Biofotonika

6. BIOLOGINIY MOLEKULIY FOTOPAZAIDOS

Pagrindinis fotochemijos principas, kurj pirma karta suformulavo Teodoras Grotus
(Grotthus) ir Draperis (Draper) 1818 metais, skelbia, kad tik sugerta Sviesa gali sukelti
medZiagos cheminj pokyti. Taigi, pirmoji fotocheminés reakcijos stadija yra fotono sugertis
molekuléje, jai virstant suZzadinta. Tolesni vyksmai priklauso nuo molekulés struktiiros,
Sviesos bangos ilgio ir nuo kity reakcijos salygu. Dalis suZadinty molekuliy grizta i
pagrinding bisena, perteklinés energijos netekdamos jvairiy relaksacijos procesy, pvz.,
fluorescencijos ar vidinés konversijos, btidu (Zr. 1.7.5 poskyri). Molekulei relaksuojant, taip
pat gali jvykti ir fotocheminis vyksmas (Zr. (5.5 skyriy), jo metu susidariusio fotocheminio
produkto kvantinis nasumas yra apibréZiamas kaip tikimybé, kad pradinei molekulei sugérus
vieng fotona, susidarys viena fotoprodukto molekulé. ISkart po sugerties vyksmo susidarg
chemiSkai reaktyvis dariniai vadinami pirminiais produktais, daZniausiai tai molekulés
suzadintoje metastabilioje biisenoje arba laisvieji radikalai. Daugeliu atvejy Sviesa tolesniy
reakciju eigai nebereikalinga, ir tokios reakcijos vadinamos ‘“tamsinémis”. Tad
fotobiologiniai procesai organizme vyksta pakopomis, pradedant labai greitais fotofizikiniais
virsmais (10"%s = 0,1 s), juos lydin¢iomis tamsinémis cheminémis reakcijomis (0,1 ps - 1s) ir
galiausiai baigiasi santykinai létais (1 ms — 10%) fiziologiniais vyksmais.

Svarbiausios miisy organizmo bespalvés molekulés, nukleino riigStys ir baltymai,
intensyviai sugeria ultravioleting spinduliuot¢ (UV) (6.1 pav.), todel ji sukelia jvairias
fotochemines reakcijas, daznai salygojancios Siy molekuliy pazaidas. Artimaja (ilgabange)
UV spindulivote sugeria “trumpos” Ziedinés konjuguotos sistemos — tiek aromatines, tiek
heterociklinés (Zr. 1.7.2 poskyrj). Taigi, artimaja UV intensyviai sugeria aromatinés amino
rigstys — tirozinas, fenilalaninas ir triptofanas. Daugumos baltymy sugertis Sioje spektro
srityje yra salygota biitent Siy trijy amino rigsciy grupiy. Taip pat artimaja UV spinduliuote

intensyviai sugeria purino ir pirimidino bazeés — pagrindiniai DNR struktiiros komponentai.
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6.1 pav. Saulés spektras Zemés pavirSiuje. Procentais nurodyta, kokiq Saulés
spektro dalj sudaro tam tikros srities spinduliuoté. Ultravioletiné spinduliuoté
sudaro tik apie 6% Saulés spinduliuotés, pasiekiancios Zemés pavirSiy, ir apie
90% sios spinduliuotés yra ilgesnés, UVA bangos.

Trumpesng ultravioleting spinduliuot¢ sugeria beveik visos biologinés molekulées.
Pavyzdziui, UVC spinduliuot¢ sugeria ne tik visos amino rugstys, bet ir baltymo peptidiné
jungtis, kuriai budingos dvi sugerties juostos: viena labai intensyvi ties 190 nm, Kkita,
silpnesné — ties 220 nm. Taciau UVC spinduliuoté¢ Zemés pavirSiaus nepasiekia, nes yra

sugeriama ozono molekuliy virSutiniuose atmosferos sluoksniuose.

6.1. UV poveikis nukleino rigstims (DNR ir RNR)

Pagrindiniai chromoforai, sugeriantys UV spinduliuot¢ nukleino riigStyse, yra purino
(adeninas ir guaninas) ir pirimidino (citozinas ir timinas — DNR, citozinas ir uracilas — RNR)
nukleotidy azotinés bazeés (6.2 pav.). Sie junginiai sugeria UV trumpabange spinduliuote iki
300 nm. Sugerties sritj salygoja Ziedo m-elektrony sistema (1 —* Suolis). Baziy sugertis (Amaxs
=260 nm), salygota n—m* Suoliy, pasiZymi dideliu molinés ekstinkcijos koeficientu. NeZymig
itaka sugerties juostoms taip pat turi ir n — 7* Suoliai, kuriuose dalyvauja laisvos elektrony
poros azoto ir deguonies atomuose. Geriausiai ji pastebima poliniuose tirpikliuose, tuomet
azotiniy baziy sugerties spektruose Sie Suoliai pasireiSkia juosty iSplitimu 280-320 nm srityje.
Zymy poveikj baziy sugerties juosty padégiai, o pirmiausia — m-m* ir n—m* $uoliy santykinei

energijai turi pakaity grupés purino ir pirimidino Zieduose.
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6.2 pav. Azotinés bazés, esancios DNR ir RNR iSsidésCiusiy  baziy

sudetyje. dvigrandéje spiraléje.

sqveikos

Eksperimentiskai jrodyta, kad tirpaluose purino bazés yra Zymiai atsparesnés UV

poveikiui negu pirimidino bazés. Taigi, nukleino rugstys daZniausiai pazeidZiamos dél

pirimidino baziy fotolabilumo. Pagrindinés fotocheminés reakcijos, kurias UV spinduliuote

sukelia DNR molekul¢je, yra cheminiy jungc€iy tarp gretimy pirimidino baziy susidarymas.

Geriausiai iStirti ir daZniausiai susidarantys yra timino fotodimerai — ciklobutano tipo dimerai

ir necikliniai 6-4 tipo (skaiiai Zymi anglies atomy padétis Zieduose) fotoproduktai,

vadinamieji aduktai.
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6.3 pav. Timino ciklobutano tipo (cis-syn) dimero susidarymas DNR
grandinéje tarp gretimy timiny
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Reciau pasitaikan€ios ir maziau iStirtos UV spinduliuotés sukeltos reakcijos yra kity
pirimidino baziy (uracilo ir citozino ) homodimery bei heterodimery susidarymas,

fotohidratacija, DNR susiuvimai, DNR-baltymo susiuvimai, DNR triikiai.

6.1.1. Pirimidino dimery susidarymas
Timino dimerizacija. Timino fotodimerizacijos reakcija DNR grandingje vyksta tarp

dvieju kaimyniniy timiny, kuomet, nutrikus 5,6-dvigubam rySiui (6.3 pav.), susidaro
ciklobutano Ziedas. Veikiant UV spinduliuote modelines sistemas, pavyzdZziui, timidil-
timidino tirpala, buvo iSskirti keturi timino ciklobutano tipo dimerai — du cis- ir du trans-
izomerai, taCiau praktiskai randamas tik cis-syn dimeras.

Kadangi timino dimerizacijos reakcija yra antrojo laipsnio (dalyvauja dvi vienodos
molekulés), jos kvantinis naSumas labai priklauso nuo timino koncentracijos bei molekuliy
tarpusavio orientacijos suzadinimo momentu. Manoma, kad bitent dél pastarosios salygos
fotodimerizacijos reakcijos kvantinis naSumas biina Zymiai didesnis Zemose temperattirose.
D¢l orientacinio veiksnio timino dimery susidarymo tikimybe priklauso ir nuo antrinés bei
tretinés DNR spiralés struktiiros. Pavyzdziui, buvo jvertinta, kad dimerizacijos salygos
palankiausios esant tokiai DNR konformacijai, kai gretimi timinai vienas kito atzvilgiu
(plokStumomis) iSsidést¢ 36° kampu. Susidariusiy timino dimery kieki taip pat apsprendZia
greta viena kitos esanc¢iy timino baziy skai¢ius DNR grandingje.

Tirpaluose timino dimerizacijos reakcija yra griZtama, o dinaminé pusiausvyra tarp
timino monomery ir dimery priklauso nuo Svitinimo bangos ilgio. Toks atsakas gaunamas dél
skirtingy timino ir jo dimero sugerties spektry (6.4 pav.) Svitinant DNR tirpala ilgesniy
bangy UV spindulivote (~280 nm),

T T .
labiau tikétinas dimero susidarymas, 3 Dimeras - Eksimeras Eksitonas Irﬁglri]%cmerai
tuo tarpu veikiant trumpesniy bangy < 40l

spinduliuvote (~240 nm), monomery “?g“ ol

tirpale liks daugiau. Dél Siy priezas€iy E ook

UV spinduliuote apSviestose E. coli w

bakterijose, kur teoriSkai galéty 10

dimerizuotis 30-40 % timiny, 0

1 2 3 4 5 r
praktiSkai, net ir po dideliy UV

spinduliuotés ties 254 nm $vitinimo 6.5 pav. Sqveikos tarp timino molekuliy potencinés
S o energijos kreivés. E — eksimeras, D — dimeras. Pagal
doziy, dimerizuojasi tik 15 % timinu. 7. amola, 1968].
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6.4 pav. Timino, apsviesto timino, timino dimery gyvavimo laika (10"7s), bet palyginamas

sugerties spektrai, bei reakcijos sy tripletings biisenos gyvavimo laiku (10
dimeras—monomeras veikimo spektras
(punktyriné linija). Adaptuota is [R. Setlow,
Biochim. Biophys. Acta, 49, 237 (1961)] per triplet-tripletinj energijos perne§ima

%), 4) uZpildant timino tripleting biiseng

nuo acetofenono i DNR timing vyksta
timiny dimerizacijos reakcija. Taigi, remiantis eksperimentiniais duomenimis, timino
dimerizacija vyksta, timinui reakcijoje dalyvaujant suzadintoje tripletingje biisenoje.

Manoma, kad timino dimerai susiformuoja betarpiskai per tripletinj eksimera [Lamola,
1968] (6.5 pav.). ISvengdamas nestabilios cheminés buisenos, eksimeras i$ karto virsta stabiliu
fotocheminiu produktu — dimeru. Dviejy timino molekuliy saveika, esant optimaliam
i1Ssidéstymui, priklauso nuo atstumo tarp molekuliy. Kai atstumas tarp timiny 3-4,5 A, vyksta
saveika tarp eksitoniniy biiseny, uZzpildant abu eksitoninius lygmenis. Jei molekulés dar
labiau suartéja (~2,8 A), i§ Zemesnés eksitoninés biisenos susidaro eksimeras, kuris tiesiogiai
virsta stabiliu dimeru.

Kity pirimidino baziy dimerizacija vyksta panaSiai, kaip timino atveju, taciau Siy reakcijuy
kvantinis naSumas yra daug mazesnis negu timino dimerizacijos.

Uracilo dimerizacija. Kaip ir timinas, veikiamas UV spindulivote uracilas formuoja
dimerus per ciklobutano Zieda (6.6 pav.) ir labiausia tikétina konformacija taip pat yra cis-
tipo izomeras. Uracilo dimerizacijos reakcija tirpaluose taip pat yra griZtama. Tiesioginés ir
atvirkStinés reakcijos kvantinis naSumas priklauso nuo Svitinimo bangos ilgio. Poliuracilo
rigsciai maksimalus tiesioginés reakcijos kvantinis naSumas yra 0,1 (Svieiant ties 248 nm), o

atvirkstinés — 0,45 (ties 230 nm).
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6.7 pav. Citozino virsmai, veikiant tirpalq UV spinduliuote. a — citozino
monomerai, b — citozino dimeras, ¢ — misrus uracilo-citozino dimeras, d
—uracilo dimeras.

Manoma, kad uracilo fotodimerizacijos reakcija taip pat vyksta per tripleting blisena,
nes uracilo fotodimerizacijos reakcija létéja, {dé€jus tripletines blisenos gesikliy, o panaudojus

sensibilizatorius selektyviam uracilo tripletinés biisenos Zadinimui, §i reakcija greitéja.

Citozino dimerizacija. Citozino fotodimerizacijos reakcija stebéta tirpaluose veikiant
UV spinduliuote citozina, citidil-citidina, piliuridilcitidilo raigsti ir DNR. Veikiant trumpesniy
bangy UV spinduliuote, citozino dimerai monomerizuojasi. Tamsoje citozino dimerai irgi yra
nestabiliis. Kuomet jsotinama 5, 6 jungtis, jie greitai deaminuoja, virsdami uracilo dimerais,
arba gali monomerizuotis (6.7 pav.). Dél Siy priezasciy citozino dimery iSskyrimas yra gana
sudétingas.

Skirtingy pirimidino baziy dimerizacija. ApSvietus nukleotidy ir DNR tirpalus,
susidaro misriis ciklobutano tipo timino-citozino, timino-uracilo ir uracilo-citozino dimerai.
Timino-citozino fotodimeras yra trans izomeras. Veikiant §viesa, jis { monomerus nesuskyla.
Timino-uracilo dimero susidarymas DNR grandinéléje gali atrodyti keistai, nes DNR

sudetyje uracilo néra, taciau §i prieStara paaiSkinama tokia schema:
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.. N - J 1 = NH; ¢
timinas + citozinas + Sviesa—T C WT U

t. y. tamsoje citozinas, esantis miSriame dimere, deaminuoja ir virsta uracilu.

Pirimidino aduktai. Veikiant nukleotidus UV spinduliuote, gali susidaryti ne tik
ciklobutaniniai pirimidino dimerai, bet ir jvairlis necikliniai homo- bei heterodimerai, kurie
vadinami pirimidino aduktais (kad dviejy vienody molekuliy junginj buty galima vadinti
dimeru, jo molekuliné mase turi biiti dvigubai didesné negu monomero, kitu atveju jis
vadinamas aduktu) (6.8 pav.). PavyzdZziui, apSvietus UV spinduliuote DNR arba uzsaldyta

timino tirpala, pasikeiia timino sugerties spektras. Lyginant su monomerinio timino

(6-4) fotoproduktas Dewar'o izomeras

6.9 pav. Fotoprodukto (6-4) Devaro izomero susidarymas.

sugertimi, susidariusio produkto sugerties juostos smail¢ yra paslinkta 40 nm | ilgabange
puse, ties 320 nm. Toks sugerties pokytis biidingas i§ dviejy timino baziy susidarant
necikliniam timino dimerui- (6-4) timino aduktui. Manoma, kad aduktai susidaro ne per
tripleting biisena, bet per singuleting blisena, kadangi, jdéjus timino tripletinés bilisenos
donory, jie adukty susidarymo nesensibilizuoja.

UV spinduliuote apSviestoje DNR randami timino-citozino, citozino-citozino ir timino-
timino (6-4) aduktai, taCiau nerasta citozino-timino adukto. Be to, lyginant su ciklobutano

tipo pirimidino dimerais, adukty, susidaranciy veikiant UV, néra daug, t.y. ju susidarymo
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naSumas yra vidutiniSkai 100 karty maZesnis negu

ciklobutano tipo pirimidino dimery. Taciau, skirtingai

H hv H nuo ciklobutaniniy pirimidino dimery, adukty
susidarymo reakcija néra griztama. Susidariusius (6-4)

6 N 6 o . -
t >30°C H pirimidino aduktus apSvietus 300-350 nm spinduliuote,

jie beveik visi virsta Devaro (Dewar) izomerais (6.9
6.10 pav. Fotohidraty susidarymo pav.). Tad natiiralaus apSvietimo salygomis didZioji
schema. dalis susidariusiy (6-4) pirimidino adukty yra Devaro

izomerai.

6.1.2. Pirimidiny fotohidratacija

Pirimidiny fotohidratacijos reakcija vyksta prisijungiant vandeniui prie pirimidino Ziedo
5,6-dvigubo rysio, ir ji nutraukiant (6.10 pav.). Daugiausia fotohidraty susidaro uracilo
tirpale, maZziau citozino ir timino tirpaluose. Taip pat fotohidratai rasti pirimidino baziy di- ir
polinukleotidy tirpaluose, bei RNR ir DNR grandin¢lese. Biidinga tai, kad pirimidino hidratai
efektyviai susidaro ne dvigrandéje, bet viengrandéje DNR. Hidratacijos reakcija negriZtama.
Todel poliuridilo riigstj ilgai arba intensyviai Svitinant UV spindulivote (240-270 nm),
bandinyje praktiSkai randami tik hidratai.
Skirtingai nei dimerai, hidratai suyra tamsoje, pakélus terpés temperatiira, pakeitus pH (tiek
pariigStinus, tiek paSarminus), arba padidinus tirpalo joning jéga. Tirpale timino
fotohidratacijos reakcijos kvantinis naSumas — 0,002, poliuridilo ragstyje — 0,01.
Remiantis eksperimentiniais irodymais, manoma, kad fotohidraty susidarymas vyksta per
suzadintg singuleting pirimidino baziy biisena, kadangi, pirma, fotohidratacijos nasumas
nepriklauso nuo Svitinamo bangos ilgio, nors peré¢jimo | tripleting biiseng tikimybé nuo
bangos ilgio priklauso; antra, tripletiniai gesikliai, jtakojantys dimerizacijos greitj, pasirodé
besa neveiksmingi hidratacijos atveju, treia, fotohidratacija nevyksta selektyviai suzadinant
azotiniy baziy tripletine bisena.

Kadangi pirimidiny fotohidratai susidaro viengrandéje DNR, gyvose lastelése ju
susidarymas jmanomas vykstant DNR replikacijai arba/ir transkripcijai. Galimas pirimidino
hidraty vaidmuo sukeliant mutacijas buvo pademonstruotas modeling€je sistemoje in vitro

[Bockstahler et al.,1984], taciau ju susidarymui in vivo pagristi reikia tolimesniy tyrimy.
6.1.3. Molekuliy prijungimas prie DNR grandinés

Vidiniai ir tarpmolekuliniai DNR susiuvimai. Apie vidinius tarp dviejy

komplementariy DNR grandiniy atsirandancius kovalentinius susiuvimus liudija faktas, kad
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NH apSvietus UV spinduliuote, DNR grandiné tirpale
0 | 2 e . .- .
neis$sivynioja iki atski randziy, netgi veikiant
" N s— CH—C —cooH Yol T STnCHL IEe
H | denatiiracijos  faktoriams, kurie salygoja
o J\N : H vandeniliniy ir kity nekovalentiniy jungciy
}L iSardyma. Pavyzdziui, paveiktos UV, o paskui
denatiruotos DNR molekulés yra atsparios
6.11 pav. 5-cistein-6-hidrouracilas. fosfodiesterazeés poveikiui, kuri kaip substrata
naudoja viengrand¢ DNR.

Skersiniy susiuvimy veikimo spektras sutampa su timidino sugerties spektru, tai

patvirtina prielaida, kad susiuvimo vietoje susidaro timino-timino dimerai. Be to, jrodyta, kad
susiuvimy susidarymo kvantinis naSumas tuo didesnis, kuo daugiau DNR sudétyje yra
adenino ir timino. Kaip ir timino dimerai, susiuvimai fotoreaktyvuojasi.
Yra uZregistruoti ir tarpmolekuliniai DNR-DNR susiuvimai, taciau tik sausuose DNR
bandiniuose. Nustatyta, kad tarpmolekuliniy susiuvimy kvantinis naSumas siekia 0,01.
Manoma, kad del DNR-DNR susiuvimy taip pat atsakingi timiny dimerai, taiau ne
ciklobutaninio tipo.

Susiuvimai DNR - baltymas. Pirmieji duomenys apie tai, kad fotochemiskai susidaro
kovalentiniai susiuvimai tarp DNR ir baltymo, buvo paskelbti pasteb¢jus, kad UV poveikyje
Zymiai pablogéja DNR ekstrakcija iS E. coli. Lizuotas lasteles paveikus tripsinu (baltymus
skaidanciu fermentu) ekstrakcijos galimybés pasiekdavo jprasta lygmenj. Véliau tokie
susiuvimai buvo gauti ir in vitro DNR-albumino miSinyje.

Sviesos akceptoriais §iuo atveju gali biiti abu komponentai - susiuvimas vyksta prie§
sumai§yma atskirai suZadinus tiek baltyma, tiek DNR. Sis faktas leidZia manyti, kad
susiuvimas vyksta ne per singuleting ar tripleting suZadinty chromofory biisena, o susidarant
ilgai gyvuojantiems produktams, tikeétina, laisvyjy radikaly prigimties.

Remiantis atliktais pirmaisiais modeliniais eksperimentais buvo manoma, kad DNR ir
baltymo susiuvimas vyksta pirmiausia dalyvaujant cisteinui. Buvo iSskirtas ir identifikuotas
stabilus uracilo ir cisteino produktas — 5-cistein-6-hidrouracilas (6.11 pav.).

Veliau paaiskejo, kad modelinése salygose, be cisteino, prie uracilo, veikiant UV
spindulivote, gali kovalentiSkai jungtis dar bent deSimt amino riigs¢iy. Savo ruoZtu,
veikiamas UV spinduliuotés, timinas taip pat pasizymi dideliu reakcingumu jungiantis su
amino rugsStimis. Manoma, kad baltymy aminortgstys per SH- arba OH- grupes jungiasi prie

penkto (arba SeSto) azotiniy baziy (timino arba uracilo) anglies atomo.

126



Biofotonika

6.1.4. DNR grandinélés trikiai
DNR triikiai (dazniausiai tik vienos grandinélés) stebimi tik paveikus DNR didele UV

spinduliuotés doze. Be to, trikiy kvantinis naSumas yra trimis eilémis maZesnis, lyginant su
pirimidino baziy dimerizacija. PavyzdZziui, tabako mozaikos viruso DNR grandinés trukiy

kvantinis naSumas 3,5~10'6.

6.1.5. DNR fotopaZaidy atstatymo mechanizmai
Esant tam tikroms salygoms, pazeista DNR vieta gali buiti atstatyta. Atstatymas gali

vykti chemiSkai arba dalyvaujant fermentams. Cheminis atstatymas gali vykti spontaniSkai
atsistatant paZzeistai struktiirai, pvz., pirimidino fotohidraty dehidratacija.
Fotoreaktyvacija — tikriausiai pats paprasCiausias ir seniausias evoliucijos poZiiiriu

_ DNR  pazaidy atstatymo  mechanizmas,
DNR fotoliazé

vykstantis dalyvaujant tik vienam atstatanCiam

"
om-r

Timino dimeras fermentui, kuris aktyvuojamas Sviesa. Dar 1949

m. Kelneris (Kelner) pasteb¢jo, kad UV

apSviesty bakterijy iSgyvenamumas Zymiai

a padidéja, jeigu lastelés po to buvo apSviestos
intensyvia meélyna Sviesa [ Kelner, 1949]. 1958
m. Rupertas (Rupert) ir kt. pademonstravo, kad
b egzistuoja fotoreaktyvuojantis fermentas —

fotoliazé ir iStyré pagrindines jo savybes.

Tamsoje fermentas stipriai prisijungia prie

-~ pirimidino dimero susiformavusio dé¢l UV
!%’ poveikio, sudarydamas  fermento-substrato
) C kompleksa. Spinduliuote tarp 300 ir 450 nm

kt ja §i komplek bstrat Ci
6.12 pav. Fotoreaktyvacijos modelis. DNR aktyvuoja s komplieksg, substratas paverclamas

grandinéje fotoreaktyvuojantis fermentas i8 dimero | du monomerinius pirimidinus,
(DNR  fotoliazé)  prisijungia  prie
pirimidino dimero, sudarydamas fermento-
substrato kompleksq (a). Spinduliuotés schemiSkai parodyta 6.12 pav.
tarp 300 ir 450 nm sugertis aktyvuoja Si
kompleksq  (b), pirimidino  dimeras
paverciamas monomeriniais pirimidinais dalyvaujant dviems fotoliazés kofaktoriams.
ir fermentas atsilaisvina (c).

tuomet fermentas atsilaisvina. Si reakcija
Pirimidino dimery suardymas vyksta
Vienas 1§ Siy kofaktoriy yra Kkatalitinis

kofaktorius — redukuota flavino molekulé¢ (FADH), o kitas — Sviesa sugeriantis chromoforas

(6.13 pav.). Fermentui prisijungus prie pirimidino dimery, pastarasis chromoforas sugeria

127



Biofotonika

UV/mélynos Sviesos kvanta ir perduoda suZadinimo energija FADH™ molekulei. Suzadintas
"FADH perduoda pirimidino dimerui elektrona, ko pasékoje dimeras suyra { pirimidino
monomerus. Atstatymo ciklas baigiasi elektronui grizus i FADH'.

Dauguma organizmy turi fotoliazg, kuri atpaZjsta ciklobutano tipo pirimidino dimerus
(CPD fotoliaze) arba 6—4 tipo pirimidino fotoproduktus (6—4 fotoliazeé). CPD fotoliazés,
randamos jvairiuose organizmuose, gali skirtis amino riig§¢iy seka bei Sviesa surenkanciu

chromoforu.

Q

OH
OH NHGI
HO HO !
OH OH
N _N__O HO N_ _N__O o N
N & s
o} o)

HN" N7 N
2 H

FAD 8-HDF 5,10-MTHF

6.13 pav. Fotoliazés kofaktoriai. Katalitinis kofaktorius — FAD (flavino adenin-
nukleotidas) (fotoliazéje aktyvi redukuota FADH forma); ir S$viesq surenkantis
chromoforas 8-HDF (8-hidroksi-5-deazaflavinas) arba 5, 10-MTHF (5, 10-
meteniltetrahidrofolilpoliglutamatas).

CPD fotoliazés randamos bakterijose, kerpése, augaluose, bestuburiuose ir daugelyje
stuburiniy (Zuvyse, sterbliniuose), tuo tarpu 6—4 fotoliazes identifikuotos vaisinése muselése,
Silkverpiuose ir gyvatese, taCiau nerastos E. coli ir mielese [Britt et. al., 1996; Thoma, 1999].
1974 metais Saterlendas (Sutherland) pateiké jrodymy, kad DNR fotoliaze¢ egzistuoja ir
Zmogaus leukocituose [Sutherland, 1974]. Véliau fotoliazé buvo rasta ir Zmogaus odoje
[Ogut et. al. 1989; Roza et. al. 1991]. Taciau Siuose tyrimuose fotoreaktyvacijos vyksmas
priklausé nuo audiniy tipo, 1§ kuriy buvo ruoSiami ekstraktai [Ogut et. al.,1989] ir nuo to,
kaip fotoreaktyvacija buvo sukeliama, t. y. fotoreaktyvacija buvo stebima ne po vieno ciklo —
vieno apSvitinimo UV spinduliuote ir po to sekusio apsSvitinimo regimaja Sviesa,— taciau po
trijy cikly, vykdomy 2,5 valandy intervalu. Gauti rezultatai pademonstravo, kad 40% dimery
buvo paSalinta (L. Roza, et. al. 1991).

Taigi, nors bakterijose 90% letaliy DNR pazaidy, sukelty nedidele UV doze (254 nm),
gali buti fotoreaktyvuotuos, taiau Zmogaus organizme, kaip ir daugelyje placentiniy

Zinduoliy, Sis fotopazaidy atstatymo mechanizmas neveikia arba néra efektyvus.
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Atstatymas iSkerpant (ER, excision

§ ISkirpimas

repair). Zinomi du DNR ER budai - (uvrABC nukleazé)
nukleotidy atstatymas ir baziy atstatymas. : 4 TN v .

. . . Eunisannnans i nannunsf
Nukleotidy atstatymo mechanizmas pirma
karta atrastas 1964 m. ir buvo vadinamas #
“tamsiniu” atstatymu, kad atskirti ji nuo
fotoreaktyvacijos, kuri inicijuojama $viesa. Replikacija

Tuo tarpu baziy atstatymo iSkerpant (DNR polimeraze I)

mechanizmas atrastas palyginti nesenai. RAARL r

Nukleotidy ER mechanizmas T T T ey [TTT11
susideda i§ penkiy pagrindiniy Zingsniy: ‘
DNR pazaidos atpazinimo, paZeistos DNR
dalies ikirpimo, iSkirpimo, nukleotidy UiSiU\fima_S
' ' o (DNR ligaze)
atstatymo ir grandinélés uZsiuvimo (6.14
[T T 1T T [ reepepee—— T 1TT

pav).

Pirmasis Zingsnis nukleotidy atstatyme ¢ ;4 pav. Pagrindiniy procesy, vykstanciy

— DNR pazaidos atpaZinimas. Siame etape "ukleotidy ER metu E. coli lgstelése,
schema. UvrABC nukleazé atpaZista
pazaidas ir iskerpa jas is abiejy pusiy,
paZeistos DNR vietos. Susidares baltymy ir Susidaro maZdaug 12 nukleotidy tarpas.
o . DNR polimerazé 1 uZpildo s§j tarpq

DNR kompleksas tarnauja jungimosi centru ., kjeotidais komplementariais likusiems

endonukleazei, fermentui, kuris jkerpa DNR DNR vijoje. Galiausiai DNR ligazé
uzsiuva tritkius atstatytoje  DNR

grandinele Salia pazeisty nukleotido(W. ¢randingje. Adaptuota is [A. Sancar and
Pazeistas nukleotidas ir keli kaimyniniai W. D. Rupp, Cell, 33, 249-260 (1983)].

vienas ar keli baltymai prisijungia prie

nukleotidai yra paSalinami. Kitame Zingsnyje, veikiant DNR polimerazei (po/A geno
produktas), susidargs tarpas grandinél¢je yra uzpildomas triikkstamais nukleotidais,
komplementariais likusiems DNR vijoje. Kai visi nukleotidai pakei¢iami, DNR ligaz¢
uzsiuva abu grandinés galus — tai paskutinis DNR atstatymo Zingsnis.

Tyrimai in vivo parodé, kad nukleotidy ER gali vykti dviem skirtingais btidais (6.15
pav.). Atstatymas pagal aukSCiau aprasyta mechanizma (6.14 pav.) gali vykti netgi tuomet,
kai Iastelés yra tik buferinéje terpeje. Antrasis biidas, kuriuo iStaisoma maziau DNR pazaidy,
priklauso nuo funkcionuojancio recA geno ir gali vykti tik tuomet, kai lastelés yra augimo
terpeje.

Kitas pozymis, pagal kurj atskiriami Sie du ER mechanizmai, yra atstatomo “lopo”

dydis. Hanavoltas (Hanawalt) su kolegomis parodé¢, kad trumpi “lopai” (20-30 nukleotidy
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ilgio) yra pagaminami nuo polA priklausomu budu, tuo tarpu ilgi lopai (200-1500 nukleotidy

ilgio) — nuo recA priklausomu budu.

Remiantis eksperimentiniais duomenimis apie postreplikacinio atstatymo budus, buvo

pasiiilytas nuo recA priklausantis nukleotidy ER modelis (6.16 pav.). Pagal §i modelj, nuo

UV pazeista DNR

l wvrA,B,C

DNR dalies iSkipimas

AN

Nepriklausantis Priklausantis
nuo nuo
augimo terpés augimo terpés

4 N

lexA
recA
poIA recB8,C
/"g recF
polC
lig
Negrynas agaras
)({CAF
DNF
Y Y

Atstatyta DNR

6.15 pav. Genetiné ir fiziologiné kontrolé skirtingy
procesy, vykstanciy — nukleotidy ER metu E.coli

lgsteléese. Dauguma iskirpty tarpy yra atstatomi
nepriklausanciu  nuo  auginimo  terpés  biidu,
dalyvaujant DNR polimerazei 1 (polA). Toks

atstatymas vyksta pagal 6.10 paveiksle pavaizduotq
mechanizmq. Nedidelé dalis tarpy yra atstatomi nuo
auginimo terpés priklausanciu biidu, dalyvaujant recA
geno produktui. Manoma, kad pastarasis atstatymo
biidas veikia tik replikuotoje chromosomos dalyje.
Chloramfenikolis (CAF), dinitrofenolis (DNF) ir
negrynas agaras inhibuoja nuo augimo terpés
priklausantj atstatymo mechanizmq. Pritaikyta is
[D.A.Youngs et. al., J.Bacteriol. 117, 717-752 (1974)].

recA priklausantis nukleotidy ER
vyksta tik replikuotose

chromosomos dalyse, kur
egzistuoja seseriniai dupleksai, ir
kur gali vykti intrachromosominé

rekombinacija (6.16

pav.).
Dauguma nuo recA priklausanciy
ER priklauso ir nuo recF, ir tik
maza dalis priklauso nuo recB.
Manoma, kad genuy recF ir recB

produkty atliekamos funkcijos nuo

recA priklausan¢iame ER
mechanizme yra panaSios 1 ju
funkcijas postreplikaciniame

atstatyme, ir svarbios replikuotoje
prieS UV Svitinima chromosomos
dalyje. Dalyvaujant RecF, iskirpti
tarpai atstatomi per rekombinacija,
kurios metu susiformuoja ilgi
“lopai” (6.16 pav. C-E), o RecB
budu atstatomi DNR dvigubos

spiralés trikiai, kurie atsiranda
neatstatytuose tarpuose (6.16 pav.
F).

ER  mechanizmo tyrimai

zinduoliy lastelése atskleide, kad yra tiesiogineé priklausomybé tarp karcinogenezes ir

sutrikdyto DNR atstatymo mechanizmo. Klaidos DNR atstatyme daZniausiai yra prieZastis,

lemianti DNR mutacijy atsiradima, kurios salygoja lasteliy karcinogenez¢. DNR atstatymas

iSkerpant yra daug tikslesnis, negu postreplikacinis pazaidy atstatymo mechanizmas.
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Baziy ER metu, fermentai, vadinami DNR glikosilazeémis, atpaZista pakitusias bazes
(pvz. timino glikoli, 3-metiladening, uracila, hidrometiluracila, hipoksantina, Slapala). Sie
fermentai hidrolizuoja N-glikoziling jungtj, kuri jungia baze prie cukraus DNR karkase, taip

paSalindami pakitusia baze¢. Vieta, iS kurios buvo paSalinta bazé¢, vadinama AP centru

A B
uv
spinduliuoté
Q M

[ e
N
P @ 1 recA
l 1 recB
E N Dvigubos vijos

trikiy atstatymas

6.16 pav. Nuo recA priklausancio nukleotidy ER atstatymo schema. Veikiant UV,
pazaidos gali atsirasti tiek replikuotose, tiek nereplikuotose chromosomos dalyse (A,
B), taciau tik is replikuoty chromosomos daliy iskirpti tarpai (C) gali buti atstatyti
intrachromosominés replikacijos bidu, kuris priklauso nuo recF (D). Sio proceso
metu susidaro tarpas homologiniame seseriniame duplekse (vingiuota linija), kuris
uzpildomas replikacijai naudojant priesingg motining vijq (E). Jei dukteriné vija,
priesinga iskirptam tarpui, yra sutraukoma (-/ /-, F) atsirades dvigubos vijos triikis
atstatomas nuo recB priklausancio proceso metu. Pritaikyta is [K.C. Smith,
R.C.Sharma, Mutation Res., 183, 1-9 (1987)].

(apurininiu arba apirimidininiu). Baziy ER mechanizmas schemiSkai parodytas 6.17 pav. AP
centrai tampa substratu AP endonukleazéms, kurios biina dviejy tipy. Vieno tipo
endonukeazés jkerpa DNR ties AP centru i§ 5’ galo, o kito tipo endonukleazes — i§ 3 galo.
ISkirptas DNR tarpas atstatomas taip pat, kaip ir anksCiau apraSytame nukleotidy ER procese.

Postreplikacinis atstatymas. Pirmasis patvirtinimas, irodantis kad ER néra vienintelis
DNR fotopazaidy atstatymo mechanizmas vykstantis tamsoje, buvo gautas pastebéjus, kad
bakterijoms sutrikdZius abu, tiek nuo uvrA, tiek nuo recA priklausan¢ius DNR atstatymo
iSkerpant mechanizmus, jos yra daug jautresnés UV spinduliuotei, negu bakterijos, turin¢ios

tik viena i¥ $iy mutacija. Sie tyrimai leido spéti, kad uvrA ir recA genai veikia skirtingus
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LS E TEEL S
, 2999 9,99

biocheminio atstatymo bidus, ir kad tam

tikri

Zingsniai genetinés rekombinacijos

metu yra svarblis atstatant fotopazaidas.

Postreplikacinj atstatyma atrado 1968 m.

6.17 pav. Pirminiai Zingsniai baziy atstatymo
iskerpant procese. Pakitusiq baze (raudonas
apskritimas)  atpaZista  fermentas  DNR
glikozilazé. Bazé paSalinama i§ DNR
hidrolizuojant N-glikozilinj rysi, kuris jungia
baze prie cukraus. Pasalintos bazés vieta (B)
vadinama AP centru (Zr. tekstq). Sekanciuose
Zingsniuose (neparodyta), AP endonukleazé
iskerpa  DNR karkasq ties AP centru, o
susidares DNR tarpas atstatomas tokiu pat
biidu, kaip aprasytame nukleotidy ER procese.
atstatymo modelis, buvo pastebé¢jimai, kad (1) iS
karto po UV apsvitinimo E. coli sintetinama DNR
yra su trokiais ir (2) naujai sintetinamos DNR
vidutinis ilgis yra artimas vidutiniam atstumui tarp
pirimidino dimery pradin¢je grandineje. Po
tolimesnes Iasteliy inkubacijos, dukterinése DNR
grandinése triikkiai dingsta ir DNR dydis atitinka
DNR dydi.

kontroliniy (neapSviesty)

Postreplikacinio atstatymo procesas schemiSkai
parodytas 6.18 paveiksle.

Nors apraSytieji DNR atstatymo iSkerpant
(ER) mechanizmai daugiausia buvo tiriami
bakterijose, taciau visi Sie DNR pazaidy taisymo

metodai veikia ir Zmogaus organizme.

6.2. Amino ragscéiy ir baltymy
fotochemija
Baltymy  fotochemija  prasideda  nuo
chromoforiniy aminoriigs¢iy, kurios daugiausia

atsakingos uz Sviesos sugerti, fotochemijos. Kaip

jau  buvo minéta, baltymuose pagrindiniai

chromoforai, sugeriantys ilgesniy bangy kaip 240

Rupas
(Howard-Flanders)

(Rupp) ir Hovardas-Flandersas

tirdami lasteles su

sutrikdytu ER mechanizmu.

Eksperimentiniai rezultatai, kuriais

remiantis buvo sudarytas postreplikacinio

. P .
- = . A

Py P h
. t B
Y ® »

|
- Y 4
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~MW—————————
6.18 pav. Postreplikacinis DNR

dukterinés vijos trikiy atstatymas E.
coli lgstelese po UV apsvitinimo.
Raudoni taskai Zymi susidariusias
fotochemines paZaidas abiejose DNR
vijose (A). DNR sintezuojama iki
paZaidos, praleidZiama  paZeista
motininés vijos vieta, paliekant tarpq
dukterinéje  vijoje (B). Tarpas
dukterinéje vijoje uzpildomas
rekombinacijos biidu, panaudojant
medZiagq is motininés vijos (C). Sis
procesas yra priklausomas nuo recA
geno. Tarpai motininése vijose yra
atstatomi  replikacijos biidu (D).
Pritaikyta is [K.C.Smith,
Photophysiol., 6, 209-278 (1971)].
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nm spinduliuotg, yra aromatinés amino rugstys — triptofanas, tirozinas ir fenilalaninas (6.19
pav), nedideli indé¢lj sugerties spektre turi histidinas, cistinas ir peptidinis rySys. Karboksilo ir
amino grupes sugeria trumpesnes negu 240 nm UV bangas. Be to, visos amino rigstys
intensyviai sugeria UV bangas trumpesnes negu 200 nm.

Aromatiniy aminoriigs¢iy fotochemija. ki 1960 mety buvo manoma, kad veikiant
UV spinduliuotei, pagrindinis procesas, vykstantis aromatinése aminorugStyse, yra rySiy

nutraukimas. Tadiau  vélesni

6000 T T I T T I

impulsines fotolizes
5000 [~ - eksperimentai atlikti su

vandeniniais aminorugsciy
4000 [~ T ) ) .1

tirpalais atskleide, kad

3000 ~ svarbiausias pirminis vyksmas

yra  fotojonizacija  (elektrony

2000 Fenilalaninas (x10)

iSmuSimas) [Grossweiner etf. al.,

Ekstinkcijos koeficientas, I/mol cm

1000 — 1963]. Tirozino  vandeninio

tirpalo  impulsines  fotolizes

0 1 | |
240 250 260 270 280 290 300 310

Bangos ilgis, nm

spektruose aptiktas fenoksilo tipo

. L L aromatinis  laisvasis  radikalas
6.19 pav. Aromatiniy aminoriigsciy vandeniniy tirpaly

sugerties  spektrai. Sios trys amino rigstys yra (Tyr’), susidargs nutraukus fenolo
pagrindinés, sugeriancios ilgesniy kaip 240 nm bangy
spinduliuote. Histidino sugerties maksimumas yra ties
211 nm. Cistinas turi intensyviq sugerties juostq ties 207 stebima intensyvi, trumpai
nm ir silpnq ties 250 nm.

OH rysj, taip pat spektre buvo

gyvuojanti, plati sugerties juosta
raudonoje spektro srityje (6.20 pav.). Triptofano spektre buvo matoma kitokia, aromatinio
radikalo (Trp’) sugertis, bei tokia pati sugerties juosta raudonojoje spektro dalyje (6.20 pav.).
Fenilalanino vandeninio tirpalo impulsinés fotolizés spektre aptikta benzilo radikalo
(CeHsCH,") sugerties ir “raudonoji” juostos. “Raudonoji” juosta buvo stebima tik trumpa
laiko tarpa (<1lus) po impulso ir nesusidarydavo, jei tirpale btidavo deguonies, vandenilio
peroksido arba azoto suboksido. IS to seké iSvada, kad visuose apSviestuose aromatiniy amino
rigsciy tirpaluose susidaro “hidratuotas” elektronas. Hidratuotas elektronas yra kvazi-laisvas
elektronas, pagautas del savo elektrinio kriivio ir vandens dipoliy saveikos. Hidratuotas
elektronas yra nestabilus, greitai reaguoja su deguonimi, sudarydamas superoksido radikalo
anijong (O»-), vandenilio peroksido pirmtaka. Vélesniais tyrimais pademonstruota, kad
aromatiniy riig8§¢iy vandeniniuose tirpaluose fotojonizacija vyksta ir esant jprastiems $viesos

intensyvumams [Creed, 1984].
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Stabilis  triptofano  vandeninio

tirpalo produktai, susidarantys po UV 18 | -
Svitinimo yra triptaminas, N-
formilkinureninas (NFK), kinureninas, “r
alifatinés amino riigStys ir amoniakas.

NFK susidarymas baltymy fotolizés

3

Ekstinkcijos koeficientas x 10, I/mol cm

metu svarbus todel, kad Sis triptofano or

oksidacijos produktas gali elgtis kaip
fotosensibilizatorius, veikiant ilgesniy

bangy UV spinduliuotei, pvz., NFK gali

biti atsakingas uz akiy lgSiuko sen¢jima
[Grossweiner, 1984]. Tirozino

vandeninio tirpalo fotolizés metu 2r

susidaro daug  produkty, pvz.,

. . . . 300 400 500 600 700 800
dihidroksifenilalaninas (DOPA, Bangos ilgis, nm

melanino sintezés pradmuo), ditirozinas, 6.20 pav. Sugerties spektrai trumpai gyvuojanciy
dariniy, identifikuoty impulsinés fotolizés biidu
vandeniniuose amino rigsciy tirpaluose: Tyr —
Stabilus vandeninio fenilalanino tirpalo irozino radikalas, CsHsCH, — benzilo radikalas,
Kiti € sol— solvatuotas elektronas.

alifatinés aminortigStys ir amoniakas.

fotoproduktai yra tirozinas ir
fenoliai, jskaitant DOPA, alifatinius junginius ir amoniaka.

Cistino, histidino ir peptidinio rysio fotochemija. Nors cistino sugertis yra silpna,
taCiau jis yra ypatingai svarbus baltymy fotochemijoje, nes cistino fotolizés kvantinis
naSumas yra aukStas, ir tai gali salygoti disulfidiniy tilteliy trukius baltyme. Stabillis cistino
fotolizés produktai yra sulfhidrilas, disulfidas, alifatiniai dariniai ir vandenilio sulfidas [D.
Creed, 1984]. Pirminiai galimi vyksmai baltyme yra S-S jungties nutraukimas, susidarant RS’
tipo radikalams, ir C-S jungties iSirimas, susidarant —S-S° tipo radikalams. Hidratuoti
elektronai labai greitai reaguoja su cistinu, sudarydami radikalo anijona, kuriame elektronas
laikinai pagaunamas S-S jungties.

Histidino sugertis yra labai silpna UV srityje, kurios A>240 nm, todél jo vaidmuo
baltymy fotochemijoje néra svarbus. Tac¢iau protonuota imidazolo grupé yra gera elektrony
gaudykleé ir gali sugauti Sviesa iSmustus elektronus i§ aromatiniy grupiy.

Peptidiné jungtis taip pat silpnai sugeria ilgesniy bangy UV spinduliuotg, taciau

baltymuose, kuriuose néra aromatiniy aminoriigs¢iy, pvz., Zelatinoje, jai gali tekti gana
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svarbus vaidmuo. Peptidiné jungtis gali biuti elektrony gaudykle, be to, ja gali keliauti
elektronai i$ suzadinty aromatiniy liekany j cisting ir histidina.

Baltymy fotochemija. ApSvietus UV spinduliuote vandeninj baltymo tirpala,
pasikeiCia beveik visos jo fizikinés ir cheminés savybes: sugerties spektras, optinis
aktyvumas, tirpumas, katalitinis aktyvumas ir kiti parametrai. Tac¢iau bandymai susieti Siuos
pokycCius su pradinémis fotocheminémis reakcijomis daugeliu atveju yra nesékmingi dél
sudetingos baltymuy struktiiros. “Bespalvio” baltymo sugerties spektra UV srityje paprastai
sudaro intensyvi juosta ties 180-220 nm ir “aromatiné” juosta ties 280 nm. Baltymy sugerties
spektras panasus, tadiau neidentikas i baltyma sudaran¢iy amino riigé¢iy misinio spektra. Sie
skirtumai salygoti peptidinio rySio ir sgveikos tarp amino rugsciy liekany. Taciau, pirmuoju
artutinumu galima iSkelti prielaida, kad Sviesos dalis, sugerta tam tikros aminoriigsties,
esanCios baltyme, gali biti jvertinta, Zinant jos koncentracija baltyme ir jos ekstinkcijos
koeficienta vandeniniame tirpale. TaCiau aminorugsties liekanos fotochemija baltyme gali
Zymiai skirtis nuo aminortgsties fotocheminiy virsmy vandenyje. Galimos Siy skirtumy
priezastys yra:

1. SuZzadinimo energija gali biiti perduodama tarp aromatiniy rigs¢iy Fiorsterio
mechanizmu tokiu nuoseklumu: fenilalaninas—tirozinas —triptofanas.
2. Elektronai, sugeneruoti aromatiniy rugsciy fotojonizacijos metu, gali migruoti ir
reaguoti skirtinguose vietose.
3. Fotolizinis disulfidiniy tilteliy suardymas gali pakeisti baltymo konformacija, gali
vykti baltymo denatiiracija.
D¢l apribotos difuzijos aminoriig§¢iy liekany pazaidos baltyme gali biti stabilesnés nei
laisvose aminoruigStyse.

Vandeniniy baltymy tirpaly spektruose, iSmatuotose impulsinés fotolizés metu, aptiktos
aromatiniy laisvyjy radikaly juostos, panasios | stebétas tirozino ir triptofano vandeniniuose
tirpaluose, taip pat stebéta ir hidratuoto elektrono sugerties juosta (6.21 pav.). Tyr (410 nm),
Trp” (510 nm) ir hidratuoto elektrono (720 nm) sugerties juostos buvo stebimos daugelyje
baltymy, kuriy sudétyje buvo aromatiniy riigs¢iy liekany, spektry. Baltymuy su cistino
liecknomis (pvz., lizocimas, papainas ir tripsinas) impulsinés fotolizés spektruose stebéta
juosta ties 420 nm, kuri buvo priskirta disulfido elektrono aduktui.

Sie rezultatai atskleidé, kad baltymuose dominuojandios pirminés fotocheminés
reakcijos yra aromatiniy ragsciy fotojonizacija ir laikinas elektrono pagavimas. Disulfido
elektrono adukto juosta nebuvo nuslopinta, jsotinus tirpala deguonimi ar azoto suboksidu,

kurie greitai reaguoja su hidratuotais elektronais. Tai jgalino manyti, kad elektronai atkeliauja
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i§ aromatiniy riigs¢iy liekany i disulfidini tilteli tarpmolekulinés saveikos biidu, o ne per

vandens molekules.
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6.21 pav. Vandeninio subtilisino BPN~ tirpalo, is kurio buvo pasalintas oras, sugerties
spektras, gautas impulsinés fotolizés biidu (spektras uZregistruotas po 100 ns uZlaikymo,
lazerinio impulso (256 nm) trukmé 17 ns. Spektre nurodyti oksiduoty triptofano Trp' ir tirozilo
Tyr" liekany bei hidratuoty elektrony ey, sugerties smailés. Sio baltymo sudétyje yra 3
triptofanilai, 10 tirozinilai ir nei vienos cistino liekanos. Spektre stebimos sugerties juostos
atskleidZia, kad kai kurios triptofanilo ir tirozinilo liekanos buvo fotojonizuotos, o iSmusti
elektronai buvo stabilizuoti vandeninéje terpéje hidratuoty elektrony biisenoje. Be to,
paveikus lazerine spinduliuote, baltymas prarado fermentinj aktyvumq, nors nei viena
triptofano nei tirozino liekany néra issidésciusi Salia aktyvaus centro. Tuo remiantis buvo
padaryta isvada, kad vienos triptofano liekanos fotolizé galéjo sukelti nedidelius baltymo
konformacijos pokycius, kurie apsunkino fermento jungimaqsi prie substrato. Pritaikyta is [A.
Blum, L.I Grossweiner, Photochem. Photobiol. 36, 617-622 (1982)].

6.3. UV poveikis kitoms biomolekuléms

UV spinduliuoté gali sukelti ir kity biomolekuliy pazaidas. Lipidai yra plati vandenyje
netirpiy biomolekuliy klasé, kuriai priskiriami riebalai, vaSkai, fosfolipidai, glikolipidai ir
steroidai. Svarbiausia vaidmenj fotobiologijoje atlieka fosfolipidai, kadangi jie kartu su
baltymais yra pagrindiniai Iasteliy membrany struktiiriniai komponentai. Fosfolipidai yra
sudaryti i§ fosforo riigsties likucio — polinés dalies ir riebaly riigs¢iy — hidrofobinés dalies.
Riebaly riigstys, ieinancios i fosfolipidy sudeti, gali biti soCiosios arba nesociosios (turin¢ios

dviguba C=C jungti).
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6.22 pav. Fosfolipidy suspensijos
sugerties  spektrai, svitinant UV
spinduliuote: 1-nesvitinus, 2, 3, 4- po
1, 2 ir 22 min svitinimo, atitinkamai.

Dazniausiai lipidai sugeria trumpesniy banguy
spinduliuot¢ negu baltymai ar nukleino ragstys.
Nesociyjy riigs€iy sugerties smailé yra ties 200 nm.
Veikiant UV spinduliuote, lipidai oksiduojasi, be to,
egzistuoja tiesioginé koreliacija tarp riebaly ragsties
oksidacijos ir jos isotinimo laipsnio.

D¢l UV  spinduliuotes sukeltos oksidacijos
susidaro riebiyjy riig¢iy hidroperoksidai. Dieny
(riebaly rugstis, turinti dvi C=C jungtis) ir trieny (trys
C=C jungtys) peroksidy susidaryma lydi naujy
sugerties smailiy, atitinkamai, ties 233 nm ir 270 nm,
susidarymas (6.22 pav). Tokiy reakcijy kvantinis
naSumas gerokai virSija vieneta, pvz., etillinoleatui —
90. Tai reiSkia, kad kartu su fotooksidacija vyksta ir

grandinine laisvaradikalinés prigimties

savioksidacijos reakcija. Taigi, visq lipidy fotooksidacijos mechanizma galima biity

pavaizduoti tokia schema:

RH +hv— R+ 0,~RO+ RH>R'+ 0,~

U
ROOH

—~RO+ RH—~R'+ 0,~RO+ RH—>R’
Lz | R

U
ROOH

4
ROOH

Spinduliuoté, sukiirusi laisvaji radikala R’, sukelia grandinine peroksidacijos reakcija;

R’ saveikaudamas su deguonimi, virsta peroksido radikalu RO,’, kuris reaguoja su riebiosios

riigSties molekule RH. Tuomet vél atsiranda radikalas R ir susidaro hidroperoksido molekulé.

Pirminé fotocheminé reakcija, kurios metu susidaro radikalas R’ , yra elektrono arba

vandenilio jungties nutraukimas nuo anglies atomo riebiojoje rigstyje. Energijos poziiiriu,

Sviesos kvanto (A = 240 nm) energijos, kurios verté apie 120 kcal/mol, visiSkai pakanka bet

kokios C-H jungties riebiosiose rugstyse suardymui. So¢iuose junginiuose su ilga grandine C-

H jungties energija yra 93 kcal/mol, nesoCiuose junginiuose C=C jungties energija — 89

kcal/mol, o anglies, esancios a padétyje prie C=C jungties, rySio energija yra 77 kcal/mol.

Taigi, esant toms pacioms salygoms, labiau tikétinas pastarosios C-H jungties nutraukimas.
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Nesod&iose riigstyse, susidarius RO, ir ROOH, C=C jungtis persislenka, ir atsiranda

tokia dviguby jungciy konjuguota sistema:

CH,~CH=CH—-CH;,~CH=CH—-CH,~ —
- CHZ—(I.‘,H—CH =CH—CH=CH—-CH;~ —
oo’
nd CH,;(I'}H—CH =CH—-CH=CH—-CH,.
OOCH
Susidare¢ hidroperoksidai toliau patiria cheminius virsmus, pirmiausia grandines nutriikima,

kol galiausiai susidaro stabilis produktai, daZniausiai aldehidai:

H O
CH-CH-CH=CH-— CHZ—CQO 7C—CH,
OOH H

Manoma, kad stabiliy produkty susidarymas vyksta dalyvaujat antram Sviesos kvantui.

lipidas %ﬁ hidroperoksidai mz galutiniai produktai
2
Taigi, dvieju fotonuy sugerties reikalaujantis, dviejuy Zingsniy lipidy fotoperoksidacijos
mechanizmas yra priklausomas nuo aktinines (poveiki sukeliancios) spinduliuotés bangos
ilgio: trumpabangé UV Sviesa salygoja hidroperoksidy susidaryma, o ilgabange spinduliuote,
kuriag intensyviai sugeria hidroperoksidai, padeda susidaryti galutiniams produktams

(aldehidams).
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