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Streszczenie

Kazda komérka bierze udzial w reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych, ktére prowadza do powstania wolnych rodnikéw tlenowych. Powstaja
one gtéwnie w hepatocytach i w pobudzonych makrofagach watrobowych oraz w komdrkach nacieku zapalnego. Wykazuja dziatanie de-
strukcyjne, gdyz utleniajac gtéwne sktadniki komérki, doprowadzaja do uszkodzenia lub wadliwego funkcjonowania wielu struktur komor-
kowych, a w konsekwencji do dysfunkcji komérki. W celu przeciwdziatania tym zmianom w organizmie wyksztalcito si¢ wiele mechani-
zméw chroniacych przed generowaniem wolnych rodnikéw tlenowych i uczestniczacych w ich przemianie w nieaktywne pochodne.
Mechanizmy te obejmuja zwiazki, pochodzenia zaréwno egzo- i endogennego, ktdre tworza ztozony system antyoksydacyjny o wiasciwo-
sciach enzymatycznych i nieenzymatycznych. W obronie biora udziat niskoczasteczkowe antyoksydanty oraz biatka enzymatyczne, usuwa-
jace wolne rodniki tlenowe. W przypadku znacznego wzrostu rodnikéw tlenowych, przy braku sprawnie dziatajacych mechanizméw anty-
oksydacyjnych pojawia si¢ stres oksydacyjny, ktory jest elementem skltadowym molekularnych mechanizméw wielu choréb. Poniewaz
wolne rodniki tlenowe moga dziata¢ jako czasteczki sygnatowe, odgrywaja zasadnicza rolg w prawidlowym funkcjonowaniu komérki oraz
w etiologii réznych choréb. Obecnie istnieje wiele metod pozwalajacych oceni¢ parametry stresu oksydacyjnego.

SEOWA KLUCZOWE: wolne rodniki tlenowe, antyoksydanty, stres oksydacyjny, antyoksydacyjny uktad ochronny.

Summary

Every cell takes part in chemical reactions of oxidation and reduction of biomolecules. These reaction pathways can lead to the production of
free radicals. Reactive oxygen species (ROS) are generated in hepatocytes, activated macrophage or infiltrating cells. The excess ROS react
with organic substrates and oxidation of these biomolecules can damage them, inhibiting normal function and finally causing death cell.
During evolution organism developed an extensive, highly effective group of protective agents and defense mechanisms the so-called anti-
oxidant defense system (ADS). Basic antioxidants are either exogenous or endogenous and includes enzymes and agents which prevent the
start of oxidative damage or control its spread. Antioxidants remove ROS and can be divided into following categories: small molecule and
large molecule (enzyme) antioxidants. Oxidative stress occurs when the generation of ROS in a system exceeds the system’s ability to neu-
tralize and eliminate them and plays a central role in many human diseases. ROS can act as cell signaling or messenger agents which means
that they play a role in normal cellular function as well as in various disease etiologies. Today many technologies and products exist for
research biomarkers related to oxidative stress.

KEY WORDS: reactive oxygen species, antioxidants, oxidative stress, antioxidant defense system.

Stownik skrétow: 12. TAS (total antioxidant status) — calkowity potenciat

. . . antyoksydacyjny osocza
1. ROS (reactive oxygen species) — wolne rodniki tlenowe

2. NADPH - (reduced nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) — zredukowana fosforanu dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego

3. NADH - (reduced nicotinamide adenine dinucleotide) —
forma zredukowana dinukleotydu

13. TRAP (total radical-traping antioxidant parameter) —
catkowita zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw.

nikotynamidoadeninowego

. ADS (antioxidant defense system) — antyoksydacyjny

uklad ochronny

. GSH (reduced glutathione) — zredukowana forma gluta-

tionu

W ostatnich latach wzrosta liczba badan zwiazanych
z metaboliczng rola tlenu. Wiadomo bylo, ze tlen wykorzy-
stywany w procesach metabolicznych, stuzacy jako bardzo
korzystnie energetycznie utleniacz, moze takze szkodzic.
Czasteczka tlenu moze ulega¢ redukcji do czasteczki wody

6. GSSG (oxidized glutathione) — utleniona forma glutationu w reakcjach dwuelektronowych oraz na drodze procesu
7. SOD (superoxide dismutase) — dysmutaza ponadtlenkowa jednoelektronowego. W wyniku tych proceséw powstaja
8. Gpx (glutathione peroxidase) — peroksydaza glutationu wolne rodniki tlenowe. Wolnymi rodnikami tlenowymi
9. CAT (catalase) — katalaza (synonimy: reaktywne formy tlenu, aktywne postacie tlenu,
10. MDA (malondialdehyde) — malonylodialdehyd tlenowe zwiazki reaktywne) — ROS (reactive oxygen spe-
11. HCVcAg (hepatitis C virus core protein) — biatko cies) nazywamy czasteczki zdolne do niezaleznej egzysten-

rdzeniowe wirusa zapalenia watroby typu C

cji, zawierajace co najmniej jeden atom tlenu i posiadajace
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co najmniej jeden lub wigcej niesparowanych elektronéw.
Stan taki jest niekorzystny metabolicznie ze wzgledu na
wysoka reaktywno$¢, krétki czas zycia wolnych rodnikéw
oraz niezwykla fatwo$¢ wchodzenia w reakcje chemiczne
ze sktadnikami komorek.

Zrédia wolnych rodnikéw tlenowych

Wiele rodnikéw tlenowych powstaje w wyniku natural-
nie zachodzacych proceséw metabolicznych w organizmie,
jakim jest oddychanie tlenowe oraz procesy zapalne [1].
Wolne rodniki oddzialuja na komoérki sygnalizujace lub
czasteczki przekaznikowe, co wskazuje ze odgrywaja istot-
ng rol¢ w prawidlowym funkcjonowaniu komoérki [5].
Uczestnicza w wielu procesach, m.in. w skurczach mig$ni,
wydzielaniu hormonéw, w funkcjonowaniu uktadu obron-
nego, regulacji napigcia naczyniowego. Warunkuja aktyw-
no$¢ bakteriobdjcza i bakteriostatyczng $liny. Biora udziat
w usuwaniu lekéw z ustroju. O ich bezposrednim destruk-
cyjnym dziataniu na organizm mozemy méwi¢ wéwczas,
gdy sa wytworzone w nadmiarze.

Tlenowe zwiazki reaktywne sa wytwarzane w mito-
chondrialnym tancuchu oddechowym przez oksydazg
NADPH, dysmutazg¢ ponadtlenkowa, oksydazy flawo-
protein doprowadzajac do zniszczenia DNA, RNA i bia-
fek w komorce [1, 2]. Kompleksy fancucha oddechowe-
go (I, II i IV) przenosza parzysta ilos¢ wodoréw lub
elektronéw na tlen (reakcje dwuelektronowe). Te kom-
pleksy to: I — dehydrogenaza NADH, III — kompleks
cytochroméw bce,, IV — oksydaza cytochromowa c [3, 4].
Mimo to czg$¢ z nich ,,przecieka”, tzn. opuszcza tancuch
oddechowy redukujac tlen na drodze procesu jednoelek-
tronowego, prowadzac do wytworzenia wolnych rodni-
kéw tlenowych [5, 6]. Gtéwnymi kompleksami odpo-
wiedzialnymi za ,,przeciekanie” elektronéw sa kompleks I
oraz ubichinon [5]. Przytaczenie elektronu do czasteczki
tlenu przeksztalca tg czasteczkg¢ w anionorodnik ponad-
tlenkowy, gléwny przedstawiciel wolnych rodnikéw w
organizmie. Przytaczenie drugiego elektronu przyczynia
si¢ do powstania nadtlenku wodoru, najwazniejszego
prekursora wolnych rodnikéw. Z kolei dotaczenie trze-
ciego elektronu wytwarza toksyczny rodnik hydroksy-
lowy, natomiast przytaczenie nastgpnego elektronu gene-
ruje czasteczke wody, czyli zwiazku niereaktywnego
wobec sktadnikéw komoérki [6]. Wytworzony rodnik
hydroksylowy wywiera destrukcyjny wptyw na komor-
kg, poniewaz niezbgdne mu elektrony zdobywa ze
zwiazkéw w niej wystgpujacych [6] (tab. 1.).

Tab. 1. Tlenowe zwiazki reaktywne i ich prekursory [1, 5]

. Prekursor

Rodniki wolnych rodnilk(’)w
rodnik hydroksylowy HO’ Nadtlenoazotyn ONOO’
anionorodnik Kwas podchlorawy HOCI
ponadtlenkowy 0, Nadtlenek wodoru H,0,
rodnik Tlen singletowy '0,
wodoronadtlenkowy HO,™ | Ozon 05
rodnik alkoksylowy RO’
rodnik nadtlenkowy ROO’

Endogennymi zrédlami wolnych rodnikéw sa takze
komérki $rédbtonka naczyn ptuc. Dodatkowym zrédtem
sa granulocyty kwasochtonne i obojetnochtonne, mono-
cyty oraz makrofagi. Wiele rodnikéw tworzy si¢ w reak-
cjach biologicznych, np. w metabolizmie ksenobiotykéw
jako czynnik naturalnych proceséw detoksykacyjnych w
ustroju [5].

Wiele czynnikéw zewngtrznych (egzogennych) moze
spowodowac przyspieszenie ich powstawania w nadmiarze,
np. nieprawidlowa dieta, palenie tytoniu i spozywanie alko-
holu. Wzmozone tempo oddychania podczas wysitku fi-
zycznego, zanieczyszczenia $rodowiskowe i przemystowe,
dziatanie promieniowania jonizujacego stanowi dodatkowe
zrédto wytwarzania znacznej iloci wolnych rodnikéw.

Antyoksydacyjny uklad ochronny

W ustroju dziatanie ROS jest réwnowazone przez anty-
oksydanty (przeciwutleniacze). Sq to substancje, ktére ha-
muja stopien oksydacji czasteczek i powoduja przeksztal-
cenie si¢ tych rodnikéw w nieaktywne pochodne.

Skutecznie dzialajaca grupg czynnikéw ochronnych
i mechanizméw naprawczych organizmu stanowi antyok-
sydacyjny uklad ochronny — ADS (antioxidant defense
system), ktéry zabezpiecza komorki przed dziataniem ROS
[7, 8, 9]. ADS posiada rozbudowany system naprawczy, kt6-
rego funkcja polega na uniemozliwieniu inicjacji reakcji
utleniania oraz naprawie juz powstatych uszkodzen. W sktad
ADS wchodza zmiatacze wolnych rodnikéw, enzymy anty-
oksydacyjne oraz antyoksydanty prewencyjne. Dzigki ich
dzialaniu produkcja wolnych rodnikéw zostaje znacznie
ograniczona, a powstate juz wolne rodniki zamieniane sa na
02 lub HQO

Usuwanie wolnych rodnikéw odbywa si¢ poprzez
dwa mechanizmy:

1. System nieenzymatyczny, ktoéry tworza substancje
ochronne, ktére same przekazuja wolnym rodnikom
swoje elektrony, czyli przechodza w posta¢ utleniona,
ktéra charakteryzuje si¢ mala reaktywnoscia i tym sa-
mym uniemozliwiaja utlenianie innych sktadnikéw.
Zwiazki te okre§lamy jako zmiatacze wolnych rodnikéw.
Reaguja one z wolnymi rodnikami zabezpieczajac ko-
morki przed reakcjami wolnorodnikowymi. Wéréd nich
wyrézniamy zwiazki egzogenne (rozpuszczalne w wo-
dzie i w tluszczach) oraz endogenne. Do zwiazkéw eg-
zogennych nalezy m.in:

— Kwas askorbinowy (witamina C) — zwiazek roz-
puszczalny w wodzie, utleniajac si¢ chroni komorki
przed atakiem wolnych rodnikéw. Na ilo$¢ tego antyok-
sydanta ma wplyw wiele czynnikéw, takich jak: dieta,
styl zycia, przebyte choroby, natgzenie proceséw meta-
bolicznych.

— A-tokoferol (witamina E) — zwiazek rozpuszczalny
w tluszczach, chroni przed utlenieniem btony komérko-
we, lipidy i lipoproteiny oraz utrzymuje odpowiedni
potencjat oksydoredukcyjny [5]. Jego giéwna rola pole-
ga na zmiataniu wolnych rodnikéw organicznych, termi-
nacji reakcji peroksydacji lipidéw oraz wygaszaniu tlenu
singletowego [10]. Obnizenie jej zawarto$ci w btonach
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biologicznych, np. w erytrocytach przyczynia si¢ do
nasilenia proceséw peroksydacji lipidéw oraz wzrostu
przepuszczalnosci bton.

— Witamina i prowitamina A (B-karoten) — o wiasci-
woséciach immunogennych spetniaja podobna rolg
ochronna jak witamina E. B-karoten wykazuje zdolno$¢
usuwania tlenu singletowego i nadtlenkéw lipidow,
chroniac w ten sposéb komérki m.in. przed nowotworami i
starzeniem si¢ organizmu [11]. Stwierdzono, ze st¢zenie [3-
karotenu i innych karotenoidéw, takich jak: luteina, zeak-
santyna, likopen, B-kryptoksantyna, o-karoten zmniejsza
sig¢ wraz z wiekiem, z kolei stgzenie witaminy A wzrasta u
0s6b powyzej setnego roku zycia [12],

— rozpuszczalny w tluszczach koenzym Qq, ktéry
ma zdolno$¢ regenerowania witaminy E i wzmacniania
jej antyoksydacyjnej wydajnosci,

— flawonoidy — zwiazki wystgpujace w roslinach,

— kreatynina, neopteryna, melatonina, antocyjaniny,
bilirubina, hormony pitciowe (estron, estradiol) [5].

Do zwiazkéw endogennych nalezy zredukowany gluta-
tion (GSH) — tripeptyd zbudowany z kwasu glutaminowe-
go, cysteiny i glicyny. Stanowi podstawowy wewnatrzko-
morkowy  mechanizm  ukfadu  antyoksydacyjnego,
chroniacy komérki watrobowe przed szkodliwym dziata-
niem nadtlenkéw, toksyn oraz wolnych rodnikéw [13].
Odbywa si¢ to za posrednictwem reakcji nieenzymatycz-
nych lub katalizowanych przez S-transferaze glutationowa.

Jedna z przyczyn obnizenia st¢zenia GSH jest obni-
Zenie jego syntezy. Szybko$¢ syntezy glutationu zalezy
gléwnie od dostgpnosci jego prekursoréw — cysteiny
i metioniny oraz aktywno$ci enzymdw bioracych udziat
W jego syntezie, m.in. syntetazy y-glutamylocysteinowej
i cystationazy. W watrobie obnizona synteza GSH
wplywa na funkcjonowanie calego organizmu, gdyz
narzad ten jest gtéwnym zrédiem glutationu dla krwi. W
przewlektym zakazeniu HCV stwierdza si¢ zmniejszenie
stezenia glutationu we krwi pelnej w poréwnaniu z oso-
czowym [14]. Wskazuje to na upo$ledzenie rezerwy
wewnatrzkomérkowej i wewnatrzwatrobowej [14]. W ba-
daniach wlasnych stwierdzono znaczna redukcje GSH
w erytrocytach, u chorych na przewlekte wirusowe zapa-
lenie watroby typu B i C [13, 15].

Obnizenie stgzenia GSH moze by¢ takze wynikiem
jego zuzycia w reakcjach z wolnymi rodnikami, wytwo-
rzonymi w nadmiernej iloéci, czemu towarzyszy wzrost
stgzenia utlenionej formy glutationu (GSSG) oraz obni-
Zenie potenciatu utleniajacego GSH/GSSG. Za gléwna
przyczyng obnizenia si¢ stosunku GSH/GSSG uwaza si¢
zmiany w aktywnosci enzymow bioracych udzial w me-
tabolizmie glutationu [16],

2. System enzymatyczny tworza wyspecjalizowane
enzymy, ktére przeprowadzajq reakcje usuwajace wolne
rodniki oraz zapobiegaja ich powstawaniu (ryc. 1.).

H,0
A
Gpx
0o —3L _ »H,0, + 0,
CAT
HO0% 0,

Ryec. 1. Gléwne enzymy usuwajace reaktywne formy tlenu [5].

Do tych enzyméw nalezy m.in.:

— SOD - enzym katalizujacy reakcje rozktadu anio-
norodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i tlenu
czasteczkowego:

20," + 2H" — 32y H,0, + O,

SOD jest metaloenzymem i stanowi zasadniczy me-
chanizm obrony przeciwko toksycznemu oddzialywaniu
nadtlenkéw w komérkach [8]. Wystgpuje w dwéch po-
staciach: wewnatrz- i zewnatrzkomérkowej. Wyrdznia-
my 3 izoformy dysmutazy ponadtlenkowej. Posta¢ we-
wnatrzkomérkowa zlokalizowana jest w cytoplazmie i
zawiera w centrum aktywnym miedZz i cynk (Cu/Zn-
SOD; SOD-1) oraz w macierzy mitochondrialnej z man-
ganem w centrum aktywnym (Mn-SOD; SOD-2). Na
zewnatrz komérek znajduje si¢ pozakomérkowa dysmu-
taza ponadtlenkowa EC-SOD; SOD-3 (EC-extra-cellu-
lar), zawierajaca réwniez miedz i cynk

— Gpx jest selenoenzymem i bierze udziat w redukcji
nadtlenku wodoru do wody i przeksztalca zredukowany
glutation w jego posta¢ utleniona, czyli w disulfid gluta-
tionu (GSSG):

2GSH + H,0, — S, GSSG + 2H,0

Redukuje réwniez nadtlenki organiczne (np. nadtlen-
ki lipidéw) do alkoholi:

ROOH + 2GSH —%* _____» ROH + GSSG + H,0

Aby nie doszto do inaktywacji bialek przez powstaty
GSSG, z peroksydaza glutationowa wspoétdziata redukta-
za glutationowa, enzym odtwarzajacy zredukowana
forme glutationu kosztem utleniania NADPH:

GSSG + NADPH + H+ reduktaza glutationowa GSH + NADP+

lub jest aktywnie usuwany na zewnatrz komorki
kosztem energii zgromadzonej w ATP [5].
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Wyrézniamy 4 postacie tego enzymu. Klasyczna forma
— cGPx — wystepuje gtéwnie w erytrocytach i petni rolg
ochronng przed stresem oksydacyjnym, zwlaszcza nad-
tlenkiem wodoru. Peroksydaza GI-GPx wystgpuje w
przewodzie pokarmowym i w watrobie. Jej zadaniem
jest ochrona przed nadtlenkami i ksenobiotykami. Forma
osoczowa — pGPx — zlokalizowana jest gtéwnie w ner-
kach i jej funkcja polega na obronie przestrzeni pozako-
morkowej. Czwarta posta¢ stanowi peroksydaza gluta-
tionowa wodorotlenkéw fosfolipidéw — PHGPx, ktdra
chroni blony komérkowe przed peroksydacja lipidéw

— CAT - hemoproteina zlokalizowana w peroksyso-
mach — poprzez rozktad nadtlenku wodoru do wody i tle-
nu stanowi mechanizm obronny komorki przed dziata-
niem nadtlenku wodoru, silnym utleniaczem powoduja-
cym uszkodzenie komdrek.

Zdolnosci antyoksydacyjne organizmu zaleza réwniez
od zawartodci i dzialania innych bialek o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych. Antyoksydanty prewencyjne zapobie-
gaja wytwarzaniu si¢ nowych ROS i zapobiegaja peroksy-
dacji lipidéw. W osoczu krwi rolg te pelnia m.in. cerulopla-
zmina, ferrytyna, transferyna, albumina — biatka, ktére tacza
si¢ z uwolnionymi jonami metali przejciowych, np. miedzi
i zelaza zawierajacymi niesparowane elektrony, stanowiac
zabezpieczenie przed reakcjami wolnorodnikowymi [5, 16].
Badania in vitro wykazuja, ze albumina chroni erytrocyty
przed peroksydacja wywotana przez jony miedzi, dzigki
wiazaniu tych jondw, zapobiegajac w ten sposdb powsta-
waniu rodnika hydroksylowego z nadtlenku wodoru [5].
Biatka wiazace jony zelaza — ferrytyna i transferyna — za-
pobiegaja pozabiatkowej akumulacji jonéw zelaza, z kolei
ceruloplazmina bierze udziat w przemianie anionorodnika
ponadtlenkowego oraz w utlenianiu jonéw zelaza [16].
Wiasciwosci antyoksydacyjne wykazuje takze kwas mo-
czowy, ktéry wiaze jony metali i wychwytuje rodnik hy-
droksylowy. Meucci i wsp. wykazali, ze biatka i kwas mo-
czowy wzajemnie si¢ uzupeilniaja w pehieniu funkcji
antyoksydacyjnej [17].

System obrony antyoksydacyjnej zachodzi w trzech eta-
pach. Pierwszy etap polega na niedopuszczeniu do powsta-
wania wolnych rodnikéw tlenowych, za co odpowiadaja
enzymy antyoksydacyjne, drugi etap stanowia zmiatacze,
ktére przerywaja lancuchowe reakcje wolnorodnikowe.
Trzeci etap odpowiada za usuwanie skutkéw reakcji ROS ze
sktadnikami komérek i polega na odtwarzaniu prawidtowej
struktury uszkodzonych czasteczek [5].

Stres oksydacyjny

W warunkach prawidlowych istnieje réwnowaga
pomigdzy powstawaniem wolnych rodnikéw a ich usu-
waniem (wymiataniem). Wzrost wytwarzania wolnych
rodnikéw, zmniejszenie ilo§ci zmiataczy, zmniejszenie
aktywnosci systeméw enzymatycznych odpowiedzial-
nych za ich usuwanie i spadek aktywnosci antyoksyda-
cyjnej powoduje, ze nie sg one skutecznie usuwane przez
mechanizmy obronne organizmu. Dochodzi do zachwia-
nia réwnowagi w kierunku reakcji utleniania, co okresla
si¢ mianem stresu oksydacyjnego. Narzadami szczegdl-

nie narazonymi na stres oksydacyjny sa: uklad odde-
chowy, uktad krazenia, mézg i narzad wzroku. Nastep-
stwem stresu oksydacyjnego, przy braku sprawnie dzia-
fajacych mechanizméw naprawczych komorki, jest
utlenianie bton komoérkowych, zmiana struktury oraz
modyfikacji funkcji bialek, uszkadzanie DNA, przyczy-
niajac si¢ do powstania mutacji, co moze inicjowaé roz-
woj choroby nowotworowej. Stres oksydacyjny jest
waznym czynnikiem w patogenezie wielu choréb, m.in.
uktadu krazenia, ptuc, oczu, zapalenia watroby, zapale-
nia trzustki, cukrzycy, choréb degeneracyjnych ukladu
nerwowego. ROS w istotny sposéb przyczyniaja sig¢ do
przyspieszenia procesOw starzenia, akumulacji produk-
tow oksydacyjnych uszkodzen, odgrywaja istotna rolg w
procesach karcinogenezy [16].

Jednym z nastgpstw stresu oksydacyjnego jest zmniej-
szenie stezenia ATP w komdrce. Wyraza si¢ to m.in. po-
przez uszkodzenie mitochondriéw, hamowanie glikolizy
(gtéwnie dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego),
zwigkszone zuzycie ATP, niezbgdne do usuniecia GSSG na
zewnatrz komérek. Konsekwencja stresu oksydacyjnego
jest zmniejszenie stgzenia GSH, a zwigkszenie st¢zenia
GSSG. Wzmozone uwalnianie GSSG z watroby do krwi
stanowi wskaznik stresu oksydacyjnego [5]. Nasilone reak-
cje utleniania przyczyniaja si¢ do zwigkszenia peroksydacji
lipidéw, a spadku GSH, co stymuluje wzrost aktywnosci
enzymow kaskady przemian kwasu arachidonowego: cy-
klooksygenazy i lipooksygenazy, jak réwniez powoduja
naplyw jonéw wapnia do komoérki, co prowadzi do uszko-
dzenia btony komoérkowej i jej receptoréw. Nastgpstwem
stresu oksydacyjnego jest zwigkszenie przepuszczalnosci
btony cytoplazmatycznej, powodujac jej depolaryzacje,
czyli obnizenie réznicy potencjatu elektrycznego pomigdzy
wnetrzem komérki a Srodowiskiem pozakomérkowym.

Konsekwencja stresu oksydacyjnego jest takze uszko-
dzenie jadrowego i mitochondrialnego DNA (mtDNA),
ktére z powodu braku sprawnie dziatajacych mechanizméw
naprawy DNA, braku ochrony przez chromatyng oraz po-
wstawania wolnych rodnikéw w procesie fosforylacji oksy-
dacyjnej jest bardziej narazone na niszczace dziatania wol-
nych rodnikéw niz DNA jadrowe [2, 18, 19]. Prowadzi to
do uszkodzenia mtDNA oraz sktadnikéw lancucha trans-
portu elektronéw kodowanych przez mtDNA [20, 21]
i $mierci komorki.

Jednym z proceséw, w ktérym istotng rolg¢ odgrywaja
ROS jest zjawisko apoptozy, czyli programowanej $mierci
komérki [5]. ROS powoduja uszkodzenie komérki inicjuja-
ce apoptoze¢ lub sa sygnatem do jej inicjacji — co wynika
z obnizenia aktywnosci mechanizméw antyoksydacyjnych.
Nastepstwem apoptozy jest m.in. zwigkszenie przepuszczal-
nosci wewnetrznej btony mitochondrialnej i redystrybucja
cytochromu ¢ z mitochondriéw do frakcji cytozolowej [2, 5,
14, 22].

W wyniku stresu oksydacyjnego dochodzi do peroksy-
dacji lipidéw [5]. Peroksydacja to proces utleniania niena-
syconych kwaséw tluszczowych, wchodzacych w skiad
fosfolipidéw, w ktérym powstaja nadtlenki tych zwiazkéw.
Gléwnym produktem peroksydacji lipidéw jest MDA.
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Stgzenie MDA wzrasta w warunkach zwigkszonego wy-
twarzania ROS w organizmie, co powoduje zmiang prze-
puszczalnosci btony komdrkowej, rozprzgganie fosfory-
lacji oksydacyjnej w mitochondriach, co w ostatecznos$ci
moze pobudza¢ apoptozg [1].

Udowodniono toksyczny wptyw HCVcAg na mito-
chondria, ktéry ostabia aktywnos$¢ tych organelli i pro-
wadzi do stresu oksydacyjnego [14]. Ostatnie badania
dowodza takze o oddzialtywaniu ROS na dynamikeg re-
plikacji HCV-RNA, co odgrywa istotng rol¢ w patoge-
nezie HCV [23]. ROS powoduja zahamowanie replikacji
HCV-RNA w hepatocytach, poniewaz wykazuja zdol-
no$¢ do redukcji biatka NS3 i NS5A [23]. Z kolei w
przypadku HIV wolne rodniki tlenowe aktywuja replika-
cj¢ HIV-RNA, wskutek indukcji czynnika jadrowego —
NF«B (nuclear factor) [5, 23].

Metody badan reaktywnych form tlenu

Do oceny sprawnosci catkowitego potencjatu antyok-
sydacyjnego osocza (TAS) w ustroju stuzy catkowita zdol-
no$¢ zmiatania wolnych rodnikéw (TRAP). Calkowity
potencjat antyoksydacyjny osocza to zdolno§¢ organizmu
do obrony przed dziataniem wolnych rodnikéw, polegajaca
na ich inaktywowaniu do substancji o obojetnym tadunku.
TRAP okre$la zdolnos¢ do wymiatania i hamowania wy-
twarzania wolnych rodnikéw [24]. Do oceny TRAP stuzy
oznaczanie takich antyoksydantéw jak: stgzenie kwasu
moczowego, witaminy E i C, MDA, SOD, Gpx, GSH oraz
grup tiolowych biatek [25]. Oznaczanie tych parametréw
jest miara réwnowagi i wskaznikiem wyczerpania anty-
oksydantéw w organizmie.

Przy zastosowaniu technik biologii molekularnej, np.
ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy — PCR (poli-
merase chain reaction), techniki Northern-blot i We-
stern-blot mozna analizowa¢ oddzialywanie ROS na
aktywno$¢ replikacji HCV-RNA [23]. Parametrami
okreslajacymi stres oksydacyjny jest takze oznaczanie
produktéw peroksydacji lipidéw (MDA i 4-hydroksy-
alkenéw — 4-HAE), utleniania biatek (akonitazy i oy-anty-
proteinazy) oraz utleniania DNA (8-hydroksy-2-deoksy-
guanozyny, 8-OHdG). Obecnie istniejq testy laboratoryjne
stosowane do oznaczania parametrow stresu oksydacyjnego
metoda immunoenzymatyczng ELISA Iub koloryme-
trycznie [5].
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