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PZEDMIOT

Badania niszczacych efektow dziatania FRC001 na wolne rodniki tlenowe metoda ESR, metoda
chemoluminiscencji BJL oraz przy pomocy wielu innych technik wykazaty, Ze sa one
poréwnywalne z dziataniem witamin z grupy C i E. Wykazano rowniez, ze FRC001 moze
efektywnie niszczy¢ wolne rodniki tlenowe wytwarzane w PMN, pobudzane przez PMA i
utlenianie xantynowo/xantynowe, napromieniowanie ryboflaviny /EDTA i Reakcj¢ Fentona.
Odkryto réwniez, ze hamuje on r6znorodne martwice i oddziatywanie produktow reakcji TBA
(tzw. TBARAM) ktore tworza si¢ odpowiednio w wyniku thuszczowej peroksydacji kwasu
linolinowego 1 liposomow. Posiada on takze zdolnos¢ efektywnego niszczenia ONOO.

Stowa Kluczowe : FRC001, Wolne rodniki tlenowe, lipid peroxydacja ttuszczow, ESR, BJL-
chemiluminescencja.
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WPRPWADZENIE

Aktywne, wolne rodniki tlenowe moga niszczy¢ poszczegodlne czesci komorek, zabija¢ zdrowe
komorki jak réwniez powodowac ich przyspieszone starzenie si¢. Zazwyczaj w organizmie
zdrowego cztowieka zarowno produkcja wolnych rodnikéw tlenowych jak tez ich oddziatywanie
pozostaja w stanie rownowagi. Wskutek braku rownowagi ustrojowej w wyniku niepoprawnego
wydzielania enzymow (takich jak np. SOD), moze wystapi¢ zwigkszone wydzielanie wolnych
rodnikéw tlenowych w organizmie. Mozliwe, Ze czynniki oddziatywujace niszczaco na wolne
rodniki tlenowe moga mie¢ pozytywne dziatanie prewencyjne w w/w procesach
chorobotworczych, a w konsekwencji przyczyniaé si¢ do poprawy zdrowia cztowieka. Dlatego
tez nalezy prowadzi¢ dalsze badania nad czynnikami skutecznie niszczacymi wolne rodniki
tlenowe. W niniejszym opracowaniu badano wplyw efektow niszczacego dziatania FRC001 na
wolne rodniki tlenowe metoda ESR, metoda chemoluminescencji BJL oraz za pomoca innych
technik badawczych. Badania te wykazaty, ze sa one poréwnywalne z dziataniem witamin z
grupy C i E. Wykazano, ze FRC001 moze efektywnie niszczy¢ wolne rodniki tlenowe
wytwarzane w PMN, pobudzane przez PMA i utlenianie xantynowo/xantynowe,
napromieniowanie riboflavin /EDTA 1 Reakcj¢ Fentona. Odkryto réwniez, ze hamuje on
réznorodne martwice i produkty reakcji TBA (tzw. TBARAM) ktore tworza si¢ odpowiednio w
wyniku thuszczowej peroksydacji kwasu linolinowego 1 liposomow.

powrét w GORE .



MATERIALY I METODY

Srodki : DMPO (5.5-dimethyl-pyrroline-1-oxide) zakupiony od Sigma Chem Co. i oczyszczony
przy pomocy aktywnego wegla przed uzyciem PMA (phorbol myristate acetate), kwas
lanolinowy, lipoksydaza, SOD (6500 U/mg), tlenek xantyno/xantyny (2.125 U/ml) i luminol
zostaly zakupione od Sigma Chem Co., PMA rozpuszczono w odrobinie acetonu i rozcienczono
50 mM roztworu buforowego fosoranu do wtasciwego stezenia. Inne $rodki poziomu AR
wyprodukowano w Chinach. Zmierzono aktywno$¢ SOD zawarta w FRC001.

Miara BJL-chemiluminescencji : Reakcja oksydazy xanthynowo/ksantynowej moze generowac
wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych, ktére powoduja lumino-zalezna
chemiluminescencj¢. SOD moze niszczy¢ chemiluminescencje generowana tym sposobem, tak
wigc jego aktywno$¢ moze by¢ wlasnie poprzez pomiar jej wartosci. System pomiaru zawiera
0.2 mM luminolu, 0.32 mM xanthyny, i 0.09 U/ml tlenku xantyny. Chemiluminescencj¢
mierzono przy pomocy chemiluminesciometru WDD-1.

Dziatanie FRC001 na O2 zostato zdefiniowane nastgpujaco :
E = ((ho-hx)/ho) X 100%

ho - jest tutaj systemem kontrolnym Chemiluminescencji xanthynowo/tlenkowo xantynowej, a
hx jest chemiluminescencja xantynowo/tlenkowo xantynowa po dodaniu roztworu FRC001.

System pomiarowy byt taki sam jak powyzej, poza tym, ze dodano do niego dawki r6znego
stgzenia FRCOO1. Najpierw zostala okreslona w tym systemie standardowa krzywa aktywnosci
SOD. Nastgpnie zostata okreslona krzywa niszczacej aktywnos$ci FRC001 na wolne rodniki
tlenowe. Na podstawie obu tych krzywych mozna byto okresli¢ aktywnos¢ SOD w roztworze
FRCO001.

Niszczace dziatanie FRC001 na wolne rodniki OH wytwarzane w wyniku reakcji Fentona.

Wykonano roztwor, mieszajac ze soba 50 mM DMPO 1% H202 oraz 100 uM Fe(II) w formie
siarczanu zelazowo-amonowego i przeniesiono go do kwarcowej kapilary w celu zmierzenia
objetosci EZR. Gdy zmierzono juz niszczacy efekt dziatania FRC001, dodawano do systemu
roztwory FRCO001 o réznym stgzeniu. Efekt niszczacy obliczony zostat jak powyzej, lecz w tym
przypadku wartosci drugiej krzywej zostaly uzyte do kalkulacji. Warunki ESR : Wszystkie
spektra ESR zostaty zarejestrowane przy pomocy spektrometru ESR Varian E-109. Parametry :
moc mikrofalowa 20 mW. X-falowa, 100 kHz modulacja o amplitudzie 1G, centralnym polu
magnetycznym 3250 G, zakresie skanowania 200 G, przy statym czasie 0. 128 S, w temperaturze
pokojowej.

Niszczacy efekt dziatania FRC001 na . O2 wytwarzany przez napromieniowanie ryboflavin/w
systemie EDTA.

Mieszanina zawierajaca 0.3 mM ryboflaviny, 5 mM EDTA oraz 0.1 M DMPO zostata
przeniesiona do kapilary kwarcowej i umieszczona w gniezdzie spektrometru ESR. po
napromieniowywaniu probki przez 20 sekund lampa xenonowa (500 W, odlegtos¢ 70cm),
natychmiast rejestrowano spektra ESR. Gdy juz zmierzono efekt niszczacy FRC001, dodawano



do systemu roztwory FRC001 o roznym stgzeniu. . Efekt niszczacy obliczony zostat jak
powyzej, lecz w tym przypadku warto$ci pierwszej krzywej zostaty uzyte do kalkulacji. Warunki
wykonania pomiaru byly takie same jak opisane powyze;j.

Pomiar niszczacego efektu FRC001 na sprzgzone weglowodory dienowe wytwarzane z
thuszczow w wyniku peroksydacji kwasu lanolinowego w trakcie lipooksydazy.

0.1 mM kwasu lanolinowego w PBS zostato zmieszane z 480 U/ml lipoksydazy i1 zmierzono w
czasie przy 232 nm. W trakcie pomiaru efektu hamowania przez FRC001 wytwarzania
sprzezonych weglowodoréw dienowych, rdézne stgzenia FRC001 dodawano do systemu. Efekt
niszczacy obliczony zostal jak powyzej, lecz w tym przypadku wartosci h oraz hx zostaly uzyte
odpowiednio jako wspodtczynniki kontrolne 1 proébkowania w reakc;ji.

Pomiar wspotczynnika niszczacego dziatania FRC001 na produkty reakcji TBA (TBARM)
wytwarzane z peroksydacji thuszczow liposomow wywotanej przez Fe2+.

Liposomy ztozone z lectyny (10mg/ml) zostaly peroksydowane przez dodanie do nich Fe2+ (100
uM), nastgpnie 95sC zmieszanego z 6.7 mg/ml TBA oraz 0.05 M HCL. Probke inkubowano
przez 60 minut w temp. 95 C, a potem schtodzono do temperatury pokojowej. Nastgpnie
ekstraktowano z niej TBARM przy uzyciu butanolu : metanol (85:15) i odmierzony w 532 nm.
W trakcie pomiaru efektu hamowania przez FRC001 na produkty reakcji TBA, rozne st¢zenia
FRCO001 dodawano do systemu. Efekt niszczacy obliczono podobnie jak powyze;j.

Niszczace dziatanie FRC001 na wolne rodniki tlenowe wytwarzane z PMA pobudzane PMN.

Wyodrebnienie PMN : Swieza, pelna probke krwi zdrowego dawcy zakupiono od Red Cross
Blood Center of Beijing. wyseparowano z niej PMN, oddzielajac je od innych komérkowych
sktadnikéw , uzywajac w tym celu 6% sedymentacj¢ dextranu, hipersoniczne rozpuszczanie
pozostatych czerwonych ciatek i metody stopniowego, konfiguracyjnego oddzielania
monojadrowych komorek. wedtug skali ggstosci Ficolla.

Wytwarzanie i pomiar ilo$ci aktywnych rodnikéw tlenowych wytwarzanych przez PMN przy
stymulacji PMA : W typowym eksperymencie mieszaning zawierajaca 107 /ml PMN, 0.1 mM
DETAPAC (kwas dietylentriaminepentacetyczny) i 100 ng/ml PMA inkubowano przez okres 2
minut w temp. 37sC, nastepnie dodano 0.1 M luminalu i jednorodnie zmieszano przed pomiarem
BJL-chemiluminescencji. W trakcie pomiaru niszczacego efektu FRC001 na wolne rodniki
tlenowe, rézne stgzenia FRC001 dodawano do systemu. Efekt niszczacy obliczono podobnie jak
powyzej.

Niszczace oddziatywanie FRC001 na ONOO

Synteza Peroxynitrytu : Peroxynitryt byt syntezowany w hartowanym reaktorze ptywowym.[12].
Roztwory (i) 0.6 mol/L NaNQO?2 , i (i) 0.6 mol/L HCL/0.7 mol/L H202 pompowano
jednoczesnie w tempie 26 ml/min do rozgal¢znika-T i mieszano w 3 mm $rednicy gardle
zwezenia 2,5 cm szklanego cylindra Wywotywano reakcje¢ katalizy kwasowej kwasu azotowego
z H202 do ktorego wtlaczano kwas peroksyazotowy przez pompowaniel5 mol/L NaOH w tych
samych dawkach poprzez inng ztaczke-T na drugim koficu cylindra. Nadmiar H202, zostat
usunigty przez kolumnowy przewdd odprowadzajacy 1 X5 cm wypetniony 4g granulowanego



MnO2. Nastepnie roztwor chtodzono w temp. —20 sC przez czas okoto tygodnia. Peroxynitryt
zdotat utleni¢ luminol i spowodowac¢ jego bardzo silna luminescencjg. Efekt niszczacy FRC001
na peroksynitryt zmierzono za pomoca metody badania luminescencji i obliczono podobnie jak

powyzej.
powr6ét w GORE .
WYNIKI I OMOWIENIA

1. Niszczace dziatanie FRC001 na wolne rodniki tlenowe wytwarzane przez system
xsantynowo/tlenkowo ksantynowy.

2. Standardowa krzywa niszczacego wptywu SOD na wolne rodniki wytwarzane przez
system xsantynowo/tlenkowo ksantynowy pokazuje Wykres 1.
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Wykres 1. Standardowa krzywa niszczacego wptywu SOD na wolne rodniki wytwarzane
przez system xsantynowo/tlenkowo ksantynowy

Niszczace dzialanie FRC001 na wolne rodniki tlenowe wytwarzane przez system
xsantynowo/tlenkowo xsantynowy pokazuje Wykres 2.
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Wykres 2. Niszczace dziatanie FRC001 na wolne rodniki tlenowe wytwarzane przez
system xsantynowo/tlenkowo ksantynowy.



Z obu powyzej przedstawionych krzywych ZOSTALA OBLICZONA AKTYWNOSC
SOD ZAWARTA W 1g FRC001 I WYNIOSEA ONA 300.000 U/ml.

2.Niszczace dzialanie FRC001 na wolne rodniki tlenowe wytwarzane z PMA pobudzane
PMN.

Gdy PMN sa stymulowane lub znajduja si¢ w fagocytach, nastepuje zaklocenie
oddychania komérkowego 1 wytwarzanie aktywnych rodnikéw tlenowych. Aktywne
rodniki tlenowe wytwarzane w tym procesie, odgrywaja bardzo wazna rolg w
bakteriobodjczych 1 zwalczajacych nowotwory procesach i1 zabezpieczaniu naszego
organizmu przed wptywem roéznych chordb. Lecz jezeli w naszym organizmie nastapi
znaczna nadwyzka wolnych rodnikéw tlenowych, moga one powodowac uszkodzenia
niektorych czgsci sktadowych komorek, a nawet zabija¢ normalne komorki, powodujac
szybsze ich starzenie si¢ oraz wiele bardzo groznych chorob, takich jak np. choroby serca
i choroby nowotworowe. Zjawisko to zostalo wykorzystane do zbadania wptywu
FRCO001 na wolne rodniki tlenowe. Wykres 3. pokazuje niszczacy wpltyw FRCO001 na
wolne rodniki tlenowe wytwarzane z PMA pobudzanych PMN. Poziom PMN mierzono
za pomoca BJL-chemiluminescencji. Zostato ono okreslone na poziomie C50=0.62
mg/ml co byto wynikiem mniejszym niz w przypadku witaminy C (C50=0.2 mg/ml), a
wigkszym niz w przypadku witaminy E.
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Wykres 3. Niszczacy wplyw FRC001 na wolne rodniki tlenowe wytwarzane z PMA
pobudzanych PMN

. Niszczace dzialanie FRC001 na wolne rodniki -OH wytwarzane w wyniku reakcji
Fentona.

Reakcja Fentona moze generowac powstawanie ujemnych jonéw -OH 1 zostata uzyta do
zbadania wlasciwosci niszczacych wolne rodniki -OH .

H202 + Fe + -> - OH+OH- + Fe3+

W tym przypadku zostata ona uzyta do zbadania niszczacego wptywu FRCO001 na wolne
rodniki -OH. Zarejestrowane spektrum ESR jonéw DMPO-OH pokazano na Wykresie
4b.(aN=aH=14.9G). Niszczacy wptyw FRCO001 na jony -OH zostal odwzorowany za
pomoca Wykresu 5.



Wykres 4. Uchwycone spektra ESR DMPO. O2 generowany przez napromieniowanie
systemu ryboflaviny/EDTA (a) oraz wolne rodniki - OH wytwarzane w reakcji Fentona

(b).

Niszczacy efekt FRC001 pokazuje Wykres 5. FRC001 potrafi efektywnie niszczy¢ wolne
rodniki hydroksylowe wytwarzane podczas reakcji Fentona , podczas gdy witamina C ma
na nie niewielki tylko wptyw, za$ efekt niszczacy witaminy E oscyluje w granicach ok.
37,5% przy stezeniu Smg/ml.
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Figure 5. Niszczacy wptyw FRCO001 na wolne rodniki - OH wytwarzane w reakcji
Fentona,

. Niszczacy efekt dziatania FRC001 na . O2 wytwarzany przez napromieniowanie
riboflavin/w systemie EDTA.

Napromieniowana ryboflavina/EDTA zostata uzyta do wytworzenia ujemnych jonow
wodorowych -O2 i badania ich niszczenia w foto systemie. Zjawisko to zostalo uzyte do
zbadania niszczacego wplywu FRCO001 na jony - O2. Spektrum ESR jonéw tlenowych -
02 1 DMPO-OOH generowanych przez napromieniowang ryboflaving obrazuje Wykres
4a (aN=14.3, aHB=11.3G,aHy =1.25Q).

Zgodnie z definicja niszczacego wplywu, jego krzywa dla FRC001 dotyczaca jonow
tlenowych O2- generowanych z napromieniowanej ryboflaviny/systemu EDTA
zobrazowana zostala na Wykresie 6. Stezenie FRC001 przy 50% niszczeniu wynosi ok.



17 mg/ml. Jego niszczacy wplyw jest mniejszy niz w przypadku witaminy C (C50 =
0.0009 mg/ml), lecz silniejszy niz witaminy E.
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Figure 6. Efekt niszczacy FRCO001 na -O2 generowane przez napromieniowana
ryboflaving/ systemu EDTA.

. Hamujace dzialanie FRC001 na sprzgzone weglowodory dionowe wytwarzane z
thuszczo6w w wyniku peroksydacji kwasu lanolinowego w trakcie lipooksydazy.

Sprzg¢zone diony sa wytwarzane w pierwszej fazie preoksydacji lipidow, ktora wykazuje
absorpcj¢ na poziomie 233nm. Efekt hamowania przez FRC001 wytwarzania
sprzezonych diondw wytwarzanych z thuszczéw w wyniku peroksydacji kwasu
lanolinowego w trakcie lipooksydazy zostal zobrazowany na Wykresie 7. Z wykresu tego
wynika, ze hamujacy wplyw FRCO001 wzrastat proporcjonalnie do jego st¢zenia uzytego
w systemie. Przy stezeniu FRC001 0.35mg/ml, zostato zniszczonych okoto 20%
sprzezonych diondw . Przy wzroscie st¢zenia, wzrosta tez absorpcja na poziomie 233 co
powodowato zaktocenie wynikdéw przy wysokim stopniu stgzenia.
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Wykres 6. Hamujace dziatanie FRC001 na wytwarzanie sprzezonych dionéw z thuszczoéw
w wyniku peroksydacji kwasu lanolinowego w trakcie lipoksydazy lipooksydazy.



6. Hamujace dzialanie FRCO01 na produkty reakcji TEA (TBARM) wytwarzane z
peroksydacji ttuszczow liposomow.

Hamujacy wptyw FRCO001 na produkty reakcji TBA wytwarzane z peroksydacji
thuszczow lipozomow obrazuje wykres 7. Z przebiegu krzywej wynika, ze efekt
hamowania TBARM wzrastat wraz ze wzrostem st¢zenia dawki FRCO01. Przy
hamowaniu rz¢du ok. 50% stezenie dawki wynosito19 mg/ml. Jego hamujacy wptyw na
produkty reakcji TBA byt mniejszy niz w przypadku witaminy C (C50=1mg/ml), lecz
wigkszy niz w przypadku witaminy E.
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Wykres 7. Hamujacy wptyw FRCO001 na produkty reakcji TBA wytwarzane z
peroksydacji thuszczéw liposoméw pobudzanej przez Fe2+.

7. Niszczace dzialanie FRC001 on peroxynitrit.

Tlenek azotu posiada wiele roznorakich funkcji biologicznych, takich jak srodbtonkowo-
ochodny wskaznik relaksacji (EDRF), ktéry odpreza gtadkie komorki naczyniowe hamuje
blaszkowa koagulacje oraz impulsy zwrotne w przekazie neuronowym. Biosynteza tlenku azotu
z L-argininy moze by¢ droga do regulacji funkcji i komunikacji na poziomie komorkowym.
Makrofagi produkuja tlenek azotu jako czes$¢ swoistego cytotoksycznego orgza. Z drugiej zas
strony tlenek azotu, zawierajacy niesparowane (wolne) elektrony wykazuje wtasciwosci
paramagnetyczne 1 aktywujace wolne rodniki, moze on reagowac z -O2 tworzac formy anionu
peroxynitrytowego (ONOO-). W roztworach alkalicznych aniony ONOO- sa stabilne, lecz maja
Ph na poziomie 6.6 i w temp. ok. 0°C rozpadaja si¢ gwaltownie podczas reakcji protonowych
odpowiednio na rodniko-podobny hydroksyl oraz wolne rodniki NO2 zgodnie z nastgpujaca
reakcja:

02 + NO -> ONOO- + H+ -> ONOOH -> - OH +NO2

Ostatnio, wysunigto tezg, ze tlenek azotu wchodzac w reakcj¢ z 02- powoduje wiele
patologicznych procesOw wytwarzajac przy tym typowo cytotoksyczne zwiazki. Badaniom
peroxynitrytu po§wigca si¢ ostatnio coraz wigksza uwagg. Jego utlenianie sulfohydryléw oraz
bton tluszczowych moze powodowac toksycznos¢ komorkowa oraz wiele roznych choréb. W
badaniu tym mierzono niszczacy wptyw FRC001 na aniony ONOO- , co zostato zobrazowane na
Wykresie 8. Odkryto, ze FRC001 moze bardzo efektywnie niszczy¢ aniony ONOO- (C50 = 0.03



mg/ml). Jego niszczacy wplyw na peroxynitryt jest jednak mniejszy niz w przypadku witaminy
C (C50=0.00003 mg/ml) lecz silniejszy niz witaminy E.
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FRCO001 jest lekiem zaprojektowanym na bazie teorii niszczenia wolnych rodnikow. Z wynikéw
powyzszego eksperymentu wynika ,ze FRCO001 potrafi efektywnie niszczy¢ wolne rodniki
tlenowe wytwarzane z PMN stymulowanego przez PMA ksantyno/tlenkowo-ksantynowa i,
napromieniowanie ryboflaviny/EDTA oraz reakcj¢ Fentona. Dowiedziono rdwniez, ze moze on
hamowac reakcje sprz¢zonych dionéw produktéw reakcji TBA (TBARM) tworzacych sig
odpowiednio podczas peroksydacji lipidowej kwasu lanolinowego i liposomdéw oraz niszczy¢
jony ONOO-. Wyniki te sugeruja, ze osiagnigty efekt terapeutyczny FRCO001 jest wynikiem
niszczenia przez niego toksycznych, wolnych rodnikéw tlenowych w ludzkim organizmie.

powrot w GORE.



