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Mozliwosc generowania wzbudzonego tlenu czasteczkowego 0,
w stanach ) & a 1§:+ oraz ich kombinacji w reakcji biatek hemo-
wych z produktami radiolizy wody o charakterze utleniaczy (02, 05
OH', H,0,) byta postulowana w kilku pracach [1, 10, 11]. Oddzia-
iywanie cytochroméw z produktami radiolizy wody powoduje nieod-
wracalne zmiany w strukturze komponenty biaikowej i w samej gru-
pie prostetycznej (5, 12]. Procesy te m.in. zapoczatkowuja tan-
cuch katabolicznych reakcji prowadzacych do barwnikéw zdézciowych
(6] . 0ddziatywanie cytochromu c z jonorodnikiem 05' rozwazane by-
X0 teoretycznie z termodynamicznego punktu widzenia (7] . Celem
tej pracy byio doswiadczalne sprawdzenie tworzenia si¢ tlenu sin=-

gletowego w reakcji cytochromu ¢ z nadtlenkiem wodoru.

METODYKA

W pracy badano reakcje cytochromu c(Fe3+) w stezeniu 10™°M =z

nadtlenkiem wodoru o stgzeniu 10'2M w roztworze buforu fosforano=-
wego (pH = 8, sita jonowa I = 0,289, stezenie 10'1M). Jako ukiad
pomocniczy badano reakcjg hematyny (grupa prostetyczna cytochromu
c), w stezeniu 10™°M z nadtlenkiem wodoru w takinm samym stegzeniu
i buforze. Aby stwierdzic¢ powstawanie tlenu singletowego w wymie-
nionych ukiadach zmierzono:

- widma emisji chemiluminescencji (CL ) uktadu modelowego: cyt

c(Fes*) + H,0

mierzone
22

i uktadu pomocniczego -~ hematyna + H202,

*Praca realizowana w temacie R.III 13.I.2
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w zakresie 380-740 nm metoda zliczania pojedynczych fotonéw w stac-
jonarnym ukladzie przeptywowym (9],

- widma fluorescencji i fosforescencji cyt c¢ i produktéw utle-
niania przy uzyciu spektrofotometru typu Perkin-Elmer MPF-=3,

- wpiyw cyt c + H202 na natezenie fluorescencji zwiazkéw pu=-
tapkujacych tlen singletowy (tzw. traps),

- wpiyw wygaszaczy tlenu singletowego 02( %&g).

~ zbadano efekt izotopowy 020 w widmach emisji CL obydwu ukla-
now.

WYNIKI DOSWIADCZEN

Z przedstawionych na rysunku 1 widm wynika, Ze w ukladzie cy-
tochrom c (Fe3+) + H202 (rys. B) nie obserwuje sig emisji charak=-

terystycznej dla powstawania tlenu singletowego. Brak w tym wid-
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Rys. 1. Widmo chemiluminescencji ukzadu; A - hematyna + H,O_, +

2 2
bufor fosforanowy pH = 8, I = 0,289 M, B - cytochrom c + H202
bufor fosforanowy pH =8, I =0,289 M

mie pasma odpowiadajacego przejsciu ze stanu 2(,Ag) do (32: )v-
( ng) veo Odpowiadajgce A = 703 nm oraz 2 ([3 ) do (3 Z:g)v=0 od-
powiadajgace A = 634 nm. Pasma te natomiast pogaw1aJa sie w widmie
emisji ukiadu pomocniczego ~ hematyna + H202 (rys. 1A). Sugeruje
to tworzenie sig tlenu wzbudzonego w formie singletowej w tym
uktadzie. Trudne jest natomiast do interpretacji pasmo odpowiada-
jece diugoséciom fali 440-480 nm. Formalnie emisja ta moze byc
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przypisana przejéciu 2 02<%Ag 12:;)-—-2 02<32:; >odpowiadajecemu

dtugosci A = 478 nm. Wiadomo jednak, ze produkty oksydacyjnej de-

gradacji tryptofanu (Trp), np. pochodne kinureniny (P) wykazuja

fluorescencje w tym zakresie widma. Dlatego tez zmierzono widma

fotoluminescencji cytochromu c natywnego i po utlenieniu. Stwier-

dzono, Zze cytochrom c utleniony przez H202 fluoryzuje w zakresie

420-620 nm z maksimum emisji dla 470 nm. W miareg postepu reakcji,
natezenie fluorescencji przy 470 nm rosnie. Rozwory cytochromu c

odgazowane argonem wykazuja fosforescencjg¢ w temperaturze 77°K ty=-
powg dla Trp z maksimum emisji dla 450 nm przy diugoséci wzbudze-

nia 285 nm. Po 20 minutach reakcji cytochromu c z H202. zachodza-

cej w atmosferze argonu, obserwuje sig¢ zmniejszenie natgzenia

fluorescencji z Trp oraz pojawienie sig szerokiego pasma fosfo=

rescencji w zakresie 420-620 nm z maksimum dla 530 nm (A, =560nm).
Dlatego tez bardziej prawdopodobny byiby proces przenoszenia ener-
gii, czyli tzw. CL aktywowanej:

1 1+ 35~ *
OZ(Ag Zg)+ P_’02<Zg>+P P -———bP+h\)p

lub bezposredniej:

H,0
Trp (w cyt ¢c) ___3___2___, P _oP + hy .

P

Proces ten jest bardzo prawdopodobny w $wietle wynikéw  otrzyma-
nych przez Burtona [2]. W przypadku hematyny, ktére sama nie fluo-
ryzuje nic nie wiadomo o skiadzie widmowym ewentualnej fluorescen-
cji produktéw jej degradacji.

Przedstawiona hipoteze weryfikowano poprzez zbadanie dziaia-
nia substancji putapkujacych 1O2 (ryse. 2). Do doswiadczenia uzyto
dwufenylo-izo~-benzofuranu (DPHF) i rubrenu rozpuszczonych w aceto-
nie i metanolu. Badano zmiang¢ natezenia fluorescencji DPBF zfl =
= 458 nm i rubrenu Afl = 540 nm, proporcjonalng do ich stezenia
w badanym uktadzie w czasie trwania reakcji cytochromu c + Hzgz i
hematyny + H202. W wyniku reakcji substancji puiapkujacej =z O2
przechodzi ona w forme wodoronadtlenkowa wediug schematu przedsta-
wionego na stronie 189 (rys. 3).

Reakcja z 102 jest odwracalna. Po podgrzaniu badanego ukZadu
wodoronadtlenek DPBF (ew. rubrenu) rozktada sig¢ na substraty wyjs-
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Rys. 2. Zaleznos¢ natezenig

cych l02

substancje putapkujace B - hematyna + H202
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cja putapkujaca. Stosunek objgtodciowy rozpuszczalnikéw: 50% wody

+ 50% acetonu i 50% wody + 50% metanolu, [Rubren]o

ciowe. Zabieg ten pozwala oszacowadé ilogé DPBF, ktéra

wéla z 1

= 50 uM

02. Na podstawie wynikéw tych doswiadczen obliczono,

= 10 wM, (DPBA,

przereago-
ze

okoto 75% DPBF w ukiadzie hematyna + H

2O2 przereagowato =z (0]
(rys. 2); bardzo wyraznie potwierdza istnienie

1
1 2
O2 w ukiadzie he-

matyna + H202 oraz jego brak w ukiadzie modelowym - cyt c(Fe3+) +

+ H202 .
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Rys. 3. Schemat reakcji utleniania DPBF; ® - rodnik fenylowy

Nastepnym etapem w wykrywaniu tlenu singletowego byZo badanie
oddziatywania wygaszaczy tlenu singletowego, takich jak: biliwer-
dyna (10-6M), azydek sodu (10'3M) i 1,4=-dwuazodwucyklo [2.2.2 ]
oktan (DABCO) (10-3M), na reakcje cytochromu c{Fe®*) i hematyny z
H202. W przypadku cytochromu ¢ sygnat chemiluminescencji nie
zmniejszal sig. Podobny efekt zaobserwowano w reakcji hematyny z
H202. Stosowanie wygaszaczy daje na og6éi dobre wyniki w roztwo-
rach niewodnych, natomiast wynik ich dziatania w wodnych roztwo-
rach moze byc¢ rézny. Brak zarejestrowanego efektu wygaszaczy na
uktad modelujacy méglt byé spowodowany mata czuioscia spektralnag
uzytego fo;opowielacza w czerwonym zakresie widma (typ fotopowie=-
lacza Feu 18 A)s Réwniez w badaniu efektu izotopowego nie zauwa-
zono wpiywu dodawania wygaszaczy 1O2 do badanych uktaddéw. W $ro-
dowisku 020 obserwowano wyrazne spowolnienie reakcji cytochromu c
(Fe3+) z H202. Wiadomo, Ze dysocjacja H202 zachodzi trudniej w
020 niz w H20, dlatego tez mozna oczekiwac zmniejszenia szybkosci
rozktadu H,O, i obnizenia natezenia $wiecenia (11]. Z obliczen wy-

2 &

nika, ze w wyniku rozkxadu H20 w obecnosci hematyny stezenie tle=-

nu singletowego wynosi okoZo 3?7 X 10-5M. Wniosek ten oparto na
obliczeniach zmiany stezenia DPBF i rubrenu w badanej mieszaninie
przy zalozeniu, Ze jedna czasteczka substancji putapkujace] 102
resguje z jedna czasteczka tlenu wzbudzonego. W ukitadzie cytochro-
mu c(Fe3+)+ bufor fosforanowy nie zaobserwowano istnienia tlenu

singletowego. Brak wystgpowania 102 w tym uk}adzie oznacza, ze
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produkcja 102. o ile w ogéle zachodzi, jest bardzo mato wydejna

(ponizej 10'6M).

OYSKUSJA

Chemiluminescencja emitowana w wyniku reakcji cytochromu ¢ =z
H9, pochodzi od grupy prostetycznej cyt c. Wynika to z poprzed-
nich badan [10] i poréwnania widma emisji dla uktadu z hematyna i
cytochromem c oraz z badan rozktadu pozioméw energetycznych zela-
Za w grupie prostetycznej. W przypadku uktadu pomocniczego reduk-
cja jonu zelaza Fe>* do Fe?* zachodzi poprzez oddanie elektronu

od atomu tlenu w H202. Proces ten bardzo komplikuje sie¢ w przypad-

A B

Met 80

N == i [ N,_S—Cysteina

Rys. 4. Schemat struktur hematyny (A) i cytochromu ¢ (B); A -
kompleks biatkowy 4 laricuchy peptydowe spiralnie skrecone réwno-
legie do piaszczyzny hemu

ku cytochromu c. Jon zelaza Fo>*

znajduje sie w polu polikrysta-
licznym, pochodzacym od czterech otaczajacych atoméw azotu. Piaty
ligand zwiazany z histydyna 18 oraz szdésty z metioninag 80 maja ma-
ty wpiyw na to pole (rys. 4); mozna je traktowaé odpowiednio jako
zaburzenie pierwszego i drugiego rzé¢du. Ma podstawie obliczen
kwantowo-mechanicznych [1, 3, 4, 13] orbitale pochodzace od sta-
nu FE°* przyjmuja konfiguracje [13] przedstawiona na rysunku 5
(str. 191). |

Przejsécia z tych standéw sa bardzo zblizone do analogicznych

przejéé w przypadku hematyny. Stad zrodzita sig hipoteza, Ze mogq
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Orbitale uktadu :
Jonu Jon - pierscien Ligandu
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Rys. 5. Schemat orbitali s dla jonu Fe>* w cytochromie c; objas-
nienia w tekscie

braé udziat w luminescencji powstajacej w wyniku redukcji Fe>* na

Fez*. Przemawia za tym fakt, Ze sa to przejscia dozwolone oraz ze
ich réznice energetyczne sa@ zblizone do diugosci fali A = 470 nm,
emitowanej w badanej reakcji. Hipotezie tej zaprzeczaja natomiast
wstepne obliczenia: sila oscylatora, ktéra powinna odpowiadac ob-
serwowanemu przejsciu nie pokrywa sig z sila obliczona dla oma-
wianych przejsc.

Na podstawie przeprowadzonych badan reakcja cytochromu c z
H202 najprawdopodobniej przebiega wediug nastgpujacego schematu:

H0, —* HY + HOO™; pk = 12,4

cyt c(Fe3+) + HOO™ — cyt c(Fe2+) + OOH®

OOH® —» OZ —»+ H'; pk = 4,8

k
05 + cyt c(Fe3+) z:%z cyt c(Fe2+) + 02 k1 = 106 M 1- S &
k
2 - -
' ky = 3x1072 ™t s 1

Schemat ten nalezy jednak traktowaé jako hipotezeg robocza, ktdra
nie zostala jeszcze zweryfikowana. Poparta jest jednak szeregiem
wynikéw doswiadczalnych oraz rozwazan teoretycznych, podanych po-

nizeje.
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1e Maksimum natezenia CL otrzymuje si¢ dla stosunku

[H202] ~ [OOOH ]

eyt c] 1000 [cyt c(Fe3 ﬂ

2e Reakcji H202 + cyt c(Fe *) towarzyszy obnizenie pH. Termo-
dynamiczny potencjai redukcyjny cyt ¢ (Fe *Y /eyt c(Fe®*)  wynosi
0,25 V, natomiast dla O /0 = - 0,33 V. Dla uktadu z tlenem sin-
gletowym otrzymano [7]: O, (%ﬁg) /05 = 0,65 Vv, 2(1z:+)/0'===0.5V.
Na podstawie tych potenCJaléw obliczono. ze sSrednia energia SWO~

bodna dla reakcji: cyt c(Fe>*) + 03 —scyt c(Fez+) + 0,, OG, =
k

= RTln-E—— = - 42,15 kJ/mol. Natomiast dla reakcji cytochrom
c(Fes+)/Fe + 07 /10 energia swobodna Z&G~ = + 29,2 kJ/mol. Ana-
logiczne obllczenla przeprowadzono dla hematyny. Do obllczen uzy-
to potencjaiéw redukcyjnych hematyna: (Fe3 ) / hematyna (Fe ")

= - 0,18 [8] W przypadku reakcji 0 / O2 energia ta wyn031 AAG
= = nF E = - 49,1 kJ/mol, natomlast dla reakcji 0 / 0 Aﬁo =
- 80,09 kJ/mol. Z obliczen tych wynika, ze w reaRCJl cytochromu
c z H202 powstanie formy wzbudzonej tlenu jest maito prawdopodob-
ne. W przypadku hematyny bardziej prawdopodobna w ujeciu termody-
namicznym, jest reakcja w wyniku ktdrej powstaje tlen singletowy.
Ponadto wyzwolona energia jest zbliZona do energii przejscia mig-
dzy poziomami 32; —>1'Ag tlenu.

WNIOSKI

1. Obecnos$é tlenu singletowego w ukiadzie hematyna + H,0,.
W wyniku rozpadu H202 w obecnosci hematyny stezenie 102 WY no-

si 3,74 x 10" °M. Srednia predkosé pierwszej fazy reakcji wynosita
k = 0,31 x 1072 M~ 2s™1; po upiywie pieciu minut zaczela szybko
malec.

1

2+ Nie zaobserwowano istnienia 02 w uktadzie z cytochromenm.

wskazuje to, ze w wyniku rozpadu H202 w obecnoséci cytochromu c
102 nie tworzy sie w ogéle, lub w stezeniach mniejszych niz 10 4.

3. W widmie chemiluminescencji hematyny 2 H202 stwierdzono
pasma odpowiadajace o 1O2 oraz niebieskie maksimum emisji, nato-

miast w przypadku cytochromu c zaobserwowano niebieskie maksimum
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A = 470 nm odpowiedzialne sa prawdopodobnie produkty degradacji
Trp (w przypadku cytochromu c ) oraz piersécienia porfirynowego
(w przypadku hematyny).
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I, CnaBuubcka, fl. CnaBuHBCKHM, b. KuByukH

BOSHUKAET MWl CUHTJAETHb KWCIOPOZ B PEAKLMN LUTOXPOMA w W
TEMATUHA ¢ H,0, ?

Pe3swue

lenb padoTH SABJAAJIOCH MCCIEZA0BAHWE BO3HUKHOBEHUA BO3OYKAEHHO-
ro xuciopona 0, (1139, 12:5% B CIOLYOUMX PeaKLUAX:

a) 10 mxM muroxpou u(Fe”*) + 10 uM H,0, B docdaTHOM Gydepe
pH = 8,03

6) 10 uxM remarus + 10 MM H,0, B ToM ®e camom GOyjepe.

N3mMepss CHEKTPH XemumoMuHecueHuun (XJ) u dayopecueHuuu, a Tax-
Ke MONb3yACh NoByuxamu O, AudeHnaceH30(ypaHOM (INB®) u pyOpeHoOM,
yCTAHOBNGHO, YTO:

- B pearumy remMarTuHa c H202 BO3HMKIO OKOJNO 37,5 MKM 02;
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- B peaxuum nuroxpoma u ¢ H,0, H Ha0J0ZAAN0Ch BO3HUKHOBBHUA
02 B KOHNEHTpauum Gompmeit, 4eM 1 MkM;
- cnexTps XA zns cucrTeMu O) Taxke AT XapaxKTePUCTUUECKUO NO-

n0oCs ANA 1ePEeXOROB: 2(1Ag ) —’2(325)\, _g A= 634 mu 2(1Ag)——.

35— 3 - -
""( Z\g)vzl ( zg)vzo 2-‘- 703 HMO

B cucTeMe a) cnexkTp XJ umesT TONBKO Tojylym MOJNOCY WCIHYCKAHUA
= 440-480 HM, KOTOpaf COBMAZaeT C MCXLOCO}# (IyopecueHUUN MPOAYKTOB
OKMCJEHNA OUTOXPOMA C.

D. Stawinska, J. Stawinski, B. Zywucki

IS SINGLET OXYGEN FORMED IN THE REACTION OF CYTOCHROME C

AND HEMATIN WITH H202?

Summary

The aim of the work was to investigate whether singlet molecu=-
lar oxygen 02 1[39, 12:; is generated in the following reactions:

a) 10 uM cytochrome ¢ with 10 mM H,0, in phosphate buffer at
pH 8,0

b) 10 uM hematin with 10 mM H,0, in the same buffer.

Measurements of chemiluminescence (CL) and fluorescence spec-
tra as well as use of 02(1‘59) traps: diphenylisobenzofurane (DPBF)
and rubrene indicate that 0, (1139) is generated in the reaction
of hematin + H202 in the concentration 3,75 uM. In the system cy=-
tochrome c + H202 no 02(11A ) was detected(:[loz] <1 uM). CL spe=

ctra of the system(b) revea% emission bands typical of the follo-
wing transitions: |

2(* o )— (°Z3 Joet (T3 >v=0 A= 703 nn
and 2(1159 ) — 2(3235 Yo A= 634 nm

In the system (a) CL spectrum has only one maximum in the blue

part of the spectrum which may be assigned to the fluorescence of
the cyt c oxidation products.



