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STRESZCZENIE

Wolne rodniki — atomy lub grupy atomoéw, zawierajace
jeden lub wiecej niesparowanych elektronow, s jednym
z wielu czynnikéw odpowiedzialnych za toksyczne wta-
Sciwosci dymu tytoniowego. Rodniki powstaja w wyniku
proceséw spalania oraz procesow pirolizy, zachodzacych
w stozku zarzenia w trakcie wypalania papierosa. Niektore
rodniki wystepujace w dymie tytoniowym maja wzglednie
dtugi okres pottrwania (ponad 5 min.). W niniejszej pracy
omoéwiono nowoczesne metody analityczne stuzace do
identyfikacji i iloSciowej analizy wolnych rodnikow
w probkach dymu tytoniowego, ze szczegblnym uwzgled-
nieniem elektronowego rezonansu paramagnetycznego,
w polaczeniu z metoda putapkowania spinowego. W pra-
cy dokonano przegladu istniejgcych pogladéw na temat
roli wolnych rodnikéw w etiologii okreslonych choréb
uktadu krazenia i uktadu oddechowego u palaczy, a takze
potencjalnych mechanizméw biochemicznych odpowie-
dzialnych za r6zne stany patologiczne (zaburzenia proce-
sOw peroksydacji lipidow, modyfikacje struktury i aktyw-
nosci acylotransferazy lecytyna:cholesterol i poziomu
lipoproteiny wysokiej gestosci, nadwrazliwo$¢ na sub-
stancje P i inaktywacje obojetnej endopeptydazy).

Stowa kluczowe: wolne rodniki, dym tytoniowy, EPR,
putapkowanie spinowe

SUMMARY

Free radicals, i.e. atoms or groups of atoms containing
one or more unpaired electrons, are significant con-
stituents of tobacco smoke that contribute to its toxic
properties. Radicals are generated during complex pyrol-
ysis and combustion reactions in burning a cigarette cone.
It has been shown that some free radicals found in tobac-
co smoke have relatively long half-time life (over 5 mins).
We have reviewed modern analytical methods used for
identification and quantitative analysis of free radicals in
tobacco smoke, particularly the electron paramagnetic
resonance combined with a spin-trapping approach. We
also discussed the role of free radicals in etiology of res-
piratory and cardiovascular conditions among smokers.
Finally, we reviewed biochemical mechanisms of various
pathological conditions, including disturbances in lipid
peroxidation, activity modification of lecithin-cholesterol
acyltransferase and level high density lipoprotein, hyper-
activity to substance P, and inactivation of neutral
endopeptidase, that are thought to be contributed by free
radicals from tobacco smoke.

Key words: free radicals, cigarette smoke, EPR, spin-
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WSTEP

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
czynne palenie tytoniu jest jednym z gtownych
czynnikow powodujacych $mieré wsréd ludzi na
Swiecie poprzez choroby spowodowane przez
toksyczne sktadniki dymu tytoniowego. Kazdego
roku palenie tytoniu zabija ponad 5 milionéw ludzi,
a liczba ta z roku na rok sie zwieksza. Wiekszos¢
zgonow rejestruje si¢ w krajach stabo i Srednio roz-
winietych. WHO, szacuje takze, ze bierne palenie
zabija kazdego roku 600.000 os6b, gdyz okoto jed-
nej trzeciej populacji dorostych na swiecie jest nara-
zonych na dym tytoniowy ,,z drugiej reki” (ang.
second-hand smoke). Jesli ekspansja wyrobow tyto-
niowych na rynki azjatyckie i afrykanskie bedzie si¢
utrzymywac na statym poziomie to w 2030 roku
z powodu palenia zginie 8 milionéw ludzi, a do
konca wieku liczba ofiar moze siegng¢ miliarda.
WHO przewiduje rowniez, ze w roku 2020 choroby
sercowo-naczyniowe spowodowane paleniem beda
gléwna przyczyng zgondéw w skali globalnej [1].

Do gtownych toksycznych sktadnikéw dymu tyto-
niowego zalicza si¢ m.in. tlenek wegla, wielopier-
Scieniowe weglowodory aromatyczne, nitrozoaminy,
zwiazki karbonylowe, oraz aminy aromatyczne.
Dym tytoniowy stanowigcy mieszanine blisko
6 tysiecy zwigzkoéw chemicznych klasyfikowany jest
jako bezposredni czynnik toksyczny o udowodnio-
nych wtasciwosciach kancerogennych. Wsrod tysiecy
toksycznych zwiazkéow zidentyfikowanych dotych-
czas w dymie papierosowym znajduja sie takze wol-
ne rodniki [2, 3].

Wedtug nomenklatury zwiazkéw nieorganicznych
Polskiego Towarzystwa Chemicznego i Migdzyna-
rodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej pod poje-
ciem wolnych rodnikéw rozumie sie ,,atom lub gru-
pe atomoéw majacych jeden lub wigcej niesparo-
wanych elektronéw” [4]. Rodniki moga nie posiada¢
fadunku (CHj’, NO', NO,’), moga wykazywac¢ tadu-
nek ujemny (O, ) lub dodatni (UO, *) [5]. Cechg
szczeg6lng wolnych rodnikéw jest ogromna reak-
tywnos¢, wynikajaca z obecnoSci na ostatniej
powtoce elektronowej niesparowanego elektronu.
Z wzglednie duzej reaktywnosci wynika fakt, ze rod-
niki sa z reguty strukturami nietrwatymi. Przykta-
dowo czas péitrwania rodnika hydroksylowego
(OH)" wynosi zaledwie 10~ sekundy [6].

Uwaza sig, ze toksyczne dziatanie wolnych rod-
nikow zwigzane jest gléwnie z ich destrukcyjnym
wptywem na struktury bton komoérkowych. Bezpo-
Srednig przyczyna tego dziatania jest inicjowana
przez wolne rodniki reakcja peroksydacji lipidow.
Ponadto wolne rodniki moga wptywa¢ niekorzyst-

nie na inne czasteczki biogenne w tym na kluczowe
enzymy np. acylotransferazy lecytyna:cholesterol
(LCAT). Nalezy zaznaczy¢, iz ochronna funkcje
w stosunku do rodnikéw pelnig w organizmie nie-
ktore enzymy (dysmutazy ponadtlenkowe, katalaza
czy enzymy zalezne od glutationu) i przeciwutle-
niacze (antyoksydanty), do ktérych naleza m.in.
witamina E, kwas askorbinowy, dinukleotyd niko-
tynoamidoadeninowy i zredukowany glutation [7].

WOLNE RODNIKI W DYMIE PAPIEROSOWYM

Wolne rodniki, stanowig jedna z grup substancji
toksycznych wystepujacych w dymie papieroso-
wym, powstajg w wyniku procesoéw spalania, czyli
energicznego utleniania, oraz proceséw pirolizy,
czyli termicznego rozktadu. Oba wyzej wymienione
procesy zachodza w trakcie wypalania papierosa,
w obszarze zwanym stozkiem zarzenia. W obrebie
stozka zarzenia wyr6zni¢ mozna strefe spalania,
w ktorej zachodzi egzoenergetyczne utlenianie, oraz
obszar pirolizy, gdzie dominuja procesy endoener-
getycznego rozktadu substancji. Proces wypalania
papierosa sktada si¢ z powtarzajacych si¢ po sobie
cykli: zaciggniecia i przerwy miedzy zaciggniecia-
mi. Intensyfikacje obu wspomnianych powyzej
procesOw obserwuje sie w trakcie trwania zacigg-
niecia.

Zaréwno proces spalania, jak i pirolizy, moga
mie¢ charakter wolnorodnikowy. Ze wzgledu na
korzystne warunki energetyczne (w trakcie trwania
zaciagniecia temperatura moze dochodzi¢ do
900-1000° C) mozliwy jest homolityczny rozpad
czgsteczki zwigzku na rodniki:

A:B—A'+'B

Jednak decydujaca role w powstawaniu wolnych
rodnikéw odgrywaja tlenki azotu: NO i NO, ktore
ze wzgledu na obecnos¢ w ich czasteczkach niespa-
rowanego elektronu sg rodnikami i okreslane sa czes-
to jako reaktywne formy azotu.

Wykazano, ze wolne rodniki znajdujg sie zarow-
no w fazie czastkowej dymu (czesto okreslanej jako
substancje smoliste), jak i fazie gazowej. Gtéwnymi
rodnikami we frakcji smolistej sg rodniki semichi-
nonowe (QH’) bedace w rownowadze z formami
chinonowymi (Q) i hydrochinonowymi (QH,). Rod-
niki zawarte w dymie papierosowym uzyskuja kon-
takt z wewnetrznymi strukturami organizmu
w momencie wnikniecia do przewodu oddechowego
w trakcie zaciggania sie palacza. Do ptuc dostaje
sie wowczas tzw. gtowny strumien dymu (GSD),
ktory stanowi gléwne zagrozenie dla palacza czyn-
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nego. Rodniki obecne w dymie wydychanym z ptuc
palacza, oraz w dymie emitowanym przez tlacy si¢
papieros w przerwach miedzy zaciagnieciami,
w dymie dyfundujacym przez bibutke papierosa —
czyli w srodowiskowym dymie papierosowym (ang.
environmental tobacco smoke — ETS) stanowig zagro-
zenie dla palaczy biernych. Schemat dystrybucji
wolnych rodnikéw generowanych w papierosie
i przechodzacych do dymu papierosowego przed-
stawiono na Ryc. 1.

Stozek zarzenia

| Spalanie Piroliza |

\/

l—| Wolne rodniki |—l

Palacz
czynny

Palacz
bierny

Ryc. 1. Schemat dystrybucji wolnych rodnikéw powstajgcych
w czasie wypalania papierosa

Fig.1. Generation and distribution of free radicals generated
during cigarette smoke

Czas, w ktorym mozna zidentyfikowaé wolne
rodniki w proébce dymu papierosowego od momentu
jego wygenerowania wynosi ponad 5 min., co
mogtoby wydawac si¢ sprzeczne z ich wysoce reak-
tywng natura, a co za tym idzie bardzo krotkim
okresem poéttrwania. Jednocze$nie zawartos¢ rodni-
kow w wygenerowanym dymie papierosowym
wykazuje charakterystyczng zmiennos¢. Ich stezenie
wzrasta z czasem i osigga maksimum po 70-80
sekundach, a nastepnie ulega obnizeniu. Poniewaz
analogiczne zmiany stezenia zaobserwowano w
przypadku ditlenku azotu NO,, Pryor i wsp. [8]
zaproponowali model, ktory ttumaczy mechanizm
powstawania wolnych rodnikéw w dymie papiero-
sowym.

Wedtug zaproponowanej hipotezy wolne rodniki
znajdujace si¢ w dymie papierosowym nie powstaja
wprost w stozku zarzenia w momencie spalania
tytoniu, lecz tworzg si¢ stale w reakcjach zachodza-
cych w fazie gazowej, i jednocze$nie w tych samych
warunkach ulegajg eliminacji lub innym reakcjom

powodujacym ich zanik, czyli tzw. terminacji.
Model Pryora i wsp. [8] przewiduje wystepowanie
wzglednie stabilnego stanu rownowagi dynamicznej
wolnych rodnikéw w dymie. Reakcja inicjujaca
powstawanie wolnych rodnikéw jest powolne utle-
nianie tlenku azotu NO do ditlenku NO, (reak-
cja 1). Tlenek azotu wystepuje normalnie w dymie
papierosowym w ilosci ok. 300 mg w przeliczeniu
na jeden papieros [9].

1) NO +%0,-NO,

Tlenek azotu jest gazem niereaktywnym, w prze-
ciwienistwie do jego ditlenku, ktéry moze wchodzi¢
w reakcje np. z nienasyconymi weglowodorami, co
prowadzi wtasnie do powstania wolnych rodnikow
(reakcja 2).

2) NO, +RC=CH,—»RCH —CH,NO, (R

Powstajace w powyzszej reakcji rodniki alkilowe
reaguja gwattownie z tlenem, dajac rodniki nad-
tlenkowe (reakcja 3), a te nastepnie wchodzg w
reakcje z tlenkiem azotu, co prowadzi do otrzyma-
nia rodnikéw alkoksylowych (reakcja 4).

3) R +0,-ROO’
4)  ROO +NO—=RO +NO,’

W koncowym etapie, terminacja powstatych
w powyzszych reakcjach rodnikow prowadzi do
utworzenia ich adduktéw z tlenkami azotu (reakcje
5,617).

5)  ROO +NO, <»RO,—NO,

6) RO +NO'—-RO—NO
lub
RO +NO, -RO—NO,

7) R '+NO'—-=R—NO
lub
R +NO, -R—NO,

METODY ANALIZY WOLNYCH RODNIKOW

Do analizy wolnych rodnikéw, zarowno ich jako-
Sciowego i iloSciowego oznaczania, bardzo rzadko
stosuje sie standardowe metody analityczne jak
np. spektroskopie w podczerwieni, spektroskopie
UV-Vis, czy spektroskopie fluorescencyjna [9]. Prze-
szkodg jest mata specyficzno$¢ wymienionych
metod wzgeldem wolnych rodnikéw, wynikajaca
m.in. ze sktadu dymu papierosowego, ktéry zawiera
blisko 6 tysiecy zwigzkow chemicznych [10]. Selek-
tywne oznaczanie wolnych rodnikow stanowi row-
niez problem ze wzgledu na ich minimalna zawar-
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tos¢ w dymie papierosowym. Stad do ich analizy
niezbedna jest metoda, ktora charakteryzuje sie¢
wysoka specyficznos$ciag wzgledem tych molekut.
Takie wymagania spetnia elektronowy paramagne-
tyczny rezonans (EPR).

EPR (inna nazwa: elektronowy rezonans spinowy
- ESR), poczatkowo wykorzystywany byt w fizyce
do badan strukturalnych komplekséw metali przej-
Sciowych i lantanowcoéw. Nowe perspektywy wyko-
rzystania EPR w chemii pojawity sie po odkryciu
mozliwosci jego zastosowania do badan czgsteczek
o wiasciwosciach paramagnetycznych. Paramagne-
tyzm czasteczek lub jonéw wynika z obecnosci jed-
nego lub kilku niesparowanych elektronow. Elek-
trony ulegaja orientacji przestrzennej pod wptywem
przytozonej indukcji magnetycznej, ktéra moze spo-
wodowac rozszczepienie pozioméw energetycznych
i tym samym wystgpienia zjawiska rezonansu. Ana-
lizy dokonuje sie za pomocg skomplikowanych apa-
ratéw, a analizie poddaje sie otrzymane za ich
pomoca widma [11].

Do gtéwnych zalet metody EPR, oprocz wspom-
nianej wyzej selektywnosci wzgledem czasteczek
paramagnetycznych (rodnikéw, birodnikéw itp.),
nalezy takze maty wptyw innych substancji znajdu-
jacych sie w probce, stad nie jest konieczny praco-
i czasochtonny proces wyodrebniania rodnikow,
a co za tym idzie unika sie w ten sposob ewentual-
nych strat analitu. Analizujagc widma EPR mozna
wykorzysta¢ réwniez zjawisko nadsubtelnego
oddziatywania niesparowanego elektronu ze spinami
sasiednich jader do przewidywania struktury kon-
stytucyjnej i przestrzennej danej czasteczki. Stabg
strong metody EPR jest niezadowalajgca czutosé:
w optymalnych warunkach mozna uzyskac czutosé
do 10~? mola/l objetosci probki. Jednak zawartos¢
rodnikéw w probkach gazowych czesto jest ponizej
podanego progu [11]. Metoda traci rbwniez na czu-
tosci w przypadku analizy wieloatomowych czgste-
czek, kiedy to nastepujg przesuniecia w widmie na
skutek oddziatywan momentu obrotowego, spinu
elektronowego i orbitalnych momentéw magnetycz-
nych. Préobg podwyzszenia czulo$ci przyrzadow
pomiarowych jest spektrometr LMR - laserowego
magnetycznego rezonansu. W tego typu przyrzadach
czutos¢ jest o 4-5 rzedow lepsza niz w tradycyjnych
spektrometrach EPR.

Innym problemem zwigzanym z metoda EPR jest
to, ze przyrzad pomiarowy umiejscowiony jest
zazwyczaj stacjonarnie. Cho¢ postep w konstruo-
waniu coraz mniejszych aparatéw pomiarowych jest
znaczny, czesto probki pobierane sa w réznych
miejscach (m.in. pomieszczenia w ktorych dopusz-
czalne jest palenie papieroséw) i konieczny jest

transport probki z miejsca pobrania do aparatu. Pro-
bki najczesciej zawierajg mieszanine duzej ilosci rod-
nikdw o podobnej strukturze i stad istnieje koniecz-
nos¢ ich selektywnego rozdzielenia. Rozwiazanie
tych probleméw stanowi opisana ponizej metoda
nazwana putapkowaniem spinowym (ang. spin-trap-
ping).

Zasada metody spin-trapping opiera si¢ na zwig-
zaniu nietrwatego rodnika ze zwigzkiem okre§lanym
jako putapka spinowa, tak aby powstat trwaty rod-
nik tzw. addukt spinowy. Typowymi putapkami spi-
nowymi sg organiczne zwiazki nitrozowe i N-tlenki
iminowe (zwiazki nitronowe). W wyniki addycji
rodnika powstaja odpowiednie N-tlenki, co zilu-
strowane zostalo na Ryc. 2 [11].

Nitrobenzen Rodnik N-tlenkowy addukt spinowy

H H O CH
O e O
+ — — 3
N—f-cHy R Chs
O CHs

N-tlenek a-fenylo-N-
-tert-butylo-iminowy

Rodnik N-tlenkowy addukt

spinowy

Ryc. 2. Powstawanie adduktoéw spinowych
Fig. 2. Generation of spin adducts

Roéznice miedzy putapkami typu N-tlenkow imi-
nowych i zwigzkéw nitrozowych sg nastepujace:
addukty do zwiazkoéw nitrozowych, ze wzgledu na
obecnos¢ tylko jednego podstawnika przy grupie
funkcyjnej, daja doktadniejsze i tatwiejsze do inter-
pretacji sygnaly widma — nie ma efektow zwigza-
nych z oddziatywaniem nadsubtelnym. Kolejng zale-
tg putapek nitrozowych jest ich wieksza reaktywnos¢
w poroéwnaniu z N-tlenkami iminowymi, a co za
tym idzie fatwiej wytapuja rodniki z mieszaniny
reakcyjnej. Do wad putapek nitrozowych nalezy ich
fotochemiczna i termiczna labilnos¢ oraz brak reak-
¢ji z rodnikami z niesparowanym elektronem na
atomie tlenu. Stad do analizy wolnych rodnikéw
czesciej uzywane sg putapki typu N-tlenkéw imi-
nowych.

Analiza widm EPR mieszaniny rodnikéw roéwniez
stanowi wyzwanie analityczne. Zblizone parametry
widmowe uniemozliwiaja identyfikacje sktadnikow
ztozonej mieszaniny rodnikéw. Stad wynika
koniecznos¢ ich wstepnego rozdziatu, a nastepnie
poddania analizie jakosciowej i iloSciowej poszcze-
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gélnych rodnikéw. Taka procedure umozliwiaja
sprzezone ze sobg aparaty analityczne: chromato-
grafy, spektroskopy EPR, a takze spektroskopy mas.
W analizie rodnikéw zastosowano przyktadowe
uktady: spektometria mas (MS), wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC), chromatografia
cieczowa ze spektrometriag mas (LC/MS), chroma-
tografia gazowa ze spektometrig mas (GC/MS) oraz
chromatografia cieczowa sprzezona z elektronowym
rezonansem magnetycznym oraz spektrometrig mas
(LC/EPR/MS). Kazda z tych metod posiada zaréwno
zalety jak i wady. Przyktadowo, ze wzgledu na wyso-
ka temperature rozdziatu w chromatografie gazo-
wym addukty spinowe ulegaja rozktadowi. Z drugiej
strony sama spektrometria mas nie daje rozdziatu
rodnikow. Stad najlepsze efekty osiagnieto wyko-
rzystujac techniki taczone np. uktad LC/EPR/MS
(oraz jego doskonalsza modyfikacje — z zastosowa-
niem MS z jonizacjg strumieniem elektronéw) [12].
Wad3 tej metody okazata si¢ obnizona czutos¢, kto-
ra3 mozna w pewnym stopniu skompensowac
poprzez zapewnienie odpowiednio dtugiej ekspo-
zycji probki na putapke spinowa, co zapewnia odpo-
wiednio wysokie stezenia na starcie analizy.

Jak wspomniano we wstepie, podczas generowa-
nia GSD powstaja zarowno krotkotrwate, jak i sta-
bilne rodniki. W celu pozyskania obu typéw rodni-
kow do analizy wykorzystuje sie omoéwiona
powyzej metode putapkowania spinowego. Putapka
spinowa wykorzystywang w analityce dymu papie-

rosowego jest najczesciej N-tlenek a-fenylo-N-tetr-
butyloiminowy (PBN) rozpuszczony w benzenie lub
zaadsorbowany na Zelu silikonowym [12] albo
na szklanych adsorbentach [9]. Wydajnos¢ tego
typu putapkowania wynosi do 47%. Ilos¢ rodnikow
wykrytych ta metoda w przeliczeniu na jed-
no zaciagniecie dymu (35 ml) wynosi $rednio
1-1018 [12].

Przyktadem zastosowania opisanej techniki EPR
w potaczeniu z putapkowaniem spinowym jest
metoda opisana przez Pryor i wsp. [8]. Badacze
zastosowali opisana powyzej putapke spinowg PBN
i poréwnali rézne techniki putapkowania: PBN
w roztworze, szklany filtr pokryty PBN oraz PBN
zaadsorbowany na zelu. Wykorzystujac wspomnia-
ne techniki w dymie papierosowym wykryto gtow-
nie rodniki alkoksylowe, a takze rodniki z central-
nym atomem wegla oraz addukty homolityczne
rodnikoéw alkoksylowych do pierscieni aromatycz-
nych. Zawartos$¢ wolnych rodnikéw w dymie papie-
rosowym zostata oszacowana na 10'® spinéw/pa-
pieros.

Odmienne podejicie do problemu oznaczania
wolnych rodnikéw w probkach dymu tytoniowego
przedstawili Johnson i wsp. [13]. Wykorzystali oni
technike spektroskopii fluorescencyjnej. Wolne rod-
niki zawarte w probce reagowaty z pochodng piro-
lidynylooksylowa, w wyniku czego powstawat trwa-
ty addukt, ktéry poddawano reakcji z fluoresceing
i w tej postaci oznaczano fluorymetrycznie (Ryc. 3).

HoN
CH,

H3C><_QCH3 . -

H3C ll\l CHg3

o
Wolny rodnik
3-aminometylo-2,2,5,5-tetrametylo-
alkilohydroksyloaminowy

Stabilny addukt
O-alkilohydroksyloaminowy

. H3C><_QCH3

Fluoresceina

HoN
CH,

H3C ll\l CH3
O0—R

Stabilny addukt

O-1-pirolydynylooksylowy

Hac. CHa
_. O—N
,Lch CHj

Fluorescencyjna czgsteczka

Ryc. 3. Zasada metody oznaczania wolnych rodnikéw zastosowana przez G. John-

son, S. Caron, N.V. Blough [13]

Fig. 3. The principle of free radicals determination method used by G. Johnson,

S. Caron, N.V. Blough [13]
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ZNACZENIE BIOMEDYCZNE
WOLNYCH RODNIKOW ZAWARTYCH
W DYMIE TYTONIOWYM

Wplyw wolnych rodnikéw znajdujacych sie w dy-
mie tytoniowym na struktury biologiczne i czas-
teczki endogenne jest wielokierunkowy, a obserwo-
wane efekty biologiczne sg znacznie zr6znicowane.
Wiele efektow objawiajacych sie po ekspozycji orga-
nizmu na dym tytoniowy przypisuje si¢ wiasnie
reaktywnym formom rodnikowym.

Gtowne dziatanie toksyczne wolnych rodnikow
zwigzane jest z ich mutagennymi wiasciwosciami.
Wolne rodniki jako struktury bardzo reaktywne
moga wchodzi¢ w reakcje z biogennymi czastecz-
kami, w tym m.in. z kwasami nukleinowymi, powo-
dujac w ten sposob zmiany w ich strukturze. Moga
wplywaé w ten sposob na cechy fenotypowe i pro-
wadzi¢ do zaburzen w funkcjonowaniu komorki,
a takze do proceséw nowotworzenia.

Mozna zatozy¢, ze w przypadku, w ktorym wol-
ne rodniki nie ulegng bezposrednio reakcji z czas-
teczka DNA, moga stanowi¢ aktywator innych czas-
teczek, ktore w wyniku reakeji z wolnym rodnikiem
beda nabywaly wtasciwosci mutagennych. Przykta-
dowo anionorodnik ponadtlenkowy (O, ™) reaguje
tworzac nadtlenek wodoru, ktory w kolejnych eta-
pach ulega przemianom do m.in. rodnikéw hydro-
ksylowych OH'. Rodniki OH" stanowia wowczas
bezposrednia przyczyne zmian w strukturze
DNA [14].

Alternatywnym mechanizmem, za poSsrednic-
twem ktérego wolne rodniki mogg wptywac na apa-
rat genetyczny komorki, jest modyfikacja aktywno-
$ci enzymow odpowiedzialnych za naprawe
czasteczki DNA. Uposledzony aparat naprawczy nie
jest w stanie odpowiednio szybko i doktadnie usu-
wacé powstalych mutacji, ktére s3 powielane w ko-
lejnych podziatach komoérkowych, i ktore staja sie
odpowiedzialne za zmiany aktywnosci biatek kodo-
wanych przez dany gen, w obrebie ktorego zaszta
mutacja.

Wykazano, ze peroksydaza glutationowa, reduk-
taza glutationowa, dysmutaza ponadtlenkowa
i katalaza stanowig bardzo wazna bariere biolo-
giczng przeciw destrukcyjnemu wptywowi oksy-
dantow, w tym przede wszystkim wolnych rodni-
kow [7]. Stwierdzono, ze dym tytoniowy w sposéb
zalezny od czasu ekspozycji i dawki, wptywa na
aktywnos¢ dysmutazy u szczuréw. Aktywnos¢ pero-
ksydazy glutationowej byta dodatnio skorelowana
wylacznie ze stezeniem dymu papierosowego, nato-
miast nie stwierdzono korelacji z czasem ekspozy-
cji [15].

Innym przyktadem wptywu wolnych rodnikéw
na procesy biochemiczne zachodzace w organizmie
sa zmiany w procesach peroksydacji lipidow, pro-
wadzace do powstawania zmian histopatologicz-
nych w krtani, oskrzelach i ptucach. Przeprowadzo-
ne badania na chomikach eksponowanych na dym
tytoniowy [16], potwierdzity jego wptyw na wczesne
zmiany nowotworowe w uktadzie oddechowym.
Kojarzac te zmiany z modyfikacja poziomu malo-
nylodialdehydu (wskaznik aktywnoS$ci proceséow
peroksydacji) oraz poziomu form nadtlenkowych
lipidow w osoczu, wyprowadzono wniosek o wpty-
wie wolnych rodnikéw na obserwowane patologicz-
ne zmiany [16]. Huang i wsp. postawili hipoteze,
ze gtbwnym powodem zapadania na raka ptuc przez
palaczy sg reaktywne formy tlenu, ktore wystepuja
w korelacji z wolnymi rodnikami [17].

Na podstawie badan swinek morskich poddanych
ostrej ekspozycji na dym tytoniowy, wolnym rod-
nikom przypisano takze udziat w inhibicji enzymu
obojetnej endopeptydazy oraz nadwrazliwos¢ mies-
ni okreznych oskrzeli na mediator jakim jest sub-
stancja P [18].

Poszukujac przyczyn zwiekszonego ryzyka wyste-
powania choroby wiencowej u palaczy, zapropono-
wano teori¢, na podstawie ktorej ttumaczy sie
wplyw oksydantéw zawartych w dymie tytonio-
wym, w tym takze wolnych rodnikow, na powyzsza
jednostke chorobows. Wedtug tej teorii oksydanty
powodujg inhibicje kluczowego enzymu w gospo-
darce cholesterolowej organizmu, a mianowicie
LCAT. Nastepuje ponadto zmiana wtasciwosci czgs-
teczek transportujacych lipidy m.in. HDL - wzrost
tadunku ujemnego oraz wymiana lipoprotein Al
z AlT [19].

Kolejnym dowodem potwierdzajacym toksyczny
wpltyw wolnych rodnikéw na funkcjonowanie
Zywego organizmu, jest zmniejszenie skutkow ich
niekorzystnego dziatania pod wptywem antyoksy-
dantow, tj. zwigzkéw eliminujgcych bgdz obniza-
jacych poziom wolnych rodnikéw. Do naturalnych
wolnych oksydantéw zaliczane sg m.in. witaminy
E i C, oraz b-karoten. Prowadzac doswiadczenia na
krolikach eksponowanych na dym tytoniowy [20],
udowodniono, ze w przypadku obecnosci w diecie
wysokiej dawki kwasu askorbowego (wit. C), nie
stwierdzono uszkodzen endotelium naczyn krwio-
nosnych, ktére to zmiany obserwowane byty w gru-
pie kontrolnej, poddanej rowniez ekspozycji na
dym, ale pozbawionej Zroédta witaminy C. Udowod-
niono takze redukujacy wptyw hemoglobiny i po-
chodnych zawierajacych uktad hemu, na poziom
oksydantow w dymie tytoniowym. Impregnacja
konwencjonalnych filtrow papierosowych hemo-
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globing, powodowata obnizenie stezenia m.in. tlen-
kow azotu [21]. Dodatek innego antyoksydantu —
pycnogenolu do filtrow papierosowych wg. Zhang
i wsp. obnizyt o 70% zawarto$¢ wolnych rodnikow
w GSD oraz spowodowat spadek o 48% mutagen-
nosci tego dymu oraz zmniejszyt zmiany patolo-
giczne w ptucach myszy i szczuréw narazonych na
GSD [22]. Prace Culcasi i wsp., a takze Lu i wsp.,
wskazywaly na mozliwos$¢ zmniejszania toksycz-
nosci wolnych rodnikéw w dymie tytoniowym
poprzez ich adsorpcje na zmodyfikowanym filtrze

papierosowym. Jednak sugerowane rozwiazania nie
znalazty odzwierciedlenia w praktyce [16, 23].

Nalezy tez zwr6ci¢ uwage, ze wolne rodniki
wytwarzane w organizmie moga petni¢ réwniez
pozytywna role podczas walki z chorobotwoérczymi
mikroorganizmami czy aktywacji niektorych enzy-
mow.

Opisane powyzej wielokierunkowe oddziatywa-
nie wolnych rodnikéw zawartych w dymie tytonio-
wym na organizm ludzki zilustrowano na schemacie
przedstawionym na Ryc. 4.

Wczesne zmiany
histopatologiczne

Kancerogennos¢

Uszkodzenie w krtani, oskrzelach
endotelium i ptucach

Degradacja DNA

L Reakcja peroksydacii J

kw. ttuszczowych

Wolne rodniki zawarte w dymie tytoniowym

Inhibicja LCAT  [<&—

Odpowiedz enzymatyczna
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histopatologiczne

Ryc. 4. Znaczenie biomedyczne wolnych rodnikéw zawartych w dymie tytoniowym
Fig. 4. Pathopysiological activity of free radicals from tobacco smoke

WNIOSKI

W wypalanym papierosie tworzy sie znaczna licz-
ba substancji szkodliwych, w tym reaktywnych wol-
nych rodnikéw, dodatkowo obecno$¢ w dymie tlen-
kéw azotu dramatycznie wydtuza czas zycia wolnych
rodnikow. Sprzyja to wprowadzaniu ich do ustroju
palaczy i utatwia niebezpieczne interakcje z orga-
nizmem Nietrwato$¢ wolnych rodnikéw znacznie
utrudnia ich analize. Stata sie ona mozliwa dzieki
opracowaniu metod putapkowania spinowego
i wykorzystaniu selektywnej dla tych zwigzkow
metody elektronowego rezonansu magnetycznego

lub ulepszonej metody laserowego rezonansu mag-
netycznego taczonego z innymi metodami instru-
mentalnymi jak spektroskopia mas.

Wptyw wolnych rodnikéw znajdujacych sie w dy-
mie tytoniowym na struktury biologiczne i czas-
teczki endogenne jest wielokierunkowy, a obserwo-
wane efekty biologiczne sg znacznie zr6znicowane.
Istniejg powazne przestanki, ze wiele obserwowa-
nych negatywnych skutkéw zdrowotnych, wystepu-
jacych po ekspozycji organizmu na dym tytoniowy,
zwigzanych jest z reaktywnymi formami rodniko-
wymi. Do najwazniejszych oddzialywan wolnych
rodnikéw na organizmy zywe nalezy ich destruk-
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cyjny wptyw na strukture bton komérkowych. Przy-
pisuje sie im wtasciwo$ci mutagenne wynikajace
z reakcji z kwasami nukleinowymi, lub modyfikacji
aktywnosci enzyméw odpowiedzialnych za naprawe
czgsteczki DNA.

Wolne rodniki powoduja zmiany w procesach
peroksydacji lipidow, co prowadzi do zmian histo-
patologicznych w krtani, oskrzelach i ptucach.
Poprzez inhibicje LCAT moga powodowaé chorobe
wiencows. Inaktywujg obojetna endopeptydaze co
prowadzi do wezesnych zmian histopatologicznych.
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