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The role of oxidative stress in the etiology of selected civilization diseases

The evolutionary ability to use oxygen in the process of respiration has provided
living organisms with an efficient source of energy and made the development of
life on Earth possible. However, oxygen and its derivatives can also pose a threat.
During physiological processes, ROS (reactive oxygen species) are generated.
Excessive amounts of these chemically active molecules may lead to the
modification of biologically important macromolecules (proteins, nucleic acids),
resulting in irreversible disturbances in the structure of key cell structures (cell
nucleus, membranes). Another consequence of ROS activity is the disruption

of signal transduction pathways in the cell, which leads to the development of
many serious diseases (atherosclerosis, cancer).

On the other hand, similarly to excess oxygen, its deficiency can be disastrous
for cells. Hypoxia, i.e. a state of insufficient oxygen supply in relation to demand,
is relevant not only in ischaemic heart disease and myocardial infarction but also
in many other cardiovascular, neurodegenerative and even cancerous diseases.
A major role in the response to hypoxia at the cellular level is played by hypoxia-
inducible factor (HIF), whose hyperactivation is associated with multidirectional
disruption of intracellular pathways.

There is a close link between hypoxia-related phenomena and ROS at the molecular
level, which is based on bidirectional regulation. Therefore, both factors should
be considered together in regards to the development of many pathologies.
Despite the role of ROS and hypoxia in the development of lifestyle diseases,
which has been discussed for years, it has still not been possible to introduce
effective targeted therapy in this area. Notwithstanding encouraging initial data,
many studies have provided inconclusive results on the efficacy of antioxidant
therapy in neurodegenerative, cardiovascular and cancer diseases. In the latter
case, however, the use of hypoxia-activated drugs and HIF-1 inhibitors seems to
be a promising strategy. This demonstrates the need for a better understanding
of the mechanisms involved in the action of the aforementioned factors and
warrants further research in this area.

The aim of this work is to present the mechanism of action of RFTs and hypoxia,
their role in the pathophysiology of the most common human diseases and their

potential use as targets for therapy.
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Wprowadzenie

Wyksztatcona w procesie ewolucji zdolnos$¢
do wykorzystania tlenu w procesie oddychania
zapewnita organizmom zywym wydajne zrédto
energii i umozliwita rozwéj zycia na Ziemi. Tlen
i jego pochodne moga stanowi¢ rowniez pewne
zagrozenie. Podczas fizjologicznych proceséw
dochodzido generowania reaktywnych form tlenu
(RFT) -aktywnych chemicznie czasteczek, kt6-
rych nadmierne ilo$ci mogg prowadzi¢ do modyfi-
kacjiwaznych biologicznie makromolekut (biatka,
kwasy nukleinowe), co skutkuje nieodwracalnymi
zaburzeniami w budowie kluczowych struktur
komoérkowych (jadro komérkowe, btony). Inng
konsekwencja dziatania RFT sg zaburzenia w szla-
kach przekazywania sygnatu w komadrce, co pro-
wadzi do rozwoju wielu powaznych schorzen
(miazdzyca, nowotwory). Zdrugiej strony, podob-
nie jak nadmiar tlenu, jego niedobd6r moze by¢ dla
komoérek katastrofalny w skutkach. Hipoksja, czyli
stan niewystarczajgcej podazy tlenu wobec zapo-
trzebowania, ma znaczenie nie tylko w chorobie
niedokrwiennej serca i zawale mieénia sercowego,
ale takze w wielu innych chorobach uktadu kraze-
nia, neurodegeneracyjnych, a nawet nowotworo-
wych. W przypadku wielu patologii obserwuje si¢
wspoétdziatanie hipoksji i RFT. Celem tej pracy jest
przyblizenie roli RFT i hipoksji w najczestszych
schorzeniach wystepujacych u cztowieka.

Stres oksydacyjny

RFT zawierajg w swojej czasteczce atomy tlenu
z niesparowanym elektronem (np. anionorodnik
ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy) lub wig-
zanie ponadtlenkowe (np. nadtlenek wodoru).
Cechujg sie duzg reaktywnos$cia, prowadzac do
modyfikacji chemicznej biatek, lipidéow i wielu
innych sktadnikéw komdrki. RFT uczestniczg
zaréwno w fizjologicznych procesach: transduk-
cji sygnatu, ré6znicowaniu komoérek, apoptozie,
metabolizmie oraz reakcji immunologicznej, jak
i stanowiag element patofizjologii wielu schorzen
cywilizacyjnych, w tym choroby nowotworo-
wej [1]. W momencie, gdy dochodzi do narusze-
nia réwnowagi miedzy procesami oksydacyjnymi
a antyoksydacyjnymi pojawia sie stres oksyda-
cyjny. Komorki, w ktérych nastepuje nadpro-
dukcja RFT mogg wyksztatci¢ mechanizmy ada-
ptacyjne. Gdy sg one niewystarczajace, dziatanie
RFT wymyka si¢ spod kontroli i prowadzi do licz-
nych patologii - rozwoju stanu zapalnego, wzro-
stu tempa proliferacji i migracji komorek, czy tez
powstawania mutacji w DNA. Doktadne poznanie
mechanizmu stresu oksydacyjnego ijego wptyw
na komoérke stanowi wazny cel w poszukiwaniu
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nowych strategii terapeutycznych choréb zapal-
nych oraz nowotworowych, jest takze kluczowe
z punktu widzenia powstrzymania procesu sta-
rzenia komdérkowego - SIPS (ang. stress-indu-
cedpremature senescence, SIPS). Do RFT zalicza
sie przede wszystkim anionorodnik ponadtlen-
kowy (O2*-), nadtlenek wodoru (H202) oraz rodnik
wodorotlenkowy (=OH) [1]. Ich Zrédtem sg procesy
fizjologicznie zachodzace w komorce oraz kseno-
biotyki.

Zrédtem RFT sg endogenne procesy odde-
chowe zachodzgce w mitochondrialnym tancu-
chu oddechowym. Podczas transportu elektro-
noéw pomiedzy elementamitancucha dochodzi do
ich ,,wycieku” (ang. leakage). Nastepnie w wyniku
jednoelektronowej redukcji dochodzi do powsta-
niaanionorodnika ponadtlenkowego O2- = Gtow-
nym miejscem wycieku jest kompleks | tancucha
oddechowego, jednak w procesie tym uczestni-
czg rowniez kompleksy Il i lll. Nasilenie wycieku
zaobserwowano w okre$lonych warunkach, mie-
dzy innymi podczas hipoksji, uszkodzenia mito-
chondriéw czy tez zmian w metabolizmie komor-
kowym.

Innym Zzrédiem endogennego anionorodnika
ponadtlenkowego sg zwigzane z btong enzymy
z grupy oksydaz NADPH (ang. NADPH oxidase,
NOX). Poszczeg6lne izoformy NOX majg zna-
czenie w regulacji funkcjonowania wielu szla-
kéw sygnalizacyjnych, ruchliwo$ci komdrki oraz
w procesie ,wybuchu tlenowego” w fagocytach
[2]. Anionorodnik ponadtlenkowy powstaje réw-
niez w wyniku autoutleniania niskoczgsteczko-
wych zwigzkéw, takich jak adrenalina, noradre-
nalina, tetrahydropterdyny czy zwigzki tiolowe
[3]. Ponadto, pewne ilosci anionorodnika ponad-
tlenkowego tworzg si¢ w trakcie metabolizmu
kwasu arachidonowego, a takze reakcji enzyma-
tycznych zudziatem oksydaz, np. oksydazy ksan-
tynowej.

Okres po6ttrwania anionorodnika ponadtlen-
kowego w fizjologicznych warunkach jest bardzo
krotki - czgsteczka szybko ulega reakcji dysmuta-
cjido nadtlenku wodoru katalizowanej przez dys-
mutaze ponadtlenkowa (ang. Superoxide dismu-
tase, SOD) [2]. Nadtlenek wodoru, sam réwniez
bedacy RFT, wykazuje znacznie mniejsza reak-
tywnos$¢. Reakcja dysmutacji stanowi istotny ele-
ment obrony komérki przed szkodliwym wpty-
wem anionorodnika ponadtlenkowego. Ponadto,
w zwigzku z dtuzszym okresem péttrwania oraz
zdolnoscig do przenikania przez dwuwarstwe
lipidowa, nadtlenek wodoru petni role istotnego
wtérnego przekaznika, biorac udziat w regulacji
wielu proces6w wewnatrzkomdérkowych zaréwno
w warunkach fizjologicznych, jak i w patofizjolo-
gii wielu choroéb.
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Chociaz duzacze$¢ nadtlenku wodoru powstaje
w mitochondriach, to peroksysomy stano-
wig gtdwne miejsce jego syntezy. Peroksysomy
to organella otoczone pojedynczg btony komor-
kowg, zawierajgce w swoim wnetrzu enzymy
uczestniczace w metabolizmie miedzy innymi
diugotancuchowych kwaséw ttuszczowych oraz
rozgatezionych aminokwaséw. W wyniku zacho-
dzacych w peroksysomach reakcji z udziatem
oksydoreduktaz powstajg duze ilosci nadtlenku
wodoru, ktéry ulega rozktadowi do wody oraz
tlenu z udziatem rezydualnej katalazy. Jak wspo-
mniano nadtlenek nie nalezy do bardzo reaktyw-
nych zwigzk6éw, ale bardzo tatwo przenika przez
btony i ulega przemianie w rodnik hydroksylowy
OH- w reakcji Fentona zjonami zelaza (ll):

02-- +Fe3+~ Fe3+ + 02

H202+ Fe2+~ OH- + OH-

Nadtlenek moze by¢ takze prekursorem tlenu
singletowego:

ClO- +H202~ 102+ H+ + Cl- + OH-

Ostatnia reakcja nie jestjednak istotnym zréd-
tem endogennego tlenu singletowego.

Wéréd najczestszych czynnikéw sprzyjaja-
cych powstawaniu RFT o etiologii pozakomoér-
kowej wymienia sig: promieniowanie jonizujace,
ultradzwieki, promieniowanie nadfioletowe,
a takze dym papierosowy, podwyzszone ci$nie-
nie parcjalne tlenu, ekspozycje na ozon, nadtlenek
wodoru czy substancje organiczne [1].

Dla utrzymania homeostazy konieczne jest
prawidtowe dziatanie uktadéw antyoksydacyj-
nych zdolnych do detoksykacji RFT lub usuwania
skutkéw ich dziatania. Do systemoéw tych zalicza
sie zar6wno substancje o dziataniu antyoksy-
dacyjnym (np. glutation, tioredoksyna, tokofe-
role, kwas askorbinowy), jak i wyspecjalizowane
uktady enzymatyczne. Spos$réd tych ostatnich
najwazniejsza wydaje sie peroksydaza glutatio-
nowa, ktorej substratem jest glutation oraz nad-
tlenek wodoru, a produktem woda. Co istotne,
uktady antyoksydacyjne podlegaja $cistej regulaciji,
aich dziatanie jest potegowane w obecnos$ci stresu
oksydacyjnego. Jednym z najwazniejszych biatek
odpowiedzialnych za te odpowiedz jest czynnik
transkrypcyjny Nrf2 (ang. nuclear factor eryth-
roid 2-related factor 2), ktéry w odpowiedzi na
retencje RFT ulega translokacji do jadra komar-
kowego, gdzie wigze sie z elementami odpowie-
dzi antyoksydacyjnej (ang. antioxidant response
element, ARE) i aktywuje transkrypcje odpowied-
nich genow [2].
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Szkodliwe dziatanie RFT opiera sie na: (i) inak-
tywacji enzymow, gtownie w wyniku reakecji
z jonami metali przejSciowych, ktére moga by¢
czedcig ich centréw aktywnych; (ii) modyfikacji
funkcji polipeptydéw i biatek - zrywanie wigzan
polipeptydowych, modyfikacji kowalencyjnej tan-
cuchéw bocznych (szczegdblnie aminokwaséw aro -
matycznych i zawierajgcych reszty tiolowe), zry-
waniu mostkow siarczkowych, modyfikacji grup
prostetycznych; (iii) peroksydacji lipidow wcho-
dzacych w skiad bton; (iv) uszkadzaniu DNAjadro-
wego i mitochondrialnego w wyniku modyfikacji
zasad azotowych, deoksyrybozy czy wigzan fos-
fodiestrowych, tworzeniu adduktéw oraz jedno-
idwuniciowych peknie¢ taficucha.

Modyfikacjaenzymoéw ibiatek zaburza metabo -
lizm i sygnalizacje wewnatrzkomdérkowg. Moze to
miedzy innymi prowadzi¢ do nasilenia odpowie-
dzi zapalnej, niekontrolowanej proliferacji kom6-
rek, zwiekszenia ruchliwos$ci komoérek, induk-
cji przejscia mezenchymalno-nabtonkowego czy
tez wprowadzi¢ komoérke na szlak apoptozy [4].
W szystkie powyzsze zjawiska odgrywajg istotng
role w patogenezie wiekszos$ci choréb cywilizacyj-
nych. Ponadto, biatka zmodyfikowane przez RFT
wykazuja tendencje do tworzenia agregatéw, ktére
nie ulegajg ubikwintynizacjii sg oporne nadegra-
dacje. Komérka, w ktérej doszto do takich zmian
ma zaburzong homeostaze ijest kierowana na szlak
apoptozy lub nekrozy, co wydaje sig¢ istotne w roz-
woju choréb neurodegeneracyjnych [5].

Utlenianie nienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych powoduje powstanie nadtlenkéw lipidow,
inicjujac kaskadowa reakcje peroksydaciji, co jesz-
cze bardziej nasila stres oksydacyjny. Modyfikacja
lipidéw prowadzi do zmiany w ptynnos$ci i prze-
puszczalnoséci bton biologicznych, ktére pocig-
gaja za sobg zmiane funkcjonowania wielu biatek
transbtonowych - receptoréw zewngtrzkomor-
kowych, kanatéw jonowych oraz biatek odpowia-
dajacych za kontakt z macierzg pozakomdérkowa.
Miedzy innymi zwieksza sie naptyw kationéw
wapniowych do komérki i nastepuje aktywacja
fosfolipazy A2, istotnej w rozwoju stanu zapal-
nego. Bezposrednim dziataniem jon6w Ca2+moze
by¢ rowniez indukcja genéw odpowiedzialnych
za rozw0j zapalenia oraz niektérych protoonko-
genoéw. Ostatnie dwie aktywnos$ci w duzej mierze
zalezg od aktywacji czynnik6w transkrypcyjnych
z rodziny NFAT przez kompleks wapn/kalmodu-
lina/kalretikulina [3, 6].

Hipoksja
Stan niedotlenienia, czyli niewystarczaja-
cego zaopatrzenia komorki w tlen, nazywany jest

hipoksjg. Komérka do pewnego stopnia adaptuje
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Rycina 1. Regulacja aktywnosci HIF-1a. PH - hydroksylaza prolinowa; vHL - biatko

von Hippla-Lindaua.

Figure 1. Regulation of HIF-1a activity. PH - proline hydroxylase; vHL - protein von

Hippel-Lindau.

sie do hipoksji przez wyksztatcenie odpowied-
nich mechanizméw, np. zmiane w profilu ekspre-
sji gendw odpowiadajacych zazwalczanie skutkéw
niedotlenienia czy tez promujacych metabolizm
beztlenowy. Gtéwna role w tej regulacji odgry-
wajg czynniki transkrypcyjne indukowane hipok-
sja (ang. hypoxiainduciblefactor, HIF). Cowazne,
czasamidziatanie HIF nie ogranicza si¢ jedynie do
przeciwdziatania negatywnym skutkom hipoksji.
W niektérych przypadkach aktywacja HIF pro-
wadzi do niekorzystnych zmian, nasilajgc stan
zapalny oraz sprzyjajac nowotworzeniu [7]. Utrzy-
mujaca sie hipoksja jest cechg wielu stanéw pato-
logicznych, w tym nowotworéw. Podziaty kom6-
rek nowotworowych sg szybkie i niekontrolowane,
powinny by¢ zatem uzaleznione od ciggtej podazy
tlenu. Jednak wskutek niewystarczajacego una-
czynienia guza, komorki nie sg odpowiednio
zaopatrywane w tlen, co przektada si¢ na hipok-
sje i obnizenie pH w mikrosrodowisku guza [8].
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Czynnik indukowany hipoksja

Czynnik HIF zbudowany jest zdwé6ch podjed-
nostek - a i B.Podjednostka a wystepuje w postaci
3 r6znych izoform (HIF-1la, HIF-2a i HIF-3a),
natomiast gen podjednostki B posiada 3 paralogi
(Arntl, Arnt2 i Arnt3) [9]. Domenami charakte-
rystycznymidla obu podjednostek sg: domena PAS
(odpowiedzialna za dimeryzacje) i motyw bHLH
(odpowiedzialny zadimeryzacje oraz wigzanie do
odpowiednich sekwencji w DNA) [10]. W odpo-
wiedzi na brak tlenu gtéwna role petnig HIF-la,
HIF-IR, atakze HIF-2a.

W warunkach normoksji HIF-la ulega degra-
dacji. Gtowna role w tej regulacji odgrywa
hydroksylacja dwéch aminokwaséw (proliny
P402 i P564 w obrebie domeny degradacyjnej
zaleznej od tlenu ODD) zalezna od dostepnosci
tlenu i katalizowana przez hydroksylaze prolinowa
(ang. Prolyl Hydroxylase Domain, PHD). Kolej-

nym etapem jest rozpoznanie hydroksy-
lowego czynnika przez pVHL (produkt
genu supresorowego von Hippela-Lin-
daua) oraz nastepcza ubikwitynacja przy
udziale kompleksu ligazy E3. Tak zmody-
fikowany H IF-la ulega degradacji prote-
asomalnej. Istniejg tez doniesienia o obec-
nosci dodatkowego sygnatu degradacji
proteasomalnej - acetylacji lizyny-532
w domenie ODD [9]. W warunkach ogra-
niczonego dostepu tlenu, dochodzi do
stabilizacji czynnika HIF-I ijego dime-
ryzacji. Istotg tego zjawiska jest interakcja
miedzy podjednostkg HIF-la a HIF-IB,
dzieki czemu izoforma HIF-la moze
zwigzaé sie zDNA iwplywaé naregulacje
transkrypcji okre$lonych genéw. Na sta-
bilizacje czynnika HIF-la oprécz hipok-
sji wptywajag takze inne czynniki, np.
biatka szoku cieplnego Hsp90, biatko Jabl
(ang. Jun activation domain-binding
protein-1). Ponadto warunkiem peinej
aktywacji czynnika H IF-la jest obecnos$¢
kofaktoréw, do ktérych zaliczajg sie p300/
Creb-binding protein, TIF-2 czy tez SRC-
I. Istnieja tez pewne unikatowe kofak-
tory dlaizoformy HIF-2a, np. NEMO (ang.
NF-kB essential modulator).

Pomiedzy RFT i HIF-I istnieje pewna
zalezno$¢. W warunkach hipoksji moze
paradoksalnie dojs¢ do zwiekszenia
generacji RFT m.in. w mitochondriach.
Z drugiej strony, aktywacja HIF-I moze
prowadzi¢ do nasilenia badZz zmniej-
szenia stresu oksydacyjnego w zalez-
nosci od okolicznosci. Niektére badania
dowiodty, ze stres oksydacyjny sprzyja
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stabilizacji HIF-1, cho¢ wobec wielu niejedno-
znacznych danych istota tej regulacji jest przed-
miotem dyskusji [11]. Niezaleznie od skompliko-
wanej relacji stresu oksydacyjnego i odpowiedzi
na hipoksje, obate czynniki odgrywaja niezwykle
istotng role w rozwoju schorzen cywilizacyjnych
i powinny by¢ rozpatrywane wspdlnie w kontek-
$cie patogenezy i mozliwosci terapii tych choréb.

Stres oksydacyjny i hipoksja
w stanach patologicznych

Choroby neurodegeneracyjne

U podstaw choréb neurodegeneracyjnych,
prowadzacych do uszkodzenia neuronéw, lezy
wiele mechanizméw. Do najwazniejszych zali-
czy¢ mozna: agregacje biatek (np. biatka tau,
a-synukleiny, p-amyloidu), zmiany w metaboli-
zmie jondw zelaza, zaburzong eliminacje uszko-
dzonych mitochondriéw, przewlekty proces
zapalny oraz stres oksydacyjny [12].

Komoérki uktadu nerwowego charakteryzuja
sie mniejszg aktywnos$cig enzymoéw antyoksyda-
cyjnych nizw innych tkankach. Ponadto, tkanka
nerwowa zuzywa znaczne zasoby tlenu, tym
samym produkujac duze ilosci wolnych rodnikéw.
Btona komérkowa neurondéw jest bogata w wielo-
nienasycone kwasy tluszczowe bardzo podatne na
proces peroksydacji. Utlenianie lipidéw w bto-
nach komoérkowych niesie za sobg zwiegksze-
nie przepuszczalnos$ci dla jonéw wodorowych
iinnych polarnych substancji, co zmienia poten-
cjat elektryczny po obu stronach btony. Perok-
sydacja lipidow moze réwniez indukowa¢ eks-
presje COX-2, enzymu biorgcego udziat w reakecji
zapalnej, a tym samym prowadzi¢ do przewle-
ktego stanu zapalnego [13]. W badaniach zwiek-
szone stezenie markeréw peroksydacji lipidow
stwierdzono u chorych na chorobe Parkinsona
(ang. Parkinson’s disease, PD) oraz stwardnienie
boczne zanikowe (ang. amyotrophic lateral scle-
rosis, ALS). Udowodniono, ze w chorobie Alzhe-
imera (ang. Alzheimer’s Disease, AD) czynnik
Nrf2 pozostaje uwigziony w cytozolu, co uposle-
dza procesy antyoksydacyjne i uwrazliwia neu-
rony na nadmierng ilos¢ wolnych rodnikéw [5].
Stres oksydacyjny przyczynia si¢ do demielini-
zacji i uszkodzenia akson6w w chorobach neuro-
degeneracyjnych, co z kolei sprzyja zwiekszonej
generacji nadtlenoazotynu i wtérnie - szerzeniu
sieg uszkodzenia neuron6w. Ponadto, w generowa-
niu stresu oksydacyjnego wazng role odgrywaja
komaérki mikrogleju, ktére po aktywacji uwal-
niajg wolne rodniki i prowadzg do rozwoju nie-
kontrolowanej reakcji neurozapalnej [14]. Poza
tym, RFT moga posrednio wptywaé na ostabie-
nie przekaznictwa nerwowego, co jest jednym
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z czynnik6éw etiologicznych choroby Parkin-
sona. U podtoza PD lezy spadek aktywnosci par-
kiny, enzymu nalezgcego do ligaz ubikwityny E3,
badz dysfunkcja biatka PINK-1 bedacego adapto-
rem dla parkiny. Prowadzi to do spadku elimi-
nacji uszkodzonych mitochondriéw w procesie
mitofagii. Zkoleinagromadzenie dysfunkcyjnych
mitochondriéw sprzyjanadmiernej generacji RFT
i rozwojowi stresu oksydacyjnego uszkadzaja-
cego neurony. Zmiany te dotykaja w gtéwnej mie-
rze neuronéw dopaminergicznych, prowadzac do
niedoboru dopaminy. W ostatnim czasie podkre-
$la sieg réwniez role dysfunkcji biatka DJ-1, bedga-
cego waznym elementem obrony przed stresem
oksydacyjnym [15].

Tkanke nerwowga cechuje duze zapotrzebowa-
nie metaboliczne iogromna zalezno$¢ od obecnos$ci
tlenu. W normalnych warunkach neurony nie sa
w stanie podtrzymac swojej funkcji przy wykorzy-
staniu metabolizmu beztlenowego, dlatego cen-
tralny system nerwowy jest niezwykle wrazliwy
nawet na przejSciowe niedotlenienie. Hipoksja
itowarzyszgace jej zmiany odgrywaja role nie tylko
w patofizjologii udaru moézgu, kiedy zatrzymanie
doptywu krwi pozbawia tkanke dostepu do tlenu,
prowadzac do martwicy, ale r6wniez w patogene-
zie chor6b neurodegeneracyjnych, takich jak AD
i PD. Odpowiednie zmiany adaptacyjne w pew-
niej mierze mogg odwr6cic jej negatywne skutki,
tagodzac przebieg tych schorzen. W tym kon-
tek$cie wykazano, ze aktywacja HIF-1 ograni-
cza postep AD oraz PD. W badaniach na modelach
zwierzecych AD udowodniono, ze czynnik ten
zmniejsza hiperfosforylacje biatka tau oraz cyto-
toksyczno$¢ indukowang amyloidem p. Zostato to
powigzane zindukowang HIF-1 poprawa adaptacji
komérki do niskiego stezenia tlenu, glukozy oraz
stresu oksydacyjnego. Ponadto, niska aktywnos$¢
HIF-1 koreluje z rozwojem PD. HIF-1 odpowiada
za ekspresje genu hydroksylazy tyrozyny (HT) -
enzymu odpowiedzialnego za synteze dopaminy.
Aktywacja HIF-1 wigze sie ze zwigkszonym steze-
niem neuroprzekaznika i polepsza przebieg cho-
roby. Podkres$la sie rowniez role HIF-1 w regulacji
metabolizmu zelaza, ograniczaniu stresu oksyda-
cyjnego oraz zwiekszaniu wydzielania czynnikéw
wzrostowych, jak VEGF. W badaniach na mode-
lach zwierzecych udowodniono skutecznos$¢ sta-
bilizatoré6w HIF-1, bedacych inhibitorami hydrok-
sylazy prolinowejw ograniczaniu postepu AD, PD,
atakze ALSichoroby Huntingtona (ang. Hunting-
ton’s disease, HD) [16].

Sugerujac sie duza rolg stresu oksydacyj-
nego w patogenezie choréb neurodegeneracyj-
nych, przeprowadzono wiele badan nad wpty-
wem antyoksydantéw na przebieg tych schorzen.
Jednakze wyniki, chociaz czasami obiecujace, nie
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potwierdzajgjednoznacznie klinicznej skuteczno-
$ci tych zwigzkow [17-19].

Choroby ukfadu krwiono$nego

Wedtug WHO choroby uktadu krgzenia sta-
nowig najczestszg przyczyne zgondéw na Swiecie.
Rownocze$nie stres oksydacyjny lub/i hipoksja
leza u podstawy patofizjologii wigkszos$ci scho-
rzen z tej grupy.

RFT maja istotne znaczenie w rozwoju nad-
ci$nienia tetniczego (NT), ktoére stanowi nieza-
lezny czynnik ryzyka miazdzycy, choroby nie-
dokrwiennej serca, udaréw i zawatlu migsnia
sercowego. W $cianach naczyn krwionoénych
zrédtem RFT sa: oksydaza NADPH, oksydaza
ksantynowa, mitochondrialny tancuch transportu
elektrondéw i sré6dbtonkowa synteza tlenku azotu
(eNOS). W patogenezie NT wazng role odgrywa
anionorodnik ponadtlenkowy, ktéry reaguje
z tlenkiem azotu (NO), prowadzgc do wytwo-
rzenia niezwykle reaktywnego nadtlenoazotynu.
Wynikajace stad zmniejszenie biodostepnos$ci NO
ogranicza jego fizjologiczng funkcje - regulacje
przeptywu krwi poprzez rozszerzanie Srednicy
naczyn krwionoénych. Ponadto, anionorodnik
ponadtlenkowy niezaleznie zmniejsza aktyw -
no$¢ eNOS. Naturalnym kofaktorem eNOS jest
tetrahydrobiopteryna, ktéra w czasie stresu oksy-
dacyjnego jest utleniana i nie petni prawidtowo
swojej funkcji. Pozbawiona kofaktora eNOS nie
tylko produkuje mniejsze ilosci NO, ale staje sie
zrodtem anionorodnika ponadtlenkowego, nasi-
lajgc stres oksydacyjny [20]. W warunkach stresu
oksydacyjnego dochodzi takze do zmniejszenia
syntezy prostacykliny (PGI2) - czynnikarozkur-
czajacego naczynia krwionos$ne, zmniejszajg-
cego ci$nienie krwi i hamujacego agregacje pty-
tek krwi [21]. NOX zwigzane zbtong komoérkowa
endotelium stanowi istotne Zr6dto anionorod-
nika ponadtlenkowego. Enzym ten jest aktywo-
wany m.in. w odpowiedzi na naprezenie $cinajace
obecne w przypadku lokalnych zaburzen prze-
ptywu krwi [22].

W reakcjach katalizowanych przez $rédbton-
kowg oksydaze ksantynowga wytwarzany jest nad-
tlenek wodoru i tlen czasteczkowy. Aktywnos¢é
oksydazy ksantynowejjestwzmagana przez dzia-
tanie czynnikéw proaterogennych, na przyktad
angiotensyny Il, co ma miejsce miedzy innymi
w przypadku NT [23].

Kolejng przyczyng schorzen sercowo-naczy-
niowych sg zmiany miazdzycowe. Miazdzyca
rozwija sie preferencyjnie w obszarach naczy-
niowych z zaburzonym przeptywem krwi. Miej-
sca te charakteryzuja sie zwigkszonym stresem
oksydacyjnym i zmniejszonym wytwarzaniem
NO w $rédbtonku. W ewolucji i progresji blaszek
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miazdzycowych biorg udziat RFT. Czasteczki
LDL, przechodzac do btony wewnetrznej naczyn
krwionos$nych, ulegaja procesom oksydacyjnym
pod wptywem wolnych rodnikéw. Prowadzi to do
zmiany ich wtasciwosci i zwigkszonej aktywnosci
fagocytarnej makrofagow. Te ostatnie wytwarzaja
substancje chemotaktyczne, czynniki prozapalne,
asame ulegajg przemianie w komorki piankowate.
Efektem tego procesujest powstanie blaszki miaz-
dzycowej w naczyniach [24].

Hipoksja i jej nastepstwa w chorobach ser-
cowo-naczyniowych sg najcze$ciej rozpatry-
wane w konteks$cie choroby niedokrwiennej serca.
W wyniku zmniejszenia doptywu krwi do tkanki,
najczesciej przez peknietg blaszke miazdzycowa,
dochodzi do hipoksji, aw skrajnym przypadku do
rozwoju martwicy (zawat mie$nia sercowego). Rola
HIF-1 w adaptacji kardiomiocytéw do zmniejszo-
nej podazy tlenu zostata udowodniona w wielu
badaniach. Efektten zalezy od nadekspresji indu-
kowanej NOS, oksygenazy hemowej oraz kardio-
trofiny-1, a takze od promowania glikolizy oraz
zmniejszania produkcji RFT przez mitochon-
dria. Zgodnie z tymi rozwazaniami, w zwierze-
cym modelu zawatlu mie$nia sercowego stabiliza-
tory HIF-1 znaczaco zmniejszaty obszar zawatu.
Ponadto, czynniki proangiogenne (np. VEGF),
bedgce pod transkrypcyjng kontrolg HIF-1, sprzy-
jaja rozwojowi krazenia obocznego, poprawiajgc
przebieg choroby niedokrwiennej.

Do uszkodzenia migénia sercowego docho-
dzi réwniez w przypadku nagtego przywré6cenia
przeptywu krwi po zawale. Zjawisko to, zwane
uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym
(ang. ischemia-reperfusion, I/R), tlumaczy sie
nagtym wzrostem RFT po przywrdéceniu dostawy
tlenu oraz rozwojowi stanu zapalnego. Udowod-
niono, ze aktywacja HIF-1 chroni kardiomiocyty
przed I/R.

Zdrugiej strony aktywacja HIF-1 odgrywa role
w rozwoju i dojrzewaniu blaszki miazdzycowej.
Polega onana zwiekszeniu wydzielania czynnik6w
zapalnych, ostabieniu potaczen miedzykomaérko-
wych $ré6dbtonka, promocji przemiany makro-
fagéw w komoérki piankowe, a takze zwieszeniu
migracji i proliferacji komoérek endotelium i mio-
cytéw. Pomimo tego inhibicja hydroksylazy pro-
linowej i nastepcza stabilizacja HIF-1 moze prze-
ciwnie polepsza¢ przebieg miazdzycy, co ttumaczy
sie plejotropowym dziataniem czynnika, prowa-
dzacym miedzy innymi do obnizenia stezenia
VLDL, LDL iglukozy [25].

Terapia celowana majaca za zadanie zwalcza-
nie stresu oksydacyjnego w chorobach uktadu
krazenia wydaje sie by¢ uzasadniona z punktu
widzenia ich patofizjologii. W badaniach na
zwierzecym modelu NT skuteczne okazaty sie
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takie zwiazki, jak: lazaroid, N-acetylocyste-
ina, allopurinol. Lazaroid i N-acetylocysteina
sq zmiataczami RFT, za$ allopurinol inhibito-
rem oksydazy ksantynowej, ktéra w nadci$nie-
niu wykazuje wzmozong aktywnos$¢, przyczy-
niajac si¢ do powstawania RFT. Wnioski z badan
klinicznych pozostajg jednak niejednoznaczne.
W konteks$cie modyfikacji stresu oksydacyjnego
warto takze wspomnie¢ o obecnie stosowanych
lekach przeciwnadci$snieniowych. Nebivolol
(lek B-adrenolityczny z komponentg dziatania
wzmagajaca aktywnoséci NOS) wykazuje takze
mechanizm zalezny od redukcji produkecji RFT.
Podobnie amlodypina (bloker kanatu wapnio-
wego) zmniejsza wytwarzanie aldehydu malono-
wego oraz powoduje wzrost aktywnos$ci dysmu-
tazy ponadtlenkowej, prowadzac do zmniejszenia
stresu oksydacyjnego [26].

Choroby nowotworowe

Stres oksydacyjny w procesach nowotworo-
wych nalezy rozpatrywac wielopoziomowo - jako
inicjatora progresji nowotworowej, jako element
sprzyjajacy progresji nowotworu przez zwieksza-
nie proliferacji i ruchliwo$ci komoérek oraz jako
czynnik szkodliwy dla nowotworu wywotujacy
apoptoze. Ostateczny efekt stresu oksydacyjnego
zalezy od jego nasilenia oraz kontekstu biologicz-
nego. Oksydacyjne modyfikacje DNA mogg pro-
wadzi¢ do mutacjiinicjujgcych rozwéj nowotworu
badz sprzyjajacych promocji i progresji [27].

Oprécz tego wolne rodniki moga przyczyni¢ sie
dowyczerpaniarezerw antyoksydantéw, zmniej-
szenia aktywnos$ci enzymoéw antyoksydacyjnych,
zahamowania apoptozy i indukcji nekrozy, akty-
wacji onkogenow iinaktywacji genéw supresoro-
wych [28].

RFT stymuluja angiogeneze w mikros$rodo-
wisku guza, a takze sprzyjaja migracji komdrek
nowotworowych, zwigkszajac ich zdolno$¢ do
tworzenia przerzutéw. Wolne rodniki odgrywaja
duzarole w regulacji sygnalizacji komérki nowo-
tworu przez utlenianie grup tiolowych kinaz i fos-
fataz biatkowych. Wynikajgca stad inhibicja fosfa-
taz przyczynia sie do przewagi aktywnoéci kinaz,
ktore bedac pozbawione mechanizmu dezakty-
wacji wykazujg permanentng aktywnos$¢ sygna-
lizacyjng. Zjawisko to dotyczy miedzy innymi
receptoréw czynnikéw wzrostowych, prowadzac
do obecnos$ci konstytutywnego sygnatu wzro-
stowego dla komoérek. Stres oksydacyjny wplywa
takze na czynniki jadrowe regulujace ekspre-
sje genéw odpowiedzialnych za proliferacje lub
S§mieré komaérki, np.: czynnik jadrowy NF-k B,
czynnik transkrypcyjny AP-1 czy tez STAT3 oraz
czynnik regulujagcy homeostaze tlenowa komérki
HIF-1 [28].
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Wielopoziomowa funkcja RFT w komérkach
nowotworowych, stanowi motywacje dla poszu-
kiwania punktu uchwytu lekéw, ktérych mecha-
nizm dziatania opiera si¢ na modyfikacji stresu
oksydacyjnego. Pomimo licznych badan w tym
zakresie, nie udato si¢ do tej pory wprowadzi¢
podobnego zwigzku do terapii choréb nowotworo-
wych. Istnieje jednak potrzeba prowadzenia dal-
szych badan, aby w petni odpowiedzieé¢ na pyta-
nie, jaka role petnig antyoksydanty w hamowaniu
tumorogenezy [29, 30].

W arto jednak wspomnieé, ze stres oksyda-
cyjny jest istotnym elementem mechanizmu
dziatania obecnie stosowanych chemioterapeu-
tykéw z grupy antracyklin, jak doksorubicyna.
Zwigzki te sprzyjaja generacji RFT, co jest istotne
zaréwno dla aktywnos$ci przeciwnowotworowej,
jak w rozwoju dziatah niepozagdanych takich jak
kardiotoksyczno$¢. W ograniczeniu tej ostat-
niej stosuje sie deferoksamine - substancje, ktora
przez chelatowanie jonéw zelaza zmniejsza ilo$¢
generowanych RFT w kardiomiocytach. Nieza-
leznie od bezposredniejaktywnos$ci antyoksyda-
cyjnej, deferoksamina jest réwniez aktywatorem
HIF-1, co moze mie¢ znaczenie w jej mechani-
zmie dziatania [16].

Jak wspomniano, mikrosrodowisko guza
nowotworowego cechuje sie zmniejszonym doste-
pem tlenu oraz ograniczong podaza sktadnikow
odzywczych. W zwigzku z tym komdrki nowo-
tworowe wyksztatcity wiele mechanizmoéw przy-
stosowawczych. Adaptacja ta jest koordynowana
przez czynnik HIF-1. Indukuje on miedzy innymi
ekspresje gen6w zaangazowanych w zwiekszenie
przeptywu glikolitycznego. Zwiekszenie udziatu
glikolizy beztlenowej w poréwnaniu do oddy-
chania tlenowego to tak zwany efekt Warburga
[31]. Gtéwnym Zrédiem ATP dla komoérek nowo-
tworowych przy niedotlenieniu jest proces gliko-
lizy, w ktérym jednym z produktéw jest mleczan,
odpowiadajacy za obnizenie pH w mikrosro-
dowisku guza. Obecnie podkresla sig, ze poza
wymiarem adaptacyjnym efekt Warburga nieza-
leznie sprzyja progresji nowotworu. Obnizenie
pH mikrosrodowiska oraz aktywacja programoéw
transkrypcyjnych w odpowiedzi na hipoksje moze
prowadzi¢ do zwigkszenia sygnalizacji sprzyjajacej
progresji choroby. Z kolei produkty glikolizy bez-
tlenowej wydzielane do mikrosrodowiska guza
stanowiag zr6dto materiatu budulcowego do syn-
tezy ztozonych makromolekut, ktérych zapotrze-
bowanie w szybko proliferujgcych komérkach jest
bardzo duze [32].

Do innych zmian indukowanych czynno-
$§cig HIF-1 nalezy réwniez stymulacja angioge-
nezy - dochodzi do zwigkszonej ekspresji czyn-
nika wzrostu érédbtonka naczyn (ang. vascular
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endothelial growth factor, VEGF), jego receptora
VEGFR1/FIt-1 oraz czynnikéw modulujacych
napiecie naczyn - indukowanej syntezy tlenku
azotu, iNOS (ang. inducible nitric oxide syn-
thase); oksygenazy hemowej-1 (ang. heme oxy-
genase-1, HO-1) iendoteliny-1. Utrzymanie opty-
malnej dostawy tlenu zwigzane jest ze wzrostem
ekspresji genéw odpowiedzialnych za transport
zelaza (geny ceruloplazminy, transferyny irecep-
tora transferyny). Zmiana metabolizmu na bez-
tlenowa glikolize powoduje znaczny spadek pH,
produkcje duzych ilo$ci mleczanu. Mleczan jest
usuwany na zewnatrz komorki przy udziale spe-
cjalnego transportera MCT4 (ang. monocarboxy-
late transporter 4), ktérego ekspresja jest zalezna
od aktywacji HIF-1. Z kolei zalezna od HIF-1 eks-
presja anhydrazy weglanowej (ang. Carbonican-
hydrase, CA) - jednego z gtébwnych enzyméw bio-
racych udziat w regulacji homeostazy pH cytozolu,
odgrywa kluczowa role w zmniejszeniu kwasicy
wewnatrz komorki, przez coumozliwia przezycie
iwzrostkomérkom nowotworowym w warunkach
niedotlenienia. Szczegdlnie izoforma CAIX zalezna
od aktywacji HIF-1ulega nadekspresji w warun-
kach hipoksji. Natomiast kwasowe $rodowisko
przestrzeni pozakomérkowej moze przyczyniac
sie do wzrostu ryzyka inwazji i metastazy komé-
rek nowotworowych.

HIF-1 stymuluje takze ekspresje genéw kodu-
jacych biatka transportujace glukoze do wnetrza
komorek, a takze enzymy biorace udziat w kon-
wersji glukozy do pirogronianu oraz redukujace
pirogronian do kwasu mlekowego. Zwiekszona
transkrypcja genéw SLC2A1 i SLC2A3, kodujgcych
transportery glukozy GLUT1 i GLUT3, przyczy-
nia sie do skutecznego wychwytu glukozy przez
komorki guza. W celu przetrwania w mikros$ro-
dowisku odznaczajgcym sie¢ hipoksja, komaorki
nowotworowe zmniejszaja réwniez zapotrzebo-
wanie na ATP. Zwiazane jest to z ograniczeniem
procesoéw zaleznych od duzej ilosci ATP, takich jak
reakcje zalezne od Nat+/K+-ATPazy. Je$li zmniej-
szenie zapotrzebowania na ATP nie jest wystar-
czajace do utrzymania odpowiedniego stosunku
adenozyno-5'-trifosforanu do adenozyno-5'-
difosforanu (ADP), wzrost ADP aktywuje kinaze
adenylanowag, ktéra rbwnowazy spadek poziomu
ATP poprzez konwersje dwéch czasteczek ADP
w 5’-monofosforan adenozyny (AMP) i ATP. Z kolei
wzrost AMP wywotuje aktywacje kinazy AMP
(AMPK), ktérauruchamia szlaki kataboliczne, jak
utlenianie kwasoéw ttuszczowych, i zwieksza pro-
dukcje ATP [33].

Korzys$ci dla nowotworu wynikajace z akty-
wacji HIF-1 wykraczajg poza adaptacje do hipok-
sji. Niektore guzy wykazujg konstytutywnag akty-
wacje HIF-1 takze w warunkach normoksycznych
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poprzezr6zne mechanizmy, m.in.: hiperaktywa-
cje szlaku mTORCI, utrate biatka von Hippel-Lin-
dau (vHL), akumulacje RFT i niektérych metaboli-
tow cyklu Krebsa. W komérkach nowotworowych
z konstytutywnga aktywacjg mTORCI niedotle-
nienie prowadzi do stanu zalezno$ci od dostepu
do pozakomdérkowych nienasyconych kwaséw
ttuszczowych. Pozwala to utrzymac integralnos¢
retikulum endoplazmatycznego i biosynteze bia-
tek [33].

Hipoksja w mikrosrodowisku guza stanowi
réwniez duzy problem terapeutyczny, przyczynia-
jac sie do zwiekszenia opornosci na standardowe
schematy leczenia. Odgrywa ona kluczowg role
w opornoéci na promieniowanie jonizujace stoso-
wane w radioterapii. Wiekszg wrazliwo$¢ nowo-
tworu na promieniowanie jonizujgce w obecnosci
tlenu ttumaczy sie zwigkszong generacjag RFT oraz
utrwaleniem zmian w DNA. Stosunek wrazliwosci
naradioterapie pomiedzy komdrkamiw normok-
sji a hipoksji (a nawet anoksji) definiuje sie jako
wskaznik wzmocnienia tlenowego. Szacuje sie, ze
hipoksyczne guzy sa ok. 3 razy mniej wrazliwe na
fotonowe promieniowanie jonizujace.

Jak wspomniano, pomiedzy RFT iHIF-1 wyste-
puje $cista wspdipraca, ktéra zalezy w duzej mie-
rze od mitochondriéw. Obecnie istniejg dwie teorie
dotyczace odziatywania mitochondriéw z enzy-
mami regulujagcymi aktywnos$é HIF: redystry-
bucji tlenu oraz reaktywnych form tlenu. Hipo-
teza redystrybucji tlenu opiera sie na fakcie, ze
dla aktywnos$cienzymoéw modyfikujacych HIF-a
- PHDs (hydroksylaza prolinowa, ang. proline
hydroxylase) i FIH-1 (czynnik hamujgcy HIF-1,
ang. factor inhibitingH IF-1) niezbednajest obec-
noé¢ tlenu. W komorce gtdbwnym miejscem kon-
sumpcji tlenu sg mitochondria, aw szczegdlnosci
oksydaza cytochromowa. W stanie niedotlenie-
nia enzym ten wykorzystuje wiekszo$¢ dostep-
nego tlenu, co ze wzgledu na mniejsze powinowac-
two do tlenu ogranicza aktywno$¢ PHDs i FIH-1.
Skutkiem tego jest inhibicja hydroksylacji biatka
HIF-1a ijego stabilizacja. Hipoteza reaktywnych
form tlenu zostata zaproponowana dla wyjasnie-
niawynikéw eksperymentu, w ktérym wykazano,
ze aktywacja transkrypcji genéw przez HIF-1 pod-
czas hipoksjijesthamowana przez antyoksydanty
(ditiokarbaminian pirolidyny oraz ebselen). Gtéw-
nym zrédtem RFT w komoérce w stanie hipok-
sji sg kompleksy 1'i Il mitochondrialnego tancu-
cha oddechowego. Niektdre wyniki sugerujag, ze
szczeg6lng role odgrywaja te powstajgce w kom-
pleksie 111, powodujgc aktywacje czynnika HIF.
Faktten moze wynika¢ zunikalnej zdolnosci kom-
pleksu Il do uwalniania anionorodnika ponad-
tlenkowego zaréwno do przestrzeni miedzybtono-
wej, jak i do macierzy mitochondrialnej [9].

Tom 77 mnr 2 w2021



BIOCHEMIA FARMACEUTYCZNA

Z powyzszych powoddédw hipoksja stanowi
potencjalny punkt uchwytu dla poszukiwa-
nia nowych terapii przeciwnowotworowych. Do
badanych w tym konteks$cie substancji mozna
zaliczy¢ m.in. leki aktywowane w warun-
kach hipoksji oraz substancje hamujgce aktyw-
no$¢ czynnika transkrypcyjnego HIF-1. Pierw-
sze z nich sg aktywne tylko w mikrosrodowisku
guza, np. przez obnizone pH lub brak tlenu [34].
Po aktywacji mogg generowac toksyczne rodniki,
prowadzac do selektywnej apoptozy. Jako inhi-
bitory HIF-1 badano zwigzki takie jak echino-
mycyna, a takze chetominy. Echinomycyna jest
antybiotykiem o budowie cyklicznego peptydu,
ktéry wyizolowano z Streptomycesechinatus.
Jej mechanizm opiera sie¢ na hamowaniu wigza-
niaczynnika HIF-1 z HRE (ang. hypoxia respon-
sive element), bedgcym elementem regulujacym
ekspresje gen6w zaleznych od hipoksji na DNA
[35]. Z kolei chetomin to antybiotyk wyizolo-
wany z Chaetomium spp., ktéry hamuje przyta-
czenie kofaktora HIF-1 - biatka p300 (ang. p300/
cyclic-AM P-response-element bindingprotein).
Badania wykazaty, ze traktowanie komoérek nie-
dotlenionych chetominem zmniejsza zalezng
od niedotlenienia transkrypcje i uwrazliwia na
promieniowanie hipoksyczne ludzkie komadrki
w warunkach in vitro [36].

Podsumowanie

Trudno bytoby wyobrazi¢ sobie mozliwos$é
powstania zaawansowanych form zycia na Ziemi
bez tlenu. Bedac jednym z pierwiastkéw biogen-
nych, jest on nie tylko niezbednym elementem
budulcowym, ale ré6wniez substratem dla najwaz-
niejszych reakcji w komérce. Jednak w zwigzku
ze swoja duza reaktywnoécig chemiczng, tlen
moze réwniez stanowi¢ zagrozenie. Jego reak-
tywne formy powodujg zmiany i modulujg funk-
cje wielu kluczowych bioczgsteczek. Oksyda-
cyjne uszkodzenia sktadnik6w komadrki, a takze
ich ingerencja w gtéwne szlaki przekazywania
sygnatu w komodrce stojg u podtoza wielu cho-
réb cywilizacyjnych. Kaskada reakcji inicjo-
wana przez RFT prowadzi do wielokierunko-
wych zmian patologicznych. Wiele z tych reakcji
jest dobrze poznanych i opisanych, jednak wie-
dza naten tematjestjeszcze ciggle niewystarcza-
jaca, aby przeciwdziata¢ negatywnym skutkom
RFT i skutecznie je eliminowac, bez narusze-
nia homeostazy komorki. Doktadniejsze pozna-
nie mechanizmoéw reakcji zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym datoby mozliwo$¢ poszukiwania
i projektowania nowych terapii, ktérych celem
mogtyby by¢ cele $cisle zwigzane ze stanem
hipoksji, np. czynnik HIF-1. Liczne prace w tym
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zakresie dajg obiecujgce wyniki, chociaz obecnie
nie ma dostepnych lekéw [10].
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