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WP YW IZOMEROW OPTYCZNYCH a-TOKOFEROLU
NA PRZEPUSZCZALNO MEMBRANY LIPIDOWEJ

Streszczenie

Celem bada by o okre lenie w jaki sposdb obecno ré nych izomeréw optycznych a-tokoferolu
wp ywa na przepuszczalno membrany lipidowej, stanowi cej prosty model b ony komoérkowej. Ze
wzgl du na sw hydrofobowo a-tokoferol atwo rozpuszcza s w lipidowym rdzeniu b ony
komodrkowsej, wp ywaj ¢ tym samym na jg struktur , stabilno i inne w a ciwo ci. D-a-tokoferol jest
naturaln form witaminy E, wyst puj ¢ m. in. w olgjach ro linnych czy warzywach. Natomiast DL-a-
tokoferol jest syntetyczn form tej witaminy, ktéra mo e by stosowana jako dodatek do ywno ci.
Niektorzy autorzy uwa g , e mimo takig samej budowy chemicznej syntetyczna forma a-tokoferolu
mo e wykazywa odmienne dziaanie in vivo w poréwnaniu z form naturaln , dlatego te wa ne jest
poznanie mechanizméw oddziaywania tokoferolu zinnymi cz steczkami o du ym znaczeniu
biologicznym i strukturami komérkowymi na poziomie molekularnym.

W badaniach zastosowano D-a-tokoferol oraz mieszanin izomeréw D i L a-tokoferolu (a-T). Do
przygotowania liposoméw (membran lipidowych) u yto dipalmitynianu fosfatydylocholiny (DPPC) oraz
L-a-fosfatydylocholiny (lecytyny) z Otka jaja (PC). Do monitorowania zmian strukturalnych
zachodz cych w membranie lipidowej zastosowano metod fluorescencyjn z u yciem sondy (barwnika)
— kwasu 1-anilinonaftaleno-8-sulfonowego (ANS).

Proces wnikania sondy ANS do membrany DPPC w fazie elowe zachodzi na drodze
natychmiastowej absorpcji (w czasie od jedne] do kilku sekund) z pomini ciem fazy adsorpcji. Dodatek
a-tokoferolu do membrany nie zmienia szybko ci wnikania sondy. Jedynie w przypadku D-a-tokoferolu
ilo  zaabsorbowanej sondy wynosi a 25% warto ci odpowiadaj cej samej membranie DPPC i DPPC
z DL-a-tokoferolem.

W membranie DPPC zaohserwowano wyra ny wzrost jej przepuszczalno ci zwi zany z g dwnym
przej ciem krystalicznym. W przypadku membrany DPPC z D-a-tokoferolem i DL-a-tokoferolem
stwierdzono, e maksymalny wzrost przepuszczalno ci b ony w wyniku zmiany fazy membrany by o
oko 0 60% mnigjszy ni ma to migjsce w samym DPPC, a zmiany przepuszczalno ci obserwowane w
temperaturze g 6wnego przej cia krystalicznego charakteryzoway s agodniejszym przebiegiem. a-
Tokoferol hamowa wnikanie sondy ANS do membrany w fazie ciek okrystalicznegj. Nie zaohserwowano
istotnych ré nic w przepuszczalno ci membrany w obecno ci D i DL-a-tokoferolu.
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S owa kluczowe: membrana lipidowa, przepuszczalno membrany, a-tokoferol, fluorescencja, ANS

Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje s du e zainteresowanie przeciwutleniaczami
w aspekcie ich zdolno ci do wi zania wolnych rodnikéw, a tym samym zapobiegania
wielu schorzeniom cywilizacyjnym, takim jak choroby uk adu kr enia czy
nowotwory. Pami ta jednak naley e substancie te mog wykazywa inne od
przeciwutlenigj cych w aciwo ci, wpywa ¢ jednocze nie na wiele funkgji
yciowych organizmu cz owieka. Przyk adem takiego zwi zku jest a-tokoferol,
powszechnie wyst puj cy w naszej diecie przeciwutleniacz rozpuszczalny
w t uszczach. Ze wzgl du na sw hydrofobowo a-tokoferol atwo rozpuszcza si
w lipidowym rdzeniu b ony komdrkowej, wp ywa ¢ tym samym na jg struktur ,
stabilno iinne w a ciwo ci [8]. D-a-tokoferol jest naturaln form witaminy E,
wyst puj ¢ m.in. W olgach ro linnych czy warzywach. Natomiast DL-a-tokoferol
jest syntetyczn form tef witaminy, ktéra mo e by stosowana jako dodatek do
ywno ci. Istnigf sprzeczne doniesienia co do wpywu obu form tokoferolu na
organizm cz owieka [1, 7]. Niektérzy autorzy uwa g , e mimo takig samej budowy
chemiczng) syntetyczny tokoferol mo e wykazywa odmienne dziaanie in vivo w
porownaniu z witamin E pochodzenia naturalnego, dlatego te wa ne jest poznanie
mechanizméw oddzia ywania tokoferolu z innymi cz steczkami o du ym znaczeniu
biologicznym i strukturami komoérkowymi na poziomie molekularnym. Uk adem
przydatnym w tego rodzaju badaniach mog by membrany lipidowe (liposomy), ktore
S prostym modelem b ony komorkowsj [3].

Celem podj tych bada by o okrelenie w jaki sposdb obecno  ré nych
izomerow optycznych a-tokoferolu wp ywa naprzepuszczalno - membrany lipidowsj.

Materia i metody bada

W badaniach zastosowano D-a-tokoferol oraz mieszanin izomeréw D i L a-
tokoferolu (w stosunku ilo ciowym 1:1) — (a-T), 0 czysto ci chromatograficzneg.
Preparaty przygotowano na Woydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu
Biaostockiego. Do przygotowania liposoméw (membran lipidowych) u yto
dipalmitynianu fosfatydylocholiny (DPPC) oraz L-a-fosfatydylocholiny (lecytyny)
z Otkajga (PC), firmy Sigma Aldrich (Niemcy) o czysto c¢i 99%. Wodne zawiesiny
membran przygotowano w sposob nast puj cy: do 2 cm® chloroformowego roztworu
DPPC o st eniu 0,2 mg/cm® dodano 2 cm® odpowiedniego izomeru a-tokoferolu (a-
T), uzyskuj ¢ wten sposdb mieszanin , w ktérgl st enie a-T wynosi 0 75 nM.
St enie a-T dobrano w taki sposdb, by membrana zngjdowaas w fazie lamelarng
[2]. Otrzymane mieszaniny odparowano w celu wytworzenia cienkigj warstwy filmu
lipidowego. Powsta e filmy uwodniono poprzez intensywne ich mieszanie w wodzie
bidestylowangj (10 cm®), w temperaturze powy g g éwnego przej cia krystalicznego
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membrany DPPC (51°C), przez 20 min. Do monitorowania zmian strukturalnych
zachodz cych w membranie lipidowej zastosowano metod  fluorescencyjn

z wykorzystaniem sondy (barwnika) — kwasu 1-anilinonaftal eno-8-sulfonowego (ANS)
firmy Sigma Aldrich (Niemcy). Substancjatajest cz sto stosowania do badania zmian
przepuszczano ci i struktury membran lipidowych i komérkowych [4, 5]. Metodyka
zostaa zmodyfikowana na potrzeby wykonywanych pomiaréw. Sonda zostaa
wprowadzona do uk adu wodnej zawiesiny membrany. W celu szybkiego zmieszania
sk adnikow zastosowano mieszad o magnetyczne. Pomiaréw intensywno ci emigji
fluorescencji w czase iwzaenoci od temperatury dokonano za pomaoc

spektrofluorymetru RF 5001 PC firmy Shimadzu, przy dugo ci fali wzbudzenia
réwnej 380 nm i emigji 485 nm. Pomiary w czasie wykonano w temp. 20°C, awi ¢
w fazie elowg membrany lipidowel. Pomiary temperaturowe wykonywano w
zakresie temp. 20-62°C. Wszystkie pomiary wykonno bezpo rednio po przygotowaniu
prébek.

Wyniki i dyskusa
Pomiary w czasie

Pomiary dynamiki wnikania sondy ANS do membrany lipidowej przeprowadzone
w temp. pokojowe (20°C) wykazay, e dodanie ANS do samej membrany DPPC
prowadzi o do wzrostu intensywno ci emigi fluorescencji ANS, co wiadczy
0 zaabsorbowaniu sondy przez membran (rys. 1a). Absorpcja zachodzi a natychmiast
po dodaniu ANS do uk adu (wci gu od jedng do kilku sekund), dalsza inkubacja
liposoméw z sond (do 375 s) nie prowadzi a do wzrostu intensywno ci fluorescencji.
Mo nawi c powiedzie , ew przypadku DPPC wnikanie ANS do wn trza membrany
zachodzi 0 z pomini ciem fazy adsorpcji sondy na powierzchni bony, co
zaobserwowano w przypadku analogicznego do wiadczenia wykonanego z u yciem
membrany lecytynowej (PC) (rys. 1b). Zjawisko to wynika prawdopodobnie z r6 nicy
w budowie morfologiczngg membran DPPC i PC. Membrana DPPC sk ada si
z fosfolipidéw maj cych w swoje budowie reszty nasyconego kwasu t uszczowego
(pamitynowego) w konformacji trans, natomiast PC zawiera reszty kwasow
t uszczowych o ré6 nym stopniu nienasycenia (reszty kwasu oleinowego, linolowego)
i reszty kwasdw nasyconych (palmitynowego i stearynowego). Taka budowa zapewnia
wi ksz pynno membrany oraz zwi ksza odlego ci pomi dzy cz steczkami
W monowarstwie [6].
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Rys. la. Zmiany intensywno ci emigji 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).

Rys. 1b. Zmiany intensywno ci emigji 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 jg cz ci
hydrofilowej powoli dyfunduje do jej hydrofobowego obszaru, czego nie obserwuje si
w przypadku DPPC. Rownie mnigjsze uporz dkowanie a cuchOw reszt kwasow
t uszczowych w membranie PC, ktéra w temp. pokojowe znajduje s w fazie
ciek okrystalicznegl (w przeciwie stwie do membrany DPPC, b d cg w bardzig
uporz dkowanej fazie elowej), mo e powodowa powoln dyfuzj zaadsorbowanej
sondy do wn trza membrany. Dodanie do membrany DPPC racemiczngl mieszaniny
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izomeréw D i L a-tokoferolu (rys. 2) nie spowodowa o zmian w szybko ci absorpcji
sondy iko cowe intensywno ci fluorescencji (a wi ¢ ilo ci zaabsorbowanego
barwnika). W przypadku membrany DPPC z wbudowanym D-a-tokoferolem (rys. 3)
stwierdzono, e ko cowa warto fluorescencji ANS (awi c ilo zaabsorbowanego
barwnika) wynosi a oko 0 25% intensywno ci fluorescencji zanotowanej w przypadku
samego DPPC i DPPC z DL-a-tokoferolem. Nie stwierdzono natomiast ré nic
szybko ci dyfuzji barwnika do membrany, pomi dzy samym DPPC i membran
zawierg ¢ obie formy tokoferolu. Mo na wi ¢ powiedzie , e tylko obecno

naturalnego izomeru tokoferolu (D-a-tokoferolu) zmienia struktur membrany w fazie
elu.

Rys. 2. Zmiany intensywno ci emigi fluorescencji ANS w membranie DPPC 2z dodatkiem
DL-a-tokoferolu w temp. 20°C.

Fig.2. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the PC membrane with
DL-a-tocopherol at aroom temperature (20°C).
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Rys. 3. Zmiany intensywno ci emigji fluorescencjii ANS w membranie DPPC z dodatkiem D-a-
tokoferolu w temp. 20°C.

Fig. 3. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the DPPC membrane with the added
D-a-tocopherol at aroom temperature (20°C).

Pomiary temperaturowe

Na podstawie pomiarow szybko ci dyfuzji ANS do membrany lipidowe w
zale no c¢i od temperatury stwierdzono istotne ré nice przepuszczalno ci pomi dzy
membran DPPC i zawiergj ¢ a-tokoferol. Na rys. 4a przedstawiono zmiany
intensywno ci emigji fluorescencji sondy ANS podczas procesu ogrzewania i
och adzania membrany lipidowej. W zakresie temp. od 20 do 47°C nast powa
powolny wzrost intensywno ci fluorescencji, wynikaj cy ze wzrostu przepuszczalno ci
membrany. Przepuszczalno membrany DPPC gwa townie ros a powy € temp. 47°C
i osi gaa maksmum w temp. 54°C. Zjawisko to jest prawdopodobnie zwi zane z
g 6wnym przeg ciem krystalicznym membrany, ktére wyst puj w temp. 41°C.
Membrana przechodzi wtedy z uporz dkowanego stanu sztywnego (fazy elowsej) do
stanu pynnego (fazy ciek okrystaliczngj), charakteryzuj cego s mnigszym
uporz dkowaniem a cuchdw reszt kwasdw t uszczowych w cz steczce fosfolipidu.
Cz a cuchéw reszt kwasdw t uszczowych przechodzi z konformacji trans do
gauche [6]. W omawianym przypadku zmiana ta mog a doprowadzi do wnikni cia
wi kszgj ilo ci ANS naskutek ,,rozlu nienid’ cz steczek fosfolipidow w dwuwarstwie.
Dalsze ogrzewanie, w zakresie temp. 54—62°C spowodowa 0 obni enie intensywno ci
fluorescencji 0 oko 0 25% w stosunku do fluorescencji maksymalnej, co zwi zane jest
z obni aniem s intensywno ci fluorescencji uk adu na skutek utraty energii w
wy szych temperaturach. W analogicznym do wiadczeniu wykonanym na membranie
lecytynowej (PC), (rys.4b) w fazie ciek okrystaliczngl zaobserwowano spadek
intensywno ci emigi uk adu powy g temp. 40°C, z minimum w temp. 62°C oraz
wzrost intensywno ci przy och adzaniu uk adu.
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Rys. 4a. Zmiany intensywno ci emisji fluorescencji ANS w membranie DPPC w zr6 nicowane
temperaturze. (Strza ki wskazuj temperatur 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).

Rys. 4b. Zmiany intensywno ci emigi fluorescencjii ANS w membranie PC w zr6 nicowang
temperaturze. (Strza ki wskazuj temperatur pomiaru).

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

Och adzanie roztworu zawieraj cego liposomy DPPC powodowa o z kolei wzrost
intensywno ci fluorescencji z maksmum w temp. okoo 36°C. Zmnigjszenie
intensywno ci fluorescencji poni g tg temperatury nast powa o w wyniku ewakuacji
ANS z wn trza membrany, na skutek g 6wnego przej cia krystalicznego. Wolnigjsze
tempo spadku intensywno ci fluorescencji przy och adzaniu uk adu (w poréwnaniu
z ogrzewaniem) spowodowane by o d u szym okresem trwania procesu och adzania.
Nat enie fluorescencji w temp. 20°C po och odzeniu uk adu by o o oko 0 9% wi ksze
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od nat enie pocz tkowego w tej samej temperaturze (przed rozpocz ciem ogrzewania
uk adu), co wiadczy o tym, ecze sondy ANS, ktora dostaasi do membrany na
skutek wzrostu temperatury, nie opu ci aje wn trza

Pomiary szybko ci dyfuzji barwnika do membrany DPPC zawiergj cgf D i DL-a-
tokoferol w zale no ci od temperatury (rys. 5, 6) wykazay, e maksymalny wzrost
fluorescencji, zwi zany ze wzrostem przepuszczalno ci b ony na skutek zmiany
temperatury uk adu, by o oko 0 60% mnigjszy ni mato migjsce w przypadku samego
DPPC. W obu przypadkach nie zanotowano charakterystycznego dla samego DPPC
wyra nego wzrostu przepuszczalno ci zwi zanego z g oOwnym prze ciem
krystalicznym. Zmiany przepuszczalno ci charakteryzoway s agodnigjszym
przebiegiem ni w przypadku samej membrany DPPC, obserwowano jednak wzrost
intensywno ci emigji fluorescencji dodatnio skorelowany ze wzrostem temperatury
uk adu, réwnie spadek temperatury obni a fluorescencj ANS.

Rys. 5. Zmiany intensywno ci emigi fluorescencji ANS w membranie DPPC z dodatkiem
D-a-tokoferolu w zré nicowanej temperaturze. (Strza ki wskazuj temperatur pomiaru).

Fig.5. Changes in the emission intensity of ANS fluorescence in the DPPC membrane with
D-a-tocopherol at different temperatures (the arrows indicate the temperature of measurement).
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Rys. 6. Zmiany intensywno ci emigi fluorescencji ANS w membranie DPPC z dodatkiem
DL-a-tokoferolu w zr6 nicowanej temperaturze. (Strza ki wskazuj temperatur pomiaru).

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

Wzrost intensywno ci fluorescencji w temp. 54-62°C, a wi ¢ w zakresie
temperatur, w ktorym obserwowano spadek intensywno ci emisji fluorescencji uk adu
ANS — DPPC oraz brak wyra nego maksimum emisji mo e wiadczy o tym, e a-
tokoferol nie tyle uniemo liwia zmian konformacji reszt kwasdw t uszczowych
fosfolipidu, co raczej przez swoj obecno w membranie hamuje wnikanie sondy.
Ko cowa intensywno fluorescencji w temp. 20°C by a réwna intensywno Ci
fluorescencji uk adu w tej samej temperaturze przed rozpocz ciem ogrzewania, co
wiadczy o tym, e cay barwnik, ktory wnikn do membrany, w wyniku g 6wnego
przeg cia krystalicznego zosta usuni ty z jg wn trza. Obecno  a-tokoferolu
zmnigjsza przepuszczalno  membrany w fazie ciek okrystaliczng.

WhniosKi

1. Proces wnikania sondy ANS do membrany DPPC w fazie elowe zachodzi na
drodze natychmiastowe] absorpcji (w c¢i gu od jedng do kilku sekund) z
pomini ciem fazy adsorpcji. Dodatek a-tokoferolu do membrany nie zmienia
szybko ci  wnikania sondy, jedynie w przypadku D-a-tokoferolu ilo
zaabsorbowane sondy wynosi 25% warto c¢i zanotowane] w przypadku samego
DPPC i DPPC z DL-a-tokoferolem.

2. W membranie DPPC zaobserwowano wyra ny wzrost je przepuszczalno ci
zwi zany z g Ownym przej ciem krystalicznym. W przypadku membrany DPPC
zD i DL-a-tokoferolem stwierdzono, e maksymalny wzrost przepuszczalno ci
b ony w wyniku zmiany fazy membrany jest o oko o 60% mnigjszy ni ma to
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miejsce w samym DPPC, a zmiany przepuszczalno ci obserwowane w
temperaturze g 6wnego przej ciakrystalicznego charakteryzuj s agodnigjszym
przebiegiem. a-Tokoferol hamuje wnikanie sondy ANS do membrany w fazie
ciek okrystaliczng. Nie zaobserwowano istotnych ré nic w przepuszczano ci
membrany w obecno ci D i DL-a-tokoferolu.

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

Summary

The objective of the investigations performed was to determine the way various optical isomers of a-
tocopherol affect the permeability of lipid membrane - a simple model of the cell membrane. Owing to its
hydrophaobic properties, a-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-a-tocopherol is
anatural form of vitamin E, which is also present in plant oils and vegetables. And the DL-a-tocopheral 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 a-tocopherol, other biologically significant molecules, and cell structureson a
molecular level.

In the investigations carried out, the D-a-tocopherol and mixture of D and L-a-tocopherol (a-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 severa seconds), with no adsorption phase present. When
a-tocopherol was added to the membrane, the penetration rate of the probe did not change. The D-a-
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-a- and DL-a-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. a-
tocopherol inhibited the process of the ANS probe penetrating the membrane in aliquid crystalline phase.

No significant differences were found in the membrane permeability in the presence of D and DL-a-
tocopherol.
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