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Dopamina, adrenalina i noradrenalina - neuroprzekazniki z grupy katecholamin, odgrywaja
kluczows role w przekazywaniu sygnatu nerwowego w osrodkowym i obwodowym uktadzie
nerwowym. Wyniki badan na liniach komorkowych wskazuja, ze zwiazki te moga réwniez chroni¢
komorki nerwowe przed szkodliwymi skutkami stresu oksydacyjnego, jednak mechanizm ich
dziatania antyoksydacyjnego nie zostal dotad opisany. Celem mojej rozprawy doktorskiej byto
ilosciowe okreslenie wlasciwosci antyoksydacyjnych wybranych katecholamin (dopaminy i jej
prekursora - L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny, L-DOPA), w modelowych uktadach
odwzorowujacych uktady biologicznie, tj. w srodowisku wodnym oraz w uktadach
heterogenicznych, zawierajacych zdyspergowane lipidy. Aby okresli¢, w jakim stopniu aktywnos¢
antyoksydacyjna zalezy od obecno$ci ugrupowania katecholowego, badania dotyczace kinetyki
i aktywnosci antyoksydacyjnej katecholamin uzupehitam badaniami modelowych zwigzkow
zawierajacych fragment katecholowy. Pomiary parametrow kinetycznych reakcji rodnikowych
przeprowadzitam w trzech r6znych uktadach modelowych: (i) w uktadzie homogenicznym
zawierajagcym modelowy rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylo-hydrazylowy (dpph®), (ii) w uktadzie
heterogenicznym sktadajacym sie z lipidu rozproszonego w micelach surfaktantu,

(iii) w jednowarstwowych liposomach fosfolipidowych uzytych jako model btony biologiczne;j.

Na podstawie pomiarow kinetycznych przeprowadzonych metoda zatrzymanego przeptywu
w serii rozpuszczalnikow organicznych (dla katecholi) i w roztworach woda / metanol o r6znych
pH (dla katecholamin) wykazatam, ze wszystkie badane zwigzki efektywnie redukujg rodnik dpph®.
Dotychczas zaktadano, ze reakcja miedzy pochodnymi katecholu i wolnymi rodnikami przebiega
wedhug jednoetapowego mechanizmu przeniesienia atomu wodoru HAT (ang. Hydrogen Atom
Transfer), jednak w mojej pracy doktorskiej zaobserwowatam, ze szybko$¢ reakcji pomiedzy
katecholami / katecholaminami i rodnikiem dpph® ro$nie wraz ze wzrastajagcym stopniem
deprotonacji katecholowych grup hydroksylowych. Zjawisko to wyjasnitam udziatem
dwuetapowego mechanizmu SPLET (ang. Sequential Proton-Loss Electron-Transfer) w reakcji
neutralizowania rodnika dpph*® przez badane zwiazki.

Hipoteze o roli mechanizmu SPLET w reakcjach katecholi i katecholamin zweryfikowatam
w uktadach heterogenicznych, okreslajac wptyw 3,5-di-tert-butylokatecholu (DTBcat), dopaminy
i L-DOPA na szybkos¢ procesu peroksydacji linolanu metylu (MeLin) rozproszonego w micelach
Tritonu X-100 (pomiary przy pomocy elektrody tlenowej typu Clarka). Zdolnos¢ analizowanych



zwigzkow do zapobiegania utlenianiu lipidu okreslitam w szerokim zakresie pH od 4,0 do 10,0

I porébwnatam z aktywnoscia 2,2,5,7,8-pentametylo-6-hydroksychromanu (PMHC) jako analogu
a-tokoferolu. DTBcat i PMHC efektywnie hamuja proces utleniania lipidow powodujac pojawienie
si¢ okresu indukcji - DTBcat w pH 4,0 — 8,0, a PMHC w calym badanym zakresie pH. Aktywnos$¢
obydwu substancji jest typowa dla antyoksydantow interwentywnych, czyli zwigzkow hamujacych
proces utleniania lipidow dzieki bezposredniej reakceji z rodnikami peroksylowymi. Wyznaczytam
state szybkosci reakcji PMHC i DTBcat z rodnikami peroksylowymi (kin,) dla catego badanego
zakresu pH. Wzrost ki, w miare alkalizowania Srodowiska §wiadczy o udziale mechanizmu SPLET
w procesie przerywania tancucha peroksydacji. Badania zaprezentowane w mojej pracy doktorskiej
sg pierwszym eksperymentalnym dowodem na obecno$¢ sciezki SPLET w uktadzie
heterogenicznym. W pH 9,0 -10,0 DTBcat traci wlasciwosci antyoksydacyjne, co wytlumaczytam
procesem generowania anionorodnika ponadtlenkowego (O,") w reakcji anionorodnikéw
semichinonowych (powstajacych w reakcji DTBcat z rodnikami peroksylowymi) z tlenem
molekularnym.

Podczas utleniania linolanu metylu zdyspergowanego w wodzie za pomoca niejonowego
surfaktantu (Tritonu X-100) w pH 4,0 — 7,0 dopamina i L-DOPA wykazuja jedynie dziatanie
retardacyjne (obnizajg szybkos$¢ utleniania, lecz nie powoduja okresu indukcji). Efekt retardacyjny
jest spowodowany reakcja katecholamin z rodnikami inicjatora (obecnymi w fazie wodnej).
Niezdolnos¢ katecholamin do zapobiegania procesowi utleniania lipidow wyjasnitam zbyt stabym
oddzialywaniem tych zwigzkéw z micelami surfaktantu - DA i L-DOPA sg obecne glownie w fazie
wodnej. W pH 9,0 - 10,0 dopamina i L-DOPA przyspieszaja peroksydacje, dziatajac jak
prooksydanty, co (podobnie jak dla modelowego katecholu) wyttumaczytam podatno$cia
anioniorodnikoéw semichinonowych (powstajacych w reakcji katecholamin z rodnikami inicjatora)
na reakcje z tlenem molekularnym i generowaniem O,"". Reakcja anionorodnikow
semichinonowych z tlenem przebiega bardzo wolno w fizjologicznym zakresie pH, jednak
akumulacja O," moze by¢ szkodliwa i moze ttumaczy¢ toksyczno$¢ wysokich stezen katecholamin
obserwowang in vitro. Wobec tego, celowe jest neutralizowanie szkodliwych rodnikow
semichinonowych, na przyktad za pomocg innych wprowadzonych do uktadu zwigzkow
0 wilasciwos$ciach antyoksydacyjnych.

W kolejnym etapie pracy doktorskiej badatam wptyw pH na aktywnos$¢ antyoksydacyjna
mieszanin antyoksydantow zawierajacych katecholaminy. Mieszanina PMHC z dopaming lub
z L-DOPA wykazuje szczegodlnie silny efekt synergistyczny (czyli wzmocnienie dziatania
antyoksydacyjnego) w pH 7,0 — 8,0. Zaproponowatam mechanizm tego zjawiska, zgodnie z ktérym
PMHC neutralizuje rodniki peroksylowe a powstajgcy rodnik fenoksylowy PMHC jest
regenerowany przez rodnik semichinonowy katecholaminy (regeneracja PMHC zachodzi na
granicy faz woda / micela). W efekcie tej reakcji powstaja produkty nierodnikowe: chinon
katecholaminy i PMHC. Wynik ten moze mie¢ znaczenie dla uktadow biologicznych, gdzie
naturalnie obecne sg mieszaniny antyoksydantow. Katecholaminy mogg zwigksza¢ ochrone
antyoksydacyjna uktadow zawierajacych nawet §ladowe ilosci a-tokoferolu a a-tokoferol moze
uczestniczy¢ w usuwaniu szkodliwych rodnikow semichinonowych ze srodowiska komorkowego.

Brak aktywnosci antyoksydacyjnej dopaminy i L-DOPA w uktadzie micelarnym wyjasnitam
niewielkim powinowactwem tych katecholamin do miceli Tritonu X-100. Poniewaz
w fizjologicznym pH obydwie katecholaminy majg dodatnio natadowang grupe aminows,
postawitam hipoteze, ze powinny one oddziatywac elektrostatycznie z btonami fosfolipidowymi.



Termodynamika tych oddzialywan nie zostata dotad wyznaczona, dlatego stosujac Roznicowg
Kalorymetri¢ Skaningowga (DSC) zbadatam wptyw katecholamin na zachowanie termotropowe
lipidow, a za pomoca Izotermicznego Miareczkowania Kalorymetrycznego (ITC) wyznaczytam
parametry termodynamiczne oddziatywania katecholamin z jednowarstwowymi liposomami
utworzonymi przez neutralne i anionowe fosfolipidy (odpowiednio: 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-
fosfocholing, DMPC, oraz 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfoglicerol, DMPG). Wykazatam, ze
stata wigzania dopaminy z btong lipidowa ro$nie wraz ze wzrostem tadunku btony i osigga wartos$¢
maksymalng dla liposomow utworzonych tylko przez DMPG. Efekt ten jest zgodny z wynikami
badan DSC dotyczacymi przej$¢ fazowych w liposomach (zel S faza ciektokrystaliczna).

Na podstawie tych obserwacji zaproponowatam prosty model wigzania dopaminy z btonami
fosfolipidowymi, w ktorym oddziatywania maja przede wszystkim charakter elektrostatyczny

a dopamina wiaze si¢ powierzchniowo z btona, bez wnikania do hydrofobowego wnetrza
dwuwarstwy. Wyniki moich badan mikrokalorymetrycznych sg pierwszym iloSciowym opisem
oddziatywania dopaminy z btonami lipidowymi. Oddzialywanie to moze miec istotne
konsekwencje biologiczne: zwigzanie dopaminy z btong neuronalng moze wptywac¢ na konformacje
tkwigcych w blonie receptorow (efekt anestetyczny), a takze moze zwigkszac¢ dostepnosé dopaminy
dla biatek blonowych. Ponadto, oddziatywanie z btonami lipidowymi moze mie¢ kluczowe
znaczenie dla aktywnosci antyoksydacyjnej dopaminy.

Wyniki badan mikrokalorymetrycznych wskazuja, ze dopamina oddziatuje z liposomami
utworzonymi przez DMPC i DMPG w stosunku molowym 3:1 czyli o fadunku odpowiadajgcym
tadunkowi membrany synaptycznej. W ostatnim etapie pracy zweryfikowatam zdolno$¢ dopaminy
do zapobiegania procesowi utleniania MeLin zachodzacemu w btonie o takim sktadzie
fosfolipidowym (jako zwigzek odniesienia uzytam PMHC). Zaréwno dopamina jak i PMHC
okazaly si¢ efektywnymi antyoksydantami interwentywnymi w uktadzie liposomalnym. R6znica
w aktywnosci dopaminy w uktadzie micelarnym i w liposomach wskazuje na to, ze wtasciwosci
antyoksydacyjne dopaminy zaleza od oddzialywania ze Srodowiskiem, w ktorym zachodzi proces
utleniania.

Roéznice w aktywnosci dopaminy w trzech przebadanych przeze mnie uktadach modelowych
(tj. w mieszaninie wody z metanolem, micelach Tritonu X-100 i liposomach DMPC / DMPG)
wskazuja, ze kompletny obraz aktywnos$ci antyoksydacyjnej mozna uzyskac¢ jedynie w wyniku
badan przeprowadzonych w Kilku komplementarnych uktadach modelowych, poniewaz aktywnos¢
antyoksydacyjna silnie zalezy od srodowiska reakcji. Dane otrzymane dla lipidow utlenianych
w srodowisku dwuwarstwy lipidowej sg dobrym wyznacznikiem wtasciwosci antyoksydacyjnych
w uktadach biologicznych. Dane te sg obiecujace 1 wskazujg na potencjalng zdolno$¢ modelowe;j
katecholaminy — dopaminy, do neutralizowania rodnikow peroksylowych w uktadach
biologicznych.

Podsumowujac, badania przedstawione w mojej rozprawie doktorskiej zaowocowaty
ilo§ciowym opisem wiasciwosci antyoksydacyjnych wybranych katecholamin (dopaminy
I L-DOPA) w uktadach fizykochemicznie zblizonych do uktadéw biologicznych. Otrzymana
w ramach projektu charakterystyka oddziatywania dopaminy z btonami lipidowymi umozliwita
powigzanie wlasciwosci antyoksydacyjnych tego neuroprzekaznika z silg jego oddziatywania
Z mikrosrodowiskiem reakcji (btong lipidows).



