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WPLYW PROMIENIOWANIA UV NA AKTYWNOSC HEMOPROTEIDOW

W MODELOWYM ZKLADZIE LUMINOL - H,0, - OH™*

Janusz Sitawinski, Stanistaw Wnuk

Instytut Chemii i Fizyki, Akademia Rolnicza,
60-625 Poznal, ul, Wojska Polskiego 75

Fotoutlenianie biopolimerdéw indukowane promieniowaniem UV
w obecnosci rozpuszczonego 02 jest ostatnio przedmiotem licznych
badah ze wzgledu na poznawcze i praktyczne znaczenie tego procesu
(1, 4, 6 ). Nawet nieznaczne zmiany symetrii pola liganddéw lub wias-
nosci chemicznych fotoutlenialnych reszt aminokwasdéw aromatycz-
nych i siarkowych enzyméw hemowych powoduja drastyczne zmiany ak-
tywnoéci enzymatycznej (1, 2]. Wiadomo, ze zdolnos$¢ hemoproteidéw
do aktywowania chemiluminescencji (CL) ukiadu: luminol (hydrazyd
kwasu 5-amino-ftalowego) - H202-0H' zalezy silnie od stanu konfor-
macyjnego i fizykochemicznego (8, 9]. Uktad: hemoproteid - lumi-
nol - H202~OH-. emitujacy silna CL, stanowic wigc moze wygodny mo-
del dla badania wpiywu promieniowania UV na aktywnosc hemoprotei-
déw. Stosujac taki uktad, autorzy stwierdzili wzrost aktywnosci
cytochromu c dla maiych dawek UV (7] « Niniejszy komunikat stanowi
kontynuacje i uzupeinienie poprzednich badafi.

MATERIAL I METODY

Cytochrom ¢ z serc wieprzowych (Biomed, Krakéw) o zawartosci
90-100% czystej substancji rozpuszczono w uprzednio napromienio-
nym 10 mM buforze NaCOS—NaHCO3, pH 10. Dla celoéw poréwnawczych
stosowano réwniez 10 uM roztwory hematyny (Merck) i hemoglobiny

krwi ludzkiej (Biomed). Roztwory zwiazku hemowego o stgzeniu 10 uM
naswietlano zanurzeniowa lampa rteciowa TQ-81 (Hanau) o catko-

*Prace realizowano w temacie MNSzWiT R,III.13.1.2
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witym nat@zeniu emisji A od 250-450 nm 1012 hy-dem™> . s~ y tempe-
raturze 34-36°C w ukiadzie przepiywowym. Po rdéznym czasie naswiet-
lania ( tir) mierzono widma chemiluminescencji, fluorescencji i
absorpcji roztworéw. Prébki roztwordéw naswietlonych i nienadwiet-
lonych (kontrolnych) uzyto dla aktywowania CL w modelowym ukla-
d4zie: luminol - H202-0H'. Poczatkowe st@zenia substratéw w  tym
uktadzie, wymienione wg kolejnoéci mieszania, byty nastepujace:
2 mM H,0,, 20 mM bufor fosforanowy pH 8.0, 1 uM luminol, 1 uM
zwiazek hemowy i woda bidestylowana do ogdélnej objetosci 5 e,
Roztwory substratdéw wstrzykiwano do kuwety umieszczonej przed fo-
tokatoda fotopowielacza FEU-18 A, Sygnal rejestrowano za pomoca
rejestratora K-201 Zeissa. Kazdy pomiar powtarzano 5-8 razy, a wy-
niki opracowano statystycznie (5]. Przyrzad wykalibrowano w jed-
nostkach absolutnych, uzywajac standardu chemiluminescencyjnego
(3] . Absolutne wartosci natezenia $wiecenia, I, oraz integralne-
go nateZenia,Z:Ia. sumy S$wietlnej obliczono z zaleznosci:

t= oo

d1 |
Ia = '"H?_é" oraz Z:Ia ='7‘Y I(t)dt.
t=0

gdzie I - wzgledne natezenie dwiecenia zapisane przez rejestrator,
(N |
a = ——f%lbg-- 2313 jest wzglednym integralnym nat@zeniem $wie-
Is
cenia, réwnym powierzchni pod krzyws kinetyczna $wiecenia Inf(t),
a (th)s Jjest absolutna liczba fotondéw emitowanych w standardowe j
reakcji. Liniowy przebieg funkcji I_ = f((L]), uzyskany dla[L] =
= 1078-10"% M (L - stezenie luminolu w standardzie) wykazalt, ze

aparatura fotoelektryczna daje liniowa zaleznodé miedzy sygnalem
I,)I, a absolutng liczba kwantéw hv.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wartosci najwazniejszych parametréw, charakteryzujacych nate-
2enie maksymalne Imax' Z:I(t) oraz kinetyke CL: czas osiagania
maksimum natezenis thax 1 ©Zas poiowiczny zaniku.éwiecenia. t1/2
zestawiono dla réznych wartosdci Ty W tabeli 1. Wzrastajace daw-

ki promieniowania wywieraja rézny wpiyw na cyt c oraz na hematyne
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catkowitego promieniowania,
emicowanego przez lamp@ TQ-81. Aktywnoéc¢ hematyny i

hemoglobiny
monotonicznie maleje natomiast wraz ze wzrostem dawki promienio-

wania (rys. 1). Szybkoéé generowania wzbudzonych czasteczek kwasu
3-aminoftalowego w ukiadzie: luminol

-H,0,-0H" (3], ktéra jest
odwrotnie proporcjonalna do LI~

» maleje dla cyt ¢ i hematyny, na-
tomiast wyrainie wzrasta dla hemoglobiny. Czas poldéwkowy t
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Rys. 1. Wpiyw czasu naswietlania na maksymalne natezenie s$wiece-
nia uktadu: luminol - HZOZ-OH , aktywowanego kontrolnym i naswie-
tlanym zwiazkiem hemowym; 1 - cyt c, 2 - hematyna, 3 - hemoglo-
bina. Stezenia reagentdéw: 1, 2, 3 i luminol - 1 uM, Hy0, - 2 mM,
bufor fosforanowy pH 8.0, 20 mM, temperatura

20-220C
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zwigksza si@ dla hematyny, a zmniejsza dla cyt c ze wzrostem Ty

az do 63 min. Kinetyka $wiecenia, tj. przebieg funkcji I = f(t)

jest rézna dla cyt c natywnego i nasdwietlonego, natomiast w przy-
padku hematyny i hemoglobiny réznice migdzy krzywymi I = f(t) dla

roztwordw kontrolnych i naswietlonych sa znacznie mniejsze i do-

tycza tylko wartoéci parametréw I .. t .. 1 ty /o (rys. 2). Na

rysunku 2 wida¢ 2 maksima éwiecenia uktadu: luminol - H,0,-0H" dla

natywnego (kontrolnego) cytochromu c. Drugie maksimum pojawia sie

po czasie 1300%100 s, a czas poiéwkowy zaniku éwiecenia wynosi

okoto 900 sekund. Taki przebieg kinetyki s$wiecenia ma miejsce,

gdy do ukitadu cytochrom c¢ lub hematyna + luminol + H202+0H" wpro-

wadzi sie@ inhibitory reakcji rodnikowych o niskim potencjale oksy-
doredukcyjnym, np., 1 uM roztwory kwasu askorbinowego lub hydrochi-
nonu. Wtérne maksimum zaobserwowal réwniez Weber i wspdipr. (10]

‘dla CL luminolu aktywowanej krwia réZnyéh ssakow,

-—— e ————

H,0,

L+8 l " Hem

L

Rys. 2. Krzywe kinetyczne chemiluminescencji rdéznych kombinacji
sktadnikéw badanych ukiadoéw: 1 - cyt c natywny (Tir = 0), 2 - cyt

c naswietlany 10 min (I x 0,25), 3 - hematyna naswietlana 10 min
(I x 0,25), 4 - hemoglobina <t . = 20 min, 5 - cyt c + H%O2 + bu-

r s . .
for (bez luminolu); warunki i stezenia jak na rys.

t (sek)

Réznice miedzy ksztaitem funkcji I__. = f(r;,.) dla cytochromu
c i heminy (rys. 2) prébowano przypisac¢ wpiywowi komponenty biak-
kowej na aktywnosé katalityczna henu [7]. Z wynikdéw przedstawio-
nych w tej pracy okazuje sig¢ jednak, ze naswietlana hemoglobina
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zachowuje si@ podobnie jak hematyna, ktdra nie zawiera komponenty
biatkowej. Warto dodad, Ze cytochrom c ogrzewany 1 godzine w 80-

-90°C, chociaz nie ulega denaturacji, wzmaga Imax o okoko 30%.

Wstepne doswiadczenia z cytochromu c degradowanym chemicznie (na
drodze ,ciemnej* za pomoca H202+0H', pH 8,0) wskazuja na istnie-
nie silnego efektu synergicznego: cyt c natywny + cyt ¢ degrado-
wany daje I,ax CL luminolu ponad 500% wyzsze od CL aktywowanej na-

tywnym cyt c [11]. Badania zmierzajace do wyjasnienia przyczyn
obserwowanych efektéw sa kontynuowane.
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fle CnasumHcku, C. BHYK

BINAHUE YOOBIYYEHNA HA AKTUBHOCTH T'EMOIPOTENHOB
B MOZEJBHOY CUCTEME - JOMUAHON - H50, = OH™

PesvnwMe

Bonuwe pacTBOpH remonpoTeuHoB (1 u M, pH 10,303%K) oGnyuamu
cBeToM YO jamnm TQ-81 (A= 250-430nm, 1 = 1019h~) /dcm3-s). Pac-
TBOPH OOJYyuYaNuUCh pa3Hoe BpOMA (Tkr)' MocNe Yero dTH ¥ KOHTPONbHHE
pPacTBOpH BBOAMJIM B CUCTEMYy JHOMUHON - H202 - OH™ (pH 8,0) c nexsn
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axrnnngonannﬂ c¥gbnoﬁ xeMumoMuHecueHuuu (xin), Ang 7034 00TNyYeHUA
5 -10 3-10 hv‘/cm HAaOJMNZANOCh NMOBHMEHNE aKTUBHOCTU LUTOX-
poMa ¢ B 3-5 pasa OTHOCUTENBHO KOHTPONA. OONyyeHUWe TeMaTUHA U Ie-
MOT'JIO6MHA BCEI'Za NMPUBOAMIO K YMEHBEUOHUD UX XEMUIIOMUHECLEHTHOH ax-
TUBHOCTH, KMHeTUUeCKME NapaMeTpH XJ YETKO M3MEHAJNHUCH Iocle 00Jyye-
HAA,

Je Stawiniski, S. Wnuk

THE INFLUENCE OF UV-RADIATION ON THE ACTIVITY OF

HEMOPROTEINS IN THE MODEL SYSTEM LUMINOL - H202-0H-

Summary

The effect of irradiation with a TQ-81 Hg-lamp (A = 250-
-450 nm, I = 10° hv . den™3. s'l) on the ability of cytochrome c,
hematin and hemoglobin to activate chemiluminescence of the lumi-

nol - H202 - OH™ system was studied. For the exposure doses 5-1618

- 3~1019 hvocm-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,



