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Absorpcja promieniowania UV i widzialnego przez wodne roztwo-
ry hemoproteidow inicjuje procesy fizyczne i chemiczne, jak wzbu-
dzenie elektronowo-oscylacyjne, fotojonizacja,‘'reakcje rodnikowe
i fotodestrukcja. Procesom tym towarzyszy chemiluminescencja (CL)
o wydajnoéci kwantowej rzedu 10710_4078
nastu sekund do minut (5, 7-9]. Stanowi ona przedmiot coraz licz-

i czasie trwania od kilku-

niejszych badat, gdyz dostarcza istotnych informacji o mechaniz-
mie tych procesdéw. W zwiazku z potencjalna mozliwodcia rozcieicze-
nia stratosferycznej warstwy ozonowej i zwiekszeniem natezenia
sionecznego promieniowania UV w biosferze, szczegdlnie aktualne
staje sig poznanie mechanizméw i skutkdéw oddziatywania promienio-
wania UV i widzialnego na bialka hemowe. Wiele z nich, jak np. cy-
tochromy, ulega fotodestrukcji [2, 6], co prowadzi do zaburzenia
transportu elektronéw w procesach fotosyntezy, oddychania i hydro-
ksylacji.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie widm absorpcji. fluores-
cencji i chemiluminescencji wodnych roztwordéw cytochromu (cyt c),
poddanych dziataniu promieniowania UV i widzialnego.

MATERIALY I METODY

Do badafh uzyto cytochromu c z serc wieprzowych w postaci pre-
paratu liofilizowanego lub w fizjologicznym 0,85% roztworze NaCl
produkcji Biomed, Krakéw. Wodne roztwory cytochromu c, zawieraja-

*Prace realizowano w temacie MNSzWiT R, III. 13. 1. 2.
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ce rozpuszczony tlen (0,3 uM 0,) i 10 mM bufor weglanowy o pH 10
poddano naswietlaniu w przepiywowych reaktorach fotochemicznych,
opisanych szczegétowo w pracy ([1]. Natezenie integralnego promie-
niowania (A = 250-570 nm), okredlone metods aktynometryczna wyno-
sito :=1019 hv/s - dcm3. St@zenia cytochromu zmieniano od 1 uM do
10 uM, temperature¢ pomiardow utrzymywano na poziomie 30°C. Widma
absorpcji badanych roztwordéw mierzono po réznym czasie naswietla-
nia za pomoca spektrofotometru Techtron 635-D, Varian. Widma fluo-
rescencji rejestrowano na spektrofotometrze Hitachi MPM-4. Skad
widmowy fotoindukowanej chemiluminescencji okreslono metoda filt-
row granicznych i zliczania pojedynczych fotondw, stosujac ukilad
przeptywowy (4].

WYNIKI I DYSKUSJA

Zmiany widma absorpcji cytochromu c pokazane na rysunku 1 wy-
raznie swiadcza o tym, Zze naswietlanie powoduje fotodegradacje ma-
kroczasteczki, obejmujaca zaroéwno komponente biatkowa, jak tez
pierécienl porfirynowy i ukiad hemowy. Natezenie pasm o i ﬁ przy
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Absorpcja

Rys. 1. Widma absorpcji 10 uM roztworu cytochromu c, pH = 10.2,
T = 303°K naswietlanego promieniowaniem UV i widzialnym
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520 i 546 nm zmnie jsza sie, co wskazuje na utlenianie cytochromu
(Fe ) do cytocheomu (Fe ) Najbardziej wrazliwe jest pasmo So-
reta przy 410 nm (tab. 1) Absorpcja aromatycznych aminokwasow
przy 275 nm poczatkowo maleje i po T
je to, ze reszty aminokwasowe komponenty bialkowej Trp, Tyr, Phe

oraz Cys i Met ulegaja fotoutlenianiu. Dodatkowych dowodéw dostar-

= 10 min wzrasta. Sugeru-

czaja widma fluorescencji (rys. 2). Natywny cytochrom ¢ nie fluo-~
ryzuje (3, 10]. Po naswietieniu obserwuje sig¢ wzrost natezenia
fluorescencji i przesunigcie batochromowe w widmach wzbudzenia i
emisji z obszaru Trp K A 270 nm, ]em = 352 nm) do obszaru

exc
A = 360-400 i A__ = 400-550 nm. Wyniki te 3wiadcza o tym,

exc em
ze reszty aminokwasdéw aromatycznych, w szczegdlnoéci Trp, podlega-
j@ procesom utleniajacej degradacji do fluoryzujacych produktéw
typu formylokinureniny, kwaséw ksanturenowego, aminosalicylowego

i o-aminofenonu [ 5, 11].

Tabela 1

Wartosci stosunku sygnal/tko fotochemiluminescencji roztworéw cy-
tochromu ¢ i jego sktadnikéw naswietlanych promieniowaniem mono-
i polichromatycznym

Sygnat/tio
RRZEWOr A = 254 nm 2 250-570 nm
exc exc

20 mM bufor weglanowy
pH 10,2 (r.kontrolny) - 11,2 £ 2,7
10 UM hematyna 1,6 £ 0,1 12,6 ¥ 3,4
10 uM albumina (BSA) 6,0 = 2,1 28,4 % 8,0
10 uM cytochrom c 5,1 = 1,3 40,6 = 12,1

Poczatkowa wzgledna szybkosé (l&A / A ) utleniajacej foto-
degradacji¥ cytochromu ¢ obliczona z widm absorpc;z. przy
10 min przedstawiaja nastepujace dane:

T,
ir

*
Warunki fotodegradacji cyt c: pH 10,2, temperatura 30-35°C,

czas napromieniowania ( tir) 10 min.
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pasma absorpcji A, nm

270 410 520 546

-9,2 28,0 2,4 2,3

Jak wynika z tabeli 2 efekt dziatania promieniowania mono-
chromatycznego (85% emisji z linii Hg 254 nm) na natezenie CL jest
znacznie mniejszy niz promieniowania polichromatycznego. Zasadni-
cza przyczyna jest wigksza moc lampy TQ-81 od lampy rezonansowej,
przypadajaca na jednostke objetosci naswietlanego roztworu. Nie
mozna jednak wykluczyé inicjowania fotoutleniania w wyniku absorp-
cji w pasmach Soreta i, 3 z udzialem tlenu singletowego 02(%69).

Intensywnoséc

1 ] 1 1
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Rys. 2. Widma wzbudzenia (z lewej) i emisji (z prawej) fluorescen-
cji roztworodw czt ¢ napromienionego w ciagu 1 godz. Widma bez po-
prawek na krzywa czutosdci spektralnej fotopowielacza

Zagadnienie to wymaga dalszych badatt. Z tabeli 2 wida¢ réwniez ze
oddzielnie badane skladniki roztworu cyt c wnosza istotny  wkiad
do obserwowanej CL, ktérej natezenie nie jest wielkoscig addytyw-
na. Jest to zrozumiale z uwagi na mozliwo$¢ migracji energii wzbu-

dzenia i gaszenia luminescencji w kompletnej makroczasteczce cy-
tochromu ¢ (3, 10]. ‘
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Rys. 3. Kinetyka (A) i sktad spektralny (B) fotochemiluminescen-
cji 10 pyM roztworu cyt c, napromienionego lampa TQ-81; I_ - nate-
zenie CL podczas stacjonarnego przepiywu; czas martwy =35, Tip T
czas napromieniania, DC - prad ciemny, DW -~ nateZzenie emisji. z nie-
napromienionej wody bidestylowanej (tto), cps - liczba zliczes na
1s. Linia przerywana zaznaczono krzywe kinetyczne zaniku CL I =
= f(t) od momentu wstrzymania przeptywu (sf). B - widmo CL: wyso-
kosc stupkdédw odpowiada wzglednemu natezeniu CL, a ich szerokos¢
odlegtosci A A miedzy krétkofalgwgmi granicami przepuszczalnosci
iltrow

Kinetyka fotoindukowanej CL ma ztoZzony przebieg, odpowiadaja-
cy reakcjom nastgpczym (rys. 3A). W procesach fotodegradacji two-
rza si@ przejs$ciowe produkty wzbudzone - narastanie krzywej Is =
= f(tir)‘ ktére stopniowo sa zuzywane (spadek krzywej). Z  krzy-
wych wygasania I = f(t), mierzonych metoda wstrzymanego przeptywu
wynika, ze czas zycia wzbudzonych produktdéw jest stosunkowo diugi
rzedu 1-100 s. Zanikaja one w dwich procesach o statych szybkosci

rzedu k1=10'23-1 ik, = 407371,
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Analiza widma CL, (rys. 3B) éwiadczy o generowaniu w naswie-
tlanym roztworze cytochromu c wzbudzonych produktéw, ktére emitu-
ja w niebieskim i czerwonym zakresie widma. Pasmo w cz@sci nie~-
bieskiej pokrywa sie@ z fluorescencja wzbudzonych produktéw  foto-
degradacji Trp (rys. 2). Pasma w zakresie czerwonym mozna nato-
miast przypisaé emisji ze wzbudzonych bimoli tlenu singletowego

1 1
(Oz)é 139). Bezsporne wykazanie udziaiu ,02 jest trudne i wymaga

specjalnych badahh, ktore sa w toku.
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I, CnaBunscka, fl. CnaBunbckm, B, [ly3nHa
OOTOMHAYINPOBAHHAAl XEMUJMIOMAHECUEHIMA LATOXPOMA c

PesnwMe

LY

ayueHO KMHOTUKY U CIEKTPANBbHH{l COCTAB XEeMUJINOMUHECUEHIOUM BO3-
HUKaome# npu ob6ayyeruu YO u BumumeM cBeToM (A = 250-570 HM UHTEH-
CUBHOCTSH lOlgtvoc:nuM3) BOZHHX pacTBOpoB nuroxpoma ¢ (1-10 MrM,
pH 10, T = 303 K), aMeHeHus CHNEKTpPOB NOIJIOWEHUs B o0jacTm 275~
-410 u, 520-546 HM, a TaKKe HapacTaHue (IOOpPECUEHUIUM B  OOJIACTH
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420-550 M (;texc 360 HM) YKQ3HWBAOT Ha NPOLECCH (OTOOKUCAMTENBHOH
IeCTpyKuuu OelIKa ¥ rema, B 3aTmx npoueccax o6pasypnTcA SIGKTPOHHO
BO3OYX/EHHNEe NMPOAYKTH THNA KURypeHUs (aMuccHa B obnactu 420-480HM)
¥ BO3MOXHO CHMHI'IETHOI'O MOJNEKYJNAPHOI'O KUCJIOPOZA OZ(IAQ) (nmoaocH mc-
nyckanug 630 u 700 BM),

D. Stawiska, J. Stawinski, W. Puzyna
PHOTOINDUCED CHEMILUMINESCENCE OF CYTOCHROME C
Summary

The kinetics and spectral distribution of chemiluminescence
induced by the irradiation with UV and visible - light of aqueous
solutions of cytochrome ¢ 1-10 uM, pH 10, T = 303°K (A = 250-570
nm, intensity ~ 102 hy /s dcm3) were investigated. Changes of ab-
sorption spectra in the region of 275, 410 and 520-546 nm, as well
as the increase of fluorescence in the range 420-550 nm (lexc 360
nm) indicate that both the haem and protein part of cyt c undergo
photooxidative degradation. In these processes electronically ex-
cited products of kinurenire type are generated which emit in the
range 420-480 nm. The possibility also exists that singlet molecu-
lar oxygen 02(1 Ag) is responsible for the observed red emission
bands at 630 and 700 nm.



