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man et al. : rozpoznanle odobienstw
toksycznosci tlen

odkryC|e dysmutazy

ponadtlenkowej
. Rozpoznanie relacji pomiedzy
porodukcja rodnika nadtlenkowego i aktywnoscia

antybakteryjna neutrofili
rozpoznanie relacji pomiedzy

plokalna produkcja ROS a uszkodzeniami w wyniku
niedotlenienia/reperfuzji



Wolny rodnik

redukow

na tlen | reaktywnych
posrednikéw
3 — niespecyficzne ciagte

oddzialywanie ROS/RNS o0 niezbyt duzym
natezeniu



SZASY AP OISO AU NP OUSTaWOWYCIIROS

Hydroxyl'r
Alkoxyl radi
Singlet oxygen
Peroxynitrite anion
Peroxyl radical (ROQ?)
Nitric oxide (*NO) 1-10 10
Semiguinone radical Minuty/godz £ Py
Hydrogen peroxide (H,0,) spontan. godz/dni 107-10
(przyép. obecnos¢ enzymow)
Superoxide anion (O,*) spontan. godz/dni  1012- 101!
(SOD przysp. 10°)

Hypochlorous acid (HOCI) s%%lg?r%t%dw



procesach

rolowane Komaorki
rozwinety liczne systemy obrony , enzymatyczne
i nieenzymatyczne, aby zapobiegac i naprawiac
uszkodzenia  spowodowane przez  stres
oksydacyjny
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Xanthine oxidase

Hypoxanthine + 20, — Xanthine + O, + H,0,
NADPH oxidase
NADPH + O, > NADP*+0O,"

Amine oxidases
R-CH,-NH, + H,0 + O, - R-CHO + NH; + H,0,
Myeloperoxidase
Hypohalous acid formation
H,0,+ X + H"—> HOX + H,0
pxidase reaction
Mb)-Fe3*+ ROOH — Compound | + RC
d | + NADPH — NAD* +




Reduced flavi

Leukoflavin + O, — Flavin semiquinone + O,"
Coenzyme
Q-hydroquinone + O, - Coenzyme Q (ubiquinone) + O, -
Tetrahydropterin + 2 O, — Dihydropterin + 2 O,
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c, m), GPX(c, m), CAT (C, D)
tiole,

c-cytozol, m-mitochondria, p-
peroksysomy



STaNPAtOIOEICAINVERIRI IS ESIAZAUIZONY

e
N
iy SOD,GPI CAT

ceruloplaz
transferryny, pfenole



na roznych p

* Doskonalenie doswiadczalnych i
teoretycznych metod badania charakterystyk
fizykochemicznych uczestnikow procesow
redoksowych w komorce i organizmie

* Opis dynamicznych procesow redoksowych i
charakterystyka komorki jako catosci z tego
punktu widzenia



The Antioxidant Network

-Lipoic Acid, NAD(P)

. . ’ Glutathione
Lipid Water r
P Disulfide. NAD(P)H
Cycle

Interjface Thioredoxin

, NAD(P)H+H
IHIOL

Ascorbyl \ Cycle *-Lipoic Acid
Tocopheroxyl Radical Glutathione,
Radical Thioredoxin
ROOH _ VITAMIN C
ROH VITAMIN E Cvcle
T [ ' Bioflavonoid
Cycle Ascorbate
Lipid RO" *Tocopherol : :
radical ROO' Bioflavonoid
Unsaturated fatty
'0, 0. HO
Most resctive oxygen . .
Catot i Pednind HO, | Metabolism, Strenuous Exercise
arotenoids o o, 0, Cigarette Smoke

Free radical %Y\ Ultraviolet irradiation



i strategii

zjawisk bic
poziomach bz
upigmentowa

*Melatonina ]
ady redoksowe

uktady odwracalne,
. wielostanowe regulowane
uktady redoks generujgce w systemie
kaskady proceséw redoksowych
uktady wielostanowe
regulowane zewnetrznie
kooperatywne uktady

redoksowe

regulowang terapie redoksowq



zasady organizacji systemu Zywego - jak jego elementy
sq powiqgzane w uktadzie czasoprzestrzennym, w spojng,
funkcjonujgcq i odnawiajgcq sie catosc

proba spojrzenia na w/w problematyke z punktu widzenia
mozliwosci jej wigczenia w ogdlng biofizyke systemowq



otoczenie

Elementy - oddzia
sktadniki uktadu, ktore posi
(czgstkowe lub integralne czyli atrybuty ktore
charakteryzuja elementy uktadu lub tez caty
system.

Oddziatywania - dzielimy na
oddziatywania wewnetrzne czyli pomiedzy
elementami uktadu oraz oddziatywania
systemu z jego otoczeniem.




Celu ukta

jego otoczenie,
uktadu)

caly system winien by¢ widziany jako
zagniezdzony uktad podsystemow.




Powstaje
podsystem

problematyc roiinvivo

ycia dodatkowych zatozen,
sg wbudowane w teorie
podstawowg opisujacg system nizszego rzedu

Tworzenia systemu i jego opisu

Zasadniczym celem wprowadzenia dodatkowych
zatozen (nowych koncepcji) jest redukcija
ztozonosci problemu.

Jednym ze sposobdw preferowanych w pracy oswajania ztozonosci
jest model matematyczny, porzgdkuje zdarzenia, kontroluje rozumowanie
i pozwala na przewidywania.



lana paradygmatu-Medycyna Submolekular

Pewna czesc tych konfiguracji reprezentuje
stan, ktéry mozna okreslic€ jako stan
fizjologicznie prawidtowy

Stan patologiczny komarki lub organizmu
(choroba) jest w tym ujeciu widziany jako
odstepstwo od poprzednio zdefiniowanego,
czyli jest to taki rozktad gestosci elektronowej
(zbior takich rozktadéw)



Opis molekuty w jezyku teorii MO

Podejscie MO - obraz jakosciowy

Opis w jezyku DFT.

(’ o (r)+ o
—|—] =V _—
Vo) "

Scheme 1. One-electron-transfer reduction and oxidation of R H.




Pomiary :
1.

Metody: elektr e i nierdwnowagowe

2. ldentyfikacji poduktadéw bioracych udziat w procesach

metody spektroskopowe — rezim stacjonarny lub impulsowy ( stezenia i
kinetyka)

EPR wraz z bardzo mocna technikg putapkowania spinowego

spektroskopie UV- VIS

spektroskopie luminescencyjne (czasem mozliwosci unikalne np. identyfikacji

10,.poprzez bezposredni pomiar emisji w 1270 nm.)
metody elektrochemiczne itd..

struktura procesu i interakcji wzajemnej sktadnikow
czvli powiedziec cos o zaleznosciach entropowych.




Klasyfikacja i terminologia opier
oparta jest o rodzaj wymienianej czastki.

onorowo-akceptorowym,

typy: ELEKTRONOWE DONOROWO-AKCEPTOROWE ( czyli reakcje
oksydacyjno redukcyjne,

PROTONOWE DONOROWO-AKCEPTOROWE tj. kwasowo zasadowe w
sensie Bronsteda

CZASTECZKOWO DONOROWO-AKCEPTOROWE, tzn. takie w, w ktorych
dochodzi do wymiany jonéw, atoméw, molekut- sg one np. podstawg
procesow tworzenia kompleksow.



W przyjmowany
redoksowej ) rozu
utlenienia atomow pi
Na pojeciu stopnia utleni
a nomenklatura w chemii nie
Skala elektroujemnosci pierwiastkow-
Pierwiastkom mozna przypisac liczby odpowiadajgce ich zdolnosciom przyciggania

elektronow w wigzaniu kowalencyjnym, nosi to nazwe elektroujemnosci pierwiastka

dukgji (
niajg sie stopnie

iera sie cata

Nomenklatura chemii nieorganicznej opiera sie stopnie utlenienia: liczby, ktére s3
przypisane pierwiastkowi. Stopien utlenienia atomu jest to liczba odpowiadajaca
tadunkowi elektrycznemu, jaki posiadatby atom, gdyby elektrony wystepujgce w

zwigzku zostaty przekazane atomowi w okreslony sposob.

Przez stopien utlenienia ( liczba) czyli tadunek formalny rozumie sie, liczbe tadunkéw
elektrycznych, jakie bytyby zwigzane z danym atomem, gdyby wszystkie wigzania
byty jonowe.



W réwnaniach re
procesie utlenienia
utozsamia sie reakcje
elektrondéw.

oddanych w
umownie
rzyjmowaniem

Budowa czgsteczek, natura wigzan ami, mechanizmu procesu.
Zapis reakcji jest uproszczony i podaje sie tylko stopnie utlenienia tych atomoéw, u ktérych
ulegaja one zmianie.

Substancje zwierajgce atom lub jon zdolny do pobierania lub oddawania elektronow(
ulegania redukcji, zmniejszaniu swojej liczby utlenienia) nazywamy utleniaczem,
natomiast substancje zwigzki chemiczne, ktore zwierajg atomy zdolne do oddawania
elektrondw, , do zwiekszania swojej liczby utlenienia) nazywamy reduktorem.
Utleniacz OX pobiera elektrony ( ulega redukcji), reduktor (Red) oddaje elektrony
utleniaczowi, ulega utlenieniu.



STOPIEN utle
Utlenienie ( pier ytaczeniu.

Proces taki jest zdefini
pierwiastka.

echa atomu

Wozrost stopnia utlenienia pierwiastka nazywa sie jego utlenieniem, obnizenia
stopnia utlenienia nosi nazwe redukcji.

Zwykle reakcje redoksowe prowadzg do zmian stanu oksydacyjnego atomow lub
jonow bioracych udziat w procesie. Zmiana ta wynika z utraty lub pobrania
elektrondw, utrata elektronéw przez atom produkuje stan bardziej dodatni stan
oksydacyjny, pobranie elektronow stan bardziej ujemny.



ET

D

zwiazek utleniany- ZwiazZzek redukowany-
traci elektrony Zyskuje elektrony

Ma, + Cly+—— 2 HMNaCl,,

2 Hapgy + Ogey— < Halyy




Stopnie utlenienia

Stopnie utlenienia Przyklady

-4 CHy
CHs

ZCHQ
| éH]

cl
R,C=tH

HC(OR)3




Table 4.1 A selection of biologically important reactive species, including their chemical formula, reaction center,

oxdation state(s) of reactive atoms and preferred mode(s) of formation

Reactive species

Formula (potonated ~ Reactive  Formal axidation
deprotonated| gom  shbe ok

Occurence

Snglet oxypen
Crzone

Superande radical
Dihydrogen trmdde
Hydrogen peradde
Alphatic perades
Hydreyl radical
Carbonate radical
Nitrogen monddde

Perowynitrite

Hypochlorous acid

'0, [ﬁe} 0
0 0
HO,? 05

0, 05
H,0,
H,0,

ROOH

(R = alkyl

HO® 0 1

co," 0 1

*NO N H2

ONOO NO H0), +3(N), as 6.8
10y, =1(0y trans 8.0

HOCl a0 HC),-20) 75

UV-radiation combined with endogenous photosensitizers
Air pollution, possibly formation in neutrophils
Mitochondna, NADPH oadases, dual madases,

(0, chemistry in phagocytes, formation still debatable
Mitochondria (formed from 0" in presence of 50D),
[enuenunge cells {formed trom O by various oxidases)

Lipad damage, eg. by ]Clz, lipid or DNA damage by Oy

Fenton reaction in presence of H;0, and Cu', B’

7

€O +HO* = C0* + HO
Nitric eade synthase, reduction of NO;~ via NO,
0," +*NO = ONOO

Myeloperaddase in neutrophils, monocytes, macrophages

This listis a selection and is necessarily incomplete. Mare details about these chemical species are provided in the text. Metal ions and reactive sulfur spedes {RSS) are listed

separately.




ET i mechan

| Outer Sphere Electron Transfer:
no covalent

A+ B+ — At 4+ B:
At SIB:

interaction

At+-/B:

Inner Sphere Electron Transfer:

weak, moderate,
A: + B+ -
or strong covalent

interaction

Polar Mechanism of Electron Transfer:

distonic ion
radical
intermediate

(free ion and neutral)
(solvent separated pair)

{contact pair)

{(contact pair)

(contact pair)

Scheme 30. Inner and outer sphere electron transfer mechanisms.
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¢
cu,cu, T—ﬁ Hy

Trp -tryptofan, 5-OH-Trp -5-hydroksy
@—jf“ 21 CO0H @CH : (1 CO0H tryptofan, 5-acetylo-tryptamina ( serotonina),
. TPH- hydrolaza tryptofanu(EC 4.1.1.28),

p

AAAD- dekarboksylaza aminokwaséw

5-OH- Trp
l AAAD

“0©\—/|[CH=CH=NH= NAT- N-acetylotransferaza(EC 2.3.1.5)
' ,HIOMT- transferaza hydroksyindolo-O-
Serotonina metylowa (EC 2.1.1.4)

H | CH,CH,NHCOCH,
NAT .
N «——— Serotonina

H

N-acetylo serotonina j HIOMT HIOMT

CH,CH,NHCOCH,




-:.*Hpmcﬂlcﬂlm HCOCH,
.c"/l N

COOH .
go | 0. P

HOr

CH,O CH,CH,NHCOCH,

™
H
‘OH

/

s
”

CH 0 | CH,CH,NHCOCH,
HO N

H 6-OH-MLT

6-OH-MLT, siarczan 6-OH-MLT (A) i
glukoronian 6-OH-MLT MLT. (B)



[DMPO/OH]

2
0.0

) bbbt it | ot ptcsmratil g
- ’ ! '
u
02 04 06 08 1.0

MLT.x 10°M

Fe""H,0,— 'OH+ OH~

'OH -~ DMPO E DMPID — OH Reakcja referencyjna ,k,=0.47x10%° M-1s-1

sydanta
ach stacjonarnych

Wyznaczanie statej szybkosci reakcji MLT z
rodnikiem -OH metoda ESR - putapkowania
spinowego.

A -widmo ESR adduktu DMPO-OH (kwartet 1:2:2:1, a,
=14.9 G, a,,=14.8 G) rejestrowane pod nieobecnosc¢
MLT,

-B - widmo ESR adduktu DMPO-OH, stezenia MLT =
0.7 mM.

Parametry rejestracji: Moc mikrofalowa-20 mW,
amplituda modulacji 0.33 Gs, wzmocnienie 2x104
stata czasowa0.25 s, szybkos¢ przemiatania 100 Gs/4
min.[]

‘Uktad generacyjny -system Fentona: Fe?*- H,O,,
pH=7. [DMPO]=1 mM,

Reakcja pomiar owa, k;=2.7x10M-1s-1

L -
'OH + MLT (Indole) 2 Produkty



Wartosc atywania MLT

Z 10 ylowymi.

Tabela I. Wyniki pomiarow statych szybkosci oddziatywania MLT z rodnikami
hydroksylowymi.

Sposob generacji Stala szybkosci (M- Metoda Literatura
18-1)
2.7 % 1010 ESR —pulakowanie 50a
spinowe DMPO

Kompetycja ABTS, 50c
DMPO

Radioliza impulsowa 1.2 x 1010 Kinetyka rodnik 50e
H,O melatoninowy




Wyznaczanie catka scencji 10, przez

melatonine z uzyciem c encji, 10, A, =1270 nm

=
=
=
=
=
—
o=
&
=

25 350
DHugosc fali {nm)



Tabela 2. State szybk

Rodnik Sposob
generacji

sylowymi

Radioliza Pomiar

impulsowa CCI,00

tert-BuO: Fotoliza Rodnik MLT
laserowa

tert-CumO: Fotoliza 6.7 x 107 Rodnik MLT
laserowa
Rodnik Sposob Stala Metoda Literatura
generacji szybkosci (M-
Tabela 3. State 1s°1)
szybkosci reakcji ONOOH:- Radioliza 159 Rodnik MLT-  52a
MLT z RNS impulsowa

Fotoliza 7.5% 10° Rodnik MLT  50d
laserowa

Radioliza 3.7 %108 Rodnik MLT  50d
impulsowa




podobnych -(0.840
V), L-tryptofan (0.730 V), tryptamina
(0.810 V). Serotonina (0.364 V) oraz
5,6 dwuhydroksytryptamina (0.225
V), maja znaczaco nizsze potencjaty
piku w Zachowanie elektrochemiczne
MLT jest podobne do innych indoli



Tabela 5.
systemu redok

cje enzymow

Reagent Wplyw MLT Literatura

Peroksydaz Zwigksza

a glutationu aktywnos¢

GPx

Reduktaza Zwieksza [58]
glutationu  aktywnos$¢

(GRd)

Dehydrogen Zwigksza

aza aktywnos¢
glukozo-6-

fosfatu

(G6PD)

Syntaza NO Hamowanie

(NOS) aktywnosSci
Dysmutaza Stymuluje
ponadtlenko mMRNA

wa (SOD)

Katalaza Aktywuje




Rodzaj komoérek
lub gatunek
zwierzgcia
Limfocyty krwi
ludzkiej

Limfocyty Kkrwi
ludzkiej

Komorki HelLa
S3

Myszy CD2-F1

Myszy Swiss

ND4

Rodzaj i
promieniowania

dawka Ila

podania
napromieniowaniem

0.5,1.0, 2.0 mM,
preinkubacja 20 min

0.5,1.0, 2.0 mM,
preinkubacja 20 min

001 mM, 30 min

preinkubacji

250 mg/kg wagi ciala;1
godz.

1.01 mM/kg wagi ciala;

Metoda oceny efektu
radioochronnego
MLT

Aberacje
chromosomow,
redukcja zalezna od
ilo$ci MLT,
odpowiednio 0
31,48,62 %

Czestos¢ formowania
mikrojader, obnizenie
zalezne od ilosci MLT,
odpowiednio 0
36,50,64 %

Wiazanie do DNA NF-
kB, obnizenie 0 30%
ekspresji

Procent zwierzat
ktory przezyl 30 po
napromieniowaniu: -
MLT- 45 %, + MLT -
85%

Procent zwierzat
ktory przezyl 30 po
napromieniowaniu: -
MLT- 0 %, + MLT -
43%

Literatura

[78]




CH Jo]g\—l[ CH,CH,NHCOCH,
HO N

H 6-OH-MLT

I ROS
H
CHJO-Q:?Q ROS CH;D-@CH;CI—QNHCOCI—L
N
N
H #-CHJ H

C3-OH-MLT o l MLT

e
l:rH3 CH,CH,NHCOCH,
N
H

MLT-Kationorodnik

CH,CH,NHCOCH, - )
OH  cno CH,CH,NHCOCH,
N o — R

2-OH-MLT

MLT-Rodnik neutralny

Produkty utleniania MLT.
ROS: - reaktywne formy tlenu,
AMK - N-acetyl-5-metoksykynuramina,
AFMK - Nt-acetyl-N?-formyl-5-metoksykynuramina
C3-OH-MLT- cykliczna 3-OH-MLT.
6-OH-MLT,
2-OH-MLT




A iska.

Metoda EPR w badaniach re

TEMPO: R=H
TEMPOL: R=OH

Struktury typowych wolnych rodnikéw nitroksylowych (NFR).

(A) piperydyny, (B) pyroliny, (C) pyrolidyny, (D) oksazolidyny.

R, R;, R, oznaczaja podstawniki.

TEMPO- 2,2,6,6-tetrametylopiperydno-1-oksyl, TEMPOL- 4-

hydroksy- 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl

Podstawowe reakcje redoksowe wolnych
rodnikéw nitroksylowych (NFR). Rodnik (Il)
jest utleniany do kationu oksoamoniowego (I)
lub redukowany do hydroksylaminy (lll).
Dysproporcjonacja NFR na hydroksylamineii
jon oksoamoniowy takze powoduje utrate
paramagnetyzmu przez NFR




Nltroksyd Potencjat
redoksowy

(mV/vrs.
NHE)

Tempol
Tempamina
Tempon

Wartosci potencjatéw

Kinet tencjat Kk
redoksowych NFR. iInetyczny potencjat redoksowy



EPR (ESR) \ Zotropowym

reguty wyboru — Am¢=%1, Am,= 0 dla wszystkich i)

wartosci energii przejsc




~——

S=¥;1=1

Triplet

2745
o - BN im, ' y
5 A R
A '_<—==1 s
, ' V==

~\

I 3
A WA

Selection Rule
AMs=+1; AM=0



DMPO + R* — DMPO/R"

Rys. Struktura DMPO i
adduktu DMPO/R:.
Podstawg identyfikacji
widma ESR jest symulacja
w oparciu o dobrze
okresSlone stale

oddzialywania
I 0, znajomosd
DMPO/-OH chemii Srodowiska i
DMPO/-OOH zachowania adduktu.

DMPO/H™ (eaq) 22.4 (2 H)

Wartosci statych oddziatywania
nadsubtelnego dla typowych adduktow
DMPO/R..



Przyktad

ch |: 1~IJH3+
H,C” N CH,CH

o Co0"

20 Gauss

—

Widmo ESR adduktu
DMPO/cysteina;;[DMPO]= 50 mM.






0,C-Asp 225

Violekularna struktura LPO (EC1.11.1.7). LPO
zawiera pojedynczy tancuch polipetydowy
(595 reszt aminokwasowych) , ktéry nadaje
enzymowi owalny ksztatt. Struktura zawiera
20 alfa helis o zréznicowanej dtugosci i
specyficzng dla LPO helise, H(2a), oraz dwa
krotkie antyréwnolegte beta-strands. [6]. W
stabilizacji LPO bierze takze udziat jon Ca

Hem b -grupa prostetyczna LPO. Hem
zwigzany jest z czescig biatkowa enzymu
wigzaniami estrowymi pomiedzy grupa
metylowg a aminokwasami Glu375 i Asp 225 .
Typ wiazania jest wspdlny dla MPO, LPO



() LP
— LP(

(1) LPOI [O=Fe . jednoelektronowo
— [O:Fe(IV)- nik subsst?;tllj Ogl e

(111) LPOII [O=Fe(IV)-R] + S Rys 3.C. LPOII jest redukowany
. substratem S, odtwarza si¢ LPO i powstaje
( Rys. 3D.CyKl kinetyczny LPO, gdy
substratem jest NO, . Powstaje reaktywny
rodnik-NO.,,.



Uktad wielos

= 412 nm 3 = 430 nm

‘ Hy0,

T

Lro ——s1rol———sLPOI0l — LPOIIl

K\v’/

3 = 416-420 nm

Ccisledzic¢ ich

Cykl reakcyjny Per z donorem
elektronow H,A. Pokazano
formy enzymu ( zwiazki) ich
geometri¢ ora z stany spinowe
Fe. Fe tworzy wiazanie z N-HIis.
W obecnosci nadmiaru H, 0O,
powstaje tez bezposrednio tzw. .
kompleks 111 (LPOIII), w
ktorym Fe ma spin S=2.
Zaznaczono maksima absorpcji
poszczegolnych form LPO



412 nm 416-420 nm

430 nm 424 nm

l H,0, H,0 \ H,0, l 1
LPO -L-Z»LPOI [FelV=0; +] - SL>LP01[ -[FelV=0] + 0;~ ---»LPO]]IZ

v Ne——,

0, H,0 LPOII [FelV=0] + O
1 Hy0p 2

LPOI-[FeI‘E{a:‘]/
6

Rys3E.Pelny cykl katalityczny Per. Uwzgledniajacy katalazowa
aktywnos¢ LPO.

Z.aznaczono maksima absorpcji poszczegolnych zwigzkow LPO
oraz mozliwe przejscia pomig¢dzy nimi.

1.Generacja LPOI;

2.Konwersja LPOI-->LPOII3.
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Reakcja LPOIl z melaning. Do natywnego LPO
(2,16 uM) dodano H,0,(23 puM) i powstato
LPOII, widmo absorpcji ulegto przesunieciu,
dodanie kolejnych porcji DOPA-Mel (DM)
spowodowato wzrost poziomu absorpciji.
LPOII po okoto 10 powraca do formy natywnej
i cykl sie zamyka. Podobne eksperymenty
wykonano z LPOIIl; LPOI, jest forma
krotkozyciowg i wymaga w badaniu metod
relaksacyjnych

Cykl reakcyjny Per z donorem elektronéw H,A.
Pokazano formy enzymu (zwiazki) ich
geometrie oraz stany spinowe Fe. Fe tworzy
wigzanie z N-His



LPO/H,0,/NaNO,/NADH/DMPO
A Kompletny system
B Symulacja (4) //
H3C: H
Symulacja DMPO/'O,H HsC TTI OOH

C

H3Cj | H
Svimulacja DMPO/OH

chITJOH
D N ——

D.

SR-ST

Widmo kompletnego
systemu,

B. Symulacja (A) z uzyciem
nastepujacych parametrow
HFS (w Gs), DMPO/°O,H -
14.2 (N), 11.3 (H), 1.2 (H);
DMPO/°OH 14.9 (N), 14.9
(H);

Symulacja indywidualna
DMPO/*O,H,

Symulacja DMPO/°OH
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H,0,,t Katalaza

LPOH;0,/NaNO, NADH/DMP( pud N,

20 Gauss \

mpletny system byt
modyfikowany

poprzez dodawanie i
odejmowanie réznych
sktadnikow:

F. A+[SOD]= 100 pg/mL;

G. A-NADH, obserwowany jest
staby addukt DMPOX (a, 5 7.3
Gs, a,y=5 4.1 Gs(2H));

H. A- (NADH + NaNO,);

l. A- H,0,; sygnat jak (A) tylko
staby

J. | + [Cat]=200 pg/Mi;

K.A+ N,;

L. A-LPO.




NAD®

(2) NAD® +

czestniczacych
ach reagentow.
02/NO2)1040 mV;
E,/(NAD/NADH)= 282 mV;
E,(NAD*/NAD*) = - 930 mV;
. + 0 ’
(3) O,"+ DMPO + H* — E, (0,/0,) = -330 mV,

DMPO/ 'OZH zatem s3 mozliwe reakcje od
(1) do(3)
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Widma EPR DOPA-melaniny DM (1.1 mg/ml).
pH=7.4(0.05M), odtleniony.. A. sama DM; B.
DM+ LPO(0.57uM) +H,0,(5 mM), wzrost
amplitudy sygnatu EPR 30%; C. petny system
LPO/H,0, + NaNO,(20 mM).Parametry
rejestracji sygnatu: moc mikrofalowa 10 mWw,
amplituda modulacji 1.65 Gs, wzmocnienie
1.25 x10%, stata czasowa 0.245 s, przemiatanie
4min/100 Gs. LPO byta dodawana jako
ostatnia. Sygnat EPR melaniny nie zmienia sie
pod wptywem dodania tylko H,0,, takze
NaNO,



Amplituda EFE (a.u.)
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e DM przez
PO/H,0O,/NaNO,,.
H=7.4[NaNO,]= 20 mM
[H,0,] =6 mM, [DM] = 0.55
mg/mL [NaNO,]20=
mM,[LPO] - zmienne ,
Sygnaty EPR mierzono po
uptywie 3 min. po dodania
LPO. Wzrost amplitudy
sygnalu EPR do11x

B. Utlenianie DM przez
system LPO/H,O,/NaNQO.,,.
pH=7.4;[NaNO,]= 20 mM, [DM]
= 1.1 mg/mL, [NaNO,]20=
mM,[LPO] = 0.07 uM M, [H,O,]
= zmienne. Sygnaty EPR
mierzono po uptywie 3 min.
po dodaniu LPO.

Wzrost amplitudy sygnatu
EPR do7x
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NO2/D-Mel

enianie DM przez system
LPO/H,0,/NaNO,. pH=7.4, [DM] = 1.1
mg/mL,[LPO] = 0.38 uM, [H,0,] =6
mM;[NaNO,]= zmienne. Sygnaty EPR
mierzono po uptywie 2 min. po dodaniu
LPO. Dla niskich stezen NaNO,, do 5 mM,
amplituda EPR DM zalezy liniowo do
stezenia azotynu. Wzrost amplitudy
sygnatu EPR do7x

Rys.7I1.D. Utlenianie DM przez system
LPO/H,0,/NaNO,. pH=7.4, ;[NaNO,]= 20
mM,[LPO] = 0.57 uM, [H,0,] = 6.3 mM,
[DM] - zmienne. Obserwuije sie liniowy
wzrost amplitudy sygnatu EPR melaniny
ze wzrostem jej koncentracji, co pokazuje
ze ilos¢ generowanych rodnikdow jest
proporcjonalna do liczby centrow reakgji.



Mechanizm generacji rodnikow melaninowych przez system
LPO/H,0,/NaNO, z uwzglednieniem reakgji
dysproporcjonacji. DHI- 5,6 dwuhydroksyindol, DHICA- kwas
5,6 dwuhydroksy, 2- karboksylowy

LPOH2O2 ., ( X
Hh"-bﬂi]#

'L!H

2 DHI(CA) + 2H" = DHI(CA) + DHI(CA)
2Q" +2H" = Q+ QH,
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Warunki
poczatkow
e

[ArH] =
9.9999975
09e-05M
[Per3+] =
1.4000003
16e-06 M
Pozostate
stezenia
rowne byty
zero

NADH
NAD* + H,C

H202 + Per3+ B

col + ArH -> co
Ar’

coll + ArH -> Per3*
+ Ar’

NAD’ + O, -> NAD*
+0,

O, + Per®* -> colll
2* 0, -> H,0, + O,
colll + NAD’ -> col
+ NAD”
2*NAD’ -> NAD,
Perd* + NAD’ ->
Per?* + NAD*

Per?* + O, -> colll
-> NADH

= O, (probka)

Ar’ + NADH -> ArH
+ NAD’

1,6x10° 4
1,4x10° o
1,2x10° 4
1,0x10° o

8,0x10”7 o

stezenie Per®

6,0x10"

4,0x107

2,0x107 4

5,2

2,0-106 1/Ms

1,7-10° 1/Ms
2,0-10% 1/Ms

4,0-10° 1/Ms
6,0-10% 1/Ms
1,8-10% 1/Ms

1,0-10¢ 1/Ms
7,2:108 1/s
7,2:108 1/s

7-108 1/Ms
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