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Influence of high doses of vitamin C and ozone on the course of oxidative stress in rats
Summary

The aim of the study was to determine whether high doses of Vitamin C may alleviate the effects of oxidative
stress caused by ozone, or whether they actually intensify its course and demonstrate pro-oxidative activity.
The experiment was conducted on adult male rats divided into 6 groups: Group I — control animals; Group I1
and III — animals which were simultaneously ozonated and administered intramuscular injections of Vit C in
doses of 20 and 40 mg/rat respectively; Group IV and V — non-ozonated animals, which were administered the
above doses of Vit C every fifth day for a period of 35 days; Group VI — rats ozonated without Vit C.

The results of the study indicated that the highest level of indexes defining the intensity of oxidative stress
occurred both in animals which were ozonated and given high doses of Vit C as well as in non-ozonated animals
which were given high doses the vitamin. AST activity and glucose levels were also highest in the above groups
and displayed a similar pattern. It may thus be assumed that high doses of Vit C do not prevent organisms from
ozone-induced oxidative stress, and may even increase its intensity.
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Jednym z bardziej toksycznych sktadnikéw zanie-
czyszczen powietrza jest ozon. Gaz ten jest gldwnym
elementem smogu fotochemicznego i charakteryzuje
siq wysoka reaktywnoscia chemicznq Jego bezposred-
nie oddzialywanie na organizm zachodzi poprzez uktad
oddechowy. Szkodliwy wplyw tego gazu na inne niz
ptuca tkanki i narzady wiaze si¢ z uruchomieniem kas-
kady reakcji, w wyniku ktorych powstaja wolne rod-
niki tlenowe (ROS), cechujace si¢ obecnos$cia nlespa-
rowanego elektronu. Reagujac z molekutami biologicz-
nymi, generuja one powstawanie kolejnych wolnych
rodnikéw, co prowadzi do zaburzen struktury i funk-
cji tych czasteczek. Zjawisko to dotyczy wszystkich
glownych szlakéw metabolicznych, przede wszystkim
lipidow, biatek i weglowodanow (12, 18).

Jednym z wazniejszych markerow stresu oksydacyj-
nego jest koncowy produkt peroksydacji lipidow — dial-
dehyd malonowy (MDA). Zwiazek ten uszkadza poli-
peptydy, moduluje zjawisko cross-linking w biatkach,
dziata mutagennie i karcynogennie (5).

Organizmy zywe wyksztalcity szereg mechanizmow
obronnych, przerywajacych reakcje wolnorodnikowe
i chroniacych je przed stresem oksydacyjnym. Jednym
z powszechnie wystgpujacych i1 stosowanych anty-
oksydantéow jest witamina C (kwas askorbinowy)
redukujaca reaktywne formy tlenowe, a jednoczesnie
aktywnie uczestniczaca w szeregu przemian metabo-
licznych (1, 7).

Celem badan bylo okreslenie, czy wysokie dawki
witaminy C tagodza skutki stresu oksydacyjnego wy-
woltywanego przez ozon oraz czy wywieraja wptyw
na jego przebieg.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 36 dorostych szczurach sam-
cach rasy Wistar Hannower, o §redniej masie ciata 420
+ 10 g i wieku 12 miesigcy. Wszystkie zwierzeta zostaty
losowo podzielone na 6 grup, oznaczonych nastgpujacymi
skrotami (w kazdej n = 6): 1 (K) — zwierzgta kontrolne;
IT (20C + Oz) i Il (40C + Oz) — zwierzeta ozonowane
1 otrzymujace domig$niowe iniekcje witaminy C (Vitami-
num C, Pliva Krakow) w dawkach odpowiednio 20140 mg/
/szczura oraz IV (20C) 1 V (40C) — zwierzgta nieozonowa-
ne, otrzymujace ww. dawki witaminy C co 5 dni przez okres
35 dni; VI (Oz) — szczury ozonowane bez iniekcji witamin.
Szczury z grupy Il 11111 VI eksponowano na 0,5 + 0,2 ppm
ozonu przez okres 35 dni po 5 h dziennie.

Ozon wytwarzano ze spr¢zonego powietrza w ozonato-
rze typu IMPOZ-4 (Instytut Mechaniki Precyzyjnej, War-
szawa) 1 dostarczano go do uszczelnionego chemicznie
neutralna folig polietylenowa pomieszczenia, gdzie ulegat
samorzutnemu przemieszaniu zZ obecnym tam powietrzem.
Stezenie ozonu w komorze ekspozycyjnej kontrolowano
metoda jodometryczna (14). Podczas ozonowania zwierzeta
miaty swobodny dostep do wody, natomiast pasza, ze wzgle-
du na utleniajacy wptyw ozonu, byta odstawiana. Poza pig-
cioma godzinami ekspozycji wszystkie szczury przebywa-
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ty w identycznych warunkach
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Tab. 1. Poziom wybranych wskaznikéw stresu oksydacyjnego u szczuréw (x = SEM)

uwzgledniajacych sktad powietrza,

temperature i Sposéb ZyWienia. Po Wskaznik/ GPx MDA osocze MDA jadra MDA nerki MDA watroba
. - . . [Grupa (un (HMA) (rMA) (M) (nM/)
zakonczeniu do$wiadczenia od

wszystkich SzZCzZurow, quqcych K 2192 + 50,2 6,50 = 0,13 2,20 £ 0,02 3,20 + 0,22 3,60 + 0,12
w narkozie halotanowej (Narcotan, |20C + 0z 2315+ 29,4 7,05%+ 0,22 2,10 £ 0,06 5,10** + 0,28 3,50 0,20
Leciva Czechy), pobrano maksy- |49c, 0, | 2430** 653 | 810%* 20,20 | 2,40%+0,02 | 500°* %022 | 4,00=0,08
malna ilo$¢ krwi metoda punkcji

serca. Bezpos'rednio po skrwawie- 20C 2095 + 85,5 6,65 = 0,08 2,20 + 0,02 4,35** £ 0,22 4,10 = 0,13
niu zwierzgeia wycigto fragment |40C 2450** + 29,8 | 6,60+ 0,44 3,40** 0,11 | 4,55** +0,11 3,80 £0,18
watroby, nerki oraz gonady w celu g, 2433* £53,9 | 6,90*:002 | 3,00** 2015 | 435**:022 | 4,20%0,42

oznaczenia w nich koncentracji
dialdehydu malonowego (MDA)
(16). MDA oznaczano w 20% ho-
mogenacie z ww. tkanek, sporzadzonym na bazie ptynu
fizjologicznego. W petnej krwi, zaraz po jej pobraniu, ozna-
czono aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GPx) (10),
za$ w osoczu krwi okreslono koncentracjg dialdehydu ma-
lonowego (16) i glukozy (zestaw diagnostyczny Biochem-
test, Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice) oraz aktyw-
no$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT) i asparaginia-
nowej (AST) (zestawy diagnostyczne Pointe Scientific,
Pointe Scientific Polska sp. z 0.0., Warszawa).

Statystyczne opracowanie wynikéw obejmowato wyli-
czenie $rednich arytmetycznych, bledu standardowego $red-
niej 1 istotnosci roznic w stosunku do grupy kontrolne;j.

Badania na zwierzgtach wykonano zgodnie z wytyczny-
mi ustawy o ochronie zwierzat i zaleceniami Lokalnej Ko-
misji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach przy UWM
w Olsztynie (Opinia nr 26/N, wyd. 29.04.2005).

Wyniki i omowienie

U wszystkich ozonowanych szczuréw zaobserwo-
wano wzrost aktywnos$ci peroksydazy glutationowej
oraz podwyzszong koncentracj¢ dialdehydu malono-
wego, zarowno w tkankach, jak i we krwi (tab. 1).
Najwyzsza aktywnos¢ GPx miala miejsce u zwierzat
ozonowanych oraz w grupach otrzymujacych najwyz-
sze dawki witaminy C. Podobnie ksztattowata si¢ kon-
centracja MDA w osoczu, osiagajac najwyzsze war-
tosci u szczuréw ozonowanych i otrzymujacych iniek-
cje kwasu askorbinowego (AA). Wzrost poziomu obu
tych wskaznikéw we krwi nastgpuje zwykle rowno-
legle — wzrostowi aktywno$ci GPx towarzyszy wzrost
poziomu MDA (13). Wiaze sig to, z jednej strony, ze
zwigkszonym zuzyciem antyoksydantow i zredukowa-
nego glutationu, z drugiej za$, z nasileniem procesu
peroksydacji lipidow (1). W tkankach najwyzszy po-
ziom dialdehydu malonowego zaobserwowano w ner-
kach, gdzie wzrdst on statystycznie istotnie (s.i. ) we
wszystkich grupach do§wiadczalnych, w przeciwien-
stwie do watroby, gdzie zanotowano tylko niewielkie,
nieistotne jego wahania. Z kolei w jadrach najwstzq
koncentracj¢ MDA zanotowano u zwierzat ozonowa-
nych oraz otrzymujacych najwyzsze dawki witaminy C.

Zaro6wno watroba, jak 1 nerki, bedac magazynami
glikogenu, odgrywaja kluczowa rolg zarowno w syn-
tezie, jak 1 metabolizmie askorbinianéw. Istnieje wy-
razna wspoélzaleznos¢ migdzy ich podaza a synteza

Objasnienia: * —p < 0,05, ** —p < 0,01 w poréwnaniu do grupy kontrolnej

i katabolizmem. Przy wzro$cie stezenia askorbinianéw
(zaro6wno endo-, jak i egzogennych) spada aktywnos$¢
oksydazy L-gulonolaktonu, a wigc 1 ich wytwarzanie,
gléwnie w watrobie (1). Ponadto pobieranie witaminy
C przez rozne tkanki nie jest jednakowe. Najwigksze
jej ilosci wychwytywane sa przez narzady o wysokiej
aktywnos$ci metabolicznej. W zwiazku z tym anty- badz
prooksydacyjne dziatanie kwasu askorbinowego bg-
dzie zr6znicowane w poszczegolnych tkankach. Z ko-
lei gldwna droga eliminacji AA i jego metabolitow,
jak rowniez wysoce toksycznego MDA sa nerki (1, 3),
stad ich narazenie na stres oksydacyjny jest stosunko-
wo wysokie.

W dostgpne;j literaturze istnieja zroznicowane dane
dotyczace zardwno anty-, jak i prooksydacyjnego dzia-
tania r6znych dawek witaminy C. W duzych dawkach,
w obecno$ci metali aktywnych w reakcjach redox,
moze ona dziata¢ jako prooksydant, przyczyniajac si¢
do formowania rodnikéw hydroksylowych, jednej
z najbardziej aktywnych form ROS. Zachodzi to po-
przez reakcje Fentona, gdzie jony metali przejsciowych
sa systematycznie redukowane przez askorbiniany. Pro-
wadzi to do nasilenia proceséw utleniania lipidow,
biatek czy DNA. W uktadach biologicznych zelazo
rzadko wystgpuje w stanie wolnym, lecz przewaznie
w polaczeniu z biatkami, co nie dopuszcza do katali-
zowania procesow peroksydacji. Zaréwno egzogenne
metale przejsciowe, jak 1 askorbiniany zwigkszaja
uwalnianie zelaza z biatek wiazacych, co nasila te pro-
cesy (reakcja Fentona) (2, 9). Istniejace w literaturze
rozbieznos$ci dotyczace ochronnego dzialania witami-
ny C na lipidy, biatka i DNA moga wynikaé z rdznej
zdolnosci makromolekul do wiazania jonow metali
i natezenia reakcji redox zachodzacych z udziatem tych
jonow (2, 9). Nie we wszystkich wigc narzadach taka
sama dawka witaminy bgdzie wywierata identyczne
dziatanie. Wedlug Suresh i wsp., w watrobie tylko wy-
sokie dawki zapobiegaja szkodliwym skutkom stresu
oksydacyjnego (15). Z kolei wcze$niejsze badania
wlasne wykazaty, ze duze dawki kwasu askorbinowe-
go prowadza w Jqdrach do uszkodzen nabtonka plem-
nikotworczego i przedwczesnej spermiacji, nawet
w grupach zwierzat nie eksponowanych na ozon (6).

Wykazano, ze witamina C w dawkozalezny sposdb
stymuluje syntezg tlenku azotu (NO). W duzych ste-
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Tab. 2. Poziom wybranych wskaZnikow biochemicznych
w osoczu krwi szczurow (x =+ SEM)

Wskaznik/ Glukoza ALT AST
[Grupa (mg/dl) un (un)
K 55,7 + 2,17 33,60 + 2,82 102,5 + 4,46
20C + 0z 74,22** + 4,69 25,60 = 2,32 167,15* + 20,50
40C + 0z 81,40** + 6,60 42,80* 2,12 144,0* £ 14,00
20C 66,35 + 6,57 36,80 + 2,82 111,7 £ 19,90
40C 66,72 + 1,27 36,50 + 2,32 118,7 £ 11,90
0z 79,30** = 7,07 41,07 = 4,86 137,5* £ 11,70

Objasnienia: jak w tab. 1.

zeniach dziata on prooksydacyijnie, gdyz pod wptywem
aktywnych form tlenu tworza si¢ nadazotyny, ktore
same inicjuja procesy peroksydacji. Ponadto NO,
podobnie jak kwas askorbinowy, hamuje aktywnos$¢
niektorych enzymow antyoksydacyjnych (8, 17). Zja-
wiska tego nie obserwowano przy tacznym podawa-
niu askorbinianow 1 witaminy E (4). Wcze$niejsze ba-
dania wlasne wykazaty, ze w nizszych dawkach AA
wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, najskuteczniej-
sze przy podawaniu tacznym wtasnie z witamina E (6).

We wszystkich doswiadczalnych grupach zwierzat
zaobserwowano wzrost poziomu glukozy, najsilniej-
szy u szczurow ozonowanych oraz ozonowanych pod
ostona witaminy C (tab. 2). Podobnie ksztattowala si¢
aktywnos$¢ aminotransferazy asparaginianowej. Z ko-
lei aminotransferaza alaninowa wykazywatla najwyz-
sza aktywno$¢ u zwierzat ozonowanych 1 otrzymuja-
cych najwyzsze dawki kwasu askorbinowego.

Glukoza jest podstawowym substratem w syntezie
kwasu askorbinowego, jednakze przy tak wysokiej
podazy zewnetrznej AA proces ten ulega zahamowa-
niu. Wzrost jej poziomu moze w niespecyficzny spo-
sob wskazywacé na istniejacy w organizmie stan stre-
su, przebiegajacy z uruchomieniem uktadu wspotczul-
no-rdzeniowo-nadnerczowego, a nastepnie podwzgo-
rzowo-przysadkowo-korowo-nadnerczowego. Ponadto
sama witamina C uczestniczy w syntezie katechola-
min 1 steroidow nadnerczowych, posrednio wpltywa-
jac na koncentracje glukozy we krwi. Wykazano row-
niez, ze w stanie stresu oksydacyjnego dochodzi do
uposledzenia funkcji biatka wiazacego insuling, ktore
jest waznym elementem transportera glukozy do wng-
trza komorki (11).

Podobnie nieswoistym, chociaz bardzo czutym
wskaznikiem zmian patologicznych zachodzacych
w tkankach jest aktywno$¢ aminotransferaz. Stosunek
poziomow AST i ALT moze wskazywac na uszkodze-
nie innych niz watroba tkanek, takich jak: migsien ser-
cowy, nerki czy ptuca. Wiadomym jest, ze MDA sam
bedac produktem patologicznego metabolizmu lipi-
dow, przeksztatca strukture wielu biomolekut, m.in.
nasilajac procesy miazdzycowe i uszkadzajac migsien
sercowy (3).
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Na podstawie uzyskanych wynikow mozna przy-
puszczac, iz wysokie dawki witaminy C nie tylko nie
zapobiegaja wystapieniu stresu oksydacyjnego indu-
kowanego przez ozon, ale wrgez zwigkszaja jego na-
tezenie.
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