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Streszczenie

Celem badan byto okreslenie w jaki sposéb obecno$¢ réznych izomeréw optycznych a-tokoferolu
wpltywa na przepuszczalnos¢ membrany lipidowej, stanowiacej prosty model btony komoérkowej. Ze
wzgledu na swa hydrofobowos$¢ a-tokoferol latwo rozpuszcza si¢ w lipidowym rdzeniu btony
komoérkowej, wplywajac tym samym na jej strukturg, stabilno$¢ i inne wiasciwosci. D-o-tokoferol jest
naturalng forma witaminy E, wystepujaca m. in. w olejach roslinnych czy warzywach. Natomiast DL-t-
tokoferol jest syntetyczna forma tej witaminy, ktéra moze by¢ stosowana jako dodatek do Zywnosci.
Niektorzy autorzy uwazaja, ze mimo takiej samej budowy chemicznej syntetyczna forma o-tokoferolu
moze wykazywa¢ odmienne dziatanie in vivo w poréwnaniu z forma naturalna, dlatego tez wazne jest
poznanie mechanizméw oddziatywania tokoferolu zinnymi czasteczkami o duzym znaczeniu
biologicznym i strukturami komérkowymi na poziomie molekularnym.

W badaniach zastosowano D-a-tokoferol oraz mieszaning izomeréw D i L oa-tokoferolu (o-T). Do
przygotowania liposoméw (membran lipidowych) uzyto dipalmitynianu fosfatydylocholiny (DPPC) oraz
L-a-fosfatydylocholiny (lecytyny) z zéttka jaja (PC). Do monitorowania zmian strukturalnych
zachodzacych w membranie lipidowej zastosowano metodg fluorescencyjna z uzyciem sondy (barwnika)
— kwasu 1-anilinonaftaleno-8-sulfonowego (ANS).

Proces wnikania sondy ANS do membrany DPPC w fazie zelowej zachodzit na drodze
natychmiastowej absorpcji (w czasie od jednej do kilku sekund) z pomini¢ciem fazy adsorpcji. Dodatek
a-tokoferolu do membrany nie zmieniat szybkosci wnikania sondy. Jedynie w przypadku D-a-tokoferolu
ilo$¢ zaabsorbowanej sondy wynosita 25% wartosci odpowiadajacej samej membranie DPPC i DPPC
z DL-o-tokoferolem.

W membranie DPPC zaobserwowano wyrazny wzrost jej przepuszczalno$ci zwiazany z gtéwnym
przejsciem krystalicznym. W przypadku membrany DPPC z D-a-tokoferolem i DL-o-tokoferolem
stwierdzono, ze maksymalny wzrost przepuszczalnosci btony w wyniku zmiany fazy membrany byt o
okoto 60% mniejszy niz ma to miejsce w samym DPPC, a zmiany przepuszczalno$ci obserwowane w
temperaturze gléwnego przejscia krystalicznego charakteryzowaty si¢ lagodniejszym przebiegiem. o-
Tokoferol hamowat wnikanie sondy ANS do membrany w fazie ciektokrystalicznej. Nie zaobserwowano
istotnych r6znic w przepuszczalnosci membrany w obecnosci D i DL-a-tokoferolu.
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Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ duze zainteresowanie przeciwutleniaczami
w aspekcie ich zdolnosci do wigzania wolnych rodnikéw, a tym samym zapobiegania
wielu schorzeniom cywilizacyjnym, takim jak choroby ukladu krazenia czy
nowotwory. Pamigta¢ jednak nalezy ze substancje te moga wykazywaé inne od
przeciwutleniajacych wlasciwosci, wplywajac jednocze$nie na wiele funkcji
zyciowych organizmu cztowieka. Przyktadem takiego zwiazku jest «-tokoferol,
powszechnie wystgpujacy w naszej diecie przeciwutleniacz rozpuszczalny
w ttuszczach. Ze wzgledu na swa hydrofobowo$¢ o-tokoferol fatwo rozpuszcza sig
w lipidowym rdzeniu btony komdrkowej, wptywajac tym samym na jej strukture,
stabilno$¢ iinne wiasciwosci [8]. D-o-tokoferol jest naturalng forma witaminy E,
wystepujaca m. in. W olejach roslinnych czy warzywach. Natomiast DL-o-tokoferol
jest syntetyczna forma tej witaminy, ktéra moze by¢ stosowana jako dodatek do
zywnosci. Istnieja sprzeczne doniesienia co do wptywu obu form tokoferolu na
organizm cztowieka [1, 7]. Niektorzy autorzy uwazaja, ze mimo takiej samej budowy
chemicznej syntetyczny tokoferol moze wykazywaé odmienne dzialanie in vivo w
poréwnaniu z witaming E pochodzenia naturalnego, dlatego tez wazne jest poznanie
mechanizméw oddziatywania tokoferolu z innymi czasteczkami o duzym znaczeniu
biologicznym i strukturami komérkowymi na poziomie molekularnym. Uktadem
przydatnym w tego rodzaju badaniach moga by¢ membrany lipidowe (liposomy), ktére
sg prostym modelem btony komdérkowej [3].

Celem podjetych badan bylo okreslenie w jaki sposéb obecnos¢ réznych
izomeréw optycznych o-tokoferolu wptywa na przepuszczalno§¢ membrany lipidowe;.

Material i metody badan

W badaniach zastosowano D-o-tokoferol oraz mieszaning izomeréw D i L o-
tokoferolu (w stosunku ilosciowym 1:1) — (o-T), o czystosci chromatograficzne;j.
Preparaty przygotowano na Wydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu
Bialostockiego. Do przygotowania liposoméw (membran lipidowych) uzyto
dipalmitynianu fosfatydylocholiny (DPPC) oraz L-a-fosfatydylocholiny (lecytyny)
z z6ttka jaja (PC), firmy Sigma Aldrich (Niemcy) o czysto$ci 99%. Wodne zawiesiny
membran przygotowano w sposGb nastepujacy: do 2 cm® chloroformowego roztworu
DPPC o stezeniu 0,2 mg/cm’ dodano 2 cm’ odpowiedniego izomeru o-tokoferolu (o
T), uzyskujac wten sposob mieszaning, w ktorej stgzenie o-T wynosito 75 uM.
Stezenie o-T dobrano w taki sposéb, by membrana znajdowata si¢ w fazie lamelarnej
[2]. Otrzymane mieszaniny odparowano w celu wytworzenia cienkiej warstwy filmu
lipidowego. Powstate filmy uwodniono poprzez intensywne ich mieszanie w wodzie
bidestylowanej (10 cm®), w temperaturze powyzej gtéwnego przejscia krystalicznego
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membrany DPPC (51°C), przez 20 min. Do monitorowania zmian strukturalnych
zachodzacych w membranie lipidowe] zastosowano metod¢ fluorescencyjna
z wykorzystaniem sondy (barwnika) — kwasu 1-anilinonaftaleno-8-sulfonowego (ANS)
firmy Sigma Aldrich (Niemcy). Substancja ta jest czgsto stosowania do badania zmian
przepuszczalnosci 1 struktury membran lipidowych i komérkowych [4, 5]. Metodyka
zostata zmodyfikowana na potrzeby wykonywanych pomiaréw. Sonda zostata
wprowadzona do uktadu wodnej zawiesiny membrany. W celu szybkiego zmieszania
sktadnikéw zastosowano mieszadlo magnetyczne. Pomiaréw intensywno$ci emisji
fluorescencji w czasie 1w zaleznosci od temperatury dokonano za pomoca
spektrofluorymetru RF 5001 PC firmy Shimadzu, przy diugosci fali wzbudzenia
réwnej 380 nm i emisji 485 nm. Pomiary w czasie wykonano w temp. 20°C, a wiec
w fazie zZelowej membrany lipidowej. Pomiary temperaturowe wykonywano w
zakresie temp. 20-62°C. Wszystkie pomiary wykonno bezposrednio po przygotowaniu
prébek.

Wiyniki i dyskusja
Pomiary w czasie

Pomiary dynamiki wnikania sondy ANS do membrany lipidowej przeprowadzone
w temp. pokojowej (20°C) wykazaly, ze dodanie ANS do samej membrany DPPC
prowadzilo do wzrostu intensywnosci emisji fluorescencji ANS, co s$wiadczy
o zaabsorbowaniu sondy przez membrang (rys. 1a). Absorpcja zachodzita natychmiast
po dodaniu ANS do uktadu (w ciagu od jednej do kilku sekund), dalsza inkubacja
liposoméw z sonda (do 375 s) nie prowadzita do wzrostu intensywnosci fluorescencji.
Mozna wigc powiedzie¢, ze w przypadku DPPC wnikanie ANS do wng¢trza membrany
zachodzito z pominigciem fazy adsorpcji sondy na powierzchni btony, co
zaobserwowano w przypadku analogicznego doswiadczenia wykonanego z uzyciem
membrany lecytynowej (PC) (rys. 1b). Zjawisko to wynika prawdopodobnie z réznicy
w budowie morfologicznej membran DPPC i PC. Membrana DPPC skiada sig
z fosfolipidéw majacych w swojej budowie reszty nasyconego kwasu ttuszczowego
(palmitynowego) w konformacji trans, natomiast PC zawiera reszty kwaséw
tluszczowych o réznym stopniu nienasycenia (reszty kwasu oleinowego, linolowego)
i reszty kwasOw nasyconych (palmitynowego i stearynowego). Taka budowa zapewnia
wigksza plynnos¢ membrany oraz zwigksza odleglosci pomigdzy czasteczkami
w monowarstwie [6].
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Rys. la. Zmiany intensywnos$ci emisji fluorescencji ANS w membranie DPPC w temp. 20°C.
Fig. la. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the DPPC membrane at a room
temperature (20°C).
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Rys. 1b. Zmiany intensywnosci emisji fluorescencji ANS w membranie PC w temp. 20°C.
Fig. 1b. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the PC membrane at a room
temperature (20°C).

W membranie PC ANS zaadsorbowany na powierzchni membrany lub w jej czg¢Sci
hydrofilowej powoli dyfunduje do jej hydrofobowego obszaru, czego nie obserwuje sig¢
w przypadku DPPC. Réwniez mniejsze uporzadkowanie tancuchéw reszt kwaséw
tluszczowych w membranie PC, ktéra w temp. pokojowej znajduje si¢ w fazie
ciektokrystalicznej (w przeciwienstwie do membrany DPPC, bedacej w bardziej
uporzadkowanej fazie zelowej), moze powodowaé powolna dyfuzj¢ zaadsorbowanej
sondy do wngtrza membrany. Dodanie do membrany DPPC racemicznej mieszaniny
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izomerow D i L a-tokoferolu (rys. 2) nie spowodowato zmian w szybkosci absorpcji
sondy ikoncowej intensywnosci fluorescencji (a wigc iloSci zaabsorbowanego
barwnika). W przypadku membrany DPPC z wbudowanym D-a-tokoferolem (rys. 3)
stwierdzono, ze koncowa warto$¢ fluorescencji ANS (a wigc ilo§¢ zaabsorbowanego
barwnika) wynosita okoto 25% intensywnosci fluorescencji zanotowanej w przypadku
samego DPPC i DPPC z DL-a-tokoferolem. Nie stwierdzono natomiast réznic
szybkosci dyfuzji barwnika do membrany, pomigdzy samym DPPC i membrana
zawierajaca obie formy tokoferolu. Mozna wigc powiedzie¢, ze tylko obecno$é
naturalnego izomeru tokoferolu (D-o-tokoferolu) zmienia struktur¢ membrany w fazie
zelu.

100

50 -

X e
=

Intensywnos¢ fluorescencji / Fluorescence intensity

100 200 300

Czas [s]
Time [s]
Rys.2. Zmiany intensywnosci emisji fluorescencji ANS w membranie DPPC z dodatkiem
DL-a-tokoferolu w temp. 20°C.
Fig.2. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the PC membrane with
DL-o-tocopherol at a room temperature (20°C).
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Rys. 3. Zmiany intensywno$ci emisji fluorescencji ANS w membranie DPPC z dodatkiem D-o-

tokoferolu w temp. 20°C.
Fig. 3. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the DPPC membrane with the added

D-o-tocopherol at a room temperature (20°C).

Pomiary temperaturowe

Na podstawie pomiaréw szybkosci dyfuzji ANS do membrany lipidowej w
zaleznos$ci od temperatury stwierdzono istotne réznice przepuszczalnosci pomigdzy
membrana DPPC i zawierajaca «o-tokoferol. Na rys. 4a przedstawiono zmiany
intensywnos$ci emisji fluorescencji sondy ANS podczas procesu ogrzewania i
ochtadzania membrany lipidowej. W zakresie temp. od 20 do 47°C nastgpowat
powolny wzrost intensywnosci fluorescencji, wynikajacy ze wzrostu przepuszczalnosci
membrany. Przepuszczalno$¢ membrany DPPC gwaltownie rosta powyzej temp. 47°C
i osiagata maksimum w temp. 54°C. Zjawisko to jest prawdopodobnie zwiazane z
gtéwnym przejSciem krystalicznym membrany, ktére wystepuje w temp. 41°C.
Membrana przechodzi wtedy z uporzadkowanego stanu sztywnego (fazy zelowej) do
stanu ptynnego (fazy cieklokrystalicznej), charakteryzujacego si¢ mniejszym
uporzadkowaniem fancuchéw reszt kwaséw tluszczowych w czasteczce fosfolipidu.
Czes¢ tancuchow reszt kwaséw ttuszczowych przechodzi z konformacji trans do
gauche [6]. W omawianym przypadku zmiana ta mogta doprowadzi¢ do wniknigcia
wigkszej ilosci ANS na skutek ,,rozluznienia” czasteczek fosfolipidow w dwuwarstwie.
Dalsze ogrzewanie, w zakresie temp. 54—62°C spowodowato obnizenie intensywnos$ci
fluorescencji o okoto 25% w stosunku do fluorescencji maksymalnej, co zwiazane jest
z obnizaniem si¢ intensywnosci fluorescencji ukladu na skutek utraty energii w
wyzszych temperaturach. W analogicznym do§wiadczeniu wykonanym na membranie
lecytynowej (PC), (rys.4b) w fazie cieklokrystalicznej zaobserwowano spadek
intensywnos$ci emisji ukfadu powyzej temp. 40°C, z minimum w temp. 62°C oraz
wzrost intensywnosci przy ochtadzaniu uktadu.
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Rys. 4a. Zmiany intensywnosci emisji fluorescencji ANS w membranie DPPC w zréznicowanej
temperaturze. (Strzatki wskazuja temperaturg pomiaru).

Fig. 4a. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the DPPC membrane at different
temperatures (the arrows indicate the temperature of the measurement).
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Rys. 4b. Zmiany intensywno$ci emisji fluorescencji ANS w membranie PC w zréznicowanej
temperaturze. (Strzatki wskazuja temperaturg pomiaru).

Fig. 4b. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the PC membrane at different
temperatures. (Arrows indicate the temperature of measurement).

Ochtadzanie roztworu zawierajacego liposomy DPPC powodowato z kolei wzrost
intensywnosci fluorescencji z maksimum w temp. okoto 36°C. Zmniejszenie
intensywnosci fluorescencji ponizej tej temperatury nastgpowato w wyniku ewakuacji
ANS z wnetrza membrany, na skutek gléwnego przejscia krystalicznego. Wolniejsze
tempo spadku intensywnosci fluorescencji przy ochfadzaniu uktadu (w poréwnaniu
z ogrzewaniem) spowodowane bylto dluzszym okresem trwania procesu ochtadzania.
Nate¢zenie fluorescencji w temp. 20°C po ochlodzeniu uktadu byto o okoto 9% wicksze
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od natgzenie poczatkowego w tej samej temperaturze (przed rozpoczeciem ogrzewania
uktadu), co $wiadczy o tym, ze cze$¢ sondy ANS, ktéra dostata si¢ do membrany na
skutek wzrostu temperatury, nie opuscita jej wngtrza.

Pomiary szybkos$ci dyfuzji barwnika do membrany DPPC zawierajacej D i DL-a-
tokoferol w zalezno$ci od temperatury (rys. 5, 6) wykazaly, ze maksymalny wzrost
fluorescencji, zwiazany ze wzrostem przepuszczalno$ci btony na skutek zmiany
temperatury uktadu, byt o okoto 60% mniejszy niz ma to miejsce w przypadku samego
DPPC. W obu przypadkach nie zanotowano charakterystycznego dla samego DPPC
wyraznego wzrostu przepuszczalno$ci zwiazanego z glédwnym  przejsciem
krystalicznym. Zmiany przepuszczalno$ci charakteryzowaly si¢ tagodniejszym
przebiegiem niz w przypadku samej membrany DPPC, obserwowano jednak wzrost
intensywnos$ci emisji fluorescencji dodatnio skorelowany ze wzrostem temperatury
uktadu, réwniez spadek temperatury obnizal fluorescencjge ANS.
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Rys.5. Zmiany intensywno$ci emisji fluorescencji ANS w membranie DPPC z dodatkiem
D-a-tokoferolu w zréznicowanej temperaturze. (Strzatki wskazuja temperaturg pomiaru).

Fig.5. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the DPPC membrane with
D-o-tocopherol at different temperatures (the arrows indicate the temperature of measurement).
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Rys. 6. Zmiany intensywno$ci emisji fluorescencji ANS w membranie DPPC z dodatkiem
DL-a-tokoferolu w zréznicowanej temperaturze. (Strzatki wskazuja temperatur¢ pomiaru).

Fig. 6. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the DPPC membrane with
DL-o-tocopherol at different temperatures. (The arrows indicate the temperature of
measurement).

Wzrost intensywno$ci fluorescencji w temp. 54-62°C, a wigc w zakresie
temperatur, w ktérym obserwowano spadek intensywnosci emisji fluorescencji uktadu
ANS — DPPC oraz brak wyraznego maksimum emisji moze $wiadczy¢ o tym, ze O-
tokoferol nie tyle uniemozliwia zmiang konformacji reszt kwaséw ttuszczowych
fosfolipidu, co raczej przez swoja obecno§¢ w membranie hamuje wnikanie sondy.
Koncowa intensywnos¢ fluorescencji w temp. 20°C byta réwna intensywnosci
fluorescencji uktadu w tej samej temperaturze przed rozpoczeciem ogrzewania, co
$wiadczy o tym, ze caty barwnik, ktéry wniknat do membrany, w wyniku gtéwnego
przejScia krystalicznego zostal usunigty z jej wnegtrza. Obecno$¢ o-tokoferolu
zmniejsza przepuszczalno$¢ membrany w fazie ciektokrystaliczne;j.

Whioski

1. Proces wnikania sondy ANS do membrany DPPC w fazie zelowej zachodzi na
drodze natychmiastowej absorpcji (w ciagu od jednej do kilku sekund) z
pominigciem fazy adsorpcji. Dodatek o-tokoferolu do membrany nie zmienia
szybkosci wnikania sondy, jedynie w przypadku D-o-tokoferolu ilos¢
zaabsorbowanej sondy wynosi 25% warto$ci zanotowanej w przypadku samego
DPPC i DPPC z DL-o-tokoferolem.

2. W membranie DPPC zaobserwowano wyrazny wzrost jej przepuszczalnosci
zwiagzany z gtéwnym przejsciem krystalicznym. W przypadku membrany DPPC
z D i DL-o-tokoferolem stwierdzono, ze maksymalny wzrost przepuszczalnosci
btony w wyniku zmiany fazy membrany jest o okoto 60% mniejszy niz ma to
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miejsce w samym DPPC, a zmiany przepuszczalno$ci obserwowane w
temperaturze gtéwnego przejscia krystalicznego charakteryzuja si¢ tagodniejszym
przebiegiem. o-Tokoferol hamuje wnikanie sondy ANS do membrany w fazie
cieklokrystalicznej. Nie zaobserwowano istotnych réznic w przepuszczalnosci
membrany w obecnosci D i DL-a-tokoferolu.

Praca zostata wykonana w ramach grantu KBN 2 PO6T 01627.
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THE IMPACT OF OPTICAL ISOMERS OF o-TOCOPHEROL ON THE PERMEABILITY
OF LIPID MEMBRANE

Summary

The objective of the investigations performed was to determine the way various optical isomers of o.-
tocopherol affect the permeability of lipid membrane - a simple model of the cell membrane. Owing to its
hydrophobic properties, o-tocopherol is easy soluble in the lipid core of cell membrane, and this
phenomenon impacts the structure, stability, and other properties of the cell membrane. D-o-tocopherol is
a natural form of vitamin E, which is also present in plant oils and vegetables. And the DL-a-tocopherol is
a synthetic vitamin E commonly used as a food additive. Some authors claim that, despite the same
chemical structure of the two forms of vitamin E, the synthetic vitamin E may have a different effect in
vivo compared with the natural form of this vitamin. Thus, it is important to identify mechanisms of
interactions ensuing among o-tocopherol, other biologically significant molecules, and cell structures on a
molecular level.

In the investigations carried out, the D-a-tocopherol and mixture of D and L-a-tocopherol (o.-T) were
applied. The liposomes (lipid membranes) were made from the phosphatidyl choline dipalmitate (DPPC)
and the L-a-phosphatidyl choline (PC) of egg yolk. A fluorescence probe method with an 8-anilino-1-
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naphthalene-sulfonic acid (ANS) as a colouring dye was applied to monitor structural changes occurring
in the lipid membrane.

The process of ANS probe penetrating the DPPC membrane being in a gel phase occurred by
immediate absorption (it lasted between one to several seconds), with no adsorption phase present. When
o-tocopherol was added to the membrane, the penetration rate of the probe did not change. The D-o-
tocopherol was the only case when the amount of absorbed ANS was 25% of the value corresponding
with the pure DPPC membrane and with DPPC with DL-a-tocopherol.

In the DPPC membrane, a significant increase in the membrane permeability was stated. It was
attributed to the crystalline transition. In the case of DPPC with D-o- and DL-o-tocopherol added, it was
noted that the maximal increase in the membrane permeability due to the change in the membrane phase
was about 60% lower than in the case of DPPC alone, and the changes in the membrane permeability as
observed in the temperature of the main crystalline transition, were characterized by a milder course. o~
tocopherol inhibited the process of the ANS probe penetrating the membrane in a liquid crystalline phase.
No significant differences were found in the membrane permeability in the presence of D and DL--
tocopherol.

Key words: lipid membrane, membrane permeability, o-tocopherol, fluorescence, ANS



