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Marika KOSK*, Uuve KIRSO*

BENSO(a)PÜREEN-KINOONIDE OKSÜDATSIOON
3. TAIMSETE ENSÜÜMIDE TOIME

Mitmetuumaliste e. poliitsiikliliste areenide (PA) reas esineb palju
mutageense ja/voi kantserogeense aktiivsusega iihendeid. PA-de oksiidee-
riv lagunemine kulgeb oksiiproduktide moodustumise kaudu. PA-de meta-
bolismi loomses organismis on pohjalikult uuritud ja leitud ldhteainest
tunduvalt tugevama toimega kantserogeene, näiteks dioolepoksiidid
benso (a)piireenist (BaP)["?2]. Suhteliselt harva on kasitlust leidnud
PA-de lagunemine taimedes, eriti protsessi kineetiline kiilg, mis pakub
huvi ka okotoksikoloogilisest aspektist.

Léhtudes eeltoodust valiti siinses t66s uurimisobjektiks tuntud kantse-
rogeense PA — ВаР — tiiiipilised oksiidatsiooniproduktid — kinoonid.
Artiklite sarja varasemates uurimustes kasitleti BaP-kinoonide autooksii-
datsiooni seaduspdrasusi [¥] ja 6-hiidroksii-BaP lagunemise kineetikat
oksiideerijate (molekulaarse hapniku, vesinikperoksiidi, taimsete oksiidaa-

side) toimel []. Praeguse uurimuse eesmirk on vilja selgitada seadus-

parasused, mis toimivad BaP-kinoonide edasisel lagunemisel paljude tai-
mede fermentsiisteemide, nagu peroksiidaasi (PO) ja o-difenooloksiidaasi
(DFO) mõjul.

BaP lagunemine erinevate oksiidoreduktaaside toimel on üldtuntud
fakt, mis ei vaja toestamist. Kiill aga esineb vastakaid arvamusi BaP
oksiiderivaatide edasise lagunemise kohta. Uhed uurijad niitavad, et
selles reaktsioonis pole ensiiiimi(de) osalemine vajalik [%], teised vdidavad

vastupidist [*-%]. Et kinoonid on {ildjuhul nii toksilised kui ka kantsero-
geensed [?], siis keskkonna isepuhastuse seisukohalt on huvipakkuv nende
moodustumise ja lagunemise vahekord ning seda mojutavad tegurid.

Metoodika

BaP-kinoonid (Q) 1,6-Q, 3,6-Q ja 6,12-Q siinteesiti fotokeemiliselt, kii-
ritades BaP 2-mM lahust atsetonis elavhobedalambiga, Amax 360 nm.

Kinoonide iraktsioon eraldati ja puhastati 6hukesekihilise kromatograafia
meetodil, iiksikud iihendid identifitseeriti neeldumisspektrite jargi spektro-
fotomeetriliselt (Specord M4O).

Katsed BaP-kinoonidega tehti vesilahustes (konts. 5—50 nM) mehaani-
lisel segamisel neljaliitristes reaktorites, pH 7,6 (0,02-M fosfaatpuhver).
Kineetilistes katsetes voeti kindlatel ajavahemikel reaktsioonisegu proovid
(500 ml), millest reageerimata ldhteaine ekstraheeriti eelnevalt puhasta-
tud dietiiiileetriga. Parast solvendi eraldamist viidi kuiv jddk metanooli
lahusesse ja analiiiisiti kas spektrofotomeetriliselt (Specord M4O) уб!
kasutades vedelikukromatograafi Knauer (SLV), kolonn ODS Zorbax
6X150 mm, eluent — metanool. Kromatografeerimise tingimused: voolu
kiirus 1,5 ml min—!, rohk 3,0 MPa, temperatuur 30°C. UV-detekteerimine
toimus lainepikkusel kas 368, 435 voi 469 nm vastavalt 6,12-, 1,6- ja 3,6-
kinoonile. Kromatograafia eluendid olid metanooli ja vee segu (2:8)
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ning metanool, viimase kontsentratsioon hoiti esimesel 10 minutil 109%
piires, jargneva 30 minuti jooksul viidi 90% -ni.

Taimseteks ensiiiimideks oli valitud kaks tiiiipilist ja laialt levinud
oksiidaasi: médardika PO («Биохимреактив», RZ=275, EC 1.11.1.7),
mille kontsentratsiooni varieeriti vahemikus 2—20 mgl-! ja kartuli

mugulatest metoodika [°] jargi eraldatud ja puhastatud DFO aktiivsusega
valgupreparaat. Varasema Kklassifikatsiooni jargi kannab DFO numbrit
1.10.3.1, aga oma toimemehhanismi ldheduse t6ttu monooksiigenaaside
omale on DFO viidud kdespleval ajal ensiiiimide klassi numbriga 1.14.18.1.
Kasutatud DFO-preparaatides madérati Lowry jirgi['°] valgu sisaldus,
mida varieeriti piirkonnas 0,3—5,0 pg 11

PO-d kasutati koos keemiliselt puhta vesinikperoksiidiga, ensiiiimi

kontsentratsiooni moodeti spektrofotomeetriliselt ['!].
Katsete eksperimentaalne osa toimus Eesti TA Keemia Instituudis.

Tulemused ja arutelu

Uuritud BaP-kinoonide lagunemine Hy;Oo/PO mdjul on tunduvalt kii-
rem kui keemiline oksiidatsioon Hy;Os-ga (joon. 1). See annab tunnistust
PO ensiimaatilisest aktiivsusest. Varasemates t6odes ndidati PO kataliiii-
tilist toimet BaP ['?] ja 6-OHBaP [*] lagunemisele. Kinoonidel on erinev

reaktsioonivoime Hyo./PO suhtes. Kui 1,6- ja 3,6-Q reageerivad lihedase
kiirusega: ['*] jargi arvutatud efektiivsed kiiruskonstandid (kes;, 10-3 5-!)
on vastavalt 0,19 ja 0,54, siis 6,12-Q reaktsioon kulgeb nii kiiresti (joon. 1),
et konealuse metoodika kasutamine ei voimalda méaérata toepirast keti
vaartust. Kiill aga on voimalik koiki kolme kinooni vorrelda algkiiruse
pohjal. Lahedastes tingimustes, s. t. sama substraadi ja PO lähtekontsent-
ratsiooni puhul erineb oluliselt koigi kolme kinooni oksiideerimiskiirus
(vo, pM s~!'), moodustades arvuliselt jargmised vdartused: 6,12-Q puhul
23,5, 1,6-Q 7,67 ja 3,6-Q 4,67. Seega 6,12-Q on ligikaudu viis korda vihem
stabiilne kui 3,6-derivaat. Kirjeldatud nahtust pole voimalik seletada PO
suure aktiivsusega 6,12-Q suhtes, sest juba keemiline oksiideerimine

Hyo;s-ga toimus sellel kinoonil мара suure kiirusega[®]. Molekulaarse

hapniku puhul kinoonide reaktsioonivoimes olulisi erinevusi ei tdhelda-
tud[?]. Reaktsiooni kontsentratsiooniline jdrk (пс) оп substraadi suhtes
vahemikus 0,75—0,80, s.t. ldhedane iihele. Seega reaktsioon on pseudo-
monomolekulaarne, sest teine reagent (H;O2/PO) on suures liias. Reakt-
siooni ajaline jark (n:) on lihedane nullile ja produktidega inhibeerimist
ei esine.

Tidpilise reaktsiooni puhul, kus substraat (S) reageerib ensiiiimiga (E)
ning mille tulemusel tekib kompleks (ES) ja sellest produktid (P)

Reat
E+S = ES E+P

rakendati Michaelise-Menteni võrrandit.

Erijuhul, kus E>S, substraadi halva lahustumise tõttu, on vastav
vorrand [!3]:
:

„< —

keat[E]lS]
°

Km+[E]o °

kus vy — algkiirus,
[E]lo — ensiiiimi algkontsentratsioon,
[Slo — substraadi algkontsentratsioon,
Км — Michaelise (ndilik) konstant,
kcat — kataliiiitiline kiiruskonstant.

Vorrandi tootlusel koordinaatides 1/vgja 1/E, (joon.2) saadud Michae-
lise konstantide vdartused 1,6-Q-1 0,44 1а 3,6-Q-1 0,19 uM annavad tunnis-
tust PO rohkem kui kahekordsest afiinsuse erinevusest nende kahe kinooni
suhtes. Kataliiiitilise konstandi kcat, 102 s~! suurused on samutierinevad:
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1,6-Q-1 0,24 ja 3,6-Q-1 0,78. Otsustades bimolekulaarse kiiruskonstandi

kcat/Km, M—l s—! véartuse jargi — 3,6-Q-1 4,1 XlO% ja 1,6-Q-1 1,1 Xlo° —

on uuritav ferment molema kinooni suhtes keskmise ensiimaatilise aktiiv-

susega, kuid 3,6-Q on peaaegu neli korda parem substraat kui 1,6-Q.
Meenutatagu, et BaP suhtes oli HyO2/PO aktiivsus ldhedane kinoonide

omale ['2]. Tdhelepanuvéaérselt efektiivseks osutus aga HsO/PO 6-OHBaP

oksiideerimisel: kcat/Km=2Xlo° M- s-![3].
Kirjanduse andmetel [>7 4] on {ildine PO reaktsiooniskeem vesinik-

peroksiidi ja substraadiga (AHjy) jargmine:
ki (1)E+H2o2k=“-— Е —1,
—

(2)
@

Е — П-+-Р,Hz —I+AE —

kus E on PO, E—~l — PO kompleks vesinikperoksiidiga, E—II — PO

kompleks substraadiga.

Joon. 1. BaP-kinoonide oksiideerimise kineetika vesinikperoksiidiga ja vesinikperoksiid/

peroksiidaasiga. 1 — 1,6-Q ]а 3,6-Q H:O,-ga, 2 — 6,12-Q Hyo,-ga, 3 — 1,6-O ja
3,6-Q H;O,/PO-ga, 4 — 6,12-Q H,0,/PO-ga.

Katse tingimused: fosfaatpuhver (0,02 M), pH 7,6, PO kontsentraisioon 5 mg 1-! (3) ja
3 mg |-! (4), H202 — 0,10/0.

Joon. 2. BaP-kinoonide ensiimaatilise oksiideerimise (H;O,/PO) Kkineetiliste andmete

viljendamine Lineweaveri-Burki koordinaatides. / — 1,6-Q, 2 — 3,6-Q. Katse tingimused
vt. joon. 1.
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PO aktiveeritakse mingi peroksiidiga (praegusel juhul Hyo,.-ga)
kompleksideks, millede mojul toimubki substraadi lagunemine. Viimaste
andmete alusel ['*] on korrigeeritud iilaltoodud skeemi reaktsioone selliselt,
et leiab aset kolmikkompleksi E—I—AH; moodustumine. Kuna PO spetsii-
filisus vesinikperoksiidi suhtes on мава korge, siis limiteerib summaarset
substraadi lagunemist reaktsioon (2). Seetottu oli voimalik katseandmete
tootlemiseks kasutada Michaelise-Menteni vorrandit.

Teise oksiidoreduktaasi — DFO — kataliiiitiline toime avaldus selgesti
nii BaP [?] kui ka selle 6-hiidroksiiderivaadi lagunemisel [¢], kuid mitte
BaP-kinoonide oksiideerimisel. Jarelikult BaP-kinoonid ei ole DFO
substraadid. Veelgi enam: DFO olemasolu siisteemis pohjustas reaktsiooni
inhibeerimise (joon. 3). Sellise nahtuse olemus pole selge ning vajab lisa-
uurimist.

Analiilisides originaal- ja kirjandusandmeid [5-7, !5] voib jdreldada, et

teoreetiliselt soositum BaP oksiideerimise mehhanism kulgeb tuuma asen-

dite 6>12>1>3 aktiveerimise kaudu. Selle kdigus moodustuvad vastavad
ioonid voi radikaalid. Edasi toimub hiidroksiileerimine, s.t. fenoolide ja
kinoolide kaudu kinoonide tekkimine. Ka suhteliselt stabiilsemate vahe-

produktide (fenoolide, kinoonide) edasise lagunemise kiirus on tunduvalt

suurem kui nende tekkimise kiirus. Nditeks autooksiidatsioonil on BaP ja
BaP-kinoonide efektiivsed kiiruskonstandid vastavalt 0,17 ja 1,28X
X 10-3 s—l, seega kinoonid lagunevad tunduvalt kiiremini kui ldhteareen.

Uldjuhul vastab molekulaarse hapniku iiheelektroonne redutseerimine

jargmisele skeemile [°]:
+e ++e +e .

Oz —> 02 —> HzOz —> OH +Н2O2,
+2H+ +H+

mille jargi moodustuvad aktiivsed oksiideerijad — superoksiid-anioon-
radikaal, vesinikperoksiid ja hiidroksiiiilradikaalid. H,O; lisamine siisteemi

genereerib viimaste moodustumist. Voib oletada, et OH® on tunduvalt

selektiivsem oksiideerija kui teised moodustunud osakesed. Sellest voib

olla tingitud 3,6-, 1,6- ja 6,12-Q erinev reaktsioonivoime HyO2 ja HyO,/PO
suhtes.

Koigis uuritud siisteemides on BaP ja selle oksiiderivaatide suhteline

reaktsioonivoime vihenemise rida jargmine: 6-OHBaP>>6,l2-Q>l,6-Q,
3,6-Q>BaP ja alati 6-OHBaP>3-OHBaP['’]. Et 6-OHBaP ]а 6,12-Q on

koige vdhem stabiilsed BaP fenoolide ja kinoonide esindajad, siis saab

moistetavaks, miks neid on kirjandusallikates BaP produktidena identifit-

Joon. 3. BaP 3,6-kinooni autooksiideerimise (/) kineetika ja DFO aktiivsusega valgu-
preparaadi (2) moju protsessile.

Katse tingimused: fosfaatpuhver (0,02 M), pH 6,8, DFO-valgu kontsentratsioon

0,2—0,4 mg 1-!.
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seeritud nii harva (kui iildse) ja véikestes kogustes. Seega mitmete auto-

rite jareldust, et BaP oksiideerimine kulgeb kolmanda asendi hiidroksii-
leerimise ning peamiselt 3,6-Q ja 1,6-Q moodustumise kaudu, ei saa

pidada pohjendatuks.
Probleemi illustreerimiseks on tabelis toodud moned kirjandusandmed

BaP-kinoonide omavahelise jaotumise kohta keemilistes ja bioloogilistes
siisteemides. Kui tabelit oleks voimalik tdiendada lahteaine konversat-
siooniastmega, siis ilmselt ei oleks nailikku vastuolu eri autorite tulemus-
tes. Uldiselt on PA-de skeleti aatomid vdga erineva reaktsioonivoimegal['?],
mille suhtelist skaalat on korduvalt piiiitud kindlaks teha [2°]. Uhe ja sama

asendatud tuuma punkti aktiivsus on maéédratud substituentide elektron-

efektidega, s.t. suhtelise nukleofiilsusega. L. Paalme ja M. Gubergrits ['¢]
nditasid veenvalt, et 6-asendatud BaP derivaatide reaktsioonivoime kaha-
neb reas OH>OCH;3;>H>CI>CHO, vastavad suhtelised vidartused on

16,4 : 1,8: 1,0 : 0,5 : 0,4.

Toetudes eksperimentaaltulemustele HyO2/PO-ga pole kahtlust, et nii
BaP enda [?] kui ka tema fenoolsete[!] ja kinoonsete vaheproduktide
edasine oksiidatsioon on ensiimaatiline protsess. Sealjuures Hyo./PO
afiinsus BaP ja selle oksiiproduktide suhtes on ldhedane mikrosomaalsete,
nn. segafunktsionaalsete oksiidaaside omale. Néiteks 7,8-dihiidro-7,8-
dihiidroksii-BaP oksiideerimisel viimastega on Ku vdirtus 0,41 uM, ВаР
oksiideerimisel samas siisteemis 0,76 uM [2!], BaP-kinoonide oksiideerimisel
taimse PO-ga on Km 0,19 ja 0,44 uM, BaP puhul aga suurem. Tihelepanu
vdarib 3,6-Q madalam afiinsus reduktaasile (vastav Km=l,29 uM [?']) kui
oksiidaasile.

Analiiiisides toodud andmeid Gkotoksikoloogilisest aspektist võib jérel-
dada, et kantserogeense BaP oksiideerival lagunemisel pole iildjuhul tde-
naone tervisele ohtlike kinoonsete vaheproduktide kogunemine. See vaib
juhtuda ainult neis siisteemides (taimedes), mis sisaldavad suurel hulgal
DFO-ensiiiime. Viimased voivad takistada BaP-kinoonide lagunemist.

Järeldused

Mädarõika peroksüdaas katalüüsib kõigi kolme uuritud BaP-kinooni
oksüdeerivat lagunemist sõltuvalt kinooni struktuurist järgmise efektiiv-
susega: 6,12-Q>3,6-Q>l,6-Q.

Kartulimugulatest eraldatud DFO aktiivsusega valgupreparaat erine-
valt varem uuritud BaP-st 1а 6-hiidroksiiderivaadist inhibeerib BaP-
kinoonide oksiidatsiooni reaktsiooni.,

Kinoonide jaotus %

Lihteaine Oksiideeriv siisteem
6,12-0 I 3,6-0 I 1,6-0

6-OHBaP keemiline (O») [16] 39—49 29—32 22—29

6-OHBaP ensiimaatiline (H;O,/PO) [5]
36 99 97

6-О`ВаР keemiline (O,) [5]

6-OHBaP bioloogiline
(roti maksa mikrosoomid) [!7] 15 44 41

BaP bioloogiline
(hiire maksa mikrosoomid) ['8] 9—13 38—46 45—50

BaP-kinoonide omavaheline jaotus BaP 1а 6-ОНВаР (6-О:ВаР)
keemilisel ja bioloogilisel oksiideerimisel
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Marika KOSK and Uuve KIRSO

OXIDATION OF BENZO(a)PYRENE QUINONES

3. INFLUENCE OF PLANT ENZYMES

The oxidation of three benzo(a)pyrene (BaP) quinones (Q) — intermediate products
of BaP degradation — by horseradish peroxidase (PO)/H;O, and o-diphenol-oxidase
(DFO) from potato tuber in aqueous solution was studied. In relation to degradation
by PO/H;0, the quinones exhibited considerable differences. The reaction rate decreased

in the order 6,12-Q>l,6-Q>3,6-Q>BaP. The affinity о! РО for the quinones was

4—6 times higher than for BaP. The values of bimolecular rate constants, Fkcat/Km,
102 M—-1 s=! 4.1 and 1.1 for 3,6-Q and 1,6-Q, respectively, show that PO was a medium

efficient enzyme for the oxidation of BaP quinones.
The DFO completely inhibits the decomposition of BaP-quinones, at the same time

this enzyme catalyzes the BaP and 6-hydroxy-BaP oxidation.

Марика КОСК, Ууве KHPCO

ОКИСЛЕНИЕ БЕНЗ(а) ПИРЕН-ХИНОВНОВ
3. ВЛИЯНИЕ РАСТИТЕЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ

Исследовано превращение бенз(а)пирен (БаП)-хинонов (Х) как промежуточных
продуктов окисления БаП под влиянием двух растительных ферментов — перокси-
дазы (ПО) из хрена и о-дифенолоксидазы (ДФО) из клубней картофеля в водной

среде. Реакционная способность БаП-Х относительно Н,О,‚/ПО существенно разли-
чалась между собой, скорость реакции уменьшалась в ряду 6,12-X>l,6-X>3,6-X>
>БаП. Афинность ПО относительно Х была в 4—6 раз выше, чем для БаП. Би-

молекулярные константы скоростей, Ккат/Км, 103, составляли 4,1 и 1,1 М-!.с-! для

3,6-Х и 1,6-Х соответственно. Это свидетельствует о том, что данный фермент обла-

дает средней каталитической активностью относительно БаП-Х.

В присутствии ДФО окисление БаП-Х полностью ингибировалось, хотя OTHOCH-

тельно БаП и его 6-гидроксипроизводного этот фермент проявлял свойства ката-

лизатора.
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