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Badania kompleksow wybranych hemoprotein i ich przemian w uktadach
biologicznych metodami spektroskopii molekularnej

Hemoproteiny tworzg grupg biatek, ktorych grupa prostetyczna jest hem, potaczenie kationu
zelaza (Fe) i porfiryny (protoporfiryny 1X). Najbardziej rozpowszechniong z hemoprotein jest
hemoglobina (Hb), biatko wystepujace w erytrocytach, petnigce funkcje transportera gazow
oddechowych (O i CO») oraz biorace udzial w utrzymaniu regulacji kwasowo-zasadowej. Obok Hb
najwazniejszymi przyktadami hemoprotein sa mioglobina (Mb), wystepujaca w migéniach jako
magazyn O,, oraz cytochrom c, transporter elektronow w tancuchu oddechowym zachodzacym w
mitochondriach. Roznice w pelionych funkcjach pomigdzy wymienionymi wyzej hemoproteinami
znajduja swoje odzwierciedlenie w ich budowie. Zaréwno w czasteczkach Hb jak i Mb grupe
prostetyczng stanowi hem b. W odrdéznieniu jednak do Hb, ktorej bialkowa cze$¢é zlozona jest z
czterech podjednostek, mioglobina zbudowana jest tylko z jednej. Przektada sie to na wyzsze
powinowactwo tlenu do Mb? co jest zrozumiate ze wzgledu na petniong funkcje — jako magazyn dla
tlenu, Mb musi che¢tniej wigzaé, a trudniej odlacza¢ O; niz dostarczajaca go Hb. Cytochrom c jest
najmniejszym biatkiem wsrod opisywanych hemoprotein o znikomym powinowactwie do Oz, ktorego
tancuch polipeptydowy jest potaczony z hemem c za posrednictwem dwoch mostkow tioeterowych,
co stanowi znaczacg réznic¢ w porownaniu do Mb i Hb, gdzie hem b zwigzany jest z globing
wigzaniem koordynacyjnym poprzez kation zelaza. Cecha wspolna opisywanych hemoprotein jest
obecnos$¢ centralnie ulokowanego jonu zelaza o sze$ciu miejscach koordynacyjnych. Pie¢ z nich,
jest najczesciej zajetych przez wigzania Fe z atomami azotu (cztery pochodzace od pierscieni
pirolowych a jedno od azotu imidazolowego pierScienia histydyny). Ostatnie, szOste miejsce
koordynacyjne, pozostaje wolne, i w zaleznosci od hemoproteiny moze sta¢ si¢ miejscem zwigzania
roznego podstawnika — O,, CO, NO, histydyny lub innego aminokwasu, tworzac kompleks
hemoproteiny.

W ramach przygotowywanej rozprawy doktorskiej ‘

podjeto badania kompleksow hemoprotein metodami UV-Vis
spektroskopii molekularnej w uktadach biologicznych ex vivo |
oraz in vitro. Jako uktady badawcze postawiono przede
wszystkim na komorki — izolowane erytrocyty mysie i ludzkie,
mysie komorki Kupffera i makrofagi oraz tkanki — mysie
tkanki serca, moézgu i inne. Ws$réd metod badawczych
najwiecej uwagi poswigcono spektroskopii ramanowskiej,
ktora dzigki rezonansowemu wzmocnieniu sygnatlu od porfiryn
jest poteznym narzedziem do interpretacji  struktury
molekularnej tych zwigzkoéw. Uzupeienie palety spektroskopii
molekularnej stanowig spektroskopia absorpcyjna UV-Vis,
spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego
oraz  spektroskopia mossbauerowska. Jako metody
uzupetniajgce zastosowano szereg technik biochemicznych takich jak gazometria, badania
morfologii, barwienia histologiczne oraz cytometria przepltywowa.

Najwazniejszym celem badan prowadzonych podczas przygotowania rozprawy doktorskiej
jest zatem analiza strukturalna, jakoSciowa i przestrzenna wybranych hemoprotein, ich
przemian i komplekséw w ukladach biologicznych.



