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BADANIE PRZEWODNOSCI KOMPLEKSOW BIALKO (BSA) -
ENZYM (ACHE) ORAZ WPELYWU PROMIENIOWANIA UV NA
ICH STABILNOSC POD KATEM ZASTOSOWAN W
BIOSENSORACH

Streszczenie: W pracy zaprezentowano badania przewodnos$ci komplekséw BSA- AChE oraz
wpltyw promieniowania UV na ich stabilno$§¢. Na podstawie modeli zaproponowano
interpretacj¢ jakosciowych zmian stabilno$ci kompleksu biatko-enzym pod wptywem UV.
Potwierdzono analizami, ze efekty wywotane przez promieniowanie zaleza od czasu
naswietlania i sa wyrazniejsze dla préobek eksponowanych 90 min niz 30 min.

Stowa kluczowe: biatko BSA, enzym (AChE), stabilnos¢, przewodnos$¢

STUDY ON THE CONDUCTIVITY OF PROTEIN (BSA) -
ENZYME(A CHE) COMPLEXES AND THE EFFECT OF UV
RADIATION ON THEIR STABILITY FOR APPLICATIONS IN

BIOSENSOR

Summary: This paper presents studies of the conductivity of BSA- AChE complexes and the
effect of UV radiation on their stability. Based on the models, an interpretation of the qualitative
changes in the stability of the protein-enzyme complex under UV irradiation was proposed.
It was confirmed by analyses that the effects induced by radiation depend on irradiation time
and are more pronounced for samples exposed 90 min than 30 min.
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1. Wstep

Zastosowanie biosensordw do monitorowania §rodowiska [1], jakosci zywnosci [2],
diagnostyki medycznej [3] jest obiecujacym podejsciem ze wzgledu na ich zdolno$é
do szybkiego i taniego oznaczania roéznych zwiazkéw. Wéréd calej rodziny
biosensoréw wyrdzni¢ mozna biosensory enzymatyczne czyli takie, ktére zawieraja
enzym w matrycy biosensora. Sposéb unieruchomienia enzymu jest bardzo wazny,
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gdyz wptywa na czulo$¢, selektywnos$¢ i odporno$¢ biosensoréw poprzez wpltyw na
stabilno§¢ i aktywno$¢ enzyméw. Powszechnie stosuje si¢ rézne techniki
immobilizacji enzymdéw w tym: absorpcje, wiazanie kowalencyjne oraz laczenie
krzyzowe (cross-linking proces), w ktérym kluczowa rol¢ odgrywa biatko BSA (czyli
albumina surowicy wolowej (Bovine Serum Albumin) [4]. Biosensory
elektrochemiczne oparte na enzymach znalazly powszechnie zastosowanie przy
wykrywaniu duzej ilo$ci substancji o znaczeniu biologicznym, takich jak: glukoza[5],
mocznik [6], kreatynina [7] arginina [8] acetylocholina [9]. Biosensory tego typu
znalazly réwniez zastosowania do oznaczania zanieczyszczen pasz i Zywnosci.
Dziatanie ich polega na hamowaniu enzymu przez substancje chemiczne dostraczone
z zewnatrz. Produkt lub produkty uboczne enzyméw moga by¢ elektroaktywne, co
oznacza, ze ich aktywno$¢ mozna $ledzi¢ za pomocg amperometrii.

Obecnie opracowano szereg biosensordw enzymatycznych opartych na sieciowaniu
albuming surowicy wolowej (BSA) [10], sluzacych do wykrywania zwiazkéw
toksycznych. Enzym Acetylocholinesteraza (AChE) ma bardzo wysoka aktywno$é
katalityczng oraz istnieje szeroka gama zwigzkéw toksycznych, ktére hamujg ten
enzym, dlatego tez AChE jest czesto wykorzystywany do tworzenia biosensoréw
opartych na analizie inhibicji.

Wisrdd zagadnien dotyczacych biosensoréw warto rowniez zwréci¢ uwage na problem
stabilno$ci komponentéw tworzacych matryce biosensora.

Celem badania jest ocena wplywu promieniowania UV na stabilno$¢ kompleksow
biatko(BSA) - enzym(AChE) biosensoréw elektrochemicznych wykorzystujacy
w warstwie receptorowej enzym.

Takie biosensory wykorzystywane sg w warunkach laboratoryjnych do detekcji
patogendéw roSlinnych czy tez zanieczyszczen [11,12]. Stabilno$¢ biosensora jest
wazna, gdyz przektada si¢ ona bezposrednio na czas uzytecznosci catego biosensora.
Obecnie szuka si¢ nowych rozwiazan poprawiajacych stabilno$¢ biosensora, szuka si¢
réwniez czynnikéw, ktoére ta stabilnos$¢ ostabiajg [13], dlatego tez wpisujac si¢ w nurt
prowadzonych badan wybrano aplikacj¢ promieniowania UV na badany kompleks.
Badania wptywu promieniowania UV na kompleks BSA-AChE sa nowatorskie
i stanowig uzupetnienie dotychczasowej wiedzy. W ponizszej pracy zostaty opisane
badanie przewodnosci komplekséw BSA-AChE oraz wptywu promieniowania UV na
ich stabilno$¢ pod katem zastosowan w biosensorach.

2. Materialy i metody

Badania przeprowadzono dla wodnych roztwordw substancji: biatka albuminy
wotowej (Bovine Serum Albumin (BSA)) oraz enzymu acetylcholinesteraza (AChE).
Odczynniki pochodzity z firmy Sigma-Aldrich Chemie, Niemcy.

W eksperymencie uzyto wody zdemineralizowanej KPL2/10/07/01/210753. Do
badan wykorzystano Acetylocholinesteraz¢ w formie proszku (C3389-500uN, Lot
#SLCC7974, TypVI-S lyophized powder, 200-100 units/mg protein).

Za pomoca specjalnie skonstruowanego stanowiska pomiarowego sktadajacego si¢
z konduktometru (model CC-401) wraz z elektroda, naczynia pomiarowego oraz
z komputera, wykonano badania przewodnosci w czasie dla kompleksow: BSA-
AChE.

Objetos¢ badanego biatka wynosita 2ml, stezenie (2mg/ml). Do wodnego roztworu
proteinowego dodawano kolejno rézne objgtosci enzymu (0,1 ml, 0,2 ml, 0,3 ml)
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o stezeniu (2mg/ml). Badano wplyw enzymu na przewodno$¢ biatka.
W przeprowadzonym eksperymencie wybrano st¢zenie enzymu 2mg/ml ze wzgledu
na optymalne mozliwos$ci pomiarowe. Badania maja charakter wstepny, planowane
sa kolejne eksperymenty z uzyciem enzymu w rdznych stezeniach i réznych
objetosciach. Eksperyment rozpocz¢to od wykonania pomiaréw przewodnosci
roztworu biatka i enzymu. Nastgpnie badano przewodno$¢ komplekséw biatko
enzym. W eksperymencie uwzgledniono zmiang¢ st¢zenia roztworu pod wplywem
dodania enzymu. Badania byty prowadzone w temperaturze 21°C, pH=6 dla badanego
kompleksu. Kolejnym etapem eksperymentu byly badania komplekséw BSA-AChE
za pomocg dwuwigzkowego spektrometru firmy UV/Vis (Halo DB-20R) Dynamika.
Zebrano widma absorpcyjne w zakresie 240-310 nm. Zakres dobrany byl w ten sposéb
aby mozna bylo §ledzi¢ zmiany w widmie pochodzace od wystgpujacych
w kompleksie aminokwasdéw aromatycznych: tyrozyna (Tyr), fenyloalanina (Phe)
i tryptofan (Trp).

Kolejno dla kompleksu BSA-0,3 ml AChE wykonano nas§wietlania promieniowaniem
UV (Rys 1)

Rysunek 1. Aplikacja promieniowania UV na kompleks BSA-AChE

W tym celu badany kompleks podzielono na 3 probki. Probka pierwsza byta kontrola
(bez ekspozycji na pole), prébka 2 to probka eksponowana na promieniowanie UV
w czasie 30 min w pierwszym dniu trwania eksperymentu, préba 3 to probka
eksponowana na promieniowanie UV w czasie 90 min w pierwszym dniu trwania
eksperymentu.

Eksperyment wykonano w 3 niezaleznych seriach pomiarowych, kazdy pomiar
w pojedynczej serii wykonano trzykrotnie. Otrzymane biedy statystyczne nie
przekraczaly 5%. Badano zmiany stabilno$ci komplekséw pod wplywem
aplikowanego promieniowania w czasie 12 dni.

Czas trwania eksperymentu (12dni) byt podyktowany denaturacja biatka BSA wraz
z czasem. Zakres 12 dni byl rowniez konsekwencja wcze$niej prowadzonych badan

nad zmianami konformacyjnymi BSA wraz z czasem

3. Rezultaty i dyskusja

Rysunek 2 (Rys 2) przedstawia zmiang¢ przewodnosci wraz z czasem po dodaniu
r6znej objetosci enzymu. Na rysunku cyfra 1 zaznaczono moment dodania 0,1 ml
enzymu AChE do BSA, cyfra 2 zaznaczono dodanie 0,2 ml AChE, a cyfrg 3
zaznaczono dodanie 0,3 ml AChE.

Wida¢ wyrazne zmiany w badanej przewodnosci po dodaniu enzymu. Fakt ten moze
Swiadczy¢ o gwattownej reakcji chemicznej pomig¢dzy biatkiem a enzymem, ktéra
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zobrazowana jest poprzez wzrost przewodnosci i ktora prowadzi do tworzenia si¢
komplekséw pomigdzy BSA a enzymem.

Zaobserwowany wzrost przewodnos$ci zalezny jest od ilosci dodanego enzymu. I tak
wida¢, ze w przypadku dodania 0,Iml enzymu zmiana jest mniejsza niz w przypadku
dodania enzymu 0,3 ml.
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Rysunek 2. Zmiany przewodnosci w czasie w wyniku tworzenia komplekséw
BSA+AChE. Nagte zmiany (skoki przewodnosci) wskazujg miejsca dodania enzymu

Skok pierwszy (1) dla BSA+0,1 AChE, skok drugi (2) dla BSA+0,2 AChE, skok
trzeci (3) dla BSA+0,3 AChE

Rysunek 3 (Rys 3) przedstawia widmo UV-Vis komplekséw biatko (BSA) + enzym
(AChE). BSA+ 0,1 ml AChE (krzyzyki), BSA+0,2 ml AChE (puste kwadraty),
BSA+0,3 ml AChE (pelne kwadraty).Widoczny jest obly pik absorpcyjny BSA,
w ktérym maksimum absorpcji w 277 mn pochodzi od aminokwaséw aromatycznych
wystepujacych w proteinie takich jak: tyrozyna (Tyr), fenyloalanina (Phe), czy
tryptofan (Thr). Przygladajac si¢ wartosci absorpcji w piku 277nm wida¢, ze warto$¢
ta jest wigksza dla biatka z mata iloScia dodanego enzymu BSA+0,1 ml AChE
(krzyzyki) niz dla biatka z dodaniem wigkszej ilosci enzymu (BSA+0,3 AChE).
Mozna zatem wnioskowaé, ze dodanie wigkszej ilosci enzymu (0,3 ml) bardziej
stabilizuje biatko niz dodanie 0,1 ml.

Najprawdopodobniej wigksza ilo$¢ enzymu zapobiega procesowi denaturacji biatka,
ktéry zwigzany jest z rozfaldowywaniem si¢ fancucha polipeptydowego i wzrostem
absorpcji. Rowniez oddzialywania van der Waalsa w biatku po dodaniu enzymu sa
mocniejsze, w zwigzku z tym reakcja biatka z grupami hydrofobowymi
rozpuszczalnika zachodzi wolniej [14]. Na rysunku zaznaczono takze minimum
w 251nm, ktére bedzie uzyteczne przy dalszych analizach, ktére zostang
przeprowadzone w oparciu o modele
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Rysunek 3. Widmo UV-Vis komplekséw BSA + enzym (AChE). BSA+ 0,1 AChE
(krzyzyki), BSA+0,2AChE (puste kwadraty), BSA+0,3 AChE (petne kwadraty)
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Rysunek 4. Widmo UV-Vis dla kompleksow BSA+0,3 AChE, promieniowanych UV
w czasie 30 min (petne kwadraty) oraz 90 min (linia ciggta) w 12 dniu trwania

eksperymentu
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Rysunek 4 (Rys 4) przedstawia. Widmo UV-Vis dla komplekséw BSA+0,3 ml AChE,
eksponowanych na promieniowanie UV w czasie 30 min (petne kwadraty) oraz 90
min (linia ciagta) w 12 dniu trwania eksperymentu. Wida¢ wigksza absorpcje w piku
pochodzacym od prébek poddanych dziataniu promieniowania 90 min niz w piku
pochodzacym od prébek poddanych dziataniu promieniowania 30 min.
Zaobserwowano, ze im dtuzsza ekspozycja na pole elektromagnetyczne z zakresu
UV, tym denaturacja w kompleksie zachodzi szybciej. Zmiany odleglosci w tancuchu
polipeptydowym skutkuja zmianami oddziatywan pomig¢dzy aminokwasami.
Trzeciorzgdowa struktura biatka zostaje zaburzona, co skutkuje spadkiem jego
stabilnoSci.

Nastepuje wzrost konformacji helisy z jednoczesnym spadkiem konformacji beta
[15]. Proces ten prowadzi do utraty proteinowego szkieletu co w konsekwencji
prowadzi do spadku stabilno$ci struktury.

Wida¢, ze wydluzona ekspozycja na pole elektromagnetyczne z zakresu UV
wzmacnia ten efekt

y =-0,0379x + 1,93 & kontrola

y =-0,0409x + 1,97 O30 min
A 90 min

y=-0,0412x+ 2,01

dni

Rysunek 5. Zmiany parametru Amax/Amin w kolejnych dniach eksperymentu dla
kontroli ( petne kwadraty), kompleksu BSA+enzym (0,3 AChE) promieniowanego
30min (puste kwadraty), kompleksu BSA+enzym (0,3 AChE) promieniowanego
90min (petne trojkqty)

Do analizy stabilno$ci kompleksu BSA-enzym wykorzystano maksimum absorpcji
w 277nm oraz lokalne minimum rozwazane w zakresie dlugosci fali przy 251nm
(Rys 3). W tym celu wykorzystano model zmian konformacji biatka zaproponowany
przez A. Michnik [16]. Zgodnie z zaloZeniami tego modelu obliczono parametr
(Amax/Amin). Stosunek absorbcji przy lokalnym maksimum (Amax przy
k =277 nm) i lokalnym minimum (Amin przy k = 251 nm) w zakresie 250-280 nm
zostal wybrany na podstawie badan Artyukhova [17]. Wedlug nich, stosunek
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(Amax/Amin) moze by¢ uwazany za wskaznik zmian strukturalnych. W pracy
zasugerowano, ze obnizenie tego stosunku zwigzane jest z procesami destrukcyjnymi
w aminokwasach aromatycznych biatka .

Na rysunku 5 (Rys 5) przedstawiono zmian¢ parametru (Amax / Amin) w kolejnych
dniach eksperymentéw. Zmniejszanie si¢ parametru Amax / Amin z czasem, zgodnie
z zalozeniami modelu, sugeruje procesy destrukcyjne w aminokwasach
aromatycznych biatka. Proces ten zachodzi zard6wno w probkach napromieniowanych
30 min, jak i 90 min. O tempie zachodzacych zmian mozna wnioskowa¢ na podstawie
parametru ,,a” trendu liniowego (y = ax-b). Parametr ten wskazuje na dynamike
zachodzacych zmian. Dla prébek napromieniowanych 30 min warto$¢ parametru
a wynosi (a=-0,0409 ), podczas gdy dla prébek napromieniowanych 90 min warto$¢
ta wynosi (a=-0,0412)

Wida¢, wigc, ze szybsze zmiany destrukcyjne w aminokwasach aromatycznych biatka
zachodza w probkach dluzej napromienianych, tj. 90 min, niz w prébkach
napromieniowanych 30 min. Mozna zatem stwierdzi¢, ze im dtuzsza ekspozycja na
promieniowanie UV, tym szybciej zachodza zmiany destrukcyjne w biatku.

Mozna zauwazy¢, ze dluzsza ekspozycja na promieniowanie UV powoduje
destabilizacj¢ kompleksow BSA+ enzym (ACKE ) i jest ona proporcjonalna do czasu
ekspozycji. Zmiany stosunku Amax/Amin pod wptywem promieniowania UV moga
by¢ zwigzane z destrukturyzacja konformacyjng czasteczki albuminy, w tym
reorganizacja regiondw, w ktérych znajduja si¢ aminokwasy aromatyczne (tryptofan
i tyrozyna). Utrata stabilno$ci kompleksu pod wptywem promieniowania UV jest
proporcjonalna do dtugosci czasu ekspozycji na promieniowanie.

Rys 6 prezentuje wzgledne réznice procentowe pomigdzy kompleksem BSA-AChE
promieniowanym 90 minut, a kompleksem BSA-AChE promieniowanym 30 minut

Awz(90min)-Awz(30min) [%]
w

7
=88 %% 7
dni

Rysunek 6. Wzgledne roznice procentowe pomigdzy kompleksem BSA-AChE
poddanym dziataniu promieniowania 90 minut, a kompleksem BSA-AChE poddanym
dziataniu promieniowania 30 minut



14 Aleksandra KLOS-WITKOWSKA, Vasyl MARTSENYUK

Widaé, ze w pierwszych dniach trwania eksperymentu réznice te sa nieznaczne,
jednak wraz z uplywem czasu réznice pomi¢dzy BSA-AChE poddanym dziataniu
promieniowania 90 minut, a kompleksem BSA-AChE poddanym dziataniu
promieniowania 30 minut stajg si¢ bardziej znaczace. W 11 i 12 dniu eksperymentu
réznice te wynosza ponad 5%.

4. Podsumowanie

W pracy za pomoca specjalnie skonstruowanego uktadu pomiarowego dokonano
pomiaréw przewodno$ci komplekséw BSA-Enzym (AChE).

Wykazano gwaltowne zajécie reakcji chemicznej po dodaniu do czystego biatka-
enzymu. Dynamika reakcji byta tym wigksza im wigksza ilo§¢ enzymu.

Druga cze¢$¢ przeprowadzonych eksperymentéw byla skupiona na badaniu stabilnosci
komplekséw BSA-Enzym(AChE) po aplikacji promieniowania UV z ekspozycja
30 min oraz 90 min.

Na podstawie modeli zaproponowano interpretacj¢ jakoSciowych zmian stabilnosci
kompleksu BSA-enzym pod wplywem ekspozycji na promieniowanie UV (30min
190 min).

Wykazano, ze badane czynniki wptywaja na stabilno$¢ badanej substancji, obnizajac
stabilno$¢ kompleksu. Zaobserwowano i potwierdzono analizami, ze efekty
wywolane przez promieniowanie UV zaleza oraz czasu naswietlania.

Wigkszy wplyw zaobserwowano dla probek eksponowanych na pole
elektromagnetyczne 90 min niz dla prébek poddanych dzialaniu promieniowania
30 min.

Otrzymane efekty zwigzane sg ze zmianami w lokalnym otoczeniu uporzagdkowanego
fancucha polipeptydowego, zmianami odleglo$ci w tafcuchu polipeptydowym na
skutek mniejszego oddzialywania van der Waalsa a takze ostabieniem stabilno$ci
biatkka pod wplywem rozpuszczalnika oraz reorganizacja czasteczek wody
w roztworze pod wptywem promieniowania UV.
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