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Wprowadzenie

Melaniny sg pigmentami najbardziej rozpowszechnionymi w przyrodzie. Melaniny zwierzgce sa
przewaznie produktami oksydacyjnej polimeryzacji DOPA (3,4-dihydroksyfenyloalaniny).
Wiekszo$¢ naturalnych melanin wystepuje w postaci kopolimeréw eumelaniny i feomelaniny.
Odrebng grupe melanin stanowig neuromelaniny, ktére powstaja w wyniku oksydacyjnej
polimeryzacji dopaminy lub noradrenaliny (1). Eumelanina jest pigmentem czarnym powstalym w
wyniku oksydacyjnej polimeryzacji wylacznie DOPA. Jezeli w srodowisku reakeji znajduje sig
cysteina lub glutation to powstaje czerwona feomelanina. Podjednostkami charakterystycznymi dla
emelaniny sa grupy 5,6-dihydrohsyindolu (DHI) oraz kwasu 5,6-dihydroksyindol-2-
karboksylowego (DHICA) (Rys. 1), w pelni utlenione formy chinonowe tych podjednostek oraz
potowicznie utlenione formy semichinonowe. W feomelaninie wystepuja podjednostki
benzotiazynowe (BT) i benzotiazolowe (BZ) (Rys. 1), ich formy w pelni utlenione, a takze formy
semichinonowe. Dzigki réwnowadze komproporcjonacji, pomig¢dzy nierodnikowymi formami
hydrochinonowymi i chinonowymi, a rodnikowymi formami semichinonowymi, melanina jest
trwalym wolnym rodnikiem (2) i moze by¢ mierzona metoda spektroskopii elektronowego
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rezonansu paramagnetycznego (EPR). Formy semichinonowe eumelaniny s rodnikami
tlenocentrowymi. W pasmie X (~9.5 GHz) sygnat EPR tych rodnikéw jest pojedyncza, troche
asymetryczna, linia o czynniku rozszczepienia spektroskopowego g rownym 2,004 i szerokosei 0,4
— 0,6 mT (Rys. 2A). W delokalizacji niesparowanego elektronu w rodnikach feomelaniny bierze
udziat atom azotu, a zatem sygnat EPR feomelaniny ulega rozszczepieniu na trzy linie. Catkowita
szerokosé sygnatu EPR feomelaniny w pasmie X jest okoto 3 mT, a czynnik rozszczepienia
spektroskopowego 2,005 (2) (Rys. 2B).
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Rys. 1 Struktury podjednostek eumelaniny (DHI, DHICA) i feomelaniny (BT, BZ).
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Rys. 2 Sygnaly EPR eumelaniny (A) i feomelaniny (B) zarejestrowane w obecnosci 50 mM octanu cynku w
temperaturze 77 K. Jako eumelanine uzyto syntetyczng melanine uzyskang w wyniku autooksydacji DOPA,
natomiast modelem feomelaniny byta syntetyczna melanina uzyskana na drodze enzymatycznego utlenienia

5-S-cysteinyl-DOPA.

Potprodukty syntezy melaniny sa toksyczne dla zywych komorek, dlatego, w prawidtowych
komoérkach ssakow, melanina jest syntezowana w wyspecjalizowanych do tego obtonionych
organellach — melanosomach (3) — zapewniajacych odseparowanie tych potproduktow od reszty
komorki.
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Melanina w skorze i w oczach cztowieka pelni role fotoprotekcyjna — ekranuje
promieniowanie stoneczne, gldwnie jego komponente ultrafioletowa i krétkofalows czgs¢ swiatla
widzialnego (4),(5),(6). Dotyczy to gtdwnie eumelaniny. Badania w warunkach in vitro pokazaly,
ze melanina wykazuje takze wlasciwosci przeciwutleniajace, co moze mie¢ znaczenie w ochronie
upigmentowanych tkanek przed stresem oksydacyjnym (6),(7),(8),(9),(10),(11),(12),(13).

Melanine w nablonku upigmentowanym siatkéwki (RPE) stanowi prawie wylacznie
eumelanina. Melanina w RPE jest syntezowana w czasie Zycia ptodowego, natomiast po urodzeniu
wykazuje bardzo maly, jesli jakikolwiek, metabolizm (14). Zatem z wiekiem pigment ten moze
ulega¢ stopniowym oksydacyjnym modyfikacjom pod wplywem swiatla, tlenu oraz jonéw metali
przejsciowych. Istotnie, wykazano spadek zawartosci melaniny z wiekiem (15), a pozostata
melanina wykazywata znaczne oksydacyjne modyfikacje, ktére moga obniza¢ jej zdolnosci
przeciwutleniajace, a nawet powodowa¢ dziatanie proutleniajace (16), (17), (18). Do badania
zaleznych od wieku modyfikacji melaniny zaproponowano prosty model fotostarzenia, w ktorym
melanosomy z krowich lub §winskich RPE poddano dzialaniu intensywnego $wiatla widzialnego
(19), (20), (21). Badania te wykazaly ze melanosomy naswietlane swiattem widzialnym tracity
swoje wilasciwosci przeciwutleniajgce, a nawet stawaty si¢ proutleniajace. Jezeli takie zmiany
wystepujg w ludzkim RPE in sifu to mogg przyczyniac si¢ do wzrostu fototoksycznosci, ktéra moze
prowadzi¢ do zmian degeneracyjnych siatkowki.

Melanina w skorze jest syntezowana przez cale zycie i usuwana ze zluszczajacym sie
naskdrkiem. Jest zatem odnawiana i przez to mniej podatna na kumulacje oksydacyjnych
modyfikacji. Jednakze, niezaleznie od stopnia pigmentacji, jedna czwarta melaniny naskorka
stanowi feomelanina (22), ktora jest fotoreaktywna i bardziej niz eumelanina podatna na
fotodegradacje (23),(24),(25). Obecnos¢ tej melaniny moze mie¢ istotng rolg¢ w powstawaniu
czerniaka skéry indukowanego bliskim promieniowaniem UV.

Tak wiec, badanie oksydacyjnych modyfikacja melaniny moze mie¢ kluczowe znaczenie w
wyjasnieniu etiologii zmian degeneracyjnych siatkowki i czerniaka skéry. Dotychczas takie
modyfikacje byly badane metoda spektroskopii EPR (15) oraz poprzez analize chemiczng
podjednostek melaniny (26),(27),(28). |

Do podj¢cia tematyki bedacej przedmiotem niniejszego osiggnigcia naukowego }
zainspirowaly mnie nastepujace osobliwosci melaniny: |
- Efektywne oddziatywanie dipol-dipolowe rodnikéw melaniny z paramagnetycznymi jonami
metali przejsciowych, co prowadzi do silnego poszerzenia sygnatu EPR melaniny (29).

- Stabilizacja rodnikowej formy melaniny przez diamagnetyczne jony metali przejsciowych, w
wyniku czego nastepuje przesunigcie rownowagi komproporcjonacji w strong formy rodnikowe;j i
przez to wzrost sygnatu EPR melaniny (30).

- Wysoce efektywne wygaszanie stanow elektronowo wzbudzonych kationowej pochodnej
porfiryny, tetra(4-N,N,N,N-trimetyloanilino)porfiryny (TAP), przez melaning (31).

- Silne przyspieszenie indukowanej nadtlenkiem wodoru chemicznej degradacji melaniny przez
jony zelaza i miedzi (32),(33).

- Zmniejszenie proutleniajacego dziatania fotodegradowanych melanosoméw przez dodatek
deferoksaminy (20).

Ponadto w ostatnim czasie znaczaco rozwingta si¢ wiedza o fotoreaktywnogci melaniny.
Mianowicie, do niedawna uznawano ze melanina nie jest zdolna do generowania tlenu
singletowego. W zwiazku z tym wydawalo si¢ Ze jedynym mozliwym czynnikiem
odpowiedzialnym za fotodegradacje melaniny jest nadtlenek wodoru tworzony w wyniku
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego generowanego przez naswietlang melaning. Sytuacja
zmienila sie w 2011 roku, kiedy wykazano, ze melanina generuje tlen singletowy (34). Dalsze
badania pozwolity poréwnaé wydajnos¢ tego procesu dla roznych typoéw melanin (35).
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Celem niniejszego osiggniecia naukowego bylo zbadanie oksydacyjnych modyfikacji

melaniny przy pomocy wybranych jonéw metali przejsciowych i kationéw organicznych.
Przedmiotem badania byly nastgpujace kwestie:

- Integralno$¢ strukturalna melanosoméw

- Pojemno$¢ redoksowa melaniny

- Modyfikacja chemiczna melaniny

- Dzialanie przeciwutleniajgce melaniny

- Mechanizm degradacji melaniny

Okreslenie wplywu fotodegradacji melanosoméw na ich integralnos¢ (Zwiezty opis badan
przedstawionych w publikacji: Photoaging of retinal pigment epithelial melanosomes: The effect of
photobleaching on morphology and reactivity of the pigment granules, 2016, Free Radical Biology
and Medicine, 97:320-329).

Nadrzednym celem pracy byto wyjasnienie zaleznych od wieku zmian wiasciwosci
antyutleniajacych i fotoprotekcyjnych melanosoméw w ludzkim RPE poprzez zastosowanie
odpowiedniego modelu zwierzgcego.

W niniejszej pracy zastosowano model fotostarzenia, w ktorym melanosomy z krowich RPE
poddano dziataniu intensywnego $wiatla z zakresu 402 — 742 nm. Postep fotodegradacji melaniny
mierzono metoda spektroskopii EPR (15). Na podstawie pomiaréw EPR przyjeto nastgpujace
stopnie fotodegradacji: melanosomy nie poddane fotodegradacji (Mel), melanosomy
fotodegradowane o ubytku sygnatu EPR okotlo 20 % (PM-20) lub 50 % (PM-50). Rozmiar
melanosoméw mierzono metodg dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS). Topografia
powierzchni melanosom6w byta mierzona metoda mikroskopii sit atomowych (AFM) (36). Do
badania indukowanych $wiattem modyfikacji melanosoméw uzyto takze kationowe sondy
molekularne takie jak: jony dysprozu (III), TEMPO-cholina i bigkit metylenowy. Wplyw jonéw
dysprozu na czas relaksacji sygnalu EPR melaniny mierzono metodg impulsowej spektroskopii
EPR. Efektywnos¢ przechwytywania biekitu metylenowego przez melanosomy oznaczano
spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji nadsaczu przy 664 nm. Wydajnos$¢ generowania
i czas zycia tlenu singletowego badano poprzez czasowo-rozdzielczy pomiar fosforescencji tlenu
singletowego. Fotosensybilizowana peroksydacja lipidéw byla wyznaczona posrednio przez pomiar
konsumpcji tlenu metodg tlenometrii EPR (20), (21), (37) oraz bezposrednio testem
jodometrycznym (38). Jako substrat peroksydacji uzyto liposomy wielowarstwowe przygotowane z
lipidow ekstrahowanych z siatkéwek krowich.

Pomiary DLS wykazaly, ze zastosowana w pracy fotodegradacja miata tylko nieznaczny
wplyw na rozmiar melanosoméw (Rys. 3A-C). Oznacza to ze melanosomy nie ulegly fragmentacji.
W nadsaczach z melanosoméw degradowanych pojawity si¢ czastki o rozmiarach pomigdzy 300 a
400 nm. Mikroskopia sit atomowych (AFM) pomogta ustali¢ ze sa to fragmenty blon lipidowych
oderwanych od melanosom6w. Na obrazkach AFM melanosoméw niedegradowanych widoczne sa
takie struktury na powierzchni melanosoméw (Rys. 3G-H). Ich liczba spada ze wzrostem stopnia
degradacji. W przypadku PM-50 ich liczba jest bardzo niska, natomiast widoczne sa znacznie
mniejsze struktury o rozmiarze ponizej 50 nm, ktére moga by¢ uznane za nanoagregaty melaniny
(39).
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Rys. 3 Rozmiar i topografia powierzchni melanosoméw. Lewa kolumna rysunku pokazuje rozktad rozmiaru
uzyskany metodg DLS dla niedegradowanych melanosoméw (A), melanosoméw degradowanych
wykazujgcych ubytek sygnatu EPR 20 % (B) lub 50 % (C). Linia ciagta — melanosomy, linia przerywana —
fragmenty lipidowe oderwane od melanosoméw. Réznokolorowe linie oznaczajg kolejne powtorzenia dla tej
samej probki. Prawa cze$¢ rysunku pokazuje obrazki z AFM niedegradowanych melanosoméw (D,G) oraz
melanosoméw degradowanych o ubytku sygnatu 20 % (E,H) i 50 % (F,l). Stupek skali przedstawia diugosc
500 nm (D-F) lub 50 nm (G-I)

Chociaz sama fotodegradacja nie miata wptywu na czas relaksacji spin-sie¢ wolnych rodnikow
melaniny, wigzanie jonéw dysprozu (III) przez melaning redukowalo czas relaksacji czterokrotnie
silniej w melanosomach degradowanych w poréwnaniu z melanosomami niedegradowanymi. Z
wezeéniejszych badan wynika, ze fotodegradacja zmniejsza zdolno$¢ melanosoméw do wigzania
jonéw metali (19). Zatem wigkszy wplyw dysprozu na czas relaksacji rodnikéw melaniny w
degradowanych melanosomach wynika raczej ze zmniejszonej odlegltosci pomigdzy jonami
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dysprozu a centrami wolnorodnikowymi melaniny niz z wigkszej pojemnosci wigzace;.
Obserwowany efekt oznacza ze struktura degradowanych melanosomow jest luzniejsza i centra
rodnikowe sg bardziej dostepne dla czynnikdéw zewngtrznych. W poréwnaniu z melanosomami
niedegradowanymi, fotodegradowane melanosomy efektywniej przyspieszaty fotoredukcig
TEMPO-choliny (Rys. 4A). Ponadto, melanosomy lekko fotoblaknigte (PM-20) efektywniej
przechwytywaty blekit metylenowy niz melanosomy niedegradowane (Mel) (Rys. 4B). R6znica
byla dostrzegalna szczegdlnie przy niskim stgzeniu melanosoméw. Uzyskane wyniki pokazuja, ze
fotodegradacja zwigksza ekspozycje podjednostek melaniny oraz ze lekka degradacja nie ma
istotnego wplywu na podjednostki wigzace biekit metylenowy. Z drugiej strony silniej degradowane
melanosomy (PM-50) wykazywaly zmniejszona zdolnos¢ do przechwytywania blekitu
metylenowego. Bardziej spektakularne wyniki uzyskano badajac wptyw melanosomdéw na
fosforescencje tlenu singletowego generowanego przez 8 uM bigkit metylenowy wzbudzny
Swiatlem laserowym o dlugosci fali 532 nm. Dla poréwnania zastosowano 0,6 uM r6z bengalski,
ktory w pH obojetnym ma fadunek ujemny i nie jest wigzany przez anionowy polimer melaniny. W
przypadku rézu bengalskiego melanosomy o stezeniu 5-107 ziarnistosci/ml obnizaly intensywnos¢
fosforescencji tlenu singletowego o 30 %. Jezeli fotosensybilizatorem byt bigkit metylenowy to Mel
wykazywaly silne zalezne od stezenia obnizenie wydajnosci generowania tlenu singletowego (Rys.
4C). Obserwowany efekt jest wynikiem wydajnego gaszenia stanow elektronowo wzbudzonych
kationowego fotosensybilizatora zwigzanego przez melaning (31). Wptyw PM-20 na intensywnos¢
fosforescencji tlenu singletowego byt znacznie silniejszy niz efekt Mel szczegoélnie przy niskich
stezeniach melanosomoéw. Z drugiej strony, efektywnos$¢ PM-50 byla obnizona. Zaleznosé¢
efektywnosci skrocenia czasu zycia tlenu singletowego od stopnia degradacji byla mniej wyrazna.
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Rys. 4 A — Kinetyka fotredukcji TEMPO-choliny. Probki zawierajace 25 uM TEMPO-choliny bez (Kontrola)
lub z 5-10° ziarnistosci/ml byly naswietlane $wiattem 402 — 508 nm (56 mWi/cnr). Ziarnistosciami byty
melanosomy niedegradowane (Mel) lub fotodegradowane (PM). B — Absorbancja btekitu metylenowego jako
funkcja stezenia melanosoméw niedegradowanych (Mel), fotodegradowanych wykazujgcych ubytek sygnatu
EPR 20 % (PM-20) lub 50 % (PM-50). C — Poczatkowa intensywno$¢ fosforescencji tlenu singletowego jako
funkcja stezenia melanosomoéw. Opis ziarnistosci jak na rys. B.

PM-20 efektywniej niz Mel hamowaty peroksydacje lipidow fotosensensybilizowang bigkitem
metylenowym, natomiast dziatanie ochronne pM-50 bylo obnizone. Mozna przypuszcza¢ ze lekko
zmodyfikowane oksydacyjnie melanosomy mogg efektywniej przechwytywa¢ kationowe
metabolity siatkowkowe, ktére moga by¢ fototoksyczne. Jednakze, w tej pracy nalezy to
rozpatrywaé przede wszystkim jako dodatkowa, posrednia metode pomiaru efektywnosci
przechwytywania biekitu metylenowego.
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Osiagniete wyniki prowadza do nastepujacych wnioskow:

Lekka fotodegradacja melanosoméw prowadzi do czesciowej utraty blony lipidowe; i
rozluznienia struktury melanosomu, co zwigksza ekspozycje podjednostek melaniny na czynniki
zewnetrzne.

Silniejsza fotodegradacja melanosoméw prowadzi do cz¢sciowego zniszczenia
podjednostek melaniny.

7Zastosowanie kationowych sond molekularnych jest pomocne w analizie morfologii i
topografii melanosoméw. Nalezy nadmieni¢ ze analiza przechwytywania bigkitu metylenowego
przez melanosomy jest metoda komplementarng do pomiaréw DLS i AFM. Z pomiaréw
przechwytywania blekitu metylenowego mozna uzyska¢ informacje zaréwno o ekspozycji
podjednostek melaniny jak réwniez o ich natywnosci, natomiast nie jest mozliwe sprawdzenie czy
melanosomy nie ulegaja fragmentacji. Z drugiej strony pomiary DLS i AFM pozwalaja stwierdzi¢
7e zwiekszona ekspozycja podjednostek melaniny nie wynika z fragmentacji melanosoméw tylko z
czedciowej utraty blony lipidowej, ale nie mozna uzyska¢ informacji o stanie podjednostek
melaniny.

Oszacowanie pojemnosci redoksowej, modyfikacji chemicznej i wlasciwosci
przeciwutleniajacych melaniny degradowanej nadtlenkiem organicznym (Zwigzly opis badan
przedstawionych w publikacji: Redox Active Transition Metal ions Make Melanin Susceptible to
Chemical Degradation Induced by Organic Peroxide, 2017, Cell Biochemistry and Biophysics,
75:319-333).

Celem pracy bylo zbadanie wptywu wybranych jonéw metali przejsciowych na podatnos¢ melaniny
na modyfikacje chemiczna indukowana wodoronadtlenkiem tert-butylu.

Dotychczasowe badania opieraly si¢ na zatozeniu ze gléwnym czynnikiem odpowiedzialnym za
zalezne od wieku modyfikacje melaniny w RPE jest $wiatto. Nalezy zaznaczy¢ ze komorki RPE,
bedace aktywnymi metabolicznie komérkami postmitotycznymi, gromadza pigment starczy
lipofuscyne. Uwaza sig ze lipofuscyna zawiera produkty peroksydacji lipidow potaczone
wigzaniami krzyzowymi z biatkami (40). Jedna z kluczowych rél komoérek RPE jest fagocytoza
zewnatrznych segmentéw fotoreceptordw, ktore zawieraja duze ilosci wielonienasyconych kwasow |
thuszezowych (41). Melanosomy w RPE, na skutek fuzji z lipofuscya, tworza ziarnistosci zwane |
melanolipofuscyna. Mozna przypuszczaé ze w takich ztozonych ziarnistosciach melanina jest
modyfikowana chemicznie przez nadtlenki lipidéw pochodzace z lipofuscyny, a jony metali
przejéciowych moga przyspieszac ten proces. Poniewaz natlenki lipidéw sa nierozpuszczalne w
wodzie, w niniejszej pracy uzyto wodoronadtlenek tert-butylu (TBH) jako modelowy nadtlenek
organiczny. Przedmiotem badania byla syntetyczna, rozpuszczalna w wodzie, eumelanina
przygotowana na drodze autooksydacji DOPA (DMa) (30) oraz melanosomy izolowane z krowich
komérek RPE (BMs). Degradacji chemicznej, | M TBH, poddano zaréwno melaniny bez dodatku
jonéw metali przejsciowych, DMa wzbogacona jonami zelaza, miedzi lub cynku oraz BMs
wzbogacone jonami zelaza w ilosci 1 % wagowych. Postgp degradacji melaniny oraz zmiany
zawartosci zelaza i miedzi mierzono metoda spektroskopii EPR (15). Pomiary EPR byty wykonane
zaréwno w pH 7,4, jak rowniez w pH 0 po odptukaniu jonéw metali, co byto mozliwe dzigki
agregacji melaniny w niskim pH. Dodatkowo postgp degradacji rozpuszczalnej melaniny mierzono
spektrofotometrycznie w pH 6.8 i 14. Rozmiar czastek DMa byl mierzony metoda DLS natomiast
rozmiar i topografia powierzchni melanosoméw byly badane metodg AFM (36). Dla wybranych
czasow degradacji, degradacje BMs zatrzymywano poprzez ich zwirowanie i trzykrotne ptukanie,
natomiast degradacje DMa zatrzymywano poprzez jej liofilizacje. Whasciwosci przeciwutleniajace
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melanin okreslano poprzez badanie ich wptywu na indukowang swiattem (404 — 510 nm, 24
mW/cm?) peroksydacje lipidow ekstrahowanych z siatkowek krowich. Lipidy te byty podane do
mieszaniny reakcyjnej w postaci liposomow wielowarstwowych. Peroksydacja lipidow byta
mierzona poprzez pomiar konsumpcji tlenu metoda tlenometrii EPR (20),(21),(37) oraz poprzez
pomiar akumulacji nadtlenkéw lipidéw metodg FOX (42). Metoda FOX byta takze stosowana do
pomiaréw rozktadu nadtlenku wodoru i TBH oraz do oznaczania pozostalosci TBH po liofilizacji
syntetycznej melaniny.

W przeciwienstwie do nadtlenku wodoru, nie zaobserwowano zdolnosci melanin do
katalitycznego rozktadu TBH. Zatem nie nalezato spodziewac si¢ zmiany kinetyki degradac;ji
spowodowane]j zmiang stezenia TBH gdyz byt on w dwustu krotnym nadmiarze w poréwnaniu do
melanin.

Zelazo i miedz silnie przyspieszaty indukowana TBH degradacje DMa, przy czym zelazo
bylo efektywniejsze niz miedz (Rys. 5). Podobny wplyw zelaza byl obserwowany réwniez w
przypadku degradacji BMs. Taki wplyw redoksowo aktywnych jonéw metali przejsciowych
wskazuje na rodnikowy mechanizm degradacji, w szczegdlnosei na role rodnika alkoksylowego
(LO®) powstatego w reakcji typu Fentona:

LOOH + Mel-Fe(Il) — Mel-Fe(IIl) + OH + LO*®
lub
LOOH + Mel-Cu(l) — Mel-Cu(ll) + OH + LO®

gdzie LOOH to TBH (lub nadtlenek lipidu), a Mel-Fe(1l), Mel-Fe(IIT), Mel-Cu(I) i Mel-Cu(II) to
odpowiednio kompleksy zelaza (II), zelaza (IIT), miedzi (I) i miedzi (II) z melaning. Spadek sygnatu
EPR melaniny byt skorelowany ze spadkiem rozmiaru czastek DMa oraz ze zmianami ksztattu i
rozmiaru BMs. Wskazuje to na fragmentacje czastek degradowanej melaniny i ostabione
oddziatywanie nanoczastek melaniny z macierza biatkowa w degradowanych melanosomach.

Pomiary EPR w pH 7,4 wykazaly ze indukowana TBH degradacja melanin z zelazem
powodowata spadek sygnatu EPR zelaza (III) skompleksowanego z melaning. Wskazuje to na
modyfikacje chemiczna grup odpowiedzialnych za wigzanie zelaza. Z drugiej strony taka
degradacja chemiczna melaniny z miedzia nie miata istotnego wplywu na catke z sygnatu EPR
miedzi skompleksowanej z melaning, a jedynie znikomy wplyw na charakterystyki tego sygnatu.

Pomiary spektrofotometryczne melaniny w 1 M NaOH (Rys. 5A) byly dobrze skorelowane
z pomiarami EPR w pH 0 po odptukaniu jondw metali (Rys 5C), chociaz sygnat EPR by? bardziej
czuly na degradacje niz absorpcja optyczna. Z drugiej strony w pH 7,4 efekt zelaza i miedzi byt
najbardziej wyrazny (Rys. 5B). Ponadto, zelazo i miedz powodowaly silne poszerzenie widma EPR
melaniny. Nalezy pamieta¢ ze w tym przypadku na wypadkowy sygnal ma silny wplyw
oddziatywanie dipol-dipolowe rodnikéw melaniny z paramagnetycznymi jonami zelaza i miedzi
(29). Zatem miarodajne wyniki z pomiar6w kinetyki degradacji melaniny sa uzyskane z pomiarow
spektrofotometrycznych (Rys. 5A) oraz z pomiar6w EPR w pH 0 po odplukaniu jonéw metali (Rys.
5C). W tych warunkach wida¢ brak wptywu cynku na szybkos¢ chemicznej degradacji melaniny.
Obserwowane na Rys. 5B zwigkszenie sygnatu EPR melaniny z cynkiem wynika ze stabilizacji
rodnikowej formy melaniny przez diamagnetyczne jony cynku, w wyniku czego nastepuje
przesunigcie rownowagi komproporcjonacji w strong formy rodnikowej (30). Co ciekawe, efekt
cynku maleje ze wzrostem stopnia degradacji melaniny. Wskazuje to na spadek pojemnosci
redoksowej tego polimeru.
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Rys. 5 Zalezne od czasu zmiany catki z absorpcji (A) oraz catki z sygnatu EPR (B,C) DMa o stezeniu 1
mg/ml inkubowanej z 1M TBH w 37°C. A — pomiar spektrofotometryczny w buforze fosforanowym pH 6,8.
B — pomiar EPR w PBS pH 7,4. C — pomiar EPR w 1 M kwasie solnym po odptukaniu jonéw metali.

Same melaniny na$wietlane $wiattem 404 — 510 nm (24 mW/cm?) wykazywaty staba
konsumpcje tlenu, ktéra byla niezalezna od obecnosci jonow metali i stopnia degradacji.
Naswietlanie samych wielowarstwowych liposomow z lipidéw ekstrahowanych z siatkéwek
krowich réwniez powodowato powolng (0.044 + 0.005 pM/s) konsumpcje tlenu. Obserwowana
konsumpcja tlenu w ukfadzie zawierajacym melaniny i liposomy byla natozeniem konsumpcji tlenu
przez melaniny i konsumpcji tlenu zwiazanej z peroksydacija lipidow. W celu obliczenia szybkosci
peroksydaciji lipidéw wyznaczono konsumpcjg tlenu netto poprzez odjecie konsumpcji tlenu w
ukladzie zawierajacym tylko melanine od konsumpcji tlenu w uktadzie zawierajacym odpowiednia
melanine i liposomy. W ukladzie zawierajacym liposomy i niedegradowana DMa konsumpcja tlenu
netto byta mniejsza niz konsumpcja tlenu w uktadzie zawierajacym same liposomy, co wskazuje na
hamowanie peroksydacji lipidow przez melaning. Obecnosé jonéw metali w niedegradowanej
melaninie nie miata istotnego wplywu na obserwowane dziatanie przeciwutleniajace. Degradacja
melaniny bez jonéw metali powodowata utrate wlasciwosci przeciwutleniajacych melaniny.
Ponadto degradowana TBH DMa z zelazem lub z miedzig przyspieszata konsumpcje tlenu netto, co
wskazuje na dzialanie proutleniajace. W przypadku DMa i BMs z zelazem efekt proutleniajacy byt
szczegolnie silny i rost prawie liniowo z czasem degradacji. Dwa mechanizmy mogg by¢
odpowiedzialne za peroksydacje lipidow w naswietlanym ukladzie zawierajacym liposomy i
melanine degradowana z zelazem. Pierwszy mechanizm to peroksydacja fotosensybilizowana
retinoidami, ktére zapewne sa obecne w ekstrakcie chloroformowym z siatkéwek krowich. Drugim
mechanizmem moze by¢ peroksydacja chemiczna indukowana reakcja typu Fentona. Aby
rozdzielié te dwa mechanizmy, zmierzono konsumpcje¢ tlenu w czasie naswietlania i bezposrednio
po zaprzestaniu naswietlania. Po zaprzestaniu naswietlania probek zawierajacych same liposomy
lub liposomy z degradowana DMa, nastgpowato catkowite zatrzymanie konsumpcji tlenu (Rys. 6).
Z drugiej strony, w uktadzie zawierajacym liposomy i DMa degradowana DMa z zelazem
obserwowano konsumpcje tlenu nawet po zaprzestaniu naswietlania, chociaz byla to konsumpcja
tlenu wolniejsza niz w naswietlanym ukladzie. Za ta ciemng konsumpcj¢ tlenu odpowiada
rodnikowa peroksydacja lipidow, w ktdra zaangazowany jest rodnik alkoksylowy generowany w
reakcji typu Fentona. Obserwowane efekty wskazuja ze zelazo zwigzane z degradowang melaning
jest aktywne redoksowo oraz ze degradowana melanina nie jest w stanie efektywnie zmiata¢
wolnych rodnikow.

12



Zalacznik 3a dr Andrzej Zadlo

Zaprzestanie naswietlania

R ATV

g ‘1\ e b b i W" dodthieahy

F

g 0.2 5

n N‘IW#‘F,M\, W"""M i
0 e I560 I 1000

Czas [s]

Rys. 6 Konsumpcja tlenu w prébkach naswietlanych swiattem (404 — 510 nm), a potem inkubowanych w
ciemnosci. Probki zawieraty tylko liposomy (linia ciggta), liposomy z DMa bez zelaza degradowang TBH
przez 259 godzin (linia kropkowana) lub liposomy z DMa z zelazem degradowang TBH przez 259 godzin
(linia przerywana). Strzatka wskazuje czas zaprzestania naswietlania.

Bezposrednie pomiary akumulacji nadtlenkow lipidow wykazaly ze DMa degradowana z zelazem
przyspieszala peroksydacje lipidow w 22°C ale nie w 4°C, co potwierdza rodnikowy charakter
peroksydacji.

Podsumowujac:

Nadtlenki organiczne moge powodowaé chemiczng degradacj¢ melaniny.

Melanosomy degradowane TBH wykazujg istotne zmiany ksztattu i topografii.

Degradacja indukowana TBH powoduje zmniejszenie pojemnosci redoksowej melaniny.
Nalezy podkresli¢ ze pomiary EPR w pH 7,4 melaniny z cynkiem staly si¢ prototypem
zastosowania diamagnetycznych jonow cynku jako sondy molekularnej do okreslania pojemnosci
redoksowe;j.

Redoksowo aktywne jony metali przejsciowych, zwlaszeza zelazo, silnie przyspieszaja
degradacje melaniny indukowang TBH, co wskazuje na rodnikowy mechanizm tej degradacji.

Melanina degradowana TBH traci swoje wiasciwosci przeciwutleniajace.

Syntetyczna melanina i melanosomy wzbogacone w zelazo stajg si¢ proutleniajace po
degradacji TBH

Mozna przypuszczac ze podobne oksydacyjne modyfikacje melaniny w ludzkim RPE
nastepuja w ziarnistoéciach melanolipofuscyny, co moze zwigkszac ryzyko stresu oksydacyjnego w
zewngtrznej czesci siatkowki 1 przyczyniac sie do zmian degeneracyjnych siatkowki.

OKkreslenie wplywu fotodegradacji feomelaniny na jej pojemnos$é redoksowq i analiza
modyfikacji chemicznej w fotodegradowanej feomelaninie (Zwigzly opis badan
przedstawionych w publikacji: Photobleaching of pheomelanin increases its phototoxic potential:
Physicochemical studies of synthetic pheomelanin subjected to aerobic photolysis, 2019, Pigment
Cell Melanoma Research, 32: 359-372)
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Celem pracy bylo zbadanie wiasciwosci chemicznych i fotochemicznych syntetycznej feomelaniny
poddanej fotodegradacji krétkofalowym $wiatlem widzialnym z komponenta bliskiego ultrafioletu.

Problem fotoreaktywnosci feomelaniny dotyczy przede wszystkim skoéry i wlosow, gdzie wystepuje
komponenta feomelaninowa. Niezaleznie od stopnia pigmentacji skory, feomelanina stanowi jedna
czwarta catkowitej zawartosci melaniny (22). O ile dziatanie ochronne przypisuje si¢ przede
wszystkim eumelaninie, to feomelaning uwaza sig¢ za fototoksyczng i mutagenna (43), (44),(45) ,
(46). Naturalne feomelaniny zawieraja komponente eumelaninowa, biatka, lipidy 1 jony metali, co
komplikuje analize. Zatem w niniejszej pracy badano rozpuszczalna syntetyczna feomelaning
uzyskana na drodze enzymatycznego utlenienia 5-S-cysteinyldopa (5SSD-M), ktora poddano
dziataniu $wiatla widzialnego z komponenta UV (326 — 502 nm). Postgp fotodegradacji mierzono
metoda spektroskopii EPR (15) i spektrofotometrycznie. Dla wybranych stopni fotodegradacji
wykonano pomiary EPR réwniez w pasmie W. Metodg spektroskopii EPR mierzono takze
rodnikowe formy monomeréw feomelaniny. Pomiary EPR wykonano w buforze octanowym o pH 5
bez cynku oraz w obecnosdci 50 mM octanu cynku. Analizg chemiczng SSCD-M i produktdw jej
fotodegradacji przeprowadzono metoda utleniania nadtlenkiem wodoru w $rodowisku alkalicznym
(26) i metoda hydrolizy w kwasie jodowodorowym (27). Hipotezy wysunigte na podstawie
eksperymentow bylty potwierdzone obliczeniowo metoda DFT (47),(48). Fotoreaktywnos¢
niedegradowanej i fotodegradowanej 5SCD-M badano metoda tlenometrii EPR (20),(21),(37),
metoda pulapkowania spinowego EPR i metodg czasowo-rozdzielczej detekcji tlenu singletowego
(35). Rozmiar czastek 5SCD-M badano metoda DLS oraz metoda AFM (36).

Fotodegradacja 5SCD-M powodowata spadek absorpcji optycznej poprzedzony
przejéciowym wzrostem na poczatkowym etapie fotodegradacji. W wyniku fotodegradacji zanika
tez charakterystyczne pasmo w przedziale 400-600 nm i widmo staje si¢ monotoniczne co wskazuje
na znaczng modyfikacje chemiczna. Pomiary EPR bez cynku rowniez wykazaly przej$ciowy wzrost
sygnatu EPR, po ktérym nastepowat stopniowy spadek tak ze po 175 godzinach fotodegradacji
catka z sygnalu EPR byla trzykrotnie mniejsza od sygnatu wyjsciowego (Rys. 7A). W obecnosci
nasycajacych stezen jondw cynku sygnat EPR melaniny jest ponad rzad wielkosci intensywniejszy,
co utatwia analize parametrow widma. Efekt cynku jest wynika z przesunigcia rownowagi
komproprocjonacji w strone formy rodnikowej (30). Pomiary w obecnosci jonéw cynku nie
wykazaly przejsciowego wzrostu sygnatu EPR tylko szybki spadek, tak ze po 175 godzinach sygnat
EPR by! pieciokrotnie nizszy od wyjsciowego. Taki malejacy wptyw jonow cynku na sygnal EPR
melaniny $wiadczy o fotoindukowanym zmniejszeniu pojemnosci redoksowej melaniny. Co
ciekawe, pomiary EPR zardwno w obecnosci cynku jak réwniez pod jego nieobecnos¢ wykazaty ze
fotodegradacja powoduje zanik niskopolowej komponenty charakterystycznej dla feomelaniny
(Rys. 7B,C) i po 175 godzinach fotodegradacji widmo EPR jest pojedyncza linig podobnie jak
widmo eumelaniny. Z drugiej strony parametry widm EPR dogradowanej 5SCD- M uzyskane w
pasmie W znacznie r6znig si¢ od widma eumelaniny. Chociaz w pasmie X sygnat EPR 5SCD-M
degradowanej 175 godzin jest bardzo podobny do sygnatu eumelaniny, anizotropia sygnatu EPR w
pasmie W jest jest znacznie wigksza niz anizotropia eumelaniny, co wyklucza eumelaning. Réwniez
analiza chemiczna wskazuje na niski poziom podjednostek charakterystycznych dla eumelaniny.
Analiza oparta na hydrolizie kwasem jodowodorowym (27) wykazuje ze fotodegradacja powoduje
szybki spadek podjednostek benzotiazynowych i benzotiazolowych charakterystycznych dla
feomelaniny. Z drugiej strony, analiza chemiczna oparta na utlenieniu nadtlenkiem wodoru w
$rodowisku alkalicznym (26) wskazuje na wzrost zmodyfikowanych podjednostek benzotiazolu.
Co wazne, zanik podjednostek benzotiazynowych jest dobrze skorelowany z zanikiem
niskopolowej komponenty widma EPR, co wskazuje Ze za obserwowane rozszczepienie
nadsubtelne odpowiadajg podjednostki benzotiazynowe.
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Rys. 7 Kinetyka zmian catki sygnatu EPR (A), niskopolowej komponenty widma EPR (B), centralne;j
komponenty widma EPR (C) 5SCD-M naswietlanej $wiattem 326 — 502 nm; 1500 m\W/cn.

Aby potwierdzi¢ ten wniosek wykonano pomiary EPR na rodnikowych formach monomerow
feomelaniny. Jako benzotiazyneg uzyto Kwas 7-(2-amino-2-karboksymetylo)-5-hydroksy-3,4-
dihydro-2H-1,4-benzotiazyno-2-karboksylowy (DHBTCA), natomiast jako benzotiazol, 6-(2-
amino-2-karboksymetylo)-4-hydroksy-benzotiazol (BZ-AA). Monomery te utleniono do form
rodnikowych zelazicyjankiem potasu. Intensywnos¢ uzyskanych sygnalow EPR byla znacznie
podniesiona w obecnosci 40 mM octanu cynku dzigki stabilizacji formy rodnikowej (30).
Rozszczepienie na atomie azotu, charakterystyczne dla feomelaniny byto obserwowane tylko w
przypadku utlenionego DHBTCA (Rys. 8A). Sygnat EPR produktu utlenienia BZ-AA byl
pojedynczg asymetryczna linig (Rys 8B) bardzo podobng sygnatu fotodegradowanej 5SCD-M.
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Rys. 8 Widma EPR rodnikéw benzotiazynowego (A) i benzotiazolowego (B) uzyskanych poprzez utlenienie
5mM DHBTCA (A) oraz 5mM BZ-AA (B) 4 mM Zzelazicyjankiem potasu w obecnosci 40 mM octanu cynku.

Uzyskany wynik wskazuje ze rodnik benzotiazolowy nie jest azocentrowy. Wniosek ten zostat
potwierdzony metoda obliczeniowa. Z rozkiadu gestosci spinowej wynika ze w rodnikowej formie
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DHBTCA niesparowany elektron jest zlokalizowany glownie na atomie azotu, podczas gdy w
rodnikowej formie BZ-AA niesparowany elektron jest zlokalizowany na atomie tlenu 1 wegla.

Modyfikacja chemiczna degradowanej SSCD-M jest skorelowana ze zmniejszeniem
rozmiaru nanoagregatéw melaniny, co moze by¢ wynikiem ich rozktadu spowodowanego
modyfikacjg chemiczng monomeréw 5SCD-M. Potencjal zeta niedegradowanej SSCD-M byt réwny
-18 mV, podczas gdy w degradowanej SSCD-M stwierdzono 4 frakcje o rdéznych potencjatach zeta,
co sugeruje uwalnianie mniejszych nanoagregatéw. Te mniejsze nanoagregaty moga wykazywac
podwyzszona fotoreaktywnosé. Wraz ze stopniem fotodegradacji malata zdolno$¢ 5SCD-M do
indukowanej swiatlem 404 — 510 nm konsumpcji tlenu i generowania anionorodnika
ponadtlenkowego. Z drugiej strony, fotodegradacja SSCD-M powodowata wzrost wydajnosci
fotogenerowania tlenu singletowego. Ten wzrost wydajnosci byl poprzedzony przejsciowym
spadkiem dobrze skorelowanym z przejsciowym wzrostem sygnatu EPR na poczatkowym etapie
fotodegradacji. Podobny spadek wydajnosei generowania tlenu singletowego obserwowano dla
niedegradowanej 5SCD-M utlenionej zelazicyjankiem potasu, co wskazuje ze réwniez w przypadku
fototegradacji obserwowany efekt wynika z utlenienia podjednostek SSCD-M. Wzrostowi
wydajnosci generowania tlenu singletowego na dalszych etapach degradacji 5SCD-M towarzyszyl
spadek zdolnosci tej melaniny do gaszenia tlenu singletowego generowanego przez egzogenny
fotosensybilizator. Aby sprawdzi¢ na ile obserwowany efekt wynika z modyfikacji chemicznej,
sprawdzono zdolno$é DHBTCA i BZ-AA do generowania tlenu singletowego. Wykazano ze
wydajno$¢ generowania tlenu singletowego przez DHBTCA jest pigciokrotnie wigksza niz w
przypadku BZ-AA. Jednoczesnie DHBTCA gasit tlen singletowy znacznie efektywniej
(dwuczasteczkowa stata gaszenia 4,6:107 M''s™) niz BZ-AA (6-:10° M''s™"). Wyniki te potwierdzaja
ze obserwowane efekty wynikajg z zaniku podjednostek benzotiazynowych i pojawieniem sig¢
zmodyfikowanych podjednostek benzotiazolowych w 5SCD-M. Zaréwno wzrost wydajnosci
generowania tlenu singletowego jak rowniez spadek zdolnoéci do jego gaszenia przez degradowang
feomelaning moga mie¢ ogromne znaczenie biologiczne jesli te efekty wystepuja w ludzkiej skorze.
Nalezy pamigta¢ ze efekt fotoochronny melaniny wynika nie tylko z efektywnej dyssypacji energii
zaabsorbowanego promieniowania, ale rowniez z efektywnego usuwania reaktywnych form tlenu
generowanych przez fotowzbudzana melaning. Jesli reaktywne formy tlenu nie sa efektywnie
usuwane to moga one wydostac si¢ na zewnatrz ziaren melaniny i utleni¢ kluczowe sktadniki
komorki upigmentowane;j.

Uzyskane wyniki prowadza do nastgpujacych wnioskow:

Feomelanina jest niestabilna fotochemicznie.

Fotodegradacja foemelaniny prowadzi do utraty jej pojemnosci redoksowe;.

Indukowana $wiatlem modyfikacja chemiczna feomelaniny prowadzi do utraty jej
podjednostek benzotiazynowych i natywnych podjednostek benzotiazolowych oraz do pojawienia
si¢ zmodyfikowanych podjednostek benzotiazolowych.

Rodnik benzotiazynowy jest azocentrowy, natomiast w rodniku benzotiazolowym
niesparowany elektron jest zlokalizowany na atomie tlenu i wegla.

Fotodegradowana feomelanina wykazuje zwigkszona zdolno$¢ do generowania tlenu
singletowego i obnizong efektywnos¢ gaszenia tej reaktywnej formy tlenu, co wynika z modyfikacji
chemicznej podjednostek melaniny.

Jesli podobne zjawiska zachodza w ludzkiej skérze to moga prowadzi¢ do wzrostu
fototoksycznosci fotodegradowanej feomelaniny.
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Zbadanie stopnia ekspozycji i funkcjonalnosci podjednostek melaniny poddane;j
fotodegradacji (zwiezly opis prac przedstawionych w publikacji: Application of transition metal
ions in study of photoinduced modifications of melanin, Acta Biochimica Polonica, 2019, Przyjeta
26.04.2019)

Celem pracy byto zbadanie fotoindukowanych modyfikacji melaniny przy pomocy zelaza i cynku
jako sond molekularnych.

W niniejszej pracy postuzono si¢ rozpuszczalng w wodzie syntetyczng melaning uzyskang na
drodze autooksydacji DOPA (DMa), ktorg poddano fotodegradacji swiattem 400 nm (265
mW/cm?). Postep fotodegradacki monitorowano metoda spektroskopii EPR w pH 0. Do dalszych
eksperymentow uzyto melaning o nastepujacych stopniach degradacji: natywna melanina (NM) —
melanina nienaswietlana lekko degradowana melanina (WDM) — melanina wykazujaca 19 %
ubytku sygnatu EPR oraz umiarkowanie degradowana melanina (MDM) — melanina odznaczajaca
si¢ 55 % spadkiem sygnatu EPR. Jony metali przejsciowych dodawano do probek mealniny po
zakonczeniu fotodegradacji. Wptyw tlenu, zelaza i cynku na parametry sygnatu EPR melaniny
badano w buforze octanowym o pH 5. Pomiary warunkach anaerobowych wykonano tylko dla
probek bez jondw metali przej$ciowych. Badanymi parametrami byla szerokos$¢ potowkowa (B1)
czyli odlegto$¢ pomiedzy ekstremami pierwszej pochodnej oraz moc poldwkowa (Py,) czyli moc
mikrofal, przy ktorej amplituda pierwszej pochodnej stanowi polowe amplitudy jaka by byta gdyby
sygnal nie nasycat si¢. W celu zminimalizowania efektu nasycenia, B, byla wyznaczana przy
najmniejszej stosowanej mocy mikrofal (0,265uW). Py, byta wyznaczana na podstawie wykresu
zaleznosci amplitudy pierwszej pochodnej od pierwiastka z mocy mikrofal, do ktérego
dopasowywano zalezno$é: f(x) = Ax[1 + (2" — 1)x* /Pi» T* (49), gdzie x to jest pierwiastek z
mocy mikrofal, f(x) to amplituda pierwszej pochodnej, A to poczatkowe nachylenie krzywej
nasycenia, € to wspotczynnik homogenicznosci. Efektewnos¢ wigzania zelaza badano metoda
spektroskopii EPR. Uwolnione zelazo oznaczano w nadsgczu ze zagregowanej melaniny z cynkiem
metodg rodankowg (50).

Tlen miat istotny wptyw na nasycalno$¢ sygnatu EPR melaniny. Moc potowkowa dla
melaniny niedegradowanej byta 1,8 krotnie wyzsza w warunkach tlenowych niz w warunkach
beztlenowych (Rys. 9A). Jednakze fotodegradacja nie miala istotnego wplywu na efekt tlenu.
Paramagnetyczne jony zelaza (I1T) miaty silny wplyw zaréwno na szerokos¢ sygnatu melaniny jak
réwniez na jego nasycalnosé. Obserwowany efekt jest skutkiem efektywnego oddzialywania dipol-
dipolowego rodnikéw melaniny z paramagnetycznymi jonami zelaza (29). Wraz ze swzrostem
stopnia degradacji wptyw zelaza na szerokos$¢ sygnatu EPR nieznacznie malal, co moze swiadczy¢
o rosngcym udziale paramagnetycznych podjednostek miezdolnych do wiazania zelaza. Wptyw
zelaza na nasycalno$¢ sygnatu EPR byl zwiekszony w przypadku lekko degradowanej melaniny
(WDM). O ile zelazo zwigkszato moc potdwkows dla melaniny niedegradowanej (NM) 119 krotnie
to w przypadku WDM efekt ten byt 161 krotny, co wskazuje na zwigkszona ekspozcje
podjednostek WDM na czynniki zewnetrzne. Ta zwigkszona ekspozycja moze by¢ efektem
zmniejszonego rozmiaru nanoagregatéw melaniny (51) lub ich zwigkszonej hydrofilowosci. Z
drugiej strony, w przypadku melaniny degradowanej umiarkowanie (MDM), zelazo zwigkszato
moc poléwkowa tylko 63-krotnie. Efekt ten sugeruje ze w przypadku MDM czgs¢ zelaza jest
zwigzana z innymi grupami niz w NM. Jony cynku zwigkszaly sygnat EPR NM z zelazem 10-
krotnie w poréwnaniu do NM tylko z zelazem. Dzieje si¢ tak dzigki stabilizacja rodnikowej formy
melaniny przez diamagnetyczne jony cynku, w wyniku czego nastgpuje przesunigcie rownowagi
komproporcjonacji w strone formy rodnikowej (30). W przypadku MDM z zelazem efekt cynku byl
tylko czterokrotny, co wskazuje na obnizong pojemno$¢ redoksowa tej melaniny. Co ciekawe, przy
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niskiej mocy mikrofal (0,265uW) sygnat EPR MDM z zelazem i cynkiem byt duzo wezszy niz
analogiczny sygant EPR uzyskany dla NM oraz niz sygnat uzyskany przy 0,265 mW. Efekt ten nie
byt obserwowany pod nieobecnos¢ cynku. Jesli nie byt dodany cynk to sygnat EPR zelaza byt
poréwnywalny dla wszystkich badanych probek, co wskazuje ze, w badanym przedziale
fotodegradacji, wszystkie probki sa w stanie zwiaza¢ praktycznie cale dodane zelazo niezaleznie od
stopnia degradacji(Rys.9B). Z drugiej strony, w obecnosci cynku, sygnal EPR Zelaza zwigzanego
przez MDM jest o 30 % mniejszy. Metoda rodankows wykazano ze w obecnosci cynku ilos¢ zelaza
uwolnionego przez NM i WDM nie przekracza 3,4 % catkowitej ilosci dodanego zelaza, podczas
gdy dodanie cynku do MDM powodowato uwolnienie 30 % dodanego zelaza (Rys. 9C), co
wskazuje ze wiazanie zelaza przez degradowana melaning jest stabe i niespecyficzne. W NM zelazo
jest wiazane przez orto-fenolowe grupy hydroksylowe (52). Oksydacyjna degradacja melaniny
prowadzi do niszczenia podjednostek melaniny poprzez otwieranie pierscieni i tworzenie grup
karboksylowych (32). Mozna przypuszczaé ze te grupy karboksylowe uczestniczg w stabym i
niespecyficznym wigzaniu jonéw zelaza, ktére moga by¢ tatwo wyparte przez inne kationy. Jezeli
takie modyfikacje melaniny wystepuja w ludzkim RPE to moga zwigksza¢ ryzyko uwalniania
zelaza zwigzanego w ciggu zycia i wywola¢ dzialanie proutleniajace, ktére moze przyczyni¢ sig do
zmian degeneracyjnych siatkowki.
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Rys 9. A — moc potdwkowa, B — sygnat EPR zelaza (lll) zwigzanego z melaning, C — stezenie zelaza w
nadsgczu z melaniny z zelazem i cynkiem. NM — natywna melanina, WDM - lekko degradowana melanina,
MDM — umiarkowanie degradowana melanina. Pomiary wykonane w warunkach anaerobowych bez jonéw
metali przej$ciowych (stupek a), w warunkach aerobowych bez jonéw metali przejsciowych (stupek b), w
warunkach aerobowych z zelazem (stupek c¢) oraz w warunkach aerobowych z zelazem i z cynkiem (stupek
d). Pomiary EPR wykonano w 77 K.

Uzyskane wyniki prowadzg do nastgpujacych wnioskéw:

Lekka fotodegradacja zwigksza ekspozycje¢ podjednostek melaniny na czynniki zewnetrzne,
podczas gdy silniejsza fotodegradacja powoduje niszczenie podjednostek melaniny.

Grupy karboksylowe powstajace z oksydacyjnie modyfikowanych podjednostek melaniny
moga bra¢ udziat w wigzaniu jonéw metali przej$éciowych przez degradowang melaning. Takie
wigzanie jest stabe i niespecyficzne. Jesli takie modyfikacje maja miejsce w ludzkim RPE to moga
przyczyniaé si¢ do schorzen siatkowki.

Najwazniejsze wnioski plynace z publikacji stanowiacych podstawe postgpowania
habilitacyjnego:
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Zastosownie jonow metali przejsciowych i kationéw organicznych wraz z pomiarami
fizykochemicznymi i metodami obliczeniowymi pozwolito wykazaé ze:

-Fotodegradacja melanosoméw powoduje utratg blony lipidowej, co zwigksza ekspozycje
podjednostek melaniny

- Zwigkszenie ekspozycji podjednostek melaniny moze by¢ rowniez efektem zwigkszone;j
hydrofilowosci lub zmniejszonego calkowitego rozmiaru czastki degradowanej melaniny. Jednakze
wydaje si¢ ze w przypadku naturalnych melanin ma znaczenie drugorzedne.

-Pojemnos¢ redoksowa melaniny spada z jej stopniem degradacji.

- Fotodegradacja feomelaniny powoduje utrate podjednostek benzotiazynowych i natywnych
podjednostek benzotiazolowych oraz tworzenie zmodyfikowanych podjednostek benzotiazolowych
-Rodniki benzotiazynowe sg azocentrowe,natomiast w rodnikach benzotiazolowych niesparowany
elektron jest zlokalizowany na atomach tlenu i wegla

- Melanina degradowana traci swoje wlasciwosci przeciwutleniajgce, a nawet staje si¢
proutleniajaca niezaleznie od drogi degradacji.

- Uzyskane wyniki potwierdzajg postulat o ochronnym dziataniu melaniny w komoérkach
upigmentowanych poprzez wiazanie aktywnych redeksowo jonéw metali. Ten mechanizm
ochronny zanika w przypadku degradowanej melaniny, w ktorej to wigzanie jest stabe 1
niespecyficzne.

5. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Poza moimi pracami wymienionymi w czgéci przedstawiajacej osiagnigcie wynikajace z art.
16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 1. poz.
1311.) jestem wspotautorem 23 prac (w tym jednej pracy przegladowe;j).

Prace dotyczgce modulujgcej roli melaniny w stresie oksydacyjnym siatkéwki

W pierwszej i czwartej z wymienionych prac badano wplyw kontrolowanego naswietlania
melanosoméw na ich wlasciwosci przeciwutleniajace. Indukowana degradacja wywotana Swiattem
byla modelem fotostarzenia melanosoméw w ludzkim RPE. Whasciwosci przeciwutleniajace
melanosomdw badano poprzez ich wplyw na peroksydacje lipidow ekstrahowanych z siatkowek
krowich. W pierwszej pracy peroksydacja lipidow byta indukowana zelazem (III), ktére w celu
zapoczatkowania peroksydacji lipidow bylo redukowane kwasem askorbinowym. W czwartej pracy
peroksydacja lipidow byta fotosensybilizowana rézem bengalskim lub indukowana silnym $wiattem
z komponenta niebieska w uktadzie bez egzogennych fotouczulaczy. Opisane badania wykazaty, ze
w ukladzie ze specyficznie wzbudzanym r6zem bengalskim, melanosomy natywne wykazuja
umiarkowana zdolno$¢ do hamowania peroksydacji lipidow, natomiast melanosomy
fotodegradowane traca te zdolnosé. W uktadzie z zelazem oraz w ukladzie naswietlanym silnym
$wiatlem z komponenta niebieska, melanosomy natywne wykazywaly wyrazne dziatanie
przeciwutleniajace, natomiast melanosomy fotodegradowane dziataty proutleniajaco. Wyniki tych
prac staly sie podstawa do przygotowania rozprawy doktorskiej.

Druga praca byla praca przegladowa opisujacg dytychczasowy stan wiedzy na temat
dzialania przeciwutleniajgcego i proutleniajacego melanin.

Celem badan opisanych w trzeciej pracy bylo sprawdzenie, czy zwiazany z wiekiem wzrost
fotoreaktywnosci ludzkich melanosomow siatkéwki moze powodowaé fototoksycznosé¢ dla
komérek nablonka barwnikowego siatkéwki (RPE). Wyniki tych badan pokazuja, ze starzejace sig
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melanosomy moga by¢ fototoksyczne dla ludzkich komérek RPE, co sugeruje role melanosomow w
starzeniu sie RPE i w patogenezie zwiazanego z wiekiem zwyrodnienia plamki zotte;.

W piatej pracy badano zdolnos¢ melanosoméw do wigzania zelaza w zywej komorce.
Wyniki wskazuja ze zelazo wezesniej dodane do melanosoméw nie jest uwalniane w komorce, a
zelaz dostarczane do komorek przez pozywke hodowlang jest akumulowane w melanosomach.
Ponadto wzbogadzenie melanosoméw w zelazo nie wptywa na ich zdolnosci ochronne przed
stresem oksydacyjnym indukowanym nadtlenkiem wodoru.

W szdstej pracy pordwnywano modyfikacje chemiczne syntetycznych eumelanin
indukowane promieniowaniem UV z modyfikacjami chemicznymi w ludzkich melanocytach
napromienianych UVA, w melanosomach z krowich RPE naswietlanych $wiattem niebieskim oraz
w melanosomach izolowanych z ludzkich RPE z réznych grup wiekowych. Wyniki wskazuja, ze
stosunek PTCA/PTCA jest czulym markerem utleniania eumelaniny eksponowanej na
promieniowanie UVA lub $wiatlo niebieskie i ze melaniny w ludzkich komérkach RPE ulegaja
rozleglym modyfikacjom strukturalnym pod wptywem dhugotrwalej ekspozycji na niebieskie
Swiatlo.

1. Zadlo A, Rozanowska MB, Burke JM, Sarna TJ (2007) Photobleaching of retinal pigment
epithelium melanosomes reduces their ability to inhibit iron-induced peroxidation of lipids.
Pigment Cell Res. 20:52-60.

2. Sarna T, Szewczyk G, Zadlo A (2008) Melanin and Oxidative Reactions w Free Radicals in
Ophthalmic Disorders, M Zierhut, E Cadenas, N Rao, eds (New York, Informa Healthcare USA,
Inc.) pp. 147-158.

3. Rozanowski B, Cuenco J, Davies S, Shamsi FA, Zadlo A, Dayhaw-Barker P, Rozanowska M,
Sarna T, Boulton ME (2008) The phototoxicity of aged human retinal melanosomes. Photochem
Photobiol. 84:650-657.

4. Zadlo A, Burke JM, Sarna T (2009) Effect of untreated and photobleached bovine RPE
melanosomes on the photoinduced peroxidation of lipids. Photochem Photobiol Sci. 8:830-837

5. Kaczara P, Zareba M, Hermnreiter A, Skumatz CM, Zadlo A, Sarna T, Burke JM (2012)
Melanosome-iron interactions within retinal pigment epithelium-derived cells. Pigment Cell
Melanoma Res.25:804-814

6. Ito S, Pilat A, Gerwat W, Skumatz CM, Ito M, Kiyono A, Zadlo A, Nakanishi Y, Kolbe L, Burke
JM, Sarna T, Wakamatsu K (2013) Photoaging of human retinal pigment epithelium is
accompanied by oxidative modifications of its eumelanin. Pigment Cell Melanoma Res. 26:357-366

Inne prace dotyczace modulujacej roli melaniny w stresie oksydacyjnym

Zawarto$¢ neuromelaniny w istocie czarnej mozgu naczelnych rosnie z wiekiem (1). Chociaz nie
jest jasne czy neuromelanina dziata ochronnie czy toksycznie, u 0séb z chorobg Parkinsona
zawarto$¢é nuromelaniny jest ponad dwukrotnie mniejsza niz u 0séb zdrowych w tym samym wieku
(53).

W pierwszej z wymienionych prac badano interakcje neuromelaniny z ludzkiej istoty
czarnej z zelazem w obecnosci kwasu askorbinowego, dopaminy 1 nadtlenku wodoru. Wykazano,
ze w zastosowanych uktadach modelowych neuromelanina wykazuje dziatanie przeciwutleniajace,
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co wskazuje ze in situ moze dziataé¢ neuroprotekceyjnie. Z drugiej strony nueromelanina
skompleksowana z Zelazem byta catkowicie degradowana w obecnos$ci nadtlenku wodoru, a
szybkos¢ degradacji zalezata od zawartosci zelaza. Takie procesy mogg zachodzi¢ w chorobie
Parkinsona gdy pozaneuronalna kompleksy melanina z zelazem sg fagocytowane przez komorki
mikrogleju.

W drugiej z wymienionych prac badano modyfikacje chemiczne melaniny, jakie moga
wystepowac w ludzkiej skorze w czasie opalania indukowanego promieniowaniem UVA. Co
wazne, ciemnienie skory indukowane promieniowaniem UV A nie wynika ze stymulacji
melanogenezy tylko z utlenienia istniejacej melaniny (54). W niniejszej pracy uzyto syntetyczng
eumelaning uzyskang na drodze enzymatycznego utlenienia DHICA (DHICA-M).Wyniki pokazyja
ze naswietlanie promieniowaniem UV A indukuje utlenienie DHICA do kwasu indolo-5,6-chinono-
2-karboksylowego, ktory jest nastepnie rozszczepiany do podjednostek pirolowych i ostatecznie do
wolnego PTCA. W ten proces moze by¢ zaangazowany zaréwno anionorodnik ponadtlenkowy jak
réwniez tlen singletowy. Czasowo-rozdzielcze pomiary fosforescencji tlenu singletowego
potwierdzily zardbwno generowanie jak tez gaszenie tej reaktywnej formy tlenu przez DHICA-M.

W trzeciej z wymienionych prac badano fotoreaktywnosé syntetycznych eumelanin i
feomelanin. Wszystkie badane melaniny wykazywaty zdolno$¢ do indukowanego $wiattem
generowania anionorodnika ponadtlenkowego z rézng wydajnoscia. Chociaz wydajnosé
generowania tlenu singletowego byta niska w zakresie swiatla widzialnego to znacznie wzrastata w
zakresie UV. Badane melaniny wykazywaly wysoka zdolnos¢ do chemicznego gaszenia tlenu
singletowego, co moze by¢ powodem ich podatnosci na fotodegradacje.

1. Zecca L, Casella L, Albertini A, Bellei C, Zucca FA, Engelen M, Zadlo A, Szewczyk G, Zareba
M, Sarna T (2008) Neuromelanin can protect against iron-mediated oxidative damage in system
modeling iron overload of brain aging and Parkinson's disease. J Neurochem. 106:1866-1875

2. Ito S, Kikuta M, Koike S, Szewczyk G, Sarna M, Zadlo A, Sarna T, Wakamatsu K (2016) Roles
of reactive oxygen species in UV A-induced oxidation of 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid-
melanin as studied by differential spectrophotometric method. Pigment Cell Melanoma Res.
29:340-351.

3. Szewczyk G, Zadlo A, Sarna M, Ito S, Wakamatsu K, Sarna T. (2016) Aerobic photoreactivity of
synthetic eumelanins and pheomelanins: generation of singlet oxygen and superoxide anion.
Pigment Cell Melanoma Res. 29:669-678.

Prace dotyczace wplywu melaniny na wlasciwo$ci mechaniczne komérek upigmentowanych

Czerniak jest jednym z najbardziej agresywnych nowotworéw odznaczajacych si¢ wysokg
$miertelnoscia gdy jest diagnozowany na pdznych etapach rozwoju (55). Dlatego nowe metody
ulatwiajace diagnoze na wezesnym etapie zwigkszaja szanse wyleczenia.

W pierwszej z wymienionych prac zbadano wpltyw melaniny na elastyczno$¢ ludzkich
komorek czerniaka. Uzyskane wyniki wskazuja, ze melanina znaczaco zwigksza sztywnosé
upigmentowanych komorek czerniaka, co kwestionuje paradygmat, ze wszystkie komorki
nowotworowe sa bardziej migkkie niz ich normalne odpowiedniki.

W drugim artykule po raz pierwszy pokazano, ze melanosomy hamuja zdolnosci
transmigracyjne komorek czerniaka w sposob zalezny od ilosci ziarnistosci. Ten efekt ma charakter
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mechaniczny. Uzyskane dane pokazujg znaczenie elastycznosci komorek w skutecznosci
przerzutowania komorek czerniaka in vivo.

Wyniki czwartej pracy jasno pokazujg bezposredni zwiazek whasciwosci mechanicznych
komorek czerniaka z ich zdolnoscia do przerzutowania.

W trzeciej pracy analizowano wplyw melanosoméw na wlasciwosci mechaniczne komorek
RPE. Wykazano ze ziarnisto$ci melaniny zwigkszaja sztywnos$¢ komoérek RPE, co moze mie¢
kluczowe znaczenie w prawidtowej funkcji RPE, ktéry oddziela siatkowke od naczyniéwki.

1. Sarna M, Zadlo A, Pilat A, Olchawa M, Gkogkolou P, Burda K, B6hm M, Sarna T (2013)
Nanomechanical analysis of pigmented human melanoma cells. Pigment Cell Melanoma Res.
26:727-730.

2. Sarna M, Zadlo A, Hermanowicz P, Madeja Z, Burda K, Sarna T (2014) Cell elasticity is an
important indicator of the metastatic phenotype of melanoma cells. Exp Dermatol.23:813-818

3. Sarna M, Olchawa M, Zadlo A, Wnuk D, Sarna T (2017) The nanomechanical role of melanin
granules in the retinal pigment epithelium. Nanomedicine. 13:801-807.

4. Sarna M, Zadlo A, Czuba-Pelech B, Urbanska K (2018) Nanomechanical Phenotype of
Melanoma Cells Depends Solely on the Amount of Endogenous Pigment in the Cells. Int J Mol Sci.
19. pii: E607

Prace dotyczace potencjalnych czynnikéw modyfikujacych melanogeneze

Celem przedstawionej pracy byto zbadanie wplywu naturalnego, tagodnego i wzglednie
nieszkodliwego czynnika, jakim jest kurkumina, na melanogenez¢ w komorkach czerniaka B16F10.
Nie wykazano zdolnoéci kurkuminy do zmiany proporcji pomigdzy eumelaning a feomelanina, a
jedynie w pewnych warunkach, do obnizenia ogélnego poziomu syntezy melaniny.

1. Wolnicka-Glubisz A, Nogal K, Zadlo A, Plonka PM (2015) Curcumin does not switch melanin
synthesis towards pheomelanin in B16F10 cells. Arch Dermatol Res. 307:89-98.

Prace dotyczgce potencjalnego zastosowania fotosensybilizatoréw w terapii fotodynamicznej
nowotworow i zakazen bakteryjnych

W trzech pierwszych pracach badano potencjalne zastosowanie pseudohalogenkéw w zwigkszaniu
skutecznosci fotosensybilizowanej biekitem metylenowym terapii fotodynamicznej zakazen
bakteryjnych.

W pierwszej z wymienionych prac wykazano, ze azydek sodu umozliwiat
fotosensybilizowane zabijanie komdrek bakteryjnych nawet w warunkach beztlenowych. Za
obserwowany efekt odpowiadat rodnik azydkowy tworzony w wyniku bezposredniego
odzialywania z tripletem blekitu metylenowego.

W drugiej pracy wykazano zdolnos¢ rodanku sodu do potggowania fotodynamicznego
zabijania bakterii. Dzialo si¢ tak dzieki oddziatywaniu rodanku z tlenem singletowym, co
ostatecznie prowadzito do powstawania rodnika siarczynowego.

W trzeciej pracy potegujacy efekt tiocyjanianu potasu przypisano tworzeniu
selenocyjanogenu.
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W czwartej pracy badano zdolnos¢ funkcjonalizowanych fulerenéw i modyfikowanych
powierzchniowo tlenkéw tytanu do indukowania fotosensybilizowanej peroksydacji lipidow w
ukladzie liposomalnym oraz w hodowlach komoérkowych. Wykazano, ze fulereny indukuja
peroksydacje lipidow zaréwno na drodze rodnikowej jak roéwniez poprzez tlen singletowy, podczas
gdy modyfikowane powierzchniowo tlenki tytanu indukujg peroksydacj¢ lipidow wylacznie na
drodze rodnikowe;j.

1. Huang L, St Denis TG, Xuan Y, Huang Y'Y, Tanaka M, Zadlo A, Sarna T, Hamblin MR (2012)
Paradoxical potentiation of methylene blue-mediated antimicrobial photodynamic inactivation by
sodium azide: role of ambient oxygen and azide radicals. Free Radic Biol Med. 53:2062-2071

2. 5. St Denis TG, Vecchio D, Zadlo A, Rineh A, Sadasivam M, Avci P, Huang L, Kozinska A,
Chandran R, Sarna T, Hamblin MR (2013) Thiocyanate potentiates antimicrobial photodynamic
therapy: in situ generation of the sulfur trioxide radical anion by singlet oxygen. Free Radic Biol
Med 65:800-810

3. Huang L, Xuan W, Zadlo A, Kozinska A, Sarna T, Hamblin MR (2018) Antimicrobial
photodynamic inactivation is potentiated by the addition of selenocyanate: Possible involvement of
selenocyanogen? J Biophotonics. 11:e201800029

4. Kozinska A, Zadlo A, Labuz P, Broniec A, Pabisz P, Sarna T (2019) The Ability of
Functionalized Fullerenes and Surface-Modified TiO2 Nanoparticles to Photosensitize Peroxidation
of Lipids in Selected Model Systems. Photochem Photobiol. 95:227-236.

Prace dotyczace peroksydacji lipidow

Celem pierwszej pracy byta weryfikacja postulowanej roli przeciwutleniajacej plazmalogow —
naturalnie wystepujacych glicerofosfolipidéw z grupa winylowoeterowa w pozycji sn-1. Nie
wykazano zdolnosci plazmalogenow do ochrony lipidéw przed peroksydacja. Jedynie
zaobserwowano wewnatrzczasteczkowe dziatanie ochronne grupy winylowoeterowej w
nienasyconym plazmalogenie. Dane te kwestionuja role plazmalogenow jako przeciwutleniaczy.

Nadrzednym celem drugiej pracy bylo zbadanie potencjalnej fototoksycznosci utlenionych
lipidow w siatkowce oka ludzkiego. W niniejszej pracy postuzono si¢ modelem zwierzecym —
lipidami wyekstrahowanymi z siatkdwek oczu krowich, ktorych sktad jest bardzo podobny do
sktadu lipidow w siatkéwce oka ludzkiego. Lipidy te poddano kontrolowanej peroksydacji.
Wykazano zalezny od stopnia peroksydacji wzrost fotoreaktywnosci tych lipidow, szczegdlnie
wzrost fotogenerowania anionorodnika ponadtlenkowego.

1. Broniec A, Zadlo A, Pawlak A, Fuchs B, Klosifiski R, Thompson D, Sarna T (2017) Interaction
of plasmenylcholine with free radicals in selected model systems. Free Radic Biol Med. 106:368-
378.

2. Koscielniak A, Serafin M, Duda M, Oles T, Zadlo A, Broniec A, Berdeaux O, Gregoire S,
Bretillon L, Sarna T, Pawlak A (2017) Oxidation-Induced Increase In Photoreactivity of Bovine
Retinal Lipid Extract. Cell Biochem Biophys. 75:443-454.

Inne prace
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