego syncytiotrofoblastu, komorki Leydiga,
fibroblasty skory i w wielu rejonach moézgu, takigk: podwzgorze, hipokamp, ciato
migdatowate (6,7). Aromataza ulegaz tekspresji w ludzkiej tkance ttuszczowe,).
W okresie przedmenopauzalnym gtdwnym miejscem elsgips komorki ziarniste
jajnika, natomiast po menopauzie funkcja ta zostpjeegta przez komorki
mezenchymalne tkanki ttuszczowej, gruczot piersioasteoblasty i chondrocyty &,
srédbtonek nacay i komorki misniowki gtadkiej aorty (8). W jajniku gtéwnym
produktem dziatania aromatazy jest estradiol gysiliziataniu estrogennym, natomiast
w tkance tluszczowej powstaje gtéwnie estron (bstgm oddziatywaniu niestradiol),
ktory przynajmniej w potowie jest przeksztalcany dstradiolu w tkankach
pozajajnikowych (6).

Aromataza jest kodowana przez pojedynd@pic genu CYP19A1 ktory
zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu15g21.2). Gen ten rozgja st
na dilugd¢ 123 tysice par zasad, przy czym sekwencja niekgohijsktada si
z 93 tysecy par zasad i odcinek ten petni funkeggulatorow, natomiast sekwencja
kodujpca sklada si z 30 tysgcy par zasad i koduje on biatko zéme
z 503 aminokwasow (6,9). Gen aromatazy sktada si0 eksonow, przy czym region
kodujacy zajmuje 9 eksonow (II-X) z dwoma miejscami pdéaylacji, natomiast
region regulatorowy zawiera tkankowo specyficzneig rulegajce translacji,
alternatywne eksony pierwsze. Regulacja ekspresjugaromatazy odbywagesprzy
udziale émiu tkankowo specyficznych alternatywnych promovterd
charakterystycznych dla danej tkanki (Ryc. 3) (J,I@ promotory nie tylko kontrolaj
tkankowo specyficzn ekspresj transkryptow mRNA P45Q,,, ale rownie podlegaj
odmiennej regulacji przez poszczegolne hormonyitute czynniki regulujce (11).
Miejsce startu translacji znajdujegsiv eksonie Il i rozpoczyna gikodonem ATG.
Najbardziej proksymalnie wzglem tego miejsca znajduje; gpromotor PII, ktory jest
odpowiedzialny za eksprespromatazy w jajnikach iaglrach, a take w raku piersi,
przy czym zawiera on element odpowiedzi na CAMByvY2®e] tego promotora znajdyj
sie promotory 1.3 i 1.4, ktére odgrywagtéwm role w tkance ttuszczowej i odpowiadaj

na glukokortykoidy i cytokiny takie jak: ILf4, IL-6 i TNFa. Pomgdzy promotorami



-12 -

specyficznymi dla tkanki ttuszczowej znajdigic jeszcze trzy inne promotory, tj. 1.7
(specyficzny dla komorek endotelialnych), Lf (sgeezny dla moézgu), oraz 1.6
(specyficzny dla keci). Najbardziej dystalnie wzgllem miejsca startu translacji
znajdup sig¢ promotory specyficzne dla Agska, tj. promotor I.1, ktory jest gtownym
promotorem w faysku oraz promotor 2a, przy czym ich regulacja jgstzcze
przedmiotem bada(10). W tazysku ekspresj@YP19Aljest ograniczona do warstwy
syncytiotrofoblastu (12). Pomimozycia alternatywnych promotorow wszystkie nie
ulegapce translacji eksonyassktadane w tym samym miejscu, w pewnej odlggtod
miejsca startu translacji, znajdaym st w eksonie Il. W wyniku tego ramka odczytu
sekwencji kodujcej, zaczynajca sic sekwenci ATG i konczaca se¢ kodonem TAG,
jest taka sama w kdym przypadku. W zwizku z tym, mRNA aromatazy
transkrybowane z edych promotorow prowadzi do translacji biatka artemg, ktére

ma zawsze identyczrbudowe i wielkos¢, tzn. sktada giz 503 aminokwasow (13).

Gen aromatazy (CYP19A7)

Chromosom 15¢21.2

telomer. ,centromer
< > —AATAAA
93kb —ATTAAA
< H _______ X
skara/ tkanka tluszczowa/
tkanka tluszczowa rak piersi
lo2vsko | | tozvsk endotelium/ . tkanka jajniki/
ozysko | | tozysko rak piersi mozg kostna rak piersi

1 v v v ATG
>

" AGIGACT

Miejsce sktadania
- o - wspalne dla wszystkich
. alternatywnych promotoréw

Ryc. 3.Gen aromatazydYP19A). Objanienia w tekcie (vg Chen 200P

W badaniach przeprowadzonych na hodowlach ludzkiohorek tayskowych
zaobserwowanaze r&nicowanie cytotrofoblastu do syncytiotrofoblaststjealene od

tlenu i zwhzane ze znaaea indukcp aktywndgci aromatazy i ekspresji genu
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CYP19A1(12). Wykazano, ze hipoksja hamuje pmicowanie cytotrofoblastu
w syncytiotrofoblast, a co za tym idzie rowhiendukcg ekspresji genlCYP19A1
Odbywa st to pod wptywem czynnika transkrypcyjnego ckaeego jako Mash2
(Mammalian achaete/scute homologye-Biatko to dziata za pwednictwem dwdch
innych czynnikéw transkrypcyjnych olédtanych jako USF1 i USF2 (14,15). Wykazano
rowniez, ze urokortyna 2 zwksza ekspregjaromatazy w hodowli ludzkich komorek
lozyskowych, przy czym w dziataniu tym gredniczy receptor CRH2 (receptor
hormonu uwalniajcego kortykotropia typu 2) (16).

W komorkach ziarnistych jajnika szczura prostagjewrad PGE2 stymuluje
ekspresj genu CYP19A1i zwicksza ilg¢ biatka aromatazy, dziakg (przynajmniej
czesciowo) poprzez czynnik transkrypcyjny GATA-4 (17PGE2 jest najbardziej
znanym stymulatorem P45@, réwniez w endometriozie, przy czym odbywae gD
prawdopodobnie przy udziale czynnika steroidogengz{SF-1), zwanego rowrie
sierocym receptoremygrowym (@rphan nuclear receptor steroidogenic factgr{18).
Promotory specyficzne dla jajnikbw zawieralementy wizace CREB (biatko wjzace
element odpowiedzi na cCAMP) oraz sieroce receptgiyowe SF-1 i LRH-1, ktéreas
niezledne w indukowanej przez cAMP ekspreGYP19A1w komérkach ziarnistych
i lutealnych podczas cyklu menstruacyjnego orazzelpiegu cizy (11). Wykazanoze
ligandy RXR i PPAR hamuj ekspresj mRNA aromatazy w ludzkich komoérkach
ziarnistych jajnika (19). Stwierdzono réwnjeze w ludzkich komorkach kyskowych
choriocarcinoma(linie JAR, JEG-3 i BeWo), zwkki trialkilowe stymuluj ekspresj

tozyskowej aromatazy (20).

1.1.3 Aromataza — niedobor i nadmiar

Niedobor aromatazy jest rzadkim zaburzeniem dzezdeym sk w sposob
autosomalny recesywny, ktére stwierdza si pacjentow z wrodzonym niedoborem
aromatazy i myszy z nokautem genu dla aromatazyK@\r Schorzenie to jest
wynikiem mutacji w regionie kodagym genuCYP19A1 ktére prowadz do spadku
aktywnaici enzymu lub catkowitego zniesienia jego aktywaipwynikiem czego jest
niedobdr lub brak estrogendéw. Fenotyp myszy ArKGarahkteryzuje si otyloscia,
hiperinsulinemd. i oporndgcia na insulik. U tych myszy stwierdza eirowniez
sttuszczenie watroby, ktére jak wykazano z@oby odwrécone przez podawanie

estradiolu. U obu ptci obserwowano rowniemniejszenie ¢stasci mineralnej kéci.
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U samic stwierdzano ponadto zaburzenia owulacggetheragj jajnikdw, a u samcow
ArKO zaburzor spermatogenez zaburzone zachowania piciowe (21-24).

U ludzi pierwszy przypadek niedoboru aromatazy ampis w 1995 roku.
Pierwsze objawy u kobiet pojawdapic jeszcze przed urodzeniem, gdy dochodzi do
wirylizacji matek w cazy na skutek zaburzonej aromatyzacji androgenéw do
estrogendw. U dorostych kobiet z niedoborem aromyaswierdzano brak miegizki
i zaburzenia w rozwoju tkanki piersiowej. W bada&highormonalnych stwierdzano
hipogonadyzm z hiperandrogenizmem. Wraz z wiekiem skutek androgenizaciji
ustroju rozwijaty st objawy tndzikowe i hirsutyzm. Podobnie jak u myszy ArKO,
stwierdzano réwnie zmniejszon mineralizacg kosci (24). W przypadku rrczyzn
objawy niedoboru aromatazy pojawiaie dopiero po urodzeniu i dotygan.in. Kaci.

U dorostych mzczyzn z wrodzonymi mutacjami genu kogltggo aromatazwystkpuje
nasilona osteoporoza i aptony wiek kostny. Ma oni wysoki wzrost, wykazyj
eunuchoidalne proporcje ciata i znagxoslawos¢ kolan (25).

Z drugiej strony transgeniczne myszy z nadmiemrkspresj aromatazy
(AROM+) stanowi doskonate modele stagce do badania proceséw regulowanych
przez estrogeny igspomocne w zrozumieniu takich procesow jak rozwajcgotow
piersiowych, ginekomastia i rak piersi. Myszy AROMarkazup zwigkszone poziomy
estradiolu w surowicy, przy zmniejszonych poziomsesgtosteronu. Ponadto u samcow
tych myszy rozwijata giginekomastia, przy czym proces ten mogt zogehamowany
przez podanie inhibitorow aromatazy (26). Opisahwniez kilka rodzin z syndromem
nadmiaru estrogendéw na skutek ek@zonej ekspresji aromatazy. U e¢inzyzn
stwierdzano ginekomastia u kobiet makromasti zaburzenia cyklu menstruacyjnego.
Co wiecej nasilona aromatyzacja prowadzita do ekszonego poziomu estrogendw
W surowicy, zmniejszonego poziomu testosteronudr@stendionu oraz zahamowania
wydzielania gonadotropin u tych pacjentéw. Wykazamow tym przypadku inhibitory
aromatazy wykazywaty korzystne efekty lecznicze.(27

Zwickszona ekspresja aromatazy ma krytyczne znaczenpatelogii takich
schorza jak rak piersi, endometrioza, czy hipogonadyzrkolei brak lub zmniejszona
aktywna¢ aromatazy moe by przyczym zaburzé np. w funkcjonowaniu neuronow
mozgu | sprzyja rozwojowi takich schorze jak choroba Alzheimera, czy choroba
Parkinsona (28).
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1.2 Estrogeny iich znaczenie w gizy

1.2.1 Synteza estrogenow w jednostce ptodowo#gskowej

Estrogeny s syntetyzowane w wielu #gdiych tkankach steroidogenicznych, przy
czym naley zaznacz§, ze podczas gdy w jajniku hormony te produkowanees novo
z cholesterolu, to w fysku, ze wzgldu na brak 1&-hydroksylazy/17,20-liazy,
prekursorami estrogenéwg androgeny dostarczane przez nadnercza matki iuptod
W czasie cjzy siarczan dehydroepiandrosteronu (DHEAS), pochodz nadnerczy
matki i ptodu, przechodzi przez baxgntodowo-tazyskows, gdzie jest hydrolizowany
przez sulfatag, po czym pod wplywem dehydrogenaz3-Bydroksysteroidowe;j
(33-HSD), dehydrogenazy B#ydroksysteroidowej (I¥#HSD) i aromatazy, jest
ostatecznie przeksztatcany do odpowiednich estmgerDHEAS ulega rownie
hydroksylacji w pozycji 16 w watrobie matki i ptodu, po czym juw tozysku jest
przeksztatcany, przy udzial3341SD, 1PB-HSD i aromatazy do estriolu. Pochady
z watroby ptodu 16-OH-DHEAS jest gtdwnym prekursorem biosyntezy egdrmow
w tozysku (Ryc. 4) (29).

W tozysku ze wzgidu na silnie dziatary promotor genlCYP19A1 aktywna¢
aromatazy jest znacznie eksza, nk w jakiejkolwiek innej tkance, przy czym gtbwnym
produktem dziatania aromatazy w tej tkance jesti@sttozyskowy typ mRNA
aromatazy ulega ekspresji w ustalonych liniach kakohoriocarcinomaJAR, JEG-3,
BeWo), co czyni te linie komérkowe doskonalym meaeldo badania tego enzymu.
Aromataza ulega ekspresji w tych komodrkach zaréwmwo warunkach
niestymulowanych, jak i w odpowiedzi na estry fdthazy te: inne aktywatory, ktore
dziatap poprzez zwikszenie wewsatrzkomoérkowego poziomu cAMP (30). Samson
iwsp. (31) wykazali,ze komorki choriocarcinomalinii JEG-3 posiadaj wszystkie
enzymy konieczne do przeksztatcenia dehydroepiatehanu (DHEA) w & Badanie
produktow pérednich powstacych w obecngci i nieobecnéci inhibitorow
dehydrogenazy B hydroksysteroidowej, aromatazy [ dehydrogenazy
17B-hydroksysteroidowej, enzyméw bigych udziat w Sciezce biosyntezy E
wykazato, ze DHEA jest przeksztalcany w androstendion przBzZHSD, nastpnie
androstendion pod wplywem aromatazy ulega aromejiyzdo estronu, ktéry

ostatecznie jest przeksztatcany dopEzez 1B-HSD (31).
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1.2.2 Znaczenie estrogenow w gizy

tozysko wykazuje wysok ekspresj aromatazy i jest gidwnym miejscem
produkcji estrogenéw w czasieazy. Estrogeny, poza ich podstawpwola jaka
odgrywap w reprodukcji, ma znaczenie rownie w biologii naczyniowej,
metabolizmie lipidéw i wglowodandw, mineralizacji koi, a take w rozwoju mbzgu
i funkcji poznawczych (32).

Rola aromatazy w utrzymaniuagy nie jest do kaca wyjaniona. Wykazanaze
podanie samicom szczura w zZpgm okresie cizy fadrozolu, niesteroidowego
inhibitora aromatazy, nme prowadzi do uszkodzenia ptodu (33). W innym badaniu
z kolei wykazano,ze podskorne podanie samicom szczura fadrozolu wvgrych
dniach cazy, zaburzato implantagj nie wptywajc jednak naywotnas¢ embrionu (34).

Badania Albrecht i Pepe (35) wykazalye estrogeny odgrywaj wazna
fizjologiczna role w regulacji funkcjonalnego #dicowania tayskowych kosmkéw
trofoblastu. Manifestuje @i to przede wszystkim up-regulacj enzymow
uczestnicacych w biosyntezie progesteronu, w tym cytochromd5B, a take
dehydrogenazy I&hydroksysteroidowej (3HSD), enzymu wznego w biosyntezie
matczynych kortykosteroidow. Co gaej zalene od estrogendw zmiany wzgskowym
metabolizmie  kortykosteroidow doprowadgaj do aktywacji ptodowej osi
podwzgolrze-przysadka-nadnercza (HPAA) i w konsekjielo dojrzewania nadnerczy
u ptodu (35).

Ostatnie badania wskaaujze za zwtkszony poziom estronu w stosunku do
progesteronu u plodu, a tak wyzszy poziom estradiolu w stosunku do
20a-dihydroprogesteronu w &teniu matki, odpowiedzialny jest typ i lokalizacja
17B-HSD. | tak typ 2 1B-HSD, ktory utlenia estradiol do estronu io2progesteron do
progesteronu, ulega znacznej ekspresji vwydkowych komoérkach endotelialnych
kontaktupcych s¢ z kompartmentem ptodu. Przeciwnie syncytium konfjake sé
Z krazeniem matki produkuje wksze ilgci estradiolu i 2@-dihydroprogesteronu
z powodu dziatania BFHSD typu 1, 51 7 (36).

Estrogeny wykazuj réwniez dziatanie antyoksydacyjne. Okazujeg,size
antyoksydacyjne wptywy estrogendéw matptyczy réznych mechanizmow. Magone,
wiec interferow& z mikrosomalnymi sktadnikami, ktére bipudziat w enzymatycznej

peroksydacji lipidow, albo z jonamielaza, wykazujc dziatanie redukage lub
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chelatupce. Posiadaj one réwnie zdolng¢é zmiatania rodnikdw nadtlenkowych
I hydroksylowych, a tatle mog przeksztatca rodniki a-tokoferylowe wa-tokoferol.
Krytyczny dla aktywnéci antyoksydacyjnej estrogendw wydajee¢ spiercien
fenolowy A, poniewa inne hormony piciowe, ktores pozbawione tego pigienia, nie
wykazup efektow ochronnych. Podstawgwole w powstawaniu blaszki midzycowej
przypisuje s¢ obecnie utlenionym @steczkom cholesterolu w LDL, przy czym efekt
antyoksydacyjny estrogenéw powoduje dalemie puli utlenionych  LDL.
Antyoksydacyjna rola estrogendw nie jest donde zbadana, cldowykazano,ze
metabolity estrogenowe: 2- i 4-metoksyestrogenywarunkachin vitro, sa silnymi
donorami elektronéw i hamwjperoksydagj lipidow (37,38). Wykazano rownie ze
estrogeny, poprzez zapobieganie powstawaniu RFT iochondriach, hamaj
aktywnas¢ kinazy JNK (ktéra jest aktywowana przez wolne i&jnCo wigcej maj
takze zdolnd¢ zwigkszania aktywnéi manganowej dysmutazy ponadtlenkowej.
Konsekwengj regulacji przez estrogeny obu tych proceséw jestdwanie apoptozy,
co wykazano w badaniach przeprowadzonych na kornbrkadzkiego raka piersi
MCF-7 (39).

Sugeruje s, ze estriol mae wykazywé niegenomowy, antyoksydacyjny wptyw
in vivo. Zaréwno estradiol, jak i estriol majsilny wplyw antyoksydacyjny na
autooksydagj kwasu linolenowego. Z baflawynika, ze oba estrogeny wykazuj
wiasciwosci antyoksydacyjne w odniesieniu do lipidémvvivo, ale wiksz role w tym
procesie odgrywa estriol, ze wedu na to,ze tylko jego poziom jest wystarczap
wysoki w czasie aiy, aby wykazywa wiasciwosci antyoksydacyjne (40).

Wykazano rownig, ze estrogeny regulayj powstawanie pierwotnych
pecherzykow jajnikowych u ptodéwenskich i tworzenie zdrowych oocytow przez
kontrolowanie wewsatrzjajnikowego stosunku aktiwin/inhibina i regulacfozwoju
mikrokosmkow jajnika (41). Biochemiczny mechaniznzgz ktéry estrogeny reguiyj
rozwoj mikrokosmkow jajnikowych u ptodu wymaga jeze wyjdnienia, niemniej
jednak wiadomoze istotry role w tym procesie odgrywajezryny(naleza do rodziny
bialek ERM umocowujcych mikrofilamenty do blony plazmatycznej, np.
w mikrokosmkach), ktore po fosforylacji avia sie do biatka EPB50 (Ryc. 5). Biatko
EPB50 utrzymuje fosforan ezryny w btonie i utatwiaten sposob wzanie F-aktyny

potrzebnej do kompletnego utworzenia mikrokosmk®vak estrogenéw zaburza
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prawdopodobnie migragjezryny z cytoplazmy do btony i tym samym jego twglaci
I wiazanie st z biatkiem EPB50 (42).
Wiadomo, ze estrogeny odgrywajwazna role w utrzymaniu homeostazy
energetycznej zarébwno u myszy, jak i ludzi. Brakragendéw wydaje siby¢ jedm
Z przyczyn rozwoju zespotu metabolicznego, poniewanyszy ArKO zaobserwowano
objawy charakterystyczne dla tego zespotu, talkefgosé, czy hiperinsulineni (43).
Wiasciwy poziom estrogendw jest rowuaigstotny w angiogenezie zachode]
w fozysku. Szybké¢ przeptywu krwi przez itgysko zaley od rozwoju naczy
w tozysku, angiogeneza #gskowa jest wic krytyczna dla prawidtowego rozwoju
ptodu. W wielu patologiach gty wykazano nieprawidtowe unaczynienie doczesnej
i kosmkow tayskowych. Wiadomoze estrogeny stymulaljekspresj VEGF (czynnik
wzrostu $rédbtonka naczyniowego) w macicy podczas normalneggkiu
menstruacyjnego. Stwierdzonge takie dziatanie estradiolu u szczurow gisizato
przepuszczalrig naczy, obrzk i mitozg komorek endotelialnych. W badaniach
przeprowadzonych na pawianach wykazamogytotrofoblast kosmkowy jest gtdownym
zrodtem VEGF w taysku i z2 mRNA VEGF wzrasta réwnolegle ze wzrostem
estradiolu w surowicy kobiet z zaawansowamza (42). Z drugiej strony poziom
MRNA Ang-1 (angiopoetyna 1) zaréwno w cytotrofdiia, jak i syncytiotrofoblécie
stopniowo spada wraz ze wzrostem poziomu estroggroilgzas calego okreswazy
u szympanséw(44). Ekspresja Ang-2 (angiopoetyna 2) nie ulegafaianie pod
wptywem estrogendw. Indukowany przez estradiol sigm ciazy spadek ekspresji
w cytotrofobld&cie Ang-1 jest zgodny z wcaeiejszymi doniesieniamize ekspresja
Ang-1 jest hamowana przez zkszony poziom estrogenow podczas zaawansowanej
ciazy u naczelnych (Ryc. 5) (42,45). Wzrostowi eksprédgEGF w komdérkach
cytotrofoblastu ~ towarzyszy  jednoczesny spadek w pmelsii  VEGF

w zewnytrzkosmkowym cytotrofobkxie w okresie aizy u szympansoy4o).
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> Jajnik ptodowy

Ryc. 5. Regulacja przez estrogenyzyskowej angiogenezy i rozwoju jajnikow
u ptodéwzenskich podczas aty.

Estrogeny w cizy, zwigkszap réwniez maciczny przeptyw krwi (47). Badania
dowodz, ze u matek, u ktoérych rozwijaespreeclampsia stwierdzaeszmniejszon
objetos¢ osocza na pogiku drugiego trymestru gty. Nizsza obgtos¢ osocza jest
przyczyra obnienia sgzenia estradiolu i aldosteronu. Dodatkowo wykazawe,
wartasci progesteronu byly zwkszone przed pojawieniemegsobjawow klinicznych
preeclampsji. Zmniejszony poziom etgsci osocza mge prowadzat do
kompensacyjnej wazodylatacji nerkowej i aktywagjstemu renina — angiotensyna -
aldosteron. tayskowy estrogen ni@ odgryw& rowniez role w regulacji obgtosci
naczyi poprzez stymulagj watrobowej syntezy angiotensynogenu i indgkcj
aktywnasici  syntazy tlenku azotu. Z tego powodu zmiany w tesyse
renina-angiotensyna-aldosteron i wzshiu estrogenow asgtéwnymi modulatorami
objetosci osocza podczasagy. Istotnie badania wykazaly spadekzenia estradiolu
u kobiet z preeclampsi sugeruic, ze jest to przyczyna spadku przeptywu Kkrwi

w jednostce maciczno4gskowej (48).

1.3 Stan przedrzucawkowy (preeclampsia)

Preeclampsia (PE) jest wielonadbpwym zaburzeniem wygiujacym w chzy,
ktore charakteryzuje &igtéwnie nadcinieniem (>140/90 mmHg), biatkomoczem
(>0,3g/24h), obrgkami i rozwija s¢ po okoto 20 tygodniu trwania gy (49,50).
Zaburzenie to m@e spowodowa przedwczesny pordd, nigkwag: urodzeniow,

a nawet smier¢ ptodu, natomiast u matki powiktania stanu przedazukowego
obejmup: niewydolnd¢ nerek, syndrom HELLP (hemoliza, wzrost aktyéeio

enzymow wdtrobowych i trombocytopenia), uszkodzeniestnwby, obrzk mdzgu,
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a w ckzkich przypadkach PE mie zakdiczy¢ sig rzucawlk (eclampsia) ismiercia
(50,51). Etiologia tego schorzenia nie jest dadenjasna, chocentralna rola toyska
w PE nie podlega dyskusiji, ponieivabjawy tego schorzenia zanikajo porodzie (52).
Roberts i wsp. (53) wprowadzili teoretyczny modelWwskazujc, ze choroba przebiega
w dwoch etapach. Pierwszy etap jest aaany ze zredukowanperfuzp tozyska
w pierwszej potowie aiy i wydzielaniem czynnikéw tegyskowych, takich jak:
reaktywne formy tlenu (RFT), cytokiny i eikozanojdgrzy czym w tym czasie nie
obserwuje s objawow klinicznych PE. Natomiast w drugiej potewéazy na skutek
stresu oksydacyjnego i aktywacji procesu zapalneg@awiap sie objawy PE, tzn.
dysfunkcja komoérek endotelialnych prowadzi do n&uenia i do tzw. endoteliozy
kicbuszkowej, powodagej zaburzenia filtracji w nerkach, czego wynikiejest
biatkomocz i obrgki u matki (53,54). Ostatnio jednak sugeruje, sie sam etap
pierwszy modelu PE (zredukowana perfuzjaykkowa) nie jest wystarczay do
wywotania etapu drugiego (objawéw PE). Sugerujeza sygnaly wysytane z jednostki
ptodowo-tazyskowej, w odpowiedzi na zaburzpmmplantacg, modyfikuja fizjologie
matki i wspétdziataj z czynnikami wysipujacymi konstytutywnie u matki, takimi jak
np. genetyczne predyspozycje, ofglocukrzyca, dieta. Z drugiej strony te czynniki
zwrotnie powoduj zaburzenia rozwoju fyska i dopiero powizanie tych elementéw
razem pozwala na wygtienie objawéw PE (54,55).

Badania dowiodty,ze rozwojowi PE sprzyjaj m.in. takie zaburzenia, jak:
wczesniej istniepce przewlekte nadémienie, cukrzyca, otykd#, dyslipidemia
(hiperlipidemia), czy przewlekta niewydolftonerek (56). Uwza sk, ze pocatek PE
jest zwhzany z nieprawidiowym wyksztatceniem akenia maciczno-tayskowego.
Zaburzenia przeksztatcania ctriic  spiralnych  w  naczynia pojemsuowe,
prawdopodobnie na skutek nieprawidtowe] odpowiedmimunologiczne] matki,
powoduj niezdolnd¢é komoérek trofoblastu do inwazji ¥ciare tych tnic (zaburzenia
implantacji). Efektem braku przeksztatcanginic spiralnych jest niedotlenienie i tym
samym nadmierna produkcja wolnych rodnikow przezysko (57-59). Powstagy
w ten sposob stres oksydacyjny przyczynia do peroksydacji lipidow, aktywacji
leukocytéw, gtéwnie neutrofili i dysfunkcfirédbtonka nacayu matki (60).

Pojawiap si¢ doniesienia, ktére pozwalgprzypuszcza ze hormony steroidowe
takie jak testosteron, czy estrogeny maglgrywa& role w patogenezie PE (Ryc. 6).

Uwaza st m.in., ze potencjalnym czynnikiem wplywglym na zmniejszenie poziomu
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argininy jest testosteron, ktéry stymuluje aktywhoarginazy Il u samic myszy
i szczurdw. Potwierdza to fakte w PE stwierdza siwyzsze s¢zenia tego hormonu,
niz w prawidtowe] cizy. Zwickszona ekspresja arginazy Il, spowodowana
prawdopodobnie zwkszonym poziomem testosteronu, prowadzi do spadkaiopu
argininy. Niskie poziomy argininy z kolei stymwueNOS do wytwarzania RFT:
nadtlenoazotynu i rodnika hydroksylowego, w wynikmego nasileniu ulega stres
oksydacyjny. Spadek iéoi NO powoduje zaburzenie angiogenezy, spadek add§cv
metaloproteinaz 2 i 9 oraz skurcz natgzyskowych, co prowadzi do zmniejszenia
przeptywu krwi, hipoksji i w konsekwencji do zabaria inwazji cytotrofoblastu. Stres
oksydacyjny, wynikajcy z dziatania zarébwno nadtlenoazotynu, jak i aofodnika
ponadtlenkowego, prowadzi rownielo zwkkszonego uwalniania przezzigsko sFlt
(rozpuszczalna forma receptora dla czynnika VEGFKtHra w kazeniu matki
przyczynia s} do spadku wolnego VEGF (podobne dziatanie wykameniez spadek
poziomu estrogendow) i tym samym do zkdzenia przepuszczalw endotelium
matki, co prowadzi do zabumzew mozgu, watrobie i nerkach, takich jak np.
bialkomocz, czy obrki. Z drugiej strony zarbwno stres oksydacyjny pmittenia
lozyskowego, jak i stres spowodowany powstawaniemrbeit@erow AT1 (receptor
angiotensyny Il) i receptora B2 (receptor bradykyj bedzie prowadzit do dysfunkcji
endotelialnej i nadénienia. Heterodimeryzacja ATl i receptora B2 nasila
oddziatywanie angiotensyny |l na naczynia. PE dttargzuje rOwnie zaburzona
rownowaga pomidzy dwoma metabolitami kwasu arachidonowego powstaji pod
wptywem cyklooksygenazy, a mianowicie prostacykligPGI2) i tromboksanem
(TXA2). Wykazanoze w zaburzeniu tym mamy do czynienia zegkszora produkcy
tromboksanu (wykazagego dziatanie wazokonstrykcyjne), przy jednéore
zmniejszonej produkcji przez endotelium prostacykli (czynnika dziatajcego
wazodylatacyjnie), efektem czego jest @wgizona kurczliwé naczy, przyczyniagca

si¢ do wystpienia nadainienia (54,61).
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Ryc. 6. Proponowany mechanizm wptywu hormonow steroidowyeh patogenez
preeclampsii. VEGF-czynnik wzrostérodbtonka naczyniowego; sFltl-rozpuszczalna
endoglina; L-Arg-L-arginina; NGtlenek azotu; @-anionorodnik ponadtlenkowy;
AT1- receptor angiotensyny Il typu 1; Ang Il- angiosyna II; TXA2- tromboksan A2;
PGI2- prostacyklina; MMP2/MMP9 - metaloproteinazyi B; receptor B2-receptor
bradykininy typu Zzmodyfikowano wg Noris i wsfb4)].
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1.4 Stres oksydacyjny

1.4.1 Zr6dta reaktywnych form tlenu (RFT)

Wolne rodniki odgrywaj wazna role w wielu procesach w organizmie. Mate
ilosci RFT s niezlzgdne dla prawidlowego przebiegu takich proceséw jak
przekazywanie sygnatow, odpowie@tomorki na hipoksj, czy indukcja odpowiedzi
mitogennych. Z kolei tlenek azotu jest istotny wgukacji napgcia naczy
krwionosnych. Chocia niewielkie ilgéci RFT % niezlgdne dla prawidiowego
funkcjonowania organizmu, to wysokieggtnia mog powodowa liczne zaburzenia i
prowadz¢ do uszkodzenia organow.

Uwaza sk, ze jednym z gtdbwnych i najwaiejszychzrodet wolnych rodnikow
produkowanych wewgirz komorki, jest mitochondrialny #&uch transportu
elektronéw. W tacuchu oddechowym agteczka tlenu ulega czteroelektronowej
redukcji, w wyniku czego powstajdwie czsteczki wody. Jednak oszacowarie,
1-2 % tlenu zuywanego podczas tego procesu, na skutek ,nieszsrélnulega
niekompletnej redukcji do anionorodnika ponadtlem&go (Q™), ktéry nastpnie mae
by¢ przeksztatcany dbl,O, i wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowedH). O,
maoze by produkowany w dwoch gtownych miejscach mitochoaldego tacucha
transportu elektronow i jest to kompleks | (dehggnoaza NADPH) i koenzym Q.
Powstajce w ten sposob RFT wplywana liczne biatka éciezki sygnatowe znajdage
sig nie tylko w obgbie mitochondriéw, ale rowrnie w innych kompartmentach
komorkowych (62).

Wiadomo, ze gtdwnym zrodiem stresu nitratywnego w komdrce jest,
wystepujaca w trzech izoformach syntaza tlenku azotu (eN®®S i nNOS), ktéra
katalizuje zalena od argininy syntez NO° w obecnéci NADPH i tlenu. Ostatnio
pojawiap si¢ doniesienia, ze mitochondria mag by¢ rowniez zrodiem stresu
nitratywnego poprzez dziatanie mitochondrialnej N@8tatnio uwza sk, ze obok tej
Sciezki istnieje inna droga syntezy mitochondrialnego ‘N®iedy to w tacuchu
oddechowym dochodzi do redukcji NQdo NO. Odmiennie odciezki NOS, $ciezka
reduktazy NQ@ jest niezalena od tlenu i ulega aktywacji w warunkach hipoksfp
anoksji. SyntezaNO'", zalezna od mitochondrialnego NO jest katalizowana przez
oksydaz cytochromu c, przy czym w warunkach hipoksji, ghymm oksydantem,

produkowanym w tych warunkach, jest nie Qale ONOO, powstajcy na skutek
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reakcji pomédzy wytwarzanymi w mitochondriach,0 i NO'. Stzenia ONOO 53
zalezne od tlenu i wzrastaw warunkach niedotlenienia (62).

Istotnymi zrodtami RFT w organizmieasréwniez reakcje katalizowane przez
cytochrom P450, peroksysomy i oksyd&ADPH (63).

Cytochromy P450 natea do monooksygenaz zawiegaych grug hemova.
Stanowj one skiadnik mikrosomalnegontaucha transportu elektronéw, uczestacz
w reakcjach hydroksylacji mgych miejsce podczas biosyntezy i metabolizmu
substancji endogennych, takich jak cholesterol, dywgiciowe, hormony steroidowe,
witaminy D i prostaglandyny, a ta& w detoksykacji ksenobiotykow. Podczas reakciji
katalizowanych przez cytochrom P450 mogowstawdé rowniez wolne rodniki.
Cytochrom P450 me@ uczestniczy w wytwarzaniu zaréwno £, jak i H,O,, a tym
samym w indukcji stresu oksydacyjnego. Mikrosomatgll hydroksylacyjny (Ryc. 7)
rozpoczyna si od przyhczenia substratu do cytochromu P450, w wyniku czego
powstaje kompleks enzym — substrat [ R-H...herf{(Fé (reakcja 1). Naspnie,

w wyniku przyhczenia elektronu (transportowanego, przy udziateikeazy NADPH-
cytochrom P450, z NADPHjelazo hemowe w kompleksie enzym - substrat ulega
redukcji do F&" (reakcja 2). W kolejnym etapie dochodzi do pazgenia casteczki
tlenu (@) na skutek czego powstaje kompleks [ R-H...herfige®e™) | (reakcja 3),
ktory dalej przydcza kolejny elektron pochodzacy z NADPH, i tworzy kompleks

[ R-H...hem(F&"- O,*) ] (reakcja 4). Nasgpnie dochodzi do uprotonowania tak
powstatego kompleksu i wytworzenia formy nadtlenkpvR-H...hem(F&- OOH) ]
(reakcja 5). Powstaly kompleks ulega rozpadowi, rbam przegciowo rodnik

[ R-H...hem(F&'=0)* ], ktéry jest odpowiednikiem sktadnika | peroksyga
(reakcja 6). W kacowym etapie dochodzi do powstania kompleksu cytwol P450

z hydroksylowanym produktem (reakcja 7). Ostatexzprodukt hydroksylacji jest
uwalniany i jednoczaie dochodzi do regeneracji natywnego cytochrombOP4&tory
jest zdolny do hydroksylacji kolejnych zygkow (reakcja 8). Uwea sk, ze pod
wplywem HO, lub organicznych wodoronadtlenkéw (np. wodororexttl kumenu)
natywny cytochromu P450 me ulegé przeksztalceniu bezpednio do formy
nadtlenkowej (hem(P& OOH), przeprowadzai jednoczénie heterolitycza,
dwuelektronow redukcg wigzania -O-O- wodoronadtlenkdw. Proces ten przebiega

z pomineciem Q i elektronbw z NADPH (reakcja 9). Mtbwy jest réwnie
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homolityczny rozpad wodoronadtlenkéw, przy jedneegen przeksztatceniu
cytochromu P450 do formy (hem(F=0O)™) (63,64).

H\ H
o

Ryc. 7. Mikrosomalny cykl hydroksylacyjny cytochromu P43@modyfikowano wg
Ullrich i wsp. (64)].
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1.4.2 Peroksydacja lipidow

Wiadomo, ze jedm z konsekwencji powstawania wolnych rodnikow
w komorkach i tkankach, poza uszkodzeniem biatekglowodandéw i DNA, jest
peroksydacja lipidow (65).

Peroksydacja lipidow jest to wolnorodnikowy procémcuchowy, ktory
obejmuje utlenienie nienasyconych kwaséw ttuszcaobwyawartych w fosfolipidach
btonowych, prowadg do powstania nadtlenkéw lipidowych, ktére mog kolei
uszkadza fosfolipidy bton komorkowych (66,67). Naruszenigegralngci bton przez
peroksydagj lipidow powoduje zmiany jej ptynsoi, zmiany w transporcie jonow
i hamowanie procesoéw metabolicznych w komorce. bdzknia w mitochondriach
indukowane przez peroksydadjpidéw mog prowadzé do powstania kolejnych RFT
i dalszych uszkodze Peroksydacja lipidow nie by spowodowana przez trzy e
procesy: utlenianie indukowane przez wolne rodnikieenzymatyczne utlenianie
niezalene od wolnych rodnikdéw oraz utlenianie enzymatycZhedczas tego procesu
tworzone § specyficzne produkty, przy czym z drugiej stronpes/ficzne
antyoksydanty s wymagane do hamowania tego procesu (67). Tlerdetowy i ozon
utleniap lipidy przez mechanizm nierodnikowy. Natomiast yenatyczne utlenianie
lipidow dotyczy dziatania takich enzymow jak lip@ylgenaza (LOX)
i cyklooksygenaza (COX), ktére utleniaj kwas arachidonowy do kwasu
hydroperoksyeikozatetraenowego (HPETE), prostagiangrostacyklin, tromboksanu
i leukotrienéw (68).

Peroksydacja lipidow obejmuje trzy etapy: inicgacpropagag i terminacg
(Ryc. 8).

Inicjacja polega na oderwaniu atomu wodoru od wiglpasyconego kwasu
ttuszczowego, w wyniku czego powstajolne rodniki lipidowe. Wielonienasycone
kwasy tluszczowe zawarte w btonach komorkowych éapodday sic atakowi wolnych
rodnikow i tak peroksydacja lipidow me by inicjowana przez rodnik hydroksylowy
('OH), ktéry mae powstawéa zaréwno w reakcji Fentona, jak i Haber-Weissalaet
przez rodniki: nadtlenkowy (LOQ) alkoksylowy (LO), alkilowy (L") i prawdopodobnie
HO,". Anionorodnik ponadtlenkowy i tlenek azotu nig sa tyle reaktywne, aby
inicjowa¢ peroksydag lipidow, ale mog one reagowa ze soh tworzc

nadtlenoazotyn, ktory nie inicjowa ten proces.
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Rodniki hydroksylowe magpowstawa w reakcji nadtlenku wodoru z jonem

Fe’* (reakcja Fentona) lub z,O(reakcja Haber-Weissa) (67).

F& + H,0, — "OH + OH + O, + F€* (Reakcja Fentona)
@~ + H,O, — 'OH + OH + O, (Reakcja Haber-Weissa)

W procesie propagacji, powstate w trakcie inicjagjplne rodniki alkilowe (0
reaguj z casteczl tlenu tworac rodniki nadtlenkowe (LOY (reakcja 2 i 3). Jeeli
rodnik nadtlenkowy znajduje eiprzy jednym z kacowych whzan podwojnych
w czasteczce lipidu to nagbnie ulega on redukcji do wodoronadtlenku, ktéry
w nieobecnéci jonéw metali jest wzghnie stabilny (reakcja 4). W przypadku, gdy
wigzanie podwadjne znajdujeeswewnatrz czsteczki lipidu, mae on ulegé cyklizacji
tworzac cykliczny rodnik nadtlenkowy (reakcja 5). Powgteddnik nadtlenkowy miae
uleg& redukcji do wodoronadtlenku (reakcja 6). Rodnikdtienkowe zlokalizowane
wewnmntrz czsteczki lipidu mog poza cyklizagj (reakcja 5), rownie odrywa atomy
wodoru od gsiadupcych casteczek kwasow ttuszczowych, twaczwodoronadtlenki
lipidowe i wolne rodniki lipidowe, ktére dalej magnicjowat peroksydagj lipidow
(reakcja 9). Tak powstate wodoronadtlenki lipidowm®g dalej reagowé z jonami
metali, np. z jonamielaza, produkug reaktywne rodniki alkoksylowe (reakcja 10),
ktGre po rozpadzie (reakcja 11) mogworzy¢ odpowiednie wglowodory. Rodnik
nadtlenkowy (powstaty w reakcji 5) m® réwniez uleg& ponownej cyklizacji tworac
bicykliczny nadtlenek, ktéry po zwdaniu casteczki tlenu i redukcji przechodzi
w endonadtlenek (reakcja 7). Z powstatego w ters@paendonadtlenku produkowany
jest dialdehyd malonowy (reakcja 8) (65).

Ostatnim etapem jest terminacja, czyli zadaenie peroksydacji lipidow na

skutek reakcji dwdch rodnikow alkilowych, alkoksyigch lub nadtlenkowych (67).

(+L — L-L
LOO+ L' — L=0O + LOH
LOO+ LOO —» L=O0 + LOH + O
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Ryc. 8. Peroksydacja lipidow. R- wolne rodniki, np. NQ LOO, "OH; L - rodnik
lipidowy; LO" - rodnik alkoksylowy; LOO - rodnik nadtlenkowy; MDA - dialdehyd
malonowy. Objénienia w tekcie. [zmodyfikowano wg Valko i ws(65)].
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1.4.3 Mechanizmy chronigce komorki przed stresem oksydacyjnym

Pierwsza linia obrony przeciw RFT obejmuje biatkaaayce jony metali
i zapobiega w ten sposéb powstawaniu reaktywnychm falenu. Enzymatyczne
i nieenzymatyczne mechanizmy neutralizacji wolnyoldnikdéw stanowd drugs linie
obrony. Natomiast trzecia linia obrony dotyczy lidawania niebezpiecznych skutkdow
reakcji wolnych rodnikow z DNA, ktére podlegantensywnej naprawie przez enzymy
naprawcze.

Jak juz wspomniano pierwszlinia obrony zapobiegaga powstawaniu RFTas
biatka, ktére waza jony metali grup przégiowych, dzeki czemu jony te nie katalizaj
reakcji Fentona, w wyniku ktorej powstaje rodnikdhgksylowy. Wsrdd tych biatek
mozemy wyr&ni¢: biatka whzace zelazo (ferrytyr, transferym i laktoferyrg),
ferredoksyr, mioglobirg, hemoglobir, cytochromy a, b i ¢ oraz enzymy, takie jak:
ferrochelataza, cytochrom P450 i oksydaza ksantgewlloplazmina - vaizaca jony
miedzi, metalotioneina - wkaca ré&ne jony metali oraz albuminy (69).

Druga linia obrony obejmuje dwa mechanizmy chgoai przed wolnymi
rodnikami, a mianowicie enzymatyczne i nieenzymatygc

Do gtéwnych enzymdw uczestnigz/ch w tym procesie nate:

- dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katahra] reakag dysmutacji

anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodgakcja 1):
0, + 0, + 2H" — H,O, + O, (reakcja 1)

- katalazy, rozktadage nadtlenek wodoru do wody i tlenuasteczkowego

(reakcja 2):
2H,0, — 2H,0 + G, (reakcja 2)

- peroksydazy glutationowe, rozkladeg zarowno nadtlenek wodoru, jak
I wodoronadtlenki lipidowe z wykorzystaniem zredulkamych form glutationu

(reakcja 3):

R-O-OH + 2GSH— ROH + HO + GSSG (reakcja 3)
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- S-transferazy glutationowe, katalizujreakcg polaczenia glutationu ze
zwiagzkami takimi jak wodoronadtlenki lipidowe, czy ksdxotyki, blokupc dalsa
aktywacg tych zwhazkow i tworzenie RFT

- reduktazy glutationowe, ktore utrzymujprawidtowe stzenie GSH

w komorkach, dziki zdolncsci do przeksztatcania GSSH w GSH (reakcja 4)
GSSG + NADPH + H— 2GSH + NADP (reakcja 4)

Nieenzymatyczne drobnogteczkowe antyoksydanty wspomagagnzymy
antyoksydacyjne w ochronie przed RFT. Do tychazkdw zalicza si: tokoferole,
glutation, kwas askorbinowy, cystejn retinoidy, kwas moczowy, karotenoidy,
bilirubing, ubichinol, a take glukoz i pirogronian (70).

o-Tokoferol jest najbardziej efektywnym, naturalnynantyoksydantem
o charakterze hydrofobowym, ktorego antyoksydacyjaetanie polega gtdwnie na
ochronie bton komérkowych przed wolnymi rodnikaipidowymi, a tym samym przed

peroksydagj lipidow.
LOO + TOH— LOOH + TO

Tokoferol posiada réwnie wiasciwosci wygaszania tlenu singletowego oraz
wychwytywania rodnikdw hydroksylowych i ponadtlemych. Do skutecznego
dziatania tego antyoksydanta (zwtaszcza w LDL) komna jest obecké rowniez
innych zwazkdw, takich jak koenzym Q, kwas askorbinowy, cardtenoidy, ktore
uczestnicz w regeneracji tokoferolu. W komérkach wystije wiele tokoferoli, ktore
réznia sig diugascia tancucha izoprenowego. Wykazano jednalk, a-tokoferol jest
najbardziej aktywnym antyoksydantem &mal tokoferoli, aley-tokoferol jest znacznie

bardziej efektywny w neutralizowaniu reaktywnychnfoazotu (71,72).

1.4.4 Stres oksydacyjny w patogenezie preeclampsii

Stres oksydacyjny definiuje ¢sjako zaburzom réwnowag miedzy zdolndcia
komorek do wytwarzania reaktywnych form tlenu, alndscia antyoksydantow do
ochrony przed oksydacyjnym uszkodzeniem. W azii z tym przyczym tego
destrukcyjnego procesu mm by zarowno zwgkszona produkcja reaktywnych form

tlenu, jak i zmniejszona wydajgd systeméw antyoksydacyjnych w komorce.
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W wyniku tego procesu dochodzi do uszkodzenia dipid biatek, wglowodandéw
i DNA. Nasilony stres oksydacyjny me spowodowa smiert komoérki na drodze
apoptozy lub nekrozy (66,69,73).

W czasie c¢jzy stwierdza si zwigkszory aktywna¢ mitochondriala tozyska
i zwiekszory produkcg wolnych rodnikow. taysko produkuje takie RFT jak: O,
NO’ i nadtlenoazotyn, ktére wptywana proliferag i réznicowanie trofoblastu oraz na
reaktywnd¢ naczy. Wykazanoze w pierwszym trymestrzeazy przeptywowi krwi do
przestrzeni ngdzykosmkowych towarzyszy zekiszona produkcja RFT. Wszystkie
gldbwne systemy antyoksydacyjnea sobecne w tgysku, w tym: dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza, glutation, peroksydazaaghnu, S-transferaza glutationu,
oksydoreduktazy tiolowe/disulfidowe oraz witaminy iCE. Jednak niedostateczna
obrona antyoksydacyjna w okresiazgi zwykle doprowadza do utraty ptodu. W trzecim
trymestrze cizy zwigkszony stres oksydacyjny jest widoczny wazeich powiktanych
przez cukrzyeg, czy preeclampsii zwiazany jest ze zwkszory apoptoz trofoblastu
i zmiam reaktywndci naczy tozyskowych. U kobiet z PE stwierdza sip. znaczco
wyzsze poziomy wodoronadtlenkow lipidowych w poréwnazi prawidiovs ciaza.

Z drugiej strony wykazanoze catkowita zdolng antyoksydacyjna fyska jest
zmniejszona w tym zaburzeniu (74).

Dowody na istnienie stresu oksydacyjnego sygiobejmuj wzrost nadtlenkow
lipidowych i izoprostandw oraz zmniejszpekspresj i aktywnaé antyoksydantow.
Wykazano,ze interakcja NOz O, prowadzi do powstania nadtlenoazotynu, silnego
prooksydanta, ktérego uszkadmaj wptyw polega na nitrowaniu reszt tyrozynowych
biatek oraz nitrowaniu lipidow i tym samym zméanch funkcji (74,75). Stres
nitratywny ledacy nasgpstwem stresu oksydacyjnego stwierdza i preeclampsii
i cukrzycy cezarnych. Stres oksydacyjny indukuje ekspgedjiatek, takich jak
oksygenaza hemowa (OH-1) i biatka szoku termiczr(etf2P-70), ktoérych zwkszone
poziomy stwierdzono w PE (76). U kobiet vz o prawidtowym przebiegu stwierdza
sie zwickszony poziom nadtlenkéw lipidowych, aktywadpukocytow i zwekszony
poziom MDA w osoczu w poréwnaniu do kobiet nigdicych w cazy. W odpowiedzi
na zwkkszony stres oksydacyjny dochodzi do wzrostu pomioamtyoksydantow
(witaminy E, ceruloplazminy, zwkkoéw tiolowych w erytrocytach) i zwkszonej
zdolngci wigzania zelaza w osoczu kobietetlacych w cazy (77,78). Badania

dowodz, ze w PE ta rownowaga zostaje zaburzona. Liczne demi@ wskazuaj, ze
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poziomy produktow peroksydacji lipidow, takich jakKIDA i 8-izoprostany s
zwickszone w osoczu i kyskach kobiet z PE w poréwnaniu dazcprawidtowych (79-
82). Z drugiej strony wykazano rownigmniejszon aktywna¢ takich enzymow jak
dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationdakae stwierdzono obnong
catkowita zdolnag¢ antyoksydacyjm osocza w PE (83-85). Stwierdzono rownige
istnieje zalenos¢ pomkdzy elementami zespotu metabolicznego, takimi jak
zwickszony poziom trigliceryddéw i wielonienasyconychdsow ttuszczowych (FFA) w
surowicy, oporn& na insulir i upcsledzona tolerancja glukozy, a przebiegiem PE.
FFA wspierag dysfunkcg endoteliala stuzac jako substraty do wytwarzania
peroksydéw lipidowych, ktérych poziom jest zngma zwikszony w PE, ktore z kolei
wptywaja na metabolizm tluszczow, zgkiszapc poziom utlenionych LDL (oxLDL).
oXLDL wuszkadzaj érodbtonek nacay i przyczyniaj sie do rozwoju zmian
miazdzycowych (nasilenia aterogenezy) w PE (86,87).

W PE stwierdza siréwniez zwiekszory ekspresj HIF-1a (czynnik indukowany
przez hipoksj). HIFla stymuluje ekspresjtransformujcego czynnika wzrostowego
(TGF{33), ktéry jest silnym inhibitorem wczesnegozmicowania trofoblastu (54).
Spadek tayskowej perfuzji stwarza warunki naprzemiennej Rgjdreoksygenacii,
ktOry to stan sprzyja uszkodzeniu oksydacyjnemuo@iczna hipoksja zwksza take
stres nitrozylowy. Hipoksja zwksza réwnie aktywna¢ oksydazy ksantynowej, ktora
przyczynia st do generacji RFT. Wszystkie te zmianycznie z nasilog produkci
ONOQ, przyczyniag sic do zwikkszonego uwalniania RFT zAgska do kizenia matki
I wspierap dysfunkcg endotelium u matki (54).

Rola stresu oksydacyjnego w patogenezie PE niealzogtszcze do Kwma
zbadana, zwlaszcza w kongele biosyntezy estrogendw, potencjalnej roli aramgat
I zwiazanego z tym metabolizmu wodoronadtlenkéw lipidowy®V zwihzku z tym
wydaje s¢ ciekawe, czy niski poziom estrogenéw spowodowammdwaniem
aktywnaici aromatazy pod wpltywem wysokich pozioméw wodontfenkow
lipidowych znajdowanych w fyskach preeclamptycznych, éeodgrywa role w tym

schorzeniu.
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1.4.5 Metabolizm wodoronadtlenku kumenu - udziat cytochronu
P450

Wodoronadtlenek kumenu (CumOOH) jest gzkiem lipofilnym, ktory tatwo
dostaje si do komoérek i nie jest metabolizowany przez katalamofiinos¢ CumOOH
pozwala na jegoaycie jako inicjatora peroksydacji lipidow i powoeéuype gtdwnym
miejscem jego dziatania tony komérkowe, wykaza¢ tym samym dziatania zhtne
do naturalnych wodoronadtlenkow lipidowych (88).tefjo te wzgledu zwizek ten
zostat zastosowany w obecnej pracy.

Wodoronadtlenek kumenu r® z jednej strony, uledgaredukcji przez
peroksydag glutationu do stabilnych, odpowiednich alkoholzdstaje pozbawiony
w ten sposob cytotoksyczéw oraz zdolnéci indukowania dalszych uszkodze
oksydacyjnych. Z drugiej strony wiadomaze zardéwno mitochondrialne, jak
i mikrosomalne cytochromy P450 mpmetabolizowa wodoronadtlenek kumenu (88).

Cytochrom P450 me przeprowadzazaréwno jedno-, jak i dwuelektrongw
redukcg wodoronadtlenku kumenu. Aktywfo peroksygenazowa cytochromu P450,
czyli heterolityczna, dwuelektronowa redukcjaazdnia -O-O- wodoronadtlenkow
prowadzi do powstania odpowiednich nietoksycznychkoteoli. Natomiast
homolityczna, jednoelektronowa redukcja (aktywi@eroksydazowa cyt.P450) tego
wigzania prowadzi do powstania rodnikow alkoksylowydtiore z kolei mog
przyczynia sie zarbwno do peroksydaciji lipidéw, jak i uszkodzesganego cytochromu
P450. Homolityczna, jednoelektronowa redukcjaaania -O-O- wodoronadtlenku
doprowadza do utworzenia rodnikéw alkoksylowych.pi¢ypadku wodoronadtlenku
kumenu leda to rodniki kumoksylowe iw dalszym etapie powstaj z nich rodniki
metylowe (Ryc. 9). Powstgie rodniki mog nastpnie inicjowa peroksydagj lipidow
przez oderwanie atomu wodoru od lipidu lub uczegigi w propagacji tego procesu.
Jwz wczeniejsze badania dowodzitye cytotoksyczn& wodoronadtlenku kumenu
i zwiagzana z tym peroksydacja lipidbw w nieuszkodzonyadmérkach zalgy od

metabolizmu tego wodoronadtlenku przy udzialmg@h cytochroméw P450 (88,89).
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Ryc. 9. Metabolizm wodoronadtlenku kumenu zalg od cytochromu P450.
1) Heterolityczny rozpad wrania -O-O- wodoronadtlenku kumenu katalizowaneprz
cytochrom P450 (X-H — substrat [ksenobiotyk] cytmchu P450; LH — nienasycony
kwas tluszczowy), 2) Homolityczny rozpadazania -O-O- wodoronadtlenku kumenu
katalizowany przez cytochrom P45@modyfikowano wg Anari i wsp. (88) oraz
Weiss i wsp(89)].
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1.5 Uzasadnienie celow pracy

Wczeniejsze badania prowadzone w Katedrze i ZakladziecHgmii
Farmaceutycznej wykazatye w mitochondriach i mikrosomach izolowanych zykka
ludzkiego zachodzi bardzo wydajnie, zala od NADPH i jonowzelaza, peroksydacja
lipidow btonowych. Za inicjag tego procesu zaréwno w mitochondriach, jak
i mikrosomach odpowiedzialny jest anionorodnik pattenkowy uwalniany przez
cytochrom P450. Wykazano rownjeze NADPH-zaleéna peroksydacja lipidéw bardzo
silnie  hamuje syntez progesteronu w mitochondriach i syntezstrogenow
w mikrosomach toyska ludzkiego. Stwierdzonoze przyczym spadku syntezy
progesteronu i estrogenow jest degradacja kolejtochromu P458. i cytochromu
P45Q,0m Spowodowana przez wolne rodniki lipidowe wytwarea podczas
peroksydacji lipidow. Interesage byto wykazanieze wyzej wymienione cytochromy
P450, uczestnigze w inicjacji NADPH — zalinej peroksydacji lipidéw w toysku
ludzkim, ulegag nastpnie degradacji pod wptywem inicjowanego przez isigivocesu
(90-92). Przebadano rownie wplyw zarbwno naturalnie  wysiujacych
wodoronadtlenkéw lipidowych, jak i ich organicznegmalogu wodoronadtlenku
kumenu na syntezprogesteronu w mitochondriachzyska ludzkiego. Wykazanae w
wyniku metabolizmu wodoronadtlenkow kwasu arach@eego i kumenu dochodzi do
wytwarzania wolnych rodnikéw, ktore prowaddo destrukcji cytochromu P45Q a w
konsekwencji do hamowania syntezy progesteronu (90)

Do tej pory nie prowadzono jednak badaapcych na celu wyjgnienie
mechanizmu, poprzez ktory stres oksydacyjny prowallr zaburzé metabolizmu
hormonéw steroidowych w komoérkachziska. Jako model komodrek Agskowych
wybrano wysokoinwazyjne, ludzkie komérki nowotwomehoriocarcinomainii JAR.
Komorki te wywodz sie z trofoblastu, tkanki charakterystycznej dlayeka, i obok
wielu podobiéstw do komorek trofoblastu, charakterygzugic one m.in. bardzo
wydajm syntez hormondw steroidowych, w tym estrogendw. Streya&syjny w tych
komoérkach wywolywano dodaniem organicznego wodadtdeaku kumenu, ktory
latwo penetruje blanp komdrkows, generuje specyficzne wolne rodniki i inicjuje

peroksydagj lipidow btonowych.
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. CEL PRACY

» Zbadanie cytotoksycznego wpltywu organicznego analagdoronadtlenkéw
lipidowych, jakim jest wodoronadtlenek kumenu, naomidrki JAR
choriocarcinoma

= QOcena nasilenia stresu oksydacyjnego indukowanegez pwodoronadtlenek
kumenu w komoérkach JAR.

= Ocena wplywu wodoronadtlenku kumenu na akty$¢reromatazy, wztowego
enzymu syntezy estrogenéw, w komorkach IRBriocarcinoma

= Zbadanie wptywu inhibitoréw cytochromu P450, antgydkantéw i chelatorow
zelaza na aktywni@ aromatazy modulowarprzez wodoronadtlenek kumenu.

=  Wyjasnienie mechanizmu wptywu stresu oksydacyjnego iodidnego przez
wodoronadtlenek kumenu na proces syntezy estrogantaaysku ludzkim.
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Odczynniki

Hodowla komoérkowa:

Odczynniki (Sigma - Aldrich, USA ):

RPMI-1640 - podtae do hodowli komoérek JAR,

Glutamina,

NaHCGQ; - wodoroweglan sodu

Glukoza,

HEPES - kwas N-(2-hydroksyetylo)-piperazyno- N’retgaulfonowy,
Pirogronian sodu,

Penicylina + streptomycyna,

Trypsyna + EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy),

PBS - bufor potasowo-fosforanoWpulbecco’sPhosphate Buffered Saline)

FBS - inaktywowana byeta surowica ptodowa (Gibco, USA)
Sprzt ( Sarstedt ):

Pytki do hodowli komérkowych 21 ¢cn58 cnf i 152 cnf,
Plytki do déwiadczé szeciostudzienkowe (6 x 9,5 cn),
Probéwki plastikowe 15 ml i 50 ml,

Pipety plastikowe 2 ml i 10 ml

Pozostate odczynniki:

CumOOH - wodoronadtlenek kumenu (Sigma-Aldrich, JSA
H,DCFDA - 2’,7’- dioctan dichlorofluoresceiny (Molelewr Probes, USA)
HCHO - formaldehyd (POCH, Polska)
Inhibitory cytochromu P450:

» Ketokonazol (Research Biomedicals InternationalAJS

* SKF525A - Proadifen (Sigma-Aldrich, USA)

* a-Naftoflawon (ICN Biomedicals, USA)
BHT - butylowany hydroksytoluen (Sigma-Aldrich, UpPA
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a-Tokoferol (Sigma-Aldrich, USA)

Desferoksamina (Sigma-Aldrich, USA)

NADH — zredukowany dinukleotyd nikotynamidodenino(@igma-Aldrich, USA)
Pirogronian sodu (POCH, Polska)

Pirogronian sodu (Sigma-Aldrich, USA)

Tris - tris(hydroksymetylo)metan (Sigma-Aldrich, A5

[1B-H°] androst-4-ene-3,17-dion (Perkin Elmer, USA)
Wegiel aktywowany (Sigma-Aldrich, USA)

Coomassie Brillant Blue G-250 (POCH, Polska)

H3POy, - kwas ortofosforowy (Sigm-Aldrich, USA)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

NaOH - wodorotlenek sodu (POCH, Polska)

HCI - kwas solny (POCH, Polska)

TCA - kwas trojchlorooctowy (Sigma-Aldrich, USA)

TBA - kwas 2-tiobarbiturowy (Sigma-Aldrich, USA)
Fe(NHy)2(SOy), — Amonuzelaza (Il) siarczan (POCH, Polska)
KSCN - rodanek potasu (POCH, Polska)

HCIO, - kwas nadchlorowy (POCH, Polska)

K3PQO, - fosforan (V) potasu (POCH, Polska)

3.2 Hodowla komérek JAR choriocarcinoma

Komorki JAR choriocarcinomaotrzymano z American Type Tissue Collection
(ATCC). Komérki hodowano w 3T w atmosferze 5 % COna plytkach 21 cf
58 cnf i 152 cnf w odpowiedniej oljtosci podiaza hodowlanego. Jako podi®
hodowlane wykorzystano RPMI-1640 z 2 mM L-glutamiri,5 g/L NaHCQ. Podiae
uzupetniono dodatkowo napujacymi odczynnikami: 4,5 g/L glukozy, 10 mM HEPES,
1 mM pirogronian sodu, 10 % bydh surowica ptodowa (FBS) oraz 100 1U/ml
penicyliny i 100ug/ml streptomycyny. Kiedy komorki agjaty 80 - 100 % konfluencji
byly trypsynizowane przyayciu 0,05 % trypsyny i 0,03 % EDTA w PBS. Ngstie
komorki odwirowywano przez 3 min przy 1500 obr/mpm, czym usuwano supernatant
i zawieszano komorki wwiezym podiozu hodowlanym. Do eksperymentu komorki

hodowano najegciej na 6-studzienkowych ptytkach (6 x 9,5 3w gestaici okoto
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2,5-3,5 x 18. Medium bylo wymieniane na 24 h przed eksperynmanta podiae

wolne od surowicy.

3.3 Ocena cytotoksycznéci indukowanej przez wodoronadtlenek
kumenu w komorkach JAR choriocarcinomaspektrofotometryczm

metoda oznaczania aktywndci dehydrogenazy mleczanowe]

Dehydrogenaza mleczanowa jest enzymem cytozolowktorego wzrost
aktywnaici w srodowisku pozakomorkowym jest parametrem dowgogem martwicy
komoérek lub zwgkszonej przepuszczalém bton komoérkowych. Aktywn& LDH
zostata zmierzona metadallo i wsp. (93) z niewielkimi modyfikacjami. Ajtvnosé
enzymu zmierzono zarobwno w medium, jak i w catkeyibbgtosci proby (lizat
komoérkowy + medium). Komorki lizowano przyzyciu 1 % Tritonu X-100. Préby
badane mierzono w temperaturz€@;7w srodowisku zawieracym: 50 mM Tris-HCI
pH 7,4; 1 mM pirogronian sodu i 0,15 mM NADH. Protewolnionego LDH zostat
okreslony przez pomiar aktywrsoi LDH obecnego w medium w stosunku do
catkowitej sumy aktywnai LDH w medium i lizacie komoérkowym. Miaraktywnaci
LDH byt spadek absorbancji NADH mierzony przy dlsgo fali 340 nm z

zastosowaniem spektrofotometru DU-68 firmy Beckman.

3.4 Wplyw inhibitorow cytochromu P450 (a-naftoflawon,
ketokonazol, SKF525A), antyoksydantow d-tokoferol, BHT) i
desferoksaminy na cytotoksyczn& indukowana przez CumOOH

w komorkach JAR choriocarcinoma

Odpowiednie stzenia inhibitorow cytochromu P450 zostaly rozpuspezo
w etanolu (kacowe sgzenie etanolu nie przekraczato 0,5 %). Komorki do
eksperymentu byly hodowane na piytkach 6-studziegkb, przy czym do
eksperymentu wykorzystywano okoto 2,5 x°103,5 x 16 komoérek na préh 24 h
przed eksperymentem usuwano paetbodowlane, komérki przemywano PBS i dalsz
procedug¢ prowadzono w podta niezawierajcym FBS. Komorki JAR preinkubowano
w medium zawieracym inhibitory cytochromu P450 (przez 15 min) lutiyeksydanty
(a-tokoferol przez 24 h, BHT przez 1 h) lub desfesoksx (przez 1 h). Nagpnie
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przeprowadzono 6 h inkubacji ze 1M CumOOH. Po tym czasie mierzono

aktywnas¢ LDH w medium i lizacie komérkowym jak opisano iey.

3.5 Pomiar stresu oksydacyjnego indukowanego  przez
wodoronadtlenek kumenu (CumOOH) w komoérkach JAR

choriocarcinomametody cytometrii przeptywowej

Do pomiaru stresu oksydacyjnego metodcytometrii przeptywowej
wykorzystano barwnik fluorescencyjny ,BICFDA (zredukowany 2’,7’-dioctan
dichlorofluoresceiny), ktory we witrzu komorki ulega hydrolizie do JBCF,
a nasgpnie utlenieniu przez reaktywne formy tlenu, takak: H,O,, organiczne
wodoronadtlenki, wodoronadtlenki lipidowe, rodniiadtlenkowe i alkoksylowe, tlenek
azotu oraz nadtlenoazotyn, w wyniku czego powdtablorofluoresceina (DCF) (94-
96). Intensywné& fluorescencji powstagej dichlorofluoresceiny jest miamasilenia
wewnmntrzkomorkowego stresu oksydacyjnego. Komorki do pekgmentu byly
hodowane na plytkach 21 émKomérki JAR preinkubowano z inhibitorami
cytochromu P450 przez 15 min,oztokoferolem przez 24 h oraz z desferoksamin
BHT przez 1 h. 20uM H,DCFDA byt dodawany do komoérek na 30 min przed
dodaniem CumOOH, po czym dodawano 1@M CumOOH i ponownie
przeprowadzano 30 - minutawnkubacg. Po tym czasie, usuwano pozig komorki
przemywano PBS, trypsynizowano i zawieszano w REStpnie utrwalano komorki
w 8 % formaldehydzie w stosunku 1:1 z PBS. W taygotowanych prébach mierzono
fluorescengy DCF, kgdaca miara stresu oksydacyjnego, przyzyeiu cytometru
przeptywowego, ktéry zostat udgphiony przez Katedr Histologii i Immunologii
AMG.

3.6 Oznaczanie sgzenia produktow peroksydaciji lipidow z kwasem
tiobarbiturowym pod wptywem wodoronadtlenku kumenu w

komorkach JAR choriocarcinoma

Produkty peroksydacji lipiddw oznaczono metapektrofotometryczn przez
pomiar poziomu zwizkébw reagujcych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) (97).
Komoérki hodowano na plytkach 58 émPo 1 h inkubacji ze 10fM CumOOH
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strypsynizowane i przeptukane PBS komorkyto do badania. Naginie zarowno do
préby kontrolnej, jak i proby badanej dodawano Zy#5mieszaniny zawieragej 40 mi
40 % TCA, 20 ml 5 N HCI i 140 ml ¥©. W kolejnym etapie do wszystkich préb
dodano 2 % kwas tiobarbiturowy i prébki gotowano wugacej wodzie przez 10 min.
Po zagotowaniu i ostudzeniu préby odwirowano pr2a@@obr/min przez 10 min, po
czym zmierzono absorbaraptrzymanego w ten sposob supernatantu przy éhidali
535 nm uywajac spektrofotometru DU-68 firmy Beckman. Poziom MdAliczono

ze wspotczynnika absorbancji molowej réwnego 1,363M™ cmit.

3.7 Pomiar metabolizmu wodoronadtlenku kumenu w komoérkah

JAR choriocarcinoma

Komoérki JAR hodowano na plytkach 152 Tma nasfpnie po osignicciu
80-90 % konfluencji, usuwano podk, komorki przemywano PBS i trypsynizowano.
llos¢ komérek w poszczegolnych probach eksperymentalmadmata si w granicach
1x 10 - 1,2 x 16. Nastpnie komorki byly inkubowane ze 1M CumOOH, przy
czym dokonywano pomiaru zawaito wodoronadtlenku kumenu w poszczegoélnych
punktach czasowych (0 - 30 min). Po inkubacji donkeek dodawano 20Ql 40 %
TCA, po czym cate¢ odwirowywano (1500 obr/min przez 3 min). Do badani
pobierano 1 ml préby, po czym dodawano 20010 mM Fe(NH)2(SOy)2 i 100 pl
2,5M KSCN. Absorbanegj powstagcego pod wptywem wodoronadtlenku kumenu,
czerwonego kompleksu tiocyjanianalaza (lll), mierzono spektrofotometrycznie przy
diugcsci fali 490 nm (88). Stzenia CumOOH odczytano z krzywej wzorcowej, ktor
przygotowano #ywajac znanych sten CumOOH. Do badania wykorzystano

spektrofotometr DU-68 firmy Beckman.

3.8 Ocena wplywu wodoronadtlenku kumenu na aktywné¢

aromatazy w komdérkach JAR choriocarcinoma

Komorki do eksperymentu hodowano na ptytkachsapstudzienkowych do
momentu, gdy ogsgaty one okoto 80 % konfluencji. Medium byto wymiane na 24 h
przed eksperymentem na pagdowolne od surowicy. Komorki JAR byly traktowane
przez 1 h 100uM CumOOH, po czym podi® usuwano i mierzono aktywso

aromatazy. Pomiaru aktywfm aromatazy dokonano metpduwalniania wody
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trytowanej opisas przez Drenth i wsp. (98) z pewnymi modyfikacjamivorzenie
®H,0 w komérkach JARchoriocarcinomawykazywato liniowdé przynajmniej przez
4 h, wic do dalszych badawybrano czas inkubacji wynagzy 2 h. Po godzinnej
inkubacji z CumOOH medium wymieniano ngwieze, pozbawione FBS, ale
zawierajice 100 nM [B-H®] androst-4-ene-3,17-dion o radioaktywnospecyficznej
500 dpm/pmol i przeprowadzano 2 h inkukadjktywnos¢ aromatazy oceniano przez
pomiar *H,0, ktéra tworzy si jako wynik aromatyzacji substratufH?] androst-4-
ene-3,17-dionu. Po 2 h inkubacji w°87 w atmosferze 5 % CCx kazdej studzienki
pobierano 1 ml préby do oznaczenia aktyga@romatazy. Reakgjprzerywano 0,2 ml
40 % TCA, préby odwirowywano przy 1500 obr/min. Masie do 1ml supernatantu
dodawano 0,5 ml 5 % zawiesinyegla aktywowanego celem zawania frakcji
sterydowej. Mieszanin wytrzasano przez 30 min i napnie odwirowywano
(3000 obr/min przez 10 min), po czym pobierano ®8supernatantu i mieszano z
ptynem scyntylacyjnym w stosunku 1:5. Do pomiardisaktywngci wykorzystano
licznik scyntylacyjny Beckman LS 6000 IC. Zmierzorea pomog licznika
scyntylacyjnego wartei w dpm, przeliczano naginie na pmol, wyrzajac aktywna¢

aromatazy w pmol/h/mg biatka.

3.9 Wplyw inhibitorow cytochromu P450 (a-naftoflawon,
ketokonazol, SKF525A) na aktywné&¢ aromatazy w komorkach

JAR choriocarcinoma

Komérki byly hodowane na piytkach szestudzienkowych do momentu, gdy
osiagaty one okoto 80 % konfluencji. Podobnie jak wezaaiejszych eksperymentach,
24 h przed badaniem usuwano paétdvodowlane, komoérki przemywano PBS i dalsz
procedu¢ prowadzono w podia niezawierajicym FBS. Inhibitory cytochromu P450
rozpuszczano w etanolu, jak opisanozejy Eksperyment magy na celu zbadanie
wptywu inhibitorow P450 na aktywldé aromatazy polegat na inkubacji komoérek JAR
w podtazu zawieragcym zaréwno inhibitory -naftoflawon, ketokonazol, SKF525A),
jak i [1B-H% androst-4-ene-3,17-dion. Naphie przeprowadzano 2-godzinimkubac
I dalsze pospowanie polegato na oznaczaniu aktyweicaromatazy metedopisan

wyzej.
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3.10 Wplyw inhibitorow cytochromu P450 (a-naftoflawon,
ketokonazol, SKF525A), antyoksydantow d-tokoferol, BHT) i
desferoksaminy na aktywnd&é aromatazy hamowary przez

CumOOH w komoérkach JAR choriocarcinoma

Badania przeprowadzano na plytkach 6 x 9,5, @rzy czym do eksperymentu
wykorzystywano okoto 2,5 x P0— 3,5 x 18 komoérek na préh Dobe przed
eksperymentem usuwano pozHo hodowlane, komorki przemywano PBS i dalsz
procedu¢ prowadzono w podia niezawiergicym FBS. Komorki preinkubowano z
inhibitorami aromatazy:.a-naftoflawon, ketokonazol, SKF525A (15 minut) lub z
tokoferolem (24 h) lub z BHT (1 h) lub z desferaksiaa (1 h). Nastpnie
przeprowadzono godzianinkubacg ze 100uM CumOOH. Po tym czasie pod®
usuwano, komorki ptukano PBS, a rgstie komoérki inkubowano przez 2 h w poziio
zawierajcym [1B-H®] androst-4 ene-3,17-dione. W dalszym etapie ozvaTz

aktywna¢ aromatazy, jak opisano sgj.

3.11 Pomiar stezenia biatka metody Bardford z uzyciem barwnika

Coomassie Brilliant Blue G-250

Stezenie bialka zostalo zmierzone mejo@radford (99). W metodzie tej
wykorzystuje st zdolnag¢ wigzania biatka z barwnikiem jakim jestekit brylantowy
Coomassie G-250. Barwnik ten maksimum absorpcji azyie przy dtugéci fali
465 nm, natomiast po zwdaniu z biatkiem maksimum absorpcji przesuwa o
595 nm. Préby badane mierzono spektrofotometrycpnay diugdci fali 595 nm.
Stezenie biatka w probach badanych odczytano z przyganej wczeéniej krzywej

wzorcowej z wykorzystaniem albuminy bydéj jako standardu.
3.12 Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako warfoi s$rednie z kilku niezalmych
eksperymentow, uwzgliniapc wartdci  odchylenia standardowego. Wyniki
opracowano przy pomocy programu SigmaPlot 200Rusaa kalkulacyjnego Microsoft
Office Excel 2003.
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4. WYNIKI

W obecnej pracy badania zostaty przeprowadzoneniiaudzkich komorek
JAR pochodacych z kosmoéwczaka #gska €horiocarcinomd, ktéra stanowi
modelovg lini¢ trofoblastycznych komorek #gskowych. Do indukcji stresu
oksydacyjnego zastosowano wodoronadtlenek kumenumQ@OH), powszechnie
stosowany jako syntetyczny analog naturalnie pgasieh w organizmie

wodoronadtlenkow lipidowych.

4.1 Wptyw wodoronadtlenku kumenu na przezywalnosé¢ komorek JAR

choriocarcinoma

Przeprowadzone w tej pracy badania skupity pocatkowo na ocenie
cytotoksycznego wpitywu wodoronadtlenku kumenu naméxki JAR. Pomiaru
przezywalnasci komoérek w obecriwi wodoronadtlenku kumenu dokonano przez
pomiar aktywnéci dehydrogenazy mleczanowej (LDH). &kszona aktywn& LDH w
srodowisku pozakomérkowym jest maartoksyczndci badanej substancji (w tym
przypadku CumOOH) wzgtlem komorek w hodowli.

W pierwszym etapie zbadano cytotoksyczny wptyweréiturowo wybranego,
stezenia 100pM CumOOH, na komorki JAR w zaleosci od czasu. Badania te
wykazaty,ze CumOOH wywotuje efekt cytotoksyczny. Po 6 h inkgjb ze 100uM
wodoronadtlenkiem kumenu (Ryc. 10), stwierdzonmysikpadek przgwalncici
komorek z wartéci 94 % do wartéci 40 %. W zwizku z tym 6-godzinny czas
inkubacji zostat wybrany do dalszych eksperymentddotyczicych oceny
cytotoksycznéci wodoronadtlenku kumenu w komorkach JAR.

W kolejnym etapie zbadano wplyw zmych stzen (Ryc. 11) tego
wodoronadtlenku na przgwalnas¢ komorek JAR po wybranym 6-godzinnym czasie
inkubacji. W mia¢ wzrostu stzenia CumOOH obserwuje ¢siznaczny spadek
zywotnasci komorek. Przeprowadzone eksperymenty potwieydzide wczéniej
wybrane sizenie 100uM CumOOH po 6 h inkubacji jest wysoce cytotoksyczie

komoérek JARchoriocarcinoma
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Na podstawie uzyskanych wynikow w dalszych ekspernyiach, dotycaych
badania mechanizmu cytotoksyczoowodoronadtlenku kumenu w komorkach JAR

choriocarcinomazastosowano 108M CumOOH i 6-godzinny czas inkubaciji.

120 + —8— 100uM CumOOH
—O— kontrola

100 #
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40
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Ryc. 10. Czasowa zalamos¢ wptywu wodoronadtlenku kumenu na pryealnosé
komorek JARchoriocarcinomaKontrok stanowity komérki inkubowane przez 6 h bez
CumOOH, pomiaru aktywrsci LDH dokonywano w tych samych punktach czasowych,
co proby badane w obecimd CumOOH. Wyniki podano w % LDH uwolnionej z
komoérek, przy czym 100 %ywotnasci komorek odpowiada 100 % LDH. Warunki
dodwiadczenia jak w Materiatach i Metodach. Wyniki gdastawiono jakdrednie £SD

z 5 eksperymentow.
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Ryc. 11.Wplyw rdznych stzen wodoronadtlenku kumenu na pzgealnas¢ komorek
JAR choriocarcinoma Warunki déwiadczenia jak w Materiatach i Metodach. Wyniki
przedstawiono jakérednie £SD z 5 eksperymentow.

4.2 Pomiar stresu oksydacyjnego indukowanego przez
wodoronadtlenek kumenu w komérkach JAR choriocarcinoma

metoda cytometrii przeptywowej

W celu znalezienia odpowiednich warunkéw eksperntmerw ktorych
wodoronadtlenek kumenu powoduje najkgizy stres oksydacyjny w komérkach JAR,
przeprowadzono godzianinkubacg komorek w obecnii réznych stzen CumOOH.
Rycina. 12 przedstawia wptyw 20ych stzen wodoronadtlenku kumenu (w zakresie
0-120 uM) na intensywnét fluorescencji DCF w komérkach JAR. Wraz ze wzroste
stezenia  wodoronadtlenku  obserwuje ¢si réwniez  wzrost  fluorescencji
dichlorofluoresceiny (DCF). Maksymalne nasilenieesti oksydacyjnego uzyskatam
przy stzeniu 100uM, przy czym w wyszych s¢zeniach CumOOH nie obserwowano

zmian intensywn<zi fluorescenciji.



-48 -

edne)

—&— 60min inkubacji

y 7

Intensywno $¢ fluorescencji DCF (jednostki wzgl

0 T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140

CumOOH (uM)

Ryc. 12. Wplyw rdéznych stzen wodoronadtlenku kumenu na intensywho
fluorescencji, bdacej miag stresu oksydacyjnego w komorkach Jalkvoriocarcinoma
Kontrole stanows komorki, ktore nie byly traktowane CumOOH. Intewspsé
fluorescencji DCF przedstawiono w jednostkach wagych (warté¢ kontroli przygto
umownie jako 1; warkxi prob badanych przeliczono wzdem kontroli). Warunki
doswiadczenia jak w Materiatach i Metodach. Wyniki @dstawiono jak@rednie £SD
Z 4 eksperymentow.

W kolejnym dadwiadczeniu zbadano jak ksztaltuje sitres oksydacyjny pod
wptywem 100uM CumOOH w zalenosci od czasu inkubacji (Ryc. 13). Okazale, se
maksymalna fluorescencja DCF pojawia giz przy 30-minutowym czasie inkubacji
z wodoronadtlenkiem kumenu i w dirym czasie nie ulega zmianie. W zzkiu z
tym, do dalszych bada dotycacych oceny intensywroi stresu oksydacyjnego
indukowanego przez CumOOH w komérkach JAR, wybrargkzenie
100puM CumOOH i 60-minutowy czas inkubacji komérek z woohadtlenkiem

kumenu.
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Ryc. 13. Czasowa zalaos¢ wptywu 100 pM wodoronadtlenku kumenu na
intensywnaé¢ fluorescencji, bdacej mian stresu oksydacyjnego w komorkach JAR
choriocarcinoma Intensywné¢ fluorescencji DCF przedstawiono w jednostkach
wzglednych (warté¢ kontroli przygto umownie jako 1; wartei prob badanych
przeliczono wzgidem kontroli). Warunki diawiadczenia jak w Materiatach i Metodach.
Wyniki przedstawiono jakérednie £SD z 4 eksperymentow.

4.3 Metabolizmm wodoronadtlenku kumenu w komorkach JAR

choriocarcinoma

Wiadomo, ze niekorzystny wptyw wodoronadtlenku kumenu, promsagt do
pojawienia s} stresu oksydacyjnego, wynika gtéwnie z dziatarmpaystajacych na
skutek metabolizmu tego wodoronadtlenku, wolnyctdnikow (88). Zbadano wc
szybka¢ metabolizmu 100uM CumOOH w komorkach JARchoriocarcinoma
W badaniu wykorzystano metodpolegajca na spektrofotometrycznym pomiarze
absorbancji czerwonego kompleksu tiocyjaniaalaza (1) przy dtugéci fali 490 nm,
ktory powstaje na skutek utlenienia tiocyjaniarelaza (ll) przez wodoronadtlenki.

Okazato si, ze ponad potowa ikei CumOOH, w komoérkach JAR choriocarcinoma,
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jest rozktadana w ggu 30 min (Ryc. 14). Metabolizm tego wodoronadtlefgst wic
duwzo wolniejszy nk np. w hepatocytach szczura, gdzie w podobnych nkach
praktycznie cafa il& wodoronadtlenku jest rozktadana wagu 5 min (88). Uzyskane
dane wskazuaj ze w komérkach JAR zachodzi wydajny metabolizm CurfD@o
wiegcej przeprowadzone éwiadczenia potwierdzajwcze&niejsze przypuszczeniage
niekorzystny wpltyw tego zwiku na komorki wynika z oddziatywania produktéwqgeg

metabolizmu, jakimigm.in. wolne rodniki kumoksylowe i metylowe.
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Ryc. 14. Szybka¢ metabolizmu wodoronadtlenku kumenu w komérkach JAR
choriocarcinoma Warunki déwiadczenia jak w Materiatach i Metodach. Wyniki
przedstawiono jakérednie £SD z 6 eksperymentow.

4.4 Oznaczanie produktéw peroksydacji lipidow (TBARS)powstatych

pod wplywem wodoronadtlenku kumenu w komorkach JAR
choriocarcinoma

Proces peroksydacji nienasyconych kwasow tluszcebwynajdujcych sé
w btonach biologicznych komorki, zachodzi rownier warunkach fizjologicznych,

niemniej jednak stan okilany jako stres oksydacyjny charakteryzuje sasileniem
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tego procesu. Produkty peroksydacji lipidovw doskonatymi markerami reakciji
wolnorodnikowych w organizmie. Badania przeprowasz@rzez Klimka i wsp. (90)
wykazaty, ze CumOOH jest zdolny do indukcji peroksydacji lipm niezalenej od
NADPH w mitochondriach toyska ludzkiego, postanowiono &gi oznaczy poziom
produktow peroksydacji lipidéw indukowanej przez deoonadtlenek kumenu
w komorkach JARchoriocarcinoma(Ryc. 15). Komorki inkubowano przez godzine
100 pM CumOOH, po czym oznaczono poziom TBARS w spoddbry opisano
w Materiatach i Metodach. Godzinna inkubacja z wodadtlenkiem doprowadzita do
okoto széciokrotnego wzrostu peroksydacji lipidow wezdém kontroli potwierdzag,
ze jest to jedna z konsekwencji stresu oksydacyjnedokowanego przez CumOOH

w komorkach JARhoriocarcinoma

I 60 min inkubaciji

w
1

TBARS (nmol/mg biatka)
= [N}

Kontrola +100puM CumOOH

Ryc. 15. Wptyw 100 uM CumOOH na peroksydagcjlipidow w komorkach JAR
choriocarcinoma Warunki déwiadczenia jak w Materiatach i Metodach. Wyniki
przedstawiono jakérednie £SD z 6 eksperymentow.
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4.5Wplyw wodoronadtlenku kumenu na aktywnas¢ aromatazy

w komorkach JAR choriocarcinoma

Wiadomo, ze wodoronadtlenki mag by¢ metabolizowane przez cytochrom
P450, a z drugiej strony powsteg¢ na skutek ich metabolizmu wolne rodniki mpog
wptywaé destrukcyjnie na cytochrom P450 (89). Ceaej wiadomoze aromataza jest
kompleksem enzymatycznym, w sktad ktérego, pozaiktedy NADPH-cytochrom
P450, wchodzi rowniecytochrom P450,n W zwiazku z tym oceniono oddziatywanie
wodoronadtlenku  kumenu na aktywdo aromatazy w komérkach JAR
choriocarcinomaRyc. 16 przedstawia wptyw zoych stzen wodoronadtlenku kumenu
na aktywné¢ aromatazy w komodrkach JAR, po godzinnej inkubagjktywnosé
aromatazy w probach kontrolnych wynosita 88,13 @54pmol/h/mg biatka. Wraz ze
wzrostem s{zenia wodoronadtlenku kumenu obserwujez giwaltowny spadek
aktywnaici aromatazy. W obecto 100 uM CumOOH aktywn&¢ enzymu wynosita
20,71 £ 4,27 pmol/h/mg biatka. W wgzych stzeniach obserwowano spadek efektu

hamupjcego aktywn&t aromatazy.
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Ryc. 16. Wptyw raznych stzen wodoronadtlenku kumenu na aktywsticaromatazy
w komorkach JARchoriocarcinoma Warunki déwiadczenia jak w Materiatach i
Metodach. Wyniki przedstawiono jakoednie £SD z 6 eksperymentow.

W kolejnym etapie zbadano wplyw czasu inkubacjiaktywna¢ aromatazy w
obecndci 100 uM wodoronadtlenku kumenu (Ryc. 17). Po 30 min irdajb ze
100puM CumOOH zaobserwowano ok. 42 % spadek aktyainenzymu. Natomiast
godzinna inkubacja ze ¢geniem 100pM CumOOH powodowata silne, ok. 72 %
hamowanie aktywn@i enzymu, std w dalszych eksperymentach w ktérych mierzono
aktywna¢ aromatazy gywano 100uM stezenia wodoronadtlenku kumenu, a czas

inkubacji wynosit 60 minut.
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Ryc. 17. Czasowa zalmos¢ wplywu wodoronadtlenku kumenu na aktywéo

aromatazy w komoérkach JARhoriocarcinoma Warunki déwiadczenia jak w
Materiatach i Metodach. Wyniki przedstawiono jakednie +SD z 9 eksperymentow.

4.6 Wplyw inhibitorow cytochromu P450 (a-naftoflawon, ketokonazol,
SKF525A) na aktywnaé aromatazy w komérkach JAR

choriocarcinoma

Cytochrom P450 katalizuje homolityczny rozpad azminia -O-O-
wodoronadtlenku kumenu, prowadzdo powstania rodnika kumoksylowego, ktory
dalej mae prowadzi do powstania rodnika metylowego. Powstaj w ten sposob
wolne rodniki mog przyczyni@ si¢ do nasilenia stresu oksydacyjnego, w tym do
inicjacji peroksydacji lipidéw, i tym samym do cybksyczndci tych
wodoronadtlenkow w komorkach (88,89). Coeedj wykazanoze cytochrom P456:
bierze udziat w zalsej od CumOOH peroksydacji lipidow w mitochondridobyska
ludzkiego (90). Pojawito si wiec przypuszczenieze cytochrom P450 aromatazy

rowniez maze uczestniczyw metabolizmie wodoronadtlenkéw lipidowych.
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W pocatkowym etapie zbadano wptyw wybranych inhibitorowtachromu
P450: ketokonazolu (Ryc. 18), SKF525A (Ryc. 19pinaftoflawonu (Ryc. 20) na
aktywnas¢ aromatazy w komorkach JAghoriocarcinoma Celem sprawdzenia wptywu
inhibitorow cytochromu P450 na aktywdtoaromatazy, zastosowano procediak
opisano w punkcie 3.9 w Materiatach i Metodach. ¥\ra wzrostem stenia wszystkie
inhibitory silnie hamowaty aktywrié aromatazy. Stenia, w ktérych dochodzito do
bardzo silnego hamowania aktyvgnbaromatazy, to odpowiednio: %M ketokonazol
(12,60 £ 1,26 pmol/h/mg biatka), 1Q01 SKF525A (31,87 + 1,96 pmol/h/mg biatka) i
0,5 uM a-naftoflawon (8,35 + 1,77 pmol/h/mg biatka). W awku z tym te stzenia
inhibitorow cytochromu P450 zostaty wybrane do zidd bada dotyczcych oceny
wptywu wodoronadtlenku kumenu na aktywaoaromatazy w komoérkach JAR

choriocarcinoma
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Ryc. 18. Wplyw réznych stzen ketokonazolu na aktywdé aromatazy w komérkach
JAR choriocarcinoma Warunki dédwiadczenia jak podano w Materiatach i Metodach.
Wyniki przedstawiono jakérednie £SD z 3 eksperymentow.
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Ryc. 19.Wplyw réznych stzen SKF525A na aktywn@ aromatazy w komoérkach JAR

choriocarcinoma Warunki ddéwiadczenia jak podano w Materiatach i Metodach.
Wyniki przedstawiono jakérednie £SD z 3 eksperymentow.
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Ryc. 20.Wplyw réznych stzen a-naftoflawonu na aktywng aromatazy w komorkach
JAR choriocarcinoma Warunki dédwiadczenia jak podano w Materiatach i Metodach.
Wyniki przedstawiono jakérednie £SD z 3 eksperymentow.

4.7 Wptyw inhibitorow cytochromu P450 (ketokonazol, SK-525A,
a-naftoflawon) na aktywnos¢ aromatazy hamowan przez

wodoronadtlenek kumenu w komoérkach JARchoriocarcinoma

W celu zbadania wptywu inhibitoréw cytochromu P4&0aktywné¢ aromatazy
hamowan przez wodoronadtlenek kumenu, przeprowadzongposianie, jak opisano
w punkcie 3.10 w Materiatach i Metodach. Okazatg & zastosowanie preinkubacji z
inhibitorami cytochromu P450, przed Wava godzinrm inkubach z CumOOH,
spowodowato zahamowanie wptywu tego wodoronadtlemkuaktywnéé aromatazy.
Otrzymane wyniki poréwnywano w stosunku do kontrolisamym inhibitorem. W
badaniu zastosowano inhibitory cytochromu P450 hareuaktywneé¢ aromatazy w
sposOb odwracalny, co umlwvito odptukanie wytych zwhazkéw od enzymu. Dzki

temu w kontrolach z inhibitorami obserwowano aktg#énaromatazy zblona do
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wartasci proby kontrolnej nie zawierggej inhibitorow cytochromu P450. Podobnie jak
w przeprowadzonych wcgeiej dawiadczeniach, w probach badanych zawignajh
100 pM CumOOH, obserwowano silne hamowanie akty$eno aromatazy.
Stwierdzonoze wszystkie inhibitory cytochromu P450: M ketokonazol (ok. 85 %
kontroli z inhibitorem) (Ryc. 21), 10AM SKF525A (ok. 70 % kontroli z inhibitorem)
(Ryc. 22), i 0,5uM a-naftoflawon (ok. 65 % kontroli z inhibitorem) (Ry&3),
odwracaly efekt CumOOH na aktywdto aromatazy w komorkach JAR
choriocarcinoma Otrzymane wyniki wskazuj ze zablokowanie miejsca aktywnego
cytochromu P45Q,m przez inhibitory cytochromu P450, jest przyczyrahamowania
metabolizmu wodoronadtlenku kumenu. W konsekwenigi powstai wolne rodniki
kumoksylowe, metylowe i w dalszym etapie wolne i&dnadtlenkowe, dziki czemu
obserwuje € znacace odwrOcenie efektu hamowania aktyéeioaromatazy przez

wodoronadtlenek kumenu.
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Ryc. 21. Wplyw 50 uM ketokonazolu na aktywrsé aromatazy hamowanprzez
wodoronadtlenek kumenu w komorkach JélfdriocarcinomaWarunki dédwiadczenia
jak podano w Materiatach i Metodach. Wyniki przesgbno jako srednie +SD
Z 4 eksperymentow.
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Ryc. 22. Wplyw 100 pM SKF525A na aktywn@& aromatazy hamowanprzez
wodoronadtlenek kumenu w komorkach JafdriocarcinomaWarunki déwiadczenia
jak podano w Materiatach i Metodach. Wyniki przeagbno jako srednie =SD
z 4 eksperymentow.
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Ryc. 23. Wplyw 0,5 uM a-naftoflawonu na aktywrié aromatazy hamowanprzez
wodoronadtlenek kumenu w komorkach JélfdriocarcinomaWarunki dédwiadczenia
jak podano w Materiatach i Metodach. Wyniki przesgbno jako srednie +SD
z 3 eksperymentow.

4.8 Wplyw inhibitorow cytochromu P450 (a-naftoflawon, ketokonazol,
SKF525A) na stres oksydacyjny i cytotoksyczrsé indukowang
przez  wodoronadtlenek  kumenu w  komérkach  JAR

choriocarcinoma

Wczeniejsze eksperymenty wykazaty ochronny wptyw intatdw cytochromu
P450 na aktywni@ aromatazy hamowan przez wodoronadtlenek kumenu
w komorkach JARchoriocarcinoma W zwiazku z tym interesujace wydawatoe si
zbadanie wplywu zastosowanych inhibitorow na stksydacyjny indukowany przez
wodoronadtlenek kumenu w komérkach JAR. Do badaistosowano takie same
stezenia inhibitorow cytochromu P450, ktére zostaly wsglystane we wcZaiejszych

badaniach nad aktywscia aromatazy, tzn. 5QM ketokonazol, 0,%uM a-naftoflawon
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i 100puM SKF525A. Po 15-minutowej preinkubacji komorekhoriocarcinoma

z wybranymi inhibitorami, dodawano 100M CumOOH i ponownie inkubowano
komorki przez 1 h. Nagbnie mierzono nasilenie stresu oksydacyjnego
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego jak optsam Materiatach i Metodach.
Przeprowadzone dwiadczenia wykazatye wszystkie #ayte inhibitory hamowalty stres
oksydacyjny powstagy pod wptywem CumOOH w komoérkach JAR. Najsilnigjsz
dzialanie  ochronne  zaobserwowano w przypadku dwdahhibitorow:

50 uM ketokonazolu i 10uM SKF525A, ktére hamowaty intensyw§tofluorescenciji
odpowiednio w okoto 64 % i 66 % w porownaniu do &oh z wodoronadtlenkiem
kumenu. Nieco stabsze dziatanie wykazywat M a-naftoflawon, niemniej jednak

rowniez odwracat wptyw CumOOH w okoto 46 % (Tab. 1).

Tab. 1. Wplyw wybranych inhibitorow cytochromu P450 na streksydacyjny
indukowany przez wodoronadtlenek kumenu w komorkdétiR choriocarcinoma
Warunki déwiadczenia jak podano w Materiatach i Metodach. Wiyprzedstawiono
jakosrednie +SD z 4 eksperymentdw.

Intensywnosé
fluorescencji
(jednostki wzgledne)
Kontrola ( - 1006M CumOOH ) 1,00 + 1,57
Kontrola ( + 100tM CumOOH ) 6,34 +1,07
+ 100 1M SKF525A 2,14 £ 1,07
+ 50 1M ketokonazol 2,29 + 0,27
+ 0,5 1M a-naftoflawon 3,44 0,75

W celu zbadania, czy cytochrom P450 uczestniczytetaksycznym dziataniu
wodoronadtlenku kumenu na komaor&horiocarcinoma oceniono wpltyw wczaiej
wybranych inhibitoréw cytochromu P450 aawotnas¢ komorek JAR hamowarprzez
CumOOH. Badania dowiodtyze ketokonazol, SKF525A a-naftoflawon wykazuj
korzystny wptyw na przg/walnaos¢ komoérek JAR, ktéra znacznie spada po 6-godzinnej
inkubacji ze 10QuM CumOOH (Tab. 2). W przypadku k@ego z aytych inhibitorow
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zaobserwowano  prawie catkowite  odwrOcenie  cytotoksggo — wplywu
wodoronadtlenku kumenu, i tak dla ketokonazolu iIFSR5A w prébach badanych
uzyskano ok. 90 % waroi prob kontrolnych z inhibitorami, natomiast

dlaa-naftoflawonu wartéc ta wynosita ok. 83 %.

Tab. 2. Wptyw wybranych inhibitorow cytochromu P450 na gigvalnas¢ komorek
JAR choriocarcinomaw obecnéci i nieobecnéci wodoronadtlenku kumenu. Warunki
doswiadczenia jak podano w Materiatach i Metodach. Wiymprzedstawiono jako
srednie =SD z 3 eksperymentow

Aktywno $é LDH (%)

-1004M CumOOH +10QuM CumOOH

Kontrola 98,69+ 2,36 46,74+ 1,68

+ 100pM SKF525A 95,07 +4,13 86,42 + 6,20
+ 50uM ketokonazol 87,43 + 4,39 71,73 £4,68
+ 0,5uM a-naftoflawon 98,55+ 1,40 81,97 £ 0,46

Wplyw wybranych inhibitorow cytochromu P450 (ketolzolu, SKF525A i
a-naftoflawonu) na cytotoksycze® i stres oksydacyjny indukowany przez
wodoronadtlenek kumenu, wskazuje cytochrom P450, w tym réwriecytochrom
P45Q,om uczestniczy w metabolizmie wodoronadtlenku kumemwowadacym do

spadku przeywalnasci komorekchoriocarcinoma

4.9 Wplyw antyoksydantow (a-tokoferol, BHT) na stres oksydacyjny

4

| cytotoksyczna¢ indukowana przez wodoronadtlenek kumenu

w komorkach JAR choriocarcinoma

Dalsze eksperymenty skoncentrowahg sia badaniu mechanizmu stresu
oksydacyjnego zammego od CumOOH w komorkach JAghoriocarcinoma W tym

celu dokonano oceny wptywu wybranych antyoksydant@ten proces. Wiadomee



-63 -

CumOOH jest zwizkiem lipofilnym, w zwhzku z tym zastosowano gtowny
hydrofobowy antyoksydant dziat@y w btonach biologicznych, czydi-tokoferol, ktéry
jest zmiataczem wolnych rodnikow lipidowych i odgeyrok w utrzymaniu stabilngi
bton komérkowych (100). Kolejnym antyoksydantemzytym do badania byt
butylowany hydroksytoluen (BHT), syntetyczny fenwsjo antyoksydant, o ktérym
wiadomo, ze hamuje peroksydagj lipidow poprzez przeksztatcanie aktywnych
rodnikéw lipidowych w wodoronadtlenki (101). Wykgstane w badaniu gtenia
antyoksydantow, tzn. 25M a-tokoferol i 100uM BHT dobrano literaturowo tak, aby
nie wplywaly na zywotnas¢ komodrek. W przeprowadzonych dadadczeniach
wykazano,ze jwz godzinna preinkubacja ze 1Q01 BHT catkowicie hamowata stres
oksydacyjny indukowany przez CumOOH w komdérkach JRRdobnie 24-godzinna
preinkubacja komoérek z 28M a-tokoferolem, przed inkubaciz wodoronadtlenkiem
kumenu, doprowadzita do spadku intensysandluorescencji o ok. 77 % w odniesieniu

do kontroli ze 100M CumOOH (Tab. 3).

Tab. 3. Wplyw wybranych antyoksydantéw na stres oksydacyjrdukowany przez
wodoronadtlenek kumenu w komorkach JélfvriocarcinomaWarunki dédwiadczenia
jak podano w Materiatach i Metodach. Wyniki przeagbno jakosrednie £SD z 3
eksperymentow

Intensywnaos¢ fluorescencji
(jednostki wzgledne)
Kontrola ( - 1004 CumOOH ) 1,00 +0,89
Kontrola ( + 1004M CumOOH ) 6,40 +1,12
+ 25 1M a-tokoferol 2,25+0,43
+ 100 M BHT 1,10+ 0,26

Zbadano réwniz wptyw wybranych antyoksydantow na spadek pymelnacsci
komorek JAR, spowodowany wpltywem wodoronadtlenkum&nu. Wykazanoze
zarowno 25uM ao-tokoferol, jak i 100 uM BHT catkowicie chronity komorki

choriocarcinomagprzed cytotoksycznym dziataniem wodoronadtlenken&au (Tab. 4).
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Tab. 4. Wplyw wybranych antyoksydantow na peyealnas¢é komorek JAR

choriocarcinomaw obecnéci i nieobecnéci wodoronadtlenku kumenu. Warunki
doswiadczenia jak podano w Materiatach i Metodach. Wiymprzedstawiono jako
srednie =SD z 3 eksperymentow

Aktywno $é LDH (%)

-1004M CumOOH +100M CumOOH

Kontrola 95,48 +1,16 40,37 + 4,20
+ 25uM a-tokoferol 87,76 £ 2,50 84,40 + 4,68
+100uM BHT 93,11 +1,73 96,73 +1,48

Na podstawie uzyskanych wynikéw, obramych cytoprotekcyjne dziatanie
zastosowanych antyoksydantéw, zna wnioskowa o udziale wolnych rodnikéw,
powstagcych na skutek homolitycznego rozpadu wodoronakitierkumenu, w
mechanizmie stresu oksydacyjnego indukowanego prnzeoronadtlenek kumenu w
komorkach JARchoriocarcinomaoraz w mechanizmie cytotoksyczeo zaleznej od

tego wodoronadtlenku.

4.10 Wplyw antyoksydantéw (a-tokoferol, BHT) na aktywnosé
aromatazy hamowara przez wodoronadtlenek kumenu w

komorkach JAR choriocarcinoma

W celu sprawdzenia, czy wolne rodniki mogczestnicz§ w hamowaniu
aktywndaici aromatazy przez wodoronadtlenek kumenu w konabrkaoriocarcinoma
zbadano wpltyw wybranych antyoksydantow na ten mmocfo 24-godzinnej
preinkubacji z 25uM a-tokoferolem (Ryc. 24) i godzinnej preinkubacji 260 puM
BHT (Ryc. 25) komoérki inkubowano naghie ze 100uM CumOOH przez 1 h, po
czym oznaczano aktywi® aromatazy jak opisano w Materiatach i Metodacha Ob
antyoksydanty zapobiegaty hamowaniu akty$an@romatazy przez wodoronadtlenek
kumenu w podobnym stopniu. Aktyw§toaromatazy w obecioi 25 uM a-tokoferolu
wynosita 57,61 + 9,88 pmol/h/mg biatka, a w obe&nd 00 uM BHT 55,01 + 5,67
pmol/h/mg biatka, w poréwnaniu do wagtd uzyskanej w prébie ze 1Q0M CumOOH,
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ktéora wynosita 22,25 + 3,39 pmol/h/mg biatka. Takieiatanie antyoksydantéw
potwierdzaze wczdéniej obserwowane (Ryc. 16) hamowanie aktysanaromatazy jest
w znacznym stopniu zalee od powstagych, wskutek metabolizmu wodoronadtlenku
kumenu, wolnych rodnikéw kumoksylowych i metylowyairaz powstagcych w

procesie peroksydaciji lipidow aktywnych rodnikéwidiowych.
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Ryc. 24. Wplyw 25 uM a-tokoferolu na aktywn& aromatazy hamowanprzez
wodoronadtlenek kumenu w komérkach JéforiocarcinomaWarunki déwiadczenia
jak podano w Materiatach i Metodach. Wyniki przesgbno jako srednie +SD
z 3 eksperymentow.
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Ryc. 25. Wplyw 100 pM BHT na aktywnéé aromatazy hamowan przez
wodoronadtlenek kumenu w komorkach JadriocarcinomaWarunki déwiadczenia
jak podano w Materiatach i Metodach. Wyniki przesgbno jako srednie +SD
z 3 eksperymentow.

4.11 Wptyw chelatora zelaza - desferoksaminy na stres oksydacyjny

4

| cytotoksycznag¢ indukowana przez wodoronadtlenek kumenu

w komorkach JAR choriocarcinoma

W celu wykazania roli jonébwzelaza w mechanizmie stresu oksydacyjnego
indukowanego przez CumOOH, zbadano wplyw chelatorow zelaza (lll) -
desferoksaminy na ten proces w komorkach Jéldriocarcinoma Do badania
zastosowano, wybrane literaturowogzsinie 500uM desferoksaminy. Intensywgo
fluorescencji mierzono metadcytometrii przeptywowej po godzinnej preinkubacji
komérek z desferoksamin przed inkubag ze 100 uM CumOOH. W tak
przeprowadzonym dwiadczeniu stwierdzono znaczne hamowanie stresu
oksydacyjnego, dmlacego wynikiem wplywu CumOOH na komoérki JAR, co

zaobserwowano jako obmnie intensywngi fluorescencji z wartwei 6,29 + 1,12 j.w.
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w obecndci samego CumOOH do wasm 2,74 + 0,2 j.w. w obecrdai zarOwno

desferoksaminy, jak i CumOOH (Ryc. 26).

edne)
(o]

0 -

Intensywno $¢ fluorescenc;ji (jednostki wzgl

100uM CumOOH - - + +
500uM Desferoksamina - + - +

Ryc. 26. Wplyw 500 uM desferoksaminy na stres oksydacyjny indukowargepr
wodoronadtlenek kumenu w komorkach JéfdriocarcinomaWarunki déwiadczenia
jak podano w Materiatach i Metodach. Wyniki przesd@bno jakosrednie £SD z 3
eksperymentow.

Zbadano rowniz wplyw desferoksaminy nazywotnas¢ komorek JAR
poddanych dziataniu wodoronadtlenku kumenu. Praepdaone badania pozwolity
wykaz&, ze desferoksamina w ¢geniu 500 uM, podobnie jak w przypadku
antyoksydantéw (Tab. 4), prawie catkowicie chromfaed cytotoksycznym wptywem
wodoronadtlenku kumenu na komoitioriocarcinoma(Ryc. 27). Catkowita ochrona
komoérek JAR przed cytotoksyczio indukowar przez CumOOH oraz silne
hamowanie stresu oksydacyjnego przez desferokgamskazuje,ze jony zelaza

odgrywap istotm role w obu tych procesach.
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Ryc. 27. Wplyw 500 pM desferoksaminy na przgwalngs¢ komorek JAR

choriocarcinomaw obecnéci i nieobecnéci wodoronadtlenku kumenu. Warunki
doswiadczenia jak podano w Materiatach i Metodach. Wymprzedstawiono jako

srednie £SD z 3 eksperymentow.

4.12 Wplyw desferoksaminy na aktywndé aromatazy hamowar
przez  wodoronadtlenek  kumenu w  komérkach  JAR

choriocarcinoma

Poniewa wykazanoze jonyzelaza mog odgrywa pewry role w indukowanym
przez wodoronadtlenek kumenu stresie oksydacyjngymotoksycznéci (Ryc. 26 i 27),
sprawdzono wplyw desferoksaminy na aktysdhoaromatazy hamowanej przez
wodoronadtlenek kumenu. 500M desferoksamina ezciowo chronita aktywn&
aromatazy przed hamagym dzialaniem wodoronadtlenku kumenu, odwracaj
dziatanie CumOOH z warfoi 20,89 * 7,63 pmol/h/mg biatka do wait045,78 + 6,39
pmol/h/mg biatka (Ryc. 28). Wyniki te wskazuja czsciowy wptyw jonéwzelaza na

mechanizm hamowania aktywdop aromatazy przez CumOOH. Mua przypuszcza
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ze tozelazo hemowe uwolnione na skutek destrukcji cytoechu P45Q.,m uczestniczy

w rozwoju stresu oksydacyjnego i cytotoksycamaaleznych od CumOOH.
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Ryc. 28. Wptyw 500 uM desferoksaminy na aktyw&d aromatazy hamowanprzez
wodoronadtlenek kumenu w komorkach JavriocarcinomaWarunki déwiadczenia
jak podano w Materiatach i Metodach. Wyniki przeagbno jako srednie =SD
z 3 eksperymentow.
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5. DYSKUSJA

Celem obecnej pracy byta ocena wptywu stresu okgydego indukowanego
przez wodoronadtlenek kumenu na aktygénoaromatazy w komodrkach JAR
choriocarcinoma oraz zbadanie wzajemnych interakcji zachggieh pomedzy
cytochromem P45Q,, a wodoronadtlenkiem kumenu. W przeprowadzonychejv t
pracy badaniach ato wodoronadtlenku kumenu, o ktorym wiadonie, ndladuje
dziatanie naturalnie wygbujacych w organizmie wodoronadtlenkow lipidowych. Jak
wczesniej wspomniano badania przeprowadzono na modelumokikowym
wykorzystupc linig¢ JAR choriocarcinoma

Stres oksydacyjny to stan, w ktorym dochodzi do ekezonej produkciji
wolnych rodnikdw. Naturalnie powstg@e w btonach biologicznych wodoronadtlenki
lipidowe odgrywaj znacaca role jako zwhzki wspierajce rozwodj stresu
oksydacyjnego. Ponadto wodoronadtlenki lipidowe zsviazane m.in. z procesem
peroksydacji lipidéw, przy czym magone uczestnicgy zarbwno w inicjacji, jak
| propagacji tego procesu. W prawidiowejaai stwierdza s niskie poziomy
wodoronadtlenkoéw lipidowych w kysku, natomiast nadmierne ich wytwarzanie
obserwowane jest w tgskach kobiet ze schorzeniami takimi jak preecldampszy
cukrzyca cizowa. Indukowane przez stres oksydacyjny zmiany wndach
trofoblastu tayska odgrywaj krytyczm role zaréwno w prawidtowym rozwoju
tozyska, jak i w stanach patologicznych. W preeclampisserwuje si znaczny stres
oksydacyjny, wynikajcy z wysokiego poziomu wodoronadtlenkow lipidowych
niekontrolowanej peroksydacji lipidow. Co agej zmniejszony jest poziom gtéwnego,
rozpuszczalnego w tluszczach antyoksydamtdaokoferolu, a take aktywndé
peroksydazy glutationu i dysmutazy ponadtlenko®8).(

W wielu weczdniejszych badaniach indukowana przez wodoronadtlenk
organiczne cytotoksycze® byla szeroko iywana jako model do badania
oksydacyjnego  uszkodzenia  komorki  (88,102).  Wplywycytotoksyczne
wodoronadtlenkéw na komorki obejmupn.in. takie oddziatywania jak peroksydacja
lipidow prowadaca do uszkodzenia integrakod bton komorkowych, depolaryzacja
bton mitochondrialnych, deplecja ATP, czy zala od wapnia aktywacja proteaz i/lub
fosfolipaz (88). W celu ustalenia warunkow w jakietodoronadtlenek kumenu

indukuje stres oksydacyjny i cytotoksycztow komoérkach JARchoriocarcinoma
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zbadano wptyw CumOOH na te komorki, wykorzystuj pomiar aktywnéci
dehydrogenazy mleczanowej. Zgodnie z przewidywaniaaobserwowano indukgj
znacznej cytotoksyczioi i spadekzywotnasci komorek kosmowczaka. Stwierdzono
réwniez, ze CumOOH indukuje silny stres oksydacyjny, co wykay, mierac
intensywna¢ fluorescencji dichlorofluoresceiny z zastosowaniemtody cytometrii
przeptywowej. Przeprowadzone badania na komorka&tR Jchoriocarcinoma
potwierdzay, ze wodoronadtlenek kumenu jest zdolny rownd® indukcji znacznej
cytotoksycznéci i silnego stresu oksydacyjnego w komadrkach Jé&Rriocarcinoma
Wiadomo,ze same wodoronadtlenki lipidowe nie wykagmpaczacej cytotoksyczni,

a dopiero produkty ich rozpadu prowaddo uszkodzenia komorki (103). | tak,
wczesniej dowiedziono, ze wodoronadtlenek kumenu ulega metabolizmowi w
hepatocytach szczura (88) w zwku z tym sprawdzono, czy obserwowane
uszkadzajce dziatanie wodoronadtlenku kumenu wobec komoAdRk, Zwiazane jest z
podobnym procesem. H6 pozostajcego nierozigonego wodoronadtlenku okteno
przez spektrofotometrycznanaliz kompleksu tiocyjanianuelaza (Ill) przy 490 nm.
Kompleks ten powstaje na skutek utlenienia tioogan zelaza (ll) przez
wodoronadtlenki. Zbadano, ya szybkd¢ metabolizmu CumOOH w komoérkach JAR
choriocarcinomai wykazano,ze ok. 70 % dodanego CumOOH zostato roaie w
ciagu 30 min od dodania tego zwku do komérek. Metabolizm tego wodoronadtlenku
byt wolniejszy, ni w hepatocytach, gdzie wagu 5 minut naspowat prawie
natychmiastowy rozktad CumOOH (88), niemniej jedrjak pokazato déwiadczenie,
komoérki choriocarcinoma sa rowniez zdolne do dekompozycji organicznych
wodoronadtlenkéw. Mina przypuszcza ze zwolniony metabolizm CumOOH w
komoérkach kosmoéwczakadgska jest spowodowany mniejsaktywnacia cytochromu
P450 w poréwnaniu do hepatocytow.

Z wczeniejszych bada wynika, ze istnieje zwizek pom¢dzy cytochromem
P450, a NADPH-zalaa peroksydag lipidow (92). Ponadto badania dowiodtye
zalezny od cytochromu P450 metabolizm wodoronadtlenkéxep mikrosomy watroby
szczura znacznie indukuje pobor tlenu i peroksydigidow (89). Klimek i wsp. (90)
sugerowali, ze organiczne (CumOOH) i naturalnie wymijace wodoronadtlenki
lipidowe, poprzez inaktywagj cytochromu P45Q. i w konsekwencji hamowanie
biosyntezy progesteronu z cholesterolu vysku ludzkim, mog sprzyj& rozwojowi

preeclampsii. Inhibitory cytochromu P450: amfenon BKF525A, silnie hamowaty
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zarowno NADPH-zalena peroksydag lipidow, jak i peroksydagj zalezna od
wodoronadtlenku kumenu, co wskazywato na udziabaytomu P45Q. w obu tych
procesach. Wyniki te potwierdzity udziat syntetygein wodoronadtlenkéw i
naturalnego wodoronadtlenku kwasu arachidonowegpewksydacyjnej aktywrici
mitochondrialnego cytochromu P450(90). Dalsze badania wykazatye NADPH-
zalezna peroksydacja lipidéw silnie hamuje biosyrtestrogendw w ludzkim kysku.
Stwierdzono,ze proces peroksydacji lipidéw jest przyczyhamowania aktywrigi
aromatazy w mikrosomach Agska. Na podstawie przeprowadzonychsvdadczé
wnioskowano wowczagge przyczyma hamowania aktywniei aromatazy jest degradacja
cytochromu P450,, (91). Przemawia za tym fakie zawarté¢ cytochromu P450 w
mikrosomach spada znacp pod wplywem peroksydacji lipidéw i ten spadektje
silnie skorelowany ze spadkiem aktywoioaromatazy. Praktycznie caly cytochrom
P450 we frakcji mikrosomalnej stanowi cytochrom @4&, w zwiazku z tym
sugerowano, ze degradacja cytochromu P45Q jest bezpé&redna przyczym
hamowania aktywniei aromatazy przez peroksydadipidow w mikrosomach ayska
ludzkiego. Wiadomo réwnig ze cytochrom P45Q,, jest enzymem szczegOllnie
wrazliwym na peroksydagj lipidéw, prawdopodobnie bardziej wtavym, niz
cytochrom P458. (91). Przeprowadzone w obecnej pracy badania pofzas, ze
jednym z efektow stresu oksydacyjnego indukowarggez wodoronadtlenek kumenu
w komoérkach JARchoriocarcinomajest nasilona peroksydacja lipidow. Z bada
przeprowadzonych w obecnej pracy wynika proces ten jest rowrieprzyczym
hamowania aktywn@i aromatazy przez wodoronadtlenek kumenu w konarkEAR
choriocarcinoma potwierdzajc tym samym wcZmiejsze doniesienia dotygze
destrukcyjnego wptywu tego procesu na cytochronOR96,91).

Wiadomo, ze wodoronadtlenki organiczne miody¢ metabolizowane przy
udziale cytochromu P450. | tak, zaky od aktywnéci peroksydazowej cytochromu
P450, homolityczny rozpad wodoronadtlenku kumenprowadza do powstania
toksycznych wolnych rodnikéw (89,104-106), ktér&alei zwrotnie mog uszkadzé
ten cytochrom (90,91). Aromataza jest enzymem 2zaueym w swoim skiladzie,
oprocz reduktazy NADPH-cytochrom P450, cytochromd®dm (1). W zwhzku z tym
przeprowadzone w tej pracy &aadczenia skupity si na badaniu wplywu
wodoronadtlenku kumenu na aktywéd@romatazy i tym samym aktyw§tocytochromu

P45Q;0m W komorkach JARchoriocarcinoma W obecnej pracy zbadano eeiwptyw
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inhibitorow cytochromu P450 (ketokonazol, SKF525Aainaftoflawon) na stres
oksydacyjny i cytotoksyczrié indukowan przez wodoronadtlenek kumenu. Wybrane
inhibitory hamuj wigksza¢ cytochroméw P450, w tym rowrdecytochrom P450
aromatazy (107-109). Inhibitory te zostaly zastcmosv w badaniu jako zwzki
blokujace centrum aktywne cytochromu P450, aby zapobigaboézmowi CumOOH
przez ten cytochrom. Takie zastosowanie tychazkéw byto maliwe, dzigki temu,ze
Wiaza Sie one w sposob odwracalny z cytochromem P450. Wdeystyte inhibitory
chronity przed stresem oksydacyjnym i cytotoksyéenrpindukowarn przez CumOOH.
Dziatanie inhibitorow cytochromu P450 zapobiegaj uszkodzeniu komorek przez
wodoronadtlenek kumenu, r® sugerowd ze znaczcy jest udziat cytochromu P450
w homolitycznym rozpadzie CumOOH wzgsku ludzkim. Mana wic przypuszczg
ze cytochrom P45, bedzie réwnie uczestniczyt w metabolizmie organicznych
wodoronadtlenkéw i powstawaniu toksycznych wolnyadnikéw w tazysku. Z
literatury wiadomo, ze CYP19A1 jest gtdbwnym i najobficiej wygtujacym
cytochromem P450 w hysku ludzkim (110,111), a tak, ze wykazuje on zdolrsé do
metabolizowania pewnych ksenobiotykdw (112-114) zysko stanowi organ
przegciowy pomedzy krmzeniem matki i ptodu, ktory reguluje dwukierunkowsrisfer
posrednich metabolitow. Jest to funkcjonalna barieneooiaca ptdéd przed wptywem
lekéw i ksenobiotykdéw, przy czym ochrona ta polegan. na tayskowej aktywnéci
enzymow metabolizagych te zwazki. Wykazano, ze CYP19Al1l jest gtownym
enzymem w taysku ludzkim odpowiedzialnym za metabolizm takicpiabdw jak:
metadon i buprenorfina. Potwierdza to udziatyBkowego cytochromu P43Q, w
biotransformacji ksenobiotykow, zwlaszcza, brak jest w toysku CYP3A4, ktory w
watrobie jest odpowiedzialny za detoksykagjielu lekow (110). W obecnej pracy
wykazano,ze aktywnd¢ aromatazy jest hamowana przez wodoronadtlenek kume
komoérkachchoriocarcinoma a zastosowanie inhibitoréw cytochromu P450 odarac
hamupjcy wptyw CumOOH na ten enzym. Na podstawie uzys&anyynikbw mana
wnioskowd&, ze cytochrom P45Q,, uczestniczy w metabolizmie wodoronadtlenku
kumenu i prawdopodobnie wodoronadtlenkow lipidowy€ralszych bada wymaga
jednak ocena, jak znagzy jest udziat CYP19A1l w, zateym od cytochromu P450,
metabolizmie wodoronadtlenku kumenu visku ludzkim.

Rd&zne cytochromy P450 mag uwalnia& znacace ilosci anionorodnika

ponadtlenkowego w obecém NADPH i O, jednake sam anionorodnik nie
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uczestniczy bezgoednio w inicjacji peroksydaciji lipidow, a dopievo kompleksie z
jonamizelaza jest zdolny do inicjacji tego procesu, w Wunktorego powstajwolne
rodniki lipidowe prowadace do destrukcji cytochromu P450 (92,115,116). V¥gka
rowniez, ze rodnik hydroksylowy nie uczestniczy w degradagfiochromu P450 we
frakcji mitochondrialnej i mikrosomalnej 2gska ludzkiego. Obecnie uwe sk, ze w
tym procesie szczegéinrole odgrywaj aktywne rodniki lipidowe (alkoksylowe i
nadtlenkowe) powstage wskutek homolitycznego rozpadu wodoronadtlenkow
lipidowych. Potwierdzaj to badania z antyoksydantamigdacymi doskonatymi
zmiataczami wolnych rodnikow lipidowych, takimi jaki-tokoferol, czy BHT
(butylowany hydroksytoluen) (91). Klimek i wsp. (9badagc wptyw CumOOH na
biosyntez progesteronu wykazalze antyoksydanty hamowaly powstawanie TBARS
wskazupc, ze mechanizm hamowania biosyntezy progesteronu psicesem
wolnorodnikowym.

Podobne wyniki uzyskatam w swojej pracy, przy zesteaniu antyoksydantow
takich jak BHT i a-tokoferol. Oba zwizki dziatah poprzez hamowanie proceséw
wolnorodnikowych.Tokoferole g gtéwnymi lipofilnymi antyoksydantami w surowicy,
LDL i tkankach, ktore zapobieggajtancuchowej peroksydacji lipidow (71). BHT
natomiast jest syntetycznym fenolowym antyoksydanpmwszechnie aywanym jako
dodatek dozywnosci, ktéry dziata jako antyoksydant i zmiatacz tlesingletowego
(101). W badaniach przeprowadzonych w tej pracyokoferol i BHT niemal
catkowicie chrora komérki JAR przed stresem oksydacyjnym i cytotaksyscia
indukowar, przez wodoronadtlenek kumenu. Podobny wplyw wykazdwniez na
aktywnag¢ aromatazy hamowan przez ten wodoronadtlenek. Takie dziatanie
antyoksydantéw jest zgodne z wéaiejszymi doniesieniami dotygzymi tozyska
ludzkiego (90,91). Z przeprowadzonych badaynika, ze zastosowane w tej pracy
antyoksydanty neutralizag, zarowno wolne rodniki powstaje podczas metabolizmu
CumOOH, jak i powstage dalej wolne rodniki lipidowe, hamuperoksydag lipidow
I stres oksydacyjny, zapobiegajtym samym hamowaniu aktyw§e aromatazy.

Wiadomo, ze degradacja cytochromu P450 pod wplywem dziatania
wodoronadtlenkéw lipidowych prowadzi m.in. do uwielma zelaza hemowego, ktére
dalej mae inicjow& peroksydag lipidéw (88). W obecnej pracy rowriezbadano
udzial jondw zelaza w procesie hamowania aktyweio aromatazy przez

wodoronadtlenek kumenu i w tym celu zastosowandabtbiezelaza - desferoksamin
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Desferoksamina (DFO) jest hydrofilowym zmkiem, ktory waze jony zelaza
trojwartasciowego w stosunku 1:1, przy czym ma wysokie powiactwo do jonow
zelaza, a niskie do innych jonow metali. Jeden mBDDchelatuje jeden malelaza
tworzac feroksamin, ktora jest wydalana z organizmu i jest znacznigejntoksyczna
niz DFO. Dowiedziono,ze dziatanie DFO nie tylko przerywa toksyczne dzisda
zelaza, ale powoduje réwrieofanie st uszkodzé komaorek wywotanych dziataniem
zelaza. Desferoksamina zmniejsza zmaozaktywnd¢ redoks Fe (lll) i jest bardzo
efektywnym antyoksydantem, d@ki jej zdoIlndci do wiazaniazelaza. Zaobserwowano
m.in.,ze DFO hamuje autooksydadie (Il) (117,118).

W moich badaniach wykazatare desferoksamina eciowo chronita komorki
JAR przed stresem oksydacyjnyrdhcym efektem dziatania wodoronadtlenku kumenu
i zapobiegata réwnie czesciowo hamowaniu aktywrsgsi aromatazy, natomiast
wywierata silne dzialanie cytoochronne zapobiggajuszkodzeniom komoérek
powodowanym przez ten wodoronadtlenek. \WnmE§ wykazano (88),ze w
izolowanych hepatocytach szczura niehemaelazo odgrywa raczej niewielkole w
metabolizmie CumOOH, poniewahelator Fe (lll) - desferoksamina, nie miat wptyw
na metabolizm CumOOH, ale wykazywat silne dziatayimochronne dopiero po tym,
jak CumOOH zostat zmetabolizowany. Istotnie w badatym stwierdzono,ze
hepatocyty uwalniatgelazo dopiero gdy okoto 80 % wodoronadtlenku kumelegto
metabolizmowi. Sugerowano wowczas to widnie zelazo uwolnione na skutek
destrukcji hemu cytochromu P450 meomiet wptyw na indukag peroksydacii lipidow i
dodatkowe efekty cytotoksyczne. Takewizelazo uwalniane na skutek metabolicznej
aktywacji CumOOH przez cytochrom P450, wspiera toksycznéé tego
wodoronadtlenku w izolowanych hepatocytach szczWwdadomo bowiem, ze
prawidtowy poziom wolnego wewatrzkomérkowegazelaza, zwtaszcza jonu Fe (1} s
ekstremalnie niskie, poniewavicksza¢ jest zmagazynowana w postaci ferrytyny (88).
Podobnie, na podstawie @adadczeér przeprowadzonych w obecnej pracy oraz
wszéniejszych doniesie (91) mana przypuszcza ze zelazo hemowe uwolnione na
skutek destrukcji cytochromu P4x{, bedzie nasila stres oksydacyjny, a przede
wszystkim wspiera cytotoksyczné¢ indukowarn przez wodoronadtlenek kumenu w
komorkachchoriocarcinoma

Hamowanie aktywngi aromatazy w tgysku i tym samym obwnenie poziomu

estrogendbw w @iy maze prowadzi do licznych niekorzystnych skutkow
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manifestugcych se¢ w przebiegu aizy. Stwierdzonoze podanie inhibitora aromatazy
(fadrozolu) samicom szczura w Zym okresie cizy, spowodowato uszkodzenie
ptodu. Sugerowano wowczage uszkodzenie mogto wynikae zmniejszonej ekspresji
metaloproteinazy-1 i oksydazy lizylowej w macicytote z kolei § niezkzdne w
tworzeniu wazan krzyzowych kolagenu. Co ciekawe po uzupetnieniu niedobor
estrogendéw u tych szczuréw, zaburzenia w macicylgo$ie i nie dochodzito do
uszkodzenia ptodu (33,34).

Jednym ze skutkow braku aktywdod aromatazy jest prawdopodobnie nadmiar
androgenow produkowanych w agh ilosciach przez nadnercza ptodu. Badania
wykazaly, ze poziom testosteronu jest #gy u kobiet z preeclampsjniz u kobiet z
prawidtowa ciaza (119), co nasuglo podejrzeniaze w patogenezie preeclampsii mog
odgrywa role wysokie poziomy androgenéw obserwowane we Kkrwijgraek, a
pojawiapce st na skutek niedoboru aktywfm aromatazy (119-124). Przy czym nawet
maty spadek aktywr$gi aromatazy powoduje znagy wzrost poziomu androgendw
we krwi (119,121). Brak aktywroi aromatazy u ludzi jest stosunkowo rzadki i jest
przyczyra braku syntezy estrogenéw. Ze walhi na to, ze siarczan
dehydroepiandrosteronu, produkowany przez nadnerpiaiu, nie mee by
przeksztatcany w estrogeny, jest on przeksztatabwodowo do testosteronu, co w
rezultacie doprowadza do wirylizacji, zarbwno matjak i ptodu. W wekszaci
przypadkéw acizarne matki z niedoborem aromatazy wykazywaly zrsamje sizenia
W surowicy estronu, estriolu i estradiolu w poréwiado matek z prawidtoyvciaza,
przy czym obserwowano zgkszone poziomy testosteronu, androstendionu i
5a-dihydrotestosteronu (125).

Wiadomo, ze u kobiet z preeclampsiredukowana jest odips¢ osocza i w
zZwigzku z tym zaburzone jest dgenie tayskowo-ptodowe. Sytuacja taka b
prowadz¢ do aktywacji mechanizmédw kompensacyjnych. Cogcej tozyskowe
estrogeny odgrywaj role w regulacji obgtosci osocza, tzn. stymulyj syntez
angiotensynogenu i zekszap produkcg tlenku azotu. Z tego powodu zmiany w
stezeniach estrogenow, powodowane zmniejazaktywndcia aromatazy, magmiet
wplyw na zmniejszenie otjosci osocza u kobiet z preeclampsgugerowano rownie
ze nadmiar progesteronu w stosunku do estradiolaganizuje stymulucy wplyw
estrogenu na, zalea od endotelium, odpowiédzwiazarg z produkcy NO. Tak wec

mozna przypuszcza ze zwkkszony stosunek progesteronu do estradiolu zaburza



-77 -

wazodylatagg w PE i wydaje s by¢ przyczyr zaburzenia réwnowagi poguzy
produkcp tromboksanu i prostacykliny w tym schorzeniu (85,4

Doswiadczenia przeprowadzone w obecnej pracy wykazady,syntetyczny
analog wodoronadtlenkow lipidowych, jakim jest woalmadtlenek kumenu, ulega
metabolizmowi do wolnych rodnikow, ktére dalej ikayn peroksydag lipidow i
cytotoksyczné¢ w komoérkach JARchoriocarcinoma Wykazano réwnig ze w
metabolizmie wodoronadtlenku kumenu uczestniczgatytom P45Q.n Stwierdzono,
ze stres oksydacyjny indukowany przez CumOOH prowddzhamowania aktywrsoi
aromatazy w tych komérkach, i tym samym prawdopodw®ido destrukcji cytochromu
P45Q;,om Na podstawie uzyskanych wynikbw #ma sugerowd ze naturalnie
wystepujace wodoronadtlenki lipidowe réwniebeda wspierg proces peroksydacji
lipidow oraz stres oksydacyjny i w konsekwencji lvava aktywnad¢ aromatazy w
tozysku ludzkim. Mae to prowadz do spadku poziomu estrogenOw W Czasig)Gico

dalej mae odgrywa pewry role w patomechanizmie preeclampsii.
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6. WNIOSKI

1. Wodoronadtlenek kumenu indukuje stres oksydacyjny znaczia
cytotoksyczné¢ w komorkach JARhoriocarcinoma

2. Metabolizm wodoronadtlenku kumenu, poprzez wytwaiza wolnych
rodnikow, prowadzi do wzrostu peroksydaciji lipidéwtych komaorkach.

3. Powstagce na skutek metabolizmu wodoronadtlenku kumenunevoddniki, jak
rowniez, powstajce w dalszym etapie, lipidowe rodniki nadtlenkoweog
prowadzé do destrukcji cytochromu P45@, i tym samym hamowania
aktywnaici aromatazy.

4. Ochronny wplyw antyoksydantow na stres oksydacyingukowany przez
wodoronadtlenek kumenu, potwierdza wptyw wolnycdni&oéw na aktywnét
aromatazy w komorkach JAghoriocarcinoma

5. Jony zelaza uczestniazw mechanizmie stresu oksydacyjnego indukowanego
przez wodoronadtlenek kumenu.

6. Na podstawie otrzymanych wynikow tra fdzi¢, ze warunki, prowadge do
wzrostu poziomu wolnych rodnikéw lipidowych, mpby¢ przyczyra zaburzé
we wiaciwym przebiegu biosyntezy estrogendw vintsku ludzkim.
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7. STRESZCZENIE

tozysko ludzkie jest istotnymarédiem wodoronadtlenkow lipidowych w czasie
ciazy. W stanie przedrzucawkowym stres oksydacyjny, ymn tsamym poziom
wodoronadtlenkoéw lipidowych, jest znacznie gkgizony w poréwnaniu do @iy
prawidtowe.

W obecnej pracy wykazanae wodoronadtlenek kumenu powoduje silny stres
oksydacyjny i peroksydagijlipidow w komoérkach JARchoriocarcinoma Na skutek
destrukcyjnych zmian spowodowanych przez wodordeaek kumenu dochodzi do
hamowania aktywrizi aromatazy w komorkach JAR. Przyczyspadku aktywni
aromatazy w tym przypadku jest hamowanie aktyenaytochromu P45Q,, coO
wykazano przez zastosowanie inhibitorow cytochron®#50 (-naftoflawon,
ketokonazol, SKF525A). Wykazano réwajeze zablokowanie miejsca aktywnego
aromatazy przez te inhibitory zapobiegato metabwdi wodoronadtlenku kumenu i
chronito aromatagprzed destrukcyjnym dziataniem stresu oksydacyneg

Na podstawie uzyskanych wynikow mma wnioskowd, ze mechanizm stresu
oksydacyjnego indukowanego przez wodoronadtlenekeku w komérkach JAR ma
charakter wolnorodnikowy i zatg od obecnéci, powstagcych na skutek metabolizmu
CumOOH, wolnych rodnikéw kumoksylowych oraz metylmiv i w dalszym etapie
aktywnych rodnikéw nadtlenkowych. Potwierdzity toadania z zastosowaniem
antyoksydantow a-tokoferolu i BHT, ktére wykazywaly dziatanie oclmoe i
zapobiegaly zmianom destrukcyjnym, powstatym natedkistresu oksydacyjnego, w
komorkachchoriocarcinoma

Zbadano rownig ze w mechanizmie stresu oksydacyjnego indukowanezgzp
wodoronadtlenek kumenu w komorkach JAR, odgrywaje jony zelaza uwalniane
najprawdopodobniej na skutek destrukcji cytochrdPd®Q.m Dowiodly tego badania
z zastosowaniem chelatoraelaza - desferoksaminy. Chronita ona komorki
choriocarcinomaprzed cytotoksyczrigia i czesciowo przed stresem oksydacyjnym
indukowanym przez CumOOH. Co agej chelator ten wykazywat réwrigezesciowy,
ochronny wptyw na aktywrié aromatazy hamowarprzez wodoronadtlenek kumenu.

Na podstawie uzyskanych wynikow pma przypuszcza ze cytochrom P450
aromatazy uczestniczy w metabolizmie naturalnietypygacych wodoronadtlenkéw

lipidowych i powstawaniu wolnych rodnikéw, przycigpc se w ten sposdb do
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nasilenia stresu oksydacyjnego wxysku. Uzyskane w tej pracy wyniki pozwalaj
przypuszczé ze hamowanie aktywroi aromatazy i tym samym ol#enie poziomu
estrogendw w tgysku ludzkim mae odgrywa istotm role w rozwoju stanu

przedrzucawkowego.
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