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Głównym celem naukowym pracy doktorskiej było przeprowadzenie analizy 

strukturalnej, jakościowej oraz dystrybucji przestrzennej kompleksów wybranych 

hemoprotein w układach biologicznych ex vivo (izolowane RBCs, komórki Kupffera, mysie tkanki 

– serca i mózgu) oraz in vitro (linie komórkowe makrofagów mysich i ludzkich). W szczególności, 

skupiono się na zbadaniu wpływu różnych czynników, determinujących powstanie kompleksów 

hemoprotein w układach biologicznych oraz przemian, jakim ulegają.  

Rozprawa doktorska została podzielona na część teoretyczną oraz eksperymentalną.  

W tej pierwszej skupiono się na wyjaśnieniu idei kompleksów hemoprotein, przedstawieniu ich 

podstawowych i dysfunkcyjnych form oraz zwrócono uwagę na kompleksy hemoprotein  

o znaczeniu naczyniowym. W części eksperymentalnej przedstawiono komplementarne podejście, 

oparte na wykorzystaniu technik spektroskopii molekularnej oraz referencyjnych metod 

biochemicznych, do przeprowadzenia analizy strukturalnej i jakościowej, jak również dystrybucji 

przestrzennej kompleksów wybranych hemoprotein. Główną metodą badawczą, wykorzystaną do 

tego celu, była spektroskopia rezonansowego rozpraszania ramanowskiego (RR), która jest 

potężnym narzędziem w analizie układów porfirynowych.  

Zastosowana metodologia umożliwiła dokonanie spektroskopowej charakterystyki 

podstawowych kompleksów hemoglobiny oraz pozwoliła na lepsze zrozumienie wpływu 

czynników na tworzenie się adduktów hemoglobiny z tlenkiem azotu, jonem azotanowym(III) oraz 

cyjankowym. Zbadano ponadto kompleksy mioglobiny z tlenkiem węgla, jak również podjęto 

próbę detekcji cytochromu c obecnego w mitochondriach komórkowych. Metody analizy 

chemometrycznej pozwoliły z kolei na wizualizację dystrybucji przestrzennej kompleksów 

hemoglobiny oraz jej metabolitów w badanych komórkach i tkankach. 

Hemoproteiny to białka, których cechą wspólną jest obecność hemu – grupy prostetycznej, 

złożonej z pierścienia tetrapirolowego (protoporfiryny IX), połączonego z centralnie 

umiejscowionym, sześciokoordynacyjnym kationem żelaza (ferroprotoporfiryna IX). Najbardziej 

rozpowszechnioną hemoproteiną jest hemoglobina (Hb), która znajduje się w krwinkach 

czerwonych (RBCs) i pełni funkcję przenośnika gazów oddechowych (O2 i CO2) oraz uczestniczy 

w utrzymaniu równowagi kwasowo-zasadowej. Kolejnymi ważnymi przykładami hemoprotein są 

mioglobina (Mb), która występuje w mięśniach szkieletowych, pełniąc rolę magazynu O2, oraz 

cytochrom c (Cc), będący przenośnikiem elektronów w łańcuchu oddechowym zachodzącym  



w mitochondriach. Do hemoprotein należą ponadto białka enzymatyczne, m. in. katalazy, oksydazy 

i peroksydazy. 

Cztery z sześciu dostępnych miejsc koordynacyjnych kationu żelaza w hemie, są związane 

z atomami azotu pierścieni pirolowych (Fe–N), zlokalizowanych w płaszczyźnie pierścienia 

protoporfiryny IX. Dwa pozostałe są skierowane prostopadle i mogą być miejscem wiązania 

ligandów osiowych (z ang. axial ligands). Jedno z nich jest najczęściej zajęte przez atom azotu 

pierścienia imidazolowego histydyny (Fe–NHis – nazywany w przypadku Hb i Mb histydyną 

proksymalną). Szóste miejsce pozostaje wolne i w zależności od rodzaju hemoproteiny może stać 

się miejscem wiązania podstawnika, np. O2, H2O, CO, NO, CN–, NO2
–, H2S, histydyny lub innego 

aminokwasu, dając początek kompleksowi hemoproteiny. 

Najprostszym, a jednocześnie najważniejszym, kompleksem hemoproteiny, jest 

oksyhemoglobina (oksyHb), w której szóste miejsce koordynacyjne kationu żelaza jest zajęte 

przez tlen.  Pomimo wielu źródeł z pogranicza biologii i biochemii, które podają, że sercem oksyHb 

jest kation FeII, prace bardziej skoncentrowane na zgłębieniu struktury tego kompleksu pokazują, 

że podczas wiązania tlenu następuje przesunięcie gęstości elektronowej z kationu żelaza w 

kierunku O2, przez co na ditlenie pojawia się ujemny ładunek. W rzeczywistości bardziej poprawne 

jest zatem rozważanie układu oksyHb jako połączenia niskospinowego kationu FeIII z anionem 

ponadtlenkowym (LSHbIII–O2
–). Nieutlenowana forma Hb jest pięciokoordynacyjna i nazywana 

deoksyhemoglobiną (deoksyHb). Brak podłączonego ligandu będzie faworyzował stan 

wysokospinowy (HSHbII).  

Formy dysfunkcyjne hemoprotein są nazywane dyshemoproteinami. Największą ich 

grupę stanowią kompleksy Hb (dyshemoglobiny), które utraciły swoje fizjologiczne właściwości, 

np. zdolność przenoszenia tlenu. Najlepszym przykładem dyshemoglobiny jest methemoglobina 

(metHb), u której szóste miejsce koordynacyjne zostaje zajęte przez H2O, molekułę słabego pola, 

faworyzującą stan HS (w przewadze nawet do 90% w stosunku do LS). W efekcie, metHb powinna 

być definiowana jako kompleks, którego grupą prostetyczną jest hematyna – odpowiednik hemu 

zawierający kation FeIII – natomiast ligandami aksjalnymi są histydyna oraz cząsteczka wody 

(HS/LSHbIII–OH2). 

W przypadku badań nad kompleksów hemoglobiny o działaniu naczyniowym wykazano, 

że w zależności od sposobu wprowadzenia jonów azotanowych(III) do układu oraz ich stężenia, 



grupa –NO2 może zostać dołączona do kationu żelaza lub do podstawnika winylowego pierścienia 

porfiryny. Zidentyfikowano takie kompleksy jak: LSHbIII–NO2
–, LSHbIII–NO oraz LSHbIII–(4–

winyl)–NO2
–. Udowodniono ponadto, że interakcja Hb z NO zależy w znaczącej mierze od 

panujących warunków tlenowych, ale również od stężenia tlenku azotu(II) obecnego w układzie 

oraz jego pochodzenia (chemiczne pochodzenie czyli związek donorowy vs biologiczne 

pochodzenie czyli komórka śródbłonka). Zidentyfikowano takie kompleksy jak: metHb,  

LSHbII–NO oraz LSHbIII–NO. 

Podsumowując, dzięki zastosowaniu unikalnego, komplementarnego podejścia, 

opartego na wykorzystaniu spektroskopii RR oraz innych technik spektroskopii 

molekularnej i referencyjnych metod biochemicznych, możliwe było wykonanie 

charakterystyki kompleksów hemoprotein bezpośrednio w funkcjonalnych układach ex vivo 

(izolowane czerwone krwinki, komórki Kupffera oraz tkanki serca i mózgu) oraz in vitro (linie 

komórkowe makrofagów mysich i ludzkich). Do najważniejszych osiągnięć można zaliczyć 

identyfikację oraz rozróżnienie podstawowych kompleksów hemoglobiny, kompleksów 

potencjalnie toksycznych oraz kompleksów o znaczeniu naczyniowym, występujących 

bezpośrednio wewnątrz izolowanych erytrocytów.  


