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1. WPROWADZENIE
1.1. Polimery melaninowe

1.1.1. Wystepowanie i podziat melanin

Melanina jest biopolimerem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie
[1-12]. Wystepuje w organizmach zwierzecych i roslinnych. U cziowieka
melanina znajduje sie w skorze, uchu wewnetrznym, oku, wtosach i mézgu.
Melanina zostata wykryta rowniez w ludzkiej krwi [13]. Fakt ten wskazuje na
udziat melaniny w procesach regulacji ogolnoustrojowej poprzez mozliwos¢
dotarcia do niemal wszystkich czesci organizmu. Podziat melanin

przedstawiono na rysunku 1.

Eumelaniny

VAN

Podziat
melanin

V4

Neuromelaniny

Feomelaniny Allomelaniny

Rys. 1. Podziat melanin [1, 4, 14-15]

Eumelaniny wystepujg w Swiecie zwierzat, nadajg barwe brgzowo-
czarng skérze i wlosom, zawierajg wegiel, wodor, azot, tlen [15]. Proces

biosyntezy eumelanin jest przedstawiony w rozdziale 1.1.3.



Feomelaniny powstajg w wyniku modyfikacji syntezy eumelanin,
zawierajg 9-12% siarki, nadajg rudg barwe wtosom, siersci i piorom [15].

Allomelaniny wystepujg w $wiecie roslin, grzybow i bakterii, nadajg
barwe czarng, powstajg z prekursoréw nie zawierajgcych azotu [15].

Neuromelaniny powstajg z amin katecholowych i z dopaminy.
Wystepujg w osrodkowym ukfadzie nerwowym (w pniu mdzgu i w substantia
nigra) [14].

1.1.2. Funkcje biologiczne melanin

Podstawowe funkcje biologiczne melanin przedstawiono na rysunku 2.

Regulacja poziomu

Fotoprotekcja jonow metali Udziat w mimikrze

zZwierzat

N t A

Funkcje biologiczne melanin

v

Rola melanin
w procesach chorobowych

Rys. 2. Funkcje biologiczne melanin w organizmach zwierzecych i roslinnych [15-19]

U osO6b o jasnej karnacji i rudych wiosach, tzn. z przewaga
feomelaniny wystepuje wieksze ryzyko powstania raka skory [16-17, 20].
Feomelanina pod wptywem promieniowania UV ulega rozktadowi i dochodzi
do powstawania czynnikbw mutagennych. Fotoprotekcja polega na
pochtanianiu i rozpraszaniu promieniowania UV [16-17, 20]. Pochtoniete
promieniowanie przez melanine prowadzi do powstawania wzbudzonych
czgsteczek, ktore w reakcji z tlenem O, oddajg elektron i tworzy sie jon Oy

oraz rodnik zlokalizowany na polimerze melaninowym. Produktem koncowym
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reakcji jest nadtlenek wodoru, biorgcy udziat w  procesach
oksydoredukcyjnych komdérek. Melanina dziata réwniez jako akceptor
elektronow, tworzy rodniki zapobiegajgc w ten sposob niekorzystnym
skutkom procesow oksydoredukcyjnych zachodzgcym w komérkach [20].

Regulacja poziomu jonow metali odgrywa wazng role w detoksykacji
organizmu [17]. Melanina ma zdolnos¢ kumulowania jonéw in vivo, ktore
dzieki odpowiednim mechanizmom sg wydalane z organizmu poprzez
zluszczanie skory i wypadanie wtosow. Jednak przy nadmiernej kumulacji
metali w polimerze, nasila sie efekt toksyczny [17]. Melaniny odgrywajg role
w homeostazie, czyli w utrzymywaniu prawidiowego stezenia np. jonow
metali w organizmie.

Melanina bierze udziat w mimikrze zwierzat [18]. Mimikra jest to
zdolnos¢ upodabniania sie bezbronnych gatunkéw zwierzgt do innych
gatunkdéw, posiadajgcych przystosowania obronne, przez co zwierze zyskuje
dodatkowg ochrone przed wrogami naturalnymi. Zjawisko mimikry jest czeste
w Swiecie owadow, znane jest rowniez u wezy i ryb.

Prowadzone sg badania nad rolg melaniny w procesach chorobowych
uktadu nerwowego [21-24] i AIDS [6-9]. Melanina petni role ochronng

przeciwko czynnikom zakaznym (bakterie, wirusy, grzyby) [6-9].

1.1.3. Biosynteza eumelanin

Melanina powstaje w komorkach zwanych melanocytami [15]. Proces
biosyntezy melanin stanowi szereg reakcji biochemicznych okreslany
mianem melanogenezy.

Ponizej przedstawiono klasyczny schemat melanogenezy eumelanin,
poniewaz syntetyczna melanina jakg uzyto do badan w niniejszej pracy jest
bardzo zblizona wtasciwosciami do naturalnych eumelanin. Synteza
przebiega jako utlenianie tyrozyny do DOPA(3,4-dihydroksyfenyloalaniny) i
dopachinonu w obecnosci enzymu tyrozynazy [15, 25] (rys.3). Kolejne etapy
zachodzg spontanicznie prowadzgc do powstania eumelaniny. Na rysunku 3
przedstawiono dwie mozliwe formy wystepowania dopachromu. Jedng z nich

jest tzw. jon obojnaczy, czyli jon, ktéry posiada tadunek dodatni i ujemny.
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Rys. 3. Schemat melanogenezy [15, 25]



1.1.4. Wikasnosci fizykochemiczne melanin

Badania wtasnosci i struktury melanin prowadzone sg zaréwno przy
wykorzystaniu naturalnych melanin wyodrebnionych z organizméw zywych
[3, 6-9, 11, 17, 26-29], jak i przy uzyciu melanin syntetycznych [17, 23, 26,
30-35]. Syntetyczna melanina rézni sie od naturalnej mniejszg zawartoscig
grup karboksylowych [15, 36]. Podwyzszenie pH w procesie syntezy wptywa
na wyzszg zawartos¢ grup karboksylowych i ugrupowan pirolowych. Réznice
we witasciwosciach i strukturze melanin wynikajg z rodzaju uzytego
prekursora i warunkéw panujgcych w $rodowisku syntezy (pH, $wiatto,
dodawane substancje) [20, 32, 37-39]. Polimery melaninowe typu
mieszanego syntetyzowane sg z okreslonych prekursoréw w odpowiednich
proporcjach [34]. Kopolimery melaninowe wystepujg rowniez naturalnie [36].

W celu wyjasnienia funkcji biologicznych, jakie petnig melaniny w
organizmach, konieczne jest poznanie ich wiasciwosci fizykochemicznych.

Melaniny wykazuja:

e nierozpuszczalnos¢ w wodzie oraz w rozpuszczalnikach
organicznych i nieorganicznych [1, 15]

e amorficznosc¢ (brak uporzadkowania dalekiego zasiegu) [15]

e brak pasm absorpcji w zakresie promieniowania widzialnego,
UV i bliskiej podczerwieni [15]

e zdolnos¢ do odwracalnych reakcji utleniania i redukcji oraz
bedaca wynikiem tego zdolnos¢ do wymiany elektronowej [26]

e wiasciwosci jonowymienne i powinowactwo do substancji
leczniczych i jonéw metali [2-3, 11, 14, 17, 32, 40-41]

e przewodnictwo i fotoprzewodnictwo elektryczne wigzgce sie z
pétprzewodnikowg amorficzng strukturg polimeru [27]

e trwaly paramagnetyzm [2-3, 11, 15, 17, 37-38]
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1.1.5. Powinowactwo melanin do substancji leczniczych

Polimery melaninowe wykazujg powinowactwo nie tylko do jonéw
metali, ale rowniez do substancji leczniczych [17, 40-42, 45-47].
Uwzgledniajgc znak tadunku substancji leczniczej i jonu metalu, te same
miejsca wigzgce w polimerze mogg wigzac¢ zaréwno lek jak i jony metalu.
Wysokie powinowactwo stwierdzono w przypadku substancji leczniczych
policyklicznych np. aminoglikozydow [17, 24, 30-31, 42-43]. Wigzanie lekéw
z melaning zmienia jej wtasciwosci w wyniku wprowadzenia czynnika
kompleksujgcego, co jest istotne dla petnionych przez nig funkcji
biologicznych. Substancje lecznicze kumulujg sie w tkankach zawierajgcych
melanine (skoéra, ucho wewnetrzne, oko, mozg) [1, 3, 15, 17, 23-24, 48-49].
Zbyt dtugi proces gromadzenia sie substancji farmakologicznie czynnych
wptywa niekorzystnie na organizm — ujawnia sie toksyczne dziatanie leku.
Dochodzi do powiktan, uszkodzenia stuchu, wzroku, nadpigmentacji skory,
zmian w uktadzie nerwowym.

Prowadzone badania zaleznosci miedzy strukturg lekow i ich
powinowactwem do melaniny, wykazaly, ze o powinowactwie leku do
melaniny decyduje jego liczba centrow zdolnych do oddziatywah o
charakterze jonowymiennym [24, 30, 42]. Elektrostatyczne przycigganie
wystepuje miedzy dodatnio natadowanymi czgsteczkami leku a grupami
karboksylowymi i orto-semichinonowymi melaniny, ktére w obojetnym pH
przyjmujg tadunek ujemny [17, 26, 28, 42]. Kompleksy melanina-lek mogg
réwniez powstawac na drodze reakcji przeniesienia fadunku (charge-transfer)
lub z udziatem sit Van der Waalsa [46].

Powinowactwo lekow do polimeru melaninowego zalezy gtoéwnie od
rodzaju i struktury melaniny, w mniejszym stopniu natomiast od warunkéw
eksperymentu (pH srodowiska inkubacyjnego) [40].

Wykazano, ze jony metali zwigzane z melaning wptywajg na zdolnosc¢
wigzania substancji leczniczych [17, 50-51]. W obecnoéci jonéw metalu
obserwowano w melaninie mniejsze ilosci przytgczonego leku do polimeru.
Wyniki otrzymane metodg Scatcharda wykazaty uczestnictwo dwoch klas
miejsc wigzacych w przypadku oddziatywania leku z DOPA-melaning i jednej
klasy wigzgcej w przypadku oddziatywan leku z kompleksem melanina-jon

metalu [17]. Jony metali blokujg czes¢ miejsc wigzgcych lek w strukturze
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polimeru melaninowego. Za wigzanie substancji leczniczych i jonéw metali z
melaning odpowiadajg te same miejsca wigzgce.

Wykazano, ze substancje lecznicze wigzgce sie z melaning na skutek
oddziatywan elektrostatycznych nie  wywotujg ubocznych efektow
toksycznych. Efekt toksyczny ma miejsce wtedy, gdy lek bierze udziat w
reakcjach wolnorodnikowych [26].

Podobnie jak kompleksy jonéw metali z melaning, rowniez jej

kompleksy z lekami charakteryzujg sie rozng trwatoscig [17, 31, 41].

1.1.6. Kompleksy melanin z jonami metali

Melaniny wykazujg powinowactwo do jonéw metali w warunkach in
vivo oraz in vitro [2, 17, 52-59]. Prowadzone sg badania wigzania jonow
metali z melaninami zarébwno naturalnymi jak i syntetycznymi. Wigzanie
jonébw metali z polimerem melaninowym jest charakterystyczng wtasnoscig
fizykochemiczng tego polimeru.

Do badan powinowactwa jonéw metali do melaniny wykorzystywane sg dwa
rodzaje uktadéw [60]:

- melanina + jony metalu

- prekursor melaniny + jony metalu.
Sposob przygotowywania kompleksu wplywa na roznice strukturalne
otrzymywanych komplekséw, co odzwierciedla sie w badaniach
pirolitycznych melaniny i jej kompleksow z jonami metali [60]. Na sktad
jakosciowy i ilosciowy produktow termicznej degradacji chemicznej melanin
syntetyzowanych w obecnosci jondw miedzi(ll) wptywa nie tylko rodzaj
uzytego prekursora, ale réwniez ilos¢ jonow tego metalu obecnych w
Ssrodowisku reakcji syntezy.

Badania wigzania jonéw metali z melaning majg na celu wyjasnienie
mechanizmu tego procesu oraz wskazanie miejsc wigzgcych w polimerze
melaninowym. Na podstawie badan EPR zaadsorbowanych jonoéw dokonano
analizy strukturalnej miejsc jonogennych melaniny [2]. Zadaniem
wprowadzonych jonéw w strukture polimeru byto testowanie otoczenia miejsc

wigzgcych. Wykazano, ze w melaninie wystepuje kilka rodzajéow miejsc
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jonogennych roznigcych sie sitg kompleksowania. Sg to ugrupowania
karboksylowe, ugrupowania ortofenolowe oraz azotowe centra jonogenne.

Powinowactwo melanin do jonéw metali ma zastosowanie w
chemioterapii [61].

Powinowactwo jonéw metali do melanin zalezy od pH s$rodowiska
inkubacyjnego. Ze wzrostem pH obserwuje sie aktywizacje nowych miejsc
wigzgcych w polimerze. Na efekt wigzania jonow metali do melaniny wptywa
takze wartosciowos¢ i masa atomowa jondéw [62]. Ze wzrostem
wartosciowosci wzrasta powinowactwo.

Ze wzrostem stezenia dodawanych jonéw zaobserwowano wzrost
ilosci zwigzanego metalu z polimerem melaninowym [17]. Przeprowadzono
badania réownoczesnego oddziatywania dwoéch lub trzech rodzajow jonéw
metali z melaning [17]. Zaobserwowano wigzanie sie wszystkich jonoéw metali
do melaniny, niezaleznie od tego czy jony wystepujg pojedynczo czy tez
tworzg mieszanine jonow. Dwukrotne zwigkszenie stezenia w mieszaninie
dwéch rodzajéw jonéw (w odniesieniu do stezenia dla jednego rodzaju
jonéw), powoduje wzrost catkowitej ilosci przytgczonych jonoéw nawet o 50%
w poréwnaniu z kompleksem melanina-metal.

Zaobserwowano rowniez zjawisko wypierania jondw metali
zwigzanych juz z melaning przez drugi rodzaj jon6w metalu wprowadzony do
otoczenia istniejgcego juz kompleksu [17]. Suma ilosci jonéw niewypartych z
kompleksu melanina-metal oraz jonéw nowozwigzanych jest przewaznie tego
samego rzedu w porownaniu z iloscig zwigzanych jondw o silniejszym
powinowactwie w pierwotnym uktadzie melanina-metal. Najsilniejsze
zdolnosci wypierajgce jonéw metali z komplekséw melaninowych majg
trojwartosciowe jony zelaza i chromu, a najstabsze jony dwuwarto$ciowe
manganu i kadmu [17].

Wsréd ugrupowan moggcych petni¢ role miejsc wigzgcych jony metali
przez polimery melaninowe wymienia sie grupy karboksylowe, orto-fenolowe,
alifatyczne grupy aminowe oraz azot heteropierscieni aromatycznych [52].

Propozycje kompleksu DOPA — prekursora uzywanego do syntezy
melaniny z jonami miedzi(ll) przedstawia rysunek 4 [63], natomiast rysunek 5
przedstawia kompleksy melaniny z jonami miedzi(ll) [53].
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Rys. 4. Kompleks jonéw miedzi(ll) z DOPA [63]. Linig przerywang zaznaczono
wigzania koordynacyjne jakie tworzy jon miedzi(ll) z NH,

@] OH,
Cu
o OH,

HO

N\~

C

\
HO \ N /

B -
N4 %

H.O OH,

Rys. 5. Kompleksy melaniny z jonami miedzi(ll) [53]. Linig przerywang zaznaczono
wigzania koordynacyjne jakie tworzy jon miedzi(ll) z czgsteczkami wody
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Wysokie powinowactwo do melaniny wykazujg jony zelaza(lll) [64].
Otoczenie koordynacyjne jonow zelaza stanowig grupy karboksylowe,
fenolowe i aminowe. W zaleznosci od uzytego prekursora melaniny, zmianie
ulega udziat wymienionych grup w procesie wigzania. Przyktadowy kompleks

przedstawia rysunek 6.

O\
Fe

d

@)

Rys. 6. Kompleks melaniny z jonami zelaza(lll) [64]

Neuromelaniny rowniez wykazujg powinowactwo do jonéw zelaza [65].

W zaleznosci od rodzaju melaniny (naturalna Iub syntetyczna)
obserwuje sie réznice w powinowactwie do jonow metali. Syntetyczna
DOPA-melanina wykazuje mniejsze powinowactwo do jonéw metalu niz
melanina naturalna wyizolowana z oczu wotu czy ludzkich wtosow.
Przyczyng tego zjawiska jest mniejsza zawartos¢ grup karboksylowych w
melaninie syntetycznej [15].

Przeprowadzone badania spektroskopowe w podczerwieni oraz
metodg EPR sugerujg, ze w procesie wigzania jonow metali z melaning
udziat biorg powierzchniowe grupy funkcyjne polimeru. Powinowactwo
kationow metali przypisuje sie oddziatywaniu elektrostatycznemu miedzy nimi
a grupami karboksylowymi melanin [13, 19].

Przekroczenie dopuszczalnej ilosci jonédw metalu w $rodowisku
naturalnym (gleba) prowadzi do kumulowania sie jonéw metali w
organizmach zywych [66]. Prowadzone sg prace na temat pochfaniania
jonéw metali przez grzyby glebowe oraz wykorzystanie tego zjawiska w
procesach detoksykacji srodowiska naturalnego [59, 66-69].

Jesli jony metali sg toksyczne dla organizmu, melanina hamuje proces
przedostawania sie ich do komorek. W przypadku, gdy jony metali sg
niezbedne do fizjologii komoérek, melanina gromadzi je w taki sposéb, aby

byly bardziej dostepne [70].
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Prowadzono roéwniez prace, ktore wykazaty, ze proces bielenia
melanin pod wptywem dziatania H,O,, O, oraz Swiatta, przebiega szybciej w

wyniku dodania do melaniny jonéw miedzi [71].

1.2. Struktura melanin

1.2.1. Badania strukturalne melanin metoda spektrometrii masowej z

chromatografig gazowa z wykorzystaniem pirolizy Py-GC/MS

Do badan strukturalnych melaniny ze wzgledu na jej wiasciwosci
(szczegllnie  nierozpuszczalno$¢), bardzo przydatng metodg jest
spektrometria masowa z chromatografiag gazowg Py-GC/MS [39, 42, 71-76].
W tym rozdziale skupiono uwage na charakterystycznych produktach
pirolitycznego rozpadu syntetycznej DOPA-melaniny oraz jej kompleksow z
jonami miedzi(ll). Powodem takiego wyboru jest fakt, ze probki, ktore byty
analizowane w niniejszej pracy, zawierajg ten wtasnie rodzaj melaniny.

Wsréd produktow termicznej degradacji DOPA-melaniny, najwiekszg
abundancjg charakteryzuje sie pirol (30%), co wskazuje na znaczny udziat
jednostek typu indolowego i jednostek karboksypirolowych w budowie
melaniny [72]. Jednostki 5,6-indolochinonowe ulegajg termicznej degradacji
w procesie pirolizy, co prowadzi do generowania piroli i metylopiroli. Do
charakterystycznych produktow rozktadu pirolitycznego nalezy réwniez
benzen, toluen, styren, fenol oraz indol i ich pochodne [71-76].

Jony miedzi(ll) wywotujg zmiany w strukturze polimeru melaninowego
[39, 60]. W wyniku pirolizy kompleksu DOPA-melaniny z jonami miedzi(ll),
obok produktow charakterystycznych dla DOPA-melaniny syntetyzowanej w
nieobecnosci jonéw metalu, otrzymano nowe produkty. Nalezy do nich
pirazyna oraz pirydyna i ich pochodne [60]. DOPA-melanina syntetyzowana
w obecnosci jonéw miedzi(ll) charakteryzuje sie ponadto mniejszg
zawartoscig pochodnych benzenu, pirolu, fenolu i indolu w poréwnaniu z

DOPA-melaning syntetyzowang w nieobecnosci jonow Cu(ll) [60].
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Przeprowadzone liczne badania nad strukturg melaniny dowodzg, ze
podstawowg jednostkg strukturalng tego polimeru jest indolo-5,6-chinon [77-

79]. Wz6r strukturalny indolo-5,6-chinonu przedstawia rysunek 7 [80].

Rys. 7. Wzér strukturalny indolo-5,6-chinonu [80]

W wyniku redukcji wodorem indolo-5,6-chinon przeksztatca sie w 5,6-

dihydroksyindol (rys. 8).

HO

HO N

Rys. 8. Wzdr strukturalny 5,6-dihydroksyindolu [80]

1.2.2. Modele strukturalne melanin

Na rysunku 9 przedstawiona jest jedna z proponowanych struktur
melaniny [77]. Strzatka oznacza kierunek polimeryzacji. Oprocz indolo-5,6-
chinonu i 5,6-dihydroksyindolu, widoczne sg rowniez inne jednostki
strukturalne na przyktad pirol [39, 60, 71-76]. Podanie w nawiasach grupy —
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(COOH) wskazuje na mozliwo$¢ jej wystepowania lub nie wystepowania w

melaninie.

HO

HO

(COOH) (COOH)

Rys. 9. Struktura melaniny wg Ito [77]

Wyniki uzyskane za pomocg metody Py-GC/MS [39, 60, 73] wykazujg
jednak znaczng obecnos¢ CO, jako produktu rozktadu termicznego
melaniny, co przemawia za opcjg wystepowania grup COOH w polimerze
melaninowym.

Proponowany przez Ito [77] fragment strukturalny melaniny (rys. 9) nie
zawiera centrow paramagnetycznych. Centra paramagnetyczne powstajg w
wyniku  reakcji powodujgcych zmiany w  strukturze elektronowej
podstawowych jednostek strukturalnych badanego polimeru. Powstate
zmiany sg trwate i nadajg melaninie stabilny paramagnetyzm [2-3, 17, 37, 81-
82]. Powszechnie uwaza sie, ze za paramagnetyzm melanin odpowiadajg

wolne rodniki o niesparowanym elektronie zlokalizowanym na atomie tlenu
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[2-3, 17, 50-51, 59]. W pracy [83] stwierdzono wystepowanie w modelowej
neuromelaninie wolnych rodnikbw o niesparowanym elektronie na atomie
azotu. Mogg powsta¢ jednostki 5,6-indolosemichinonu, w ktdrych
niesparowany elektron jest zlokalizowany na atomie tlenu lub na atomie
azotu. Rysunek 10 przedstawia propozycje dwoch rodnikowych tautomerow
5,6-indolosemichinonu ze spinem S = % wynikajgcg z pracy [2-3, 17, 50-51,
59, 83]:

'10)

HO N
H

HO

HO Ne

Rys.10. Tautomery 5,6-indolosemichinonu

Rysunek 11 przedstawia inng propozycje struktury melaniny [78].
Podstawowg jednostkg strukturalng jest rowniez indolo-5,6-chinon. Na
uwage w tej propozycji zastuguje wskazanie na mozliwos¢ wystepowania
wigzan wodorowych 1tgczgcych jednostki indolochinonowe (rys. 11).
Jednostki te mogg sie tgczy¢ rowniez za pomocg wigzah tworzgcych

pierscien.
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Rys.11. Struktura melaniny [78]

Kolejng interesujgcg propozycje struktury melaniny przedstawia
rysunek 12 [79]. Podobnie jak na dwoch wyzej proponowanych strukturach,
gtdbwng jednostke budujgcg stanowi réwniez indolo-5,6-chinon. W przypadku
tego modelu melaniny, podobnie jak poprzednio, warto zwréci¢ uwage na
sSposob tgczenia jednostek polimeru. Miejsca wigzgce zlokalizowane sg na

atomach wegla oznaczonych jako 3 7.
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Rys. 12. Struktura melaniny [79]

Struktury, jakie tworzg polimery melaninowe sg dobrze zdefiniowane w
skali matego obszaru zajmowanego przez polimer. W przypadku polimeru
melaninowego otrzymanego z DHI-melaniny, zaproponowany zostat model
strukturalnego agregatu przedstawiajgcy skupienie czgsteczek tworzgcych
polimer (rys.13) [33].
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Rys. 13. Agregat melaninowy [33]

Prowadzone sg badania zmian strukturalnych w zaproponowanym
modelu agregatu syntetycznej melaniny w wyniku dofgczenia jonow metalu
do polimeru melaninowego [33]. W obecnosci jonow miedzi(ll)

zaobserwowano wzrost rozmiaréw ,pretéw” tworzgcych agregat (rys.13).
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1.3. Badania melanin metoda elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR/ESR), podwadjnego rezonansu

elektronowo-jadrowego (ENDOR) oraz innymi metodami

Rysunek 14 przedstawia metody badawcze najczesciej stosowane do
analizy wiasnosci fizykochemicznych oraz strukturalnych polimerow
melaninowych. Szczegbélng uwage zwrocono na metode EPR/ESR,

poniewaz stanowi metode badawczg wykorzystang w niniejszej pracy.

Elektronowy rezonans Podwdjny rezonans
paramagnetyczny elektronowo-jgdrowy
(EPR/ESR) (ENDOR)

AN A

Metody badawcze stosowane w
analizie wtasciwosci i struktury
melaniny oraz jej kompleksow

~a

Spektroskopia Dyfrakcja promieni X
w podczerwieni (IR)

Piroliza-chromatografia gazowa-spektrometria
masowa (Py-GC-MS) oraz wysokosprawna
chromatografia cieczowa-spektrometria masowa
(HPLC)-MS

Rys. 14. Wybrane metody badawcze stosowane w ocenie wfasciwosci i struktury
melanin oraz ich kompleksow

Elektronowy rezonans paramagnetyczny (EPR) jest bardzo przydatng
metodg w badaniach melanin ze wzgledu na ich trwaly i silny
paramagnetyzm [2-3, 10-11, 17, 23, 26, 32, 34, 37-39, 50-52, 59, 67-68, 81-
87]. Melaniny wykazujg trwaty paramagnetyzm zaréwno w warunkach in vivo,
jak réwniez in vitro. Centra paramagnetyczne stanowig wolne rodniki, w
ktorych niesparowane elektrony zlokalizowane sg na orto-semichinonowych
grupach indolowych stanowigcych podjednostki polimeru. Wspomniane
centra paramagnetyczne sg sputapkowane w sieci polimeru, przez co sg

niedostepne dla czynnikdw zewnetrznych [2].

23



Zaobserwowano zmiany koncentracji centrow paramagnetycznych w
prébkach melaninowych i parametréw widm EPR rejestrowanych przy
réznych pH i w temperaturach z zakresu 100-350 K [37-38].

Ro6znice miedzy eumelaning i feomelaning ujawniajg sie w widmie EPR
obu rodzajéw melanin [15, 84]. Widmo EPR eumelaniny stanowi pojedyncza
linia. Sygnat EPR pochodzgcy od feomelanin wykazuje strukture nadsubtelng
wynikajgcg z obecnosci siarki w jej strukturze. Znane sg rowniez badania
kopolimeréw melaninowych tzn. melanin typu mieszanego — eu-/feo-melanin
[34]. Widma EPR kopolimeréw melanin majg ksztait ztozony.

Pod wptywem wprowadzonych substancji (jony metali, substancje
lecznicze) do polimeru melaninowego, obserwuje sie zmiany w parametrach
rejestrowanych widm EPR [17, 51, 59, 67-68, 81-87] i dlatego technika EPR
okazata sie bardzo przydatna do oceny efektywnosci oddziatywan melanina-
mniejsza czgsteczka.

Pod wptywem wprowadzonych jonéw paramagnetycznych do polimeru
melaninowego, zachodzi zmniejszenie intensywnosci widma EPR [32]. Jony
paramagnetyczne powodujg skrécenie czasu relaksacji spin-sie¢ T; oraz
spin-spin T, [ 32].

Wprowadzenie jonéw diamagnetycznych do melaniny powoduje
wzrost intensywnosci sygnatu EPR na skutek indukowania wolnych rodnikéw
poprzez przesuniecie rownowagi uktadu chinon-hydrochinon w kierunku form
semichinonowych. Powstate rodniki semichinonowe podlegajg stabilizacji
przez wigzanie z jonami metali [32] (rys. 15).

Sygnalizowany w tym miejscu problem wptywu jonéw metali na uktad
centrow paramagnetycznych melaniny bedzie przedstawiony obszernie w
dalszej czesci pracy (rozdziat 4).

Zmiany sygnatow EPR melanin obserwowane sg takze pod wptywem
Swiatta uzytego w czasie pomiarow czy obecnosci tlenu [3, 36, 85].
Naswietlanie melanin prowadzi do wzrostu liczby wolnych rodnikéw w
melaninie. Proces ten zalezy od intensywnosci swiatta, rodzaju melaniny, pH
oraz stopnia uwodnienia probki. Po wytgczeniu zrodia swiatta obserwuje sie
zanik fotoindukowanego sygnatu EPR [3]. Indukowane rodniki ulegajg
rekombinacji. Proces powstawania rodnikbw pod wptywem Swiatta jest
odwracalny w nieobecnosci tlenu. Pod wptywem tlenu, $Swiatto powoduje

trwate zmiany w strukturze melaniny. Rozmiar tego zjawiska zalezy takze od
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diugosci fali Swiatta, pH, temperatury i rodzaju melaniny. Pod wptywem
Swiatta w obecnosci tlenu nastepuje jego utlenienie do H,O, i rodnika
nadtlenkowego *OO-R [81].

o HO Qe
/
\ + —Pl 2
© HO o
© 0
2Mn+
— i -\
<4— 2H 1 2 ; —Vl 2 - -
0 o/

Rys. 15. Proces stabilizacji wolnych rodnikéw poprzez kompleksowanie jonéw
metali [32]

Do badan oddziatywan dipol-dipolowych centréw paramagnetycznych
melanin z ich otoczeniem wykorzystywana jest metoda podwdjnego
rezonansu elekronowo-jgdrowego (ENDOR) [89]. Obserwowano bardzo
waski sygnat ENDOR, co wskazuje na niskie stezenie protonéw w otoczeniu
wolnych rodnikébw melaniny. Nie wykryto zmian w parametrach sygnatu
ENDOR po wymianie wody jako medium na wode deuterowang D,O, co
wskazuje na brak wymiany protondw z najblizszego otoczenia wolnych
rodnikbw melaninowych [89]. Nie zaobserwowano dotychczas sygnatu
ENDOR $wiadczgcego o0 istnieniu oddziatywan miedzy centrami
paramagnetycznymi a atomami wodoru w melaninie.

Wykorzystujgc metode Py-GC/MS uzyskuje sie informacje na temat
struktury polimerow melaninowych i réznic miedzy nimi w zaleznosci od
stosowanego prekursora oraz stezenia i rodzaju jonow metali dodawanych
do polimeréw melaninowych podczas ich syntezy [39, 60, 71-76]. Metoda ta
umozliwia ,pociecie” melaniny na mniejsze czgstki metodg pirolizy (pod

wplywem temperatury). Powstate produkty gazowe rozdzielane sg na
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chromatografie gazowym i otrzymane rozdzielone czastki sg analizowane
metodg spektrometrii masowej MS.

Kolejng metodg stosowang do badan melanin jest HPLC-MS [1, 90-
93]. W metodzie tej melanine poddaje sie destrukcji czynnikami utleniajgcymi
(np. H20,). Powstate ciekte produkty rozdzielane sg metodg HPLC i
nastepnie analizowane metodg MS. Technike te wykorzystuje sie takze w
badaniach r6znych barwnikéw roslinnych [94].

Melaniny majg widmo w dalszej podczerwieni IR [28, 32, 95-99].
Ingerencja w strukture melanin  poprzez procesy chemiczne i
kompleksowanie z jonami metali wywotuje zmiany w widmie absorpcji w
podczerwieni. Pod wplywem dodawania jonéw metali do polimeru
melaninowego dochodzi do zaniku, wzrostu intensywnosci lub pojawienia sie
nowych pasm absorpcji w podczerwieni. Informacje te sg wykorzystywane w
dyskusji nad strukturg polimeréw melaninowych.

Do badan melanin stosuje sie takze dyfrakcje promieni X [21],
spektroskopie fotoelektronowg promieniowania X [100] oraz metode

jadrowego rezonansu magnetycznego NMR [101].

1.4. Czynniki kompleksujace stosowane w pracy

Prébki przygotowane do badan w niniejszej pracy stanowig kompleksy
melaniny z kanamycyng i jonami miedzi(ll). Wybor leku byt podyktowany
faktem, iz kanamycyna jest antybiotykiem stosowanym w lecznictwie wielu
schorzen i wykazuje powinowactwo do melaniny. Z kolei miedz jest jednym z
szerokiej gamy pierwiastkiem chemicznym niezbednym do prawidtowego

funkcjonowania organizmu ludzkiego.

1.4.1. Wkasnosci i zastosowanie kanamycyny

Kanamycyna nalezy do grupy antybiotykow zwanych
aminoglikozydami [102-103]. Mechanizm dziatania antybiotykdéw tej grupy

polega na hamowaniu syntezy biatek bakteryjnych oraz na uszkodzeniu
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btony cytoplazmatycznej, co z kolei prowadzi do $mierci komorki w
nastepstwie wyptywu niektorych jonéw (K, Na’) niezbednych do
prawidtowego funkcjonowania komorki bakteryjnej. Aminoglikozydy sag
skuteczne w zwalczaniu zakazen dr6g moczowych, oddechowych, przewodu
pokarmowego, zapalenia opon mozgowych, skory i kosci [44-45], ale
wykazujg réwniez dziatanie ototoksyczne polegajgce na uszkodzeniu
narzgdu stuchu i réwnowagi znajdujgcych sie w uchu wewnetrznym.
Dziatanie ototoksyczne leku zalezne jest od wieku pacjenta (najsilniejszy
efekt niepozgdany wystepuje u pacjentéw do 3 roku zycia oraz powyzej 65
lat), od wczesniej przebytych chordb (uszkodzenie stuchu, odwodnienie), od
wysokosci dawki i dtugosci kuracji antybiotykowej [104-106].

Kanamycyna, jak wszystkie antybiotyki aminoglikozydowe, sktada sie
z aglikonu (czesci niesacharydowej), ktérym najczesciej sg aminocykilitole
oraz z czesci sacharydowej, ktérg stanowig cukry Iub aminocukry.
Aminocyklitole tgczg sie glikozydowo (poprzez wigzania glikozydowe) z
odpowiednimi sacharydami. Znane sg trzy odmiany kanamycyny: A, B i C,
przy czym A wystepuje w najwiekszych ilosciach. Aminocyklitolem w
kanamycynie A jest 2-deoksystreptamina, a czes¢ cukrowa sklada sie z
dwoch sacharydéw: 3-D-glukozaminy (3-deoksy-3-amino-D-glukozy), zwanej
takze kanozaming, oraz 6-D-glukozaminy (6-deoksy-6-amino-D-glukozy).
Sacharydy te potgczone sg wigzaniem a-glikozydowym [103]. Rysunek 16
przedstawia wzor strukturalny kanamycyny A [103]. Kanamycyna jest
stosowana w postaci siarczandéw dobrze rozpuszczalnych w wodzie.
Kanamycyna dziata na bakterie Gram-ujemne oraz Gram-dodatnie.
Kanamycyna nie wchtania sie z przewodu pokarmowego, dlatego nalezy
podawac¢ jg domiesniowo. Mimo toksycznosci kanamycyna jest czesto
stosowana tam, gdzie zawodzg inne antybiotyki, np. w zakazeniach

szpitalnych spowodowanych bakteriami Gram-ujemnymi.
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Rys. 16. Wz6r strukturalny kanamycyny A [103]

1.4.2. Rola miedzi w organizmach zywych

Miedz (Cu) jest pierwiastkiem niezbednym do prawidiowego
funkcjonowania organizmu [107]. Pierwiastek ten bierze udziat w procesach
oksydacyjno-redukcyjnych petnigc role koenzymu, reguluje metabolizm i
transport zelaza. W organizmie zwierzecym miedz wystepuje w
ceruloplazminie, ktérej niedob6r powoduje zatrucie miedzig (choroba
Wilsona). Miedz wystepuje we krwi tworzgc kompleksy z histydyng, treoning,
kwasem glutaminowym. Poprzez kompleksy z aminokwasami miedz jest
transportowana do watroby, nerek i jelit. Nadmiar miedzi powoduje
zmniejszenie stezenia hemoglobiny, uszkodzenia watroby i nerek. Watroba
usuwa z krwiobiegu zaabsorbowang miedz, ktora moze sie w nigj
kumulowa¢, by¢ przenoszona do osocza lub zosta¢ wydalona wraz z z0fcia.
Miedz jest wydalana gtéwnie z katem. Wydalanie miedzi odbywa sie takze z
moczem i moze ono wzrosng¢ w czasie choroby Wilsona. U ludzi ok. 10 %
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miedzi podanej dozylnie wydala sie w ciggu 72 godzin z moczem i katem, co
wskazuje, ze biologiczny okres pofitrwania tego metalu wynosi okoto kilku
tygodni.

Zwigzki miedzi powodujg zatrucia ostre jak i przewlekte [107].
Najbardziej toksyczny jest siarczan miedzi CuSO,. Dawka toksyczna dla
cztowieka wynosi ok. 20 g. Podanie 500 mg powoduje wymioty. Toksyczne
jego dziatanie objawia sie w uszkodzeniu watroby, nerek, w pojawieniu sie
biegunki czy skurczy jelit. Smieré nastepuije po kilku godzinach.

Zatrucia przewlekte powodujg tlenki miedzi (CuO, Cu,0) powstajgce w
procesach technologicznych [107]. Wchianianie tych zwigzkéw prowadzi do
zmian w drogach oddechowych (przekrwienie bton Sluzowych), niezyt jelit i
zotadka. Zwigzki miedzi powodujg réwniez swedzenie skory, wywotujg
zapalenie spojéwek, zmetnienie i owrzodzenie rogowki, btony sluzowej nosa
oraz gardta. Dopuszczalne stezenie miedzi w srodowisku pracy wynosi 0,1

mg/m?.

1.5. Stany trypletowe w uktadach rodnikowych

Prowadzone sg badania, ktorych celem jest okreslenie zachowania sie
wolnych rodnikéw zarowno w stanie dubletowym (S = %2), jak i trypletowym
(S = 1) wystepujgcych w ukfadach biologicznych [108—-113]. Niektore prace
dotyczg rowniez rodnikédw bedacych w innych stanach multipletowych.

Znane sg z literatury badania EPR stanOw termicznie wzbudzonych w
weglu oraz w jego maceratach [114]. Analiza otrzymanych wynikow wykazata
istnienie centréw paramagnetycznych w stanie dubletowym o spinie S = %
oraz centrbw paramagnetycznych w termicznie wzbudzonym stanie
trypletowym o spinie S = 1.

W neutralnych ukfadach rodnikowych, stan singletowy jest stanem o
nizszej energii niz stan trypletowy. Dlatego tez energia wymiany J ma znak
ujemny. Energia wymiany J jest definiowana jako rdznica energii AEst
miedzy stanem singletowym Es a trypletowym E+[113]

AEg; =E, —E; = (1)
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Stany wzbudzone sg generowane w procesie chemicznie indukowanej
dynamicznej polaryzacji elektronéw (CIDEP) [3, 110-111]. Rodnikowe stany
trypletowe mogg powstawa¢ w wyniku formowania sie par rodnikowych.
Wolne rodniki zblizajg sie do siebie dajgc spin catkowity S = 1, co odpowiada
stanowi trypletowemu.

Badania EPR melanin wykazaty zmiany intensywnosci rejestrowanych
linii  widmowych, ktore mozna przypisa¢ chemicznie indukowanej
dynamicznej polaryzacji elektronéw [3]. Obserwowany efekt jest zwigzany z
generowaniem standw trypletowych prekursoréw fotoindukowanych centrow
rodnikowych melaniny.

Pomiary widm EPR melaniny wystepujgcej w Drosophila melanogaster
w zakresie temperatur 100-295 K wykazaly wystepowanie w badanej
melaninie naturalnej poza wolnymi rodnikami (S = %) rOwniez centrow
paramagnetycznych (S > %2) nie podlegajgcych prawu Curie [115]. W pracy
[115] sugerowano wystepowanie w melaninie termicznie wzbudzonych

stanow multipletowych.
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2. CEL PRACY

Melaniny wykazujg specyficzne wiasciwoséci fizykochemiczne: trwaty
paramagnetyzm, powinowactwo do substancji leczniczych i jonéw metali,
nierozpuszczalnos¢ w rozpuszczalnikach zaréwno organicznych jak i
nieorganicznych [1, 15, 17]. llo§¢ chemicznych i fizycznych metod
stosowanych do badania struktury biopolimeréw melaninowych jest
ograniczona z powodu ich nierozpuszczalnosci.

Ze wzgledu na trwaly paramagnetyzm melanin zastosowano w pracy
spektroskopie elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) do
badan wifasnosci i struktury tych polimerow. Metodg EPR mozemy
analizowac¢ bezposrednio rodzaj, wtasciwosci (oddziatywania spin-spin i spin-
sie€) i koncentracje centrow paramagnetycznych w melaninie. Metoda EPR
moze tez by¢ stosowana do testowania otoczenia molekularnego centréw
paramagnetycznych. EPR jest metodg nieinwazyjng (nieniszczgcg), co
pozwala na zachowanie statego charakteru probki i wielokrotne jej
wykorzystanie podczas pomiardow.

Celem pracy byto okreslenie rodzajow i wiasciwosci centrow
paramagnetycznych w kompleksach DOPA-melaniny z kanamycyng i jonami
miedzi(ll). Analizowano koncentracje i wlasciwosci wolnorodnikowych oraz
miedziowych centréw paramagnetycznych. Sprawdzono hipoteze o
wystepowaniu w kompleksach DOPA-melaniny termicznie wzbudzonych
stanow trypletowych o spinie S = 1.

Substancje lecznicze i jony metali zwigzane z melaning oddziatuja z jej
ukladem centrow paramagnetycznych [10-11, 17, 32, 39, 50-53, 59, 81-83].
Pod wptywem lekéw i jonédw metali zmianie ulega koncentracja centréw
paramagnetycznych w melaninie [17, 50-53, 59], co sugeruje znaczgcg ich
role w wigzaniu czynnikbw kompleksujgcych do polimeru. Charakter
oddziatywan melanin z lekami i jonami metali wymaga dalszych badan,
poniewaz nie jest on dokfadnie okreslony. Szczegdlnie duze powinowactwo
do melaniny wykazuje kanamycyna, ktéra jest typowym lekiem
aminoglikozydowym. Z medycznego punktu widzenia znajomosc¢

oddziatywan kanamycyny (antybiotyk) z melaning jest bardzo istotna,
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poniewaz zwigzana z melaning kanamycyna w przypadku przedtuzonego
dziatania na organizm ludzki wywotuje efekty ototoksyczne [17, 30, 104-105].

W celu uzyskania pemniejszych informacji o naturze centrow
paramagnetycznych w badanych kompleksach przeprowadzono pomiary
temperaturowe widm EPR w zakresie 100-300 K. Analizowano zaleznosci
temperaturowe widm EPR w celu sprawdzenia hipotezy o istnieniu w DOPA-
melaninie i badanych kompleksach, oprécz centréw paramagnetycznych o
spinie S = Y, spetniajgcych prawo Curie, dodatkowego rodzaju centréw
paramagnetycznych wzbudzonych termicznie o spinie S = 1, nie
spetniajgcych prawa Curie. Przeprowadzono dyskusje modelu wystepowania
w badanych probkach standéw dubletowych o spinie S = % przy
jednoczesnym wystepowaniu termicznie wzbudzonych stanéw trypletowych o

spinie S = 1.
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3. CZESC EKSPERYMENTALNA

3.1. Otrzymywanie i charakterystyka probek

Probki oraz  oznaczenia  ilosciowe  wigzania  czynnikéw
kompleksujgcych do melaniny wykonano w Katedrze i Zakfadzie Chemii i
Analizy Lekéw Wydziafu Farmaceutycznego w Sosnowcu Slgskiej Akademii

Medycznej w Katowicach.

Do badan przygotowano zestaw 17 probek. Prébki te stanowi DOPA-
melanina bedgca probkg kontrolng oraz jej kompleksy z kanamycyng -
antybiotykiem aminoglikozydowym oraz z paramagnetycznymi jonami
miedzi(ll). Przygotowane prébki zroznicowane sg pod wzgledem kolejnosci
kompleksowania leku i jon6éw miedzi(ll) oraz pod wzgledem stezeh

roztwordw chlorku miedzi CuCl, uzytych podczas przeprowadzanych syntez.

3.1.1. Synteza DOPA-melaniny

Synteze DOPA-melaniny przeprowadzono wedtug przepisu [116]:

) Przygotowanie 1/15 molowego buforu fosforanowego o pH = 8

47,7334 g wodorofosforanu disodowego Na,HPO4 x 12 H,0, przeniesiono do
kolby o pojemnoéci 2000 cm? i uzupetniono wodg destylowang do kreski —
otrzymano 1/15 molowy roztwér wodorofosforanu disodowego. 9,0666 g
diwodorofosforanu potasu KH,PO,, przeniesiono do kolby o pojemnosci
1000 cm® i uzupetniono wodg destylowang do kreski — otrzymano 1/15
molowy roztwér diwodorofosforanu potasu. Nastepnie zmieszano 1900 cm?®
Na,HPO, oraz 100 cm® KH,PO, i otrzymano 2000 cm? 1/15 molowego buforu

fosforanowego o pH = 8.
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1)) Otrzymywanie syntetycznej DOPA-melaniny (rys. 17)

O =
2 i L OrE —— P | 2000 cm® 1/15 molowego roztworu
-9 buforu fosforanowego o pH =8

Synteza przez 48 godzin w
uktadzie napowietrzajgcym

\ Zakwaszenie kwasem solnym
HCldopH =2
|
Wytrgcanie, wirowanie (10 min., 200 obr/min.),

przemywanie do zaniku reakcji na obecnos¢ jonéw
chlorkowych (reakcja z AQNO3)

I I
Osuszanie melaniny w eksykatorze szklanym
nad CaCl, w temperaturze pokojowej L

Rys. 17. Schemat otrzymywania syntetycznej DOPA-melaniny
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3.1.2. Kompleksy (DOPA-melanina)-kanamycyna oraz (DOPA-

melanina)-Cu(ll)

Kompleksy (DOPA-melanina)-kanamycyna oraz (DOPA-melanina)-

Cu(Il) otrzymano wedtug procedur przedstawionych ponizej (rys. 18).

a)

250 mg syntetycznej
DOPA-melaniny

250 cm® roztworu kanamycyny
o stezeniu 1x10° M

!

b)

120 mg syntetycznej
DOPA-melaniny

.@l

Wytrzgsanie przez 24 godz.
(czas inkubaciji), saczenie
i suszenie osadu

!

Kompleks

(DOPA-melanina)-kanamycyna

120 cm?® roztworu chlorku
miedzi o stezeniach: 1x10°
5x107°, 1x10™, 5x10™, 1x10° M

!

Wytrzgsanie przez 24 godz.
(czas inkubaciji), saczenie
i suszenie osadu

Kompleks
(DOPA-melanina)-Cu(ll)

Rys. 18. Schemat otrzymywania komplekséw a) (DOPA-melanina)-kanamycyna

oraz b) (DOPA-melanina)-Cu(ll)
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3.1.3. Kompleksy [(DOPA-melanina)-kanamycyna]-Cu(ll) oraz [(DOPA-

melanina)-Cu(ll)]-kanamycyna

Kompleksy [(DOPA-melanina)-kanamycyna]-Cu(ll) oraz [(DOPA-

melanina)-Cu(ll)]-kanamycyna otrzymano wedtug procedur przedstawionych

ponizej (rys. 19).

50 mg kompleksu [(DOPA-
melanina)-Cu(ll)] o stezeniach
chlorku miedzi: 1x10°, 5x107,
1x10™, 5x10, 1x10° M

50 cm® roztworu kanamycyny
o stezeniu 1x10° M

Wytrzgsanie przez 24 godz.
(czas inkubacji), sgczenie
i suszenie osadu

Kompleks

[(DOPA-melanina)-Cu(ll)]-
kanamycyna

50 mg kompleksu [(DOPA-
melanina)-kanamycyna]

[

50 cm?® roztworu chlorku miedzi
0 stizeniach: 1x10°, 5x107,
1x107, 5X10_4, 1x10° M

l

Wytrzgsanie przez 24 godz.
(czas inkubaciji), saczenie
i suszenie osadu

l

Kompleks
[(DOPA-melanina)-
kanamycyna]-Cu(ll)

Rys. 19. Schemat otrzymywania kompleksow a) [(DOPA-melanina)-Cu(ll)]-
kanamycyna oraz b) [(DOPA-melanina)-kanamycyna)]-Cu(ll)
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3.1.4. Badania ilosciowe wigzania czynnikbw kompleksujgcych do

melaniny

Do ilosciowego oznaczenia antybiotyku wykorzystano spektrofotometr
UV-VIS firmy Jasco, model V-530, zas w celu oznaczenia ilosci zwigzanych
jonéw metalu wykorzystano spektrometr absorpcji atomowej firmy Carl Zeiss,
Jena typ AAS 3. Probki kontrolne, nie zawierajgce jondw metalu i leku
stanowity préby odniesienia. llos¢ zwigzanego z melaning czynnika
kompleksujgcego oznaczono przez pomiar absorbancji roztworéw
wzorcowych o znanym stezeniu, odpowiednio substancji leczniczej lub jonow
metalu oraz supernatantdbw po odsaczeniu kompleksow [117]. llos¢
zwigzanej substancji z melaning wyznaczono jako réznice pomiedzy iloscig
domieszki wprowadzonej i iloscig substancji oznaczonej w supernatancie.
llos¢ zwigzanej substancji leczniczej i jondw metalu wyrazono w pmolach/mg

melaniny.

Do spektrofotometrycznego oznaczenia kanamycyny przygotowano

bufor boranowy o pH = 9 oraz 2, 2 mM roztwor chloranilu w etanolu.
) Przygotowanie buforu boranowego o pH =9

12,404 g kwasu borowego H3;BO3; oraz 2,892 g chlorku sodu NaCl
przeniesiono do kolby o pojemnosci 1000 cm® i uzupemniono woda
destylowang do kreski — otrzymano 0,2 molowy roztwor kwasu borowego.
19,108 g boraksu NayB4O; <10 H,O przeniesiono do kolby o pojemnosci
1000 cm?® i uzupetniono woda destylowang do kreski — otrzymano 0,05 M
roztwér boraksu. Nastepnie zmieszano 200 cm® 0,2 M roztworu kwasu
borowego oraz 800 cm® 0,05 M roztworu boraksu i otrzymano 1000 cm?®
buforu boranowego o pH = 9.
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1)) Przygotowanie 2,2 mM roztworu chloranilu w etanolu

0,27047 g chloranilu przeniesiono do kolby o pojemnosci 500 cm?® i
uzupetniono do kreski bezwodnym alkoholem etylowym i otrzymano 2,2 mM

roztwor chloranilu w etanolu

Do probéwek o pojemnosci 20 cm?® przenoszono ilosciowo 2 cm?® 2,2
mM roztworu chloranilu w etanolu, 2 cm® buforu boranowego o pH = 9, oraz
1 cm® supernatantu zawierajgcego nie zwigzany lek i 5 cm® wody
destylowanej. Tak przygotowane roztwory ogrzewano przez 10 minut na
fazni wodnej w temperaturze 65 °C. Nastepnie pozostawiono probéwki do
ochtodzenia do temperatury pokojowej. Po oziebieniu roztworow mierzono
absorbancje w 1-cm kuwetach przy dtugosci fali A = 350 nm wzgledem préby

Slepe;.

3.1.5. Zestawienie badanych probek

Tabela 1 zawiera zestaw probek zbadanych w niniejszej pracy.

Tabela 1. Zestaw prébek przygotowanych do badai. W tabeli podano pefne i
skrocone nazwy probek. Stezenie kanamycyny wynosifo 1x10° M. Stezenie
dodawanych jonéw miedzi(ll) wynosifo [M]: 1x107°, 5x107°,1x10*, 5x10*, 1x107.

- prébki r6znig sie kolejnoscig kompleksowania

Probka Nazwa skrécona
DOPA-melanina mel
(DOPA-melanina)- mel+kan
kanamycyna
(DOPA-melanina)- mel+Cu
Cu(ll

[(DOPA-melanina)- mel+kan+Cu.
kanamycyna]-Cu(ll)

[(DOPA-melanina)- | mel+Cu+kan
Cu(ll)]-kanamycyna

Wprowadzono skrotowe oznaczenia probek (Tabela 1), ktore beda

uzywane w dalszej czesci pracy.
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3.1.6. llos¢é kanamycyny i jonéw miedzi(ll) zwigzanych z melaning

llosci kanamycyny

i jonéw miedzi(ll) zwigzanych z melaning,

wyznaczone wedtug metodyki opisanej w rozdziale 3.1.4. zamieszczono w

tabeli 2.

Tabela 2. llosci zwigzanego leku oraz jonéw miedzi(ll) w kompleksach melaniny.
Stezenie leku w roztworze wynosifo 1x10°% M. Stezenie jonéw miedzi(ll) w roztworze

podane jest w tabeli.

llo$¢ kanamycyny i jonow

Kompleks Stezenie miedzi(ll) zwigznych z melaning
dodawanych [umolimg]
jonéw Cu(ll) W 9
(M]
kanamycyna jony Cu(ll)
mel+kan - 0,4278 -

1x107 - 0,0094

5x10° - 0,0432

mel+Cu 1x10° - 0,0811
5x10™ - 0,3346

1x10° - 0,5181

1x107 0,2096 0,0082

5x10° 0,1886 0,0426

mel+Cu+kan 1x10° 0,1623 0,0801
5x10™ 0,0678 0,3338

1x10° 0,0520 0,5175

1x107 0,4051 0,0009

5x10° 0,4031 0,0031

mel+kan+Cu X107 0,3997 0,0064
5x10™ 0,3955 0,0108

1x10° 0,3907 0,0227
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3.1.7. Zastosowane odczynniki chemiczne

W pracy zastosowano nastepujgce odczynniki chemiczne:

N o gk~ wDbdRE

8.
9.

Alkohol etylowy bezwodny cz. d. a. C,HsOH, POCh Gliwice
Chloranil (2,3,5,6-tetrachloro-1,4-benzochinon), BUSCH FLUKA AG
Diwodorofosforan (V) potasu cz. d. a. KH,PO4, POCh Gliwice

Kwas borowy cz. d. a. H3BO3, POCh Gliwice

L-DOPA (L-3,4-dihydroksyfenyloalanina), SIGMA CHEMICAL USA
Tetraboran sodu (boraks) Na,B;07¢10 H,O, POCh Gliwice
Wodorofosforan(V) disodowy cz. d. a. Na,HPO,412 H,O, POCh
Gliwice

Chlorek miedzi(ll) CuCl,*2 H,O, POCh Gliwice

Azotan(V) srebra AgNO3, POCh Gliwice

10. Chlorek wapnia CaCl,, POCh Gliwice
11.Siarczan kanamycyny (kanamycin A monosulfate), SIGMA

CHEMICAL, USA
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3.2. Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego

(EPR) jako metoda badawcza zastosowana w pracy

Pomiary i analizy metodg elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) w temperaturze pokojowej wykonano w Katedrze
i Zakfadzie Fizyki Medycznej Wydziafu Farmaceutycznego Slgskiej Akademii
Medycznej w Sosnhowcu.

Pomiary temperaturowe w zakresie 100-300 K metodg EPR
przeprowadzono w Zakfadzie Spektroskopii Rezonanséw Magnetycznych
Instytutu  Fizyki Uniwersytetu Zielonogérskiego. Analizy numeryczne
zaleznosci temperaturowych parametréow widm EPR wykonano na Wydziale

Farmaceutycznym Slgskiej Akademii Medyczne;j.

3.2.1. Przebieg pomiarow EPR

Pomiary wykonano za pomocg spektrometrow EPR typu S/EX
produkcji RADIOPAN, Poznan (rys. 20). Widma EPR zapisano w postaci
pierwsze] pochodnej absorpcji. Zastosowano promieniowanie mikrofalowe z
zakresu pasma X o czestotliwosci 9.3 GHz (pomiary w temperaturze
pokojowej) i 9.4 GHz (pomiary w temperaturze 100-300 K) oraz modulacje
pola magnetycznego 100 kHz. Czestotliwos¢ promieniowania mikrofalowego
rejestrowano miernikiem typu MCM produkcji EPRAD, Poznan.

Pomiary widm EPR w zaleznosci od mocy mikrofalowej w zakresie
0.7-70 mW dla wszystkich badanych probek przeprowadzono w celu
obserwacji zjawiska nasycenia mikrofalowego. Widma EPR rejestrowano

przy ttumieniu zmieniajgcym sie w zakresie od 20 do 0 dB.
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Rys. 20. Spektrometr EPR typu S/EX na pasmo X, RADIOPAN Poznan

Moc mikrofalowg wyrazono w jednostkach wzglednych jako P/Py,

korzystajgc ze wzoru okreslajgcego ttumienie uktadu w decybelach:

Ttumienie [dB] = 10 log (Po/P) 2)

gdzie:

Po - moc promieniowania mikrofalowego wytwarzanego przez
Klistron

P - moc promieniowania mikrofalowego stosowana podczas

pomiaru EPR (po przejsciu przez ttumik)

Dla badanych widm EPR wyznaczono amplitude A, intensywnos$¢ I,
szerokos¢ linii ABypp, oraz wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego g.

Wspotczynnik g wyznaczono ze wzoru [118]:

hv
g=—> 3)

/B,
gdzie:
h - stata Plancka
B - magneton Bohra
1% - czestotliwos¢ promieniowania mikrofalowego
B, - rezonansowa indukcja magnetyczna
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3.2.2. Wyznaczanie koncentracji centrow paramagnetycznych

Koncentracje centréw paramagnetycznych N w badanych prébkach

wyznaczono wedtug wzoru:

N =n, P, /AW, m, @
PU / AYUWU

gdzie:

Ny - ilos¢ centréw paramagnetycznych w prébce ultramaryny
(ultramaryne zastosowano jako wzorzec koncentracji centrow
paramagnetycznych)

Py, Pu - pole powierzchni pod krzywg absorpcji rezonansowej probki i
ultramaryny

A, A - maksymalna amplituda sygnatu EPR rubinu, rejestrowanego
przy tym samym wzmocnieniu dla prébki i ultramaryny

Wp, Wy - wzmocnienie sygnatu EPR dla probki i ultramaryny

mp - masa probki

Dodatkowo uzyto krysztatu rubinu jako wzorca wewnetrznego w celu

unikniecia wptywu warunkow pomiaréw na otrzymane wyniki.

3.2.3. Analiza ksztattu linii EPR

Analiza ksztattu linii EPR dostarcza informacji o charakterze
oddziatywan miedzy centrami paramagnetycznymi w badanym ciele statym
[119-124]. W spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego
rozwaza sie linie o ksztatcie gaussowskim bgdz lorentzowskim [130-131].
Wykazano, ze w przypadku oddziatywania spin-spin, przy braku
oddziatywania wymiennego, linia EPR opisana jest krzywg typu
gaussowskiego. Jezeli natomiast zachodzi wymiana elektronowa, linia EPR
opisana jest zaréwno krzywg typu gaussowskiego jak i lorentzowskiego. Obie
krzywe aproksymujg linie EPR w odpowiednich zakresach pola
magnetycznego. Srodek linii w przypadku zjawiska wymiany jest opisany

krzywa lorentzowska. Brzegi linii opisuje krzywa gaussowska.
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3.2.4. Badania wptywu mocy mikrofalowej na widma EPR

Intensywnosc i szerokos$¢ linii EPR zalezg od mocy mikrofalowej [118,
127]. Zaleznosci te sg rozne dla linii EPR poszerzonej jednorodnie i
niejednorodnie.

Sygnat absorpcji rezonansowej Y oraz jej pierwsza pochodna Y’ dla
linii poszerzonej jednorodnie o ksztatcie krzywej Lorentza opisane sg
nastepujgco [118]:

_l BlTZ
71+ (B-B,)*y*T) + B y*TT,

()

Y'=— 2 BlTZSyZ(B_ Br) 6
TR+ (B-B) I 1B ATE O
D7y T, + By TT,]

gdzie:

B:1 - amplituda indukcji mikrofalowego pola magnetycznego
B - indukcja magnetyczna

B -rezonansowa indukcja magnetyczna

T1 - czas relaksacji podtuznej (spin-siec)
T, - czas relaksacji poprzecznej (spin- spin)

Wielkos¢ y wyrazona jest jako:

V= @ )

gdzie:

g - wspdtczynnik rozszczepienia spektroskopowego
S - magneton Bohra

h - stala Plancka

W przypadku linii poszerzonej jednorodnie o ksztaifcie lorentzowskim,
gdy B1?/*T.T, << 1, efekt nasycenia jest do zaniedbania i amplituda sygnatu

2). Natomiast dla B,?/*T,T, >>

EPR jest proporcjonalna do pola B; (lub do Pg
1 linia absorpcji jest silnie nasycona i obserwowany jest spadek amplitudy
sygnatu EPR wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej uzytej w czasie pomiaru.
Dla mocy mikrofalowej, przy ktérej zarejestrowana jest maksymalna

amplituda sygnatu EPR, czas relaksacji spin-sie¢ T; dany jest wzorem [118]:
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1
T, = 2 2
2B y°T,

a szerokosc linii ABpp wyrazona jest jako

4 4B[T,
2T 2 +
3T 3,

(AB,,) ‘= 9)

Wzrost szerokosci linii lorentzowskiej ze wzrostem mocy mikrofalowej
spowodowany jest przez wydtuzenie czasu relaksacji spin-sie¢ T;. Kiedy
amplituda sygnatu EPR osigga maksimum, szerokos¢ linii wzrasta jedynie
1,2 razy w poréwnaniu z szerokoscig linii w warunkach braku nasycenia
mikrofalowego [118].

Dla linii poszerzonej niejednorodnie o ksztatcie gaussowskim,
amplituda sygnatu EPR wzrasta wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej Py do
osiggniecia maksymalnej wartosci, po czym nie ulega juz zmianie.

Szerokos¢ linii EPR poszerzonej niejednorodnie nie zmienia sie wraz
ze wzrostem mocy mikrofalowe;.

Omoéwiony powyzej wptyw mocy mikrofalowej na amplitude i

szerokosc¢ linii EPR przedstawia rys. 21 [118].
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Rys. 21.

a) Zaleznos¢ maksymalnej amplitudy Apy (App = Ymad Y max(B1—0)) pierwszej
pochodnej sygnafu absorpcji rezonansowej od amplitudy mikrofalowego pola
magnetycznego B; (B; ~P”) w przypadku linii poszerzonej jednorodnie (—) i
niejednorodnie (---)

b) Zaleznos¢ szerokosci 4B (4B = ABy,/[4Bp(Bpp—0)]) linii poszerzonej jednorodnie,
zarejestrowanej w postaci pierwszej pochodnej sygnatu absorpcji rezonansowej, od
amplitudy mikrofalowego pola magnetycznego B, (B; ~P*) [118]

3.2.5. Badania wptywu temperatury pomiaru na intensywnos¢ i

szerokosé linii EPR

Przeprowadzono pomiary EPR w zakresie temperatur 100-300 K dla
pieciu wybranych prébek (DOPA-melanina, (DOPA-melanina)-kanamycyna,
(DOPA-melanina)-Cu(ll), [(DOPA-melanina)-Cu(ll)]-kanamycyna, [(DOPA-
melanina)-kanamycyna]-Cu(ll)], dla stezenia jonéw miedzi(ll) 1x10° M).
Celem pomiarow temperaturowych byto wykazanie, czy w badanych
probkach, oprécz centréw paramagnetycznych spetniajgcych prawo Curie,
istniejg centra paramagnetyczne ulegajgce termicznemu wzbudzeniu w

wybranym zakresie temperatur.
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Znane z literatury naukowej badania EPR réznych substancji
paramagnetycznych, wykazaty mozliwos¢ wystepowania dwojakiego rodzaju
zaleznosci intensywnosci linii EPR od temperatury [126]. Zaobserwowano, z
jednej strony niezmiennos¢ (statg warto$¢), a z drugiej strony zaleznosc¢
intensywnosci linii EPR od temperatury pomiaru. W substancjach
paramagnetycznych, w  ktérych  istnieje  kilka  grup  centrow
paramagnetycznych kazda grupa wykazuje charakterystyczne zachowanie w
zaleznosci od temperatury pomiaru [126].

Rysunek 22 przedstawia, zgodny z literaturg [118, 130-131], model
poziomow energetycznych dla jednoczesnego wystepowania w probce

stanéw o spinie S =% oraz o spinie S = 1.

i

S =1/2

i

Ay
_

(0]
Il
[ —

Rys. 22. Model pozioméw energetycznych przy jednoczesnym wystepowaniu (1)
stan6w dubletowych S = % oraz (Il) podstawowego stanu singletowego S = 0 i
wzbudzonych stanéw trypletowych S =1
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Oddziatywanie wymienne miedzy dwoma centrami
paramagnetycznymi o spinie S = Y% prowadzi do powstania stanu
singletowego, S = 0, lub stanu trypletowego, S = 1 [126]. ROznice energii
miedzy stanem trypletowym i singletowym wyraza energia wymiany J (rys.
23). Dla ujemnych wartosci J (sprzezenie antyferromagnetyczne), wraz z
obnizaniem temperatury pomiaru obserwuje sie spadek intensywnosci linii
EPR. Dla dodatnich wartosci J (sprzezenie ferromagnetyczne) obserwowany

jest natomiast wzrost intensywnosci linii EPR wraz z obnizaniem temperatury

pomiaru.
A E
S=1 S=0
ms=1
ms=0
ms =-1
J<O0 J>0
ms=1
ms=0
ms=-1
S=0 S=1
J ujemne J dodatnie
Sprzezenie antyferromagnetyczne Sprzezenie ferromagnetyczne

Rys. 23. Rozszczepienie singlet-tryplet dla dwoch sprzezonych wymiennie centrow
paramagnetycznych o spinach S = % w przypadku dodatnich i ujemnych wartosci J
[126]

Prawo Curie

C
X = ? (10)
gdzie:
x -podatnos¢ magnetyczna
C -stata

T -temperatura
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przedstawiajgce temperaturowg zaleznosé podatnosci magnetycznej opisuje
uktad centrow paramagnetycznych o spinie S = ¥ . Poniewaz intensywnos¢
widma EPR jest proporcjonalna do podatnosci magnetycznej [128] badanej

probki prawo Curie mozna zapisa¢ w postaci

I _C (11)
T

gdzie | oznacza intensywnos¢ sygnatu EPR.

W prébkach wykazujgcych odstepstwo od zaleznosci IT =C, oprocz
centréw paramagnetycznych o spinie S = %2, mogg wystepowac takze centra
paramagnetyczne w termicznie wzbudzonym stanie trypletowym o spinie S =
1. Catkowita intensywnos¢ sygnatu EPR takich uktadow jest sumg
intensywnosci pochodzgcej od standéw o spinie S = ¥ oraz intensywnosci
pochodzgcej od standw termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

Przebieg zaleznosci IT od temperatury pozwala bezposrednio
stwierdzié, czy prawo Curie jest spetnione czy tez nie, w wybranym zakresie
temperatur. Na rysunku 24 i 25 przedstawiono, oprécz temperaturowej
zaleznosci intensywnosci | linii EPR, zalezno$¢ temperaturowg iloczynu IT
intensywnosci | i temperatury pomiaru T dla centrow paramagnetycznych w
termicznie wzbudzonym stanie trypletowym o spinie S = 1.

Réwnanie opisujgce iloczyn intensywnosci oraz temperatury IT dla

termicznie wzbudzonych stanéw o spinie S = 1 ma postac [129]:

B
T= (12)
3+exp(J/KT)

gdzie:
| — intensywnos¢ sygnatu EPR
T — temperatura pomiaru
J — energia wzbudzenia singlet-tryplet
k — stata Boltzmana
B — stata

Wykresy zaleznosci | = f(T), IT = f(T), | = f(1/T), oraz IT = f (L/T)

. : B
sporzgdzono  zgodnie ze  wzorami I = oraz
T(3+exp(J /kT))

T= rys. 24-25).
3rexpd /kT) )

Wprowadzono nastepujgce ukfady wspétrzednych:
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1. OS$ rzednych I lub ITk/J, o$ odcietych: Tk/J (wykresy | = f(T) oraz IT
=1(T))
2. O$ rzednych : | lub ITk/J, os odcietych: J/KT (wykresy | = f(1/T) oraz
IT =f(L/T)).
Catkowity iloczyn IT bedacy sumg iloczyndw pochodzgcych od
centrow paramagnetycznych o spinie S = ¥ oraz o spinie S = 1 opisany jest

. . B
rownaniem IT =C + (13)
3+exp(J/KT)

50



[, ITk/J

[, 1Tk/J

0,4
0,3
0,2

0,1

0,2

0,1

——
[~
—_ \
\\
-4 -3 -2 1 0 3 4
Tk/J [K]
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Tk/J [K]

Rys. 24. Wykres zaleznosci intensywno$ci | oraz iloczynu IT od temperatury dla
centrbw paramagnetycznych we wzbudzonym termicznie stanie trypletowym o
spinie S = loraz powiekszony fragment tego wykresu. Wykres narysowano dla

wartosci B = 1.

I, 1Tk/J

0,4
0,3
0,2

0,1

\\
\?&\
T~
-4 -3 -2 -1 0 3 4
JIKT [1/K]

Rys. 25. Wykres zaleznosci intensywnosci | oraz iloczynu IT od odwrotnosci
temperatury dla centrow paramagnetycznych we wzbudzonym termicznie stanie
trypletowym o spinie S =1. Wykres narysowano dla wartosci B = 1.
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Szerokos$¢ linii EPR jest uwarunkowana czasem relaksacji spin-sie¢ T,
oraz czasem relaksacji spin-spin T, [119-120]. Czas relaksacji T;
uwarunkowany jest temperaturg pomiaru, natomiast czas T, nieznacznie
zmienia sie z temperaturg. Czas T, zalezy od koncentracji centrow
paramagnetycznych. Badania temperaturowej zaleznosci szerokosci linii
EPR pozwalajg okresli¢, czy w badanej probce przewazajg oddziatywania
spin-sie¢, czy spin-spin. W niskich temperaturach szerokos¢ linii
uwarunkowana jest oddziatywaniem spin-spin  (niskie temperatury

zmniejszajg oddziatywanie typu spin-siec).
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4.  WYNIKI BADAN | DYSKUSJA WYNIKOW

4.1. Widmo EPR DOPA-melaniny oraz parametry widm EPR badanych

kompleksow

W niniejszym rozdziale zastosowano skrécone nazwy badanych
probek (rozdziat 3, Tabela 1).

4.1.1. Ksztatt linii EPR DOPA-melaniny

Przeprowadzono analize ksztaitu widma EPR DOPA-melaniny. Widmo
EPR DOPA-melaniny, zarejestrowane przy niskiej mocy mikrofalowej w celu
unikniecia zjawiska nasycenia mikrofalowego, jest asymetryczne. Asymetria
widma EPR moze by¢é spowodowana anizotropig wspotczynnika
rozszczepienia spektroskopowego g lub wielosktadnikowoscig tego widma,
poniewaz mogg istnie¢ dwie formy tautomeryczne wolnych rodnikéw
melaninowych (rozdziat 1.2). Mozna zatozy¢ réwniez , ze asymetria widma
EPR melaniny spowodowana jest istnieniem centrow paramagnetycznych w
stanie dubletowym o spinie S = %2 oraz w stanie trypletowym o spinie S = 1.
Sktadnik widma w stanie trypletowym pojawia sie w zaleznosci
temperaturowej IT = f(T) i jest niewidoczny w niskich temperaturach.
Zaleznos¢ temperaturowa IT zostata zbadana na podstawie gtownej linii i jak
wykazano w dalszej czesci pracy, w gtownej linii istniejg sktadniki widma w
stanie dubletowym i trypletowym.

W pierwszym kroku dokonano dopasowania krzywej doswiadczalnej
krzywg gaussowskg oraz krzywg lorentzowskg. Otrzymane rezultaty
pokazujg, ze zadna z dwoch wymienionych krzywych nie dopasowuje

krzywej doswiadczalnej w zadowalajgcym stopniu (rys. 26-27). Jako
wskaznika dopasowania uzyto wspotczynnika y? (im mniejsza wartosé¢ y?,

tym lepsze dopasowanie).
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Rys. 26. Dopasowanie widma EPR DOPA-melaniny krzywg gaussowska,

22 =01293.

* Dosw.
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Rys. 27. Dopasowanie widma EPR DOPA-melaniny krzywg
7% =0,0677

lorentzowska,
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Otrzymane wyniki potwierdzajg dane literaturowe, ktdre mowia, ze
ksztatt linii EPR melaniny jest posredni pomiedzy ksztattem gaussowskim i
lorentzowskim [130-131].

Na podstawie powyzszych rezultatbw wysunieto hipoteze, ze linia
EPR melaniny jest superpozycjg dwaoch linii sktadowych.

Rozwazano model istnienia dwoch linii gaussowskich, dwdch linii
lorentzowskich, oraz model bedgcy kombinacjg linii gaussowskiej i
lorentzowskiej. Wyniki dopasowania przy uzyciu wymienionych modeli

przedstawione sg na rysunkach 28-30.

* Dosw.
-Gl

-Gl+ G2

Rys. 28. Dopasowanie widma EPR DOPA-melaniny superpozycjg dwoch krzywych
gaussowskich, y* =0,0119.
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* Dosw.
-L1
-L2

-L1+1L2

Rys. 29. Dopasowanie widma EPR DOPA-melaniny superpozycjg dwoch krzywych
lorentzowskich, y* =0,0283.

* Dosw.
-G
-L

-G+L

Rys. 30. Dopasowanie widma EPR DOPA-melaniny superpozycjg krzywej
gaussowskiej i lorentzowskiej, y* =0,0115.

Najlepsze dopasowanie otrzymano w przypadku dwoch zatozonych
modeli: w pierwszym przypadku, gdy zatozono superpozycje dwoch
krzywych gaussowskich, a w drugim, gdy zatozono superpozycje krzywej
gaussowskiej i lorentzowskiej (rys. 28, 30). W tych dwodch przypadkach
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wartosci  wspofczynnika y° sg witasciwie identyczne, co utrudnia

rozstrzygniecie problemu, ktéry z proponowanych modeli jest poprawny.
Powotujgc sie jednak na literature [130-131], bardziej prawdziwy wydaje sie
by¢ model bedacy superpozycjg krzywej gaussowskiej i lorentzowskiej.

Zarejestrowana linia EPR DOPA-melaniny w warunkach nasycenia
mikrofalowego moze wskazywa¢ na cechy dwusktadnikowosci lub moze
sugerowa¢ réwniez zjawisko anizotropii wspoétczynnika rozszczepienia
spektroskopowego g [130-131].

Biorgc pod uwage wyniki otrzymane podczas badania ksztattu linii
EPR melaniny (przy zatozeniu dwusktadnikowosci linii) oraz powotujgc sie na
dane z literatury  naukowej [130-131], poruszony  problem

wielosktadnikowosci widm EPR melaniny pozostaje bez rozstrzygniecia.
4.1.2. Widma EPR kompleks6w DOPA-melaniny z kanamycyng i jonami
miedzi(ll)
Widmo EPR DOPA-melaniny przedstawiono na rysunku 31. Widma

EPR DOPA-melaniny i kompleksu DOPA-melanina-kanamycyna sg

podobne.

1mT

DOPA-melanina

Rys. 31. Widma EPR DOPA-melaniny. Moc mikrofalowa wynosifa ok. 0,7 mW.

W widmach EPR kompleksow DOPA-melaniny z kanamycyng i jonami

miedzi(ll)  obserwowano linie EPR  wolnych rodnikbw  oraz
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paramagnetycznych jonow Cu(ll). Przyktadowe widma EPR kompleksow
DOPA-melaniny z kanamycyng i jonami miedzi(ll) dla najwyzszego stezenia
jonéw Cu 1x10° M przedstawiono na rysunku 32. Linie jonéw Cu(ll) nie
wystepowaty we wszystkich probkach. Linii EPR jonéw Cu(ll) nie
rejestrowano dla stezenia jonéw metalu wynoszgcego 1x10> M. Linii EPR
jonéw Cu(ll) nie rejestrowano takze w przypadku komplekséw mel+kan+Cu
dla stezenia jonéw miedzi wynoszacego 5x10™ M.

W widmach EPR komplekséw mel+kan+Cu linie EPR jonéw miedzi(ll)
wykazywaly znacznie nizsze amplitudy, anizeli linie EPR jonéw miedzi(ll)
kompleksow mel+Cu i kompleksow mel+Cu+kan (rys. 32). Mozna stgad
wnioskowac, ze lek w kompleksach mel+kan+Cu blokuje miejsca wigzgce
jonom miedzi(ll). Stwierdzenie to potwierdzajg wyniki analiz ilosci jonow
miedzi(ll) zwigzanych do polimeru melaninowego przedstawione w tabeli 2
(rozdziat 3).

Rysunek 33 przedstawia wybrane widma EPR kompleksow DOPA-
melaniny z jonami miedzi(ll) i kanamycyng zarejestrowane przy ttumieniu 20
dB oraz 1 dB dla stezenia jonéw miedzi 1x10° M. Dla wyzszych mocy
mikrofalowych obserwowany jest spadek sygnatu EPR pochodzgcego od
rodnikbw melaninowych (sygnat ulega nasyceniu). W przypadku sygnatu
EPR jonéw Cu(ll), widoczny jest jego wzrost ze wzrostem mocy mikrofalowe;.

Rysunek 34 przedstawia widma kompleksow DOPA-melaniny z jonami
miedzi(ll) oraz kanamycyng przy stezeniu jonéw metalu 1x10° oraz 1x10™
M. Widma zarejestrowano przy ttumieniu 20 dB. W przypadku wiekszego
stezenia (1x10° M) dodawanych jonéw metalu obserwowany jest znacznie
wiekszy ich sygnat EPR, anizeli w przypadku mniejszego ich stezenia (1x10™
M).
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melanina

|——mel-Cu 1x10-3 M | po=
Cu(ll) mT
270 320 370
——mel-Cu-kan 1x10-3M
mT
270 320 370
——mel-kan-Cu 1x10-3M ‘
mT
270 320 370

Rys. 32. Przykfadowe widma EPR kompleks6w DOPA-melaniny z jonami miedzi(ll) i
kanamycyng w przypadku réznej kolejnosci kompleksowania przy stezeniu jonéw
Cu(ll) wynoszgcym 1x10° M. Moc mikrofalowa wynosifa ok. 0,7 mW
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20dB melanina 1dB

mal-+Eu
melanina
Cu(ll
Cu(ll
[ =T ]
mal+EuHion
270 320 370 270 320 b 370
mT mT

Rys. 33. Widma EPR kompleksow DOPA-melaniny z jonami miedzi(ll) i
kanamycyng zarejestrowane przy ttumieniu 20 dB (na lewo) oraz 1 dB (na prawo)
dla stezenia jonéw miedzi 1x10° M.
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Rys. 34. Widma komplekséw DOPA-melaniny z jonami miedzi(ll) oraz kanamycyng
przy stezeniu jonéw metalu 1x10° (na lewo) oraz 1x10* M (na prawo). Widma
zarejestrowano przy ttumieniu 20 dB.

4.1.3. Koncentracja wolnorodnikowych centrow paramagnetycznych w

badanych prébkach oraz parametry ich widm EPR

Wyznaczono wspoiczynnik rozszczepienia spektroskopowego g,
szerokosci linii EPR ABypp oraz koncentracje wolnych rodnikdw melaninowych

N w badanych prébkach. W tym celu przeprowadzono pomiary EPR przy
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niskiej mocy mikrofalowej, aby unikng¢ zjawiska nasycenia mikrofalowego.
Parametry widm EPR wolnych rodnikbw melaninowych i koncentracje

rodnikowych centrow paramagnetycznych pokazano w tabeli 3.

Tabela 3. Szerokos¢ lini EPR  ABy, wspofczynnik rozszczepienia
spektroskopowego g, koncentracja wolnych rodnikéw N w badanych kompleksach
melaninowych w zaleznosci od stezenia jonow miedzi(ll) oraz wzgledna
koncentracja wolnych rodnikéw wzgledem prébki DOPA-melaniny. Stezenie
kanamycyny wynosifo 1x10° M. Pomiary widm EPR wykonano w temperaturze
pokojowej.

Prébka Stezenie AB,, g N Koncentracja
jonéw [ #0.02 mT] | [+0.0002] |[10"spin/g]| wzgledna
Cu(ll) [M]
DOPA-melanina 0.39 2.0045 13,2 i
(DOPA-melanina)- i
AR, 0,39 2,0044 15,3 116
1x10° 0,37 2,0044 12,9 0.98
5x107 0,39 2,0044 10,1 0,77
(DOPA-melanina)-Cu
1x10™ 0,39 2,0043 8,0 0,61
5x10™ 0,41 2,0042 2,9 0.9
1x107® 0,38 2,0044 2,3 0,17
1x10° 0,39 2,0044 14,1 1,07
5x107° 0,43 2,0045 10,2 0,77
[(Doifgh“;ri:;g;?]‘:c“)]' 1x10™ 0,42 2,0045 8,1 061
5x10™ 0,36 2,0044 3,0 0,23
1x10® 0,36 2,0044 2,6 0,20
1x10° 0,40 2,0045 14,3 1,08
{(DOPA-melanina- 5x10° 0,37 2,0046 14,0 1,06
kanamycyna)]-Cu
1x10™ 0,41 2,0047 10,4 0,79
5x10™ 0,39 2,0045 11,3 0,86
1x10® 0,39 2,0045 10,4 0,79
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Otrzymane szerokosci linit EPR ABp, badanych probek sg z zakresu
0,36-0,43 mT. Wartosci te swiadczg o wystepowaniu oddziatywan dipol-
dipolowych, ktére sg odpowiedzialne za poszerzenie linii EPR [119-122,
130]. Oddziatywania dipolowe niesparowanych elektronéw znajdujgcych sie
w odlegtosci r od siebie prowadzg do rozszerzenia zeemanowskich
pozioméw energetycznych o wielko$é h/#r3, gdzie:

h — stata Plancka,
S — magneton Bohra,
r — odlegtos¢ miedzy elektronami.

Nie zaobserwowano istotnego wptywu kolejnosci kompleksowania
substancji oraz stezenia dodawanych jonéw metalu na szerokosci linii EPR
AByp, badanych prébek.

Wysoka warto$¢ wspotczynnika rozszczepienia spektroskopowego g
2,0042-2,0047 wskazuje na lokalizacje niesparowanego elektronu na atomie
tlenu w polimerze melaninowym.

Wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego g zalezy od statej
sprzezenia spin-orbita A oraz od rozszczepienia orbitalnych poziomow
energetycznych AE [132]. Warto$ci statej sprzezenia spin-orbita A dla atomu

wegla, azotu, tlenu i siarki sg przedstawione w tabeli 4.

Tabela 4. WartoSci stafej sprzezenia spin-orbita A dla atomu wegla, azotu, tlenu i
siarki [132]

Stata sprzezenia

Atom | spin-orbita A [cm™]

wegiel C -29
azot N -76
tlen O -151

siarka S -382
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Tensor wspotczynnika rozszczepienia spektroskopowego g ma postac
[132]:
25, (o L [ ¥, )0 Ly %))
En - EO

95 =0, é‘ij - (14)

gdzie:

I, ] = X, Y, Z—wskazniki okreslajgce ortogonalne wspoétrzedne tensora,
0 — orbitalny poziom podstawowy,

n — orbitalny poziom wzbudzony,

oj — delta Kroneckera, gj=1dlai=j, gj=0dlai =],

e — wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego dla swobodnego
elektronu,

¥ — orbitalna funkcja falowa,

E — energia poziomu orbitalnego,

L — orbitalny moment pedu,

A — stata sprzezenia spin-orbita

2
A= ge’B (ld_vj (15)
e r dr

gdzie:
V — potencjat elektrostatyczny

r — odlegtos¢ niesparowanego elektronu od jgdra atomu.

Uproszczong postac wzoru (14) mozna podac¢ w nastepujgcej postaci [132]:

= (l—aij (16)
g_ge AE

gdzie:

a - Stala.

Koncentracja centréw paramagnetycznych w badanych kompleksach
zalezy od kolejnosci wprowadzania czynnikbw kompleksujgcych oraz od
stezenia dodawanych jonéw miedzi(ll) (Tabela 3). Kanamycyna powoduje
wzrost koncentracji centréw paramagnetycznych, natomiast jony metalu
paramagnetycznego powodujg jej spadek. Najnizszg koncentracjg centrow
paramagnetycznych charakteryzujg sie kompleksy melaniny z jonami
miedzi(ll), ktérych stezenie w czasie syntezy prébek byto najwieksze (1x107
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M oraz 5x10* M). Dodanie leku jako drugiego sktadnika w kolejnosci,
powoduje wzrost koncentracji centrow paramagnetycznych w poréwnaniu z
kompleksami melaniny z samymi jonami metalu. Dodanie leku jako
pierwszego sktadnika, a nastepnie wprowadzenie jonow miedzi(ll), powoduje
jeszcze wiekszy wzrost koncentracji centrow paramagnetycznych. Ogolnie
mozna napisa¢, ze koncentracja centrOw paramagnetycznych maleje w
kolejnosci: melanina-lek > melanina > melanina-lek-metal > melanina-metal-
lek > melanina-metal (Tabela 3).

Dodanie kanamycyny do melaniny spowodowato wzrost koncentraciji
rodnikéw o 16 % (Tabela 3). W przypadku kompleksu mel+Cu+kan (1x107
M) oraz komplekséw mel+kan+Cu (1x10® i 5x10° M), zaobserwowano
wzrost koncentracji rodnikbw odpowiednio o 7, 8 i 6 %. Na podstawie
uzyskanych wynikow wnioskuje sie, ze pomimo uzycia niskich stezen jonéw
Cu(ll), wprowadzone jony metalu zwigzaty sie z polimerem poprzez struktury
rodnikowe i w ten sposéb wygasity rodnikowy sygnat EPR. Whniosek
nasuwajgcy sie z poprzedniego stwierdzenia jest taki, ze rodnikowe struktury
w melaninie charakteryzujg sie wiekszg sitg wigzania paramagnetycznych
jonéw metalu, anizeli struktury wykazujgce diamagnetyzm. Najwiekszy
spadek koncentracji rodnikbw wystgpit dla kompleksu mel+Cu oraz
mel+Cu+kan (80 i 83%) w porownaniu do DOPA-melaniny. Sg to dwa
kompleksy, w ktorych zwigzata sie najwigksza i bardzo zblizona ilo$¢ jonéw
Cu(ll) (Tabela 2).

Dla lepszego pokazania réznic w koncentracjach N rodnikowych
centrow  paramagnetycznych ~w  badanych  kompleksach, oprécz
zamieszczenia ich w tabeli 3, przedstawione je rowniez na rysunkach 35-36.
Wptyw kanamycyny i jonéw Cu(ll) na koncentracje wolnych rodnikow w

DOPA-melaninie poréwnano na rysunku 35.
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Rys. 35. Koncentracja wolnych rodnikbw w DOPA-melaninie oraz w kompleksach
DOPA-melaniny z kanamycyng i jonami Cu(ll)
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Kanamycyna podwyzsza, a paramagnetyczne jony miedzi(ll) obnizajg
koncentracje wolnych rodnikow w DOPA-melaninie (rys. 35, Tabela 3).
Koncentracja wolnych rodnikéw w DOPA-melaninie maleje wraz ze wzrostem
stezenia jonoéw Cu(ll). Podobng zaleznos¢ obserwowano dla kompleksow
neuromelanin z jonami miedzi(ll) [83]. Znany jest tez z literatury [2] poglad o
fizycznym mechanizmie oddziatywania melanina-Cu(ll) odpowiedzialnym za
spadek koncentracji wolnych rodnikbw w kompleksach melaniny z
paramagnetycznymi jonami metali (str. 77-78, niniejsza praca).

Generowanie wolnych rodnikbw w melaninie przez kanamycyne
stwierdzono w pracy [81]. Wzrost koncentracji wolnych rodnikow w DOPA-
melaninie wskutek kompleksowania antybiotykami aminoglikozydowymi
obserwowano takze w przypadku gentamicyny, netilmicyny i
dihydrostreptomycyny [51, 81, 133]. Generowanie wolnych rodnikow w
melaninie przez antybiotyki aminoglikozydowe jest prawdopodobnie
odpowiedzialne za efekty toksyczne towarzyszace dziataniu tych lekéw na
organizm ludzki. Biopolimer melaninowy wigze lek wprowadzony do
organizmu, a wiec powoduje przedtuzenie jego dziatania na tkanki. Wolne
rodniki w kompleksach melanina-lek mogg inicjowa¢ niepozgdane reakcje
biochemiczne w organizmie cztowieka. Za pomocg spektroskopii EPR i
analiz biomedycznych stwierdzono, ze antybiotyki aminoglikozydowe
wywotujgce silne efekty toksyczne generujg duze ilosci wolnych rodnikow w
melaninie [17, 30, 50-51, 81, 133].
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Wplyw kolejnosci kompleksowania DOPA-melaniny kanamycyng i
jonami Cu(ll) na koncentracje wolnych rodnikbw w DOPA-melaninie
przedstawiono na rysunku 36. Koncentracje wolnych rodnikébw w
kompleksach mel+Cu+kan i mel+kan+Cu poréwnano z koncentracjg wolnych
rodnikbw w kompleksach mel+Cu. Koncentracje wolnych rodnikéw w
kompleksach mel+Cu+kan sg niewiele wyzsze od koncentracji dla
kompleksow mel+Cu (rys. 36, Tabela 3). Jony Cu(ll) blokujg prawdopodobnie
miejsca wigzace dla kanamycyny, ktéra podwyzsza koncentracje wolnych
rodnikdbw w melaninie. llos¢ miedzi(ll) zwigzanej w kompleksie mel+Cu+kan
jest nieznacznie nizsza od ilosci miedzi(ll) zwigzanej w kompleksie mel+Cu
(Tabela 2).

16

12 -

N[10%spin/g]
[ee]

| i N [

1x10-5M 5x10-5M 1x10-4M 5x10-4M 1x10-3M

‘I:ImeI-Cu B mel-Cu-kan Omel-kan-Cu ‘

Rys. 36. Koncentracja wolnych rodnikow w kompleksach DOPA-melaniny z jonami
Cu(ll) i kanamycyng w zaleznosci od kolejnosci kompleksowania przy stezeniu
jonéw Cu(ll) wynoszgcym od 1x107®° do 1x10° M

Koncentracje wolnych rodnikbw w kompleksach mel+kan+Cu sg
wyzsze niz w kompleksach mel+Cu+kan (rys. 36, Tabela 3). Kanamycyna w
kompleksach mel+kan+Cu blokuje prawdopodobnie miejsca wigzgce jonom
Cu(ll), ktére obnizajg koncentracje wolnych rodnikbw w melaninie. 1los¢
miedzi zwigzanej z melaning w kompleksach mel+kan+Cu jest nizsza w

poréwnaniu z ich iloscig w przypadku komplekséw mel+Cu+kan (Tabela 2).
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4.2. Widma EPR jonow miedzi(ll) w badanych kompleksach

4.2.1. Ogéblna charakterystyka widm EPR jonow miedzi(ll)

W badanych kompleksach zarejestrowano bardzo szerokie widma
EPR jonow miedzi(ll) o szerokosci linii powyzej 7 mT. Wartos¢ amplitudy
zmienia sie w zaleznosci od stezenia dodanych jonéw metalu oraz zalezy od
kolejnosci ich kompleksowania do melaniny.

Amplitudy sygnatu EPR paramagnetycznych jonéw miedzi(ll)
zestawiono na rysunku 37.

Linii EPR jonéw Cu(ll) nie rejestrowano dla najnizszego stezenia

jonéw miedzi(Il) we wszystkich badanych kompleksach (rys. 37).

0,06

0,04

Aljw]

0,02 A

L

1x10-5M 5x10-5M 1x10-4M 5x10-4M 1x10-3M

‘I:I mel-Cu @ mel-Cu-kan @ mel-kan-Cu ‘

Rys. 37. Amplitudy linii EPR paramagnetycznych jonéw Cu(ll) komplekséw DOPA -
melaniny z kanamycyng i jonami Cu(ll)

Amplituda linii EPR jonow Cu(ll) w kompleksach mel+Cu ro$nie wraz
ze wzrostem stezenia dla stezen z badanego zakresu 5x10°-1x10" M (rys.
37). llo$¢ jondéw miedzi(ll) zwigzanych do DOPA-melaniny w kompleksach
mel+Cu rosnie wraz ze wzrostem stezenia w catym zakresie stosowanych
stezen (1x10°-1x10° M) (Tabela 2, rozdziat 3).

Amplituda linii EPR paramagnetycznych jonéw Cu(ll) w kompleksach

mel+Cu+kan oraz mel+kan+Cu rOéwniez rosnie wraz ze wzrostem stezenia
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(5x10°-1x10" M) (rys. 37). Efekt ten jest zgodny z oczekiwaniami, poniewaz
ilos¢ jonow miedzi(ll) zwigzanych do melaniny w wyzej wymienionych
kompleksach wzrasta wraz ze wzrostem stezenia dodawanych jonéw metalu
(Tabela 2, rozdziat 3).

Amplitudy linii EPR jonéw Cu(ll) w kompleksach mel+kan+Cu sg
mniejsze niz amplitudy linii jonéw Cu(ll) w kompleksach mel+Cu+kan (rys.
37). Zaleznos¢ ta spowodowana jest mniejszg iloscig jondéw Cu(ll)
zwigzanych do melaniny w kompleksach mel+kan+Cu (Tabela 2, rozdziat 3).
Kanamycyna w kompleksach mel+kan+Cu blokuje miejsca wigzgce jonom
miedzi(ll).

Okreslenie bezwzglednej liczby miedziowych centrow
paramagnetycznych jest utrudnione ze wzgledu na charakter ich widm EPR.
Dlatego w celu zobrazowania tego zagadnienia, przedstawiono amplitudy
sygnatéw EPR jonow miedzi(ll) i rodnikbw melaninowych (Tabela 5). Dane z
tabeli 5 pokazujg, ze amplituda sygnalu EPR jonow miedzi(ll)
zarejestrowanego przy 20 dB, rosnie ze wzrostem stezenia dodawanych
jondbw metalu i zalezy od kolejnosci wprowadzania czynnikéw
kompleksujgcych do melaniny. Ze wzrostem sygnaiu EPR jondw miedzi,

maleje sygnat EPR pochodzgcy od rodnikow melaninowych.
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Tabela 5. Amplitudy sygnaféw EPR jonow Cu(ll) oraz rodnikbw melaninowych w
badanych prébkach zarejestrowanych przy ttumieniu 20 dB w temperaturze
pokojowej. Stezenie jonédw Cu(ll) wynosifo 1x10°-1x10° M

PROBKA Stezenie jonéw A x 10 [j w]
Cu(ll)
M] Cu(ll Melanina
5x107 0,009 0.77
(DOPA-melanina)-Cu 1x10™ 0,014 0.49
5x10™ 0,033 0.13
1x10° 0,048 0.16
5x107 0,012 0,55
[(DOPA-melanina-Cu)]-kanamycyna 1x10™ 0,013 0.29
5x10™ 0,040 0.26
1x10° 0,054 0.23
1x10™ 0,002 112
[(DOPA-melanina-kanamycyna)]-Cu 5x10™ 0,003 0.70
1x10° 0,019 0.84

4.2.2. Otoczenie koordynacyjne jonow miedzi(ll) w melaninie

Niektore uzyskane widma EPR przysparzajg wielu trudnosci w ich
interpretacji [134]. Zarejestrowane widma EPR jonéw Cu(ll) w badanych w
pracy [135] kompleksach nie wykazywaty struktury nadsubtelnej, przez co ich
interpretacja byta znacznie utrudniona. W niniejszej pracy otrzymano widma
o takim wiasnie charakterze (rys. 32-34).

Mozna jednak wyznaczy¢ przyblizony wspoétczynnik rozszczepienia

spektroskopowego g, =2,05 oraz g, =2,20. Warto$ci te pozwalajg okresli¢
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wartos¢ G [136], ktora jest wskaznikiem wielkosci oddziatywania
wymiennego, zdefiniowang jako

9=

g, -2

Gdy G = 4,0 - 4,5, to sprzezenie wymienne miedzy jonami miedzi(ll) jest do

G=

zaniedbania. W rozwazanym w niniejszej pracy przypadku wielkos¢ G = 4,0.
Otrzymane  wartosci  obu  wspotczynnikbw  rozszczepienia

spektroskopowego g pozwalajg na okreslenie symetrii jonu miedzi(ll) w

badanej prébce [136]. Gdy stanem podstawowym jest ‘xz —y2>, wowczas
spetniona jest nierébwno$¢ g, >g, >2. Dla wspomnianego stanu

podstawowego charakterystyczna jest symetria kompleksu wydtuzonego
oktaedru, kwadratu lub piramidy kwadratowej. Na rysunku 38 przedstawiono
propozycje otoczenia jonu Cu(ll) w melanine. Znane sg z literatury
propozycje otoczenia jonow Cu(ll) przez cztery ligandy, wsréd ktérych
znajdujg sie czgsteczki wody (rys. 5) [53]. W niniejszej pracy uzyto suchych
proébek melaninowych i dlatego zaproponowano otoczenia jonu Cu(ll) bez

czgsteczek H,0.
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Rys. 38. Propozycja otoczenia kwadratowego jonu Cu(ll) w melaninie
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4.3. Nasycenie mikrofalowe widm EPR badanych probek

4.3.1. Wptyw mocy mikrofalowej na wolnorodnikowy sygnat EPR

melaniny

Przeprowadzono badania wptywu mocy mikrofalowej na parametry
widm EPR (amplituda A, intensywnos¢ |, szeroko$¢ linii ABp,) probek
melaniny oraz jej komplekséw z kanamycyng i jonami miedzi(ll). Na
przedstawionych w tym rozdziale wykresach zastosowano skrocone nazwy
badanych prébek (Tabela 1, rozdziat 3). Stezenia dodanych jonéw miedzi(ll)
zostaty podane w nawiasie przy nazwie prébki w legendzie rysunku.

Na rysunku 39 przedstawiono wptyw mocy mikrofalowej na amplitude
A i intensywnos¢ | sygnatu EPR melaniny oraz jej kompleksow z
kanamycyng i jonami miedzi(ll) przy stezeniu jonéw miedzi(ll) réwnym 1x107
M oraz przy roznej kolejnosci kompleksowania. Zaobserwowano wzrost
amplitudy i intensywnosci sygnatu EPR po dodaniu kanamycyny do melaniny
(rys. 39). Lek indukuje wolne rodniki melaninowe wptywajgce na zmiane
mierzonych parametréw widma EPR [50-51, 81, 133]. Analizie poddano
probki, do ktérych jako pierwszy dodano lek, a potem jony miedzi(ll), w
drugim przypadku postgpiono odwrotnie. Czynnik kompleksujacy, ktory jest
dodany do polimeru melaninowego jako pierwszy, blokuje miejsca wigzace
dla drugiej substancji dodanej do probki. Na rysunku 39 dobrze obrazujg to
prébki oznaczone jako mel+kan+Cu(1x107®) oraz mel+Cu(1x10%)+kan.

Wszystkie zarejestrowane linie EPR (rys. 39) nasycajg sie ze
wzrostem mocy mikrofalowej stosowanej podczas pomiarow. Oznacza to, ze
badane probki melaniny charakteryzujg dtugie czasy relaksacji spin-sie¢ T;.
Dodanie jonéw miedzi(ll) ((DOPA-melanina)-Cu(ll), [(DOPA-melanina)-
Cu(I]-kanamycyna) powoduje niewielkie przesuniecie efektu nasycenia
mikrofalowego ku wyzszym mocom mikrofalowym, a zarazem skrocenie
czasu relaksacji spin-sie¢ T (rys. 39). Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi
literaturowymi [50-51, 82-83].
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Rys. 39. Wpfyw mocy mikrofalowej na amplitude (a, b) A i intensywnos¢ (c) linii EPR
DOPA-melaniny i jej kompleks6w z jonami miedzi(ll) i kanamycyng. Amplitudy
kompleksu mel+Cu oraz mel+Cu+kan zostaly pomnozone przez 5 na rysunku (b).
Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo 1x10° M.

74



Dla wszystkich badanych prébek analizowano réwniez wptyw mocy
mikrofalowej na szerokosc¢ linii EPR ABp,. Wptyw mocy mikrofalowej na
szerokos¢ linii EPR AB, probek omowionych powyzej przedstawia rysunek
40.
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Rys. 40. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokosc linii EPR AB,, DOPA-melaniny i jej
komplekséw z jonami miedzi(ll) i kanamycyng. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
1x10° M.

W przypadku prébek mel oraz mel+kan stwierdzono jedynie niewielki
wptyw mocy mikrofalowej na szerokosci linii ABy, (rys. 40). Znaczny wzrost
szerokosci linii ABpp wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej zaobserwowano
dla prébek melaninowych, ktére zawieraty jony miedzi(ll) (rys. 40).

Podobne zaleznosci jak na rysunkach 39 oraz 40, przedstawiono na
rysunkach 41 i 42 dla takiego samego zestawienia probek (tzn. taka sama
kolejno$¢ kompleksowania), ale przy stezeniu 5x10* M dodanych jonéw
Cu(ll). Efekty spowodowane w przypadku tych prébek sg takie same, jak
omowiono powyzej. Zjawisko nasycenia obrazujg lepiej zaleznosci amplitudy
widma EPR od mocy mikrofalowej w poréwnaniu z zaleznosciami
intensywnosci widma EPR. Zwigzane jest to z btedem wyznaczenia
intensywnosci widm EPR, co z kolei wigze sie z btedem przy odczycie

szerokosci widm EPR.
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Rys. 41. Wpfyw mocy mikrofalowej na amplitude A (a) i intensywnosc¢ | (b) linii EPR
DOPA-melaniny i jej komplekséw z kanamycyng i jonami miedzi(ll). Stezenie jonéw
Cu(ll) wynosifo 5x10™ M.
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Rys. 42. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokosc linii EPR AB,, DOPA-melaniny i jej
komplekséw z jonami miedzi(ll) i kanamycyng. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
5x10* M.

Sporzadzono réwniez inne zestawienia wynikow badan wptywu mocy
mikrofalowej na parametry zarejestrowanych widm EPR. Na rysunku 43
przedstawiono intensywnosci linii EPR w zaleznosci od mocy mikrofalowej
dla komplekséw melaniny z jonami miedzi(ll) zawierajgcymi rézne stezenia
jonu metalu. Na rysunku 43 widoczna jest rowniez zaleznos¢ intensywnosci
linii EPR od mocy mikrofalowej dla DOPA-melaniny, ktéra petni tutaj role
wzorca. Wysokie stezenia dodanych jonéw metalu (1x10° M, 5x10* M)
powodujg znaczne obnizenie amplitudy A i intensywnosci | widma EPR (rys.
43). Dla prébek o niskim stezeniu jonéw metalu (1x10™* M, 5x10° M, 1x107°
M), skrécenie czasu relaksacji spin-sie¢ T, jest wyrazniejsze niz dla probek o
najwiekszych stezeniach jonéw miedzi(ll) (1x10° M, 5x10* M (rys. 43).
Istotne jest to, ze wydtuzenie czasu T, sugerowane w pracy [2] nie wystepuje
we wszystkich badanych probkach zawierajgcych paramagnetyczne jony
Cu(ll) niezaleznie od kolejnosci dodawania czynnikow kompleksujgcych do
melaniny i od ich stezenia. Wedtug Sarny [2] ,gaszenie” sygnatu EPR
wolnych rodnikbw melaniny jest spowodowane wydtuzeniem czasu relaksaciji
spin-sie¢ w polimerze zawierajgcym paramagnetyczne jony metalu.
Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wptywu mocy mikrofalowej na
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amplitudy linii EPR wolnych rodnikow DOPA-melaniny oraz jej kompleksow z
kanamycyng i jonami Cu(ll) nie potwierdzity tego poglgdu. Stwierdzono
niewielkie skrocenie czasu relaksacji spin-sie¢ w probkach DOPA-melaniny
oraz w jej kompleksach z kanamycyng po dodaniu paramagnetycznych
jonéw miedzi(ll). Biorgc pod uwage analizy koncentracji wolnych rodnikow w
kompleksach DOPA-melaniny z kanamycyng i jonami Cu(ll) oraz analizy
nasycenia mikrofalowego ich linii EPR mozna stwierdzi¢, ze obnizenie
koncentracji wolnych rodnikdw w DOPA-melaninie spowodowane obecnoscig
jonéw miedzi(ll), wskazuje na mozliwos¢ udziatu wolnych rodnikéw w

wigzaniu metalu do polimeru.
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Rys. 43. Wpfyw mocy mikrofalowej na amplitude A (a) i intensywno$c I(b) linii EPR
DOPA-melaniny i jej komplekséw z jonami miedzi(ll). Stezenie jonéw Cu(ll): 1x10°-
1x10° M.

Na rysunku 44 pokazano wptyw mocy mikrofalowej na szerokos¢ linii
dla zestawu prébek z rysunku 43. Widoczna jest wyrazna tendencja
wzrostowa szerokosci linii EPR prébek zawierajgcych jony miedzi(ll) przy

jednoczesnym wzroscie mocy mikrofalowej.
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Rys. 44. Wptyw mocy mikrofalowej na szerokosc linit EPR AB,, DOPA-melaniny i jej
komplekséw z jonami miedzi(ll). Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo 1x10°-1x10 M.

Na rysunku 45 przedstawiono zaleznosci amplitudy A i intensywnosci |
widm EPR od mocy mikrofalowej probek mel+Cu+kan, a na rysunku 47
prébek mel+kan+Cu przy wszystkich uzytych stezeniach jonow miedzi(ll).
Jako wzorzec na tych rysunkach umieszczono probke mel+kan, wzgledem,
ktorej porownywano zmiany amplitudy i intensywnosci sygnatu EPR
pozostatych prébek.

Obserwujgc wplyw mocy mikrofalowej na szerokosci linii EPR
kompleksow mel+Cu+kan przy wszystkich uzytych stezeniach jonéw metalu
(1x10° M, 5x10™* M, 1x10™ M, 5x10° M, 1x10™ M) (rys. 46), widzimy, tak jak
poprzednio (rys. 40, 42, 44), tendencje wzrostowg wraz ze wzrostem mocy
mikrofalowej stosowanej w trakcie pomiaru w przypadku prébek

zawierajgcych jony miedzi(ll).
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Rys. 45. Wpfyw mocy mikrofalowej na amplitude A (a) i intensywno$c | (b)linii EPR
DOPA-melaniny i jej komplekséw z jonami miedzi(ll) i kanamycyng. Stezenia jonéw

Cu(ll) wynosify 1x10°- 1x10° M.
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Rys. 46. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokosc linii EPR AB,, DOPA-melaniny i jej
kompleksow z jonami miedzi(ll) i kanamycyng. Stezenia jonéw Cu(ll) wynosity
1x107°- 1x10° M.

Na rysunkach 45 i 47, tak samo jak dla wspomnianych powyzej
prébek, widoczny jest spadek amplitudy A i intensywnosci | linii EPR
badanych komplekséw ze wzrostem stezenia dodanych jonéw metalu.
Wida¢, wiec ze efekt zmniejszenia amplitudy (intensywnosci) sygnatu
rodnikowego melaniny dla wyzszych mocy mikrofalowych oraz wzrost
szerokosci linii tego sygnatu ze wzrostem mocy mikrofalowej, ma miejsce w
calym zakresie uzytych stezen jonow miedzi(ll).

Rysunek 48 zawierajgcy kolejny zestaw szerokosci sygnatu EPR
wzgledem mocy mikrofalowej, pokazuje ten sam efekt (wzrost szerokosci linii
ze wzrostem mocy mikrofalowej), ktory jest charakterystyczny dla wszystkich
linii EPR przedstawionych w tym rozdziale.
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Rys. 48. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokosc linii EPR AB,, DOPA-melaniny i jej
komplekséw z jonami miedzi(ll) i kanamycyng. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
1x10° M

Uzyskane wyniki przeprowadzone metodg ciggtego nasycenia
mikrofalowego linii EPR pokazaly, ze zarejestrowane sygnaty EPR
pochodzgce od rodnikowych centrow paramagnetycznych w badanych
probkach melanin sg liniami poszerzonymi jednorodnie (amplitudy sygnatu
EPR nasycajg sie dla wyzszych mocy mikrofalowych, a ich szerokosci
wzrastajg ze wzrostem mocy mikrofalowej). Efekty te sg niezalezne od
uzytego stezenia jondw paramagnetycznych wprowadzonych do melaniny.

Na zakonczenie tego rozdziatu warto podkreslic raz jeszcze fakt, ze
przeprowadzone w niniejszej pracy badania i analizy koncentracji
rodnikowych centréw paramagnetycznych oraz wptyw mocy mikrofalowej na
rodnikowy sygnat EPR badanych prébek melaninowych z kanamycyng i
jonami miedzi(ll) nie potwierdzajg pogladu przedstawionego w publikacji [2]
stwierdzajgcego, ze wydtuzenie czasu relaksacji spin-sie¢ T; powoduje
~.gaszenie” rodnikowego sygnatu EPR polimeru melaninowego zawierajgcego
paramagnetyczne jony metalu. W niniejszej pracy nie zaobserwowatam
wydtuzenia czasu Tj.

Warto wspomnie¢, ze znane sg z literatury naukowej badania metodg

ciggtego nasycenia mikrofalowego sygnatu EPR probek DOPA-melaniny
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[137], ktorych rezultat pokazuje, ze zarejestrowane linie EPR DOPA-

melaniny w obecnosci porfiryn wykazujg poszerzenie niejednorodne.

4.3.2. Wptyw mocy mikrofalowej na widma EPR jonéw miedzi(ll) w

badanych kompleksach DOPA-melaniny

Zbadano takze wptyw mocy mikrofalowej na widma EPR jonéw
miedzi(ll) dodanych do melaniny. Analizie poddano amplitudy sygnatéw EPR
pochodzacych od paramagnetycznych jonow miedzi(ll). Nie zaobserwowano
zjawiska nasycenia mikrofalowego dla sygnatu EPR pochodzgcego od jonow
miedzi(ll) dla wszystkich badanych probek. Podobne rezultaty znane sg z
literatury [39, 51, 83]. Jony miedzi(ll) charakteryzuje krotki czas relaksacji
spin-sie¢ T, i dlatego zarejestrowane linie EPR nie nasycajg sie w
zastosowanym zakresie mocy mikrofalowej. W przypadku uzycia niskich
stezen jondéw metalu (5x10° M oraz 1x10® M), z polimerem melaninowym
Zwigzata sie bardzo mata jego ilos¢ (tabela 3, rozdziat 3.1.6.) i sygnat EPR
pochodzacy od jonéw Cu(ll) nie zostat zarejestrowany.

Ze wzrostem stezenia jonéw metalu zaobserwowano wzrost amplitudy

sygnatu EPR  pochodzagcego od jondw metalu (rys. 49).
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Rys. 49. Wplyw mocy mikrofalowej na amplitude A sygnatu EPR jonéw miedzi(ll)
skompleksowanych z DOPA-melaning. Stezenia jonéw Cu(ll) wynosify 5x10°-
1x107 M.
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Zaobserwowano, ze szerokos¢ linii EPR pochodzgcej od jondw
miedzi(ll) zwieksza sie nieznacznie ze wzrostem mocy mikrofalowej (rys. 50).
Najwiekszg szerokoscig linii charakteryzujg sie probki mel+Cu o
najwyzszym stezeniu jonéw metalu (1x10° M oraz 5x10™* M) (rys. 50). W
przypadku prébek, gdzie uzyto nizszych stezen (1x10* M oraz 5x10° M),

widoczne jest znaczne zwezenie linii EPR.
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Rys. 50. Wpfyw mocy mikrofalowej na szeroko$¢ linii EPR ABg, jonéw miedzi(ll)
skompleksowanych z DOPA-melaning. Stezenia jonéw Cu(ll) wynosify 5x10°-
1x10 M.

Dodanie kanamycyny do kompleksu melaniny z jonami miedzi(ll) nie
wywiera duzego wptywu na amplitude sygnatu EPR (rys. 51) w poréwnaniu z
kompleksami mel+Cu (rys. 49). Ze wzgledu na to, ze lek zostat dodany do
melaniny po jej kompleksowaniu jonami metalu, nie zwigzata sie zbyt duza
jego ilos¢ z polimerem (Tabela 2) i dlatego zmiana amplitudy jest mata.

Szerokosé¢ linii EPR jonow miedzi(ll) zmniejsza sie na skutek dodania
leku do kompleksow mel+Cu (rys. 50, 52). Wiekszy wptyw leku na zmiane
szerokosci linii EPR jest widoczny w przypadku dwoch najwiekszych uzytych
stezen jonéw metalu (1x10° M, 5x10“ M) w przypadku komplekséw mel+Cu

oraz mel+Cu+kan (rys. 50, 52).
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Rys. 51. Wptyw mocy mikrofalowej na amplitude A sygnafu EPR jonow miedzi(ll) w
kompleksach mel+Cu+kan. Stezenia jonéw Cu(ll) wynosify 5x10°-1x10° M

W przypadku komplekséw mel+Cu+kan (rys. 52) zaobserwowano

zblizone do siebie szerokosci

linii

EPR zarejestrowanych dla dwoéch

najwigkszych (1x10° M, 5x10* M) oraz dla dwéch najmniejszych stezen

jonéw metalu (5x10™ M, 1x10° M)
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Rys. 52. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokos$c linii EPR AB,, jonow miedzi(ll) w
kompleksach mel+Cu+kan. Stezenia jonéw Cu(ll) wynosify 5x10°-1x10 M.
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Na rysunku 53 pokazano wzrost amplitudy linii EPR jonow Cu(ll) ze
wzrostem mocy mikrofalowej dla komplekséw mel+kan+Cu dla réznych
stezen jondw metalu. Na rysunku 54 widaé, ze w przypadku prébek
mel+kan+Cu (dla roznych stezen jonow miedzi(ll)), nie obserwuje sie
istotnych zmian w szerokosci sygnatu EPR pochodzgcym od jondéw
miedzi(ll).
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Rys. 53. Wpfyw mocy mikrofalowej na amplitude A sygnafu EPR jonéw miedzi(ll) w
kompleksach mel+kan+Cu. Stezenia jonéw Cu(ll) wynosify 1x10*-1x10 M.
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Rys. 54. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokos$¢ linii EPR ABpp jOﬂOW miedzi(ll) w
kompleksach mel+kan+Cu. Stezenia jonéw Cu(ll) wynosify 1x10™-1x10° M.
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Obserwujgc wptyw kolejnosci kompleksowania kanamycyny i jonow
metalu do polimeru melaninowego na amplitude A sygnatu EPR jondéw Cu(ll)
przy tym samym stezeniu jonéw metalu (1x10° M lub 5x10* M), mozna
zaobserwowaé, ze najmniejszg amplitudg charakteryzujg sie kompleksy
mel+kan+Cu (rys. 55, 56). Dodanie leku jako drugiego w kolejnosci (czyli
poréwnujgc kompleksy mel+Cu+kan i mel+Cu), ma niewielki wplyw na
amplitude sygnatu EPR jonéw Cu(ll) w przypadku najwiekszego stezenia
(1x107° M) (rys. 55), oraz w przypadku stezenia wynoszgcego 5x10™* M (rys.
56).
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Rys. 55. Wptyw mocy mikrofalowej na amplitude A sygnafu EPR jon6w miedzi(ll) w
kompleksach mel+Cu, mel+Cu+kan i me+kan+Cu. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
1x10° M.

Przy nizszych stezeniach jonéw metalu (1x10* M) (rys. 57),
obserwujemy wzrost sygnatu EPR dla kompleksu mel+kan+Cu w poréwnaniu
z sygnatem EPR probki mel+Cu+kan w obszarze wyzszych mocy
mikrofalowych.

Analizowano szerokos¢ linii ABpp, EPR jonéw metalu w zaleznosci od
kolejnosci kompleksowania leku i jonéw metalu do melaniny przy okreslonym
ich stezeniu (rys. 58-60). Na rysunkach tych mozna zauwazyc¢, ze najwieksza
szerokosc linii EPR jest charakterystyczna dla komplekséw mel+kan+Cu, w
przypadku mniejszych stezen (5x10* M oraz 1x10™ M ) jonéw metalu (rys.
59-60).
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Rys. 56. Wptyw mocy mikrofalowej na amplitude A sygnafu EPR jonow miedzi(ll) w
kompleksach mel+Cu, mel+Cu+kan i mel+kan+Cu. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
5x10™ M.

0,12
0,1
0,08 A

0,06 -

Aliw

0,04

oo

o o>
oo
oo

0,02

488

PR 9889

0 0,2 0,4 0,6 08 1

(PIPg)*?

‘ A mel+Cu(1x10-4) o mel+Cu+kan(1x10-4) ¢ mel+kan+Cu(1x10-4) ‘

Rys. 57. Wpfyw mocy mikrofalowej na amplitude A sygnafu EPR jonéw miedzi(ll) w
kompleksachmel+Cu, mel+kan+Cu, mel+kan+Cu. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
1x10™* M.
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Rys. 58. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokosSc linii EPR ABg, jonow miedzi(ll) w
kompleksach mel+Cu, mel+Cu+kan i mel+kan+Cu. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
1x10° M.
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Rys. 59. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokos$c linii EPR AB,, jonow miedzi(ll) w
kompleksach mel+Cu, mel+Cu+kan i mel+kan+Cu. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
5x10™ M.
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Rys. 60. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokosc linii EPR ABy, jonow miedzi(ll))
komplekséw mel+Cu, mel+Cu+kan i mel+kan+Cu. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo
1x10™* M.

Rysunek 61 oraz 62 przedstawia odpowiednio zalezno$¢ amplitudy i
szerokosci linii EPR zapisanych dla prébek mel+Cu i mel+Cu+kan o stezeniu
jonébw metalu wynoszacym 5x10° M. Przy tym stezeniu nie widaé
znaczacego wptywu dodawania kanamycyny do melaniny na wartosci
badanych parametrow linii EPR. Amplituda linii EPR komplekséw mel+kan i
mel+Cu+kan ro$nie wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej (rys. 61), a linie te

nie nasycajg sie w zakresie mocy mikrofalowych (0,7-70 mW).
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Rys. 61. Wptyw mocy mikrofalowej na amplitude A sygnafu EPR jon6éw miedzi(ll) w
kompleksach mel+Cu+kan. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo 5x10° M.
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Rys. 62. Wpfyw mocy mikrofalowej na szerokos$c linii EPR ABg, jonow miedzi(ll) w
kompleksach mel+Cu+kan. Stezenie jonéw Cu(ll) wynosifo 5x10° M.

Jak wspomniano wczesniej, nie zarejestrowano sygnaiu EPR

pochodzacego od jondw miedzi(ll) w przypadku stezenia 1x10 M.

Przeprowadzone badania melaniny oraz jej komplekséw z
kanamycyng i jonami miedzi(ll) metodg ciggtego nasycenia mikrofalowego

widm EPR wykazaly odmienne zachowanie sie centrow paramagnetycznych
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(rodniki melaninowe oraz jony Cu(ll)) wystepujgcych w rozwazanych
prébkach w badanym zakresie mocy mikrofalowej. Efekt nasycenia
mikrofalowego jest charakterystyczny dla wolnych rodnikoéw, natomiast
sygnat EPR zarejestrowany dla jonéw metalu nie ulega nasyceniu. Metoda
ciggtego nasycenia mikrofalowego linii EPR jest stosowana do badania
czasu relaksacji spin-sie¢ T, [118]. Dodanie jonéw paramagnetycznych do
melaniny moze powodowaé skrocenie czasu relaksacji Ti. Za skrocenie
czasu T; mogg byé odpowiedzialne procesy cross-relaksacji. Kanamycyna
nie powoduje zmiany czasu T;. Sygnat EPR zarejestrowany w przypadku
DOPA-melaniny oraz jej kompleksu z lekiem nasyca sie przy podobnej
wartosci mocy mikrofalowej. Brak zjawiska nasycenia widm EPR
paramagnetycznych jonéw Cu(ll) w zastosowanym zakresie mocy
mikrofalowej wskazuje na znacznie krotszy czas relaksacji spin-sie¢ T1 jonow

miedzi(ll), anizeli uktadu wolnych rodnikbw melaninowych.
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4.4. Termicznie wzbudzone stany trypletowe w kompleksach DOPA-

melaniny z kanamycyng i jonami miedzi(ll)

4.4.1. Temperaturowa zaleznosé¢ intensywnosci i szerokosci linii

sygnatu EPR DOPA-melaniny

Dla badanych probek DOPA-melaniny oraz jej komplekséw z
kanamycyng i jonami miedzi(ll) poddano analizie intensywnos¢ |
zarejestrowanych linii EPR oraz iloczyn intensywnosci | i temperatury T (IT).

lloczyn IT bedacy sumg iloczynow pochodzacych od centrow
paramagnetycznych o spinie S = %2 oraz o spinie S = 1 dany jest rGwnaniem

B

IT=C+
3+exp(J/KT)

(13).

Zaleznos¢ intensywnosci | widma EPR od temperatury T pomiaru
otrzymana z doswiadczenia zostata numerycznie dopasowana przez
zaleznos¢ podang powyzej. Dopasowujgc otrzymane rezultaty wybrano
funkcje majgcag sens fizyczny. Wazng kwestig w analizie wynikOw pomiarow
temperaturowych jest zar6wno uzyskanie zadowalajgcego stopnia
dopasowania danych doswiadczalnych z proponowanym modelem
teoretycznym, jak rowniez dobrej interpretacji merytorycznej [138].

Rysunki 63a-67a przedstawiajg zaleznos¢ catkowitej intensywnosci |
linii EPR od temperatury pomiaru T dla badanych prébek, bedacej sumg
intensywnosci pochodzgcych od centrow paramagnetycznych o spinie S = %
oraz o spinie S = 1, dla linii EPR zarejestrowanej w przedziale 100-300 K.
Jedna z krzywych (brgzowa) odpowiada centrom paramagnetycznym
znajdujgcym sie w podstawowym stanie dubletowym o spinie S = .
Przebieg tej krzywej jest zgodny z prawem Curie (ze wzrostem temperatury
maleje intensywnos¢ linii EPR). Krzywa zielona przedstawia zaleznosc¢
intensywnosci linii EPR od temperatury pomiaru T dla centrow
paramagnetycznych bedgcych we wzbudzonym termicznie stanie
trypletowym o spinie S = 1. W przypadku tej krzywej obserwowany jest wraz
ze wzrostem temperatury pomiaru wzrost intensywnosci linii EPR

pochodzgcej od centrow paramagnetycznych o spinie S = 1. Suma tych
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dwoch intensywnosci daje catkowitg intensywnos¢ | linii EPR w
zastosowanym przedziale temperatury pomiaru (rys. 63a-67a).

Na rysunkach 63b-67b pokazany jest réwniez udziat iloczynéw IT
odpowiadajgcych centrom paramagnetycznym o spinie S =% oraz o spinie S
= 1 w catkowitym iloczynie IT. Krzywa dla centrow paramagnetycznych o
spinie S = % (brgzowa) zachowuje sie zgodnie z prawem Curie (iloczyn IT
jest staty w calym stosowanym zakresie temperatury pomiaru). Przebieg
krzywej dla centrdbw paramagnetycznych (zielona) bedgcych we
wzbudzonym termicznie stanie nie spetnia prawa Curie (wraz ze wzrostem
temperatury widoczny jest wzrost iloczynu IT).

Dodanie jonéw miedzi(ll) do DOPA-melaniny, powoduje obnizenie
intensywnosci linii EPR w przypadku prébek mel+Cu oraz mel+Cu+kan (rys.
65, 67) i znaczng przewage centrow paramagnetycznych w podstawowym
stanie dubletowym (S = %2) nad centrami w termicznie wzbudzonym stanie
trypletowym (S = 1). W przypadku pozostatych prébek (rys. 63, 64, 66) efekt
ten nie jest obserwowany. Centra paramagnetyczne w termicznie
wzbudzonym stanie o spinie S = 1 przewazajg od pewnej temperatury nad
grupg centréw paramagnetycznych o spinie S = Y. W przypadku DOPA-
melaniny temperatura ta wynosi ok. 250 K, a w przypadku kompleksu
mel+kan wynosi 170 K. Mozna wysung¢ hipoteze, ze pod wptywem dodania
leku do polimeru melaninowego zwieksza sie ilos¢ centrow
paramagnetycznych o spinie S = 1. Poniewaz mechanizm wigzania lekow do
melaniny nie jest dostatecznie poznany [17, 30, 43, 50-51, 133] nie mozna
doktadnie wyjasni¢ zaobserwowanego efektu. Wiadomo, ze intensywnosc
widma EPR melaniny zwieksza sie pod wptywem dodania leku [17, 50-51,
81, 133]. Zmiany takie sg dobrze widoczne w temperaturze pokojowe;.
Rezultaty takie znane sg z literatury [17, 50-51, 81, 133] oraz z wynikow
otrzymanych w tej pracy. Prawdopodobnie majg miejsce pod wptywem
temperatury reakcje zwigzane z przeniesieniem tadunku (charge-transfer)

prowadzgce do zmiany konfiguracji elektronowej badanych kompleksow.
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Rys. 63.
a) Woykres zaleznosci intensywnosci | od temperatury pomiaru T dla DOPA-melaniny
b) Wykres zaleznoéci iloczynu IT od temperatury pomiaru T dla DOPA-melaniny

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centrow paramagnetycznych o spinie S = %

-krzywa dla centrow paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

a) b)

Jik = 76,1K Jk =76,8K
B=419,1 B=4276
C=159 C=16,0
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Rys. 64.
a) Wykres zalezno$ci intensywnoS$ci | od temperatury pomiaru T dla kompleksu
(DOPA-melanina)-kanamycyna
b) Wykres zaleznosci iloczynu itd. temperatury pomiaru T dla kompleksu (DOPA-
melanina)-kanamycyna

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centréw paramagnetycznych o spinie S = %

- krzywa dla centrow paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

a) b)

J/k =55,0 K J/k =55,8 K
B =224,2 B =226,9
C=10.1 C=10.4
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Rys. 65.

a) Wykres zalezno$ci intensywnosci | od temperatury pomiaru T dla kompleksu
(DOPA-melanina)-Cu(ll)

b) Wykres zaleznosci iloczynu IT od temperatury pomiaru T dla kompleksu
(DOPA-melanina)-Cu(ll)

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centrow paramagnetycznych o spinie S =%

- krzywa dla centrow paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S =1.

a) b)
JIk = 1454 K Jlk = 1256 K
B=8215 B = 4154
c=91 c=89
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Rys. 66.

a) Woykres zaleznosci intensywnosci | od temperatury pomiaru T dla kompleksu
[(DOPA-melanina)-kanamycyna]-Cu(ll)

b) Wykres zaleznosci iloczynu IT od temperatury pomiaru T dla kompleksu
[(DOPA-melanina)-kanamycynal-Cu(ll)

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centrow paramagnetycznych o spinie S =%

- krzywa dla centréw paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

a) b)
Jk =942 K Jk = 94,2 K
B = 824,4 B =822,9

C=16,2 C=16,2 100
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Rys. 67.

a) Woykres zaleznosci intensywnosci | od temperatury pomiaru T dla kompleksu
[(DOPA-melanina)-Cu(ll)]-kanamycyna

b) Wpykres zaleznosci iloczynu IT od temperatury pomiaru T dla kompleksu
[(DOPA-melanina)-Cu(ll)]-kanamycyna

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centrow paramagnetycznych o spinie S =%

- krzywa dla centréw paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

a) b)
J/k=136,5K Jlk =144,7 K
B = 647,8 B = 855,2
c=68 C=69
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Jony paramagnetyczne powodujg obnizenie intensywnosci widma
EPR DOPA-melaniny. Znane sg z literatury badania spadku intensywnosci
widma EPR melaniny wraz ze wzrostem stezenia dodawanego jonu
paramagnetycznego [50-51, 82-83]. Nie sg znane z literatury naukowej
temperaturowe badania zmian intensywnosci widma EPR kompleksow
DOPA-melaniny z jonami metalu i substancjg leczniczg — kanamycyng, ktére
zostaty wykonane po raz pierwszy w niniejszej pracy.

W przypadku komplekséw wielosktadnikowych role odgrywa kolejnosé
dodawania czynnikéw kompleksujgcych (rys. 64-67). Dodanie jonéw metalu
jako pierwszego sktadnika blokuje miejsca wigzgce dla leku [17, 50, 51]. W
tej sytuacji nie obserwuje sie juz tak istotnego wptywu leku na intensywnos¢ |
oraz iloczynu IT w przypadku centréw paramagnetycznych we wzbudzonym
stanie trypletowym (rys. 65, 67). Jezeli jako pierwszy sktadnik dodany jest lek
do melaniny mamy sytuacje przeciwng (rys. 64, 66). Mianowicie lek blokuje
miejsca wigzgce dla jondw metalu. Temperatura, od ktérej przewazajg centra
paramagnetyczne o spinie S = 1, jest taka jak w przypadku czystej DOPA-
melaniny, czyli nizsza niz w przypadku kompleksu melaniny z samym tylko
lekiem. W badanym zakresie temperatur, w przypadku kompleksu melaniny z
jonami metalu oraz kompleksu, gdzie jako pierwsze zostaty dodane jony
miedzi(ll) a nastepnie lek, nie obserwuje sie przy Zzadnej temperaturze
pomiaru przewagi intensywnosci | oraz iloczynu IT dla centréw
paramagnetycznych o spinie S = 1 w porOwnaniu z centrami
paramagnetycznymi o spinie S = %. Przypuszczalnym wyttumaczeniem tego
zjawiska jest to, ze jony metalu zablokowaty znaczng ilos¢ miejsc wigzgcych
w melaninie i dlatego z polimerem zwigzata sie mniejsza ilos¢ leku.

Dane zamieszczone w tabeli 6 pokazujg, ze wartosci energii
wzbudzen singlet-tryplet J/k dla badanych prébek sg rozne.

Najnizszg energig wzbudzenia charakteryzuje sie kompleks melaniny
z lekiem, a najwyzszg kompleksy melaniny z jonami metalu (Tabela 6).
Mozna powiedzie¢, ze po dodaniu jonow miedzi(ll) do melaniny wymagana
jest wieksza energia wzbudzenia singlet-tryplet J/k. Wzrost energii
wzbudzenia jest uzalezniony rowniez od kolejnosci dodawania kanamycyny i
jonéw Cu(ll) do melaniny. W przypadku DOPA-melaniny oraz jej kompleksu z
lekiem otrzymano najnizsze wartosci energii wzbudzenia J/k. Dodanie

kanamycyny do polimeru melaninowego spowodowato obnizenie wartosci
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energii  wzbudzenia J/k. Fakt ten potwierdza wcze$niej wysuniete
przypuszczenie, ze lek umozliwia ,Lepszg” obserwacje centréw
paramagnetycznych znajdujgcych sie w termicznie wzbudzonym stanie o
spinie S = 1, tzn. znaczng ich przewage nad centrami paramagnetycznymi
bedacymi w stanie o spinie S = % (rys. 64-65, Tabela 6). W przypadku
kompleksow, do ktorych jako pierwsze wprowadzone zostaty jony metalu,
stwierdzono znaczny wzrost energii wzbudzenia oraz przewage centrow
paramagnetycznych o spinie S =% (rys. 65, 67).

Przedstawiono réwniez wykresy zaleznosci intensywnosci | linii EPR
badanych prébek melaninowych oraz wykresy zaleznosci iloczynu IT od
odwrotnosci temperatury 1/T (rys. 68-72). Podobnie jak na rysunkach 63-67
pokazana jest zalezno$¢ catkowitej intensywnosci linii EPR oraz catkowitego
iloczynu IT oraz odpowiednie ich sktadowe dla dwoch rozwazanych grup
centrow paramagnetycznych. Centra paramagnetyczne o spinie S = %
zachowujg sie zgodnie z prawem Curie, natomiast centra paramagnetyczne
0 spinie S = 1 nie spetniajg tego prawa.

Numeryczng analize wynikOw przeprowadzono z zastosowaniem
programu STATISTICA PL 5.1 firmy SYSTAT [139]. Po podaniu modelu
teoretycznego, wybrano jedng z metod estymacji nieliniowej dostepng w
pakiecie programu STATISTICA PL 5.1 — metode quasi-Newtona [138-139].
Metoda ta w wiekszosci zastosowan, jest najszybszg metodg osiggania
zbieznosci. Polega ona na szacowaniu funkcji w celu estymacji pochodnych
pierwszego i drugiego rzedu. Pochodne te informujg o kierunku i szybkosci
zmian nachylenia funkcji, ktére algorytm wykorzystuje w celu osiggniecia
minimum funkcji straty. Funkcja straty okresla wielko$¢ odchylen wartosci
przewidywanych od wartosci obserwowanych. Stopien dopasowania modelu
do danych doswiadczalnych oceniono za pomocg wspoéfczynnika
determinacji R? okres$lajgcego, jaki procent zmiennosci (wariancji) cechy
zaleznej jest wyjasniony przez model (Tabela 7).
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Tabela 6. Wartosci parametréow J/k, B oraz C wyznaczone dla modelu
jednoczesnego istnienia stanu trypletowego (S = 1) i dubletowego (S = ¥2) w DOPA-
melaninie oraz w jej kompleksach z kanamycyng i jonami miedzi(ll) (rownanie (13)).

Model jednoczesnego
wystepowania stanu
trypletowego (S=1) i
dubletowego (S = ¥2)

Prébka Funkcja
J/k B C
(K]
I =1(T)
76,1 419,1 15,9
(DOPA-melanina) | =f(1/T)
IT =1(T)
76,8 427.,6 16,0
IT =f(1/T)
I =1(T)
55,0 224,2 10,1
(DOPA-melanina)- I =f(L/T)
kanamycyna IT = f(T)
55,8 226,9 10,4
IT =f(1/T)
| =1(T)
145,4 821,5 9,1
(DOPA-melanina)-Cu(ll) | =f(1/T)
IT =1(T)
125,6 415,4 8,9
IT =1f(1/T)
| =1(T)
94,2 824,4 16,2
[(DOPA-melanina)- | =f(L/T)
kanamycyna]-Cu(ll) IT = f(T)
94,2 822,9 16,2
IT =f(1/T)
| =1(T)
136,5 647,8 6,8
[(DOPA-melanina)-Cu(ll)]- I =f(L/T)
kanamycyna IT = f(T)
1447 855,2 6,9
IT =f(1/T)

Wszystkie podane parametry byty istotne statystycznie.
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Rys. 68.

a) Woykres zaleznosci intensywnosci | od odwrotnosci temperatury pomiaru 1/T

b)

dla DOPA-melaniny
Wykres zaleznosci iloczynu IT intensywnosci | oraz temperatury pomiaru T
od odwrotnosci temperatury 1/T dla DOPA-melaniny

* punkty doswiadczalne
- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centrow paramagnetycznych o spinie S = %
- krzywa dla centrow paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

a) b)

Jk =76,1K Jk=76,8K
B =419,1 B =427,6
C=159 C=16,0
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Rys. 69.

a) Wykres zaleznosci intensywnosci | od odwrotnos$ci temperatury pomiaru 1/T
dla kompleksu (DOPA-melanina)-kanamycyna

b) Wykres zaleznosci iloczynu IT intensywnosci | oraz temperatury
pomiaru T od odwrotnosci temperatury 1/T dla kompleksu (DOPA-
melanina)-kanamycyna

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centréw paramagnetycznych o spinie S = %

- krzywa dla centrow paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

a) b)

J/Ik =55,0 K J/k =55,8 K
B =224,2 B =226,9
C=101 C=104
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Rys. 70.

a) Wykres zaleznosci intensywnosci | od odwrotno$ci temperatury pomiaru 1/T
dla kompleksu (DOPA-melanina)-Cu(ll)

b) Woykres zaleznosci iloczynu IT intensywnosci | oraz temperatury pomiaru T od
odwrotnosci temperatury 1/T dla kompleksu (DOPA-melanina)-Cu(ll)

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centrow paramagnetycznych o spinie S = %

- krzywa dla centrow paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

a) b)
Jik = 145,4 K Jik = 125,6 K
B=8215 B = 4154 107

Cc=91 Cc=89



mel+kan+Cu a)
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Rys. 71.
a) Wykres zaleznosci intensywnosci | od odwrotnosci temperatury pomiaru
1/T pomiaru dla kompleksu [(DOPA-melanina)-kanamycyna]-Cu(ll)
b) Wykres zaleznosci iloczynu IT intensywnosci | oraz temperatury
pomiaru Tod odwrotnosci temperatury 1/T dla kompleksu [(DOPA-
melanina)-kanamycyna]-Cu(ll)

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centrow paramagnetycznych o spinie S = %

- krzywa dla centréw paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S = 1.

a) b)

Jik = 94,2 K Jk =94,2K
B =8244 B =8229
C=16,2 C=16.2
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Rys. 72.
a) Wykres zaleznosci intensywnosci | od odwrotnosci temperatury
pomiaru 1/T dla kompleksu [(DOPA-melanina)-Cu(ll)]-kanamycyna
b) Wykres zaleznosci iloczynu IT intensywnosci | oraz temperatury
pomiaru T od odwrotnosci temperatury 1/T dla kompleksu [(DOPA-
melanina)-Cu(ll)]-kanamycyna

* punkty doswiadczalne

- krzywa teoretyczna

- krzywa dla centréw paramagnetycznych o spinie S = %

- krzywa dla centrow paramagnetycznych termicznie wzbudzonych o spinie S =
1.

a) b)
J/k = 136,5 K Jlk = 144,7 K
B =647,8 B =855,2

C=6,8 Cc=69 109



Tabela 7. Stopien dopasowania modelu teoretycznego zakfadajgcego jednoczesne
istnienie centréw paramagnetycznych w stanie dubletowym (S = %2) i w termicznie

wzbudzonym stanie trypletowym (S = 1) do danych doswiadczalnych

Prébka Funkcja Wspofczynnik
determinacji R
I =1f(T)
(DOPA-melanina) 0.977
I =f(L/T)
IT =1f(T)
0.999
IT = f(1/T)
I =1f(T)
(DOPA-melanina)-kanamycyna 0.896
I =f(L/T)
IT =1f(T)
0.997
IT =f(1/T)
I =1f(T)
(DOPA-melanina)-Cu(ll) 0.894
I =f(L/T)
IT=1f(T)
0.923
IT =f(1T)
I =1f(T)
[(DOPA-melanina)- 0.943
kanamycyna]-Cu(ll) I =f(L/T)
IT =1f(T)
0.992
IT = f(1T)
I =1f(T)
[(DOPA-melanina)-Cu(ll]- 0.915
kanamycyna I =f(1/T)
IT =1f(T)
0.994
IT =f(1/T)

Obliczone wspotczynniki byty statystycznie istotne.
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Rysunek 73 przedstawia wptyw temperatury pomiaru na szerokos¢ linii

sygnatu EPR pochodzgcego od wolnych rodnikéw w melaninie.

0,55
e
oo o
0,5 ° .
=
1S ® 8 o °
— [ J [ J ® © oo [ J [ J [ ]
co% o o ° ¢ o o o ° °
AN | ) . [ ° ° [ ]
0,45 1 ° * %%
[ J
o L0 o .
° [ J ° [ J [ J
014 T T T
100 150 200 250 300
T [K]
e mel e mel+kan e mel+Cu(1x10-3)

e mel+kan+Cu(1x10-3) e mel+Cu(1x10-3)+kan

Rys. 73. Temperaturowa zaleznoSc szerokosci widma EPR AB,, DOPA-melaniny
oraz jej kompleks6w z kanamycyng i jonami miedzi(ll). Stezenie jondéw Cu(ll)
wynosifo 1x10° M.

Na podstawie temperaturowej zaleznosci szerokosci linii EPR
badanych probek mozna stwierdzi¢, czy przewazajg w nich oddziatywania
spin-sie¢ czy spin-spin. Czas relaksacji spin-sie¢ T, zalezy od temperatury
pomiaru [119]. Szeroko$¢ linii EPR uwarunkowana jest czasem relaksacji T,
oraz T,. Otrzymana temperaturowa zaleznos¢ szerokosci linii EPR (rys. 73)

wyraznie wskazuje na przewage oddziatywan spin-sie¢.

4.4.2. Struktura chemiczna melaninowych centrow paramagnetycznych

ospinieS=1orazS=%

Dane uzyskane z przeprowadzonych pomiaréw widm EPR w zakresie
temperatur 100-300 K wykazaty istnienie w badanych probkach, oprocz

centrow paramagnetycznych w stanie dubletowym o spinie S = %, centrow
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paramagnetycznych w termicznie wzbudzonym stanie trypletowym o spinie S
= 1. Otrzymane wyniki pokazujg, ze prawo Curie IT =C opisujgce centra
paramagnetyczne o spinie S =% nie jest spetnione, co wskazuje na istnienie
dodatkowego rodzaju centréw paramagnetycznych w badanych prébkach
[129]. Rysunek 74 przedstawia tautomeryczne formy indolo-5,6-chinonu —
podstawowej jednostki strukturalnej melaniny [140]. Tautomeria oznacza
przemieszczenie atomu wodoru w obrebie molekuty i mowimy wtedy o
formach tautomerycznych danego zwigzku [141]. Skutkiem tych przejs¢ jest

rozna mozliwosc¢ zlokalizowania niesparowanych elektronéw w molekule.

HO

Rys.74. Struktury tautomeryczne indolo-5,6-chinonu wg [140]

Problem, jaki stwarza analiza jednostek chemicznych tworzacych
melanine jest problemem bardzo rozlegtym [60, 72-79, 140]. Istnienie
centrow paramagnetycznych w termicznie wzbudzonym stanie trypletowym
(S = 1) nasuneto kolejne zadanie, a mianowicie wskazanie miejsc lokalizacji
niesparowanych elektronow w strukturze DOPA-melaniny dajgcych spin S =
1. Dyskusji poddano gtéwny skiadnik tworzgcy polimer melaninowy — indolo-
5,6-chinon. W melaninie mogg wystepowaé¢ trzy formy jednostek
indolochinonowych: 1) indolo-5,6-chinon (S = 0), 2) 5,6-dihydroksyindol (S =
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0), 3) tautomeryczne struktury monorodnikowe: 5,6-dihydroksyindol-5-yl (S =
%) i 5,6-dihydroksyindol-6-yl (S = v2) [2, 140], ktére pokazano na rysunku 75.

1) o
\ indolo-5,6-chinon
S=0
O N
H
2)
HO ) )
\ 5,6 —dihydroksyindol
S=0
HO N
H
3)
5,6-dihydroksyindol-5-yl 5,6-dihydroksyindol-6-yl
O HO
N - N
N N
HO H O H

Tautomeryczne struktury monorodnikowe indolo-5,6-semichinonu

Rys. 75. Formy jednostek indolochinonowych wystepujgce w melaninie: 1) indolo-
5,6-chinon (S = 0), 2)5,6-dihydroksyindol (S = 0), 3) tautomeryczne struktury
monorodnikowe: 5,6-dihydroksyindol-5-yl (S = %2) i 5,6-dihydroksyindol-6-yl (S = %)
wg [2, 140]

W wyniku dostarczenia energii termicznej kT, wzbudzeniu do struktury
0 spinie S = 1 moze ulec tylko forma chinonowa indolo-5,6-chinonu o spinie

S = 0 wedilug proponowanej reakcji przedstawionej na rysunku 76. Sygnat
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EPR melaniny pochodzi wiec od struktur birodnikowych o spinie S = 1 oraz
od struktur monorodnikowych o spinie S = Y.

Na wystepowanie w melaninie termicznie wzbudzonych stanéw
trypletowych o spinie S = 1 wskazujg wyniki badan wptywu temperatury
pomiaru na intensywno$¢ widm EPR badanych probek dyskutowane w
niniejszej pracy (rozdziat 4.4.1). Na szczegblng uwage zastuguje fakt, ze
takie pomiary dla analizowanych kompleksow DOPA-melaniny zostaty
przeprowadzone po raz pierwszy. Nowatorski charakter tych badan pozwala
na lepsze zrozumienie natury centrow paramagnetycznych wystepujgcych w
DOPA-melaninie oraz w jej kompleksach. W zaleznosci od warunkow
pomiarbw EPR mogg by¢ obserwowane linie widmowe pochodzgce od
centréw paramagnetycznych bedgcych w podstawowym stanie o spinie S =
% lub tez mozna analizowa¢ widma EPR pochodzace od dwoéch grup
centrow paramagnetycznych posiadajgcych spin S = % oraz spin S = 1.
Udowodnienie istnienia termicznie wzbudzonych stanéw trypletowych
pozwala réwniez na bardziej wnikliwg analize struktury polimeru
melaninowego, ktéra do tej pory nie jest jednoznacznie okreslona, o czym

byta juz mowa wczesniej w niniejszej pracy.

O

\ indolo-5,6-chinon

S=0

Iz

KT

v

Struktura birodnikowa indolo-5,6-chinonu

e O \
S=1
N
e O H

Rys. 76. Struktura birodnikowa indolo-5,6-chinonu (S = 1) powstajgca poprzez
termiczne wzbudzenie indolo-5,6-chinonu (S = 0)
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4.5. Wplyw temperatury pomiaru na widma EPR jonow miedzi(ll) w

badanych kompleksach DOPA-melaniny

W przypadku, gdy paramagnetyczne jony np. Cu(ll) o spinie S = %
znajdujg sie bardzo blisko siebie, ich spiny mogg sie dodawaé i wtedy
rozwazane jest centrum paramagnetyczne o catkowitym spinie S = 1.
Wzbudzenie do stanu trypletowego (S = 1) nastepuje w wyniku zblizenia
dwodch centréw paramagnetycznych o spinie S = Y. Jezeli istniatyby pary
jonéw miedzi(ll) ze spinem catkowitym S = 1 lub agregaty czterocentowe ze
spinem catkowitym S = 2, to widmo EPR powinno wykazywac¢ ztozong
strukture nadsubtelng [142-144].

Wzbudzenie nie musi by¢ spowodowane przejsciami elektronéw w
obrebie pozioméw energetycznych rozwazanego atomu czy molekuty. W
wyniku wzbudzenia moze dojs¢ do obnizenia catkowitego spinu a nie do jego
wzrostu. Jako przyktad mozna poda¢ molekute tlenu, ktorej stanem
podstawowym jest stan trypletowy. Stan singletowy uzyskuje wspomniana
molekuta w wyniku wzbudzenia. Tlen w stanie wzbudzonym posiada spin
catkowity S = 0 [126].

Wprowadzone do polimeru melaninowego jony miedzi(ll)
charakteryzujg sie spinem S = Y. Poniewaz z melaning wigze sie niewielka
ilos¢ jondw miedzi(ll) mato prawdopodobne wydaje sie takie ich bliskie
potozenie, aby spiny sumowaty sie i w rezultacie dawaty spin catkowity S = 1.
Dlatego tez nie przypuszcza sie, aby jony miedzi(ll) zwigzane z melaning
mogty ulec wzbudzeniu do stanu trypletowego.

Podobnie jak w przypadku sygnalu EPR pochodzgcego od centréw
paramagnetycznych melaniny, zbadano réwniez wptyw temperatury pomiaru
na szerokos$¢ sygnatu EPR pochodzgcego od jonéw miedzi(ll) (rys. 77). Nie
zaobserwowano istotnego wptywu temperatury pomiaru na szerokosc¢ linii
EPR. Szerokosci linii r6znig sie miedzy sobg biorgc pod uwage kolejnosc
kompleksowania. Najwieksza szerokosc¢ linii jest charakterystyczna dla
kompleksu DOPA-melaniny z jonami Cu(ll). Wprowadzajgc lek jako pierwszy
do polimeru melaninowego przed jonami miedzi(ll) otrzymuje sie najwiekszy

spadek szerokosci linii (rys. 77).
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Rys. 77. Temperaturowa zalezno$c¢ szerokosci AB,, widma EPR jonow miedzi(ll) .
Stezenie jonoéw Cu(ll) wynosifo 1x10° M.

Na podstawie otrzymanej temperaturowej zaleznosci szerokosci
widma EPR jonéw Cu(ll) badanych prébek mozna powiedzie¢, ze
przewazajg w nich oddziatywania spin-spin. Czas relaksacji spin-spin

wykazuje matg zaleznos¢ od temperatury pomiaru [119].
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5. WNIOSKI

1. Stwierdzono wplyw kanamycyny i jondw miedzi(ll) na koncentracje
wolnorodnikowych centrow paramagnetycznych w DOPA-melaninie.
Kanamycyna powoduje wzrost, natomiast jony miedzi(ll) powodujg
spadek koncentracji centrow paramagnetycznych.

Zaobserwowano spadek koncentracji wolnorodnikowych centréw
paramagnetycznych w melaninie wraz ze wzrostem stezenia jonéw
miedzi(ll).

Obnizenie koncentracji centrow paramagnetycznych w melaninie
spowodowane obecnoscig jonow miedzi(ll) wskazuje na udziat

rodnikéw melaninowych w wigzaniu metalu do polimeru.

2. Wyniki uzyskane metodg EPR potwierdzajg zjawisko blokowania
miejsc wigzgcych w strukturze polimeru melaninowego przez
kanamycyne lub jony miedzi(ll) w zaleznosci od kolejnosci ich
wprowadzania.

Koncentracje wolnych rodnikbw w kompleksach [(DOPA-melanina)-
kanamycyna]-Cu(ll) sg wyzsze niz w kompleksach [(DOPA-melanina)-
Cu(Ih]-kanamycyna.

3. Na podstawie otrzymanych wspoétczynnikbw  rozszczepienia
spektroskopowego g dla widm EPR jonow miedzi(ll), przedstawiono

propozycje otoczenia kwadratowego jondw Cu(ll) w melaninie.

4. Analiza wptywu mocy mikrofalowej na sygnat EPR badanych prébek
wykazata wystepowanie odpowiednio wolnych i szybkich proceséw
relaksacji spin-sieCc w ukfadzie wolnorodnikowych i miedziowych
centréw paramagnetycznych w DOPA-melaninie.

Zjawisko nasycenia mikrofalowego linii EPR jest obserwowane dla
wolnorodnikowych centréw paramagnetycznych wystepujgcych w
melaninie. Zjawisko to nie wystepuje w badanym zakresie mocy
mikrofalowych (0,7-70 mW) w przypadku sygnatu EPR pochodzgcego

od jonow miedzi(ll).
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5. Udowodniono istnienie termicznie wzbudzonych stanow trypletowych
(S = 1) w DOPA-melaninie oraz w kompleksach DOPA-melaniny z
kanamycyng i jonami Cu(ll).

Badania zaleznosci temperaturowej intensywnosci sygnatu EPR
melaniny oraz badanych kompleksow wykazaty istnienie dwoch
skladnikébw widma EPR, z ktorych jeden spetnia prawo Curie i
odpowiada centrom paramagnetycznym w stanie dubletowym ze
spinem S = %, a drugi nie spetnia prawa Curie i odpowiada centrom
paramagnetycznym w termicznie wzbudzonym stanie
trypletowym ze spinem S = 1.

Energie wzbudzenia singlet-tryplet J/k dla analizowanych prébek

melaninowych sg z zakresu 76,1-145,4 K.
6. Zaproponowano strukture chemiczng termicznie wzbudzonych

centrow paramagnetycznych o spinie S = 1 wystepujgcych w DOPA-

melaninie.
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7. STRESZCZENIE

Praca zawiera wyniki badan DOPA-melaniny oraz jej komplekséw z
kanamycyng 1 jonami miedzi(ll) metodg elektronowego rezonansu
paramagnetycznego EPR.

Melanina (eumelanina, feomelanina) nadaje barwe skoérze, wiosom,
oczom. Melanina wystepuje rowniez w organizmach roslinnych
(allomelanina). Eumelanina nadaje czarny kolor, feomelanina natomiast kolor
brgzowy, rudy. Feomelanina zawiera siarke, ktéra odpowiedzialna jest za ten
efekt. Neuromelanina wystepujgca w substantia nigra, odgrywa role w
chorobie Parkinsona i Alzheimera. Najczesciej w organizmach zywych
wystepuje eumelanina. Modelowg eumelaning jest badana w niniejszej pracy
DOPA-melanina.

Polimery melaninowe posiadajg charakterystyczne wtasnosci:
nierozpuszczalno$¢, potprzewodnictwo elektryczne, fotoprotekcja, trwaty
paramagnetyzm, powinowactwo do jondéw metali i lekédw. Mechanizm
wigzania jonow metali i lekébw do melaniny nie jest do kohca zrozumiaty i
wyjasniony.

Struktura melaniny réwniez nie zostata do tej pory doktadnie
okreslona. W literaturze naukowej mozna znalez¢ rézne propozycje struktury
tego polimeru. Podstawowg jednostkg strukturalng jest indolo-5,6-chinon,
ktory byt dyskutowany w niniejszej pracy w zwigzku z identyfikacjg centrow
paramagnetycznych w melaninie.

EPR jest uzyteczng metodg w badaniach melaniny ze wzgledu na
wysokg koncentracje centrow paramagnetycznych w melaninie. Centrum
paramagnetyczne moze stanowi¢ wolny rodnik, w ktorym niesparowany
elektron zlokalizowany jest na atomie tlenu lub na atomie azotu indol-5,6-
semichinonu. Pod wptywem wprowadzonych domieszek (jony metali,
substancje lecznicze) do polimeru melaninowego, obserwuje sie zmiany w
parametrach rejestrowanych widm EPR i dlatego technika EPR okazata sie
przydatna do oceny efektywnosci oddziatywan melanina-czynnik
kompleksujgcy.

Celem pracy byto okreslenie rodzajéw i witasciwosci centrow

paramagnetycznych w kompleksach DOPA-melaniny z kanamycyng i jonami
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miedzi(ll). Do badan przygotowano zestaw 17 probek, ktére zroznicowane sg
pod wzgledem kolejnosci kompleksowania leku i jonéw miedzi(ll) oraz pod
wzgledem stezen (1x107°, 5x10°,1x10™, 5x10™, 1x10 M) roztworéw chlorku
miedzi CuCl;, uzytych podczas przeprowadzanych syntez.

Widma EPR rejestrowano za pomocg spektrometru na pasmo X (9,3
GHz) w temperaturze pokojowej. Analizowano ksztait i parametry linii EPR,
koncentracje centrow paramagnetycznych oraz wptyw mocy mikrofalowej na
widma EPR. Przeprowadzono rdOwniez poszukiwania termicznie
wzbudzonych stanow trypletowych w probkach melaninowych analizujgc
widma EPR zarejestrowane w temperaturach 100-300 K.

W badaniach zastosowano kanamycyne nalezacg do grupy
antybiotykbw aminoglikozydowych, ktére sg skuteczne w zwalczaniu
zakazen drog moczowych, oddechowych, przewodu pokarmowego,
zapalenia opon mdzgowych, skoéry i kosci. Antybiotyki aminoglikozydowe
wykazujg réwniez dziatanie ototoksyczne polegajgce na uszkodzeniu
narzadu stuchu i rownowagi znajdujgcych sie w uchu wewnetrznym.

Miedz (Cu) jest pierwiastkiem niezbednym do prawidtowego
funkcjonowania organizmu (miedzy innymi reguluje metabolizm). Nadmiar
miedzi powoduje zmniejszenie stezenia hemoglobiny, uszkodzenia watroby i
nerek. Zwigzki miedzi powodujg réwniez zatrucia ostre i przewlekte.

W pracy analizowano ksztatt linii EPR melaniny. Uzyskane rezultaty
potwierdzajg dane literaturowe wskazujgce na to, ze ksztatt linii jest posredni
miedzy linig o ksztatcie gaussowskim i lorentzowskim.

Analizie poddano koncentracje melaninowych centrow
paramagnetycznych i zaobserwowano, ze kanamycyna powoduje wzrost,
natomiast jony miedzi(ll) powodujg spadek koncentracji centréw
paramagnetycznych.

Na podstawie analizy widm EPR jonéw miedzi(ll) przedstawiono w
pracy propozycje kwadratowego otoczenia jondw Cu(ll) w melaninie.

Zbadano wptyw mocy mikrofalowej na wolnorodnikowe oraz
miedziowe centra paramagnetyczne w melaninie. Zjawisko nasycenia
mikrofalowego nie wystepuje w przypadku sygnatu EPR pochodzgcego od
jonéw miedzi(ll), natomiast jest obserwowane dla rodnikowych centrow

paramagnetycznych wystepujgcych w melaninie.
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Sprawdzono hipoteze o wystepowaniu w kompleksach melaninowych
termicznie wzbudzonych standw trypletowych o spinie S = 1. Badania
zaleznosci temperaturowej intensywnosci sygnatu EPR melaniny oraz jej
kompleksow z kanamycyng i jonami miedzi(ll) wykazaty istnienie dwoch
sktadnikbw widma EPR, z ktérych jeden spetnia prawo Curie i odpowiada
centrom paramagnetycznym w stanie dubletowym ze spinem S = %, a drugi
nie spetnia prawa Curie i odpowiada centrom paramagnetycznym w
termicznie wzbudzonym stanie trypletowym ze spinem S = 1.
Zaproponowano strukture chemiczng termicznie wzbudzonych centrow

paramagnetycznych o spinie S = 1 wystepujgcych w melaninie.

133



8. ABSTRACT

This work comprises the study of DOPA-melanin (DOPA = 3,4-
dihydroxyphenyl-alanine) complexes with kanamycin and copper(ll) ions
made by electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy.

Melanin (eumelanin and pheomelanin) is a pigment, which gives
colour to skin, hair, and eyes. Melanin (allomelanin) exists in plant organisms
too. Eumelanin gives a dark, black colour, and pheomelanin brownish-red.
Pheomelanin contains sulphur, which is responsible for this effect.
Neuromelanin existing in substantia nigra, plays role in Parkinson’s and
Alzheimer’s diseases. Eumelanin mainly exists in living organism. DOPA-
melanin is the model eumelanin.

Melanin polymers present characteristic properties: insolubility,
organic semiconductor, photoprotectant, stable paramagnetism, affinity to
ligands — drugs and metal ions. The mechanism of bonding drugs and metal
ions with melanin has not been understood well so far.

For the research were prepared 17 melanin samples, which differed in
complexing order of the drug and copper(ll) ions, and in concentration
(1x10°, 5x10°,1x10™, 5x10™*, 1x10° M) of CuCl, solutions used during the
samples synthesis.

A typical aminoglicoside antibiotics — kanamycin was used in this
work. Kanamycin is an anti-inflammatory drug. A prolonged use of this drug
complexed with melanin leads to ototoxic (injuring organs) effects. The
copper is a necessary element for normal functioning of the organism
(regulation of metabolism).

The structure of melanin has not been well determined. The indol-5,6-
quinone group is the fundamental compound forming melanin. This group
was discussed in this work with reference to indication of paramagnetic
centres of melanin.

The high concentration of paramagnetic centres in melanin makes the
use of electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy possible. The
unpaired electron localized on the oxygen atom in indol-5,6-quinone group is
the paramagnetic centre with S = % in melanin. After adding metal ions and

drugs into melanin polymer, the changes in parameters of recorded EPR
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spectra were observed. The EPR is a useful method for analysing these
melanin-metal ions and melanin-drugs interactions.

In this work EPR spectra were measured by the use of an X-band (9,3
GHz) electron paramagnetic resonance spectrometer at room temperature.

Shape and parameters of EPR lines, paramagnetic centres
concentrations, and influence of microwave power on EPR spectra were
analysed. To search thermally excited triplet states in melanin EPR spectra
were recorded at 100-300 K.

The analysis of Cu(ll) EPR spectra allows indicating of square co-
ordination of these ions in melanin.

Kanamycin causes the increase of paramagnetic centres in melanin,
and copper(ll) ions its decrease. When the increase of metal ions
concentration takes place, the decrease of radicals in the samples is noticed.

The microwave saturation is characteristic for all recorded EPR lines
of DOPA-melanin and the EPR spectra of copper(ll) are not saturated with
the used microwave power range. The method of microwave saturation
provides information about relaxation time in melanin complexes.

The analysis of temperature dependence of intensity of EPR spectra
of investigated samples, indicated existence of two components in these
spectra. The one of them fulfils the Curie low and the paramagnetic centres
have a spin S = %. The second, corresponds to paramagnetic centres in
thermally excited triplet states with S = 1. The scheme of structures of

paramagnetic centres with spin S = 1 was made.
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