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2.  Wstep

Kardiotoksyczne dzialanie lekéw przeciwnowotworowych, w szczegdlnosci
antybiotykéw antracyklinowych, jest przyczyna powaznych uszkodzen migs$nia serca, ktére
w skrajnych przypadkach prowadza nawet do §mierci pacjenta.

Proba wyjasnienia patomechanizmu kardiotoksycznos$ci doksorubicyny (DOX) trwa
od poczatku stosowania leku w terapii przeciwnowotworowej, czyli od lat 70 tych. Mimo
dtugoletnich obserwacji i badan nad lekiem, nie udalo si¢ jednoznacznie okresli¢
patomechanizmu selektywnej toksycznosci w stosunku do migsnia serca. Problem ten jest o
tyle wazny, iz mimo pewnych skutkéw ubocznych dziatania leku, jest on nadal stosowany
klinicznie ze wzgledu na duza skuteczno$¢ w terapii przeciwnowotworowe;j.

Wybér potencjalnego leku cytoprotekcyjnego jest $cisle zwiazany z okresleniem
patomechanizmu dziatania DOX nie tylko na komérki nowotworowe ale i kardiomiocyty.

Doksorubicyna moze powodowa¢ uszkodzenie mig$nia serca, ktére manifestuje si¢
zmianami elektrokardiograficznymi 1 hemodynamicznymi obserwowanymi w badaniach
echokardiograficznych.

W literaturze opisanych zostato wiele hipotez ttumaczacych kardiotoksyczny wptyw
DOX, ale zadna z nich nie wyjasnia dostatecznie wielokierunkowych zmian
biochemicznych' i morfologicznych? zachodzacych w sercu.

Wigkszos¢ danych doswiadczalnych, jak rowniez klinicznych, wskazuje na udziat
wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu w patomechanizmie kardiotoksycznos$ci
doksorubicyny. Skutkiem ich dziatania sa zmiany na poziomie lipidéw blonowych, mniej
uwagi przywiazuje si¢ natomiast do zmian zachodzacych w biatkach btonowych.

Wolne rodniki i reaktywne formy tlenu (RFT) dziataja na biatka i lipidy btonowe w
procesach odpowiednio: oksydacji biatek i peroksydacji lipidéw. Intensywno$¢ tych
procesow mozemy ocenia¢ na podstawie st¢zenia koncowych produktéw przemian
oksydacyjnych biatek i peroksydacyjnych lipidéow: tj. grup karbonylowych oksydacyjnie
zmienionych biatek (grup CO) oraz dialdehydu malonowego (MDA) i 4-hydroksy-2-
nonenalu (4-HNE), koncowych produktéw peroksydacji lipidow.



2.1. Doksorubicyna - charakterystyka leku

Doksorubicyna (DOX) to migdzynarodowa nazwa leku cytostatycznego,
wyizolowanego po raz pierwszy z kultury bakterii Streptomyces peucetius var. caesius przez
Arcamone a zarejestrowanego jako lek w 1971 roku®. W literaturze funkcjonuje réwniez
pod handlowa nazwa: adriamycyna.

Jest to zwiazek chemiczny z grupy antybiotykéw antracyklinowych zbudowany z
naftacenochinonu (tetrahydrotetracenu) potaczonego przy 7 atomie wegla pierscienia D
wiazaniem glikozydowym z aminocukrem, daunozaming (Rycina 1). Wiazanie glikozydowe
stosunkowo tatwo ulega hydrolizie w warunkach in vivo oraz in vitro. W zaleznosci od
podstawnikéw R1, R2, R3, R4 w grupie antybiotykéw antracyklinowych wyrézniamy
szereg podobnych pochodnych zwiazkéw ale o réznym spektrum aktywnosci, wsréd
ktérych DOX wykazuje najwyzsza aktywno$é przeciwnowotworowa'. W czasteczce
doksorubicyny wystepuja odpowiednio podstawniki R1-OCHj3, R2-COCH,0OH, R3-OH i
R4-H a nazwa chemiczna leku to: chlorowodorek 10-[(3-amino-2,3,6-trideoksy-a-L-
liksoheksopiranozylo)-oksy]-7,8,9,10-tetrahydro-6,8,11-trihydroksy-8-(hydroksyacetylo)-1
metoksy-5,12-naftacenodionu, (Cy7;H29NO;;¢HCI), masa molowa 580.

HCI
CH,
R3
NH,

Nazwa R1 R2 R3 R4
doksorubicyna OCHs; COCH-OH OH H
daunorubicyna OCHs; COCHs; OH H
epirubicyna OCH; COCH,0OH H OH
idarubicyna H COCHgs; H OH
karminomycyna OH COCHjs OH H

Rycina 1. Struktury chemiczne wybranych antybiotykéw antracyklinowych.



Wszystkie przedstawione powyzej zwiazki maja w strukturze czasteczki
ugrupowanie chinonowe, z obecnosci ktérego wynikaja wlasnosci utleniajaco-redukujace.

W wyniku przytaczenia jednego elektronu do czasteczki doksorubicyny (reakcja
niecalkowitej redukcji DOX) powstaje rodnik semichinonowy doksorubicyny (DOX®)
(Rycina 2), ktéry reagujac z tlenem czasteczkowym ulega utlenieniu do wyjsciowej formy
chinonowej doksorubicyny. Z kolei tlen czasteczkowy przyjmujac niesparowany elektron
przechodzi w anionorodnik ponadtlenkowy, O,°", a dalej w H,0,, w reakcji katalizowane;j
przez dysmutaze ponadtlenkowa (SOD) badz w wyniku spontanicznej reakcji dysmutacji .
H,0, moze by¢ zrédtem rodnika hydroksylowego (*OH), ktéry jest najbardziej reaktywny
sposréd wolnych rodnikéw tlenowych. DOX moze dziata¢ jak akceptor elektronéw, sama
ulegajac przy tym jednoelektronowej redukcji, w reakcji katalizowanej przez:
mitochondrialna dehydrogenaze NADH—zaleZnafi reduktazg NADPH-cytochrom P450’

oraz endotelialng izoformg syntazy tlenku azotu®? .

NADH 0, —H,0;~ "OH

NADPH 0

NADP

NAD

Rycina 2. Reakcja jednoelektronowej redukcji doksorubicyny.

Miejsce cyklu redox DOX w mitochondriach zlokalizowane jest w kompleksie I
fancucha transportu elektronéw 10. 11,
Catkowita redukcja chinonu do hydrochinonu jest reakcja odwracalna, przebiega

dwuetapowo i wymaga przytaczenia 2 elektronéw.



Zastosowanie doksorubicyny

DOX stosowana jest w terapii przeciwnowotworowej od roku 1971°, zaréwno u
dorostych'? jak i dzieci'> '*. Obecnie stosowana jest w terapii takich nowotworéw jak: ostra
biataczka limfoblastyczna i mieloblastyczna, chtoniaki ziarnicze i nieziarnicze, szpiczak
mnogi, guz Wilmsa, nerwiak zarodkowy wspétczulny, rak sutka, jajnika, pegcherza
moczowego, gruczotu krokowego, jadra, tarczycy, zotadka, watroby, drobnokomérkowy rak
ptuca, guz Ewinga i migsaki kosciopochodne. Najczgsciej stosowana jest z innymi lekami
przeciwnowotworowymi, odpowiednimi dla danego rodzaju nowotworu, w rzadkich
przypadkach raka sutka réwniez w monoterapii'”.

Przeciwnowotworowa aktywno$¢ leku wynika ze zdolno$ci wigzania si¢ z kwasem
deoksyrybonukleinowym, co hamuje syntez¢ kwasow nukleinowych. DOX wbudowuje si¢
pomiedzy pary zasad podwdjnej nici kwasu DNA, hamuje aktywno$é topoizomerazy II '*
7 polimeraz DNA i RNA'®, helikaz oraz enzymOw naprawiajacych uszkodzenia DNA .
DOX uniemozliwia w ten sposob replikacj¢ i transkrypchm, co hamuje proliferacjg

komérek, zatrzymujac je w fazie G2/M cyklu komérkowego®'.

Transport

W znacznej wigkszosci przypadkow doksorubicyna podawana jest dozylnie. W
rzadkich przypadkach moze by¢ réwniez podana dotetniczo, bezposrednio do guza??,
dopecherzowo w przypadku raka pecherza moczowego®, dootrzewnowo np. w przypadku
raka jajnika24 czy dooptucnowo w rozsianym migdzybtoniaku zito§liwym optucne;j Y
przypadku zwierzat laboratoryjnych doksorubicyna podawana jest zaréwno dozylnie jak i
dootrzewnowo.

Po podaniu dozylnym jak i dootrzewnowym, doksorubicyna szybko pojawia si¢ w
krwi, gdzie osiaga wysokie st¢zenie. Stezenie DOX w surowicy krwi cztowieka wynosi od
1uM do 5 pM ** %’ a réznice stezen wynikaja z tego czy lek jest podany we wlewie ciagtym
czy w pojedynczym wstrzyknigciu. Z surowicy krwi szybko wnika do komoérek, w tym
sercowych, w ktérych osiaga 40 krotnie wyzsze stezenie niz stezenie w krwi®®. DOX
wykazuje szczegélne powinowactwo do jadra komoérkowego, 60 % catkowitej
wewnatrzkomoérkowej ilosci podanego leku znajduje si¢ w jadrze komérkowyng. DOX nie
przenika przez bariere krew-mézg'%. Doktadny mechanizm transportu leku do komérek nie
do konca jest poznany. Z literatury wiadomo, ze doksorubicyna wnika do komoérek na
zasadzie dyfuzji biernej. W cytoplazmie taczy si¢ ze specyficznym translokatorem:

proteasomem, ktéry jest multikatalitycznym kompleksem proteinaz 30 Jako kompleks



doksorubicyna-proteasom wnika do jadra komérkowego, a proces ten jest zalezny od ATP
31

Metabolizm

Doksorubicyna jest metabolizowana gtéwnie w watrobie, do 13-hydroksyl
doksorubicyny (doksorubicynol)3 2, zwiazku, ktory jest gtdwnym metabolitem leku oraz do
aglikonéw: doksorubicynonu i 7-deoksydoksorubicynonu'?. Okoto 40-50 % dawki leku
wydala si¢ z z6tcia, z czego 42 % w postaci niezmienionej, 22 % jako doksorubicinol oraz
36 % w postaci innych metabolitow.

Reakcja dwuelektronowej redukcji grupy karbonylowej przy weglu Cl13
doksorubicyny (podstawnik R2 Rycina 1), w wyniku, ktérej powstaje doksorubicynol,
katalizowana jest przez cytoplazmatyczna aldoketoreduktaze¢ NADPH-zalezna, obecna we
wszystkich komoérkach 1 tkankach, np. w krwinkach czerwonych, watrobie i nerkach™,
réwniez w sercu °-. Gtéwny metabolit doksorubicyny, doksorubicynol, ma wtasnosci

kardiotoksyczne™.

2.2. Objawy niepozadane dzialania doksorubicyny

Doksorubicyna, podobnie jak inne leki cytostatyczne, wywotuje objawy niepozadane
takie jak mielosupresja, zaburzenia zotadkowo-jelitowe (nudnosci, wymioty) i wypadanie
wloséw, ktére wynikaja z uszkodzenia komérek szybko proliferujacych; szpiku kostnego,
btony $luzowej przewodu pokarmowego oraz mieszkow wiosowych. Pod wptywem DOX
zmianie ulega lipidogram surowicy krwi® oraz uszkodzeniu ulegaja nerki®®-*"- %%
Objawem, na ktéry zwraca si¢ szczegdlna uwagg podczas terapii doksorubicynag jest
kardiotoksyczno$¢, charakterystyczna dla grupy antybiotykoéw antracyklinowych, wsréd
ktérych DOX wywoluje najwiecej objaw6w ze strony serca, co limituje jej zastosowanie™.
Jednakze ze wzgledu na swoja skuteczno$¢ przeciwnowotworowa jest nadal stosowana w
terapii nowotwordw. Trwaja badania nad wyjasnieniem mechanizméw uszkodzenia serca w
celu okreslenia skutecznej, selektywnej metody zapobiegania skutkom ubocznym
doksorubicyny, bez zmiany aktywnos$ci przeciwnowotworowe;j.

Podczas  terapii  obserwuje  si¢ zmiany rejestrowane w  badaniu

elektrokardiograficznym czy echokardiograficznym, wynikajace z bezposredniego dziatania
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farmakologicznego na serce oraz zmiany morfologiczne oceniane na podstawie preparatow
mikroskopowych.

Wptyw doksorubicyny na uktad sercowo-naczyniowy widoczny jest u niektérych
pacjentéw juz w trakcie podawania leku, m.in. pod postacia hypotonii, tachykardii i zmian
w elektrokardiogramie, chociaz czgsto sa to objawy przemijajace.

Ze wzgledu na moment pojawienia si¢ objawdéw ubocznych wynikajacych z
toksycznego dzialania leku na uktad sercowo-naczyniowy, mozna przyja¢ podzial na
objawy wczesne (od poczatku podawania leku do okoto 2 miesigcy po zakonczeniu terapii) i
objawy po6zne. Objawy wczesne to hypotonia, tachykardia, zapalenie osierdzia i
niespecyficzne zmiany w zapisie EKG dotyczace odcinka ST, redukcji woltazu zespotu
QRS i wydtuzenia odstgpu QT *'****. Opisywano réwniez przypadki naglej $mierci w
trakcie podawania leku™.

Objawy pOzne ze strony serca, zwiagzane sa raczej z osiagnigciem dawki
kumulacyjnej, co prowadzi do niewydolnosci serca, zwiazanej ze zmniejszeniem frakcji
wyrzutowej lewej komory serca, nawet po 4 latach od poczatku chemioterapii®’, bywa ze po
20 latach®® od ostatniego cyklu chemioterapii. W skrajnych przypadkach opornej na
leczenie niewydolno$ci serca konieczna jest transplantacja serca o Istnieje jednak
indywidualna wrazliwos¢ pacjenta na lek, a objawy kardiotoksycznosci niekoniecznie
musza wynika¢ z osiagnigcia dawki kumulacyjnej. Dawka kumulacyjna moze by¢ nawet
nizsza u pacjentow z grupy podwyzszonego ryzyka: zaawansowany wiek, przebyta
radioterapia ** | wspéitowarzyszaca chemioterapia * i u pacjentéw z wcze$niejszym
uszkodzeniem serca w innym mechanizmie.

Pierwszymi, ktérzy skojarzyli zwiazek miedzy kardiotoksycznoscia a dawka
kumulacyjna byli Gottlieb ™ i Lefrak ', ktérzy zaproponowali w 1973 roku dawke
kumulacyjna nieprzekraczajaca 550 mg/m’ powierzchni ciata jako taka, ktéra wywoluje
uszkodzenie serca o czgstosci procentowe] w akceptowalnym zakresie. Dawka kumulacyjna
nie powinna przekracza¢ 550 mg/m2 powierzchni ciata. Ryzyko wystapienia niewydolnosci
serca w przypadku dawki kumulacyjnej 500-550 mg/m* wynosi od 4 % do 7 %%, wzrasta
jednak znacznie do 18 % przy dawce 551-600 mg/m?, a powyzej 600 mg/m” do 36 %°".

Decyzja o rozpoczgciu leczenia doksorubicyna powinna by¢ poprzedzona
badaniami: elektrokardiograficznym oraz echokardiograficznym z ocena funkcji lewej
komory serca™. Konieczne jest réwniez monitorowanie czynnosci mieénia serca w trakcie

leczenia.
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2.3. Reaktywne formy tlenu (RFT) i stres oksydacyjny

Wolny rodnik (ang. free radical) to atom lub czasteczka zdolne do samodzielnego
istnienia majace jeden lub wigcej niesparowanych elektronéw.

Wolne rodniki tlenowe to czasteczki chemiczne zbudowane przynajmniej z jednego
atomu tlenu i posiadajace jeden lub wigcej niesparowanych elektronéw, a wigc takie ktore
charakteryzuja si¢ wyzsza reaktywnoscia niz tlen w stanie podstawowym.

Reaktywne formy tlenu (RFT, ang. skrét ROS, reactive oxygen species), to grupa
zwiazkow, bedacych pochodnymi tlenu, do ktérych zalicza si¢ wolne rodniki tlenowe.
Jednak nie kazdy zwiazek bedacy RFT jest wolnym rodnikiem. I tak, np. nadtlenek wodoru
(H20,), nalezy do grupy RFT, a nie jest wolnym rodnikiem, poniewaz nie posiada
niesparowanego elektronu na powtoce walencyjne;j.

Zaréwno wolne rodniki jak i RFT cechuja si¢ wysoka reaktywnos$cia i wchodza w
reakcje z wieloma r6znymi czasteczkami. Daza w ten spos6b do pozbycia si¢ nadmiernego
elektronu, oddajac go innej czasteczce, (dziatajac jak reduktor) lub przytaczaja dodatkowy
elektron od innej czasteczki, (dzialajac jak utleniacz).

Wolne rodniki powstaja najczesciej w wyniku oderwania atomu wodoru od

czasteczki wg schematu:

R*+L-H—- R-H+ 1L

Nazwa polska Nazwa anglojezyczna struktura
tlen singletowy singlet oxygen '0,
ozon ozone O3
rodnik wodoronadtlenkowy hydroperoxyl radical HO,*
anionorodnik ponadtlenkowy superoxide radical anion 0,
nadtlenek wodoru hydrogen peroxide H,0,
rodnik hydroksylowy hydroxyl radical *OH

Rycina 3. Reaktywne formy tlenu i formy pokrewne.
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RFT powstaja w komorkach, w ktérych zachodza przemiany metaboliczne z
udzialem tlenu. Tlen tak niezbedny do zycia organizmom tlenowym, moze w niektorych
warunkach by¢ dla nich szkodliwy. Organizmy tlenowe (aerobowe), w tym cztowiek,
przystosowaty si¢ do stezenia tlenu atmosferycznego. Podwyzszone st¢zenie w powietrzu

wdychanym niekorzystnie wptywa na organizm cztowieka™

, szczegOlnie narazone sa
ptuca, w ktérych moze dochodzi¢ do uszkodzenia pgcherzykéw ptucnych. Tlen w stgzeniu
wyzszym niz atmosferyczne réwniez niekorzystnie wptywa na narzad wzroku oraz uktad
nerwowy’’. Ponowny doptyw tlenu po wczeéniejszym niedokrwieniu i niedotlenieniu serca,
tzw. reoksygenacja, jest rOwniez toksyczny dla serca™®.

Toksycznos¢ tlenu zwigzana jest z tworzeniem wolnych rodnikéw tlenowych, co

160

jako pierwsi wykazali w 1954 roku Gershman Rebecca i Gilbert Daniel”, a w latach

pézniejszych Fridovich sformuowat ,,ponadtlenkowa teori¢ toksycznosci tlenu” '~ 2.
Niekiedy podwyzszone st¢zenie tlenu stosowane jest w terapii np. leczeniu zgorzeli gazowe;j

czy w zatruciu tlenkiem wegla®"

. Tlenoterapia wskazana u przedwczesnie urodzonych
noworodkéw jest przyczyna podwyzszonego ryzyka zachorowania na retinopati¢, dysplazje
oskrzelowo-ptucna, krwawienia dokomorowe i martwicze zapalenie jelit®.

RFT sa rozpowszechnione w Srodowisku cztowieka, wystgpuja zar6wno w wodzie
jak 1 powietrzu. Powstaja w wyniku dziatania zewngtrznych czynnikéw takich jak
promieniowanie jonizujace, promieniowanie nadfioletowe i ultradzwicki. Wewnatrz
komérek RFT powstaja w wyniku utleniania zredukowanych form niskoczasteczkowych
sktadnikéw komorek, utleniania bialek oddechowych, ksenobiotykéw, w tym lekéw, oraz w
wyniku reakcji enzymatycznych.

Powstawanie RFT wykazano w komérkach wqtroby“, serca67, nerek68, pluc69,
§ledziony® i krwinkach czerwonych’®. Tak wiec RFT powstaja niemal we wszystkich

komérkach organizmu cztowieka i to zarowno w fizjologii jak i patologii. Przypisuje si¢ im

. . . 2171
znaczenie w patogenezie wielu choréb’ .
Komérkowe zrédta RFT to:

A/ Mitochondrialny taincuch transportu elektronow (fancuch oddechowy), to najwazniejsze

zrodto RFT w organizmie czlowieka

W prawidlowych warunkach giéwnym zrédiem rodnikéw tlenowych sa procesy
oddechowe komorki. Mitochondria to organella komérkowe wystepujace we wszystkich

komorkach eukariotycznych z wyjatkiem erytrocytow. Przy udziale mitochondriéw jedna
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czasteczka tlenu ulega catkowitej, czteroelektronowej redukcji w reakcji katalizowanej

przez oksydazg cytochromowa a produktem reakcji sa 2 czasteczki wody:
0, + 4¢ + 4H" — 2 H,0

Przeniesienie elektronéw na tlen odbywa si¢ przy udziale mitochondrialnego tancucha
transportu elektrondw zwanego tfancuchem oddechowym. W sktad tancucha wchodza cztery
kompleksy enzymatyczne (kompleks I, II, III i IV) zlokalizowane w wewngtrznej btonie
mitochondrialnej 1 sprz¢zone z syntaza ATP, przy udziale ktérej odbywa si¢ synteza

wysokoenergetycznego zwiazku ATP. Proces ten nazywany jest fosforylacja oksydacyjna.

FADH, FAD

dehydrogenaza
bursztynianowa

KOMPLEKS I

KOMPLEKS | KOMPLEKS i KOMPLEKS IV
NADH I

dehydrogenaza CoQ kompleks cytochrom
NADH 0 cytochroméw b, c

H+ H+ H+

oksydaza
cytochromowa

NAD+

Rycina 4. Mitochondrialny tancuch oddechowy.

Tlen czasteczkowy zdolny jest do jednoelektronowej redukcji tzn. przylaczenia

dodatkowego elektronu, w wyniku czego powstaje anionorodnik ponadtlenkowy: 0,°~

(1) 02 + e — 02.7

przytaczenie kolejnego elektronu prowadzi do powstania nadtlenku wodoru: H,O,

(2) 02.7 + e + 2H+ — H202

przytaczenie trzeciego elektronu prowadzi do powstania rodnika hydroksylowego: *OH
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3) H,0, + ¢ + H" — *OH + H,0

przytaczenie czwartego elektronu (catkowita redukcja czasteczki tlenu) prowadzi do
powstania wody

4) *OH + e +H" - H,0

Reakcje jednoelektronowej, dwuelektronowej i tréjelektronowej redukcji tlenu sa
reakcjami niecatkowitej redukcji tlenu. Zaktada sig, ze w sprawnych czynno$ciowo
mitochondriach 3-5 % " tlenu ulega niecatkowitej redukcji z wytworzeniem wolnych
rodnikéw 7 . Produktami niecatkowitej redukcji czasteczki tlenu sa: anionorodnik

ponadtlenkowy (1), rodnik hydroksylowy (3) oraz nadtlenek wodoru (2).

B/ Mikrosomalny tancuch transportu elektrondéw

Mikrosomalny tancuch transportu elektrondw odgrywa gléwna role w
biotransformacji ksenobiotykéw. Ksenobiotyki, wsrdd ktérych duza czes¢ stanowia leki (w
tym doksorubicyna), metabolizowane sa gtéwnie w mikrosomach hepatocytéw. Cytochrom
P-450 wchodzi w sktad w/w tancucha i katalizuje hydroksylacj¢ substratu (S-H), a
produktem jest czasteczka z grupa hydroksylowa -OH (S-OH), zgodnie z 0ogdlna reakcja:

NADPH + H" + O, + S-H — NADP" + H,O + S-OH

W trakcie transportu elektrondw przez mikrosomalny tancuch transportu elektronow

dochodzi do reakcji niecatkowitej redukcji czasteczki tlenu i powstaja RFT (Rycina 5).

0, 02._ O, 0, O,

NADPH + H+ substrat-H

reduktaza
cytochromu
P-450

cytochrom
P-450

NADP~ substrat-OH

H,O

Rycina 5. Mikrosomalny uktad transportu elektronow.
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C/ Reakcje w ktérych tlen uczestniczy jako substrat, katalizowane przez np. nastepujace

enzymy:

oksydaza ksantynowa, lipooksygenaza, cyklooksygenaza'

D/ Mechanizm autooksydaciji zwiazkéw biologicznie czynnych
76, 77

np.: askorbinianu””, katecholamin

W wyniku reakcji zwiazkéw niskoczasteczkowych z tlenem powstaja rodniki tych
zwiazkéw (*RH) oraz anionorodnik ponadtlenkowy. Reakcje te przyjelo sie nazywad
reakcjami samoutleniania (z ang. autoxidation), co nie jest do konca prawda, poniewaz

zwiazek niskoczasteczkowy utleniany jest przez tlen, zgodnie z rOwnaniem reakcji:
RH, + O, — *RH + HJr + 02._
Szybkos¢ reakcji zwigkszaja jony metali przejsciowych.

E/ Enzymy wystepujace w peroksysomach

Oksydazy, m.in. D-aminokwasowa, a-hydroksykwasowa, acylokoenzymu A,
glikolanowa oraz moczanowa’®, katalizuja reakcje w ktorych powstaje H,O,. Oksydaza
ksantynowa’’, ktéra prowadzi do powstania O,*". Dodatkowym zrédtem anionorodnika
ponadtlenkowego jest tancuch transportu elektronéw zlokalizowany w blonie
peroksysoméw®’. Peroksysomy sa gtéwnym zrédtem nadtlenku wodoru powstajacego w
komorce, ale jego przenikanie do cytozolu jest znikome ze wzgledu na dziatanie

katalazy wewnatrz peroksysomow.

Wymienione powyzej zrédta komoérkowe sa przyczyna powstania nizej wymienionych

reaktywnych form tlenu:

Anionorodnik ponadtlenkowy O,°"

Jest produktem jednoelektronowej redukcji czasteczki tlenu, a jego zrodiem jest
gtéwnie tancuch oddechowy®'. Fizjologicznie cztowiek narazony jest na 10" czasteczek
anionorodnika kazdego dnia®’. Spos$réd wszystkich RFT, anionorodnik ponadtlenkowy
wytwarzany jest w najwigkszych ilosciach a fancuch oddechowy jest jego najistotniejszym

zrédtem. Za tworzenie O,°~ odpowiedzialne sa gtéwnie kompleksy 1 i III mitochondrialnego
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, (o 5.83
fancucha transportu elektronéw °. 8

. W znacznie mniejszych iloSciach powstaje w
mikrosomach® i jadrze komérkowym85. Anionorodnik ponadtlenkowy jest stosunkowo
mato reaktywny, charakteryzuje si¢ dlugim czasem poéttrwania, ale ma zdolnos¢
dyfundowania do odlegtych struktur komérkowych i jest prekursorem bardziej reaktywnego

rodnika hydroksylowego.

Rodnik hydroksylowy *OH

Najbardziej reaktywny sposréd wszystkich rodnikéw tlenowych, wystepujacych w
uktadach biologicznych. Moze powsta¢c w reakcji Habera-Weissa z anionorodnika
ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru, ale reakcja o znaczeniu fizjologicznym, w ktorej

powstaje ten rodnik jest reakcja Fentona (reakcja b, ponizej).
Reakcja Habera-Weissa: H,0, + 0,°" — *OH + O, + OH

Nadtlenek wodoru H,0,

Nie jest wolnym rodnikiem ale jest reaktywna forma tlenu. W poréwnaniu z
anionorodnikiem ponadtlenkowym, jest lepszym utleniaczem, gorszym reduktorem a jego
reaktywnosc¢ jest nizsza. Latwo przenika przez btony komérkowe 1 moze utlenia¢ czasteczki
biologiczne: lipidy, kwasy nukleinowe, biatka i weglowodany®®. Jego reaktywno$¢ wzrasta
w wyniku konwersji do rodnika hydroksylowego °*OH, np. po ekspozycji na
promieniowanie ultrafioletowe (a) lub w wyniku reakcji z jonami metali przejsciowych (b)

(reakcja Fentona), z ktérych najwigksze znaczenie fizjologiczne maja jony zelaza.

(a) H,0, — 2°OH

(b) Fe’*+ H,0, — *OH + OH + Fe**

Nadtlenek wodoru, jako reaktywna dyfundujaca w komorkach forma tlenu,
wykazuje zdolnos¢ do bezposredniego utlenienia reszty cysteiny zlokalizowanej w centrum
katalitycznym fosfataz fosfotyrozynowych do formy sulfonowej cysteiny, co powoduje
odwracalng inhibicje aktywnoéci enzymatycznej®’. Sygnalizacja komérkowa zwiazana z
hamowaniem aktywnosci fosfatazy tyrozynowej biatek PT B-1B przez insuling, okazuje si¢

. ., . . .. .. L, - 88
zalezna od przejsciowej akumulacji H,O; 1 jest rOwniez procesem odwracalnym™.
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RFT i1 wolne rodniki charakteryzuja si¢ duza reaktywnoscia i moga reagowac ze
wszystkimi sktadnikami komoérkowymi; biatkami, lipidami, we¢glowodanami, kwasami
nukleinowymi DNA i RNA oraz zwigzkami niskoczasteczkowymi. Wynikiem tych reakcji
sa modyfikacje wyzej wymienionych biomolekul i zmiany w funkcjonowania komorek,
prowadzace niekiedy do ich uszkodzenia a nawet $§mierci komorki.

Reakcje wolnorodnikowe maja swdj udzial w patogenezie wielu choréb, np. w
chorobie Alzheimera 89, chorobie Parkinsona, cukrzycy, ostrym zapaleniu trzustki 90,
stwardnieniu rozsianym i we wszystkich innych chorobach, w ktérych wystepuja procesy
zapalne, jak np. reumatoidalnym zapaleniu staw6w ! czy zapaleniu jelitgz. Szczegblnie
wnikliwie udokumentowano znaczenie RFT w chorobach serca > . Stres oksydacyjny
indukuje réwniez wieloetapowy proces karcinogenezy (inicjacji, promocji i progresji)’*.

Stres oksydacyjny jest pojeciem oznaczajacym zachwianie réwnowagi miedzy
iloscig produkowanych RFT a aktywnoscig bariery antyoksydacyjnej komérki lub tkanki.

Stres oksydacyjny odgrywa rol¢ w patofizjologii serca’’, m.in. w mechanizmie
kardiotoksycznoéci indukowanej ksenobiotykami *>. Eksperymenty wykazaly, ze stres
oksydacyjny wptywa zaréwno na strukture jak i funkcje serca’®.

W uszkodzeniu migs$nia serca o podtozu wolnorodnikowym szczegdlne znaczenie
odgrywaja mitochondria, jako gtéwne zrédto RFT. Z drugiej strony, skurczowa czynno$¢
serca wymaga duzej aktywnos$ci metabolicznej 1 znacznych ilosci zwiazkow
wysokoenergetycznych (ATP) produkowanych w mitochondriach. Podczas przeptywu
elektronéw w mitochondrialnym tancuchu transportu elektron6w nastgpuje synteza ATP ale
1 generacja RFT.

W komoérkach bakteryjnych stres oksydacyjny indukuje ekspresje szeregu gendw, w
tym genéw kodujacych biatka szoku termicznego (Hsp). Naleza do nich biatka opiekuncze
(czaperonowe) oraz proteazy, ktére degraduja oksydacyjnie zmodyfikowane biatka”’. W
komoérkach bakterii m.in. Escherichia coli, w zaleznosci od lokalizacji komoérkowe;j
wyrézniamy proteazy cytoplazmatyczne oraz periplazmatyczne, ktérych przyktadem jest
HtrA”®. Nadekspresje biatek szoku termicznego wykazano w komérkach nowotworowych®”

190 "a wzrost ekspresiji biatka Hsp70 miat miejsce po indukcji doksorubicyna'®".
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2.4. Blony biologiczne

Blony biologiczne stanowia wazny element strukturalny i funkcjonalny komorek.
Btona otaczajaca cytoplazme¢ komorki, ktéra oddziela $rodowisko zewnetrzne od
wewnetrznego i stanowi gtdwna barier¢ osmotyczna, to btona komérkowa (zwana rowniez
plazmatyczna). W  cytoplazmie kazdej komoérki znajduje si¢  wiele blon
wewnatrzkomoérkowych, ktére stanowia integralna czg¢s¢ organelli komdrkowych, takich
jak: jadro komorkowe, mitochondria, retikulum endoplazmatyczne, aparat Golgiego,
lizosomy, peroksysomy.

Blony wewnatrzkomérkowe tworza przedzialy komoérkowe, tzw. kompartmenty,
rozdzielajace produkty od substratow 1 utatwiaja kontrolowanie proceséw metabolicznych,
ktore zachodza jednoczasowo w komorce.

Struktura bton, niezaleznie od rodzaju komorki i lokalizacji bton w komorce, jest
podobna, blony r6zniag si¢ natomiast skladem iloSciowym oraz jakoSciowym
poszczegblnych sktadnikow.

W roku 1935, przez Daniellego i Davsona'®?, zaproponowany zostat model budowy
btony komoérkowej jako dwuwarstwy lipidowej otoczonej biatkami. W 1966 roku
Robertson ' postawil hipotez¢ btony elementarnej, ktéra zakladata, iz wszystkie btony
zaréwno ros$linne, zwierzgce oraz mikroorganizméw zbudowane sa w ten sam sposéb i1 na
podstawie badan w mikroskopie elektronowym przedstawit model asymetrycznego
rozmieszczenia biatek po obu stronach dwuwarstwy lipidowej'®. W 1972 roku Singer i
Nicolson'® przedstawili ptynno-mozaikowy model budowy btony, ktéry z uzupetnieniem o

obecnos¢ raft lipidowych106 obowiazuje do chwili obecnej (Rycina 6).

Rycina 6. Model btony biologicznej z rafta lipidowa (. - biatko z kotwica

glikozylofosfatydyloinozytolowa, - sfingolipid, - cholesterol, TR-receptor,

RP-biatko zwiazane z rafta)107.
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Charakterystyczna cecha btony w modelu ptynno-mozaikowym jest jej plynnos¢
oraz asymetria. Ptynno§¢ uwarunkowana jest przemieszczaniem si¢ czasteczek lipidow i
biatek, natomiast asymetria - nieasymetrycznym rozmieszczeniem poszczegolnych
rodzajéw lipidéw oraz bialek w dwuwarstwie btony biologicznej. Czasteczki lipidéw moga
obraca¢ si¢ wokot osi prostopadle] do powierzchni btony (dyfuzja rotacyjna) jak 1
przemieszcza¢ si¢ w jej plaszczyznie (dyfuzja lateralna). Dyfuzji rotacyjnej i lateralnej
ulegaja rowniez bialka wbudowane w dwuwarstwe blony (biatka integralne), chociaz
odbywa si¢ to wolniej niz w przypadku lipidéw. Tak wigc o dynamicznej strukturze btony
swiadczy nie tylko fakt przemieszczania si¢ lipidow btonowych ale réwniez biatek.

W skiad bton biologicznych wchodza lipidy, biatka 1 cukry, sktadnikiem
nieorganicznym jest woda. Lipidy stanowia od 25 do 70 % wszystkich sktadnikéw a wsréd
nich najwigcej jest fosfolipidéow. Skiad lipidowy bton jest charakterystyczny dla danego
typu bton biologicznych.

Kardiolipina jest jednym z fosfolipidéow btonowych, charakterystycznych dla
mitochondriéw, podaje si¢, ze procentowa zawartos¢ kardiolipiny w wewngtrznej btonie
mitochondrialnej wynosi od 18 %'® do 20 %'% wszystkich fosfolipidéw. Mikrosomy
roOwniez zawieraja niewielka ilos¢ kardiolipiny, okoto 12 % Ho, Kardiolipina wystgpuje
réwniez w komérkach prokariotycznych, w btonach plazmatycznych bakterii'''. W
kardiolipinie komérek eukariotycznych przewazaja dlugotancuchowe nienasycone kwasy
thuszczowe, kwas linolowy (C18;2) stanowi 82 % ''%, natomiast w komérkach bakteryjnych
przewage¢ stanowia nasycone kwasy tluszczowe ', a w miejscu wigzan podwojnych
pojawiaja si¢ pierscienie cyklopropanu ( Rycina 11).

Funkcja kardiolipiny zwiazana jest z utrzymaniem aktywno$ci biatek
mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw: cytochromu c, oksydazy cytochromu
oraz translokatora ADP/ATP 3" ' Kardiolipina ze wzgledu na zawarto$¢ nienasyconych
kwaséw tluszczowych w swojej strukturze 1 lokalizacj¢ w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej, miejscu generacji wolnych rodnikéw, jest szczegdlnie podatna na proces
peroksydaciji lipidéw, w tym przypadku nienasyconych kwaséw ttuszczowych ''>. Oksydaza
cytochromu ¢ katalizuje reakcje przeptywu elektronéw ze zredukowanej formy cytochromu
c na tlen czasteczkowy. Aktywno$¢ oksydazy cytochromu c jest kontrolowana przez r6zne
czynniki, m.in. stan fizykochemiczny fosfolipidéw wewnetrznej btony mitochondrialnej''.
Dla uzyskania optymalnej aktywno$ci wymagane jest jej specyficzne zwiazanie z
kardioliping '"’. Zmiany w strukturze kardiolipiny wiaza si¢ z obnizeniem aktywnosci

oksydazy cytochromu c. RFT powodujac peroksydacj¢ kardiolipiny moga posrednio
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8w tym kontekscie

powodowa¢ obnizenie aktywno$ci oksydazy cytochromu c
szczeglOlnie interesujacym wydaje si¢ fakt, ze doksorubicyna tworzy kompleks z
kardiolipina'"® w stosunku molarnym 2:1'%.

Blony bakterii r6znia si¢ od bton komdrek eukariotycznych. Przede wszystkim
bakterie cechuje brak mitochondriéw, retikulum endoplazmatycznego jak réwniez
wyodrgbnionego jadra komorkowego, a wiele funkcji bton zwiazanych w wymienionymi
organellami komérkowymi, petni w bakteriach btona plazmatyczna'?'. Wyrézniamy w niej
szereg biatek o aktywno$ciach enzymatycznych, m. in. aktywno$¢ dehydrogenazy NADH-

zaleznej '** .

Bakterie Escherichia coli naleza do bakterii gramujemnych, w ktérych
wyrézniamy btong wewngtrzna oraz zewnegtrzna, ktére oddzielone sa przestrzenia
periplazmatyczna. W skiad blony plazmatycznej bakterii wchodzi kardiolipina, ktdrej
funkcja zwiazana jest m. in. z utrzymaniem aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej'>
translokatora ADP/ATP'** oraz ma znaczenie w przebiegu replikacjil25.

Blony biologiczne ze wzgledu na skiad lipidowy, zawarto$¢ reszt nienasyconych
kwaséw tluszczowych, sa szczegélnie podatne na dziatanie RFT. Wiele czynnikow
prowadzacych do zmian fizyko-chemicznych bton, jak RFT czy niektére leki, moga
zaburza¢ ich funkcje; np. regulacj¢ transportu przezbtonowego, utrzymanie réwnowagi
migdzy sSrodowiskiem zewnatrzkomorkowym a wewnatrzkomérkowym oraz rozdzial
kompartmentéw subkomérkowych, czy tez funkcje enzymatyczne lub receptorowe. Jednym
z parametrow warunkujacych prawidtowa strukture¢ i funkcje bton biologicznych jest ich
ptynnos¢. W wyniku dziatania niekorzystnych czynnikéw na btony dochodzi do: spadku
ptynnosci bton, wigkszego usztywnienia bton czy wzrostu przepuszczalnosci bion.

Procesy peroksydacji lipidow 1 oksydacji biatek, ktére zachodza w blonach
biologicznych pod wptywem RFT, moga by¢ jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za
dezintegracjg bton.

Blony biologiczne stanowia integralny element komorek, ale moga by¢ izolowane i
stanowi¢ materiat do badan biochemicznych oraz fizyko-chemicznych. Do badania wptywu
réznych zwiazkéw na komorki stosuje si¢ m. in. ,$wiezo wyizolowane” frakcje

subkomérkowe z zachowanymi aktywnos$ciami enzymatycznymi bialek.
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2.5. Oksydacja biatek

Celem ataku reaktywnych form tlenu moga by¢ biatka zewnatrzkomoérkowe i
wewnatrzkomoérkowe '%°, a oksydacyjne modyfikacje biatek przebiega¢ moga in vitro'? i in

128 Wyliczono, ze na kazde 100 czasteczek tlenu zuzywanych przez przecietna

vivo
komérke organizmu cztowieka w stanie spoczynku, jedna czasteczka tlenu zuzywana jest w
procesie oksydacji biatek'*’.

W  wyniku oksydacyjnych modyfikacji dochodzi do zmian iloSciowych i
jakosciowych biatek komérkowychm, co przejawia si¢ zaburzeniami funkcji okreslonych
rodzajéw biatek komoérkowych. W wyniku oksydacji odpowiednio: bialek enzymatycznych
nastgpuje obnizenie aktywno$ci enzymoéw, biatek btonowych - zaburzenia integralnosci
bton. Zachowanie integralnosci blon mitochondrialnych, zewngtrznej i wewngtrznej ma
znaczenie dla energetyki serca. Szczegdlnie wazne jest prawidlowe funkcjonowanie biatek
mitochondrialnych zwiazanych z wewngtrzna blona mitochondrialna, tworzacych tancuch
oddechowy, ich oksydacyjne modyfikacje'*' moga nawet prowadzi¢ do $mierci komérek'*2.

Oksydacja bialek moze by¢ indukowana bezposrednio przez RFT B33 34 b
posrednio przez zwiazki begdace kohcowymi produktami stresu oksydacyjnego,
weglowodany oraz lipidy ' . Koncowymi produktami powstajacymi w przebiegu
peroksydacji lipidéw sa m.in. aldehydy i hydroksyaldehydy. Najwigksze znaczenie maja:
dialdehyd malonowy (MDA) oraz 4-hydroksy-2-nonenal (4-HNE), poniewaz powstaja w
najwigkszej iloSci oraz przypisuje si¢ im znaczenie W inicjowaniu procesu oksydacji

biatek'*.
Oksydacja biatek przebiega wg nastepujacego schematu (Rycina 7):

1. wolny rodnik R® odszczepia atom wodoru, od atomu wegla faczacego si¢ z wolna
grupa aminowa, powstaje rodnik alkilowy L® fancucha bocznego aminokwasu

2. rodnik L°® reaguje z tlenem czasteczkowym co prowadzi do powstania rodnika
nadtlenkowego, LOO*®

3. LOO® jako zwiazek nietrwaly ulega dekompozycji oraz ulega od niego

odszczepieniu jon amonowy NH," i tworzy sie ugrupowanie karbonylowe (CO).
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Rycina 7. Schemat oksydacji biatek.

Grupy karbonylowe (CO) aldehydow i ketonoéw sa produktami oksydacji tancuchéw

bocznych aminokwaséw wchodzacych w sktad biatek'*, w szczegdlnosci proliny, argininy,

133,137,

lizyny, treoniny i tryptofanu , ktére naleza do aminokwaséw najbardziej podatnych

na oksydacje'**. W przeciwienstwie do procesu peroksydacji lipidéw, oksydacja biatek nie
ma charakteru reakcji tancuchowej. Proces oksydacji bialek ma miejsce w uktadach in
38

. 138 . . . 13 . . .
vivo'® i in vitro'®, a wzrost poziomu grup karbonylowych obserwuje si¢ w warunkach
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stresu oksydacyjnego w obu tych uktadach, co jako pierwszy opisat Stadtman 10

Oznaczanie grup karbonylowych jest markerem stresu oksydacyjnego Mg jego
podwyzszony poziom obserwuje w przebiegu wielu choréb'”® m.in. miodzienczego
idiopatycznego zapalenia stawéw’' czy w przebiegu zapalenia jelit™.

Procesy oksydacji bialek prowadza do modyfikacji reszt aminokwasowych,
agregacji, wynikajace] z tworzenia wiazan krzyzowych, fragmentacji oraz wzrostu
wrazliwosci zmodyfikowanych biatek na proteolize'** 14> 143 144,

W komoérkach ssakéw wyrdznia si¢ dwie gldéwne drogi degradacji oksydacyjnie
zmodyfikowanych biatek: z udzialem enzymdéw proteolitycznych znajdujacych si¢ w
lizosomach '** oraz z udziatem multikatalitycznych komplekséw proteaz zwanych
proteasomami'*> 7. W komérkach prokariotycznych, w tym bakterii, degradacje biatek
katalizuja proteazy nalezace do biatek szoku termicznego (Hsp). Przyktadem tego typu
biatka jest HtrA z bakterii Escherichia coli. Dotychczas zidentyfikowano az cztery

homologi biatka Htr A 148,149

wystepujace w komorkach czlowieka. Sa to proteazy, ktore
biora udzial w odpowiedzi na stres oksydacyjny, w regulacji, réznicowaniu i wzroscie

komérek oraz w procesach zwiazanych z transformacja nowotworowa '’

2.6. Peroksydacja lipidow

Peroksydacja lipidow to cykl reakcji prowadzacy do utlenienia i degradacji
nienasyconych kwaséw ttuszczowych wchodzacych w sktad lipidow. Wielonienasycone
kwasy ttuszczowe (PUFAs z ang. poliunsaturated fatty acids) sa szczegdlnie podatne na
utlenianie.

Okreslenie ,,peroksydacja” odnosi si¢ do nadtlenkéw lipidéw (z ang. lipid peroxide,
lipid hydroperoxide), powstajacych w przebiegu ciagu reakcji sktadajacych si¢ na proces
peroksydacji lipidow. Peroksydacja moze by¢ procesem enzymatycznym lub przebiegac bez
udziatu enzyméw °'. Oba procesy réznia si¢ mechanizmem jednakze efekt koncowy jest
podobny, z ta rdznica, ze posrednie produkty peroksydacji w mechanizmie
nieenzymatycznym s3a wysoce reaktywnymi zwigzkami, rodnikami, i moga atakowac
kolejne czasteczki, a reakcje maja charakter tahcuchowy 132

Utlenianie nienasyconych kwaséw tluszczowych w mechanizmie niezaleznym od

enzymoOw przedstawia Rycina 8.
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Rycina 8. Schemat peroksydacji lipidow.
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Utlenianie nienasyconych kwaséw tluszczowych w mechanizmie niezaleznym od

enzymOw przedstawione na Rycinie 8, przebiega wg nastgpujacego schematu:

1. faza inicjacji - wolny rodnik R® odszczepia atom wodoru, od atomu wegla C
sasiadujacego z atomem C tworzacego z kolejnym atomem C wigzanie podwdjne
nienasyconego kwasu ttuszczowego (LH), w ten sposéb powstaje rodnik alkilowy,
L.

2. faza propagacji - rodnik L® reaguje z tlenem czasteczkowym przechodzac w rodnik
nadtlenkowy, LOO®. Rodnik ten ulega kolejnym przeksztalceniom, a cykliczny
nadtlenek jest jednym z produktéw posrednich, ostatecznie powstaja koncowe
produkty peroksydacji lipidéw, m. in. dialdehyd malonowy (MDA) i 4-hydroksy-
2-nonenal (4-HNE). Rodnik LOO® moze tez reagowaé z kolejna czasteczka
nienasyconego kwasu tluszczowego, tworzac wodoronadtlenek kwasu tluszczowego
(LOOH).

W procesie peroksydacji lipidéw uczestnicza réwniez jony zelaza. W wyniku reakcji
LOOH z jonami Fe** powstaje rodnik LOO®.
3. faza terminacji — na tym etapie reaguja ze soba zwiazki, ktére sa rodnikami,

natomiast produktami sa zwiazki, ktére nie maja charakteru rodnikowego.

W wyniku przemian koncowych produktéw powstajacych w procesie peroksydacji
lipidéw powstaja alkany, aleny i alkadieny. Najbardziej istotnymi koncowymi produktami
powstajacymi z nienasyconych kwaséw ttuszczowych w procesie peroksydacji lipidow w
najwigkszych ilosciach sa dialdehyd malonowy (MDA) oraz 4-hyroksy-2-nonenal (4-HNE).
Oznaczenie ilo$ciowe tych zwiazkow m.in. metoda kolorymetryczna jest jedna z metod
wykorzystywanych do oceny stopnia peroksydacji lipidow.

Peroksydacja lipidow jest jednym z gtéwnych mechanizméw toksycznosci RFT.
Szczegbdlnie wrazliwe sa blony biologiczne, ze wzgledu na zawarto$¢ nienasyconych
kwaséw ttuszczowych, a proces peroksydacji przebiega w warunkach in vivo jak i in vitro.
Peroksydacja lipidéw jest przyczyna wielu choréb. m.in. choréb serca'>.

Doksorubicyna moze rdéwniez indukowaé peroksydacj¢ bton biologicznych
komorek, przy czym szczegllnag uwage zwraca si¢ na proces peroksydacji lipidow
przebiegajacy w komodrkach migénia serca, ktéry moze by¢ jedna z przyczyn

kardiotoksycznoéci doksorubicyny "+ 1%,
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2.7. Udzial jonow zelaza w reakcjach wolnorodnikowych

Zelazo jest jednym z metali przejSciowych uczestniczacym w reakcjach
wolnorodnikowych. Wystepujace w organizmie cztowieka zelazo zwiazane jest z biatkami
takimi jak: hemoglobina, mioglobina, enzymy (np. cytochrom c), transferyna, ferrytyna,
hemosyderyna. Najwigcej, bo az 65 % calkowitej ilosci zelaza, w ustroju zwiazane jest z

hemoglobing, mniej (30 %) z ferrytynat156

. Duze ilosci ferrytyny znajduja si¢ w watrobie,
sledzionie, szpiku kostnym, nerkach, sercu, btonie S$luzowej jelit i tozysku. Istnieje
specyfika tkankowa ferrytyny i w kazdym z narzadow wystepuja izoformy, tzw.
izoferrytyny, rézniace si¢ budowa 1 sita wigzania zelaza. [zoferrytyna wystgpujaca w sercu
charakteryzuje si¢ zdolnos$cia tatwiejszego i krotkotrwatego przylaczania zelaza, a ilos¢
zelaza zawartego w izoferrytynie sercowej jest wicksza niz w izoferrytynie watrobowej'’.
Ma to znaczenie w metabolizmie, gdyz nagly wzrost zapotrzebowania na zelazo jest szybko
zaspokajany. Zelazo jest niezbedne do prawidlowego funkcjonowania organizmu i do
przebiegu proceséw biochemicznych, jednakze w formie wolnych jonéw moze byc¢
toksyczne, co wynika z jego Katalitycznej aktywnosci. Zelazo, w postacji jonowej
uczestniczy w reakcjach, ktérych produktami sa reaktywne formy tlenu °® np. w reakcji
Fentona (rozdzial Reaktywne formy tlenu 1 stres oksydacyjny).

Doksorubicyna ma zdolno$¢ tworzenia kompleksow z jonami zelaza, w stosunku
molarnym 1:3'. Kompleks ten wiaze si¢ z DNA, jak réwniez do blon biologicznych,

prowadzac do ich destrukcji'®.

2.8. Bariera antyoksydacyjna

Skuteczna ochrona przed stresem oksydacyjnym i RFT zapewnia prawidiowe
funkcjonowanie komoérek a w konsekwencji tkanek i1 narzadow. Komorki caty czas
narazone s3 na dziatanie RFT, ktére powstaja w warunkach patologii jak 1 fizjologii.
Organizmy tlenowe wyksztalcity mechanizmy obronne, celem ,,unieszkodliwienia” RFT i
zapobiegania skutkom ich dziatania.

W komorkach istnieja dwa systemy ochrony, enzymatyczny oraz nieenzymatyczny
do ktérego naleza zwiazki niskoczasteczkowe tzw. przeciwutleniacze (ang. antioxidant)'®".

Systemy ochrony przed RFT dziataja na kazdym z 3 etapéw ochrony: prewencji, terminacji,

eliminacji.
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Enzymy nalezace do bariery antyoksydacyjnej to: dysmutaza ponadtlenkowa
(oksydoreduktaza ponadtlenek:ponadtlenek), katalaza (oksydoreduktaza nadtlenek
wodoru:nadtlenek ~ wodoru) i peroksydaza  glutationowa (oksydoreduktaza

glutation:nadtlenek wodoru).

Dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD) (E.C. 1.15.1.1),
enzym odkryty przez Fridovich i McCord w roku 1969 °"'%? katalizuje reakcje dysmutacii

anionorodnika ponadtlenkowego:

02.7 + 02.7 + 2H+ b H202 + 02

W komoérkach eukariotycznych, w zaleznosci od wystgpujacego w czasteczce enzymu jonu
metalu, ilosci podjednostek 1 wystgpowania, tzn. kompartmentacji komodrkowej,

P : 163, 164
wyrézniamy 3 rodzaje tego enzymu

SOD-1 - zbudowany z dwoéch podjednostek oraz jonu miedzi i cynku, wystgpuje w
cytoplazmie komorkowe;]

SOD-2 - zbudowany z czterech podjednostek, zawiera jony manganu, wystgpuje w
macierzy mitochondrialnej

SOD-3 — zbudowany z czterech podjednostek, zawiera jony miedzi i cynku, wystepuje w

macierzy pozakomoérkowe;j

Katalaza (ang.catalase, CAT) (E.C. 1.11.1.6), enzym, ktéry katalizuje reakcj¢

konwersji, tzw. dysproporcjonacji, nadtlenku wodoru do wody i tlenu:

H202 + H202 — 2H20 + 02

Enzym ten jest tetrametrem zbudowanym z czterech identycznych podjednostek.

Peroksydaza glutationowa (ang. gluthatione peroxidase) (E.C. 1.11.1.9), katalizuje

reakcje, w ktdrej substratami sa zredukowana forma glutationu (GSH) i nadtlenek wodoru:
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2GSH + H202 — GSSG + 2H20

W wyniku tej reakcji powstaje utleniona forma glutationu (GSSG) i woda.

Do niskoczasteczkowych antyoksydantow naleza zwiazki o charakterze
hydrofilowym, takie jak: glutation, askorbinian, cysteina, kwas moczowy, kreatynina,
melanina, oraz hydrofobowe, np.: alfa-tokoferol, karotenoidy, bilirubina.

Obok systemu enzymatycznego 1 zwigzkéw niskoczasteczkowych bariery
antyoksydacyjnej wyrdznia si¢ systemy naprawcze kwaséw nukleinowych jak ligazy,
usuwania utlenionych bialek na drodze proteolizy oraz rozktadu uszkodzonych lipidow
przez fosfolipazy.

Systemy ochrony w zaleznosci od rodzaju tkanki i ilosci atakujacych RFT sa mniej
lub bardziej wyksztatcone. Bariera antyoksydacyjna poszczeg6lnych narzadéw rézni si¢ pod
wzgledem jako$ciowym jak i iloSciowym, np. aktywno$¢ poszczegdlnych enzymdow bariery
antyoksydacyjnej w narzadach jest inna. R6znice te sa na tyle istotne, iz mozna dopatrywac
si¢ zwiazku migdzy podatnoscia poszczegélnych narzadéw na stres oksydacyjny a
aktywnos$cia bariery antyoksydacyjnej.

W przypadku serca, poziom aktywnosci poszczegdlnych elementéw bariery
antyoksydacyjnej, znacznie rézni si¢ od innych narzadéw. I tak, aktywno$¢ enzymatyczna
katalazy serca krélika i szczura stanowi 4 % aktywnosci katalazy watroby’.

Roéwniez aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutationu sa w sercu
nizsze'®. Aktywnoéé enzymu SOD serca w przeliczeniu na miligram biatka stanowi okoto
25 % aktywnosci SOD znajdujacej sic w watrobie'®®. Relatywnie wyzsza jest natomiast
aktywno$¢ peroksydazy glutationu, w sercu szczura stanowi ona az 80 % aktywnos$ci
oznaczanej w watrobie 167,

Jak wynika z powyzszych danych, serce jest narzadem szczegdlnie wrazliwym na

dziatanie reaktywnych form tlenu. Wykazano réwniez, ze trening fizyczny wptywa

korzystnie na efektywno$é bariery antyoksydacyjnej serca'®®.
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2.9. Syntetyczne aminooksyle

Syntetyczne aminooksyle (RNO®) to niskoczasteczkowe zwiazki chemiczne, ktére
maja ugrupowanie aminooksylowe NO® z niesparowanym elektronem na atomie tlenu i

wykazuja wlasnosci antyoksydacyjne'® 7% 17!

. Do zwiazkéw tych naleza aminooksyle o
charakterze alifatycznym: TEMPO (2,2,6,6,-tetra-metyl-piperydyno-1-oksyl) i 4-OH-
TEMPO (4-hydroksy-2,2,6,6,-tetra-metyl-piperydyno-1-oksyl) oraz aromatycznym, ktérych
przyktadem sa aromatyczne aminooksyle indolinowe.

Aromatyczne aminooksyle indolinowe to grupa stabilnych  rodnikéw
azototlenowych rézniacych si¢ dtugoscia bocznego tancucha wodorowgglowego przy weglu
drugim (C2) pierscienia indolowego (Rycina 9). Zwiazki te maja zdolno$¢ kotwiczenia w
btonach biologicznych. Diugos¢ tancucha wodorowgglowego wpltywa na wiasnosci
czasteczki tzn. zar6wno na site¢ kotwiczenia (stopien immobilizacji) wewnatrz blony jak i1
aktywno$¢ antyoksydacyjna. fancuch boczny umozliwia wnikanie i kotwiczenie w
hydrofobowym wngtrzu btony, a stopien immobilizacji zalezny jest od dtugosci tancucha
wodorowegglowego.

W czasteczce aromatycznych aminooksyli indolinowych elektrony 11 pierscienia
aromatycznego sprz¢zone sa z niesparowanym elektronem ugrupowania aminooksylowego
NO®. Sprzezenie niesparowanego elektronu NO® powoduje powstanie formy
rezonansowej (Rycina 10) o charakterze N-tlenku z delokalizacja niesparowanego
elektronu na atomie wegla pieScienia aromatycznego (C®). Ulatwia to reakcje z
rodnikami ponadtlenkowymi (LOO®) i tlenkowymi (LO®) powstajacymi w przebiegu
wolnorodnikowych reakcji tancuchowych wielonienasyconych kwaséw tluszczowych
oraz wolnorodnikowych reakcji reszt aminokwasowych biatek.

Wykazano, ze 1,2-dihydro-2-oktadecyl-2fenyl-3H-indol-3-fenylimino-1-oksyl (IA
C18) o tancuchu 18-weglowym z wigkszym stopniu chroni biatka przed utlenieniem niz 1,2-
dihydro-2-etyl-2fenyl-3H-indol-3-fenylimino-1-oksyl (IA C2) o 2-w¢glowym tancuchu przy
weglu drugim pierscienia indolowego. Natomiast w przypadku peroksydacji lipidow 1A C2
wykazuje wigksza skutecznos¢ antyoksydacyjna niz IA C18'".

Czasteczki aromatycznych aminooksylii wykazuja wtasnosci paramagnetyczne i
moga by¢ stosowane do badania bton biologicznych technika elektronowego rezonansu

paramagnetycznego.
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Rycina 9. Struktura aromatycznych aminooksylii indolinowych

IA C2: 1,2-dihydro-2-etyl-2fenyl-3H-indol-3fenylimino-1-oksyl
IA C10: 1,2-dihydro-2-decyl-2fenyl-3H-indol-3fenylimino- 1-oksyl
IA CI18: 1,2-dihydro-2-oktadecyl-2fenyl-3H-indol-3fenylimino-1-oksyl
N-Ph N-Ph
Ph Hy N Ph
N R =\ R
I -
C Y
O

Rycina 10. Struktura molekularna formy wolnego rodnika aminooksylowego oraz N-tlenku

z niesparowanym elektronem w pierscieniu czasteczki.
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2.10. Uzasadnienie wybranych celow pracy

Wykazano zdolno$¢ doksorubicyny do wiazania z biatkami oraz lipidami blon

komoérkowych 1734 mitochondrialnych 174

. Wydaje sig, iz kardiolipina jest lipidem
warunkujacym wysoka specyficzno$¢ wiazania doksorubicyny do lipidéw blonowych.
Powinowactwo DOX do kardiolipiny jest 80-krotnie wigksze niz do kwasu
fosfatydowego”s. Zaobserwowano obnizenie ptynnosci bton komérkowych w nastgpstwie
interakcji z doksorubicynag, ktére powiazano z generowaniem przez doksorubicyng
reaktywnych form tlenu i zwiazana z tym procesem peroksydacja lipidéw bion
kom(’)rkowych%, 77 Podobne zmiany zmniejszenia plynnosci bton komérkowych wykazat
Oguram, wykorzystujac technik¢ EPR.

Proces peroksydacji lipidow moze inicjowac¢ proces oksydacji biatek'*®, nie mozna
wykluczy¢ niezalezno$ci procesu oksydacji biatek wywotanej rodnikiem semichinonowym
doksorubicyny od peroksydacji lipidow. Kardiotoksyczno$§¢ doksorubicyny mozna
tlhumaczy¢ obecnoscia w mitochondriach serca specyficznego enzymu, dehydrogenazy
egzogennego NADH'"”, katalizujacego reakcj¢ jednoelektronowej redukcji doksorubicyny
do rodnika semichinonowego (Rycina 1). Nierozstrzygnigta pozostaje kwestia: czy w
krétkim czasie, do 30 minut, po ekspozycji na doksorubicyng¢ w uktadach in vivo i in vitro
dochodzi do utlenienia lipidéw czy tez biatek btonowych, czy procesy te przebiegaja
niezaleznie 1 czy do ich przebiegu niezbgdna jest obecnos¢ jondw zelaza. Czg$¢ badaczy
uwaza, ze kompleks doksorubicyny z zelazem uwalnia RFT, ktére moga prowadzi¢ do
peroksydacii lipidéw'™.

Nienasycone kwasy tluszczowe wchodzace w skiad lipidéw btonowych podatne sa
na proces peroksydacji. Kardiolipina komoérek eukariotycznych, jest fosfolipidem
blonowym, zawierajacym w czasteczce reszty nienasyconych kwaséw thuszczowych''?.
Blony komoérek prokariotycznych, np. bakterii E. coli, zawieraja réwniez znaczna ilo$¢
kardiolipiny'"', moga wigc stanowi¢ model bton subkomérkowych serca. W $wietle
ostatnich badan wydaje sig, iz kardiolipina bton komérkowych, podobnie jak inne lipidy
bton bakterii E. coli nabyla wlasno$ci uniewrazliwiajace ja na stres oksydacyjny, w tym na
procesy peroksydacji lipidéw. W miejscu nienasyconych wiazan reszt kwasow
thuszczowych wchodzacych w sktad kardiolipiny eukariota, w kariolipinie wystgpujacej w
bakteriach E. coli wystgpuja pierscienie cyklopropanu (Rycina 11). Taka struktura kwasu
tluszczowego zapewnia znaczna ptynnos¢ tego fosfolipidu w $rodowisku blonowym a

rownoczes$nie zwigksza odporno$¢ na stres oksydacyjny. Biorac powyzsze pod uwage,
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komoérki bakteryjne E. coli i btony komoérek bakteryjnych moga by¢ idealnym modelem
biologicznym do zbadania ewentualnej selektywnej oksydacji biatek przebiegajacej bez
udziatu peroksydacji lipidéw indukowanej doksorubicyna.

Za istotnym udzialem reakacji wolnorodnikowych w kardiotoksycznosci DOX
przemawiaja wyniki eksperymentu wykonanego w warunkach in vivo na transgenicznych
myszach, w ktérych dokonano nadekspresji mitochondrialnej formy enzymu dysmutazy
ponadtlenkowej (MnSOD) w sercu, uzyskujac w ten sposéb zahamowanie zmian
odpowiadajacych za niepozadane efekty dziatania doksorubicyny, w tym zmian
ultrastrukturalnychlgl. Fakty te przemawiaja za istotng rola reaktywnych form tlenu w
kardiotoksycznosci doksorubicyny oraz za mitochondriami jako miejscem toksycznego
dziatania leku, czym posrednio tlumaczy¢ mozna objawy kardiotoksycznosci.
Doswiadczenia wiasne wskazuja na toksyczne dziatanie doksorubicyny na mitochondria
oraz na mikrosomy komoérek migsnia serca chomika, po dozylnym podaniu doksorubicyny
w dawce 5 mg/kg m.c. Zmiany ultrastrukturalne pod postacia obrzgku mitochondriéw i
rozrzedzenia grzebieni mitochondrialnych oraz obrzgk retikulum sarkoplazmatycznego
widoczne byty juz po 10 minutach od podania leku (Rycina 12). Uzyskane zmiany
ultrastrukturalne w mig$niu serca sa zgodne ze zmianami uzyskanymi przez innych
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Rycina 11. Struktura kardiolipiny wystgpujacej w sercu (A) oraz bakteriach E. coli (B).
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Rycina 12. Zdjecie preparatu mikroskopowego mig$nia serca chomika po 10 minutach od

dozylnego podania doksorubicyny 5 mg/kg m.c.(material wiasny).
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Cele pracy

Ocena nasilenia stresu oksydacyjnego w sercu chomika na poziomie
bialek 1 lipidow blon mitochondriow 1 mikrosoméw indukowanego

doksorubicyna.

Analiza parametrow wolnorodnikowych modyfikacji biatek 1 lipidow po
ekspozycji na doksorubicyne w warunkach in vitro. Rola jonow zelaza

2
Fe".

Ocena wplywu antyoksydacyjnego aromatycznych aminooksyli
r6zniacych si¢ stopniem mobilnosci w fazie lipidowej blony w

ochronnym wptywie na lipidy 1 biatka blonowe.
Ocena stopnia uszkodzenia biatek btonowych 1 systemu naprawczego

(HtrA) w komorkach prokariotycznych zawierajacych kardioliping

eksponowanych na dziatanie doksorubicyny.
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4. Materiatly

4.1 Odczynniki chemiczne i bufory

Preparaty farmakologiczne

Doksorubicyna-HCIl: Doxolem, firmy Lemury S.A.
Ketamina: Calypsol, firmy Gedeon-Richter
Heparyna; Heparinum, firmy Polfa

Ksylazyna: Xylavet, firmy Scanvet

0,9 % NaCl, firmy Polfa

Odczynniki chemiczne firmy Bio-Rad
akryloamid (CH,=CH-CO-NH,)
bis-akryloamid (N’,N’-metylenobisakryloamid)

Odczynniki chemiczne firmy Difco
bacto-trypton

ekstrakt drozdzowy

Odczynniki chemiczne firmy Fluka

mannitol

Odczynniki chemiczne firmy ICN

APS — nadsiarczan amonu

Odczynniki chemiczne firmy Merck
FCC13

Odczynniki chemiczne firmy OxisResearch

Bioxytech LPO-586

Odczynniki chemiczne firmy Polskie Odczynniki Chemiczne Gliwice S.A.
alkohol etylowy 96 %
dezoksycholan sodu — C4H3904Na



eter dietylowy

kwas tréjchlorooctowy — TCA

siarczan miedzi - CuSO4x5H,0

winian sodowo-potasowy NaK4H4OsxH,O

wodorotlenek sodu - NaOH

Odczynniki chemiczne firmy Serva, Heidelberg
Tris-(hydroksymetyl)aminometan

-merkaptoetanol

Odczynniki chemiczne firmy Sigma-Aldrich

aceton

ATP — adenozynotréjfosforan

BCIP - s6l p-toluidynowa 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan
BHT - 3,5-diizobutylo-4-hydroksytoluen

BSA - albumina bydlgca

chlorowodorek guanidyny — CHsN3 x HCI

Coomassie briliant — bigkit kumasyny

DNA-zal

DNPH - 2,4-dinitrofenylohydrazyna

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGTA - kwas etylenoglikol-O-O’-bis(2-aminoetyl)-N,N,N’,N’tetraoctowy
2N HCI - 2N kwas solny

KCI - chlorek potasu

KH,POy, - kwasny fosforan potasu

lizozym z jaja kurzego

3-MSI — 3-maleimidoproksyl

NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
octan etylu

przeciwciata anty-DNP

przeciwciata krélicze anty-HtrA

przeciwciata kozie anty-krélicze sprzezone z alkaliczna fosfataza

przeciwciata kozie anty-krolicze sprzgzone z peroksydaza chrzanowa
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sacharoza
TBA - kwas tiobarbiturowy
TMED - N,N,N’,N’tetrametyloetylenodiamina

Odczynniki chemiczne zsyntetyzowane:

1,2-dihydro-2-ethyl-2phenyl-3H-indole-3-phenylimino-1-oxyl (TA-C2)
1,2-dihydro-2-octadecyl-2phenyl-3H-indole-3-phenylimino-1-oxyl (TA-C18)
Biatko HtrA

Biatko HtrA zostalo oczyszczone w Katedrze Biochemii Uniwersytetu Gdanskiego

Bufor MSE do izolacji frakcji mitochondrialnej i mikrosomalnej
225 mM mannitol
75 mM sacharoza
10 mM Tris/HC1
1 mM EGTA pH7.4

Bufor Tris-HCI/KCI do zawieszania mitochondriéw 1 mikrosomow
10 mM Tris-HCI
150 mM KCl pH 7.4

Bufor préb inkubacyjnych

50 mM bufor fosforanowy pH 7.4
Pozywka bakteryjna LB (Luria-Bertani)'®
bacto-trypton 10 g
ekstrakt drozdzowy 5¢g
NaCl 10 g
ad 1000 ml H,O pH 7.4
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Odczynnik biuretowy
CuSO4x5H,0 0,75 g
NaK4H4O¢xH,0 3g
NaOH 15g
ad 500 ml H,O

6 M roztwor chlorowodorku guanidyny pH 6,5
57,3 g chlorowodorku guanidyny
ad 100 ml 50 mM buforu fosforanowego pH 7,4

5 mM roztwor BHT w etanolu

4.2. Material biologiczny

Doswiadczenia przeprowadzono na chomikach syryjskich, samcach o masie ciata
okoto 100 gram, zakupionych oraz pochodzacych z hodowli wtasnej. Zwierzgta karmiono
pasza granulowana Labofeed, Kcynia, Polska. Nie stosowano ograniczen w dostgpie wody.

Bakterie Escherichia coli B178 genotyp F IN (rrnD-rrE) 1pgs‘cls*galEsup” -
pochodzity z kolekcji Katedry Biochemii Uniwersytetu Gdanskiego.

4.3. Sprzet laboratoryjny

Aparat do elektroforezy pionowej, f-my Sigma

Homogenizatory szklane typu Potter-Elvehjem o obj. 5 ml 1 2 ml, z teflonowym tlokiem

t.aznia wodna

Pompa infuzyjna

Prob6éwki wirownicze

Spektrofotometr Cecil Ce 1011

Spektrofotometr EPR Varian E4

Vortex IKA MS1

Waga Kern 770

Wiréwki: Beckman J2-21, Beckman L7-55, Janetzki K24, Janetzki K26,
Janetzki VAC 602-1, MPW-340, Sigma 3K30
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S. Metody

Doswiadczenia in vivo oraz in vitro wykonano na modelu zwierzgcym, zgodnie z
zasadami przedstawionymi i zaakceptowanymi przez Biuro Lokalnej Komisji Etycznej do
Spraw Doswiadczen na Zwierzetach Akademii Medycznej w Gdansku (zezwolenie
indywidualne nr 9 z dnia 28.04.2003) oraz za zgoda Terenowej Komisji Etyki Badan przy
AMG (Nr TKE BN/414/98).

Doswiadczenia in vivo na komorkach bakteryjnych wykonano w Katedrze Biochemii

Uniwersytetu Gdanskiego.

5.1. Izolacja frakcji subkomorkowych

Poszczegdlne frakcje subkomoérkowe z serc chomikéw otrzymano metoda
Lo . . . 4 184 . P
roznicowego wirowania homogenatéw tkankowych S uzyskujac w ten sposob

poszczegblne frakcje: postjadrowa, mitochondrialng oraz mikrosomalna.

I homogenat

Chomika usypiano podajac wziewnie eter dietylowy, dokonywano dekapitacji a
nastgpnie wyjmowano serce, ktére umieszczano w buforze MSE do izolacji mitochondriéw
o temp. 4 °C, pH 7.4. Serce wyptukiwano z krwi i ewentualnych skrzeplin, tkanke cieto na
drobne kawatki (<0,5 mm), dodawano odpowiednia obj¢tos¢ buforu MSE, catos$é
homogenizowano w homogenizatorze szklanym Porter-Elvehjem’a, uzyskujac 15 %

homogenat (w/v).

1I frakcja postjadrowa

Uzyskany, metoda opisanag powyzej, homogenat wirowano przez 2 minuty z
przyspieszeniem 450 x g. Supernatant zlewano a osad rozcierano w 2 ml buforu MSE i
wirowano ponownie w tych samych warunkach przez 2 min. Po tym czasie supernatant z
pierwszego 1 drugiego wirowania laczono. Uzyskany w ten sposéb supernatant stuzyt
bezposrednio do dalszych oznaczen jako frakcja postjadrowa lub poddawany byt kolejnemu

wirowaniu celem uzyskania frakcji mitochondrialnej 1 mikrosomalne;.
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111 frakcja mitochondrialna

Uzyskany osad po 10 min wirowania z przyspieszeniem 10 000 x g wg procedury
opisanej powyzej wirowano jeszcze 2 razy; za kazdym razem po zlaniu supernatantu
dodawano po 2 ml buforu MSE do kazdej probéwki i osad rozcierano ponownie. Po trzecim
wirowaniu uzyskany osad mitochondrialny zawieszano w buforze MSE (rozdziat
Odczynniki chemiczne i bufory), uzyskana frakcja mitochondrialna stuzyta do dalszych

oznaczen. Z 1 grama serca uzyskiwano 16-18 mg biatka mitochondriéw.

IV frakcja mikrosomalna

Supernatant uzyskany z pierwszego wirowania z przyspieszeniem 10 000 x g,
wirowano nastgpnie przez godzing z przyspieszeniem 100 000 x g, a uzyskany osad
rozcierano w buforze do zawieszania frakcji mikrosomalnej. Z 1 grama serca uzyskiwano

okoto 6 mg biatka mikrosoméw.

5.2. Izolacja blon bakteryjnych

Zaktadano hodowle nocng bakterii E. coli B178. Bakterie hodowano w pozywce LB
przez noc w temperaturze 37 °C z wytrzasaniem. Hodowle noca odmtadzano w stosunku
1:50 i hodowano w 1500 ml $wiezej pozywki LB do ODsys = 0,6. Nastepnie hodowle
rozdzielono do 6 probéwek i wirowano w temperaturze 4 °C przez 10 minut z
przyspieszeniem 5000 x g. Po zlaniu supernatantu do uzyskanego osadu dodano 7,5 ml 0,75
M roztworu sacharozy w 10 mM Tris/HCI pH 7,5 i1 pozostawiono w lodzie. Po 5 minutach
do kazdej probéwki dodano 7,5 ml 1,5 mM EDTA oraz 250 yl roztworu 10 mg/ml lizozymu
w 10 mM Tris/HCI, pH 8,0 i na 1 minut¢ wstawiono do tazni wodnej o temperaturze 37 °C,
po czym ponownie dodano po 7,5 ml 1,5 mM EDTA oraz 25 ml wody dwukrotnie
destylowanej o temperaturze 0 °C, mieszajac kazdorazowo. Dodano 250 ul 1M MgCl, oraz
DNAzg I do koncowego stgzenia 5 pg/ml i pozostawiono w lodzie delikatnie mieszajac. Po
15 minutach wirowano przez 60 minut z przyspieszeniem 100 000 x g. Uzyskany po

wirowaniu osad bton bakteryjnych stanowit materiat do dalszych badan.
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5.3. Oznaczanie ilosci biatka

Biatko w materiale biologicznym pochodzacym od zwierzat oznaczano metoda

185w tym celu 50 pl lub 100 pl badanej préby uzupetniano do objetosci 1 ml 1 %

biuretowa
roztworu dezoksycholanu sodu. Prébe §lepa stanowit 1 ml 1 % dezoksycholanu sodu. Do
kazdej proboéwki dodawano 4 ml odczynnika biuretowego (rozdzial Materiaty) i
pozostawiano 25 min bez dostgpu Swiatla. Absorbancj¢ mierzono spektrofotometrycznie
wzgledem proby slepej przy dlugosci fali 540 nm. Wyniki odniesiono do krzywe;j
wzorcowej otrzymanej na podstawie oznaczen znanych st¢zen roztworéw albuminy (BSA).
Biatko w btonach bakeryjnych oznaczano metoda wg Bradford'®. Do badanej préby
objetosci 5 pl zawierajacej nieznang ilo$¢ biatka dodawano 200 pl odczynnika Bradford 5 x
stgzonego 1 dopetniano woda dwukrotnie destylowana do objgtosci 1 ml. Réwnolegle w
analogiczny sposéb przygotowywano prébki o znanych ilo$ciach bialka, za wzorzec
przyjeto BSA. Wszystkie proby mieszano i inkubowano przez 5 minut w temperaturze
pokojowej. Absorbancje mierzono spektrofotometrycznie przy diugosci fali 595 nm. Na

podstawie wynikow znanych stgzen biatka wykreslano krzywa wzorcowa, z ktorej

odczytywano ilo$¢ biatka w prébie badane;.

5.4. Oznaczanie poziomu grup karbonylowych

Poziom grup karbonylowych w oksydacyjnie zmodyfikowanych biatkach
mitochondriéw i mikrosoméw oznaczano na podstawie reakcji z 2,4-dinitrofenylohydrazyna

186 7 wiasnymi modyfikacjami'®.

(2,4-DNPH), metoda opisang przez Levine’a
W wyniku reakcji grup karbonylowych oksydacyjnie zmodyfikowanych biatek z
2,4-DNPH powstaja hydrazony, ktérych iloS§¢ mozemy oznacza¢ spektrofotometrycznie

przy diugosci fali 360 nm.

O,N O,N

FF H 2 R 2
| |
Biako—C==0 + N—N NO, ——= Biako—C=N—N NO, + H,0
H

H H
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Po zakonczonej inkubacji odpowiednia objgtos¢ prob inkubacyjnych lub
bezposrednio uzyskanych frakcji postjadrowej, mitochondrialnej lub mikrosomalne;j
przeniesiono do szklanych probéwek wirowniczych tak, aby ilo§¢ biatka w kazdej z nich
wynosita okoto 2 miligraméw. Do préb dodano 0,5 ml 2,4-DNPH w 2 N HCI, do
analogicznych préb 0,5 ml 2 N HCI. W trakcie godzinnej inkubacji w temperaturze 25°C
proby mieszano co 10 minut. Po zakonczonej inkubacji do kazdej z préb dodano 1 ml 20 %
kwasu tréjchlorooctowego i wirowano 10 minut z przyspieszeniem 3000 x g. Supernatant
zlewano a osad ptukano trzykrotnie mieszanina octan etylu/etanol (1:1, v/v) w objetosciach
odpowiednio 1 ml, 1 ml, 2 ml, kazdorazowo wirujac 5 minut z przyspieszeniem 3000 x g.
Uzyskany osad po ostatnim wirowaniu rozpuszczano w 1 ml 6M chlorowodorku guanidyny
przygotowanym w 50 mM buforze fosforanowym (rodzial Odczynniki chemiczne i bufory),
podgrzewajac do temperatury 40°C. Po schtodzeniu préb mierzono absorbancje powstatego
hydrazonu zwigzanego z biatkiem ( zgodnie z powyzszym réwnaniem reakcji) przy dtugosci
fali 360 nm. Wartos¢ wyrazano jako ilo§¢ nmoli grup karbonylowych w przeliczeniu na 1

mg biatka (nmol CO/mg biatka).

Poziom grup karbonylowych w oksydacyjnie zmodyfikowanych biatkach bton
bakteryjnych oznaczano na podstawie reakcji z 2,4-dinitrofenylohydrazyna (2,4-DNPH).

Po zakonczonej inkubacji do badanych préb o objg¢tosci 100 pl zawierajacych po 100
Mg biatka dodawano 100 pl 2,4-DNPH (25 mM DNPH w 2 N HCI). W trakcie godzinnej
inkubacji w temperaturze 25°C préby mieszano co 10 minut. Po zakonczonej inkubacji
biatka z préb inkubacyjnych stracano kwasem tréjchlorooctowym (TCA). Do Kazdej z préb
dodawano kwasu TCA tak aby jego koncowe stgzenie kwasu wynosito 10 % 1 pozostawiono
na 30 minut w lodzie. Nastgpnie proby wirowano 10 minut z przyspieszeniem 13 000 x g,
supernatant zlewano a osad plukano 1 ml mieszaniny octan etylu/etanol (1:1, v/v)
trzykrotnie powtarzajac procedur¢ wirowania. Po ostatnim wirowaniu zlewano supernatant
a do osadu dodawano 1 ml acetonu i wirowano jak wyzej a uzyskany osad zawieszano w
buforze Laemmli zawierajacym 4M mocznik.

Biatka préb po reakcji z 2,4-DNPH rozdzielano elektroforetycznie i analizowano
metoda Western-blotting z zastosowaniem przeciwcial anty-DNP w celu oznaczenia
poziomu grup karbonylowych. Przeprowadzono detekcj¢ barwna bialek z zastosowaniem

przeciwcial sprz¢zonych z alkaliczng fosfataza.
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5.5. Oznaczanie poziomu MDA + 4-HNE

Oceng peroksydacji lipidéw oparto na oznaczeniu poziomu koncowych produktéw
peroksydacji lipidow, dialdehydu malonowego (MDA) i 4-hydroksy-2-nonenalu (4-HNE),
metoda kolorymetryczng przy pomocy zestawu odczynnikéw Bioxytech LPO-586 firmy
OxisResearch. Metoda oparta jest na reakcji 2 czasteczek chromogenu, N-metylo-2-
fenyloindolu z 1 czasteczka MDA lub 4-HNE, w wyniku ktérej powstaje trwaty chromofor,

a jego ilos¢ mozemy oznacza¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 586 nm.

o) o) 2 TN
NN~ + | | “
N Ph N~ Ph  Ph7 Y\
| |
CH CH CH

3 3 3

Po zakonczonej inkubacji do préb inkubacyjnych (do§wiadczenia in vitro) lub bezposrednio
uzyskanych frakcji: postjadrowej, mitochondrialnej lub mikrosomalnej (doswiadczenia in
vivo) dodawano BHT tak aby jego st¢zenie koncowe wynosito 0,5 mM. Pobierano
odpowiednia objgtos¢ préb inkubacyjnych i oznaczano poziom MDA+4-HNE wg procedury

zalaczonej do zestawu do oznaczen Bioxytech LPO-586.
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5.6. Synteza aminooksylii

Pochodne  aminooksyli  indolinowych: 1,2-dihydro-2-etyl-2fenyl-3H-indol-3-
fenylimino-1-oksyl (IA C2) i 1,2-dihydro-2-oktadecyl-2fenyl-3H-indol-3-fenylimino-1-
oksyl (IA C18) zostaty zsyntetyzowane i dostarczone przez Profesora. Lucedio Greci z

Katedry Chemii Organicznej Uniwersytetu w Ankonie we Wtoszech a metoda zostata

187 188

opublikowana w czasopismach Tetrahedron °' 1 Acta Biochimica Polonica
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5.7. Badania in vivo wykonane na zwierz¢tach

Chomiki otrzymaly doksorubicyn¢ dozylnie (i.v.) z zachowaniem zasad aseptyki i

norm etycznych.

5.7.1. Dozylne podanie doksorubicyny i izolacja frakcji postjadrowej z pobranych

serc

Znieczulenie
Zwierzgta usypiano eterem dietylowym a nastgpnie dootrzewnowo podawano

Ketaming (10 mg/kg m.c.) i Ksylazyng (12 mg/kg m.c.).

Procedura chirurgiczna

Skére pachwiny depilowano, odkazano pole operacyjne, wykonywano cigcie boczne
na odcinku okoto 2 cm, a nastgpnie preparowano zyl¢ udowa po stronie prawej. Zaktadano

podwiazke z nici chirurgicznej 1 zamykano swiatlo naczynia jak najdalej w kierunku
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dystalnym. Do naczynia wprowadzano igl¢ ze strzykawka tzw. ,,insulinéwke” i podawano
60 pl doksorubicyny lub odpowiednio 0,9 % roztwér NaCl przez 60 sekund, a nastgpnie

zamykano §wiatto naczynia druga podwiazka.

Zwierzgta podzielono na kilka grup, kazda z nich liczyta 10 zwierzat

I grupa kontrolna - otrzymata i.v. 60 pl 0,9 % roztworu NaCl

I, III, IV grupy - otrzymaly i.v. doksorubicyng¢ w dawce 5 mg/kg m.c. o objetosci 60 ul
Czas podania leku: 60 sekund

Zwierzeta grupy I po 20 minutach usypiano eterem dietylowym, dokonywano dekapitacji i
pobierano serca do dalszych badan, natomiast w stosunku do pozostatych grup zastosowano
t¢ sama procedurg, ale dekapitacji dokonywano po czasie odpowiednio: grupa II-10 minut,
grupa III-20 minut, grupa IV-30 minut. Z pobranych serc izolowano frakcj¢ postjadrowa
(rozdziat Izolacja frakcji subkomérkowych), a nastgpnie oznaczano poziom grup
karbonylowych (rozdzial Oznaczanie poziomu grup karbonylowych) i MDA+4-HNE
(rozdziat Oznaczanie poziomu MDA+4-HNE).

5.7.2. Dozylne podanie doksorubicyny i izolacja frakcji mitochondrialnej i

mikrosomalnej z pobranych serc

Znieczulenie i procedura chirurgiczna opisana powyzej

Zwierzgta podzielono na dwie grupy, kazda z nich liczyta 30 zwierzat

I grupa kontrolna - otrzymata i.v. 60 Pl 0,9 % roztwor NaCl
IT grupa badana - otrzymata i.v. doksorubicyne w dawce 5 mg/kg m.c. o objgtosci
60 ul dawke 5 mg/kg m.c.

Czas podania leku: 60 sekund
Po 10 minutach od podania DOX, zwierzgta usypiano eterem dietylowym, dokonywano

dekapitacji 1 pobierano serca celem izolacji frakcji mitochondrialnej oraz frakcji

mikrosomalnej (rozdziat Izolacja frakcji subkomoérkowych) i dalszych oznaczen, tj.
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poziomu grup karbonylowych (rozdzial Oznaczanie poziomu grup karbonylowych) 1

MDA+4-HNE (rozdzial Oznaczanie poziomu MDA+4-HNE).

5.8. Badania in vitro na frakcjach subkomoérkowych izolowanych z serc
chomikow

5.8.1. Inkubacja izolowanych mitochondriéw z doksorubicyna

Wyizolowane mitochondria podzielono na szereg préb inkubacyjnych zgodnie z ponizsza

tabela.
Nr préby
1 mitochondria
2 mitochondria + DOX
3 mitochondria + NADH
4 mitochondria + DOX + NADH
5 mitochondria + DOX + NADH + ATP/FeCl3
6 mitochondria + DOX + NADH + 1A C2
7 mitochondria + DOX + NADH + IA C18
8 mitochondria + DOX + NADH + ATP/FeCl3 + IA C2
9 mitochondria + DOX + NADH + ATP/FeCl13 + IA C18

Stezenia odczynnikéw:

DOX-0,1 mM, NADH-1 mM, ATP/Fe**-1 mM/10 uM, IA C2-25 M, 1A C18-25 uM.

Do kazdej z préb dodano odpowiednig ilos¢ 50 mM buforu fosforanowego, pH 7.4 tak, aby
koncowa objgtos¢ proby wynosita 1ml. Proby inkubowano przez 30 minut w tazni wodnej o
temperaturze 37°C, z delikatnym mieszaniem. Nastepnie odpowiednig ilo$¢ préb 1-7
pobierano do oznaczen poziomu grup karbonylowych (CO) oraz odpowiednia ilo$¢ préb 1-5
1 8-9 do oznaczen MDA+4-HNE. Do préb, w ktérych oznaczano bezposrednio poziom
MDA+4-HNE dodawano BHT w stgzeniu koncowym 0,5 mM celu zahamowania procesu

peroksydacji lipidow.
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5.8.2. Inkubacja izolowanych mikrosomow z doksorubicyna

Wyizolowane mikrosomy podzielono na szereg préb inkubacyjnych zgodnie z ponizsza

tabela.
Nr préby
1 mikrosomy
2 mikrosomy + DOX
3 mikrosomy + NADPH
4 mikrosomy + DOX + NADPH
5 mikrosomy + DOX + NADPH + ATP/FeClI3
6 mikrosomy + DOX + NADPH +IA C2
7 mikrosomy + DOX + NADPH + IA C18
8 mikrosomy + DOX + NADPH + ATP/FeClI3 + IA C2
9 mikrosomy + DOX + NADPH + ATP/FeCl3 + IA C18

Stezenia odczynnikéw:

DOX-0,1 mM, NADPH-1 mM, ATP/Fe**-1 mM/10 uM, IA C2-25 uM, 1A C18-25 uM.

Do kazdej z préb dodano odpowiednia ilo§¢ 50 mM buforu fosforanowego, pH 7.4 tak aby
koncowa objgtos¢ proby wynosita 1 ml. Préby inkubowano przez 30 minut w fazni wodne;]
o temperaturze 37°C, z delikatnym mieszaniem. Nast¢pnie odpowiednia ilo$¢ préb 1-7
pobierano do oznaczen poziomu grup karbonylowych (CO) oraz odpowiednia ilo$¢ préb 1-5
i 8-9 do oznaczen MDA+4-HNE. Do préb, w ktérych oznaczano bezposrednio poziom
MDA+4-HNE dodawano BHT w stgzeniu koncowym 0,5 mM celu zahamowania procesu

peroksydacji lipidow.
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5.9. Badania wykonane na komorkach bakterii Escherichia coli

5.9.1. Wplyw doksorubicyny na poziom syntezy biatka HtrA

Bakterie E. coli B178 hodowano w temperaturze 30°C w pozywce LB do ODsgs =
0,2. Bakterie traktowano doksorubicyna w stezeniach koncowych 0,1 mM i 0,25 mM i
inkubowano przez 20 minut, 40 minut oraz 60 minut zgodnie z ponizsza tabela. Po
odpowiednim czasie inkubacji pobierano probki hodowli odpowiadajace 200 pl hodowli o
ODsgs = 0,8. Prébki hodowli wirowano przez 5 minut z przyspieszeniem 2400 x g w
temperaturze 4 °C, a osad bakteryjny zawieszano w 20 Wl buforu lizujacego wg Laemmli'®.
Biatka lizatéw rozdzielano metoda elektroforezy poliakryloamidowej z SDS i analizowano
metoda Western blotting zastosowaniem kroliczych przeciwciat anty-HtrA. Detekcje bialek
przeprowadzono metoda chemiluminescencyjna dzigki wykorzystaniu przeciwcial kozich

kozich anty-kréliczych sprz¢zonych z alkaliczna fosfataza (AP) oraz z zastosowaniem

substratow dla AP do detekcji chemiluminescencencyjnej firmy Roche (rozdziat Metody).

Bakterie E. coli podzielono na szereg préb inkubacyjnych zgodnie z ponizsza tabela.

Nr préby

1 E. coli B178

2 E. coli B178 + DOX (0,1 mM) - inkubacja 20 minut
3 E. coli B178 + DOX (0,1 mM) - inkubacja 40 minut
4 E. coli B178 + DOX (0,1 mM) - inkubacja 60 minut
5 E. coli B178 + DOX (0,25 mM) - inkubacja 20 minut
6 E. coli B178 + DOX (0,25 mM) - inkubacja 40 minut
7 E. coli B178 + DOX (0,25 mM) - inkubacja 60 minut
8 Oczyszczone biatko HtrA (200 ng)
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5.9.2. Inkubacja izolowanych bton bakteryjnych z doksorubicyng

Wyizolowane btony bakteryjne podzielono na szereg préb inkubacyjnych zgodnie z

ponizsza tabela.
Nr préby
1 btony bakteryjne
2 btony bakteryjne + DOX (0,1 mM) + NADPH (1 mM)
3 btony bakteryjne + DOX (0,1 mM) + NADPH (1 mM) + IA C18 (25 pM)
4 btony bakteryjne + DOX (0,25 mM) + NADPH (1 mM)
5 btony bakteryjne + DOX (0,25 mM) + NADPH (1 mM) + IA C18 (25 uM)

Stezenia odczynnikéw:

DOX-0,1 mM i 0,25 mM, NADPH-1 mM, IA C18-25 pM.

Do kazdej z préb dodano 50 mM buforu fosforanowego, pH 7,4 do objgtosci 1 ml. Proby

inkubowano przez 30 minut w tazni wodnej o temperaturze 37°C, z delikatnym mieszaniem

Po tym czasie préby wirowano przez 60 minut z przyspieszeniem 100000 x g w

temperaturze 4 °C. W otrzymanym po odwirowaniu osadzie bton bakteryjnych oznaczano

poziom grup karbonylowych (rozdziat Oznaczanie poziomu grup karbonylowych).
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5.10. Analiza widm elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)

Na podstawie widm EPR znacznika spinowego, 3-maleimidoproksylu, specyficznie
wiazacego si¢ z bialkami, wnioskowano o zmianie konformacji biatek blonowych pod

wptywem dzialania doksorubicyny w uktadzie in vitro.

5.10.1. Analiza widm EPR w badaniach in vitro

1. Wyizolowano mitochondria i mikrosomy z serc chomikéw oraz btony bakteryjne
zgodnie z procedura opisana w rozdziale: Izolacja frakcji subkomérkowych i
Izolacja bton bakteryjnych.

2. Przygotowane proby inkubacyjne zgodnie z tabelami zamieszczonymi ponizej

inkubowano w temp. 37°C przez 30 minut.

Nr proby mitochondria
1 kontrola
2 DOX, NADH

Nr préby mikrosomy
3 kontrola
4 DOX, NADPH

Nr préby btony bakteryjne

5 kontrola

6 DOX, NADPH

3. Po zakonczeniu inkubacji préby odwirowano odpowiednio: mikrosomy i blony
bakteryjne: 60 min z przyspieszeniem 100 000 x g, a mitochondria: 10 min z
przyspieszeniem 10000 x g. Uzyskany po wirowaniu osad zawieszono w
buforze 10 mM Tris-HCI/150 mM KCI, pH 7,4 o koncowej objetosci 500 ul.

4. Do kazdej z prob dodano 3-MSL w takiej ilosci, aby kofcowe stezenie znacznika

wynosito 0,65 mM.
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5. Préby inkubowano przez 16 godzin, nastgpnie do kazdej z préb dodano 4 ml
buforu 1 odwirowano wg procedury opisanej powyzej, celem odptukania
niezwiazanego znacznika. Uzyskany osad zawieszono w 200 ul buforu 10 mM
Tris-HC1/150 mM KCl, pH 7.4.

6. Przygotowana probke umieszczano w aparacie Varian E-4 1 rejestrowano widmo
EPR znacznika zwiazanego z biatkami bton; mitochondriéw (Rycina 26),
mikrosoméw (Rycina 27) oraz bton bakteryjnych (Rycina 28).

7. Cyfrowy zapis widma EPR znacznika analizowano przy pomocy programu
komputerowego EPRIK i obliczano parametry dla 3-MSL.: hg, hy, 1. (Ryciny 13-
15).

8. Zmiang konformacji biatek blonowych szacowano na podstawie wartosci hy/hy,

(Rycina 14), tj. ilorazu parametréw rozszczepionej sktadowej wysokopolowe;.

5.10.2. Analiza widm EPR aromatycznych aminooksyli

Analizg¢ widm EPR aromatycznych aminooksylii indolinowych IA C2 i IA C18
przeprowadzono rejestrujac ich widma w roztworach etanolowych oraz w

mikrosomach wyizolowanych z serc chomikéw.

1. Przygotowano préby etanolowych roztworéw 50 uM IA C2 i 1A C18 o
objegtosci 200 Pl 1 umieszczono w aparacie Varian E-4 rejestrujac ich widmo
EPR (Rycina 29)

2. Do wyizolowanych mikrosoméw z serc chomikéw zgodnie z procedura opisang
w rozdziale Izolacja frakcji subkomérkowych, dodano przygotowane powyzej
roztwory aminooksyli tak aby ich koncowe st¢zenie w prébie wynosito 50 uM.

3. Przygotowane proby umieszczano w aparacie Varian E-4 i rejestrowano ich

widmo EPR (Rycina 30).

u 10 Gauss

Rycina 13. Widmo EPR znacznika 3-MSL w roztworze etanolowym,

niezwiazanego z biatkami.
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- hg, hy, - rozszczepiona sktadowa wysokopolowa h+1,
- hg - sktadowa centralna,
- h.; - sktadowa niskopolowa,

- AWO - szeroko$¢ sktadowej centralne;.

hy/hy, - iloraz amplitudy wysokopolowych linii widma hg; hy,.

Te - czas korelacji rotacyjnej znacznika zwigzanego z biatkami

h
7. =0.84ns - AW, { hw —1}

-1

Rycina 14. Widmo EPR znacznika 3-MSL po zwiazaniu z biatkami.
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Rycina 15. Wiazanie znacznika 3-MSL do biatek.

5.11. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako wartosci S$rednie wraz z warto$cia odchylenia
standardowego (SD) lub biedu standardowego S$redniej (SEM). Analizg statystyczna
przeprowadzono przy pomocy programu Statistica 7.1 firmy StatSoft, Inc., 2005 oraz
arkusza kalkulacyjnego Excel 2000 PL. Zastosowano niesparowany test t-Studenta przy
poréwnaniu dwoch grup, weryfikacje normalno$ci rozktadu danych przeprowadzono testem
Shapiro-Wilka, a weryfikacj¢ hipotezy o jednorodnosci wariancji testem Levena. W
przypadku poréwnan wielu grup zastosowano test ANOVA jednoczynnikowa oraz test

Post-hoc (NIR Fishera). Za poziom statystycznej istotnosci przyjeto p=0,05.
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6. Wyniki

6.1. Badania in vivo

6.1.1. Poziom grup karbonylowych i MDA+4-HNE we frakcji postjadrowej
izolowanej z serc chomikoéw po dozylnym podaniu doksorubicyny w dawce 5 mg/kg

m.cC.
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Rycina 16. Zmiany poziomu grup karbonylowych we frakcji postjadrowej izolowanej z serc
chomikéw po dozylnym podaniu doksorubicyny w dawce 5 mg/kg m.c.

Wartosci podano w przeliczeniu na 1 mg biatka frakcji postjadrowej izolowanej z serc
chomikéw pobranych odpowiednio po 10 minutach, 20 minutach i 30 minutach od podania

leku ($r. + SEM, p<0,005).

Po 10 minutach (grupa II) od dozylnego podania chomikom doksorubicyny w dawce
5 mg/kg m.c. stwierdzono podwyzszony poziom grup karbonylowych w izolowanej z serc
frakcji postjadrowej, ktérego wartos¢ wynosita 1,29 + 0,16 nmol CO/mg biatka w
poréwnaniu z grupa kontrolng 0,54 + 0,16 nmol CO/mg biatka (p<0,005) (Rycina 16).
Podwyzszony poziom grup karbonylowych stwierdzono réwniez po 20 minutach (grupa III)
oraz 30 minutach (grupa IV) od zakonczenia podawania leku ale réznice w poziomie grup
CO w grupach II-IV nie byty istotne statystycznie (p>0,5).

Wzrost poziomu grup karbonylowych nie korelowal ze zmianami w poziomie

MDA+4-HNE migdzy poszczegdlnymi grupami (Rycina 17).
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Rycina 17. Zmiany poziomu MDA+4-HNE we frakcji postjadrowej izolowanej z serc
chomikéw po dozylnym podaniu doksorubicyny w dawce 5 mg/kg m.c.

Wartosci podano w przeliczeniu na 1 mg biatka frakcji postjadrowej izolowanej z serc
chomikéw pobranych odpowiednio po 10 minutach, 20 minutach i 30 minutach od podania

leku ($r. + SEM, p>0,3).

Nie stwierdzono zmian w poziomie MDA+4-HNE oznaczonych we frakcji
postjadrowej izolowanej z serc chomikéw, ktérym podano dozylnie doksorubicyng w dawce
5 mg/kg m.c. (grupy II-IV) w poréwnaniu z kontrola (grupa I) (Rycina 17). Warto$ci
srednie poziomu MDA+4-HNE w kontroli (grupa I) i poszczegélnych grupach II-IV byly w
zakresie 0,65-0,67 £ 0,16-0,18 nmol MDA+4-HNE /mg biatka.
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6.1.2. Poziom grup karbonylowych we frakcjach mitochondrialnej i mikrosomalnej
izolowanych z serc chomikow po dozylnym podaniu doksorubicyny w dawce 5 mg/kg

m.cC.
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Rycina 18. Zmiany poziomu grup karbonylowych w mitochondriach i mikrosomach
izolowanych z serc chomikéw po dozylnym podaniu doksorubicyny w dawce 5 mg/kg m.c.
Pobranie serc do oznaczen biochemicznych po 10 minutach od podania leku. Wartosci
podano w przeliczeniu na 1 mg biatka mitochondriéw i mikrosoméw ($r. £ SD, *p<0,05 1

**p<0,05 w poréwnaniu do kontroli).

Poziom grup karbonylowych oznaczony w mitochondriach 1 mikrosomach
izolowanych z serc chomikéw pobranych po 10 minutach od dozylnego podania podawania
doksorubicyny w dawce 5 mg/kg m.c. wzrastal statystycznie istotnie (p<0,05) w
porownaniu z odpowiednimi grupami kontrolnymi (Rycina 18). Poziom grup
karbonylowych oznaczony w mitochondriach w grupie badanej wynosit 2,1 + 0,36 nmol
CO/mg bialka i byt prawie trzykrotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej 0,81 = 0,01 nmol
CO/mg biatka. Poziom grup CO w mikrosomach wzrastat z wartosci 0,49 £ 0,01 nmol
CO/mg biatka do wartosci 1,34 + 0,2 nmol CO/mg biatka. Nie zanotowano natomiast

statystycznie istotnych r6znic w poziomie MDA+4-HNE (Rycina 19).
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6.1.3. Poziom MDA+4-HNE we frakcjach mitochondrialnej i mikrosomalnej
izolowanych z serc chomikow po dozylnym podaniu doksorubicyny w dawce 5 mg/kg

m.c.
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Rycina 19. Zmiany poziomu MDA+4-HNE w mitochondriach i mikrosomach izolowanych
z serc chomikéw po dozylnym podaniu doksorubicyny w dawce 5 mg/kg m.c. Pobranie serc
do oznaczen biochemicznych po 10 minutach od podania leku. Wartosci podano w
przeliczeniu na 1 mg biatka mitochondriéw i mikrosoméw ($r. £ SD, *p>0,15 i **p>0,1 w

poréwnaniu do kontroli).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w poziomie MDA+4-HNE
oznaczonym w mitochondriach i mikrosomach izolowanych z serc chomikéw pobranych po
10 minutach od dozylnego podania doksorubicyny w dawce 5 mg/kg m.c. w poréwnaniu z

odpowiednimi grupami kontrolnymi (Rycina 19).
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6.2. Badania in vitro na frakcjach subkomoérkowych izolowanych z serc

chomikow

6.2.1. Poziom grup karbonylowych i MDA +4-HNE w mitochondriach
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Rycina 20. Wptyw doksorubicyny, jonéw zelaza oraz antyoksydantéw na poziom grup
karbonylowych oznaczony w mitochondriach izolowanych z serc chomikéw ($r. £ SEM,
stgzenie poszczegbdlnych odczynnikéw: DOX - 0,1 mM, NADH - 1 mM, ATP/Fe** - 1
mM/10 uM, TA C2 - 25 uM, 1A C18 - 25uM).

Stwierdzono statystycznie istotne réznice zaréwno w poziomie grup CO (Rycina 20)
jak 1 MDA+4-HNE (Rycina 21) oznaczonych w izolowanych mitochondriach
inkubowanych z doksorubicyna. Zanotowano znaczny wzrost poziomu grup CO w prébie
inkubacyjnej zawierajacej mitochondria, doksorubicyn¢ oraz NADH do wartosci 2,61 £
0,14 nmol CO/mg biatka w poréwnaniu z kontrola, czyli préba zawierajaca tylko
mitochondria 0,64 * 0,14 nmol CO/mg biatka. Obecno$¢ jondéw zelaza nie wplyneta
statystycznie istotnie (p>0,2) na poziom grup karbonylowych oznaczony w probie
zawierajacej mitochondria, DOX, NADH oraz Fe".

Aromatyczny aminooksyl indolinowy z 18-wgglowym fancuchem bocznym, 1,2-
dihydro-2-oktadecyl-2fenyl-3H-indol-3-fenylimino-1-oksyl, (IA C18) hamowal wzrost
poziomu grup karbonylowych indukowany doksorubicyna w obecnosci NADH.
Aminooksyl TA C2, z dwuwegglowym fancuchem bocznym, nie wptywat statystycznie

istotnie na wartos¢ poziomu grup CO w poréwnaniu z kontrola.
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Rycina 21. Wptyw doksorubicyny, jonéw zelaza oraz antyoksydantéw na poziom MDA+4-
HNE oznaczony w mitochondriach izolowanych z serc chomikéw (§r. = SEM, stezenie
poszczegblnych odczynnikéw w probach: DOX - 0,1 mM, NADH - 1 mM, ATP/Fe’* - 1
mM/10 uM, 1A C2 - 25 uM, 1A C18 - 25 pM).

Nie wykazano wzrostu poziomu MDA+4-HNE (Rycina 21) oznaczonych w
nastgpujacych prébach inkubacyjnych: zawierajacej mitochondria i1 doksorubicyng,
zawierajacej mitochondria i NADH oraz w probie, w ktérej mitochondria inkubowane byty
jednoczesnie z doksorubicyng oraz NADH. Wzrost poziomu MDA+4-HNE okazat sig
zalezny od obecno$ci jonéw zelaza, i tak, w probie inkubacyjnej zawierajace;j:
mitochondria, doksorubicyng, NADH oraz Fe’* wynosit 1,56 £ 0,12 nmol MDA+4-HNE/mg
biatka w poréwnaniu z kontrola 0,47 + 0,12 nmol MDA+4-HNE/mg biatka.

Aromatyczny aminooksyl indolinowy z dwuwegglowym tancuchem bocznym (IA
C2) hamowal wzrost poziomu MDA+4-HNE indukowany obecnoscia doksorubicyny,
NADH i jonéw zelaza. Aminooksyl IA C18 nie wplywat statystycznie istotnie na poziom

MDA+4-HNE w analogicznych warunkach.
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6.2.2. Poziom grup karbonylowych i MDA +4-HNE w mikrosomach
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Rycina 22. Wptyw doksorubicyny, jonéw zelaza oraz antyoksydantéw na poziom grup
karbonylowych oznaczony w mikrosomach izolowanych z serc chomikéw ($r. + SEM,
stezenie poszczegdlnych odczynnikéw: DOX - 0,1 mM, NADPH - 1 mM, ATP/Fe3+ - 1
mM/10 uM, TIA C2 - 25 uM, 1A C18 - 25 uyM).

Stwierdzono statystycznie istotne réznice zarowno w poziomie grup CO (Rycina 22)
jak i MDA+4-HNE (Rycina 23) oznaczonych w mikrosomach izolowanych z mig$nia serca
chomika.

Poziom grup karbonylowych w prébie inkubacyjnej mikrosoméw w obecnosci
doksorubicyny i NADPH wzrastat do wartosci 2,72 + 0,37 nmol CO/mg biatka w
poréwnaniu z kontrolg 0,76 + 0,36 nmol CO/mg biatka. Dodane do proby inkubacyjnej jony
zelaza Fe’* nie wplynely statystycznie istotnie na wartos¢ grup karbonylowych.
Aromatyczny aminooksyl TA CI18 hamowal wzrost poziomu grup karbonylowych
indukowany doksorubicyna i NADPH, natomiast IA C2 pozostawat bez wptywu na poziom

grup karbonylowych w analogicznych warunkach.
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Rycina 23. Wptyw doksorubicyny, jonéw zelaza oraz antyoksydantéw na poziom MDA+
4-HNE oznaczony w mikrosomach izolowanych z serc chomikéw ($r. + SEM, stezenie
poszczegblnych odczynnikéw: DOX - 0,1 mM, NADPH - 1 mM, ATP/Fe’ - 1 mM/10 pM,
IA C2-25 uM, 1A C18 - 25 uM).

Poziom MDA+4-HNE oznaczony w mikrosomach izolowanych z serc chomikéw
wzrastal w obecnosci doksorubicyny, NADPH oraz jonéw zelaza Fe** do wartosci 1,81 +
0,14 nmol MDA+4-HNE/mg biatka w poréwnaniu z kontrola 0,42 + 0,14 nmol MDA+4-
HNE/mg biatka. W przypadku braku jonéw zelaza w analogicznych warunkach nie
zanotowano statystycznie istotnych zmian (p>0,2) poziomu grup karbonylowych w
poréwnaniu z grupa kontrolna.

Aminooksyl TA C2 hamowal wzrost poziomu MDA+4-HNE indukowany
doksorubicyna zaré6wno w mitochondriach (Rycina 21) jak i mikrosomach (Rycina 23).

Aminooksyl TA C18 nie wykazywat wptywu na poziom MDA+4-HNE indukowany
doksorubicyna w mitochondriach (Rycina 21) ani w mikrosomach (Rycina 23), hamowat
natomiast wzrost poziomu grup CO zaréwno mitochondriach (Rycina 20) jak i

mikrosomach (Rycina 22).
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6.3. Badania na bakteriach E. coli B178

6.3.1. Indukcja syntezy biatka HtrA pod wplywem doksorubicyny

500

400
<
@ 300 - Okontrola
§ ODOX 0,1 mM
9 200 - EDOX 0,25 mM
-

100

128 141
0
20 minut 40 minut 60 minut

Rycina 24. Poziom biatka HtrA w komoérkach bakterii E. coli traktowanych doksorubicyna.

Poziom biatka HtrA w komoérkach bakteryjnych oznaczono z zastosowaniem metody
Western blotting stosujac analiz¢ densytometryczna immunoblotéw. Poziom biatka HtrA
(Rycina 24) przedstawiono jako procentowa warto$¢ absorpcji kazdego z prazkéow
odpowiadajacych biatkku HtrA. Jako 100 % przedstawiono absorpcj¢ prazka
odpowiadajacego poziomowi biatka w komérkach nietraktowanych doksorubicyna.

Doksorubicyna spowodowata indukcje syntezy biatka szoku termicznego, HtrA, juz
po 20 minutach, zaréwno w stezeniu 0,25 mM jak i 0,1 mM, przy czym indukcja pod
wplywem wyzszego stezenia leku byta wigksza, dwukrotna w poréwnaniu z kontrola.
Najwigksza indukcj¢ syntezy biatka HtrA, obserwowano po 60 minutach traktowania
bakterii doksorubicyna w st¢zeniu 0,25 mM. Poziom biatka wzrést czterokrotnie w stosunku

do kontroli.
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6.3.2. Utlenianie bialek blon bakteryjnych pod wplywem doksorubicyny

Nr préby

1 btony bakteryjne

btony bakteryjne + DOX (0,1 mM) + NADPH (1 mM)

btony bakteryjne + DOX (0,1 mM) + NADPH (1 mM) + IA C18 (25 uM)

btony bakteryjne + DOX (0,25 mM) + NADPH (1 mM)

| B~ W N

btony bakteryjne + DOX (0,25 mM) + NADPH (1 mM) + IA C18 (25 uM)

Rycina 25. Poziom grup karbonylowych w biatkach bton bakteryjnych izolowanych z

komorek E. coli inkubowanych z doksorubicyna.

Fotografia przedstawia wyniki immunoblotingu z uzyciem przeciwcial anty-DNP.
Numerowi $ciezki odpowiada numer proby inkubacyjnej zgodnie z zamieszczona tabela.
Kazda $ciezka zawiera jednakowa ilo$¢ biatka a wigksza intensywnos$¢ zabarwienia
prazkéw oznacza wyzszy poziom grup karbonylowych w odpowiedniej prébie
inkubacyjne;j.

Poziomy grup karbonylowych w probach zawierajacych doksorubicyng w st¢zeniach
0,25 mM (nr préby 4) jak i 0,1 mM (nr préby 2) w uktadzie NADPH-zaleznym sa wyzsze w
poréwnaniu z préba kontrolna (nr proby 1). Wykazano réwniez hamujacy wpltyw
aminooksyla IA CI18 na bialka bton bakteryjnych przed zmianami oksydacyjnymi
wywolanymi dziataniem doksorubicyny w przypadku obu zastosowanych stezen: 0,1 mM w

prébie nr 31 0,25 mM w prébie nr 5.
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6.4. Analiza widm EPR w badaniach irn vitro

Wyizolowane z serc chomikéw mitochondria (Rycina 26), mikrosomy (Rycina 27)
oraz btony bakteryjne (Rycina 28) inkubowano w warunkach in vitro z doksorubicyna, a

nastgpnie znakowano znacznikiem spinowym, 3-MSL.

6.4.1. Widmo EPR znacznika spinowego zwiazanego z bialkami mitochondriéw

Y - sca|le = 2.00.0
)
3%;

’\\

mitochondria - kontrola hy/h,=0,116 1.=2,362 x 10785
mitochondria + DOX + NADH hy/h,=0,121 1.=2,844 x 1078

Rycina 26. Widmo EPR znacznika spinowego 3-MSL zwiazanego z biatkami
mitochondriéw inkubowanych z doksorubicyna (stezenia odczynnikéw: DOX-0,1 mM,
NADH-1 mM, warunki pomiaru: szeroko$¢ skanu: 100 Gausséw, centrum skanu 3376 G,

modulacja 5 G, czas 2 min, stata czasowa 0,1 s.).
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6.4.2. Widmo EPR znacznika spinowego zwiazanego z bialkami mikrosoméw

= 200.0

Y - scale

mikrosomy - kontrola hys/h,=0,240 1.=1,285 x 107
mikrosomy + DOX + NADPH hy/hy=0,260  1.=1,359 x 10”5

Rycina 27. Widmo EPR znacznika spinowego 3-MSL zwiazanego z biatkami
mikrosoméw inkubowanych z doksorubicyna (st¢zenia odczynnikéw: DOX-0,1 mM,
NADPH-1 mM, warunki pomiaru: szeroko$¢ skanu: 100 Gausséw, centrum skanu 3376 G,

modulacja 5 G, czas 2 min, stata czasowa 0,1 s.).

Analiza widm znacznika spinowego zwiazanego z biatkami mitochondriéw oraz
mikrosoméw (Rycina 26 i Rycina 27) wykazata réznice rozszczepionej sktadowej
wysokopolowej prob kontrolnych w poréwnaniu z prébami badanymi. Interpretacja
matematyczna parametru hy/hy, przedstawiona na Rycinie 12, wykazata, ze parametr hy/h,,
widma znacznika zwigzanego z biatkami mitochondriéw inkubowanych z doksorubicyng i
NADH wzrastal w poréwnaniu z kontrola (Rycina 26) jak réwniez wzrastal w przypadku
mikrosoméw inkubowanych z doksorubicyna i NADPH (Rycina 27). W obu przypadkach

wzrastal rowniez czas korelacji rotacyjnej T
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6.4.3. Widmo EPR znacznika spinowego zwiazanego z bialkami blon bakteryjnych

Y - gscale = 200.0

| 20 Gauss |

btony bakteryjne - kontrolna hy/h,,=0,079 7.=3,904 x 1085
btony bakteryjne + DOX + NADPH hy/h,=0,127 7.=4,204 x 1085

Rycina 28. Widmo EPR znacznika spinowego 3-MSL zwiazanego z biatkami bion
bakteryjnych inkubowanych z doksorubicyna, warunki pomiaru: szerokos¢ skanu: 100

Gaussoéw, centrum skanu 3376 G, modulacja 5 G, czas 2 min, stata czasowa 0,1 s.).

Analiza widm znacznika spinowego zwigzanego z bialkami bton bakteryjnych
wyizolowanych z bakterii E. coli inkubowanych z doksorubicyna (Rycina 28) wykazata
réznice rozszczepionej sktadowej wysokopolowej hy/hy,. Wartos¢ ta byla wyzsza w grupie
badanej (0,127) w poréwnaniu z grupa kontrolng (0,079), wzrastal réwniez czas korelacji

rotacyjnej Te.

67



6.5. Analiza widm EPR aromatycznych aminooksylii IA C2 i IA C18

10 Gauss

1A C2 IAC18

Rycina 29. Widma EPR aromatycznych aminooksylii IA C2 i IA C18 w etanolu.

10 Gauss

M,
wmmw /! ”\\WN Mot MWJW’W /

IA C2 IA C18

Rycina 30. @ Widma EPR aromatycznych aminooksyli IA C2 i IA C18 w prébach

zwierajacych wyizolowane mikrosomy.

Analiza widm EPR aminooksylii IA C2 1 IA CI8 w roztworach etanolowych
(Rycina 29) wykazata, iz ich widma wykazuja pelna struktur¢ nadsubtelnag. Wynika to z
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duzej dynamiki ruchu molekularnego oraz jego pelnej swobody przestrzennej. Mniej
widoczna struktura nadsubtelna aminooksyla IA C18 wynika ze struktury czasteczki
(obecnosci  18-weglowego tancucha bocznego) ograniczajacej swobode rotacji.
Immobilizacja czasteczki aminooksyla TA C18 i wymuszona anizotropia powoduje
poszerzenie giéwnych skladowych widma EPR co wiaze si¢ z zanikiem wigkszosci
sktadowych struktur nadsubtelnych.

Zmiana charakteru widm EPR IA C2 i IA C18 w prébach zawierajacych izolowane
mikrosomy (Rycina 30) $§wiadczy o wnikaniu tych czasteczek w struktur¢ dwuwarstwy
btony i immobilizowaniu czasteczek. Immobilizacja IA C18 jest wigksza niz IA C2,
poniewaz jest to czasteczka o wigkszej masie czasteczkowej z 18-wegglowym tancuchem

bocznym, ktéry ogranicza swobodg rotacji i dyfuzje literalna w btonie.
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7. Dyskusja

Jednym z bardzo waznych efektéw ubocznych dziatania doksorubicyny (DOX) jest
szkodliwy wplyw na serce, a wigc kardiotoksyczno$¢ limitujaca jej zastosowanie.
Stosowane sa leki, ktére z mniejszym lub wigkszym skutkiem hamuja uboczne skutki DOX,
jednakze do tej pory nie udato si¢ znalez¢ jednego skutecznego Srodka, ktéry catkowicie
hamowatby te efekty 1 skutecznie ochranial migsien serca, pozostajac bez wplywu na
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa doksorubicyny.

Aby skutecznie chroni¢ migsien serca przed doksorubicyna nalezy najpierw
dokladnie pozna¢ mechanizm jej dziatania, stad inspiracja do wykonanych przeze mnie
doswiadczen. Wielu autoréw z réznych osrodkéw naukowych na calym Swiecie, wciaz
pracuje nad tym zagadnieniem, a wyniki ich prac publikowane sa w licznych czasopismach
naukowych. Patogeneza indukowanej doksorubicyna kardiotoksycznos$ci pozostaje jednak
niejasna. Dotychczas nie udato si¢ jednoznacznie okresli¢ mechanizmu dziatania DOX na
migsien  serca, ktory tlumaczylby przyczyny selektywnej kardiotoksycznosci.
Kardiotoksyczno$é nie jest wynikiem efektu przeciwnowotworowego doksorubicyny'™ i
wiazania z kwasem DNA, poniewaz proliferacja komdrek serca ulega zahamowaniu juz w 2
miesigcu Zycia29.

Istnieje wiele hipotez dotyczacych kardiotoksycznosci DOX, wigkszos¢ z nich
opiera si¢ na dzialaniu RFT, gtéwnie wolnych rodnikéw, powstajacych w konsekwencji
reakcji jednoelektronowej redukcji doksorubicyny i udziale jonéw zelaza w reakcjach
wolnorodnikowych','”!. Wolne rodniki i RFT sa przyczyna niewydolnosci serca’ '*% 13,
a doksorubicyna jest jednym z lekéw, obok np. bleomycynym, mogacych generowa¢ wolne

6

rodniki w warunkach in vivo® i in vitro'”. Szczegélna podatno$é migénia serca na

uszkodzenie doksorubicyna moze wynika¢ ze szczegdlnych wilasnosci bariery

antyoksydacyjnej kardiomiocyta. Aktywnos$ci enzyméw bariery antyoksydacyjnej serca sa

7, 166, 167
a

znacznie nizsze w porOéwnaniu z innymi narzadami, np. watrob , Czym mozna

tlumaczy¢ wigksza podatno$¢ migs$nia serca na uszkodzenia wolnorodnikowe, w tym

indukowane doksorubicyna. W warunkach stresu oksydacyjnego dochodzi do uszkodzenia

. .. ., 6. 196
struktury i1 funkcji mig$nia serca’® '’

h197.

, co znajduje odzwierciedlenie réwniez w badaniach
biochemicznyc
Wykazano doswiadczalnie na modelu zwierz¢cym, ze wolne rodniki i RFT!% 19

200.201 59k § DOX™ 2°% sq przyczyna niewydolnosci serca.
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Model zwierzgey jest powszechnie stosowany w badaniach nad uszkodzeniem
mig$nia serca wywotanym doksorubicyna. Zastosowany zostal przez wielu autoréw a

zmiany hemodynamiczne ** i ultrastrukturalne ***

zachodzace w sercu zwierzat
laboratoryjnych (szczur, chomik, krélik) pod wptywem dziatania DOX poréwnywalne byty
ze zmianami stwierdzanymi w sercu cztowieka, co potwierdzono na podstawie bioptatow
fragmentéw serca pobranych od cztowieka i zwierzat laboratoryjnychzos.

Doksorubicyna jest przyczyna stresu oksydacyjnego w sercu i jak dowiedziono
powoduje znaczacy wzrost produkcji wolnych rodnikéw niemal we wszystkich frakcjach
subkomoérkowych (mitochondriach, mikrosomach i cytozolu) izolowanych z migsnia serca’”
206.207 yraz, nadekspresj¢ biatka, tioredoksyny, chroniacego przed stresem oksydacyjnymm.
Oceng intensywnosci oksydacji bialek i peroksydacji lipidéw btonowych oparto
odpowiednio na pomiarze poziomu grup karbonylowych (CO) oksydacyjnie
zmodyfikowanych biatek oraz poziomu dialdehydu malonowego i 4-hydroksy-2-nonenalu
(MDA+4-HNE), koncowych produktéw peroksydacji lipidéw. Wartosci oznaczonych
pozioméw grup karbonylowych i MDA+4-HNE poréwnywano z odpowiednimi grupami
kontrolnymi.

Przydatno$¢ oznaczen poziomu grup karbonylowych jako markera oksydacji biatek

140 . (. 209,210, 211, 212
. Wielu autoréw

jako pierwszy zaproponowal Earl Stadtman wykazato, ze
poziom biatkowych grup karbonylowych ro$nie w wyniku oksydacyjnych uszkodzen biatek
i ma miejsce w przebiegu wielu choréb, m.in. mlodzienczego zapalenia stawéw’ .

Biatka sa celem ataku wolnych rodnikéw i RFT. Moga by¢ uszkadzane przez
czynniki zewnatrzkomoérkowe (zewnatrzkomorkowe zrédla wolnych rodnikéw) jak 1
wewnatrzkomorkowe (wewnatrzkomérkowe zrédta RFT jakimi sa, m.in. mikrosomalny i
mitochondrialny uktad transportu elektronéw). Mitochondria sa organellami waznymi dla
komdérki i jako fizjologiczne centra energetyczne dostarczaja energii potrzebnej do ich
prawidlowego funkcjonowania. Tak wigc, z jednej strony komorki zaopatrywane sa w
zyciodajna energig, z drugiej jednak strony narazone sa na atak wolnorodnikowy.

W wyniku oksydacji bialek na skutek dziatania RFT nast¢puje utlenianie grup
aminowych reszt aminokwasowych do grup karbonylowych> 7 (Rycina 32, str.77).
Powstawanie grup karbonylowych w biatkach oksydacyjnie zmodyfikowanych jest jednym
z markeréw oksydacji bialek a ich obecnos$¢ oraz ilo§¢ mozna oznaczy¢ na podstawie
reakcji z 2,4-dinitrofenylohydrazyna %% %",

Peroksydacja lipidéw jest procesem wolnorodnikowym polegajacym na utlenianiu i

degradacji nienasyconych kwaséw tluszczowych wchodzacych w skfad lipidéw, m.in.
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lipidéw blonowych. Peroksydacja lipidow jest przyczyna wielu chordb, takich jak:
miazdzyca, cukrzyca, ischemia i choroby neurodegeneracyjn6214.

Pomiar poziomu koncowych produktéw peroksydacji lipidow, takich jak dialdehyd
malonowy i 4-hydroksy-2-nonenal (MDA+4-HNE) jest ogdlnie przyjeta i szeroko
stosowana metoda monitorowania stresu oksydacyjnego w tkankach?'. Zastosowana w
czesci eksperymentalnej pracy metoda oznaczania poziomu MDA i 4-HNE, reagujacych z
N-metylo-2-fenyloindolem, jest metoda swoista i wyklucza reakcje z innymi zwiazkami, np.
cukrami, bilirubina, jak to ma miejsce w przypadku oznaczen w metodzie opierajacej si¢ na
reakcji z kwasem tiobarbiturowym?*'.

Powszechnie wiadomo, ze celem ataku wolnych rodnikéw sa btony komdrkowe, a
najwigkszym efektem ich dziatania sa zmiany witasciwosci bton indukowane peroksydacja

lipidéw i1 oksydacja biatek. Spadek ptynnosci bton w nastgpstwie stresu oksydacyjnego

wykazano na wielu liniach komérkowych 1 organellach komérkowych. Doksorubicyna

h217 h218.

wiaze sig zaréwno do lipidéw btonowych” ’ jak i biatek blonowyc

W ramach niniejszej rozprawy poddano ocenie wptyw doksorubicyny na lipidy i
biatka btonowe organelli komérkowych izolowanych z mig$nia serca chomika oraz wptyw
doksorubicyny na bakterie Escherichia coli B178, pomijajac jej wplyw na kwasy
nukleinowe. Wielu autoréw neguje bowiem wpltyw DOX na inne organelle komérkowe
poza jadrem komérkowym. Andrew H-J Wang?"® podkresla, ze DOX wnikajac do komérki
przez bton¢ komoérkowa, dociera i wnika do jadra komérkowego, gdzie interkaluje z DNA,
co potwierdza Chen*®. Azeby zbada¢ hipotezg o uszkodzeniu organelli kardiomiocyta
wywolanym doksorubicyna czgS¢ doswiadczalna rozprawy zostala wykonana na
mitochondriach i mikrosomach wyizolowanych z mig$nia serca, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zmian zachodzacych w biatkach. Niewiele jest prac na temat wplywu
doksorubicyny na biatka blonowe, wigkszo$¢ dotyczy zmian na poziomie lipidow

. . 3
btonowych oraz lipoprotein osocza ?

. Jeszcze mniej jest doniesien literaturowych
opisujacych wplyw doksorubicyny w uktadach in vivo i in vitro na btony izolowanych z
miesnia serca mitochondriéw i mikrosomoéw.

Istotne z punktu widzenia energetyki kazdej komoérki, a w szczegdlnosci komérki
migs$nia serca, jest prawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw, ktérych objetos¢ stanowi
okoto 40 %**' objetosci komérki mieénia serca. Mitochondria moga byé celem dzialania
réznych lekéw, ktére moga specyficznie wptywacé na funkcjonowanie mitochondriéw, lub
takie, ktére dziataja w innym miejscu komorki, a na mitochondria maja wptyw posredni, jak

np. doksorubicyna®*.
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Doswiadczenia in vivo przeprowadzone na chomikach wykazaly wptyw DOX na
frakcje biatkowa bton komérkowych, oceniany na podstawie poziomu grup karbonylowych
(Rycina 16 i Rycina 18). Nie wykazano natomiast zmian pod wplywem dzialania
doksorubicyny na frakcj¢ lipidowa bton organelli subkomérkowych izolowanych z mig$nia
serca a ocenianych na podstawie poziomu MDA+4-HNE (Rycina 17 i Rycina 19).

Poziom grup karbonylowych oznaczony we frakcji postjadrowej izolowanej z serc
zwierzat, ktére otrzymaty jednorazowa dawke DOX, 5 mg/kg m.c., wzrastat juz po 10
minutach od podania leku (grupa II) a warto$¢ ta nie zmieniala si¢ w czasie do 30 minut od
podania leku, tj w przedziale czasowym, w ktérym prowadzono eksperyment. Wartosci
poziomu grup CO w grupie II (oznaczenie po 10 minutach), w grupie III (oznaczenie po 20
minutach) i w grupie IV (oznaczenie po 30 minutach) nie r6znily si¢ istotnie statystycznie
(p>0,5).

W mitochondriach i mikrosomach izolowanych z serc pobranych od chomikéw, po
10 minutach od podania jednorazowej dawki doksorubicyny, 5 mg/kg m.c. réwniez
zanotowano podwyzszony poziom grup karbonylowych (Rycinal8). Wzrost poziomu grup
CO w mitochondriach poréwnywalny byt ze wzrostem poziomu grup CO w mikrosomach w
odniesieniu do warto$ci oznaczonych w odpowiednich grupach kontrolnych.

Nie wykazano natomiast statystycznie istotnych réznic w poziomie MDA+4-HNE
oznaczonych we frakcji postjadrowej (Rycinal7) ani w mitochondrialnej i mikrosomalne;j
(Rycina 19) izolowanych z serc chomikéw, po jednorazowym podaniu doksorubicyny w
dawce 5 mg/kg m.c.

W przypadku oznaczen biochemicznych we frakcji postjadrowej, materialem
badanym byla frakcja postjadrowa uzyskana z preparatyki mig$nia serca pobranego od
jednego chomika. W przypadku oznaczen biochemicznych we frakcjach mitochondrialnej i
mikrosomalnej preparatyce poddano serca pobrane od kilku chomikéw z grupy badanej i
analogicznie z grupy kontrolnej. Metode taka zastosowano, poniewaz uzyskanie
wystarczajacej ilosci mitochondriéw i mikrosoméw z preparatyki jednego serca chomika,
wazacego okolo 300 mg, jest wysoce problematyczne w sensie technicznym, w ilosci
wystarczajacej do oznaczen biochemicznych metodami, ktérymi si¢ postuzytam. Wydaje si¢
jednak, ze wyniki uzyskane na takim materiale sa wiarygodne, poniewaz analogiczne
oznaczenia przeprowadzono kazdorazowo w obu grupach, tj. kontrolnej i badane;.

Najkrétszy czas od podania leku, po jakim inni autorzy pobierali tkanki i rejestrowali
zmiany w poziomie MDA, wynosit 5 godzin . Wickszo§¢ autoréw oznaczenia

biochemiczne wykonywata po 24 godzinach od podania doksorubicyny'>. Ponadto
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wigkszos$¢ doniesien z pisSmiennictwa skupia si¢ jedynie na wplywie doksorubicyny na
lipidy blonowe, pomijajac wptyw doksorubicyny na biatka blonowe. Trudno wigc odnies¢
uzyskane wyniki do danych literaturowych. Niemniej zarejestrowane zmiany w poziomie
grup karbonylowych, po tak krétkim czasie, po podaniu jednorazowej dawki leku moga by¢
istotnym wktadem w wyjasnienie patomechanizmu kardiotoksycznosci DOX, tym bardziej,
ze zmiany uzyskano we frakcjach: postjadrowej, mitochondrialnej i mikrosomalne;.

Wzrost poziomu grup karbonylowych w przeprowadzonych przeze mnie
do$wiadczeniach in vivo $§wiadczy o zmianach oksydacyjnych zachodzacych we frakcji
biatkowej bton biologicznych organelli komoérkowych izolowanych z migsnia serca a
indukowanych doksorubicyna. A bardzo krétki czas, 10 minut, od podania leku, po jakim
pojawia si¢ wzrost poziomu grup karbonylowych, $wiadczy o wolnorodnikowym
mechanizmie toksycznego dziatania doksorubicyny na serce.

Jednoczesny brak zmian w poziomie MDA+4-HNE wskazuje na brak wptywu
doksorubicyny na lipidy btonowe w czasie do 30 minut od podania leku, tj. do czasu, w
ktérym prowadzono oznaczenia. Nie wyklucza to jednak wplywu doksorubicyny na lipidy
btonowe, poniewaz zmiany na poziomie lipidéw zachodza, co potwierdzaja dane

. 155,224
literaturowe'>>

. Wyniki wykonanych przeze mnie doSwiadczen in vivo wskazywa¢ moga
na biatka btonowe jako pierwszy cel ataku doksorubicyny. Zaprzeczaja rowniez hipotezom,
méwigcym, ze oksydacja bialek indukowana doksorubicyna jest gtéwnie nastgpstwem
peroksydacji lipidéw?®’. W rozwazaniach nad selektywnym, kardiotoksycznym, dziataniem
doksorubicyny uwzglednia si¢ dziatanie metabolitow tego leku na migsien serca. Giéwny
metabolit doksorubicyny, doksorubicynol, ma wtasnosci kardiotoksyczne 1 moze powstawac
w komérkach serca’. Serce nie jest gléwnym narzadem odgrywajacym role w
metabolizmie doksorubicyny, chociaz obecno$¢ doksorubicynolu w komorkach serca moze
mie¢ znaczenie dla kardiotoksycznosci DOX. Doksorubicynol podobnie jak doksorubicyna
bierze udzial w reakcjach, w ktérych powstaja wolne rodniki ale jego efektywnos$¢ jest
nizsza. Brak zmian poziomu MDA+4-HNE do 30 minut od podania leku z duzym
prawdopodobienstwem wyklucza zasadnicza role metabolitéw doksorubicyny w indukcji
wczesne] kardiotoksyczno$ci tj w przedziale czasu, w ktérym prowadzono eksperyment.
Natomiast wzrost poziomu grup CO po tak krétkim czasie od podania DOX wskazuje na
destrukcyjny charakter leku w stosunku do biatek blonowych, co moze odbywac si¢ przy
udziale rodnika semichinonowego doksorubicyny (DOX®), powstajacego w reakcji

katalizowanej przez dehydrogenaz¢ NADH- czy NADPH-zalezna (Rycina 2, str. 7).

Mitochondria serca w odréznieniu do mitochondriéw innych tkanek, posiadaja enzym tzw.
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dehydrogenazg¢ egzogennego NADH (z ang. exogenous NADH dehydrogenase),
zlokalizowany w wewngtrzne] blonie  mitochondrialne; od strony przestrzeni
miedzybtonowej. Enzym ten przenosi elektrony z cytoplazmatycznego NADH na tancuch
oddechowy, moze wigc katalizowa¢ reakcj¢ jednoelektronowej redukcji czasteczki
doksorubicyny (Rycina 2), co zwigksza ilo§¢ powstajacego rodnika semichinonowego

doksorubicyny w sercu. Odkrycie tego enzymu przez Hansa Nohla®*®

podkresla znaczenie
rodnika DOX® w kardiotoksyczno$ci doksorubicyny.

Za bezposrednim udziatem DOX® przemawiaja rowniez wyniki wykonanych
doswiadczen w uktadzie in vitro, na wyizolowanych z mig$nia serca mitochondriach i
mikrosomach. Doswiadczenia in vitro eliminuja w znaczacym stopniu mozliwos$¢ konwersji
doksorubicyny do jej metabolitow. W uktadzie in vitro rejestrowano wzrost poziomu grup
karbonylowych w obecnosci DOX i NADH w mitochondriach (Rycina 20) jak i w
obecnosci DOX 1 NADPH w mikrosomach (Rycina 22). Wzrost poziomu MDA+4-HNE
(Rycina 21 1 Rycina 23) mial miejsce w analogicznych warunkach z ta réznica, ze jony
zelaza, okazaly si¢ niezbedne do katalizy procesu peroksydacji lipidéw. Powyzsze wyniki
wskazuja na inny patomechanizm uszkodzen komponenty biatkowej i lipidowej bion
biologicznych indukowanych dziataniem doksorubicyny.

Zastosowany model do$wiadczalny bton bakteryjnych, miat na celu teoretyczne
wyeliminowanie przebiegu procesu peroksydacji lipidow indukowanego doksorubicyna na
proces oksydacji biatek blonowych. Kardiolipina, fosfolipid bton komérek bakteryjnych,
zawiera znikoma 1lo$¢ nienasyconych kwaséw tluszczowych, w poréwnaniu do kardiolipiny
bton mitochondriéw oraz mikrosoméw izolowanych z serca (Rycina 11), ktéra zawiera
okoto 90 % **’ nienasyconych kwaséw tluszczowych. Na tak przygotowanym modelu
do$wiadczalnym wykazano, ze doksorubicyna prowadzi do wzrostu poziomu grup
karbonylowych, markera oksydacji biatek (Rycina 25) oraz zmian konformacyjnych biatek
bton bakteryjnych (Rycina 28). Wykazanie oksydacyjnych zmian komponenty biatkowe;j
bton bakteryjnych, indukowanych doksorubicyna, moze wskazywa¢ na niezaleznos¢
procesu oksydacji biatek od procesu peroksydacji lipidéw. Biatka najprawdopodobniej
uszkadzane sa przez rodnik semichiononowy doksorubicyny, natomiast potrzeba jonéw
zelaza do przebiegu peroksydacji lipidow (Rycina 21 1 Rycina 23) wskazuje na udzial
innych czynnikéw niz rodnik DOX®, prawdopodobnie rodnikéw bedacych pochodnymi
tlenu, powstajacych w reakcjach wolnorodnikowych przebiegajacych z udzialem zelaza. W
przypadku doswiadczen in vivo tak krétki czas jak 10 minut czy nawet 30 minut nie

wystarczyl na delokalizacjg zelaza z ferrytyny czy transferynyzzg, stad przypuszczalnie brak

75



oznaczanych markeréw peroksydacji lipidow. Nie mozna jednak wykluczy¢ udziatu zelaza
w procesie peroksydacji lipidow indukowanym doksorubicyna. Dane literaturowe
potwierdzaja niezbedno$é jonéw zelaza do przebiegu procesu peroksydacji lipidéw?> 2
réwniez indukowanego doksorubicyna®'. Fakt, iz uzycie zwiazkéw kompleksujacych jony

zelaza®*> 2%

nie wptywa na obnizenie kardiotoksycznosci doksorubicyny moze §wiadczy¢ o
innym patomechanizmie toksycznos$ci niz tylko peroksydacja lipidow. Udziat peroksydacji
lipidéw w patomechanizmie kardiotoksycznosci doksorubicyny neguja réwniez wyniki
badan biochemicznych wykonanych u pacjentéw, ktérym podano doksorubicyne i
stwierdzono w sercu nizszy poziom koncowych produktéw peroksydacji lipidow w
poréwnaniu z poziomem oznaczonym przed podaniem leku®*.

W doswiadczeniach in vitro uzyto aromatycznych aminooksyli indolinowych IA C2
i A Cl18 o udokumentowanych wihasnosciach antyoksydacyjnych ', jako narzedzia
badawczego w procesie oksydacji bialek 1 lipidéow blonowych indukowanych
doksorubicyna. IA C2 wykazal efekt hamujacy proces peroksydacji lipidow blonowych
izolowanych mitochondriéw oraz mikrosoméw (Rycina 21 i Rycina 23) pozostajac bez
wplywu na oksydacj¢ biatek btonowych. Natomiast zwiazek IA C18, o dtuzszym tancuchu
wodorowegglowym niz fancuch IA C2, hamowal oksydacj¢ biatek btonowych (Rycina 20 i
Rycina 22). Diugo$¢ tancucha wodorowgglowego wptywa na wlasnosci czasteczki
aminooksylii indolinowych. Analiza widm EPR TA C2 i IA C18 w btonach biologicznych
(Rozdziat Wyniki) wykazala wigksza immobilizacje w strukturze dwuwarstwy blony
mikrosomoéw, czasteczki o dtuzszym bocznym tancuchu wodoroweglanowym (IA C18) w
poréwnaniu z [A C2 o krétszym, dwuweglowym tancuchu bocznym. Zdolnos¢ 1A C18 do
wnikania w cze¢$¢ hydrofobowa (biatkowa) dwuwarstwy blony, umozliwia wykazanie si¢
wlasno$ciami antyoksydacyjnymi w stosunku do biatek btonowych. Hydrofobowe wnetrze
biatek btonowych tworzy domeny, bogate w reszty tryptofanu, aminokwasu szczegdlnie
podatnego na wolnorodnikowe uszkodzenia®™’, w ktére to domeny moze wnika¢ IA CI18 i
zapobiega¢ oksydacyjnym modyfikacjom aminokwaséw wchodzacych w sktad biatek
btonowych (Rycina 31). Doksorubicyna réwniez wykazuje zdolno$¢ wnikania w strukture
btony>®, a jak wynika z whasnosci IA C18 rodnik doksorubicyny (DOX®) preferencyjnie
lokalizuje si¢ we wngtrzu btony. Uzycie IA C18 1 jego dziatanie ochronne w przypadku
oksydacji biatek btonowych indukowanych DOX jest dowodem na toksyczne dziatanie
DOX w stosunku do biatek btonowych kardiomiocyta. Wydtuzenie bocznego tancucha
wodoroweglowego ogranicza réwniez skuteczno$¢ antyoksydacyjna na peroksydacje

lipidéw (Rycina 31).
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Rycina 31. Neutralizacja rodnikéw biatkowych przez dlugotancuchowa pochodna

aromatycznego rodnika indolinowego.
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Rycina 32.  Schemat wolnorodnikowej konwersji tryptofanu do formy karbonylowe;.
Do chwili obecnej nie rozstrzygnigto czy uszkodzenie bialek w przypadku dziatania
DOX jest konsekwencja proceséw zachodzacych na poziomie lipidéw, czy tez odwrotnie,

uszkodzenie lipidow jest konsekwencja zmian na poziomie biatek. W przypadku ischemii
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mig$nia serca uszkodzenie biatek moze by¢ wynikiem dziatania wodoronadtlenkéw lipidow
powstajacych w przebiegu peroksydacji 1ipidéw237.

Wykonane przeze mnie doswiadczenia wskazuja raczej na niezalezny
patomechanizm uszkodzen frakcji biatkowej i lipidowej blon w obecno$ci doksorubicyny.

Zastosowana w pracy technika spektroskopii elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) z uzyciem znacznikéw spinowych wprowadzona przez Ohnishi i
McConnella w roku 1965 ** - %% stuzy do badan makroczasteczek oraz struktur
komérkowych. Technika ta, (ang. spin labeling), polega na wprowadzeniu do badane;j
struktury znacznika spinowego, zwiazku posiadajacego niesparowany elektron, a wigc
rodnika. Znaczniki spinowe stosowane w tej technice sa zwiazkami stabilnymi i maja
charakterystyczne widmo EPR w roztworach wodnych lub alkoholowych. W zaleznosci od
ich budowy, cze$¢ znacznikéw wbudowuje si¢ w badang strukturg, dzigki réznicy
polarnosci, inne wigza si¢ kowalencyjnie do grup —SH biatek, (nie wyklucza si¢ réwniez
wigzania do grup -NH, bialek), jak w przypadku zastosowanego w pracy znacznika
spinowego, 3-MSL. Znaczniki spinowe nie wprowadzaja zadnych zmian w badanej
strukturze lub tez zmiany te sa na tyle niewielkie, ze nie wplywaja na interpretacj¢
wynikéw. Metoda EPR jest jedna z metod doswiadczalnych, o bardzo wysokiej czutosci,
stosowanych w badanich dynamiki biatek, zmianach typu konformacyjnego **, oraz
ptynnosci bton komérkowych.

Zmiany typu konformacyjnego bialek btonowych pod wptywem dziatania
doksorubicyny oceniano na podstawie analizy widm EPR znacznika spinowego, 3-
maleimidoproksylu, a analizie poddano parametr spektralny hy/hy,, ktéry jest bardzo czutym
parametrem zmian typu konformacyjnego. Przyjmuje sig, ze amplituda linii hy widma jest
proporcjonalna do liczby molekut znacznika, ktére w wyniku zwiazania z biatkiem ulegly
silnej immobilizacji, natomiast amplituda linii h,, widma jest proporcjonalna do ilosci
znacznika, ktéry mimo zwigzania zachowat swobodg rotacji.

Zarejestrowane zmiany konformacyjne bialek bton mitochondriéw i mikrosomow
oraz bton bakteryjnych pod wptywem dziatania doksorubicyny w ukladzie in vitro, a
rejestrowane technika EPR, korelowaty ze zmianami w poziomie grup karbonylowych.
Wartos¢ parametru hy/h,, wzrastata w btonach mitochondriéw (Rycina 26), btonach
mikrosoméw (Rycina 27) oraz btonach bakteryjnych (Rycina 28) po inkubacji z
doksorubicyna, jak réwniez wzrastal poziom grup karbonylowych w badanych btonach w
analogicznych warunkach (Rycina 20, Rycina 22 i Rycina 25). Iloraz hy/hy, jest parametrem

elektronowego rezonansu paramagnetycznego, odzwierciedlajacym zmiany konformacyjne
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biatek btonowych indukowane stresem oksydacyjnym, korelujace ze zmianami poziomu
grup karbonylowych, bedacego wskaznikiem, oksydacji biatek**!"?*. Z prac Daviesa'>* '+
wynika, ze wolne rodniki wptywaja na zmiang struktury II i III rzedowe;j bialka, a jest to
konsekwencja modyfikacji oksydacyjnych struktury I rzgdowej. Tak wigc posrednio mozna
wnioskowa¢ na podstawie wynikéw doswiadczen, ze doksorubicyna modyfikuje biatka, w
tym biatka blonowe. Mozna nawet wysuna¢ wniosek, ze doksorubicyna wptywa na
strukture I rzegdowa biatek z izolowanych bton.

Interpretacji poddano réwniez czas korelacji rotacyjnej (1.) znacznika spinowego,
ktérego wartos¢ wzrastatla w btonach mitochondriéw i mikrosoméw oraz bakteryjnych w
uktadzie in vitro. Wg niektérych autoréw czas 1. nie powinien by¢ porbwnywany z tego
wzgledu, ze jest to warto$¢ wyliczona (usredniona) wynikajaca z czasu t. frakcji znacznika
sciSle zwiazanego z biatkami i 1. frakcji znacznika stabo zwiazanego z biatkami, nie jest
wigc wartoscia zmierzona. Stad lepszym parametrem poréwnan zmian wydaje si¢ byc
parametr hy/hy,, ktéry zastosowano w pracy.

Doksorubicyna wywotuje oksydacje biatek bton bakteryjnych izolowanych z bakterii
Escherichia coli, co w konsekwencji powoduje zmiany konformacyjne biatek. Podobny
efekt zmian konformacyjnych biatek obserwuje si¢ w biatkach blonowych mitochondriéw 1
mikrosoméw izolowanych z mig$nia serca.

Stosowane do tej pory zaréwno klicznie jak i do§wiadczalnie kardiocytoprotektanty
takie jak m. in.: kardioksan233, karwed1101243, probuk01244, amboksol*® , melatonina246, N-
acetylocysteina **’ nie catkowicie ochraniaja komoérki serca przed dziataniem
doksorubicyny. Moze wynika¢ to z mechanizmu dziatania tych zwiazkéw, ktéry polega
raczej na hamowaniu procesu peroksydacji lipidéw i braku wigkszego wptywu na oksydacje
biatka, zwtaszcza, jezeli zalozymy, ze uszkodzenie bialek jest procesem niezaleznym od
peroksydacji lipidéw, a tym bardziej jondw zelaza.

Praca miata na celu przyblizenie informacji na temat mechanizmu
kardiotoksycznosci doksorubicyny, leku, ktéry jest powszechnie stosowany w terapii
przeciwnowotworowej. Doswiadczenia zaprojektowano w taki sposob, aby wykazaé, iz
DOX wywotuje uszkodzenie blon biologicznych, przy czym komponenta biatkowa jest
gléwnym celem ataku doksorubicyny. W tym celu w doswiadczeniach in vitro postuzono
si¢ izolowanymi z migSnia serca mitochondriami i1 mikrosomami, organellami
subkomérkowymi zawierajacymi w strukturze blony, oraz btonami bakteryjnymi, jako
modelem blon subkomdérkowych serca, ze wzgledu na znaczna zawarto$¢ kardiolipiny.

Kardiolipina bton komorek bakteryjnych, zawiera znikoma ilo$¢ nienasyconych kwasow
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thuszczowych, co w znacznym stopniu eliminuje mozliwos¢ przebiegu procesu peroksydacji
lipidéw, indukowanego doksorubicyna, nie eliminuje natomiast wigzania doksorubicyny do
bton. Wykazanie zmian oksydacyjnych komponenty biatkowej bton bakteryjnych,
indukowanych doksorubicyna, moze wskazywa¢ na niezalezno$c procesu oksydacji biatek
od procesu peroksydacji lipidow 1 prawdopodobny udzial rodnika semichinonowego
doksorubicyny w procesie oksydacji biatek blonowych. Wykazanie z kolei zmian
oksydacyjnych na poziomie biatek juz po 10 minutach od zakonczenia podawania leku jest
po pierwsze dowodem na wolnorodnikowy charakter uszkodzenia komponenty biatkowe;j
bton mitochondriéw i mikrosoméw izolowanych z mig$nia serca i jednym z pierwszych o
ile nie pierwszym dowodem na potwierdzenie zmian zachodzacych w sercu po tak krétkim
czasie ekspozycji w warunkach in vivo. Zmiany na poziomie ultrastrukturalnym w sercu
zwierzat laboratoryjnych réwniez rejestrowano 10 minutach od podania leku (Rycina 12-

materiat wlasny) co zgodne jest z danymi literaturowymim.
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Whioski

. Efekt dziatania utleniajacego doksorubicyny na frakcj¢ bialek btonowych w uktadzie
in vivo widoczny jest juz po 10 minutach od dozylnego podania leku. W czasie do
30 minut od dozylnego podania doksorubicyny nie obserwuje si¢ utleniajacego

dziatania leku na frakcjeg lipidéw btonowych.

. Wykonane doswiadczenia wskazuja, ze procesy oksydacji biatek i peroksydacji
lipidéw blon mitochondriow 1 mikrosoméw izolowanych z migSnia serca
indukowane doksorubicyna w uktadzie in vitro sa procesami niezaleznymi. Uzycie
przeciwutleniaczy, aromatycznych aminooksylii indolinowych (IA C2 i IA C18) o
selektywnych wtasno$ciach antyoksydacyjnych, potwierdza niezaleznos¢ w/w

procesow.

. W ukfadzie in vitro proces oksydacji biatek mitochondriéw i mikrosoméw
izolowanych z mig$nia serca jest niezalezny od obecnosci jondéw zelaza, wskazujac
na istotny udziat rodnika semichinonowego doksorubicyny w indukowaniu stresu

oksydacyjnego na poziomie frakcji biatek blonowych.

. Doksorubicyna wywotuje peroksydacje¢ lipidow mitochondriéw i mikrosoméw
izolowanych z mig$nia serca w obecno$ci jondw Fe*. Efekty te moga by¢
odpowiedzialne za kardiotoksyczno$s¢ w warunkach przedluzonej ekspozycji na

doksorubicyng.

. Doksorubicyna wywotuje oksydacje biatek bton bakteryjnych izolowanych z
bakterii Escherichia coli, co w konsekwencji powoduje zmiany konformacyjne
biatek. Podobny efekt zmian konformacyjnych biatek obserwuje si¢ w biatkach

mitochondriéw i mikrosoméw izolowanych z mig$nia serca.
. W komorkach Escherichia coli, doksorubicyna indukuje syntezg¢ biatka szoku

termicznego, HtrA, ktére odpowiedzialne jest za proteolize¢ oksydacyjnie

zmienionych biatek powstajacych w wyniku stresu oksydacyjnego.
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. Na podstawie wynikéw przeprowadzonych doswiadczen mozna wysuna¢ hipoteze,
ze przyczyna kardiotoksycznosci doksorubicyny jest bezposredni, niezalezny,
wpltyw rodnika semichinonowego doksorubicyny na biatka bton organelli

subkomérkowych kariomiocytow.
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9, Streszczenie

Doksorubicyna jest lekiem stosowanym w terapii przeciwnowotworowej mimo jej
kardiotoksycznego dziatania. Stosowana jest od poczatku lat 70-tych i do tej pory nie udato
si¢ okresli¢ jednoznacznie mechanizmu toksycznego dziatania na serce, mimo iz istnieje
wiele hipotez na ten temat. Wiele prac do§wiadczalnych i klinicznych wskazuje na istotny
udziat reakcji wolnorodnikowych w uszkodzeniu lipidéw btonowych, mniej uwagi
przywiazuje si¢ do znaczenia uszkodzen biatek btonowych.

Celem pracy bylo wykazanie, iz doksorubicyna jest przyczyna peroksydacji lipidow
i oksydacji bialek btonowych, a procesy te przebiegaja niezaleznie, ze wskazaniem na
bezposrednia role rodnika semichinonowego doksorubicyny w uszkodzeniu, oraz uzyskanie
efektu destrukcyjnego dziatania na komponent¢ biatkowa bton w jak najkrétszym czasie od
podania doksorubicyny in vivo.

Doswiadczenia in vivo wykonano na zwierzgtach, ktérym podano doksorubicyng, a
nastgpnie pobierano serca, z ktérych izolowano frakcje postjadrowa, mitochondrialng i
mikrosomalna.

W doswiadczeniach przeprowadzonych in vitro inkubowano z doksorubicyna
wyizolowane z serc zwierzat mitochondria i mikrosomy oraz wyizolowane z bakterii E. coli
btony bakteryjne.

W doswiadczeniach mierzono markery stresu oksydacyjnego, grupy karbonylowe
(marker oksydacji biatek) i MDA+4-HNE (marker peroksydacji lipidow).

Zarowno w doswiadczeniach in vitro jak 1 in vivo uzyskano efekt stresu
oksydacyjnego wywotlany dziataniem doksorubicyny. W ukladzie in vivo poziom grup
karbonylowych wzrastat istotnie statystycznie juz po 10 minutach od podania
doksorubicyny w dawce 5 mg/kg m.c., natomiast poziom MDA+4-HNE pozostawat bez
zmian.

W doswiadczeniach in vitro wykonanych na wyizolowanych mitochondriach i
mikrosomach inkubowanych z doksorubicyna wykazano niezbedno$¢ jonéw zelaza do
przebiegu procesu peroksydacji lipidéw, podczas gdy oksydacja bialek okazata sig
procesem niezaleznym od obecnosci zelaza.

Doswiadczenia wykonano rowniez na komérkach Escherichia coli B178 in vivo oraz
wyizolowanych blonach bakteryjnych in vitro jako ukladzie biologicznym,
charakteryzujacym si¢ obecnoscia proteaz homologicznych do proteaz znajdujacych si¢ w

komorkach cztowieka oraz znaczna iloscig kardiolipiny.
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Na podstawie wynikow doswiadczen mozna wysunaé przypuszczenie, iz biatka
uszkadzane sa bezposrednio przez rodnik semichinonowy doksorubicyny, natomiast
niezbednos$¢ jondw zelaza w inicjowaniu proceséw utlenienia lipidow blon wskazuje na
udziat innych RFT.

Na podstawie zmian widma EPR znacznika spinowego, 3-MSL, wykazano zmiany
konformacyjne biatek blonowych po dziataniu doksorubicyny.

Zastosowane syntetyczne aminooksyle indolinowe o udokumentowanych
wiasno$ciach antyoksydacyjnych skutecznie hamowaty oksydacje¢ bialek i peroksydacje
lipidéw wywotane doksorubicyng, aminooksyl A C2 dziatat selektywnie protekcyjnie w
stosunku do lipidéw, IA C18 za$ selektywnie hamowat oksydacjg biatek.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych doswiadczen mozna wysunac hipoteze,
ze przyczyna kardiotoksycznosci doksorubicyny jest bezposredni, niezalezny, wptyw
rodnika semichinonowego doksorubicyny na biatka bton organelli subkomérkowych

kariomiocytow.
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