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Gléwnym celem naukowym pracy doktorskiej bylo przeprowadzenie analizy
strukturalnej, jakosciowej oraz dystrybucji przestrzennej kompleksow wybranych
hemoprotein w uktadach biologicznych ex vivo (izolowane RBCs, komorki Kupffera, mysie tkanki
—serca i mozgu) oraz in vitro (linie komérkowe makrofagéw mysich i ludzkich). W szczegdlnosci,
skupiono si¢ na zbadaniu wptywu réznych czynnikow, determinujacych powstanie kompleksow

hemoprotein w uktadach biologicznych oraz przemian, jakim ulegaja.

Rozprawa doktorska zostata podzielona na cze¢$¢ teoretyczng oraz eksperymentalng.
W tej pierwszej skupiono si¢ na wyjasnieniu idei kompleksow hemoprotein, przedstawieniu ich
podstawowych i dysfunkcyjnych form oraz zwrocono uwage na kompleksy hemoprotein
0 znaczeniu naczyniowym. W czesci eksperymentalnej przedstawiono komplementarne podejscie,
oparte na wykorzystaniu technik spektroskopii molekularnej oraz referencyjnych metod
biochemicznych, do przeprowadzenia analizy strukturalnej i jakosciowej, jak rowniez dystrybucji
przestrzennej komplekséw wybranych hemoprotein. Gléwna metoda badawcza, wykorzystana do
tego celu, byla spektroskopia rezonansowego rozpraszania ramanowskiego (RR), ktora jest

poteznym narzgdziem w analizie uktadow porfirynowych.

Zastosowana metodologia umozliwita dokonanie spektroskopowej charakterystyki
podstawowych komplekséw hemoglobiny oraz pozwolita na lepsze zrozumienie wpltywu
czynnikow na tworzenie si¢ adduktow hemoglobiny z tlenkiem azotu, jonem azotanowym(III) oraz
cyjankowym. Zbadano ponadto kompleksy mioglobiny z tlenkiem wegla, jak rowniez podjeto
probe detekcji cytochromu ¢ obecnego w mitochondriach komérkowych. Metody analizy
chemometrycznej pozwolily z kolei na wizualizacje dystrybucji przestrzennej kompleksow

hemoglobiny oraz jej metabolitow w badanych komorkach i tkankach.

Hemoproteiny to biatka, ktorych cechg wspolng jest obecno$¢ hemu — grupy prostetycznej,
ztozonej z pierScienia tetrapirolowego (protoporfiryny IX), potaczonego z centralnie
umiejscowionym, szesciokoordynacyjnym kationem zelaza (ferroprotoporfiryna 1X). Najbardziej
rozpowszechniong hemoproteing jest hemoglobina (Hb), ktéra znajduje si¢ w krwinkach
czerwonych (RBCs) i petni funkcje przeno$nika gazow oddechowych (O2 i CO2) oraz uczestniczy
w utrzymaniu réwnowagi kwasowo-zasadowej. Kolejnymi waznymi przyktadami hemoprotein sa
mioglobina (Mb), ktéra wystepuje w mie$niach szkieletowych, pelniac role magazynu O, oraz

cytochrom ¢ (Cc), bedacy przenos$nikiem elektronow w tancuchu oddechowym zachodzacym



w mitochondriach. Do hemoprotein nalezg ponadto biatka enzymatyczne, m. in. katalazy, oksydazy

I peroksydazy.

Cztery z szesciu dostepnych miejsc koordynacyjnych kationu zelaza w hemie, sg zwigzane
z atomami azotu pierScieni pirolowych (Fe—N), zlokalizowanych w ptaszczyznie pierScienia
protoporfiryny IX. Dwa pozostate sg skierowane prostopadle i moga by¢ miejscem wigzania
ligandow osiowych (z ang. axial ligands). Jedno z nich jest najczegsciej zajgte przez atom azotu
pierscienia imidazolowego histydyny (Fe—Nnis — nazywany w przypadku Hb 1 Mb histydyng
proksymalng). Szoste miejsce pozostaje wolne 1 w zaleznosci od rodzaju hemoproteiny moze sta¢
si¢ miejscem wigzania podstawnika, np. Oz, H20, CO, NO, CN~, NO2", HS, histydyny lub innego

aminokwasu, dajac poczatek kompleksowi hemoproteiny.

Najprostszym, a jednocze$nie najwazniejszym, kompleksem hemoproteiny, jest
oksyhemoglobina (oksyHb), w ktorej szoste miejsce koordynacyjne kationu zelaza jest zajete
przez tlen. Pomimo wielu zrodet z pogranicza biologii i biochemii, ktore podaja, ze sercem oksyHb
jest kation Fe'!, prace bardziej skoncentrowane na zglebieniu struktury tego kompleksu pokazuja,
ze podczas wigzania tlenu nastgpuje przesunigcie gestosci elektronowej z kationu zelaza w
kierunku O, przez co na ditlenie pojawia si¢ ujemny fadunek. W rzeczywistosci bardziej poprawne
jest zatem rozwazanie ukladu oksyHb jako potgczenia niskospinowego kationu Fe'' z anionem
ponadtlenkowym (LsHb'"'-O2"). Nieutlenowana forma Hb jest pieciokoordynacyjna i nazywana
deoksyhemoglobing (deoksyHb). Brak podiaczonego ligandu bedzie faworyzowat stan
wysokospinowy (nsHb'").

Formy dysfunkcyjne hemoprotein sg nazywane dyshemoproteinami. Najwickszg ich
grupe stanowig kompleksy Hb (dyshemoglobiny), ktore utracity swoje fizjologiczne whasciwosci,
np. zdolno$¢ przenoszenia tlenu. Najlepszym przyktadem dyshemoglobiny jest methemoglobina
(metHb), u ktorej szoste miejsce koordynacyjne zostaje zajete przez H20, molekule stabego pola,
faworyzujaca stan HS (w przewadze nawet do 90% w stosunku do LS). W efekcie, metHb powinna
by¢ definiowana jako kompleks, ktorego grupg prostetyczng jest hematyna — odpowiednik hemu
i

zawierajacy kation Fe

(hsisHE'"'-OHy).

— natomiast ligandami aksjalnymi sg histydyna oraz czasteczka wody

W przypadku badan nad kompleksow hemoglobiny o dziataniu naczyniowym wykazano,

ze w zaleznos$ci od sposobu wprowadzenia jonow azotanowych(IIl) do uktadu oraz ich stgzenia,



grupa —NO2 moze zosta¢ dotaczona do kationu zelaza lub do podstawnika winylowego pierscienia
porfiryny. Zidentyfikowano takie kompleksy jak: LsHb"'-NO", sHb'"'-NO oraz sHb"'-(4—
winyl)-NO,". Udowodniono ponadto, ze interakcja Hb z NO zalezy w znaczacej mierze od
panujacych warunkow tlenowych, ale rowniez od stezenia tlenku azotu(Il) obecnego w uktadzie
oraz jego pochodzenia (chemiczne pochodzenie czyli zwigzek donorowy vs biologiczne
pochodzenie czyli komorka $rodbtonka). Zidentyfikowano takie kompleksy jak: metHb,
LsHb"-NO oraz LsHb"'-NO.

Podsumowujac, dzieki zastosowaniu unikalnego, komplementarnego podejscia,
opartego na wykorzystaniu spektroskopii RR oraz innych technik spektroskopii
molekularnej i referencyjnych metod biochemicznych, mozliwe bylo wykonanie
charakterystyki kompleksow hemoprotein bezposrednio w funkcjonalnych uktadach ex vivo
(izolowane czerwone krwinki, komorki Kupffera oraz tkanki serca i mozgu) oraz in vitro (linie
komorkowe makrofagow mysich i ludzkich). Do najwazniejszych osiggnig¢ mozna zaliczyé
identyfikacj¢ oraz rozroznienie podstawowych kompleksow hemoglobiny, kompleksow
potencjalnie toksycznych oraz komplekséw 0 znaczeniu naczyniowym, wystepujacych

bezposrednio wewnatrz izolowanych erytrocytow.



