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Fotoutlenianie biopolimerów indukowane promieniowaniem UV 

w obecności rozpuszczonego 0> jest ostatnio przedmiotem licznych 

badań ze względu na poznawcze i praktyczne znaczenie tego procesu 

(1,4, 6]. Nawet nieznaczne zmiany symetrii pola ligandów lub włas- 

ności chemicznych fotoutlenialnych reszt aminokwasów aromatycz= 

nych i siarkowych enzymów hemowych powodują drastyczne zmiany ak- 

tywności enzymatycznej (1, 2]. Wiadomo, że zdolność hemoproteidów 

do aktywowania chemiluminescencji (CL) układu: luminol  (hydrazyd 

kwasu 5-amino-ftalowego) - H,0,-OH zalezy silnie od stanu konfor- 

macyjnego i fizykochemicznego (8, 9]. Układ: hemoproteid - lumi- 

nol - H„0,-0H , emitujący silną CL, stanowić więc może wygodny mo- 

del dla badania wpływu promieniowania UV na aktywność hemoprotei- 

dów. Stosując taki układ, autorzy stwierdzili wzrost aktywności 

cytochromu c dla małych dawek UV (7]. Niniejszy komunikat stanowi 

kontynuację i uzupełnienie poprzednich badań. 

MATERIAŁ I METODY 

Cytochrom c z serc wieprzowych (Biomed, Kraków) o zawartości 

90-100% czystej substancji rozpuszczono w uprzednio napromienio- 

nym 10 mM buforze NaC0.-NaHCOz , pH 10. Dla celów porównawczych 

stosowano również 10 uM roztwory hematyny (Merck) i hemoglobiny 

krwi ludzkiej (Biomed). Roztwory związku hemowego o stężeniu 10 uM 

naświetlano zanurzeniowa lampą rtęciową TQ-81 (Hanau) o całko- 

*Pracę realizowano w temacie MNSZWiT R.III.13.1.2
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witym natężeniu emisji A od 250-450 nm 1019 hd-dem* . s71 w tempe- 
raturze 34-3600 w układzie przepływowym. Po różnym czasie naświet- 
lania ( tir) mierzono widma chemiluminescencji, fluorescencji i 
absorpcji roztworów. Próbki roztworów naświetlonych i nienaświet- 
lonych (kont rolnych) użyto dla aktywowania CL w modelowym  ukła- 
dzie: luminol - H,0,-0H . Początkowe stężenia substratów w tym 
układzie, wymienione wg kolejności mieszania, były następujące: 
2 mM H-02, 20 mM bufor fosforanowy pH 8,0, 1 uM luminol, 1 uM 
związek hemowy i woda bidestylowana do ogólnej objętości 5 com>. 
Roztwory substratów wstrzykiwano do kuwety umieszczonej przed fo- 
tokatoda fotopowielacza FEU-18 A, Sygnał rejestrowano za pomocą 
rejestratora K-201 Zeissa. Każdy pomiar powtarzano 5-8 razy, a wy- 
niki opracowano statystycznie (5]. Przyrzęd wykalibrowano w jed- 
nostkach absolutnych, używając standardu chemiluminescency jnego 
(3]. Absolutne wartości natężenia świecenia, I,' oraz integralne- 
go natężenia, I. sumy świetlnej obliczono z zależności: 

ta oo 
ddr | 

Та a a= oraz Dd Ia “7 I(t )dt, 

t=0 

gdzie I - względne natężenie świecenia zapisane przez rejestrator, 
(N | 

an" Z Li, jest względnym integralnym natężeniem świe- 
Is 

cenia, równym powierzchni pod krzywą kinetyczną świecenia I=f(t), 
a (Nis jest absolutną liczbą fotonów emitowanych w standardowej 
reakcji, Liniowy przebieg funkcji I. = f([L]), uzyskany 91а [6] = 
a 1079-1077 M (L - stężenie luminolu w standardzie) wykazał, że 
aparatura fotoelektryczna daje liniową zależność między sygnałem 
I,2I,a absolutną liczbą kwantów hy. 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Wartości najważniejszych parametrów, charakteryzujących natę- 

żenie maksymalne Tax! ŻI(t) oraz kinetykę CL: czas osiągania 

maksimum natężenia thax 1 cZas połowiczny zaniku świecenia. t1/2 
zestawione dla różnych wartości T,, w tabeli 1. Wzrastające daw- 

ki promieniowania wywierają różny wpływ na cyt c oraz na hematynę
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i hemoglobulinę. Chemiluminescencyjna 

jako I. i Q/I(t) układu lumino ax 46 
dawek 5 = 

1 - H_0_,-0H- 

. 1018- 3. 1019 
205 » WZrasta м 

fotonów :cm"* całkowitego promieniowania, 
emicowanego przez lampę TQ-81. Aktywność hematyny i 
monotonicznie maleje natomiast wraz ze wzrostem dawki promienio- 

wania (rys. 1). Szybkość generowania wzbudzonych cząsteczek kwasu 
3-aminoftalowego w układzie: luminol -H„0-0H [3], która 
odwrotnie proporcjonalna do Bax „ maleje dla cyt c i hematyny, na- 
tomiast wyraźnie wzrasta dla hemoglobiny. Czas połówkowy t 
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Rys. 1. Wpływ czasu naświetlania na maksymalne natężenie świece- 
nia układu: luminol - H20_70H „, aktywowanego kontrolnym i naświe- 
tlanym związkiem hemowym; 1 - cyt c, 2 - hematyna, 3 - hemoglo- 

202 - 2 mM, 

bufor fosforanowy pH 8.0, 20 mM, temperatura 20-22°C 

bina. Stezenia reagentów: 1, 2, 3 i luminol - 1 uM, H 

aktywność cyt c, wyrażona 

zakresie 

hemoglobiny
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zwiększa się dla hematyny, a zmniejsza dla cyt c ze wzrostem Tip 

aż do 63 min. Kinetyka świecenia, tj. przebieg funkcji Ia f(t) 

jest różna dla cyt c natywnego i naświetlonego, natomiast w przy- 

padku hematyny i hemoglobiny różnice między krzywymi I s f(t) dla 
roztworów kontrolnych i naświetlonych są znacznie mniejsze i do- 

tyczą tylko wartości paranetrów I... tii, i tayo (гуз. 2). Ма 
rysunku 2 widać 2 maksima świecenia układu: luminol - H„0,-0H dla 
natywnego (kontrolnego) cytochromu c. Drugie maksimum pojawia się 

po czasie 1300+100 s, a czas połówkowy zaniku świecenia wynosi 

około 900 sekund. Taki przebieg kinetyki świecenia ma miejsce, 

gdy do układu cytochrom c lub hematyna + luminol + Н>0>+0Н” wpro- 

wadzi sie inhibitory reakcji rodnikowych o niskim potencjale oksy- 

doredukcyjnym, np. 1 uM roztwory kwasu askorbinowego lub hydrochi- 

попи. Wtórne maksimum zaobserwował również Weber i współpr, [10] 

dla CL luminolu aktywowanej krwią różnych ssaków. 

=
=
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Rys. 2, Krzywe kinetyczne chemiluminescencji różnych kombinacji 
składników badanych układów: 1 - cyt c natywny (Typ z 0), 2- cyt 
c naświetlany 10 min (I x 0,25), 3 - hematyna naświetlana 10 min 
(I x 0,25), 4 - hemoglobina t,. = 20 min, 5 - cyt c + He, + bu- 

г zd : 
for (bez luminolu); warunki i stężenia jak na rys. 

Różnice między kształtem funkcji I,,, = f(r,,) dla cytochromu 

c i heminy (rys. 2) próbowano przypisać wpływowi komponenty biał- 

kowej na aktywność katalityczną henu (7]. Z wyników przedstawio- 

nych w tej pracy okazuje się jednak, że naświetlana hemoglobina
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zachowuje się podobnie jak hematyna, która nie zawiera komponenty 
białkowej. Warto dodać, że cytochrom c ogrzewany i godzinę w 80- 

-9000, chociaż nie ulega denaturacji, wzmaga Тпах o około 30% . 
Wstępne doświadczenia z cytochromu c degradowanym chemicznie (na 

drodze „ciemnej"* za pomocą H„02+0H , pH 8,0) wskazują na istnie- 

nie silnego efektu synergicznego: cyt c natywny + cyt c degrado- 

wany daje Tax Cb luminolu ponad 500% wyzsze od CL aktywowanej na- 

tywnym cyt c [11]. Badania zmierzajace do wyjaśnienia przyczyn 

obserwowanych efektów są kontynuowane, 
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Я. Славински, С. Внук 

ВЛИЯНИЕ УФОБЛУЧЕНИЯ НА АКТИВНОСТЬ ГЕМОПРОТЕИНОВ 

В МОДЕЛЬНОЙ СИСТЕМЕ - ЛЮМИНОЛ - Н20> - ОН” 

Резюме 

Водные растворы гемопротеинов (1иМ, РН 10,303°K) облучали 

светом УФ ламны Т@-81 (Л= 250-430 пт, 1 = 101? h» И4ст?-з ). Рас- 

творы облучались разное время (т..), после чего эти и контрольные 

растворы вводили в систему люминол - Н202 ~ OH (pH 8,0) c целью
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активурования st a: хемилюминесценции (xm). Для дозы облучения 

5 „101 3-10 ну /см? наблюдалось повышение активности цитох- 

рома с в 5-5 раза относительно контроля. Облучение гематина и ге- 

моглобина всегда приводило к уменьшению их хемилюминесцентной ак- 

тивности. Кинетические параметры хл чётко изменялись после облуче- 

НИЯо 

JI, Sławiński, S$, Wnuk 

THE INFLUENCE OF UV-RADIATION ON THE ACTIVITY OF 

HEMOPROTEINS IN THE MODEL SYSTEM LUMINOL - H,0, - OH” 

Summary 

The effect of irradiation with a TQ-81 Hg-lamp (Asa 250- 

-450 nm, I a 107” hv - dem *. s!) on the ability of cytochrome c, 

hematin and hemoglobin to activate chemiluminescence of the lumi- 

nol - H,9, - 0H system was studied. For the exposure doses 5.1018 

- 3.1019 hy.cm 3, the activity of irradiated cyt c increased in 

comparison to that of the native cyt c by factor 3-5, while that 

of hematin and hemoglobin only decreased. Dramatic changes in ki- 

netics of chemiluminescence, caused by the irradiation were also 

observed.


