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ABSTRACTO

Utilizando la VSE, quimioluminosidad-BJL y otras técnicas, se estudié el efecto necrofagico del
FRCOO01 sobre radicales libres de oxigeno en sistemas celulares, acuosos enzimaticos e
irradiados y fueron comparados con las Vitaminas Cy E. Se encontré que el FRC001 es eficaz
para la necrofagia de radicales libres de oxigeno generas por polimorfonucleares estimulados
con PMA, xantina, oxidasa de xantina, irradiacion, riboflavina/EDTA y la Reaccién de Fenton.
También se encontrd que podia inhibir los diones conjugados y materiales que han tenido una
reaccion con TBA, (TBARM) formado durante la peroxidacién lipida del 4cido linoleico y
liposoma respectivamente y es eficaz para la necrofagia de ONOO.

Palabras clave: FRC001, radicales libres de oxigeno, peroxidacidn lipida, VSE,
quimioluninosidad-BJL

INTRODUCCION

Radicales libres de oxigeno activos pueden dafiar los componentes de la célula, aun matar
células normales, causar envejecimiento y algunas enfermedades muy serias, tales como
cancer y enfermedades cardiacas. Generalmente la produccidon y la necrofagia de los radicales
libres de oxigeno activos estan balanceados en el cuerpo humano sano. Si hay un desbalance en
el mecanismo regular de algunos enzimas, tales como la dismutasa superoxido (SOD) o catalasa,
pueden haber cantidades excesivas de radicales de oxigeno libres generados en el cuerpo. Es
posible que los necréfagos de radicales de oxigeno activos puedan ser de beneficio para la
prevencion de tales enfermedades y para la salud del humano. Asi que es muy importante
buscar necréfagos efectivos de radicales activos de oxigeno. En este estudio, utilizando la VSE,
qguimioluminosidad-BJL y otras técnicas, se estudio el efecto necrofagico del FRCO01 sobre
radicales libres de oxigeno en sistemas celulares, acuosos enzimaticos e irradiados. Se encontro
que el FRCOO01 es efectivo para la necrofagia de los radicales libres de oxigeno generados por
polimorfonucleares estimulados con PMA, xantina, oxidasa de xantina, irradiacion,



riboflavina/EDTA y la Reaccidn de Fenton. También se encontré que podia inhibir los diones
conjugados y TBARM formado durante la peroxidacion lipida del acido linoleico y liposoma
respectivamente.

MATERIALES Y METODOS

Agentes DMPO (5,5-dimetil-pirrolina-1-oxido) se compro de Sigma Chem Co. Y purificado con
carbon activado antes de ser utilizado. PMA (forbol miristato acetato), acido linoleico,
lipoxidasa, SOD (6500U/mg), xantina/xantina oxidasa (2.125 U/ml) y luminol también se
compraron a Sigma Chem Co. Se disolvié el PMA en un poco de acetona y diluido con 50mM de
fosfato hasta una concentracidn apropiada antes de ser usada. Otros agentes
producidos en China son Niveles AR. La medida de la actividad de SOD fue incluida en FRCOO1.

Medida de quimioluminosidad-BJL: La reaccidén de xantina y xantina oxidasa puede generar
radicales libres de oxigeno que dan una quimioluminosidad dependiente-de-luminol. SOD
puede necrofagar la quimioluminosidad generada por este sistema, por lo tanto la actividad de
SOD puede ser medida con este sistema. El sistema de medidas incluye 0.2 mM luminol, 0.32
mM xantina, y 0.09 U/ml de xantina oxidasa. Se mido la quimioluminosidad con el
guimioluminosidadometro WDD-1.

Se define el efecto necrofagico del FRCO01 en O2 como:

ho — hx
E=——

1009
ho * %

Ho es la quimioluminosidad del sistema de control de xantina/xantina oxidasa después de
anadir solucion FRCOO01.

El sistema de medidas fue el mismo que el mencionado antes, excepto que se afiadieron
concentraciones diferentes de FRCO01 al sistema. Primeramente se desarrollo una curva
standard de actividad SOD dentro de este sistema. Luego se midié la curva del efecto
necrofagico del FRCO01 sobre los radicales libres de oxigeno con este sistema. Utilizando ambas
curvas, la actividad SOD incluida en solucién FRCO01 puede ser determinada

El efecto necrofagico del FRC001 sobre radicales libres de oxigeno generados de la Reaccién
de Fenton.

Una soluciéon de 50mM DMPO 1% H202 y 100 mM Fe(ll) como sulfato de amonia ferroso se
mezclaron y transfirieron a un tubo capilar para medidas de la VSE. Cuando se midio el efecto
necrofagico del FRCOO01 se afadieron diferentes concentraciones de FRC001 al sistema. El
efecto necrofagico se calculo como se menciono antes pero aqui la altura del segundo pico se
utilizo para el calculo. Condiciones VSE: Todos los espectros del VSE fueron registrados con un
espectrometro VSE Varian E-109. Las condiciones son: potencia microondas 20mW, banda-X,



modulacion 100kHz con amplitud 1G, campo magnético central 3250 G, anchura de scan 200 G,
constante de tiempo 0.128S, temperatura de ambiente.

Efecto necrofagico del FRC001 sobre 02 generado por la irradiacion del sistema
riboflavina/EDTA.

Una mezcla de 0.3 mM de riboflavina, 5 mM de EDTAy 0.1 M DMPO fue trasladada a un tubo
capilar de cuarzo y colocado en el espectrometro VSE. Luego de irradiar la muestra por 20
segundos con una lampara de xenon, (500 W, a 70 cm de distancia), se registraron de
inmediato las medidas del espectro del VSE. Cuando se midié el efecto necrofagico del FRC001,
se afladieron distintas concentraciones de FRC001al sistema. Se calculé el efecto necrofagico
como mencionado antes, pero aqui se uso la altura del primer pico para los calculos. Las
condiciones de la medida del VSE eran iguales a las anteriores.

Medida del efecto necrofagico del FRC001 sobre dienos conjugados generados por la
peroxidacion lipida del acido linoleico por lipoxidasa.

Se mezclaron 0.1 mM de acido linoleico en PBS con 480U/ml de lipoxidasa y medido a 232 nm
con el tiempo. Cuando se midieron los efectos inhibitorios del FRCO01 sobre la generacion de
dienos conjugados, se afadieron distintas concentraciones del FRCO01 al sistema. El efecto
necrofagico fue calculado como se menciond antes, pero aqui la h y la hx se uso por la tasa de
reaccion por el control y la muestra respectivamente.

Tasa de medida del efecto necrofagico sobre materiales que han reaccionado al TBA (TBARM)
generados de la peroxidacidn lipida del liposoma iniciado por Fe2+.

Liposoma hecho de lecitina (10 mg/ml) fue peroxidado por adicidn de Fe2+(100 mM), luego
calentado a 952C mezclado con 6.7 mg/ml TBA y 0.05 M Cl. Luego se incubo la muestra durante
60 minutos a 952C. Luego enfriado hasta temperatura ambiente. Se extrajo el TBARM por
butanol:metanol (85:15) y medido a 532 nm. Cuando se midieron los efectos inhibitorios del
FRCOO01, se agregaron diferentes concentraciones de FRCO01 al sistema. Se calculd el efecto
necrofagico como se hizo anteriormente.

El efecto necrofagico del FRCO01 sobre los radicales libres de oxigeno generados del PMN
estimulados por PMA.

Aislamiento de PMN: Se compro sangre entera fresca de un donante sano del Centro de Sangre
de la Cruz Roja de Beijing. Los PMN fueron separados de los demds componentes celulares
utilizando sedimentacién con dextran al 6%, lisis hipersénica de las células rojas remanentes y
separacion de las células mononucleares por la centrifugacion de gradientes de densidad de
Ficoll.

Produccién y medida de radicales libres activos de oxigeno generados de PMN estimulados por
PMA:



En un experimento tipico, una mezcla que contiene 107 PMN/ml, 0.1mM de DETAPAC (acido
dietilentriaminopentacético) y 100ng/ml de PMA se incubo por 2 minutos a 372C, luego se le
afiadio 0.1 de luminal y se mezclé en forma homogénea antes de medirse con
guimioluminiscencia-BJL. Cuando se midieron los efectos inhibitorios del FRC001, se agregaron
diferentes concentraciones de FRC0O01 al sistema. Se calculd el efecto necrofagico como se hizo
anteriormente.

El efecto necrofagico del FRC001 sobre el ONOO

Sintesis de peroxinitrito: Se realizo la sintesis de peroxinitrito en un reactor de flujo saturado
{12}. Soluciones de (i) NaNO2 0.5 mol/L, y (ii) 0.6 mol/L de HCI/0.7 mol/L de H202 fueron
bombeadas a 26ml/min a un conector en T y mezcladas en un tubo de vidrio de 3mm de
diametro por 2.5 cm. La reaccion de canalizacidn del acido nitroso con H202 para formar acido
peroxinitroso fue alimentada por medio del b bombeo de 15 mol/L de NaOH a la misma razén
de flujo a una conexion en T al final del tubo de vidrio. El exceso de H202 se saco pasandolo
sobre una columna de 1x5cm llenada con 4 gramos de MnO2 granulado. Se congelé la solucion
por una semana a -202C. El peroxinitrito puede oxidar luminol y dar una fuerte
quimioluminosidad. El efecto necrofagico del FRCOO1 sobre el peroxinitrito se midié por el
método de quimioluminosidad y el efecto necrofagico se calculo como se hizo antes.



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efectos necrofagicos del FRCO01 sobre los radicales libres de oxigeno generados del sistema
xantina/xantina oxidasa.

Una curva del efecto necréfago del SOD sobre los radicales libres generados de xantina/xantina
oxidasa se ve en la Figura 1.
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Figura 1. La curva standard del efecto necrofagico del SOD sobre radicales libres de oxigeno
generado de la reaccién del sistema xantina/xantina oxidasa.

El efecto necrofagico del FRCO01 sobre los radicales libres de oxigeno generados del sistema
xantina/xantina oxidasa se vio en la Figura 2.
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Figura 2. El efecto necrofagico del FRCO01 sobre los radicales libres de oxigeno generados del
sistema xantina/xantina oxidasa.

De la informacién generada por las dos curvas anteriores, se puede ver que LA ACITIVIDAD
INCLUIDA EN 1G frc001 SE CALCULA QUE SEA DE 300,000 U/ml.

2. Los efectos necrofdgicos del FRC001 sobre los radicales libres generados de PMN estimulados
con PMA.

Cuando los PMN son estimulados o estdn dentro de los fagocitos, habra una descarga
respiratoria y la produccidn de los radicales libres de oxigeno activos. Los radicales activos de
oxigeno producidos en este proceso desempefian un papel importante en procesos
microbicidas y tumoricidas y para proteger el cuerpo sano de enfermedades. Pero si hay un
exceso de radicales activos de oxigeno en el cuerpo, dafaran los componentes de las células y
mataran células normales y causaran envejecimiento y enfermedades muy serias como
enfermedades del corazdn y cancer. Aqui fue usado para examinar el efecto del FRC001 sobre
los radicales libres de oxigeno. La figura 3 muestra los efectos necrofagicos del FRCO01 sobre
los radicales libres generados de PMN estimulados con PMA y medidos por
qguimioluminiscencia-BJL. Se determino que el C50 = 0.62 mg/ml el cual es mayor que el de la
Vitamina C (C50 = 0.2 mg/ml) y menor al de la Vitamina E
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Figura 3. El efecto necrofagico del FRCO01 sobre los radicales libres generados de PMN
estimulados con PMA.

3. Efecto necrofagico del FRCO01 sobre radicales libres de OH generados de la Reaccidén de
Fenton.

La Reaccién de Fenton puede generar OH y se ha usado para examinar necrdofagos de radicales
libres de OH.

H,0; + Fe’* — OH+OH" + Fe**

Aqui se utilizo para el examen del efecto necréfago del FRCO01 sobre radicales libres de OH. El
espectro VSE del DMPO-OH se vio en la Figura 4b (an=ah=14.9G).

El efecto necrofagico del FRCO01 sobre OH se vio en la Figura 5.



Figura 4. El espectro VSE de la rotacién del DMPO atrapé el O2 generado del sistema irradiado
de riboflavina/EDTA (a) y radicales libres de OH generados de la Reaccidn de Fenton (b).

El efecto necrofagico del FRCO01 que se vio en la Figuras 4 y 5 demostré que el FRC001 puede
necrofagar los radicales libres de hidroxilo generados de la Reaccion de Fenton, pero la
Vitamina C solo tiene poco efecto necrofagico sobre el radical libre de hidroxilo. La Vitamina E
solo tuvo efecto necréfago del 37.5% a la concentracién de 5mg/ml.
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Figura 5. Efecto necréfago del FRCOO1 sobre radicales libres de OH generados de la Reaccion de
Fenton.



4. Efecto necréfago del FRC0O01 sobre O2 generado del sistema irradiado riboflavina/EDTA.

Riboflavina/EDTA irradiado se ha utilizado para la generacion de 02 y para examinar la
necrofagia del 02 en un sistema foto. Aqui se utilizd para examinar el efecto necrofagico del
FRCOO01 sobre el O2. El espectro VSE sobre el giro del 02 aduce CMPO-OO0OH generado de la
riboflavina irradiada se mostré en la figura 4 a (an=14.3, ahb=11.3G, ahg=1.25G)

De acuerdo con la definicidn del efecto necrofagico, la curva del efecto necrofadgico del FRC001
sobre el 02 generado del sistema irradiado de riboflavina/EDTA se ve en la Figura 6. La
concentracién del FRC001 para necrofagia del 50% es aproximadamente 17mg/ml. Su efecto
necrofagico es menor al de la Vitamina C (C50=0.0009 mg/ml) pero mayor al de la Vitamina E.
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Figura 6. Los efectos necrofagicos del FRC001 sobre el 02 generado del sistema irradiado
riboflavina/EDTA.

Efecto inhibitorio del FRCOO1 sobre los diones conjugados que son generados de la
peroxidacién lipida del Acido Linoleico por la lipoxidasa.

Diones conjugados fueron generados en el primer paso de la peroxidacién lipida que tiene
absorcién a los 233nm. El efecto inhibitorio del FRC001 sobre la generacion de diones
conjugados de la peroxidacion del acido linléico catalizado por lipoxidasa se vieron en la Figura
7. De las curvas se encuentra que los efectos inhibitorios fueron incrementados con las
concentraciones del FRCO01 afiadidos al sistema. Cuando la concentracion del FRCO01 fue de
0.35mg/ml hubo una necrofagia del 20% de los diones conjugados. Cuando aument? la
concentracion, la absorcion a los 233nm también aumento, lo cual afecto la determinacion a
altas concentraciones.
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Figura 6. Los efectos necrofagicos del FRC001 sobre el 02 generado del sistema irradiado
riboflavina/EDTA.

6. Efectos inhibitorios del FRCO01 sobre los materiales que han reaccionados con TEA (TBARM)
generados de la peroxidacién del liposoma.

Los efectos inhibitorios del FRC001 sobre los materiales de reaccion TBA generados de la
peroxidacién del liposoma se ven en la Figura 7. De la curva se puede ver que el efecto
inhibitorio sobre el TBARM aumento con el aumento de la concentracidn del FRCOO01. La
concentracién para la inhibicién del 50% es aproximadamente 19mg/ml. El efecto inhibitorio de
los materiales de reaccién TBA es menor al de la Vitamina C (C50=1mg/ml) pero mayor al de la
Vitamina E.
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Figura 7 Efectos inhibitorios del FRCO01 sobre TBARM generado por la peroxidacion lipida del
liposoma iniciado por Fe2+.



7. Efecto necrofagico del FRC001 sobre peroxinitrito.

El dcido nitrico tiene muchas funciones bioOlogicas, tales como el factor relajante derivado del
endotelio (EDRS) el cual puede relajar la musculatura vascular lisa e inhibir la coagulacién
plaquetaria y revertir la transmision de la neurona mensajera. La biosintesis del oxido nitrico de
L-argininapuede ser un camino metabdlico para la regulacién de la funcién y comunicacién
celular. Los macrofagos producen oxido nitrico como parte de sus armamentos citotdxicos. Por
otro lado, el oxido nitrico, que contiene un electrdn suelto, es un radical libre paramagnético y
activo, puede reaccionar con 02 para formar el anién peroxinitrito (ONOO-). En soluciones
alcalinas ONOO- es estable pero tiene un pKa de 6.6 a 0 Cy se descompone rdpidamente una
vez que es protonado, para dar lugar a una especie parecida a radicales de hidroxilo y radicales
libres de NO2 respectivamente de acuerdo con la siguiente reaccién.

02+ NO a ONOO- + H+ 3 ONOOH 3. OH + NO2

Recientemente se propuso que el dxido nitrico reacciona con 02 en muchos casos patologicos
para rendir especies citotdxicas. La investigacion del peroxinitrito ha recibido mucha atencion.
Su oxidacion de sulfhidrilos y membranas lipidas, que causan toxicidad celular y algunas
enfermedades. Aqui el efecto necrofagico del FRCO01 sobre ONOO- se midié y se demostré en
la Figura 8. Se puede encontrar que el FRCO01 puede ser un necrofagico efectivo del ONOO-
(C50=0.03mg/ml). Su efecto necrofagico sobre el peroxinitrito es menor al de la Vitamina C
(C50=).00003mg/ml) pero mayor al de la Vitamina E.
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FRCO01 es un medicamento disefiado en base a la teoria de la necrofagia de los radicales libres.
De los resultados de este experimento se puede ver que el FRC001 es un necrofagico efectivo
de los radicales libres del oxigeno generados de los PMN estimulados con PMA xantina/xantina
oxidasa, riboflavina/EDTA irradiada y la Reaccidn de Fenton que se forman durante la
peroxidacién del acido linoleico y liposomas respectivamente y necrofagar ONOO-. Estos



resultados sugieren que el efecto terapéutico del FRCO01 sobre las enfermedades, puede pasar
por el camino de necrofagar radicales libres de oxigeno en todo el cuerpo.
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ABSTRACT

With ESR, BIL-chemilunmsncscence and other techniques, the scavenging cfiects
of FRCOD! 02 exygen Gee sadicals have been stodied in aqueoss, cazyse, iradiation
a0d cell sysiems and compared with Vitamua C and E. It was fouad that FROO! could
meuwmmmmmwmumm
PMA, xasthne/xasthine oxidase, imadiation riboSsvin EDTA aad Featon Reaction [t
was as0 fownd that & could ishibit ©e conugated denes and TBA rcactod malerials
(TBARM) formed duriag lipkd peroxidasion of Enoleis acid and Sposome respectively
and i coud elloctivly scavesge ONOO',

Key words: FRO001, Oxyges free radicals, lipid perosxadation, ESR,
BIL chemsiborrs

INTRODUCTION

Acive oxygen froe radicals can damage componcats of oel, even kill acemal cells
and cause agng aad some very ericus Gacases, sech a3 cancer and heant dscase.
Usualy, the production and scavenging of she active oxygen froe radicals arc balanced
in besithy huesan body. If there is imbalance in regular mechanism of some caxymes,
such as superodde damutase (SOD) or catalase, there can be excessive amounts of
active oxygen radicals generated in the body. It is possible that scavengers of aclive
exygen radicals might be benehicial for preventicn of such dacases and for duman
heakis. So it i very unponiam 10 seaech [ effective scaveagers of active axygen
radicals. In this paper, with ESR, BJL-chemduminescence and other techiiques, the
scavengiag ellect of FRCOD! on exygen free radicals has been studied in aqueous.
cnzyme, irradation system and cell system. 1t was found that FRC00! coudd effectively
waverge e oxygn froe radicals geacrated from PMN stimulated with FMA
"nanthasefasthe coodase, radiation rtollaviEDTA and Fotos Reaction 1t was
sl fosnd that it could inddbit the conugated dienes and TBARM formed during Spid
perondation of knolex acid asd Sposome respectively.

MATERIALS AND METHODS

Ageets. DMPO  (5.5-dimethydpymroline-L.ondde) was purchased from Sigma
Che Co, and purifiod by active charcoal before use PMA (phorbol myristate acetate),
solex acid, lipoxidase, SOD (6500 Uimg), xanthine/xanchine cxidase (2.125 Wiml)
d lunnol were purchased fom Sigma Chem Co., PMA was dssclved in 2 Btk
scetoae and Shwved with 50mM phosphate buffor to a proger concenanation Sefore use.
Oxber agents made in China are AR Levels, FRCOO! is supplied by China-Japaa Feida
Unioa Co., LTD.




Messurement of SOD activity iocluded o FRCODI

BIL-chemiuminesconce meassrement: The reactioa of xaathine 20d aauthoe
Msmp«mm&«a&uhwﬁﬂmaw:
Semhanescence. SOD can scavesge the chemilemnesceace gesented fom this
mnwsoowmmkmdﬂﬂmmm
syitens imcludes 0.2 wM Juminod, 0.32 mM xaothioe, 20d 0.09 Udstl xasthise oxidass.
The chemibuminescence was measired with WDD- | chemiluminescoacometer

The scavengiag cllect of FRCO0! 02 - Oy Is defioed ax

E=  bobx x 100%

N
Here bo 1 the Chemilumisescesce of xasthise'xanhine oxidase coatrel system and hx
& e chemdumivesceoce of xanthine/xaathine oxidase afler sddiion of FROXWI
sobstion.

The measecement systems was the samo a5 above cxcept hat ddlerest
ceocestzations of FROO| were added to the systess Frst, & standasd curve of SOD
activity was developed with hés systemn, Thes the scavenping curve of FRCOO! on
oxygen Gee radicals was messured @ this system. Dy using both of these curves, Be
SOD activity iscluded m FRO0] sokstion cas be deterssined.

Scavengmg effect of FRCOM on O free radicals geserated from Featon
reaction

A sohumen of 20 M DMPO 1% HyO; aad 100 pM Fe(ll) as ferroes amasosaum
sulfice were mived aad transferred to 2 quartz cagillary for ESR measssement, When
e wavenging cfoct of FRC00! wis measured, differcat conceniraticas of FRCO0!
soliticn were added 10 the system. The scavesging effect was caleslated as above bt
bere the beight of the second peak was used for calculstion, ESR cosditioss: Al ESR
spectra were recorded st Varian E-109 ESR speciromseter. The cooditions are
uscrowave power 20 mW. X-baad, 100 kHz modelation wid amplitude 1G, central
magoetic fickd 3250 G, scas width 300 G, time constaat 0, 128 §, room teuperature.

Scaveagiag effect of FRCOO1 an + Oy generated from Wradiatien of rideflavin/
EDTA syvtem

AmMO)ﬂMSd‘MAdOIMW’OW
tamforred to 3 quartz capillry aad put wto the cavity of ESR spectiometer. After
wradatios of e aaple for 20 wooads with 3 xcoea kamp (500 W, Sstance N0 cm),
e ESR spectra were recorded knmediately. When the scaveagiag effect of FRCO001
was measared, diffesent concentrations of FRCOO1 were added to the system. The
waveapog ofect was calculated as above but here the beight of the first peak was
used for calculstion. The ESR sscasurcsscnl condition was the same a5 atove,

Measurement of scavesgiog effect of FRCOOL oo conjugated dienes gemerated
frem lipid perozidaties of linoleic acid by lipexidase

Q. 1M lsoleic ackd in PBS was mixed with 450 Uvaal Bpoxidase aod measured at
232 v with time. Whes imhibition ellocts of FRO001 oo the praeration of coajugated
dicoes were measured, different cosceatrations of FROX | were added into the system
Ths scavenging offect was calculated as above, but bere Be b and hx was used by

resction tate of control and sauple respectively.




Meassremenl rate of scaveagiog effect of FROW1 on TBA reacted maierials
(TBARM) generated from lipid perosidation of liposome initiated by Fe'™*

Liposome muade Gom lecithine (10 mp/ml) was perossdized by sddition of Fe™
(100 M), hen 95 °C mived with 6.7 mp'ml TOA and 005 M HCL. The sanple was
incubated for 60 nzowtes m 95 °C, then cooled 10 room temperature. The THARM
was evtracied by butanek mehagol (35:15) mad meamred & 532 am Whea the
ehibrion effects of FRC001 were measwed, dffereat coaceatratioos of FROO1 were
adéad = the system. The scavenging cffoct was caloslated 3y above.

Scaveaging effect of FROM! ou oaygen free radicals generated from I'MA
stimulsted PMN

[solation of PMN: Fress whole Mood of healtky dooor was purchased Srom Red
Cross Blood Ceater of Bejng. PMN wese separated Gom other cclldar composcats
by wsing 6% dexiran seadimestation, kypersocic lysis of remuised sed cells and Ficoll

deasty gradicat ceatrifugation separation of mopsunclear cells
hmdndmmdmwmnm‘mdmm

stsalated with PMA: Bs & typical experiment, 2 mixture coataining 10" fml PMN, 0.1
wM DETAPAC (dicthylestriausncpentacetic acid) aod 100 ag/id PMA was acubatod
for 2 nsostes ot 37°C, then 0.1 M huninal was added and mixed homogescosaly
before meanvoment with BlL-cheniduminescence. Whes the scaveugug ellect of
FRCOO! was meawured, differest concestratwns of FRCO01 were added o the
swem The scavenging offoct was calculated 25 above,

Scavesgiag effect of FRCD0! on ONOO

Peroxymitrite systhesiz Poroxyuitrite was nyothesized i 3 quenched fow reactor
[12). Solstsons of (1) 0.6l NaNO,, wnd (i) 0.6 moll. HCLO.7 molLl HyO; were
pamped at 26 whusn isto a T-uoctiva and mixed in 2 J mm dameter by 2.5 cm glass
tube. The acad catalyzed reaction of atrous a¢id with H;O; to foem peraxyaitrous acid
was queached by pumplag 15 molLl NaO# at the same rate 200 3 secoad Tojusctica
st %o cod of the ghass tabe. Excess HO;, was removed by passape over a | X5 cm
cobutmn flled with 4g of grassdar MoO;. The wlstion was oz a8 -20 °C for a5 loag
a3 work. Peroxymitrive tended to form a yellow tep layer due 10 freeze fractionaticn,
whach was scraped for finther studier The coscestraticn of peroxymitrte was
determined by the absorbasce a1 502 pem bs LroobL NeOH (Esesn* 1670 mol'cen™)
Perocymitries can oxadize Jumined and give 2 very sircag chemilembsescesce. The
scaveapag offect of FRCO0I oo pevoxymitrite was measured by chemilamisoscence
mechod and the scavengieg effoct was calculsted as sbove.

RESULTS and DISCUSSION
L. Seavengiog effects of FROWI o= oxygen free radicals gamud
from xanthine/ xanthine oxidase systems,
A wandard cave of saveagig cffoct of SOD oo free radicals gruerated fom
xaathne vsmihine oxidase was hown is Figwe |,
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Scavenging effect (%)

00 a.00n LA LA .

SOD acuvity (UVmil)
Fig . The susdard curve of scavesging efect of SOD on oxypes fee radical
geaevated from the reaction of xasthme/xasthise 0xdase systom

The wavengng offect of FROMWI ca oxygen free nadicals geserated Gom the
reaction of untkine/xantkine oxidase systers was shown i Figare 2.
199

Scavenging effect (%)
"

FRCOO! (mg/ml)
&zmmmdmlummmmm
apdise’ vaathione oxsdase system

From above two curves, the SOD activity inchaded ln 1g FRO001 Is calculated and
equal to 3000000V md

2. Scavengiog effects of FRCDO! on oxygen free radicals geaerated from PMN
stumulated with PMA.L ;

Whea PMN ace stisulated or they are i phagocytes there will be a respirstory
b and production of active oxygen free nadicals The active exygem radicals
peedeced i this peocess pliy an mporast role o microbicidal and tumorcidal
peocesses and s peotecting the beakhy body from diseases. But If there are excess




aciive exygpen radicals 1 the body, Giey will damage the componcats of cells azd even
kil de sonual cells and cause agmp and very sericas Sscases, soch 23 bean Ssease asd
cancer. Here it was used to exassine effect of FRCOO! ca the oxygen free radicals
Figree 3 shows the scaveaging «ffect of FRCOOL oa oxyges Sve radicals gencrated
fromn PMA stimulated PMN meassred by BIL-chemsluminescesce. [t was detennmed
Cao0.62 sxg/rnll whach was ssaller Gan that of Vitamin C (Cyo™0, 2mg'eed) sad digger
thas &t of Vitauan E

-
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Scavenging effect (%)
:

am o L] "
FRCOO! (mg/mi)

Hg 3. Scavengng ellect of FRCO0! ca oxypea fiee radicals peacrated Som PMA
stimulaced PMN.

3, Scavenging elfect of FROWO! oa + OH free radicals generated from Featon's
Reaction

Featow's Reaction can geoerate * Ol asd has beea used for exassisatica of
scaveagens of + OH froe radicals

M0+ K" 3 + OHYOIT + Fe”
Hee it was wsed for cxamination of the scavenging effect of FRCWO1 o2« OH fiee

radicals. The ESR specteam of DMPO-OH was shown in Fig 40 (ay=n~14.9 G). The
scavengpisg effect of FRC001 o0+ OH was shows ia Figure 5.




Pg 4 ESK specira of DMPO g trapped  * Oy geoorswed fom wmadiated
ribollvis EDTA system (a) and + OH Sec radicals gesersted Som Feston rection
(b).

The scavenging effect of FRCOOL was shown (o Figure $ FRCODL cas effactively
wthhdeqummmeﬂ
bas & lode scavenging offcct oa the Mydeoxyl free radical Vitamia E ealy give a
seavengiag elfect of 37.5% at the concentration of Smp/ml

Scavenging effect (%)
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Fig 5. Scavenging effect of FRO00! ca + OH free radicals geoenated Som Femtos
peaction

4. Scaveaging effect of FRCO! on -+ O; generated from irvadiated
ribeflavia/EDTA systess

leradisted sibo@anvin EDTA has bees wied for peseration of + Oy asd
examinsticn of scavesger of Oy i pbete system. Here & was used for examiaing
e scaveaging effect of FRCO0! ca - O;, The ESR spectruss of + O sin
séduces DMPOVOOH generated from imdised ribofivis was shows i Pigure 42
(Re=14.3, 87=11.3G,0/=1.25C).

Accordung to the defisitios of the scaveaging effect, tho curve of scaveaging cect
L FROV01 03 = 0y penerated Sow iradiated ribofaviEDTA system was showa ia
Fg 5 The coscestzation of FROMI for S0% waveugng i sdost 1Tmp'al fis

seavenpieg effect is smaller thas that of Vieamim C (Cy=0.0009 mg'ml) but stromger
thas Gat of Vitamin E.
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Figé Scavesging cffocts of FRCOOI os + Of gesersted Som imadisted
oflnis EDTA system

5, lobibitisa cffect of FRONI o conjugated dicoes gpeoerated frean lipid
perevidatios of Linoleic acid by Bpoaidase

Caojegated denes were geaecated at the first step of ligid peroxidation, which as
» absorbance 3t 20)sm The ishibitica offccts of FRCOO! oa the geosraticn of
coapgated dimes from lipid peroxdatioa of Snoleic acid catahyzed by bpoidass were
whows @ Figwe 7, From the carves, & could be found tat the nbdbitiea offects wore
mereased with the concentraticns of FRC0O! added ia the system. Whea the
ceaccatratioms of FRCOO) was 035mg/ml, about 20% of comjugated dicoes was
waveoged Whes the concentration was lscreased, the sbsorbance ot 2332m would
incresie, which Ssturbed the determinatioa at high coaceatnation.

Scaverging effect (%)

L L\

FRCCOI (mg/ml)

Fg.6 lakbioso ellects of FROM) oz the geacration of conjugated Geacs from the
lpid perecndatoo of lsoleic acid by lipoxadase.
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Slobibition effects of FROWOE s TEA reacted materials (TUARM) geaersted
from lipid perovidation of lipaseate

The shbition ellects of FRCO001 ca TBA reactios matenals geuerated Som Ipid
peroxidation of Spoacie were shown i Figure 7. From the carve, it caa be fousd that
e phdiios effect ca TBARM was lacreased with the mcrcase of coacestration of
FROO0!, The coscestration of mldhicion for 50% is abeut 19 mp'sl Iis klshitory
effect on THA reaction materials is salier than thae of Viamin € (Cy~ Imp'sl) bat
Rrger than that of Vitamiz E

-
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Fig 7 lohibicken effocts of FRCOO0T on TBARM peaerated Som lipid peroxidatios of
Sposome kiaced by Fe™*

7, Scavengiag effecs of FROWI1 ea peroxyunitrite

Narc oxide bas maay bislogical functicas, sech a5 the endothelnm-dernved
selavisg fcter (EDRF), whick caa selax vascular smooth cell sad mdibr platelet
coagulalion, sad reverse mecnpet is scwon Wanssissen, Bionyudcs of aitrse oxide
froms L-agnme may b¢ a pathway fSoc the rogulation of cell fonctico asd
conmmncation Macropbages produce sitric oxide a3 part of Ber oytotexic
is 3 paramsgaetic and active froe radical, it caa react with + O to form peroxymitrite
asicn (ONOOY). In alkaline solutions, ONOO' is stabls but bas a pKa of 66 % 0°C
aed decays rapidly once protosated, Lo give a spesics with lnvdroxyl radical-like and
NO; free radicals respectively, accordiag 10 the following reaction.

* Oy + NO - ONOO + H - ONOOH - + OH + NO,

Receatly,  is propossd Bat witric avide reacts with + O;' s many pathological



cases 10 yield cytotosse species The lvestigation of perenyuitrite Las boos gives muchk
stieatica. Its cxddation of sullliydryds sad meadcase Bpid, which cause cell toxicity and
sowe diseases. Heve the wavengizg cffoct of FROMW 1 en ONOO" was measared and 2
was thowed @ Figare 8 . It can be foend thar FRO0I could cffectively scavenge
ONOO (Cye*0,05 20/ ) Its scavenging effect oa peroxymitrite is saller than thas
of Viasun C (Cyy™0.00003 mg'nl) but stronger thas that of Vitsusa E.

Scavenging cffect (%)

-
-
-a - . "

FRCOOI(mg/md)

FRCOO! isa ditig desigued on the basis of the theory of scavenging free radicals.
From above oxperimest resukis, k can be fouad that FRC001 can effectively scavenge
e oxyges Sco radicals geoerated Som PMN stimulated with PMA xasine/xasthing
coadase, iradiation ribofaviEDTA and Fentou's Reaction. It was also fousd that &
durang lpid peroxidation of lmoksc acid and lposome respectively aod scavenge
ONOO" . These results suggest Bat the therapy effect of FROM|! on discases maybe
pass throegh e pathway of scavenging Loxic axyges Ece radicals is bumuan body,
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