1. WPROWADZENIE

1.1. Rola rodnikow w procesach uszkodzenia komorek i tkanek

W zywych organizmach "wolne" rodniki moga powstawac: w wyniku dziatania
czynnikow zewngtrznych (np. promieniowania UV, promieniowania jonizujacego),
w reakcjach obronnych systemu immunologicznego organizmu, a takze podczas
normalnych proceséow fizjologicznych zachodzacych w réznych czesciach komorki
(Fridovich 1975, Pryor 1976, Liczmanski 1988a, Feher i i n. 1987, Bensasson i
i n. 1993, Riley 1994).

W warunkach fizjologicznych procesy te znajduja si¢ pod S$cista kontrola
organizmu, w wyniku dziatania szeregu enzymatycznych i nieenzymatycznych
mechanizmow ochronnych - (Liczmanski 1988b, Feher i i n. 1987). Zaburzenie
tych mechanizméw pod wplywem roznych czynnikow chorobotworczych lub
oddzialywan zewngtrznych wywoluje znaczny wzrost stgzenia rodnikow w
organizmie, co w konsekwencji powoduje wystgpowanie reakcji patologicznych
prowadzacych do uszkodzenia komorek i tkanek.

Spektrum niszczacego oddziatywania rodnikow jest bardzo szerokie. Dzialanie
to moze obejmowac praktycznie wszystkie wystepujace w organizmie bioczasteczki
wywolujac uszkodzenia na poziomie czasteczkowym oraz na poziomie blon
komoérkowych. Wolne rodniki wywotuja in vitro chemiczne modyfikacje oraz
uszkodzenia  biatek (agregacja 1 denaturacja), lipidow (peroksydacja),
weglowodanoéw i nukleotydow, indukuja zmiany w strukturze DNA prowadzace do
mutacji lub efektow cytotoksycznych itp. (Fridovich 1975, Liczmanski 1988a,
1988b, Feher i i n. 1987, Simici in. 1988, 1989, Riley 1994; wraz z pracami
cytowanymi). Gléwna rolg odgrywaja tutaj rodniki pochodzenia tlenowego: '0,, O,~
(HO,"), -OH oraz H,0O, (Fridovich 1975, Liczmanski 1988a, 1988b, Feher i i n.
1987, Simici i n. 1988, 1989, Riley 1994; wraz z pracami w nich cytowanymi).

Ze wzgledu na ogromna reaktywnos¢ rodnika OH szczego6lnie interesujaca jest
jego rola w tych procesach. Rodnik ten reaguje z wigkszoscia bioczasteczek ze
statymi szybkosci k(-OH + A) rzedu 10° - 10! dm*mol-'s! (Buxton i i n. 1988),
stad jego czas zycia w matrycy biologicznej jest bardzo krotki (~ 1 ns). Reakcje
rodnika OH polegaja z reguty na odrywaniu atoméw wodoru od atakowanych
czasteczek. Ze wzgledu na wspomniana duza reaktywnosc¢ i1 krotki czas zycia rodniki
hydroksylowe nie penetruja komoérki, a reaguja z czasteczkami z najblizszego

sasiedztwa. W rezultacie tych reakcji powstaja wtorne rodniki o zrdéznicowanej



reaktywnos$ci chemicznej. Zapoczatkowany moze zosta¢ ciag przemian rodnikowych
prowadzacych do uszkodzen komorki. Uszkodzenia te powstaja w miejscach czgsto
bardzo odleglych od miejsca ataku rodnika hydroksylowego (Liczmanski 1988a).
Oznacza to, ze pierwotnie utworzone centrum rodnikowe zlokalizowane w
okreslonym fragmencie tancucha biatkowego ulega przeniesieniu w obrebie
czasteczki. Szczegoélnie wazna role odgrywaja w tym procesie aminokwasy
zawierajace w tancuchu bocznym pierScienie aromatyczne (tryptofan, tyrozyna,
histydyna) lub atom siarki (cysteina, metionina).

Ze wzgledu na duzy stopien skomplikowania uktadéw biologicznych poznanie
mechanizmow reakceji rodnikowych zachodzacych in vitro w wybranych prostych,
modelowych bioczasteczkach moze si¢ przyczyni¢ do zrozumienia procesoOw
rodnikowych zachodzacych in vivo oraz przeciwdzialania ich negatywnym skutkom.
Do grupy intensywnie badanych zwiazkéw modelowych zaliczaja si¢ aminokwasy
zawierajace siarkg w postaci grupy tieterowej oraz peptydy zawierajace metioning.
Wynika to z bardzo zlozonej chemii procesow rodnikowych z udziatem grupy
tioeterowej jak rowniez z waznej roli jaka odgrywa metionina w procesach

biochemicznych.

1.2. Rola aminokwasow zawierajacych grupe tioeterowa w czasteczkach
bialkowych

1.2.1. Lokalizacja w czasteczkach i wlasnosci chemiczne.

W ukladach biatkowych grupa tioeterowa (-S-) wystgpuje w resztach
aminokwasow (gléwnie metioniny) oraz w wiazaniach tioeterowych np. taczacych
grupg hemowa z biatkiem w cytochromach c i ¢l (Stryer 1986).

Metionina, wchodzaca w skiad wigkszosci naturalnych biatek, spetnia wiele
funkcji biochemicznych w organizmach, a poprzez swoje metabolity (np.
adenozyno-metionina) bierze udziat w procesach syntezy bialek (transmetylacja,
synteza poliamin, transsulfuracja, oraz dealkilacja i transalkilacja) (Torchinsky 1981,
Aksnes, 1984, Huxtable 1986, wraz z literatura cytowana).

Rola jaka pelni metionina w czasteczkach biatkowych wynika z polaczenia w

unikalng kombinacje witasnosci hydrofobowych bocznego tancucha alifatycznego

oraz nukleofilowej reaktywnosci 1 wlasno$ci elektronodonorowych tioeterowej

siarki.



Ze wzgleduna wlasnosci hydrofobowe bocznego lancucha alifatycznego'
reszty metioninowe znajduja si¢ przewaznie wewnatrz czasteczek biatkowych, gdzie
biora udzial w oddziatywaniach hydrofobowych stabilizujac ich trzeciorzegdowa
struktur¢ (Teh-Yung 1977, Morgan i i n. 1978, Torchinsky 1981, Gellman 1991,
wraz z literatura cytowana). Grupa tioeterowa ma zblizone do grupy metylenowe;j (-
CH,-) warto$ci katow 1 dlugosci wiazan (Tagaki 1977). Dzigki temu mozliwe jest
powstawanie tzw. analogow strukturalnych tj. podstawienie grup tioeterowych w
miejsce metylenowych, co powoduje tylko niewielkie zmiany struktury przestrzenne;j
czasteczek (np. wiaczenie kwasow alkilotiokarboksylowych w cykl przemian
kwasow thuszczowych). W pewnych przypadkach tego rodzaju podstawienie moze
jednak znaczaco wptywaé na konformacje i reaktywno$¢ makroczasteczek. Mylony z
wiasciwym bioligandem, jego analog strukturalny, nie moze zastapi¢ bioligandu w
jego funkcjach biologicznych, a jego przylaczenie do bioreceptora, moze prowadzic¢
do upos$ledzenia uktadu biologicznego (Herman 1981, Siemion 1985 wraz z
literatura cytowana).

Wiasnosci elektronodonorowe, duza polaryzowalno$¢ i stosunkowo mata
elektroujemno$¢ atomu siarki powoduja, ze grupa tioeterowa jest staba zasada
Lewisa (stabym nukleofilem)®. Bierze ona udzial w tworzeniu wiazan
koordynacyjnych z kationami metali w metaloproteinach np. z zelazem hemowym
(Fe2*) w cytochromie ¢ (Stryer 1986, Siemion 1985), z miedzia (Cu2") w azurynie
(Chothia i Lesk 1982, Adman 1984, Guss i 1 n. 1988, Lappin 1973) oraz w
strukturze miejsc aktywnych enzymow np. w rybonukleazie A, (Torchinsky 1981
wraz z literaturg cytowana).

Siarka tioeterowa nie wiaze protonéw’, a jej dwie wolne pary elektronowe (w
hybrydyzacji sp’) pozostaja odstonigte w zakresie pH 1 - 14. Odstonigta,
nieprotonowana grupa tioeterowa moze by¢ znacznie latwiej od innych grup
nukleofilowych wystgpujacych w czasteczkach bialek (np. -NH,/NH,"), selektywnie
modyfikowana (poprzez alkilowanie, utlenianie, fotoutlenianie itp.) w szerokim
zakresie pH. Modyfikacje takie prowadza do pojawienia si¢ tadunku lub grupy o

charakterze dipolowym w miejsce grupy niepolarnej. Te okolicznosci oraz fakt, ze

: W skali hydrofobowosci, opartej na wielko$ci udzialu tancucha bocznego aminokwasu w

energii swobodnej przeniesienia aminokwasu ze 100% fazy organicznej do wody, metionina zajmuje

miejsce tuz obok "catkowicie alifatycznej" waliny (Nozaki i Tanford., 1971, Torchinsky., 1981).

2 Elektroujemnos¢ siarki w skali Paulinga wynosi 2,5 (Lee., 1994). W klasyfikacji Pearsona

grupa tioetrowa jest mickka zasada (migkkim donorem) (Jones., 1988, Hulanicki., 1992)

} W Kklasyfikacji Pearsona proton jest twardym kwasem a grupa -NH, twarda zasada.



wraz z modyfikacja wzrasta zawada przestrzenna, moga prowadzi¢ do zmiany
natywnej konformacji biatka, lub w ostatecznos$ci do catkowitej jego destabilizacji i
utraty wlasnosci biologicznych (np.: utlenianie metioniny do sulfotlenku pozbawia ja
funkcji donora grup metylowych) (Tagaki 1977, Teh-Yung 1977, Torchinsky 1981,
Aksnes 1984, Brot i Weissbach 1988, Schoneich i i n. 1993, Vogt 1995, wraz z
literatura w nich cytowana). Z problemem tym spotykamy si¢ podczas biologicznej
inaktywacji hormonéw (Manning i in. 1989) (np. ludzki hormon wzrostu,
kortykotropina, hormon tarczycy), biologicznej inaktywacji enzyméw (Evans i Pryor
1992) (inhibitor o-1-proteinazy), zmian strukturalnych w biatkach (subtylizyna,
trypsyna), w procesach starzenia si¢ oraz w innych stanach patologicznych (Brot i
Weissbach 1988, Schoneich i i n. 1996) (powstawanie katarakty w soczewce oka),
a takze w syntezie, izolacji i projektowaniu bialek waznych z punktu widzenia
farmakologicznego (Perlman i Nguyen 1992)*.

Utlenianie lekow biatkowych (na ktore sa one narazone podczas syntezy,
oczyszczania, przechowywania itp.) moze prowadzi¢ do modyfikacji ich wlasno$ci
fizykochemicznych, a w konsekwencji do utraty ich aktywnos$ci biologicznej,
niepozadanej reakcji ukladu immunologicznego organizmu, a takze zmiany
farmakokinetyki (Manning i i n. 1989, Schoneichi i n. 1995 Lii in. 1995a
ib, 1996).

Z punktu widzenia genetyki, mimo ze uszkodzenie DNA przez rodniki ma dalej
idace bezposrednie konsekwencje dla organizmu, to uszkodzenie biatek (szczegolnie
w enzymach bioracych udziat w naprawie DNA) moze znacznie zwigkszaé

niekorzystne efekty dziatania rodnikéw. Ponadto, ze wzgledu na duze stgzenie bialek

4 Leki zawierajace aminokwasy tioeterowe (gtdwnie metioning, a ostatnio tiaproling) stosowane

sa miedzy innymi: w stluszczeniu watroby (marsko$¢ watroby na tle alkoholizmu, niezakaznym
uszkodzeniu watroby przez czynniki toksyczne), przy diecie niepetnowartoceciowej, w chemoterapii
gruzlicy, w cigzkich przypadkach oparzen, w zatruciach po przedawkowaniu lekow oraz u niemowlat
w zatruciach pochodzenia jelitowego oraz w niedokrwisto$ci na tle otowicy. Dostgpne na polskim
rynku preparaty to migdzy innymi: zawierajace metioning Metiovit, Terapin, Polfamin, Methioninum
(Polfa), Amurex (Reid-Provient, USA), Cho-Meth (Kenyon, USA), Lobamine (Lobica, Francja),
Methionin (Germed, DDR), Methionine (Abbott, USA), Oradash (Lambda, USA), Pedameth (O'Neal,
Jons, USA) oraz tiaproliné Hepargen (Syntex, RFN), (Podlewski i Chwalibogowska 1978, Chrusciel i
Gibinski 1991).



w komoérkach w poréwnaniu z innymi sktadnikami) stanowia one jeden z gtownych
obiektow ataku rodnikowego”.

Z drugiej strony przedstawiono dowody, ze utlenianie metioniny moze
prowadzi¢ do zwigkszenia aktywno$ci biologicznej niektorych bialek, oraz ze
utlenianie reszt metioninowych do sulfotlenku moze by¢ odwracalne w procesach
enzymatycznych. Pozwala to przypuszczaé, ze proces utleniania-redukcji metioniny
moze by¢ jednym z czynnikdéw regulacji rownowagi fizjologicznej i mie¢ istotne
znaczenie dla regulacji funkcji biologicznych biatek (Vogt 1995, wraz z literatura

cytowana).
1.2.2. Udzial w procesach przenoszenia elektronu

Udzial aminokwaséw z grupa tioeterowa w procesach redoksowych
zachodzacych w biatkach jest zdeterminowany przez reaktywnos¢ nukleofilowa
siarki tioeterowej. Utleniony atom siarki wykazuje silna tendencj¢ do stabilizacji
przez koordynacje  wolnych par p-elektronowych atomow siarki lub innych
heteroatomow tworzac wigzania trdjelektronowe (patrz p. 2.5.2). Zardwno
kationorodnik >S-* jak i indywidua z wiazaniami tréjelektronowymi typu
Met,[S..S]T lub Met[S .. X] nie reaguja z O, (Schifer 1978). Indywidua te wykazuja
whasnosci utleniajace®, a ich reakcje z reduktorami moga prowadzi¢ do odtworzenia
metioniny.

Jak wykazano w szeregu prac (wykonanych gléwnie przez grupy Priitza i
Bobrowskiego’ vide infra) utlenione centrum siarkowe, w zawierajacych metioning
naturalnych 1 syntetycznych peptydach oraz prostych biatkach (Rybonukleaza A),

bierze udziat w procesach migdzyczasteczkowego 1 wewnatrzczasteczkowego

> Oszacowany przez Greenstocka udziat iloczynu statej szybkosci reakcji biatek z rodnikiem OH

i stgzenia biatek w komorce do sumy iloczyndéw stalych szybkosci i stgzen wszystkich sktadnikow
komorki (ko,[C)/S k[C],) wynosi 21%, podczas gdy dla DNA zaledwie 1.5% (Greenstock., 1988).

6 Znane sa potencjaty redox kationorodnikéw prostych tioeterow alifatycznych ( Eo(>S-T/>S) i
E°((>S)2-+/(>S)2)), ktore w pH ~ 7, maja wartosci rzedu 1,4 -1,6 V (Schwarz i Dodson, 1984, Huie i
in. 1991, Engman i in. 1994, Merenyi i in. 1996). Ponadto, dla metioniny E°( Met/SN-T) ~ 1,4 V
(Priitz i in. 1989).

7 Prace te w wigkszosci zostaly wykonane przy uzyciu Br,-~ jako jednoelektronowego utleniacza

wykorzystujac jego selektywna reakcj¢ z metioning (Adams i in. 1972, Priitz., 1990).



przeniesienia elektronu z aminokwaséw takich jak tryptofan, tyrozyna oraz cysteina®
(Bobrowski i Lubis 1986, Bobrowski i i n. 1990, 1992, 1995, Bobrowski 1990,
Priitz 1982, 1985, 1987, 1990, Vesterman i i n. 1991, Bensasson i i n. 1993
wraz z cytowanymi pracami).

Szybkos¢ wewnatrzczasteczkowego przeniesienia elektronu zalezy od udzialu
w procesie mechanizméw "przez przestrzen" i "przez wiazania". Udzial w/w
mechanizmow  jest zdeterminowany przez budowe peptydu, wilasnosci
konformacyjne *tancucha oddzielajacego centrum donorowe od siarki oraz pH
srodowiska. (Pritzi i n. 1982, 1985, 1986, 1989, Priitz 1990, Bobrowski i Lubis
1986, Bobrowski i i n. 1990, 1992, 1995, Bobrowski 1990, Vesterman i i n.
1991).

1.2.3. Udzial w procesach fragmentacji

Indukowane  rodnikami OH  utlenianie  peptydow  metioninowych,
zawierajacych reszty aminokwasow alifatycznych, moze prowadzi¢ do ich
degradacji w procesach dekarboksylacji (uwalniania CO,) 1 dekarbonylacji
(uwalniania prostych aldehydéw). Wydajno$¢ tych proceséw zalezy od budowy
peptydu: sekwencji aminokwasOw Ww czasteczce, potozenia 1 rodzaju grup
sasiadujacych takich jak karboksylowa (z Asp lub Glu), aminowa (z Lys), amidowa
(z wiazania peptydowego), czy hydroksylowa (z Thr 1 Ser); wlasnosci
konformacyjnych tancucha peptydowego, stezenia peptydu oraz pH $rodowiska
(Bobrowski 1990, Bobrowski i i n. 1991aib, Schoneichi in. 1991, 1994). W
wigkszosci przypadkow indukowane rodnikami OH procesy fragmentacji peptydow
prowadza do powstania redukujacych rodnikow a-aminoalkilowych’, ktérych
obecno$¢ zmienia wilasnosci redoks uktadu i w konsekwencji kierunek przemian
rodnikowych z utleniania na redukcje (np.: redukcja cysteiny, Priitz i i n. 1989;

czy "indukowana rodnikiem OH" redukcja cytochromu c, Simic i Taub 1977).

8 Potencjaty redox rodnikéw tryptofanu, tyrozyny i cysteiny w pH ~ 7 wynosza: E°(TrpH-"/Trp)

~ 1,02 V, E(TyrO-/Tyr) ~ 0,93 V (Harriman, 1987), E°(CysS-/Cys) ~ 0,92 V (Surdhar i Armstrong.,

1986).

’ Szacuje sig, ze potencjat redox rodnikéw o-aminoalkilowych metioniny jest nizszy od -1,6 V

(Priitz i in. 1989).



1.3. Radiacyjne metody badania proceséw rodnikowych

Z reguly wykorzystanie uzupelniajacych si¢ wzajemnie  metod
eksperymentalnych moze da¢ peiny obraz zachodzacych w ukladzie procesow.
Stosowane w chemii radiacyjnej metody badania proceséw rodnikowych mozna
podzieli¢ na dwie gtowne grupy:

(a) - metody posrednie, w ktorych o powstawaniu i przemianach rodnikowych
produktow posrednich wnioskuje si¢ na podstawie analizy proponowanych
schematow reakcji nastgpczych prowadzacych do oznaczonych analitycznie
produktow czasteczkowych. Polegaja one na napromienianiu obiektu za pomoca
stacjonarnych  izotopowych lub akceleratorowych zrédet promieniowania
jonizujacego, a nastepnie identyfikacji oraz oznaczaniu powstatych produktow
radiolizy za pomoca czulych metod analitycznych gtéwnie spektrofotometrii
absorpcyjnej i metod chromatograficznych;

(b) - metody bezposrednie to, (i) pomiary kinetyczne przeprowadzane w bardzo
kroétkich czasach (102 - 10 sekundy) z uzyciem radiolizy impulsowej wyposazonej
w systemy szybkiej detekcji (spektrofotometrycznej, konduktometrycznej,
polarograficznej, elektronowego rezonansu paramagnetycznego i innych (von
Sonntag 1987, Bensasson i i n. 1993). (ii) wykorzystanie niskich temperatur
(poczawszy od 4 K) do stabilizacji i identyfikacji rodnikowych produktow
posrednich za pomoca elektronowego rezonansu paramagnetycznego lub

spektrofotometrii absorpcyjne;.
1.3.1. Radioliza wody

Zarowno w metodach bezposrednich jak i posrednich $ledzenia przemian
rodnikowych powszechnie stosowane jest wykorzystanie radiolizy wody jako etapu
inicjujacego ciag reakcji rodnikowych. Reakcje te zachodza z udziatem
rozpuszczonego w wodzie badanego zwiazku.

Proces radiolizy wody mozna w uproszczeniu przedstawi¢ roéwnaniem
sumarycznym [1] (Kroh 1986, von Sonntag 1987, Bensasson i i n., 1993 wraz z
cytatami):

H,0 - ¢, H-, -OH, H,, H,0,, H;0", OH" [1]
W roztworach wodnych, gdy stezenie rozpuszczonych zwiazkow nie jest zbyt duze

(< 1 mol dm?), powstaja takie same rodniki pierwotne jak w czystej wodzie. Dopiero



gdy ulamek molowy rozpuszczonego zwiazku staje si¢ poréwnywalny z utamkiem
molowym wody, w roztworze pojawiaja si¢ produkty bezposredniej radiolizy
zwiazku rozpuszczonego. Produkty powstajace w procesie radiolizy wody [1] daja
roztwor homogeniczny w czasie krotszym niz 100 ns (Kroh 1986, von Sonntag
1987, Bensasson i in., 1993 wraz z cytatami). Wydajnosci chemoradiacyjne
pierwotnych produktéw radiolizy wody, mierzone jako liczba czasteczek lub atoméw
powstatych w wyniku pochlonigcia przez uktad 100 eV energii, byly wyznaczone
przez wielu autoré6w réznymi metodami. Obszerne omoéwienie tej tematyki jest
zawarte w wielu pracach przegladowych (Kroh 1986, Farhataziz i Rodgers, 1987,
Tabatai 1 n. 1991).

Rodniki -OH, ‘H i e
odczynnikow redoks. Badanie reakcji tych odczynnikow komplikuje fakt, ze w
reakeji radiolizy wody silne reduktory (e™,, {E°(H,0/e™ ) ~-2,9 V; G~ 2,6} i H
{E°(H*/-H) ~- 2,4 V; G ~ 0,55}) powstaja jednoczes$nie w iloSci niemal rownej ilosci
silnego utleniacza (OH{E°(-OH,H"/H,0) ~ 2,7 V, G ~ 2,7}). Z tego powodu, aby

otrzyma¢ S$rodowisko wylacznie silnie wutleniajace lub silnie redukujace,

wykazuja wiasnosci silnych jednoelektronowych

eksperymenty wykonuje si¢ wprowadzajac do roztworu zwiazki (tzw. zmiatacze),
ktore w selektywnych reakcjach eliminuja z roztworu niepozadane rodniki.
Warunkiem koniecznym stosowania tego postgpowania jest dobranie takiego
iloczynu stezenia zmiatacza 1 stalej szybkosci reakcji zmiatacza ze zmiatanym
rodnikiem, tak aby byl on co najmniej o jeden rzad wielkosci wigkszy od iloczynu
stezenia zwiazku badanego 1 jego stalej szybko$ci reakcji z '"niepozadanym"
rodnikiem. Przyktadowo, w celu uzyskania §rodowiska silnie utleniajacego stosuje

si¢ zmiatanie elektronu solwatowanego przez podtlenek azotu w reakcji [2]
e, TN,O— -OH+N,+OH" [2]

Reakcja ta, wykorzystywana w tej pracy, jest szczegétowo omoOwiona w czgsci

doswiadczalne;.



