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Ocena wlasciwoéci antyoksydacyjnych
w oparciu o turbidymetryczny pomiar wzrostu
drozdzy

R. Bal, G. Bartosz, T. Bilinski

Zaklad Biochemii i Biologii Komorki, Wyisza Szkola Pedago-
giczna w Rzeszowie

Mutanty drozdzy defektywne w zakresie bariery anty-
oksydacyjnej wykazujg wymagania pokarmowe podezas
wzrostu w atmosferze powietrza, jakich nie maja wyj-
sciowe szezepy drozdzy. Sg one spowodowane stresem
oksydacyjnym inaktywujagcym wrazliwe enzymy odpo-
wiednich szlakow biosyntetycznych. W badaniach uzyto
szczep wyjsciowy Spd drozdzy Saccharomyces cerevi-
sice o fenotypie MATa leu]l argd i jego mutanta
DSCDI-1C (MATu leul argd sodl) pozbawionego
cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej (CuZn-
SOD) (Bilinski er al., Biochem. Biophys. Res. Comm.
1985, 130. 533) wymaggjgcego lizyny i metioniny do
wzrostu w atmosferze aerobowej. Wzrost drozdzy na
pozywce minimalne) nie zawierajacej lizyny ani metio-
niny lub z dodatkiem jednego bad? obu tych aminokwa-
sow badano w naczyniach Vincenta umozliwiajacych
hodowlg w warunkach doplywu powietrza i intensyw-
nego wytrzgsania, a takze pomiar turbidancji hodowli.
W przeciwienstwie do drozdzy szczepu Sp4, mutant
DSCDI-1C nie jest zdolny do wzrostu w tych warun-
kach bez dodatku lizyny i metioniny do pozywki. Doda-
nie do pozywki askorbinianu przywraca zdolnos¢ wzro-
stu mutanta sodl w atmosferze powietrza w nieobecno-
sci jednego lub obu wymienionych aminokwasow.
Analogiczny efekt daje szereg innych badanych antyok-
sydantow (glutation, kwas moczowy, N-acetylo-L-
cysteina) w pozywee nie zawierajace metioniny. Turbi-
dymetryczny pomiar wzrostu mutanta sodl w atmosfe-
rze aercbowe) na pozywce minimalnej pozbawione)
lizyny ¥/lub metioniny porwala zatem na identyfikacjg
aktywnosci antyoksydacyjnej w badanym materiale
biologicznym.

Wplyw herbicyddéw fenoksyoctowych
na aktywno$¢ Na' K ATPazy erytrocytow czlo-
wieka

A. Beniak, P. Duchnowicz, M. Koter
Katedra Biofizyki Skazen Srodowiska. Uniwersytet Lodzki

Herbicydy fenoksyoctowe stosowane s jako rolnicze
srodki chwastobajcze niszezgce roshiny dwuliscienne w
uprawach zbozowych, na pastwiskach, trawnikach i w
parkach. Zwigzki te nalezg do III i IV klasy toksyczno-
sci. Toksycznosé ostra pochodnych kwasu fenoksy-
octowego wyréznia dawka LDsp, ktéra miesci sig w
granicach 100-1200 mg/kg masy ciala dla réznych

zwierzat doswiadczalnych. W zwiazku z silng toksycz-
noscig tych zwiazkéw podijeto probe okreslenia ich
wplywu na aktywnos¢ Na/K'ATPazy erytrocytow
ludzkich. Erytrocyty inkubowano w temperaturze 37°C
przez 1 godzing z herbicydami fenoksyoctowymi (kw.
2 4-dichlorofenoksyoctowy. kw. 4-chloro-2-metylofeno-
ksyoctowy, kw. 2,4 5-trichlorofenoksyoctowy) oraz ich
metabolitami  (2.4-dichlorofenol. 2,4.5-trichlorofenol.
2.4-dimetylofenol. 4-chloro-2-metylofenol). Nastepnic
oznaczono aktywnosé Na'/K'ATPazy poprzez pomiar
uwolnionego ortofosforanu. Oznaczano takze ilos¢ grup
~SH metodg Ellmana.

Na podstawie uzyskanych wynikéw zaobserwowano
spadek aktywnosci enzymu po inkubacji erytrocytow z
metabolitami herbicydéw fenoksyoctowych. natomiast
wzrost aktywnosci nastapil pod wplywem dzialania
produktéw pierwotnych. Wzrost  aktywnosci
Na'K'ATPazy moze byé wynikiem odpowiedzi obron-
nej erytrocytéw na dziatanie zwigzkow toksycznych.
Zaobserwowano takze istotny statystycznie wzrost ilosci
grup —SH w bialkach blonowych pod wplywem dziala-
nia metabolitow herbicydéw fenoksyoctowych. Bardziej
toksyczne metabolity powodujg znaczne uszkodzenie
bialek blonowych i spadek akiywnosei enzymu.

Powyzsze wyniki Swiadczg o tym, iz produkty degra-
dacji herbicydow fenoksyoctowych sg bardzicj toksyez-
ne od zwigzkéw podstawowych,

Wplyw jonéw Cu'* na wigzanie lekéw znieczu-
lajgcych miejscowo do melaniny

B. Betlej, E. Buszman, D. Wrzesniok

Katedra 1 Zoklad Chemui 1 Analizy Lekdw,
Slgska Akademia Medyczna, Katowice

Ochronna rola melanin przypisywana jest m.in. ich
zdolnosciom do wigzania lekow wykazujacych niepoza-
dane dzialania toksyczne. W reakcjach takich melanina
uniemozliwia lub znacznie ogranicza tym zwigzkom
osiggnigcie receptorow komérkowych. 7 drugiej strony
fakt duzego powinowactwa wiclu substancpi leczniczych
do melaniny wigze sig z ryzykiem reakcji toksycznych,
zachodzacych podezas dlugotrwalego stosowania tych
lekow. Zdolnosci sorpeyjne biopolimerdw melanino-
wych, w tym ich wlasciwosci jonowymienne. sg powo-
dem wysokiej kumulacji jonow metali w thkankach
upigmentowanych organizmu. Uwzgledniajge  zatem
tadunek jonu metalu i substancji lecznicze), mozna
przypuszczad, ze te same centra akiywne w melaninie sy
odpowiedzialne za wigzanie obu tych ligandow. Do
substangji 0 duzym powinowactwie do melaniny nalezg
m.in. leki znieczulajace miejscowo. w tym prokaina.
tetrakaina, bupiwakaina. stosowane w terapii schorzen
okulistycznych. Leki te wykazujg szereg dziatan ubocz-
nych, m. in. zaburzenia procesu widzenia.
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Celem przeprowadzonych badan byla ocena wplywu
jonow Cu'? na zdolnos¢ wigzania prokainy. tetrakainy i
bupiwakainy do melaniny. Analizie poddano syntetycz-
ng DOPA-melaning i komplcks melanina-Cu” zawiera-
jacy 045 pmol Cu®'/mg melaniny oraz roztwory lekow
o stezeniach od 1-107* M do 1-107" M. Stwierdzono, e
ilodci substimeji leczniczych zwigzanych z melaning lub
kompleksem melanina-Cu™" wzrasta wraz ze wzrosiem
stgzenia poczatkowego leku oraz z wydluzenicm czasu
inkubacji. osiggajac stan réwnowagi po ok, 24 godz.
Analiza wynikéw przeprowadzona metoda Scatcharda
wykazala wystgpowanie dwoch klas  niczaleznych
micjse wigZzgeyeh w kompleksach melaniny z prokaing i
tetrakaing oraz jednej klasy miejsc wiazacych w kom-
pleksach melaniny z bupiwakaing. Obecnos¢ jonow
Cu’" zwigzanych z melaning powoduje obnizenie liczby
micjsc wigzacych w kompleksach melanina-lek.

Badania Dinansowane przez $lasky Akademie Medyczng (NN-
1-128/01)

Wzrost komorek ozimej pszenicy i rzepaku
w obecnosci zearalenonu

J. Biesaga-Koscielniak
Zaklad Fizjologii Rodhinim F Gorskiego PAN, Krakéw

Zearalenon (ZEN) substancia otrzymana 2 ckstrakiow
erzyba Gibberella zeae byl dotychezas sporadycznie
badany jako regulator procesu zakwitania. nalomiast nie
testowano jego udzialu w innych procesach fizjologicz-
nych roslin. Celem badan bylo okreslenie dziatania ZEN
w kulwrach tkanek kalusowych oraz zawiesiny komor-
kowej ozimej pszenicy i rzepaku. Cksplantami inicjal-
nymi byly w przypadku pszenicy nicdojrzale zarodki
pobierane w 14-16 dniu po zapyleniu. Kalus rzepaku
indukowano na fragmentach hypokotyli siewck hodo-
wanych w warunkach in vifro. Kultura zawiesinowa
komorek pszenicy i rzepaku wyprowadzona zostata z
3 g rozdrobnionego kalusa, ktory umicszezono w 60 com’
phynnej pozywki MS z 2.0 mg(2.4-1) dm™' +2,0mg
ZEN (pszenica) lub z 1.0 mg(BAP) dm™ + 0.5 mg(2.4-
D)ydm ' +20mg ZEN (rzepak). Efekt dziatania ZEN
poréwnano z wphywem 2.4-D. Stwierdzono. ze ZEN
wykazal duze podobicistwo do 2.4-D w dzialaniu na
kultury tkanck pszenicy i rzepaku. ZEN calkowicie
zastgpil 2.4-D lub tez wzmocni} efekty jego oddzialy-
wania na tkanki w warunkach i vifro. ZEN powigkszal
bardziej niz 2.4-D odsctek kalusow pszenicy zdolnych
do regenerowania pedow. Szezegdlnie zas cfektywnic
indukowal proces regencracji pedow z kalusow slabiej
zroznicowanyeh. Ponadto ZEN umozliwial przetamanie
blokady regencracji pgdow z kalusa rzepaku ozimego
odmiany Gorczanski, Rezultat ten daje nadziejg na
efektywne wykorzystanie ZEN jako substancji do rege-
neracji ..opornych™ pod tym wzgledem odmian rzepaku.

ZEN stymulowal silniej od 2.4-D wzrost zawiesiny
komorkowej pszenicy zwigkszajae przyrost objetosct i
suchej masy komaérek w trakcie hodowli. zapewniajac
rownoczesnie istotne powigkszenie zywotnosci komo-
rek. W kulturze zawicsinowej rzepaku. dodatek ZEN do
pozywki zawicrajacej w swoim skladzie 2.4-D wywo-
hywal nic tylko powigkszenie szybhosci przyrostu suchej
masy komoreh. ale takze zwigkszenie liczebnosei zy-
wych komorek w hodowli,

Oddrzialywanie zewng¢trznych segmentow
precikéw izolowanych z oczu krowy z retinalem

B. Biliska', A. Dontsov?, L. KrzyZanowski',
7. Zawada'

'Zaklad Farmacn Fizyczne).
$laska Akademia Medyczna, Katowice
“Instytut Fizyki Biochemiczne)
Rosyjska Akademia Nauk. Moskwa

Celem pracy byla analiza produktow inkubowania re-
wnetrznych segementow precikow (ROS) izolowanych
z oczu krowy z all-trans retinalem (aldehydem witaminy
A). Duzg role przypisuje sig udzidlowi witaminy A w
procesic tworzenia lipofuseyny w oku. kiora gromadzi
si¢ W ciqgu zycia czlowieka w komdrkach nablonka
barwnikowego siatkowki (RPE) stanowige przeszkodg
w prawidlowym widzeniu.

Zewngtrzne scgmenty precihow izolowano z oczu
krowy zmodylikowang metoda wg Smitha i wsp. (Exp
Eve Res. 1975, 20, 211-217). Ouzymano dwa preparaty
wyjiciowe z 31 galek ocznych (S) 1 30 galek ocznych
(LB). Inkubowanie ROS z retinalem przeprowadzono
wg metody opisangj przez Liu i wsp. (/. Biol. Chem.
2000, 38. 29354-29360) w 25°C i1 37°C

Widma UV-VIS produktow  oddzialywania i ich
ckstraktow otrzymywano przy pomocy spekirofotorme-
tru UV-VIS Specord (C.Zeiss Jena), a widma emisyjne
fluorescencyjne — spektrofluorometru Kontron SFM 23
(Szwajcaria). Chromatografic cienkowarstwowg chs-
traktow wykonywano na plytkach DC Alufolien Kiesel-
gel 60 N° 5533 (E.Merck) wg Lldred 1 Katz (Exp. Eve
Res. 1988. 47. 71-86). W wyniku inkubowania ROS z
retinalem powstawal produkt. kiory po ckstrakeji w
widmie UV-VIS wvkazujc maksima przy ok. 380 nm 1
280 nm. niczaleznic od rozpuszczalnika (chloroform.
DMSO). Po ekstrakeji chloroformem faza wodna wyka-
zywala w widmie absorpeyinym pasmo w zakicsie
270-280 nm.  Produkt rcakcji w  chloroformie byl
oczyszezany na kolumnie silica-gel 60. a wycich 7
kolumny wykazywal obecnosé roznych zwigzhow. w
tym retinalu. Substancja trwale zaadsorbowana na ko-
lumnic zdesorbowana rozpuszezona w metanolu wyhka-
zywala dwa gléwne pasma przy 330 nm i 425 nm. Liu i
wsp. wykazali. ze widmo absorpcyine A2-PE w aceto-
nitrylu po rozdziale HPLC wykazuje pasma 337 nm i
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456 nm, przy czym dla tego zwiazku charakterystyczne
jest pasmo 337 nm. Analiza widm emisyjnych fluore-
scencji produkiow reakeji obu preparatéw z retinalem
pokazata. ze przy wzbudzeniu 365-370 nm obserwuje
sig pasma fluorescencji przy ok. 490nm i 530 nm.
Analiza TLC oraz widm fluoresceyjnych sugeruje. ze
powstaje wigcej niz jeden Auorofor.

Zastosowanie metody ultrasonograficznej
w oparciu o efekt Dopplera do oceny
wybranych parametréw hemodynamicznych
w grupie sportoweéw

A. Bogacz', R. Palugniok’, A, Stanjek',
A. Bijak', A. Kochanska-Dziurowicz'

'Katedra i Zakiad Diagnostyki lzotopowej
i Radiofarmaceutykow SAM. Sosnowiec
“IV Specjalistyczny Szpital, Bytom

Nieinwazyjng metody pomiaru parametréw hemodyna-
micznych serca w czasie ciaghym jest metoda ultrasono-
graficzna oparta na efekeie Dopplera. Metodg te zasto-
sowano do badania zmiany tych parametréw pod wply-
wem intensywnego treningu u 25 zdrowych pitkarzy —
Jjunioréw z Klubu Sportowego ..Gwarek Zabrze™ ($red-
nia wieku 17,04 £ 0,77 lat). Test wysitkowy wykony-
wano na cykloergometrze o rosnacym obecigzeniu, do
chwili odmowy jego wykonywania przez zawodnika
Rejestrowano parametry hemodynamiczne: rzut serca
(CO) oraz wskaznik sercowy (Cf). przed wykonywanym
testemn (fo). 3 minut po (), oraz 1.5 godziny po wykona-
niu testu (f) przy uzyciu Monitora Rzutu Serca firmy
Lawrence Medical System. Grupg 235 zawodnikow
podzielono na: napastnikow (6), pomocnikow (11) oraz
obroncow (B). Nie stwierdzono statystycznie znaczg-
cych roznic w zmianach CO podezas wykonywania
testu migdzy tymi podgrupami.

Uzyskane wyniki (Tabela) wykazujg znaczny wzrost
C1 na skutek wysitku oraz wyrazne jego obnizenie 1.5
godziny po przeprowadzonym tedcie. W badanej grupie
juniorow stwierdzono wzrost (7 o okolo 49%, w pod-

grupie napasinikow przyrost ten byl najmniejszy i wy-
nosit 36%. natomiast w podgrupie obrofnicow byl naj-
wigkszy i wynosil 56%. Wykazano statystycznie istotne
roznice w wartosciach CJ pomigdzy podgrupg napastni-
kéw i obroncéw zaréwno 5 minut jak i 1.5 godziny po
przeprowadzonym tescie. Nie siwierdzono zaleznosci
pomiedzy Cf oraz IV,

Z otrzymanych wynikéw mozna wyciggnaé wnioski:
(1) Wysitek fizyczny znaczaco zmienia wartosci C/. (2)
W podgrupie napastnikow  stwierdzono najmnicjsze
wahania Cl w trakcie testu. co Swiadezy o najlepszym
przygotowaniu kondycyjnym tych zawodnikow.

Oznaczanie poziomu tlenku azotu w plynie
moézgowo-rdzeniowym metods spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego

A. Bratasz', 8. Lukiewicz!, P. Galka®, I. Gofcinski?,
M. Krupa®

'Instytut Biologii Molekulamej.
Uniwersytet Jagiellofiski, Krakinw
*Klinika Neurotraumatologii,
Uniwersytel Jagiellonski. Krakow

Plyn mézgowo-rdzeniowy (CSF) uzyskiwano przez
nakhucie ledzwiowe podezas rutynowych badan prze-
prowadzanych w celach diagnostycznych lub terapeu-
tycznych. Badania dotyczyly pacjentow z urazami
czaszkowo-mézgowymi oraz z puzami mozgi.

Tlenek azotu (NO) oznaczano wykorzystujgc spekiro-
skopig elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR). Jako pulapke spinows zastosowano ludzky he-
moglobing liofilizowang. Pélmilitrowe probki CSF
zamrazano w lemperaturze cieklego azotu po dodaniu
do nich hemoglobiny oraz srodka redukujgcego (ditio-
nianu sodowego). Pomiaréw dokonywano przy uzyciu
spektrometru Bruker ESP 300e w pasmie X, przy mocy
mikrofal 20 mW, w temperaturze 77 K. Amplitudg
(intensywnos$¢) sygnatu EPR okreslano jako wysokosé
drugiej linii struktury nadsubtelnej tlenku azotu wyrazo-
nej w jednostkach umownych. Jako standardu uzywano
DFPH (g = 2.003).

Tabela (Bogacz er al.) Wartosci CI oraz calkowitej pracy W wykonanej przez zawodnikow w czasie testu,

CT [Vmin/m*]

W[k}
() 6] (n)

napastnicy 198+ 044 270+ 054 150051 113+ 38

pomacnicy 229 064 347t 093 206 £ 053 12723

obroricy 2141028 334t 031 210t 0_3;5 126 £ 16

wszyscy zawodnicy 2171050  324% 074 194+ 052 123+ 25
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Znacznie wyzszy poziom tlenku azotu w plynie mo-
zgowo-rdzeniowym zaobserwowano w przypadku zaka-
zenia bakieryjnego opon mozgowo-rdzeniowych. Do-
chodzilo takze do wysokiego nagromadzania si¢ tej
molekuly w CSF u pacjentow z guzem mozgu, u kto-
rych wystgpowal rownolegle obrzgk mozgu. Z badan
wynika, iz poziom NO w plynie mézgowo-rdzeniowym
spada z wiekiem.

Zaobserwowano wyrazng zaleznosé pomiedzy za-
wartoscig tlenku azotu w CST a smiertelnoscig pacjen-
tow. W przypadku. gdy zanotowano choéby tylko rar
bardzo duzy poziom NO w plynic mézgowo-
rdzeniowym pacjenta, spadia dramatycznie szansa jego
przezycia.

Na podstawic uzyskanych wynikoéw wydaje sie, iz
ilos¢ NO w ptynie mézgowo-rdzeniowym jest dobrym
wshaznikiem prognostycznym w przypadku chorych z
urazami czaszkowo-moézgowymi oraz z nowotworami
mozgu.

Badania wykonano w ramach grantu KBN nr 6 POSB 152 20,

Charakterystyka cirkumnutacji u Helianthus
amnuus jako rytmu biologicznego nastawianego
przez nadrz¢dne i podrzedne znaczniki czasu

A. Buda, M. Krupa, T. Zawadzki

Instytut Biologii, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej.
Lublin

Cirkumnutacje sg helikalnymi ruchami wzrostowymi,
kiore przejawia wigkszos¢ roslin. W prezentowanych
badaniach obserwowalismy cirkumnutacyjne ruchy
wierzcholkow  hypokotyli  slonecznika przy ugyciu
systemu analizy obrazu. ZamierzaliSmy zweryfikowac
pierwsze kryterium diagnostyczne. ktére pozwala uznac
dany rytm za endogenny rytm biologiczny, a mianowi-
cie pozostawanie w stalych warunkach z okresem rytmu
swobodnie bicgngcego (FRR), zblizonym, ale nie do-
kladnie rownym 24 h. Wykazalismy. #¢ w warunkach
LD 16/8 rytm cirkumnutacji ma zardwno skladows
ultradialng (rvim pojedyncze] cirkumnutacii z okresem
ok.2h) jak i dobowy (dobowe zmiany intensywnosci
tegoz rytmu). Jednak w warunkach LL nie zaobserwo-
walismy przejécia dobowego rytmu intensywnosci w
cirhadialny rytm swobodnie biegnacy. Co wiecej, oka-
zalo sig. ze rytm len uzyskuje charakter infradialny
(sezonowy}. Samopodtrzymujace si¢ oscylacje. takie jak
cirhumnutacje, sg prawdopodobnie wzmacniane przez
bodzce grawitropowe. Tak wige zalozylismy. ze w
warunkach, kiedy zahamowana jest interferencja dobo-
wego fotoperiodu (LL). rytm cirkumnutacji wpasuje sig
w cykl ksigzycowy Warto wspomniet. ze wszystkie
badane rosliny wyrazaly ten sam lunarny rytm aktywno-
sci cirkumnutacji, co znaczy, ze szczyty tej aktywnosci
przypadaly na te same fazy cyklu ksigzycowego. Co

wigeej, nawet rosliny, kiore nie kietkowaly réwnocze-
$nie, byly w identycznej fazie w odniesieniu do tego
cykhu, Wyniki e wskazujg. ze flukiuacje aktywnosci
cirkumnutacji w LL nie sq zwigzanc z tempem wzrostu i
rozwoju roslin, ale sq odpowiedzia na cykl ksigzycowy.
podrzedny | zeitgeber™, czyli znacznik czasu. Rytm ten
moze by¢ zwigzany z powstawaniem nowych pieter lisci
i bicgunowym uwalnianiem auksyn z zawiazkow li-
$ciowych. Wymaga to jednak dalszych badan, a w
szezegolnose stwierdzenia, czy same oscylacje auksyn.
jako proces o kluczowym znaczeniu w generowaniu
cirkumnutacji, sg zwigzane z cyklem ksigzycowym. W
prezentowanych badaniach stwierdzilismy. ze w warun-
kach LL rytm cirkumnutacji nie przechodzi w FRR. lecz
w rytm lunamy. W sytuacji braku znacznika nadrzedne-
£0 (przemiany Swiatlo—ciemnosc). wykorzystywany jest
znacznik podrzgdny, czyli fluktuacje grawitacji spowo-
dowane zmianami pozycji Ziemia-Ksigzyc-Slonce.

Poziom nukleotyddéw adeninowych
w erytrocytach inkubowanych
z dimetylo-, dichloro-, i trichlorofenclem

B. Bukowska, W. Duda

Instytut Biofizyki, Uniwersytet Lodzke

. Efekty powstajacego stresu oksydacyjnego mozna zroz-

nicowac tak, ze jeden z nich dotvezy spadku poziomu
ATP 1 jest rezultatem uszkodzen reszt tiolowych. drugi
za$ dotyczy spadku poziomu GSH. Wiadomo, iz grupy
tiolowe glutationu reagujg z wolnymi rodmikami co
powoduje spadek poziomu GSH w komorce 1 werosi
GSSG.

W pracy  stosowano  nastepujgce  zwigzki:
2 4-dichlorofenol, 2.4, 5-trichlorofenol. 1 2,4-dimethylo-
fenol  (wszystkie o0 czystosci  99%).  firmy
Dr Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Niemey).

Poziom nukleotydow adeninowych i tadunek energe-
tyczny w erytrocytach czlowieka inkubowanych z
24-DCP, 2.4,5-TCP 1 24-DMP oznaczano melody
Millsa zmodyfikowang przez Dude i Leyko (1979).

W erytrocytach inkubowanych z 2.4-DCP, 2.4,5-TCP
i 24-DMP (100 pg/ml eryrrocytéw o 100% hemato-
krycie) przez | godzing. stwierdzono obnizenie poziomu
ATP i wzrost poziomu ADP a takze AMP. Ww. zwiazki
w dawee 100 pg/ml erytrocytow o 100% hematokrycie,
obnizaly, po I godzinnej inkubacji, poziom adunku
energetycznego adenylanéw (AECY w  erytrocytach
(AEC) o ok. 11%. Stwierdzono ze AEC ulegto zmniej-
szeniu 0 10,13% w erytrocytach inkubowanych z DCP o
12,66%, dla TCP. a 0 14,46% dla DMP.

Uzyskane wyniki $wiadczg 0 wystepowaniu w erytro-
cytach czlowieka stresu oksydacyjnego jako konse-
kwencji ich oddzialywania z ww. zwigzkami.
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Poziom glutationu calkowitego
i zredukowanego w krwinkach inkubowanych
z herbicydami fenoksyoctowymi
i ich metabolitami

B. Bukowska, W. Duda, K. Goszezynska
Instytut Biofizyki. Umwersytet Eodzki

Podcras stresu oksydacyjnego kemorek nastepuje pod-
wyzszenie aktywnosci peroksydazy glutationowej, spa-
dek glutationu zredukowanego oraz spadek poziomu
ATP. Wynikiem stresu oksydacyjnego moze byé row-
niez obnizenie stosunku stgzen GSH/GSSG oraz catko-
witego stezenia glutationu w komarkach.

W pracy badano poziom GSH i poziom glutationu
calkowitego (GSH + GSSG) w erytrocytach cztowieka
inkubowanych z herbicydami fenoksylowymi i ich
metabolitami. Stosowano nastgpujace zwigzki: kwas
2. 4-dichlorofenoksyoctowy (2.4-D). kwas 2.4.5-tri-
chlorofencksyvoctowy, 2-metylo-4-chlorofenoksyoctowy
(MCPA) oraz ich metabolity:  2.4-dichlorofencl
(2.4-DCP),  2.4.5-trichlorofenot  (2.4.5-TCP). 2.4-di-
metylofenol (2.4-DMP). Poziom GSH oznaczano meodg
Ellmana. natomiast poziom glutationu catkowitego
(GSSG + GSH) metodyg Akerbooma 1 Siesa. Stwier-
dzono. iz jednogodzinna inkubacja z ww. zwigzkami
powodowala istotny statystycznie w stosunku do kon-
troli (erytrocyty z PBS) spadek glutationu zredukowa-
nego. Badane herbicydy powodowaly zmiany juz od ste-
zenia 100 pg/ml MCPA, 2.4.5-T i od 250 pg/ml 2.4-D,
natomiast ich metabolity 2.4-DCP, 245-TCP i
2.4-DMP juz od stgzenia 10 pg/ml. Najwyzsza dawka
ww. herbicydéw 500 pg/ml powoduje spadek poziomu
GSH o ok. 10%, natomiast ich metabolity juz w dawce
250 pg/ml zmniejszajg poziom GSH o ok, 40%.

Badajac poziom glutationu calkowitego nie zaobser-

wowano zmniejszenia jego poziomu ani w przypadku
zwigzkow wyjéciowych ani metabolitow.
Znaczny spadek GSH pod wplywem ww. zwigzkéw
oraz zmniejszajacy si¢ stosunek stgzen GSH/GSSG
§wiadczy o wystgpowaniu stresu oksydacyjnego w
erytrocytach poddanych dziataniu herbicydow fenoksy-
octowych a zwlaszeza ich metabolitow.

Wplyw bupiwakainy na powstawanie
wezesnych potencjaléw nast¢pezych
w zmodyfikowanym modelu Wildersa
aktywnosci elektrycznej komorek
wezla zatokowo-przedsionkowego serca

J. Cieniawa, H. Gawda
Zakiad Biofizyki, Akademia Medyczna, Lublin

Wezesne potencjaly nastgpeze (EAD — early afterdepo-
larization) sy fluktuacjami potencjalu blony. kidre po-

wstajg w trakcie fazy repolaryzacji potencjatu czynno-
Sciowego serca. Sg latwo penerowane we wioknach
Purkinjego | mogg przyczyniac¢ sig do powstawania
arytmii serca. Ostatnio Matsuda | Kurata (Gen. Pharna-
col. 1999, 33, 115-123) pokazali, ze doswiadczalme
wywolane wezesne potencjah nastgpeze w komorkach
wezta zatokowo-przedsionkowego moga by¢ rownicz
uzyskane w ramach zmodyfikowancgo przez nich mo-
delu matematycznego DCMG (Am. J Phusiol 1994,
266. C832-U852.) opisujgceno aklywnosé elektryczng
komorek wezla zatokowo-przedsionkowego krolika 2
ich zarowno eksperymentalnych 1 teoretycznych badan
wynika, 7e bupiwakaina, lek znicczulajgcy miejscowo.
moze powodowad arytmie w wyniku generacji weze-
snych potencjalow nastepezych w komorkach wezla
zatokowo-przedsionkowego.

W niniejsze] pracy podjeto probe modyfikacji mnicj
zlozonego w poréwnaniu z DCMG modelu matema-
tycznego Wildersa i wsp. (Biophys. J 1991, 91,
1202-1216) aktywnosci elektrycznej komorek wezla
zatokowo-przedsionkowego. W tym celu zmodylikowa-
no formuly opisujgce dokomorkowy prad jonow wapnia
plynacy przez kanaty jonowe tyvpu L {i, ) oraz odko-
morkowy prad jonow potasu (ip). Wywolanie EAD w
modelu wymagalo wydluzenia fazy repolaryzacii poten-
cjatu czynnosciowego. W zwigzku z Lym ralozono
wystgpowanie obok szybkiej rowniez wolnej skiadowe)
pradu jonow wapnia plyngcego poprzez kanaly wap-
niowe typu L.

Pokazano, ze zmodyfikowany model Wildersa row-
niez poprawnie odtwarza wywolane przez bupiwakaing
wezesne  polencjaly nastgpeze w komorkach wezta
zatokowo-przedsionkowego serca.

Badanie in vitro biofizycznych efektow oddzia-
lywania slabego wolnozmiennego
pola stosowanego w magnetostymulacji

D. Duda', A. Sieroi?,
S. Rzymelka'

'Katedra | Zaklad Biolizyk: Lekarskie).
Slaska Akademia Medyczna. Katowice
*Katedra | Oddzial Kliniczny Chorob Wewngtranych
1 Medycyny Fuzykalne).

Slaska Akademia Medyczna, Katowice

W ostatnich latach nasililo si¢ medyczne stosowanie
pol magnetycznych w celach diagnostycznych i
terapeutycznych. Interesujgcym problemem jest wplyw
pola magnetycznego na reakcje biochemiczne z udzia-
lem czasteczek wykazujacych paramagnetyczne wlasno-
SCLL

Zbadano wplyw stabego (270 uT 1 100 uT) pola
wolnozmiennego stosowanego w magnetostymulacii
(aparat .Viofor JPS™) na zachowanie si¢ aktywnosci
dysmutazy ponadilenkowej (SOD) w krwinkach czer-
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wonych oraz aktywnosci ceruloplazminy. pll i prze-
wodnoser surowiey krwi ludzkiej.

Do oznaceenia aktywnosei dysmutazy ponadilenko-
wejp w hrwinkach czerwonych vzyvio zestaw odezynni-
kow RANDSOD. Aktywnosé ceruloplazminy w suro-
wicy krwi oznaczono metody kolorymetryczng. Pomiar
preewodnosei 1 pll w wodnych roziworach surowicy
krwi zmicrzono metodami elektrochemicznymi.

Po ekspozyeji na pole magnetyczne surowicy krwi
wartosei pH i przewodnosei wlaseiwe) wodnych roztwo-
row surowicy nie roznily sig istotnie od wartosei tych
wiclkosct dla probek nice cksponowanych.

W probkach krwinek czerwonych otrzymano zmniej-
szong aktywnosé enzymu SOD po ckspozycji krwi
pelngj na pole magnetostymulacyjne w poréwnaniu z
probkami krwi nie poddanych wplywowi pola. Roznice
te bylv statvstycznie istolne. Aktywnosei enzymu SOD
w probkach poddanych dzialaniu pola o dwu réznych
wartosciach szezytowyeh 270 puT oraz 100 pT nie roz-
nity sig istotnie migdzy sobg. W prébach cksponowa-
nyvch na pole magnetyczne zaobserwowano wzrost
aktyvwnoser ceruloplazminy w surowicy krwi ze staty-
styezng znamiennoscig p < 0.03. w porownaniu 7 wyni-
kami grupy kontrolne).

Uzyskane wyniki wskazujg. ze zastosowane pole
magnetostymulacyjne moze wplywaé na  aktywnosé
badanych enzymow.

Ultraslaba luminescencja a konsumpcja tlenu
w warunkach ekspozycji komorek Nitellopsis
obtusa na dzialanie kwasu askorbinowego

A. Dudziak, A. Jaskowska, R. Bore, E. Spiewla
Instywit Fizvki. Politechnika Lubelska

W metabolizmie komorkowym kensumpeja tenu jest
waznym parametrem. tak wige monitorowanie srodowi-
ska. gdy mamy do czyvnienia tylko z procesem oddycha-
nia wvdaje si¢ by¢ celowe. W naszych pomiarach ultra-
slabej luminescencji (UL) z komorek glonow Characeae
zaadaptowanych do ciemnosei proces fotosyniezy cal-
kowicie ustaje. Taka sytuacja nie powinna by¢ jednak
szkodliwa dla glonéw. gdyz w srodowisku naturalnym
przebywajq one Kilka metréw pod woda. gdzie dostgp
Swiatta jest ograniczony.

Przeprowadzone badania ultrastabej emisji z komorek
Nitellopsis Obtusa obeimujy svtuacje kontrolng oraz
stan po eksponowaniu probek na dziatanie kwasu askor-
binowego (AsA), a takze pomiary ODR (oxygen diffu-
sion rate) dla tych probek. W badaniach kinetyki UL
wyraznie zaznaczajy sig dwie fazy emisji: faza wzrostu
(tym bardziej widoczna im wyZsze jest stgzenie AsA),
oraz faza zaniku {(tym szybsza im stgzenic antyoksy-
danta jest wyzsze). Analizy kinctyki zaniku wskazuja,
7e 7a ultraslabg emisje po podaniu egzogennie kwasu
askorbinowego do komorek najprawdopodobniej odpo-

wiedzialne sg dwa procesy. Dane uzyskane dla poszeze-
golnych struktur 1 frakeji komorkowsch wydajg sig
sugerowad. 12 jeden z procesow ma miejsce w blonach
komarkowych. drugi zag w cytoplazmic — prawdopo-
dobnie na rybosomach (Jaskowska ¢f al.. Luminoscience
2001, 16, 51-36). Badania spekmralne dla tveh emisji
uwidaczniajg wzrost natezenia w obszarze widma: 450-
610 nm. co mozna odniesé do pasm fluorescencyinych
przenosnikow elektronowyeh w lancuchu oddechowym.
Wyniki te korclujg ze wzmozonym oddychaniem. co
wynika z pomiarow ODR zawartosei tlenu w srodowi-
sku glonéw zaadaptowanych do ciemnosct i po ich
ehspozycji na dzialanie AsA. Wplvw kwasu askorbino-
wego na wartos¢ parametru ODR jest pedobiy dla roélin
~na swietle™ i w ciemnosei przede wszystkim w tym. ze
wartosé tego parametru stabilizuje sig po okolo 0.5 h
Wyniki te dobrze korelujg z pomiarami natgzenia UL,
ktore po tym czasie osiagaja rownicz pewny ustalong
wartose.

Wplyw procesu sieciowania za pomocs
aldehydu glutarowego na inkorporacj¢ znacz-
nika spinowego do tkanki kolagenowej

L. .l Dul. B. Cwalina

Katedra i Zuklad Biofizyki, Slaska Akademia Medyczna,
Sosnowiec

Wykorzyslywane w transplantologii tkanki kolagenowe
sq modylikowane w celu polepszenia lub zachowania
ich wlasciwosci oraz przyswajalnosci przez organizm
biorey. Modyfikacja ta jest realizowana glownic przez
tzw. sieciowanie (ang. cross-linking). Ze wzgledu na
speeyficzne wlasciwosci kolagenu. w tym przewage
form dipolowych w stosunku do ilosci jego form nie
natadowanych w naturalnym stanic izoelektrveznvm. a
takze zjawisko piezoelektrycznosci oraz udzial w proce-
sie sicciowania czgsteczek wody  hworzqeej warstwy
spolaryzowane na powierzchni fibryli  mozna oczeki-
waé, 2e modyfikacja thanek kolagenowych bedzie
wphywac¢ na rozklad ladunku elckiryesnego na ich po-
wierzehnt. W ninigjszej pracy  mstosowano  melode
znaczmkow spinowych (ZS) w spektrometrni elekirono-
WEgo rezonansu paramagnelyeznego do badania wply-
wu sieciowania za pomocg aldehy du glutarowego (GA)
na zdolnosé inkorporac)i znacznika spinowego izotio-
cyjaniano- Tempo (ITCTO) do tkanki osierdzia swini
Tkankg inkubowano w srodowisku GA o stgzeniach:
0,05%., 0.08% i (.1%. w czasie 0.5 h. 1.Oh. [.5h. 20h.
2.5 h i 3.0 h. a nastgpnic umieszezano w roziworze 7S,
Analiza efektu inkorporac)i ITCTO do tkanki wykazala
zaleznosé od czasu inkubacji z GA. a takze od stgzenia
czynnika sieciujacego. Po 0.3 h inkubacji prey stgzeniu
0,03% GA stwicrdzono istotny wzrost inkorporacji 7.8
w stosunku do kontroli (bez GA). Wydluzenie czasu nie
powodowalo wzrostu efektu inkorporacji w poréwnaniu



64 XI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biofizycznego

do kontroli. Takze w przypadku stezenia 0.08% GA.
0.5 h inkubacja z czynnikiem sieciujacym powodowata
silny wzrost inkorporacji izotiocyjaniano-Tempo. W
przeciwienstwie do nizszego stgzenia, efekty zwieksze-
nia inkorporacji znacznika spinowego do tkanki obser-
wowano takze dla czasdw 2,0 h i 3.0 h, jednak byly one
znacznie stabsze, niz po 0.5 h. Gdy zastosowano steze-
nie 0.1% GA. wzrost inkorporac)i Z8 zaobserwowano
takze juz po 0.5 h. Wydluzenie czasu inkubacji do 1.5 h
i 2.5 h spowodowato dalszy wzrost efektu inkorporagji
ITCTO do tkanki. Zaobserwowane zaleznosci prawdo-
podobnic mozna wigza¢ z wplywem sieciowania na
rozktad tadunku elektrycznego na powierzehni widkien
kolagenowych.

Cechy strukturalne nowych zwigzkéw fosforo-
organicznych a ich potencjalna aktywnosé bio-
logiczna

A Dziamska, H. Kleszczynska, J. Sarapuk
katedra Fizyki | Biotizyki. Akademia Rolmicza, Wroclaw

Zbadano aktywno$é hemolityczng oraz wplyw na he-
molizg blon erytrocytow (RBC) i stabilnosé modelo-
wych blon lipidowych (BLM) szeregu nowych acy-
klicznych zwigzkow fosforoorganicznych  zsyntetyzo-
wanych z myélg o ich zastosowaniu jako pestycydy.
Badania BLM mialy na celu okreélenie sigzen zwiazkow
(C°Cy powodujaeych niszezenie blon w ustalonym arbi-
tralnie czasie (3 min). Stgzenia te. nazwane Krytyczny-
mi, odpowiadajg jakosciowo stgzeniom powodujacym
100% hemolizg (Cyo0). Zgodnie 7z oczekiwaniami stwier-
dzono dobrg korelacje migdzy CC a Cyp

Aminofostoniany roznily sig¢ podstawnikami na ato-
mach wegla. azotu i fosforu. Dobor modeli blon komor-
kowvch uzasadniajg wezesnie) wykonane badania sze-
regu zwiazkow  biologicznie akiywnych, w kiérych
stwierdzono bardzo dobrg zgodnose wynikow uzyska-
nych dla obu uzytych blon (Sarapuk et al.. Cell. Mol.
Biol. Lett. 2000, 5, 349-356).

Stwierdzono. ze efektywnosé  dzialania  badanych
aminolosfoniandw scisle wigzala sig z mozliwoscig ich
inkorporacji w strukturg blon modefowych, zaleing z
kolei od  rodzaju i kombinacji podstawnikéw w po-
szezegolnych  zwiazkach. 1 tak, najaktywniejszymi
zwigzkami byly posiadajace podstawnik izo-propylowy
na atomie fosforu, diugi dancuch weglowodorowy na
atomie azotu lub obie te cechy jednoczesdnie.

Otrzymane wyniki upowaZniaja do stwierdzenia, Ze
dobor  whasciwyeh  podstawnikow  umozliwi  zasto-
sowanie aminofosfonianow w charakterze herbicydow.
Stwierdzenie to jest oparte na wynikach wieloletnich
badan, ktore wykazaty przydatnosé przeprowadzonych
testow (Kleszczynska ef al., Stud. Biophvs. 1986, 116.
115-122: Sarapuk er al, Stud. Biophys. 1986, 113, 55-
60).

Badzna finansowane z grantu KBN nr 6 PO4G 050 17

Oddzialywanie melaniny z nadtlenoazotynem:
badania EPR

A. Drierigga-Lecanar, K. Stepien

Katedra Biologit Molekularmej, Biochemii 1 Biofarmacy,
Slaska Akadenia Medyczna. Sosnowiec

Doniesienia ostatnich lat wskazujg na istotny awigzek
postepujacej degeneracji neurondw szlaku nigrostriatal-
nego mozgu czlowieka (choroba Parkinsona) z cytotok-
sycznoscig nadilencazotynu (ONOO/ONOOH), po-
wstgjacego w reakeji tlenku azotu z anionorodnikiem
ponadtlenkowym. Wydaje sie. ze naturalmym czynni-
kiem chronigeym neurony dopaminergiczne przed skut-
kami aktywnosci nadtlenoazotynu moze byé zawarty w
cytoplazmie tych komorek pigment — neuromelanina. W
badaniach in virro wykazalismy niedawno, ze synte-
tvezne modele neuromelaniny efektywnie hamuja za-
lezne od nadtlenoazotynu reakcje utleniania i nitrowa-
nia.

Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie technikg
EPR efektow oddzialvwania modelowe) neuromelaniny
z nadtlenoazotynem oraz adduktem nadtlenoazotvn-
CO, Modelows neuromelaning otrzymang w wyniku
autooksydacji dopaminy (DA-melanina) inkubowano z
nadtlenoazotynem (0, 1. 5 i 10mM) w obecnosc i
nieobeenosci NaHCO; (25 mM) w 0.2 M buforze fosfo-
ranowym, ktorego pH zmieniano w zakresie 4-9. Widma
EPR DA-melaniny rejestrowano w pasmie X (9.3 GHz:
spektrometr SE(X)2542, Radiopan) stosujac czestotli-
wos¢ modulagji pola magnetycznego 100 kHz. Dla
badanych probek wyznaczono honcentracie centrivw
paramagnetycznych.  wspolezynnik  rozszezepicnia
spektroskopowego g i szerokosé linii EPR. Okreslono
takze zaleznos¢ parametrow widm EPR DA-melaniny
od zastosowanej mocy promieniowania mikrofalowego
Stwierdzono, ze — niezaleznie od pH srodowiska inku-
bacyjnego — ekspozycja na wazrastajace slezenia nad-
tlenoazotynu powodowala stopniowe 1 znaczaee obnize-
nie  koncentracji  wolnych  rodnikow  tvpu  o-
semichinonowego w melaninie. Przy wyzszych sigze-
niach nadtlenoazotynu obserwowano ponadto nicznacz-
ne zwezenic linit EPR oraz obnizenic wartoser mocy
promieniowania mikrofalowego. przy kiore] nasi¢po-
walo nasycenie sygnatow EPR DA-melaniny.

Uzyskane wyniki sugerujg, 7e oddeialywanic z nad-
tlenoazotynem powoduje rozlegle, oksydacyne mody fi-
kacje struktury modelowej neuromelaniny. W przypad-
ku naturalnego pigmentu takie degradacyjne zmiany
mogg prowadzic do utraty jego fizjologiczne) aktywno-
sci.
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Oznaczanie zdolnosci antyoksydacyjnej osocza
krwi u pacjentow z niewydolnodcig
ukladu krazenia

D. Ertel', M. Pirek', K. liwnzdzinski:. D. Nuwak“,
J. Kodowski*, M. Kazimicrezak®, G. Bartos#?

'nstytut Fizyki. Politechnika Lodzka
“Katedra Brofizyki Molekularney, Uniwersyter Lodzki
'Instytutu Figgologii i Biochemii Akademia Medyczna, Lédz
‘Panstwowy Szpital Klmiczny nr 1. Akademia Medyezna, Lodz

W pracy sprawdzano przydatnos$c metod pomiarowych
opisanych w publikacjach (Valkonen & Kuusi. J. Lipid
Res. 1997. 38, 823-833: Cervato et al., Clin. Biochem.
1999. 32. 171-177) do pomiaru zdolnodei antyoksyda-
cyjnej osocza krwi (TRAP) jak rowniez do pomiaru

Zdolnoé¢ antyoksydacyjna osocza jest miarg catko-
wite] zawartosei antyoksydantow w osoczu, istotne] w
obronie preed stresem oksydacyjnym  prowadzacym
m.in. do schorzen ukladu krazenia. Powigzanie zmian
tego parametru z ogdlnym obrazem Knwi pacjentow
cicrpigeych na nicwydolnos¢ ukladu krazenia stanowi
cel prezentowanej pracy .

Przy wyborze metod badawezych kierowano sie
nastepujacymi wzgledami: (1) Prosty, taniq 1 szybka
procedura pomiarowsz. mozliwg do wykonania w do-
wolnym laboratorium wyposazonym we fluorymetr. (2)
Obszermym  opisem zblizonych metod pomiarowyeh,
ktory wmozliwia poréwnanie otrzymanych wynikow z
badaniami publikowanymi w  pismiennictwie biome-
dycznym.

Osocze kontrolne pochodzito od niepalacych wolonta-
riuszy z przedzialu wiekowego 21-30 lat. nie pobieraja-
cych antyoksydantow, bez schorzen przewlektych (le-
czonych lub nieleczonych). i stanéw zapalnych dowol-
nego pochodzenia. Probki krwvi pacjentow pobierane
byly w dniu przyjecia na OINK PSK nr | AM w Eodzi.
Pomiary wykonywane byly w ciagu czterech godzin od
momentu pobrania; w tym czasie osocze przechowyiwa-
ne bylo w lodowee w temperaturze 0 4°C. W dniu wy-
konywania oznaczen przeprowadzano réwniez rutynowe
badania biochcmiczne kewi pacjentow.

W przypadku obydwu metod dobrane zostaly wiasci-
we dla wykonywanych oznaczef parametry tj. slgzenia,
objgtogei i czasy pomiaru probek osocza kontrolnego i
osocza pacjentow. Parametrem mierzonym byl czas
indukeji (lag-time).

7 przeprowadzonych pomiardw wynika: (1) W prazy-
padku oznaczania TRAP czas indukeji osocza pacjentow
jest 0 33% krotszy w porownaniu z osoczem Kontrolnym
(osocza kontrolne — 22,8+ 3.2 min., osocza badane —
15.1 £2.9 min); (2) W przypadku oznaczania podatno-
éci lipidow osocza na utlenianie czas indukcji osocza
pacjentow jest o 45% krotszy w pordwnaniu z 0soczem
kontrolnym {osocza kontrolne — 136,1 + 13,5 min. oso-
cza badane — 75,5 £ 12,7 min).

Wplyw kinetyny na potencjal zeta komorek
kwiatostandw pszenicy w kulturach in vitro

M. Filek', M. Zembala’, M. Szechynska'

'Zaklad Fizjologii Roslin PAN. Krakow.
*Zaklad Fizykochermi Powierzchne PAN. Kiakow

Pomiary potencjatu elektrokinetveznego (zeta) komorek
roslinnych zostaly dotgd przeprowadzone jedynie dla
wybranych gatunkéw (glownie jeczmien. kukurydza,
tyton), z uwagi na koniecznos¢ izolacji protoplastow.
Rozwd) hodowli in vitro, a szezegolnie zawiesin, w
ktéryeh komorki charakteryzujq sie stosunkowo cienka
sciang, stwarza mozliwos¢é wvkonania pomiaréw bez
trawienia enzymatycznego sciany komorkowej. Celem
przeprowadzonych eksperymentow bylo  poréwnanie
zmian potencjalu zeta wywolanych obecnoscia Kinetymy
(zwiazku o charakierze hormonu roslinnego) u protopla-
stow ze zmianami wystepujacymi w komorkach zawie-
sin, a takze liposomach — modelowych blonach utwo-
rzonych na bazie fosfolipidow. Protoplasty oraz fosfoli-
pidy izolowano z zawiesin komorek uzyskanych z
kwiatostanow pszenicy. Pomiary potencjatu zeta wyko-
nano aparatem Zeta PLUS {f-my Brookharen) wyposa-
Zzonym w komputerowq rejestracie danych.

Komdérki zawiesn i protoplasty uzyskane z tych
zawiesin charakteryzuja si¢ zblizonvmi  wartosciami
potenciatu zeta (okolo —25 mV). Liposomy utworzone 2
fosfolipidow ekstrahowanych z protoplastow wykazujg
potencjaty zeta okolo —32 mV. Reakcja kinetyny z blong
komorkows powoduje wzrost polencjalu zeta zarGwno
komorek suspensji jak i protoplastow oraz liposomow.
W komorkach suspensji bezposrednio poddanych dzia-
taniu kinetyny nastgpuje zmiana potencjalu zeta juz od
najnizszych stosowanych stezen. podezas gdy inkubo-
wane przez 24 h. w roztworach o réinych koncentra-
cjach kinetyny, reaguja podobnie jak protoplasty i lipo-
somy, t). dopiero przy stgzeniach powyzej 13 mg/dm’. 7
badan porownawczych przeprowadzonych w modelo-
wych ukladach (lateks) wynika, ze Kinetyna przejawia
stabe wlasnoécei adsorbeyjne. Podobnie jak w ukladach
biologicznych nastepuje  wrrost potencjatu  czgstek
lateksu.

Badania finansowane z grantu KBN Nr 5 PO6A 010 18

Walinomycyna w obecnoSci potasu wzmaga
protonoforetyczne dzialanie
kwasow tluszczowych

A. Fogt
Katedra Fizyki 1 Biofizyki, Akademia Rolnicza, Wroctaw
Walinomycyna jest szeroko stosowanym w badaniach

transportu membranowego, efektywnym przenosnikiem
kationéw potasowych. W ostatnich dziesigeiu latach
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wiclokromic  wskazywano na mozliwosé  tworzenia
nietrwalych kompleksow walinomyeyny z innymi jono-
forami. w pierwszym rzedzie protonoforami. Postulo-
wano rowniez mozliwosé tworzenia sie — w obecnosci
potasu — agregatow walinomycyny z anionowymi
formami protonoforéw.  Jako, ze te ostatnie majg —
podobnie jak wolne kwasy ttuszczowe (FFA) — charak-
ter stabyveh kwasow. uzasadnione wydawalo si¢ przeba-
danic jak obecnos¢ wolnych kwasow tluszezowych i
walinomyevny wplywa na transport protonow.
Przeprowadzono pomiary przewodnosci elektryczne)
bimolekularnych blon lipidowych o zwigkszone) za-
wartlosei kwasow tluszczowych (od oktanowego do
okladehanowego) bez i w obeenoset walinomycyny i
jonow potasu. Elektroneutralyg skladowa pradu protono-
wego sracowano obserwujge szybkos¢ zakwaszania
srodowisha w nichuforowanc) komorze po stronie frems
blomy. Potencjat na blonie mogl by¢ regulowany po-
przez przykladanic napigeia ze Zrodla zewngtrznego: w
szerepolnosci mogl by ¢ sprowadzany do zera, Dodanie
walinomyeyny w obeenosci K powodowalo wzrost
przepuszezalnosc blon dla protonow.
Wyniki doswiadezen pordwnano z dwoma modelami:
L. Trakivjacym wansport H 1 K juko dwa osobne
symporty. W modelu tym czynnikiem ograniczajgcym
szybkos¢ transportu 1 jest recyrkulacja zjonizowa-
nyeh form kwasow tluszezowych.
2. Trakiygaeym transport H' i K" jako antyport. Tutaj
alowny rolg odprywa tworzenie kompleksow Val-
K FFA", ktére posrednicza w recyrkulacji FFA™ przez
blong.
Wi niki sugeruja. iz kompleksy Val-K' moga wigzaé sig
nietrwale 7 amionowymi resztami kwasow thuszezo-
wych i w konsckwencji prowadzi¢ do elektroneutalnego
transporiu kationdw H'.

Inhibicja peroksydacji lipopsomow pod wply-
wem ckstraktéw flawonoidowych z wiesiolka i
glogu

J. Gabrielska', J. Oszmianski’,
M. Soczynska-Kordala®

'Katedra Fizyks 1 Biofizyki - Akademia Rolnicza, Wroclaw
“Katedra Technologii Przetworstwa Owoctow | Warzyw,
Akademia Rolnicza, Wroclaw

Rola antvoksydantow w procesach redukujacych stres
oksydacyiny generowany zlym stylem zycia (np. po-
spicch. stres psychiczny. palenic papieroséw. niewla-
sciwa dicta bogata w tluszeze. degradacja srodowiska,
itp.) jest nic do przecenienia. Stres oksydacyjny jest
bowiem przyczyng powstawania czynnikow ryzyka
groznych chordb do ktorych nalezg m.in: choroby
ukladu  krgzenia. nowotwory czy choroby wicku
starceego. Imwajg wige intensywne badania w kierunku
poszukiwania coraz to wigkszej liczby nowych. sku-

tecznych. naturalnych 1 mie toksyveznyeh antyvoksvdan-
tow, pomoenych w zmnigjszaniu stresu oksydacyjnego,

W prezentowangj pracy podjeto badania dotyezace
okreslenia aktywnosci antyoksydacyine] dwoch chs-
traktow flawonoidowych otrzymanych 2 glogu i wie-
siotka oraz dla poréwnania standardow tych ckstrak-
tow: epikatechiny 1 kwasu elagowego, Wiascivwosei te
okreglono w stosunku do modelowych blon liposomaw
fosfatydylocholinowych. ktérveh utlenianie indukowano
promieniowaniem UV oraz ceynnikiem chemicznym
AAPH. Zastosowano przy tym mectode lestu TBARS.
Przeprowadzono takze badania (metody spektrofotome-
tryczng 1 EPR) majgce na celu okreslenie zdolnosci
przeciwrodnikowej  wszystkich  antvoksydantow.  w
slosunku do wolnego rodnika DPPIL Uzyskane wyniki
badan wskazuja na mozliwosci inhibicvine procesu
peroksydacji blon liposoméw. indukowanege promie-
nowaniem UV, powodowane przez ehstrakty « plogu o
wicsiolka w stopniu odpowiednio do ok, 72% i 75%. W
praypadku gdy  czynnikiem  utleniapgeym blon byta
substancja azobis AAPH. procent inhibicji oksvdacyi
blon by} nizszy i wynosil ok. 29% 1 43%. odpowicdnio
dla ckstrakiu 2 glogu i wiesiolka. Standardy tych prepa-
ratow  wykazywaly porownywalng aktyvwnose precci-
wulleniajaca z ekstraktami za wyjytkiem cpikatechmy.
Posiada ona nizszg zdolnosé do przeciwutleniania blon.
indukowanego promieniowaniem UV. o ok. 18% od
ekstrakiu z glogu. Badania akty wnoscei przeciwrodniko-
wej w stosunku do wolnego rodnika DPPH. wskazaly na
dobrg korelacjg pomigdzy zdolnoscig przeciwrodnikowy
i przeeciwutleniajgeg badanych antyoksydantow. Istniejg
wiec przestanki. sugerujace mozliwy  mechanizm dzia-
tania  badanych antyoksydantow. zwigzany  migdzy
innymi z wychwytywaniem wolmvch rodnikow gencro-
wanych w ukladzie.

Proces asocjacji jondéw metali i flawonoidow
w blonach liposomow fosfatydylocholinowych

J. Gabrielska', M. Soczyiska-Kordala®,
A. Bykowska?, J. Oszmianski’

'Katedra Fizyki 1 Biofizyki. Akademia Rolmicza. Wroclaw
*Katedra Technologi Przetwaorstwa Owocow i Warzyw.
Akademia Rolmeza, Wroclaw

Zwigzki flawonoidowe obeene sy w produkiach roslin-
nych codzicnnej diety ludzi. Wplywajg one korzy stnic
na kondycje zdrowotng konsumentow (Packer el al,
Free Rad. & Med., 1999. 27. 704-724). Sreroka aktyw-
nos¢ biologiczna Aawonoidow zwigzana jest najpraw-
dopodobniej m. in. # ich wlasciwosciami antyoksyda-
cyinymi (Malolepsza & Urbanek. Wiadom, Botanicz.
2000, 44. 27-37). Mechanizm  przeciwutleniajgeego
drinlania tych zwigzkow wynika z ich zdolnosei do:
wychwytywania wolnych rodnikow. pochlaniania swia-
tla UV. chelatowania jonow metali oraz gaszenia tenu
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singletowego (Sugihara et al. Free Rud. Biol Med.
1999. 27. 1313-1323). Efcktywnosc przeciwutleniajace-
go dzialania flawonoidéw w stosunku do frakgji lipido-
wej blon komérkowych jest przedmiotem intensywnych
badan in vitre (Rice-Evans et al., Free Radic. Biol. Med.
1996. 20, 933-956). Nie jest wyjasniony do te) pory dla
przykiadu stopien asocjacji zwigzkow flawonoidowych
z dwuwarstwg liptdowg oraz ich lokalizacja w blonie.
Pomimo licznych doniesien dotyczacych zdolnosci
Tawonoidéw do koordynagji jondw metali, takze tych,
ktore generujg w blonach procesy wolnorodnikowe
(Dyba er al., Pelish J Chem. 1999, 73. 873-878). to
istnieja tylko nieliczne doniesienia na temat jakosci tego
procesu w sytuacii gdy ma ona migjsee w fazie lipido-
wej blon komorkowych.

Podjeta praca ma na celu przyblizenie procesu asocja-
cji wybranych flawonoidow z dwuwarstwy lipidows
oraz kompleksowania jonow metali przejsciowych (Cu.
Fe) i cigzkich (Pb, Cd) przez te zwigzki w blonie lipo-
soméw fosfatydylocholinowyeh. Uzyskane wyniki dys-
kutowano w kontekscie potencjalnych zdolnodci anty-
oksydacyjnych badanych flawonoiddw.

Analiza stopnia dimeryzacji antybiotyku Amfo-
terycyny B w blonach lipidowych z DPPC tech-
nika spektroskopii fluorescencyjnej

M. Gagos', R. Koper', W. L Gruszecki’®

Katedra Fizyki. Akademia Rolnicza, Lublm
Instytut Fizyki, Uniwersytet Marii Curie Sklodowskie). Lublin

Amfoterycyna B (AmB) jest antybiotykiem jonoforo-
wym z grupy polienow, Stosowana jest w leczeniu
pacjentéw z zaawansowanymi infekcjami grzybiczymi,
szezegdlnie u chorych z wirusem HIV. Prezentowane
badania dotyczyé beda organizacjii AmB w liposomach
formowanych z lecytyny dwupalmitynowej (DPPC).
Przedstawiono  schemat pozioméw  energetycznych
czgsteczki AmB w formie monomerycznej. dimerycznej
i zagregowanej na podstawie polozenia widm absorpeji,
wrbudzenia oraz emisji fluorescencji. Z badan tych
wynika, ze emisja dla form zagregowanych pochodzi z
dimeréw AmB. Przejicie z poziomu o symetrii 1'B,, z
ktorego zachodzi emisja do poziomu 1'A,. jest przej-
sciem dozwolonym o wydajnosci kwantowej o rzad
wielkosci wigkszej niz dla monomeréw. Szerokosc
przerwy energetycznej jest réwna 4061 cm ' czyli
szerokosci obliczone] z teorii rozszezepienia ekscyto-
nowego 2 dla przesunigcia hypsochromowego w wid-
mach absorpeyjnych AmB w DPPC. W przypadku
monomerdw i agregatow emisja zachodzi ze stanu zo-
bronionego ze wzglgdu na symeltrie stanu I'Ag co th-
maczy ich malg w porownaniu z dimerani wydajnosé
kwantowa. Dla monomeru szerokoS¢ przerwy energe-
lyeznej pomigdzy poziomami 1'B, i 2'A, wynosi
5316 cm . Zaproponowano bezpoérednig metodg  ana-

lizy stopnia dimeryzacji AmB oparta na rejestracji widm
fluorescencji. Ponizej glownegoe przejscia fazowego
DPPC (7, = 41°C) oraz w fazie ptynnej DPPC (powyze)
7.) poziom dimeryzacji AmB zmicnial sig w zaleznosei
od stezenia molowego-nizszy przy stezeniach powyzc)
1% mol, ale rost w przedziale temperatur bliskich 7,
Poziom dimeryzacji byt maksymalny w blonach zawic-
rajacych 1% mol AmB ponizej oraz powyze) glownego
przejscia fazowego. Przeprowadzono takze badania
poziomu dimeryzacji AmB z ergosterolem 1 cholestero-
lem w roznych stezeniach molowych. Sterole powoduijg
usztynianie bton lipidowych tak ze nawet przy malych
stezeniach trudno jest  zauwazy¢ obecnosc przejscia
fazowego w DPPC. Wyniki zostaly potwierdzone takze
za pomocg badan spektroskopii absprpeyinej i Swiadczg
o tym ze AmB tworzy z ergosterolem pory o frednicy
-18 A. Résmica selektywnosci AmB w stosunku do
steroli blon ssakéw 1 grzybdw nie polega prawdopodob-
nie na poziomie agregacji jak si¢ powszechnie uwaza
lecz na roznicy organizacji struktur zagregowanych i
Srednicy porow.

Wplyw podwyzszonego stgzenia CO,
oraz wysokiego poziomu napromieniowania
na morfogenezg i fotosyntetyczng luminescencje
koniczyny bialej Trifolinm repens L

D. Golghivwska, B. Polonska, A. Brzostowicz,
I. Milczarek

Zaklad Fizyki IR, Akadenua Rolmicza, Szczecin

Przeprowadzono badania porownawcze nad wplywem
dwach poziomédw stezenia CO, w atmosferze (350 ppm
i 700 ppm) przy dwoch napromicniowaniach (4501
1000 pE'm s na rozwdj marfologiczny i parametry
fotosyntetycznej luminescencii koniczyny bialej.

Raosliny przeznaczone do tych badan otrzymano z
rozlogéw  roslin pobranych z matecznika. Kazdy z
rozlogow mial 6 migdzywezli w pelni wyksztatconych.
Rosliny rosly przez 54 dni w hali wegetacyjnej przy
350 ppm CO; oraz 220-440 pE-m s napromienio-
wania. Po tym czasie zoslaly przeniesione do minilito-
rondw gdzie przebywaly 10 tygodni w zroznicowane)
atmosferze i napromicniowaniu przy zachowaniu stalc)
wilgotnosci ~70%. temperaturze 21°C dziei/14°C noc.
fotoperiodzie 10 h dzien/14 h noc.

Pomiary rozpoczeto po uplywie | tygodnia przeby-
wania roslin w minifitatronach. W odstepach tygodnio-
wych policzono ilos¢ lisei i zmierzono dhugosc stolo-
néw, oznaczono stezenie chlorofilu oraz wykonano
pomiary natezenia fotosyntetycznej luminescencji (in-
dukcja fluorescengji IFL oraz opozniona luminescencia
OL). Kontrolowano réwniez lisciach potencjat wodny
roslin utrzymujac go na poziomie —0.2 do -0.3 MPa.
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Stwierdzono, ze wyzsze wskainiki parametrow morfo-
logicznych uzyskiwaly rosliny rosngce przy nizszym
poziomie napromieniowania i wyzszym stezeniu CO; od
ro§lin w kombinac)i odwrotnej — niskic stgzenie CO,
wysokie napromieniowanie. Migdzy tymi kombinacjami
wystapily wysoce istotne statystycznie réznice w ilosci
lisci i ich powierzchni, a takze w dhugodci stolonu. Na
podstawie pomiarow [FL stwierdzono wysoce istotne
stalystycznie réznice wartosci wspolezynnikow Sc/Fm
miedzy wszystkimi grupami badanych roslin. Zmiany
tego wsplczynnika sa zwiazane ze zmianami puli
plastochinonéw. Wspdlezynnik Fv/Fm  zwigzany 2z
procesami fotoinhibicyjnymi istotnie zroznicowal roghi-
ny 0 réznym napromieniowaniu przy ustalonym steze-
niu CO; w atmosferze. Natomiast Fv/Fo wskaznik wig-
zany z prawidiowym przebiegiem procesu fotolizy
wodnej reagowal zardwno na zmiany CO, jak i napro-
mieniowania.

Ze statystycznej analizy OL wynika, Ze wyraZnie
statystycznemu zroznicowaniu ulegly rodliny poddawa-
ne temu samemu poziomowi radiacji a rozniace sig
stgzeniem CO, w atmosferze. Poniewaz OL charaktery-
zuje dalsze etapy transportu elektronowego procesu
fotosyntezy nalezy przypuszezaé, ze zwigkszone steze-
nie CO; ma wplyw przede wszystkim na stadium bio-
chemiczne tego procesu 1 zwrotnie oddziatywuje na
transport elekironowy.

Znaczenie wysokoczestotliwej audiometrii
w medycynie

S. Grabinski

If.aledra 1 Zakiad Biofizyki Lekarskie),
Slgska Akademia Medyczna, Katowice

Pod pojeciem wysokoczgstotliwej audiometrii rozumie
sig metode wyznaczania progu stuchu czlowieka w
zakresie czgstotliwosci od 8 do 20 kHz. Pomys! wyko-
rzystania tej metody do celow diagnostycznych nie jest
nowy. gdy? juz w 1867 roku F. Galton zbudowat pisz-
cratke wytwarzajgeq tony o wysokich czestotliwosciach
i za jej pomocg okredlit gorng granice styszanych czg-
stotliwosci u ludzi 1 zwierzat.

Wspélczesna audiometria kliniczna ogranicza si¢ do
wyznaczania progu sluchu dla czgstotliwosci od 125 Hz
do 8000 Hz. Pasmo to obejmuie tylko czesé czestotli-
wosci slyszanych przez czlowicka, poniewaz pelny
zakres styszalnosci sigga do 20 kHz, a u os6b mlodych
nawet jeszcze wyzej. Zakres wyzszy nie jest uwzgled-
niany w badaniach klinicznych migdzy innymi dlatego.
ze nie dopatrywano sig¢ tam uzyskania znaczacych in-
formacji o stanie stuchu czlowieka, a tym bardzigj o
stanie zdrowia w sensie ogbinym. Tymczasem w ciagu
minionych lat zwrécono uwagg na przydatnosc tego
zakresu audiometrii do oceny wplywu wielu czynnikow
na stan shuchu oraz w profilaktyce uszkodzen shuchu,

gdyz zwykle poczatek procesu pogarszania sig sprawno-
sci tego narzadu zlokalizowany jest wlasnie w pasmie
wysokich czgstotliwosci.

Wysokoczestotliwa audiometria jest stosowana do
oceny otolraumatyceznosei roznych ezynnikow oraz jako
test diagnostyczny do wykrywania wezesnych zmian
stuchu pod wptywem: (1) ezynnikow fizyeznych, takich
jak rézne rodzaje halasu; ciggly, impulsowy, wibracje;
(2) czynnikéw chemicznych, takich jak antybiotyki,
cytostatyki, diuretyki i inne; (3) roznych procesow
chorobowych; wezesne) fazy choroby wiencowej, arte-
riosklerozy; (4) choréb serca i nerek, hiperlipidemii,
zapalenia opon mozgowych, schorzen ORL, cukrzycy,
rozszezepienia podniebienia i jego nastepsiw; (5} oceny
zabiegdw chirurgicznych wykonywanych na uszach, (6)
oceny wystgpowania szumu w uszach.

Indukowana Swiatlem reorganizacja kompleksu
LHCIH w warunkach an- i aerobowych

W. Grudzinski, W. L. Gruszecki
Instytut Fizyki, Uniwersytet Mari Curie Sklodowskiey, Lublin

Kompleks barwnikowo-biatkowy  Fotosystemu [I
{LHCII) stanowi glowny element ukladu antenowego
odpowiedzialnego za zbieranie energii $wietlnej 1 jej
przekazywanie do centrow reakcji tegoz fotosystemu. 7.
tego powodu istotne jest jak najlepsze poznanie mecha-
nizmow pozwalajacych na bezpieczna, z punkiu widze-
nia kompleksu, dezaktywacje nadmiaru wzbudzen, kiore
nicuchronnie pojawiaja si¢ w biatku w przypadku nad-
miernego  o$wietlenia. Interesujacym  zagadnieniem
wydaje sig tez analiza wplywu tlenu na rozne aspekty
funkcjonowania kompleksu.

Przeprowadzone przez nas badania z uzyciem technik
spektroskopii absorpeyjnegj, fluorescencyjnej i FT-IR
nad zaleznymi od $wiatla zmianami w organizacji kom-
pleksu wskazuja, ze istotng rolg odgrywa w nich wiolak-
santyna, a w szezegolnodei jej formy izomerycrne:
all-trans, 9-cis, 13-cis (Grudzinski et al. Biochi.
Biophys. Acta 2001, 1503, 291-302). Za pomocy ab-
sorpeji w podezenvieni wykazano. Ze oswietlanie kom-
pleksu prowadzi do rozagregowywania struktur biatko-
wych LHCIL Réwnoczesnie obserwowane sg zmiany w
obszarze podezerwieni, w ktorym analizowano réimice
miedzy formami cis i frans wiolaksantyny. Badania
eksperymentalne kinetyki absorpeji i zaniku fluorescen-
cji kompleksu LHCII w buforach o rdznej zawartosci
tlenu i ich szezegélowa analiza doprowadzita do posta-
wienia hipotezy, ze rdwnie waznym czynnikiem jest
obecnodé tienu czasteczkowego.

Badania wskazujg. ze indukowana $wiatlem dezagre-
gacja kompleksow LHCII ma zwigzek z izomeryzacig
wiolaksantyny z konformacji trans do cis. Reakcja ta
uczulana jest przez stany trypletowe chlorofilu. W
szezegOlnosei forma izomeryczna 13-cis wiolaksantyny
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powstaje na drodze fotoreakc)i jedynie w obecnosci
tlenu czasteczkowego. Wynik taki wskazuje, ze proces
ten moze zachodzié na drodze reakcji z tlenem single-
towym.

Regulacja przekazywania wzbudzen w aparacie
fotosyntetycznym na poziomie kompleksow
barwnikowo-bialkowych

W. L. Gruszecki', W. Grudzinski', M. Matula',
7. I{rupzlz

’[n:.lytul Fizyki. Uniwersytet Marii Curie Skfodowskie), Lublin
“Instytut Biologir. Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej,
Lublin

Bezpieczne i wydajne funkcjonowanie aparatu fotosyn-
tetyeznego roslin wymaga aktywnosci wielu mechani-
smow regulujacych poziom wzbudzen w zaleznosei od
intensywnosci oswietlenia. Obecno$é takich mechani-
zmow zauwazy¢ mozemy na wszystkich poziomach
organizacji roslin: poczawszy od ruchow lisci, poprzez
indukowang éwiatlem translohacje chloroplastow az do
mechanizmdw fotofizyeznych zachodzacych na pozio-
mic molekularnym w fotosyntetycznych. barwnikowo-
biatkowych kompleksach zbierajacych $wiatto.

Przedstawiony zostanie cykl badan przeprowadzo-
nych technikami elektronowe) spektroskopii absorpeyj-
nej. spektroskopii fluorescencyjnej, spektroskopii FTIR
oraz techniki monowarstw. ktorych wyniki wskazuja na
istnienie  mechanizmu  protekeyjnego,  aktywnego
w antenowych kompleksach barwnikowo-biatkowych.
Mechanizm ten, uaktywniany w warunkach nadmiaru
wzbudzen polega na przelaczaniu funkeji antenowe)
barwnikow ksantofilowych na funkcje gaszenia wzbu-
dzen clektronowych chlorofilu przez ksantofile. Wyniki
badan wskazuja. iz gaszenie to. objawiajace si¢ poprzez
obnizanie poziomu fluorescencji chlorofilu a. realizo-
wane jest na drodze przekazywania energii wzbudzenia
pomigdzy stanami Q, chlorofilu i E'As Karotenoidow.
Wedhug nasze) interpretacii przelgezenie takie zwigzane
jest bezposrednio ze zmiang konformacyjng bialek
antenowych. indukowang zalezng od swiatta izomeryza-
cja wiolaksantyny z konformacji trans do konformacji
13-cis i powodujaca zwigkszenie dystansu chlorofili i
barwnikow ksantofilowych. Wzrost odleglosci donor-
akeeptor uniemozliwia kiotkozasiggowy, wymienny
transfer energii z karotenoidow na chlorofile, i czyni
bardziej prawdopodobnym dlugozasiggowy, rezonanso-
wy trensfer odwrotny z chlorofili na ksantofile. Zmiana
Kierunku przeplywu energii wraz ze zmiang mechani-
zmu transferu wynika bezposrednio z zaleznosci wydaj-
nosci rezonansowego przekazywania energii od wydaj-
nosci kwantowej fluorescencji donora, ktora jest zna-
czaco wigksza dla chlorofili w poréwnaniu z karoteno-
idami.

Wplyw szybkos$ci ogrzewania na wlasciwosci
termiczne przeszezepow kostnych

§. Grzegorezyn, B. Turczyhski, J, Miynarski

_ Katedra1 Zaklad Biofizyk.
Slaska Akademia Medyczna, Zabize

Wiasciwosci termiczne kosci moga odgrywaé bardzo
duza rolg przy ich obrébce mechanicznej. Dotychezas
problem 1en byl niezwykle rzadko badany. Jego znacze-
nie jest tym wyzsze jesli zwazy€, ze tkanka kostna jest
materialem anizotropowym nie tylko pod wzgledem
mechanicznym ale rowniez prawdopodobnie i cieplnym.

Celem pracy bylo okredlenie wplywu szybkosci
ogrzewania probek na ubytek masy kostnej. zwiazany z
utrata wody oraz na szybkos¢ pochlaniania ciepta w
trakcie ogrzewania probki.

Badania przeprowadzono na 10 przeszczepach kost-
nych mrozonych napromienionych w zakresie empera-
tr od 25°C do 140°C. Stosowano naslgpujgce state
szybkoser ogrzewania: 5°C/min. 10°C/min i 20°C/min.
Przeszezepy  pochodzity ze zwlok ludzi zdrowych.
zmarkych w wyniku naglej smierci lub samobojstwa.
Wiek dawcow miescit sie w granicach 38-44 lata. Kosci
pochodzily z Banku Tkanek Centrum Krwiodawstwa i
Krwiolecznictwa w Katowicach, gdzie poddawane byly
mrozeniu oraz wyjalawianiu promieniami gamma o
dawce 30 kGy. Badania zmian stopnia uwodnicnia
tkanki zbitej kosci wykonano za pomoca Termograwi-
metru firmy Polymer Laboratories. Blad wzgledny
pojedynezego pomiaru masy probki nie przekracral
0,5%. Z kolei. szybkos¢ przekazywania ciepta do probki
mierzono za pomocg Roéznicowego Kalorymetru Ska-
ningowego firmy Polymer Laboratories. Blad wzgledny
pomiaru w tej metodzie nie przekraczal 1%.

Stwierdzono, ze zarGwno ubvtek masy probki jak |
szybkos¢ pochlaniania ciepla zalezgq od temperatury.
przy czym charakter obu zaleznogci byl podobny dia
roznych szybkosci ogrzewania probki. Sredni ubyiek
masy probki w zakresie temperatur od 25°C do 80°C
zalezal od szybkoSci ogrzewania. Przy stosowanych
szybkoseiach ogrzewania 20°C/min 10°C/min i 5°C/min
wynosil odpowiednio: 2.1 £ 0.6%: 3.3+0.7% oraz
4.5+ 0,7%. Wzrost szybkosci ogrzewania w badanym
zakresic temperatur powodowal stopniowe zmniejszanie
sig ubytku masy tkanki kostnej. zwigzanego z uiratg
wody. Jesli chodzi o drugi parametr, to jest szybkos¢
pochlaniania ciepta przez thankg kostna. to przedsta-
wialo sig ono nastgpujaco: podwyzszenic temperatury
powodowalo poczatkowo werost szybkosci pochtaniania
ciepla w probee, a nastgpnie jego zmnicjszenic. przy
czym lemperatura przy ktore] wystgpowato maksimum
szybkosci pochlaniania byla zaleina od szybkosci
ogrzewania. Przy stosowanych szybkosciach ogrzewa-
nia 20°C/min 10°C/min i 5°C/min maksima szybkosci
pochlaniania wystgpowaly odpowiednio w femperatu-
rze: 87 £ 10°C; 78 £ 11°C i 61 + 12°C. A zatem tempe-
ratura maksimum pochianiania ciepla zalezy od wzrost
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szybkosci ogrzewania. W miarg wzrostu szybkosci
ogrzewania temperatura maksimum pochlaniania pod-
Wy7sza Sig.

Interakeja dehydrogenazy mleczanowej
z fosfolipidami.
Charakterystyki temperaturowe

J. Gutowicz', G. Terlecki’

'Instytut Mikrobiologii, Uniwersytet Wroclawski
“Katedra 1 Zaklad Biofizyki, Katedra 1 Zaklad
Biochemii Lekarskiej, Akademiz Medyczna, Wroclaw

Prezentowana praca jest kolejng czedcig naszych badan
nad oddzialtywaniem réinych form dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) z fosfolipidami. Badania te prowa-
dzone sg w aspekcie mozliwego udzialu lipidéw w
mechanizmach regulacji tego enzymu in vivo. Mozliwe
sg tu dwa typy mechanizmow: 1) niespecyficzna ad-
sorpeja na dwuwarstwowych  strukturach (domenach)
lipidowych. 2) tworzenie specyficznych kompleksow
lipid-enzym.  Przyblonowe lokalizacie in vive oraz
zdolno$¢ wigzania sig in vitro niektoryeh enzymow
szlaku glikolizy. a wéréd nich LDH. do nickiérych
preparatow blonowych, jak i struktur fosfolipidowych,
dokumentowano w literaturze wielokrotnie, w tym przez
nasz zespol. W poprzednich badaniach. wykazalismy. ze
oddzialywanie z fosfolipidami anionowymi. powoduje
czesciowy lub catkowity inaktywacje enzymu w zalez-
nosei od rodzaju fosfolipidu i warunkow Srodowiska
oraz wystgpowanie zmian konformacji w czasteczkach
enzymu indukowane obecnoscia anionowych fosfolipi-
dow: phosphatydyloseryn (PS), phosphatydyloinozytoli
(P1) co pociaga za sobg zmiany charakterystyk tempe-
raturowych parametrow fluorescencii enzymu. W tej
pracy kontynuowano i rozwinigto badania wplywu
oddziatywania migsniowych form LDH z wybranymi
fosfolipidami na zmiany konformacji indukowane wzro-
stem temperatury oraz na denaturacje cieplng enzymu.
Do badan uzyto handlowych, oczyszczonych prepara-
tow LDH firmy Bochringer Mannheim: M, z migsni
szkieletowych wolu i $wini. Zmiany konformac)i enzy-
mu monitorowano wykorzystujac widma tryptofanowej
fuorescencji enzymu i metodg wygaszania fluorescencii
znacznikami ekspozycji fluoroforéw. Pomiary parame-
trow Auorescenc)i wykonywano za pomoca spektroflu-
orymetru Perkin-Elmer LS-50B w Zakladzie Biofizyki
AM we Wroclawiu. Aktywnos¢ enzymu mierzono
metoda spektrofotometrycznego Sledzenia zmian steZe-
nia NADH (zmiana Ay4q). Lipidy stosowano w postaci
zawiesin, dyspergowanych za pomoca sonikatora ultra-
diwigkowego. Wykazano niespodziewanie silny wplyw
obecnoscl anionowyceh fosfolipidéw (P1. PS) na tempe-
raturowe chrakterystyki fluorescencji, zwlaszeza ekspo-
zycji fuoroforéw oraz na stabilno$é temperaturowg

cnzymu (wzrost). Przedyskutowano mozlive mechani-
zmy obserwowanych efektow.

Raznice i podobienistwa we wplywie
trifluoperazyny na przejscia fazowe
fosfatydylocholiny
oraz fosfatydylo-etanoloaminy

A. B. Hendrich, O. Wesolowska, K. Michalak
Katedra Biotizyki. Akademia Medyczna, Wroclaw

Trifluoperazyna (TFP) nalezy do grupy pochodnych
fenotiazyny 1 podobnie jak inne zwigzki z te] grupy (na
preyklad chlorpromazyna — CPZ) stosowana jest jako
lek psychiatryczny. W ostatnich latach wykryto, ze TFP
posiada rowniez zdolnoé¢ do modulacji opornosci wie-
lolekowej (MDR) komorek nowotworowych, Korelacja
jaka istnicje pomigdzy hydrofobowoscia TFP i CPZ oraz
zdolnodeig tych zwigzkow do odwracania MDR suge-
ruje. ze ezynnikiem istotnym dla mechanizmu ich dzia-
tania jako chemouczulaczy moze by¢ oddzialywanie z
lipidowg faza blon komorkowych. Celem tej pracy jest
poréwnanie oddziatywania TFP z dwoma rodzajami
lipidow: fosfatydylocholing i fosfatydyloetanolo-amina,
posiadajacymi lafcuchy weglowodorowe o jednakowej
dhugosci (DMPC i DMPE). Badania prowadzone byly
przy zastosowaniu techniki mikrokalorymetrii.

Trifluoperazyna oddzialywala z oboma rodzajami
lipidow powodujac zmiang w charakterze obserwowa-
nych przejs¢ Fazowych. W przypadku DMPC obecnosé
leku powodowala zanik przed-przejscia i w miarg wzro-
stu stezenia obnizanie zardwno temperatury jak 1 ental-
pii glownej przemiany fazowej (zel-cickly krysztal).
Zmnigjszeniu ulegala tez kooperalywnos¢ przemiany.
Przy stosunkach molowych TFP:DMPC przekraczaja-
cych 0.06 obserwowano pojawianie si¢ dodatkowego
piku w termogramach, co $wiadczy 0 wysigpowaniu
separac)i faz. W mieszaninach TFP z DMPE w miarg
wzrostu stezenia leku obserwowano spadek temperatury
i entalpii gléwnej przemiany fazowej oraz spadek ko-
operatywnosci przemiany. Nie stwierdzono wystepowa-
nia separacji faz w tych ukladach.

Obserwowane mikrokalorymetryeznie efekty  od-
dziatywania TFP z DMPC i DMPE swiadczg o.wbudo-
wywaniu si¢ czasteczek leku w dwuwarstwy lipidowe.
Pojawienic si¢ separacji faz w uktadach TFP:DMPC
zwiazane jest najprawdopodobniej z dwoma typami
oddzialywania leku z czasteczkami fosfatydylocholiny.
Poniewaz zjawisko to nie wystgpuje dla DMPE wnio-
skowaé¢ nalezy, ze TFP w rdzny sposob moze oddzialy-
waé z polarnymi gléwkami DMPC. Jest mozliwe, ze
odpowiedzialny za to jest rozny stopien uprotonowania
czasteczek TFP.



