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DJELOVANJE ALKALOIDA
NA KEMILUMINESCENCIJU LUMINOLA

EsTera KuNEC-VaAaji¢ i KK WEBER

Zavod za farmakologiju i Zavod 2a sudsku medicinu. Medicinski fakultet, Zagreb
(Primljeno 22. IX 1967)

IstraZivano je djelovanje niza alkaloida na kemiluminescenciju lumi-
nola (3-aminoftalhidrazida) za vrijeme oksidacione reakcije u prisutnosti
klorhemina, odnosno methemoglobina ili kalijevog heksacijanoferata(III)
kao aktivatora luminescencije. Fotoelektri¢nim mjerenjima ustanovljene
su vremenske krivulje intenziteta kemiluminescencije za razliéite koncen-
tracije alkaloida. Pretezno su nadeni efekti gaenja kemiluminescencije
utjecajem alkaloida. O¢ito se radi o stvaranju neaktivnih molekularnih
spojeva izmedu aktivatora (hematina) i alkaloida. Jednadzba za kompe-
titivnu inhibiciju enzimatsko kataliziranih biokemijskih reakcija moZe se
dobro primijeniti na ustanovljenc efekte gaSenja luminescencije.

U prisutnosti heksacijanoferata(IIl) kao aktivatora luminescencije od-
nosi su znatno zamr$eniji. Neki alkaloidi ne gase tako aktiviranu kemi-
luminescenciju, drugi je gase tek u znatno veloj koncentraciji, odnosno
povisuju jakost luminescencije.

Prirodni i sintetski alkaloidi su u bioloskom pogledu veoma djelo-
tvorne tvari te ¢esto ve¢ u malenim koncentracijama izazivaju izrazite
terapeutske efekte, odnosno efekte otrovanja. Biokemijski mehanizam
djelovanja tih tvari moze biti veoma razliéit, kako su razli¢ite i njihove
kemijske konstitucije, kojima samo u stanovitom pogledu pripada sli¢-
nost ili nacelna identi¢nost. Zbog toga se u farmakologiji danas alka-
loidi i ne smatraju posebnom jedinstvenom grupom lijekova. Ipak se
moze tvrditi da u njihovu djelovanju postoji odredena zajednitka crta
u tome Sto se alkaloid, odnosno opéenito lijek ili otrov, mora vezati ke-
mijski, vjerojatno u obliku molekularnog spoja, na biologki veoma vaznu
djelotvornu tvar u organizmu. Tako se prema nekim shvaéanjima (1-5),
lijekovi preteZno veZu na vaZne enzimske sisteme, pa ih aktiviraju ili
inhibiraju. Time potenciraju bioloski povoljne funkcije, odnosno spre-
tavaju Stetne efekte, inhibiraju razvitak $tetnih mikroorganizama i sl.
U svim takvim slutajevima lijekovi, pa prema tome i alkaloidi, moraju
biti tvari koje se lako vezu na bjelanéevine ili na zamrSeno gradene
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organske spojeve (vitamine, hormone, katalizatore). Moraju imati spo-
sobnost stvaranja molekularnih spojeva s raznim supstancijama.

S tim u vezi bilo je od interesa ustanoviti da li alkaloidi djeluju efek-
torski — ba$ zbog takvog molekularnog vezivanja — na kemiluminescen-
ciju luminola, koja je aktivirana hemoproteidima ili drugim kompleks-
nim spojevima Zeljeza. Prema naprijed ukratko skiciranom biokemijskom
mehanizmu djelovanja lijekova, moglo se otekivati da ée alkaloidi dje-
lovati na kemiluminescenciju, i to preteZno u smislu gasenja.

METODE RADA

Reakcione smjese za izvedbu reakcije kemiluminescencije luminola
(3-aminoftalhidrazida) imale su tri komponente (6): luminol, natrijevu
luzinu i vodikov peroksid. U gotovim reakcionim otopinama s konaénim
volumenom od 50 ml bile su ove koncentracije: luminol 4.10—* M, NaOH
4102 M i H,0, 1,76.102 M. Kao aktivatori (katalizatori) kemilumi-
nescencije luminola upotrijebljeni su klorhemin 2.76.10~¢ M u gotovoj
reakcionoj smjesi, methemoglobin (hemiglobin) 2,73.10~6M i kalijev
heksacijanoferat(11I) 4.10—4 M. Kod pokusa s morfin hidrokloridom i ko-
tarnin kloridom koncentracija potonjeg aktivatora bila je samo 2.10—* M.

Vremenske krivulje kemiluminescencije, $to ée redi ovisnost intenziteta
(?) luminescencije o reakcionom vremenu (t), ustanovljene su uvijek za
reakcione smjese bez prisutnosti alkaloida te uz prisutnost alkaloida u
edredenim koncentracijama. Alkaloidi dodavani su reakcionim smjesa-

ma prije pocetka pokusa, a aktivator je dodan neposredno prije poletka
mjerenja. Taj je dodatak izazvao reakciju i pojavu kemiluminescencije.
Radeno je s ovim alkaloidima: papaverin hidroklorid, narcein hidro-
klorid, kotarnin klorid, morfin hidroklorid, kodein hidroklorid, strihnin
nitrat, homatropin hidrobromid i kofein (baza). Buduéi da su navedeni
spojevi soli alkaloida (osim jednog), ispitivano je jo$ i djelovanje aniona
tih soli na kemiluminescenciju.

Da bi se izmjerio intenzitet kemiluminescencije za vrijeme oksidacione
reakcije luminola upotrijebljena je fotoelektritna aparatura, koja je
opisana u prijasnjim radnjama (7). Kao receptor zratenja upotrijebljen
je selenov fotoelement, a za mjerenje fotostruje zrcalni galvanometar
s objektivnim ocitavanjem, osjetljivosti 1.10-% amp/mm. Otkloni galva-
nometra oCitavani su svakih 5 sekundi.

Buduéi da izmedu otklona galvanometra i intenziteta luminescencije

(@) postoji proporcionalnost, olitani otkloni predstavljaju relativnu
mjeru za brojéanu vrijednost intenziteta.

Integrali vremenskih krivulja intenziteta ustanovljeni su mjerenjima
kompenzacionog polarplanimetra (tvrtka Reiss).
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REZULTATI RADA

Svi upotrijebljeni alkaloidi gase kemiluminescenciju luminola koja je
aktivirana klorheminom ili methemoglobinom u razmjerno malenim kon-
centracijama. Luminescenciju koja je aktivirana kalijevim heksacijano-
feratom(III) gasi kodein hidroklorid i kofein, a ne gasi papaverin hidro-
klorid, narcein hidroklorid i strihnin nitrat. Kotarnin klorid i morfin
hidroklorid djeluju tako, da se intenzitet kemiluminescencije u prisut-
nosti manjih koncentracija alkaloida znatno poveéava, a porastom kon-
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Sl. 1. Uremenske krivulje intenziteta kemiluminescencije luminola u prisutnosti klor-

hemina kao aktivatora i papaverina kao gasila. () intenzitet luminescencije, t reakci-

ono vrijeme. Kriv. 1 bez papaverina, kriv. 2 2.10—M, kriv. 3 4.10M, kriv. 4 6.10—M,
kriv. 5 1.10—M, kriv. 6 2.10—M, kriv. 7 3.10—4M i kriv. 8 5.10—M papaverina
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centracije tih alkaloida postepeno ugasi. Kombinacija heksacijanofe-
rata(IlI) s kotarninom ili morfinom daje, prema tome, veoma zamriene
odnose.

Vremenske krivulje intenziteta kemiluminescencije u prisutnosti klor-
hemina kao aktivatora i papaverin hidroklorida kao gasila prikazuje
slika 1. Vidi se da se porastom koncentracije alkaloida znatno smanjuje
maksimalna jakost luminescencije (®@m, intenzitetna vrijednost u maksi-
mumu krivulje), kao i zbroj svjetla (L). Ta vrijednost je definirana kao
integral vremenske krivulje intenziteta, tj. kao velitina koja je propor-

Tablica 1.
Gasenje kemiluminescencije papaverin hidrokloridom: aktivator klorhemin
- | | ' ‘ :
Papaverin { . ‘ ‘ . 105
e | = 2 | 4 6 10 ‘ 20 | 30 ‘ 50 | 10
& m } 315 | 250 | 206 ’ 178 ‘ 4o | 96| 72 50 7.6
, ' f
L J 4910 ‘ 4385 | 4105 | 3270 | 2740 | 1995 - 1345 765 13
! i ‘ ‘

cionalna plohi ispod krivulje. U tablici 1 navedene su (relativne) broj-
¢ane vrijednosti maksimalne jakosti i zbroja svjetla luminescencije za
ovu kombinaciju aktivatora i gasila.
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SL. 2. Ovisnost maksimalne jakosti (O m) kemiluminescencije luminola o koncentraciji
(¢) gasila kofeina. O m u °/o-cima. Aktivator methemoglobin
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Kad se grafitki prikazuje ovisnost maksimalne jakosti kemiluminescen-
cije o koncentraciji alkaloida, dobije se opadanje intenziteta s porastom
koncentracije po odredenom eksponencijalnom ili hiperboli¢tnom zakonu.
Kemiluminescencija luminola koja je aktivirana methemoglobinom gasi
se utjecajem kofeina po krivulji slike 2. Na toj slici ordinata je uzeta u
procentima, pri ¢emu vrijednost ®m = 100 pripada reakcionoj smjesi
bez prisutnosti alkaloida.

Na takvim krivuljama gasenja moze se grafitkom intrapolacijom usta-
noviti polovi¢na koncentracija gasenja c'/2). To je ona molarna koncen-
tracija gasila, koja smanjuje maksimalnu jakost luminescencije na polo-
vinu (50%). U tablici 2 navedene su za sve kombinacije aktivatora i ga-
sila (alkaloida) polovi¢ne koncentracije gaSenja. Te koncentracije su &i-
sto eksperimentalne velitine, koje nisu interpretirane nikakvim teorijama
gasenja.

Krivulje gadenja mogu se konstruirati i tako, da se vrijednosti zbroja
svjetla (L) uzimaju za ordinatu. U takvom slu¢aju se takoder dobije za-
konito opadanje zbroja svjetla s porastom koncentracije alkaloida. Ta-
kva krivulja daje grafitkom intrapolacijom polovi¢nu koncentraciju ga-
Senja, koja je redovito neito veca od one koncentracije koja se dobije iz
vrijednosti maksimalnog intenziteta luminescencije (vidi tablicu 1). To
znadi da alkaloidi jale gase velike intenzitete luminescencije negoli ma-
lene, odnosno jate inhibiraju velike brzine oksidacione reakcije luminola
negoli malene brzine pri kraju same reakcije.

Tablica 2
Poloviéne koncentracije gaSenja alkaloidima
Aktivator Klorhemin i)lethemoglobin K; [Fe (CN)g]

Alkaloid Cy2* 10° \ 1/8+10° | cy3°10° | 1/8+10% | cyp-10° | 1/F-10°
Papaverin hidroklorid | 76 | 7,4 7,4 7,4 | ne gasi
Narcein hidroklorid 108 ‘ 106 104 180 | ne gasi
Kotarnin klorid 76 | 72 13 13
Morfin hidroklorid 64 54 6.3 5,5
Kodein hidroklorid 1160 l 570 1850 ‘ 1200 2160 560
Strihnin nitrat 106 109 144 133 ne gasi
Homatropin

hidrobromid 2110 2300 2680 2000
Kofein 50 50 43 42 2340 2320

Kad se medutim uzima u obzir oblik krivulje gasenja (sl. 2) moZe se
pokufati interpretacija eksperimentalnih rezultata primjenom Stern-Uol-
merove jednadibe (8):
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dm = dm, o
U ovoj jednadibi, koja je prvobitno (9) bila postavljena za proces gade-
nja fluorescencija plinova dodavanjem tudih plinova, $m,0 je maksi-
malni intenzitet kemiluminescencije bez prisutnosti alkaloida, ®m je
maksimalni intenzitet kod koncentracije ¢ alkaloida, a £ je karakteri-
sticna konstanta galenja za doti¢nu kombinaciju aktivatora i alkaloida.
Konstanta # se moze formalno definirati pomoc¢u poloviéne koncentra-
cije gaSenja, jer za ®m, 0 = 100 i dm = 50 mora biti 1/ = cy,. Ako
se eksperimentalno ustanovljene vrijednosti za cu, podudaraju s raun-

ski dobivenim vrijednostima za 1/f, mo¥e se tvrditi da vrijedi jedna-
dzba (1).

Tablica 8
Gasenje kemiluminescencije narcein hidrokloridom; aktivator klorhemin
Narcein
M. 10% == 0,2 0,4 1 2 2,4 4
G m 280 238 208 | 147 | 101 | 84 87
B _— 850 875 9238 885 970 | 1137

Za ilustraciju da jednadba (1) vrijedi za sisteme koji su ovdje
istraZivani daje tablica 8 podatke gasenja kemiluminescencije luminola
narcein hidrokloridom kod aktivacije s klorheminom. Vidi se da kon-
stanta £ ima prili¢no konstantne vrijednosti za razliite koncentracije
alkaloida.

U tablici 2 navedene su za sve upotrijebljene kombinacije aktivatora
i alkaloida prema jednad’bi (1) vrijednosti za 1/p. Usporedivanjem tih
vrijednosti s polovi¢nim koncentracijama gasenja moZe se lako ustano-
viti da Stern-Uolmerova jednadfba zaista vrijedi za galenje kemilumi-
nescencije navedenim alkaloidima, narotito pri aktivaciji s klorheminom
1 methemoglobinom.

Do istog rezultata se dolazi i grafitkim putem, kad se razlomak
$m,o/Pm prikazuje u ovisnosti o koncentraciji alkaloida. Za takav pri-
kaz (vidi sliku 8) jednad’ba (1) traZi linearni odnos, a pravac te funk-
cije treba da ordinatu sijete kod vrijednosti 1. Ti zahtjevi su zaista
ispunjeni.

Posebnim nizom pokusa ispitivano je djelovanje aniona navedenih
alkaloidnih soli na kemiluminescenciju luminola pod uvjetima ovog
rada. Ustanovljeno je, medutim, da kalijeve soli tih aniona u koncen-
tracijama koje su upotrijebljene u ovoj radnji ne djeluju efektorski na
kemiluminescenciju. Ustanovl jeni se efekti odnose prema tome iskljutivo
na same alkaloide, na njihov kationski dio.
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SL. 8. Kompetitivna inhibicija luminolske reakcije strihnin nitratom. Aktivator

klorhemin

DISKUSIJA REZULTATA

Ovim pokusima ustanovljeno je da upotrijebljeni alkaloidi bez izuzetka
gase kemiluminescenciju luminola (inhibiraju luminolsku reakciju), koja
je aktivirana klorheminom ili methemoglobinom, zaista vrlo efikasno.
Polovi¢ne koncentracije galenja obuhvaéaju raspon od 5,4.1075M do
1,2.102 M. Ne postoje bitne razlike u procesu ga$enja kod aktivacije
s klorheminom, odnosno s methemoglobinom. To je lako razumljivo, bu-
duéi da luminolskom reagensu s luzinom pripada jaka luZnata reakcija
(pH = 12,5). U takvom reagensu se iz klorhemina trenuta¢no stvara he-
matin, a methemoglobin se brzo denaturira, odcijepi globin i tako tako-
der stvara hematin. Prema tome, vjerojatno kod ovih reakcija u jednom
kao i u drugom slulaju hematin predstavlja zapravo aktivator kemilu-
minescencije. Pri radu s methemoglobinom reakcione otopine sadrze,
medutim i denaturirani globin, koji se stvorio iz methemoglobina, pa se
zbog toga moZe sama kemiluminescencija i njezino gasenje alkaloidima
u kvantitativnom smislu ne$to modificirati. MoZe se stvarati u reakci-
onoj otopini hemikrom (spoj hemina s denaturiranim globinom), koji bi
mogao drugalije aktivirati luminescenciju negoli hematin.

Iz ovih razmatranja se moze zakljuditi da se alkaloidi olito vezu na
hemin, odnosno na heminski dio methemoglobina, i tako inhibiraju nje-
govo aktivatorsko djelovanje na luminolsku reakciju. Time se kemilu-
minescencija djelomi¢no ugasi. Analogno vezivanje alkaloida na mole-
kulu heksacijanoferata(III) ¢ini se da nailazi na poteskoée, jer alkaloidi
nikako ili samo slabo inhibiraju aktivatorsko djelovanje ovog Zeljeznog
kompleksa (tablica 2).
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Cinjenica da za procese ga¥enja luminescencije alkaloidima zaista vri-
jedi jednadzba (1) potvrduje pretpostavku da se radi o stvaranju mole-
kularnog spoja izmedu aktivatora i alkaloida (gasila, inhibitora). Ta je
jednadiba, naime, nadelno identi¢na s jednad’bom kompetitivne inhibi-
cije enzimatskih reakcija. Za biokemijske reakcije, koje su katalizirane
djelovanjem nekog enzima vrijedi, naime, opéenito (10) poznata Miche-
elis-Mentenova jednadzba za brzinu reakcije:

0 = Um - [§] @)
0 Ks + [S]

u kojoj je U, brzina reakcije (bez prisutnosti inhibitora), Um maksimalna

brzina reakcije (brzina zasiéenja) kod veoma velikih koncentracija sup-

strata S, a Ks je Michaelisova konstanta. Kad se reakcija inhibira kom-

petitivno, tj. vezivanjem inhibitora na enzim, gornji izraz se modificira,

pa (e vrijediti jednadzba:

Um-[S] - Ki

U R & TS F Ko ®)

u kojoj je ¢ koncentracija inhibitora, a Ki je disocijaciona konstanta
spoja inhibitora s enzimom. Kad se poveru jednad’be (2) i (8) dobije se:
Uo _ . _ Ki(Ks+ [S]) .

7 | 1 X5 ¢ (4)

}

Za konstantnu koncentraciju supstrata § (u na$em sludaju luminola)
moZe se razlomak desne strane jednadfbe smatrati konstantnim, pa ¢e
s obzirom na ¢injenicu da izmedu brzine katalizirane oksidacije luminola

1 intenziteta kemiluminescencije postoji proporcionalnost, vrijediti:

Ks . - ) .
Ki (Ks T+ i1 =pf; Uo = dm, o; U= Om

a time je dokazana identi¢nost jednadzbe (1) s jednadZbom (4). To znadi
da se gasenje kemiluminescencije alkaloidima mo#e smatrati kompetitiv-
nom inhibicijom u tom smislu da alkaloidi s aktivatorima stvaraju kata-
liticki nedjelotvorne molekularne spojeve.
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Summary

THE EFFECT OF ALKALOIDS
ON THE CHEMILUMINESCENCE OF LUMINOL

The effect of certain alkaloids on the chemiluminescent oxidation of luminol in the
presence of chlorochemin, methemoglobin and potassium ferricyanide as activators has
been studied. The curves of chemiluminescence (intensity of luminescence vs. reaction
time) for various concentrations of alkaloids were obtained by photoelectric measu-
rements. In most cases a quenching effect of alkaloids has been observed, The num-
erical values of the half concentrations of the quenching effect were determined.
It is apparent that inactive molecular compounds are formed by the activator (hema-
tin) and alkaloids. The equation of competitive inhibition of biochemical reactions
catalyzed by enzymes — which is in fact identical with Stern Volmer's equation for the
quenching of fluorescence by addition of foreign substances — can be applied to the
observed effects of quenching.

In the presence of potassium ferricyanide as activator of luminescence, the reactions
involved are much more complicated. Some of the alkaloids studied do not quench the
luminescence activated by potassium ferricyanide. Others produce an activating effect
in small concentrations and a quenching effect in higher concentrations only.
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