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I. Wstep

Wspolczesne rolnictwo, w celu podniesienia produkcji roslinnej, wymaga stosowania m.
in. odpowiednich $rodkéw ochrony roslin z grupy pestycydéw. Substancje te tracg z uptywem
czasu swoja skutecznos$é dziatania, ze wzgledu na uodpornianie si¢ uktadéw biologicznych,
przeciwko ktorym sa skierowane. Istnieje zatem ciagla potrzeba stalego poszukiwania nowych
skutecznych zwiazkow biologicznie aktywnych z grupy pestycydow. Badania nad nowymi
srodkami ochrony ros$lin, w tym takze nad herbicydami, prowadzone sa intensywnie na calym
$wiecie, sa to jednak badania kosztowne i1 dlugotrwale. Szacuje si¢, ze aby uzyska¢ 1 lub 2
nowe, skutecznie dzialajace pestycydy nalezy zsyntetyzowa¢ i wnikliwie przetestowaé
kilkanascie tysigcy zwigzkow, a to zajmuje ok.10 lat.

Z tego powodu, w ramach poszukiwania nowych skuteczniejszych substancji z grupy
pestycydow, laczy si¢ ze soba substancje znane i juz stosowane w rolnictwie, z nowymi
zwiazkami w mieszaniny dwu- lub wieloskladnikowe. Badania prowadzone w tym kierunku,
majgq na celu wylonienie takich mieszanin, ktére wykazuja znacznie wyzsza skutecznosé
biologiczna, anizeli poszczegolne jej skladniki. Efekt taki mozna uzyskac tylko wtedy, kiedy
poszczegblne skladniki utworzonej mieszaniny, wzajemnie si¢ wspomagaja w oddziatywaniu
z organizmami, wykazujac dzialanie synergiczne. Oprocz wysokiej aktywnosci mieszanina
taka posiada inne walory. Istnieje mniejsze ryzyko indukowania odpornosci ukladow
biologicznych, ktére ma miejsce w przypadku stosowania pojedynczych substancji, ponadto
mieszaniny pestycydow posiadaja poszerzone spektrum dzialania.

Skutki dziatlania réznych substancji biologicznie aktywnych z grupy pestycydéw na
organizmy zywe sa znane od dawna, do chwili obecnej nie zostaly jednak w pelni poznane
molekularne mechanizmy tego oddzialywania. Zwiazki te przy zetknigciu z organizmem
zywym na poziomie komorkowym trafiajg w pierwszym rzedzie na blong komodrkowa, zatem
w bezposrednim oddzialywaniu z nig moga wykazywaé dzialanie toksyczne. Mogg one
pozosta¢ w blonie, zaburzajac jej strukturg i funkcje, lub tez wnikaja do wnetrza komorki i
tam wywierajg swoje gléwne dziatanie.

Toksyczny wplyw prezentowanych w tej pracy nowych zwigzkow organicznych
fosforu, ktore stanowia grupg potencjalnych herbicydéw, na blong biologiczng jest m. in.
zwigzany z ich whasciwosciami litycznymi, czego dowodzi indukowana przez nie hemoliza
krwinek czerwonych. Wbudowane do blony erytrocytow zwigzki indukujg zmiany struktury i
wlasciwosci blony, a przy odpowiednio wysokich stezeniach substancje te powodujg

uszkodzenie btony i hemolize.




Podjete w tej pracy badania mialy na celu ocen¢ aktywnosci biologicznej nowych
zwiazkow z grupy aminofosfonianéw, na podstawie ich wplywu na blong erytrocytow,
traktowana jako model blony biologicznej. Celem badan, o znaczeniu podstawowym, bylo
réwniez okreslenie mechanizmu oddzialywania tych substancji z modelowa btong biologiczna
na poziomie molekularnym. Badania dotyczyly rowniez aktywnych sktadnikéw stosowanych
w rolnictwie herbicydéw, a takze mieszanin dwusktadnikowych aminofosfonianow z
herbicydami.

Do badan zostaly wybrane substancje zréznicowane pod wzgledem struktury chemiczne;j:
aminofosfoniany acykliczne, cykliczne i pochodne fluorenu. W ramach jednej grupy zwigzki
roznily si¢ migdzy sobg strukturg podstawnikéw przy atomach: wegla, fosforu i1 azotu. Taki
wybor zwiazkow umozliwil okreslenie wplywu, jaki maja pierscienie aromatyczne oraz
poszczegodlne grupy funkcyjne zwigzku na jego aktywnos¢ biologiczna.

Aktywno$é biologiczng zwiazkow okreslano w pierwszym rzedzie na podstawie ich
oddziatywania z btong erytrocytow oraz poréwnano z ich aktywnoscig w odniesieniu do roslin
wyzszych. W szczegdlnosei aktywnos¢ uzytych w pracy substancji okreslano na podstawie
zmian parametrow fizycznych wynikajacych ze zmiany struktury i wiasciwosci blony
erytrocytéw takich jak: zmiana opornosci osmotycznej erytrocytow, zmiana ptynnosci blony i
zmiana ksztaltu erytrocytow. Parametry te zostaly zmierzone przy wykorzystaniu metod:
spektroskopii absorpcyjnej, spektroskopii fluorescencyjnej, mikroskopowego badania ksztattu
erytrocytoéw, stopnia inhibicji wzrostu roslin wyzszych i wydajnosci kietkowania nasion.
Okreslano réwniez aktywnos$¢ zwigzkow na podstawie ich destrukcyjnego dzialania na blong,
powodujacego indukowanie hemolizy, ktéra wyrazona jest jako toksyczno$¢ hemolityczna

zwigzku.




II. Czg¢$¢ ogolna

I1.1. Struktura i funkcje blony biologicznej

I1.1.1. Struktura blony biologiczne;j

Blona biologiczna jest jednym z gléwnych elementéw struktury wszystkich organizmow
zywych, oddzielajacym od siebie poszczegdlne komorki i organelle komoérkowe. Zapewnia
ona integralnos$¢ przestrzenng, ograniczajac objgtos¢ komorki oraz pozwala na przestrzenne
zroznicowanie przedzialow wewnatrzkomérkowych. Wszystkie istniejace w  komorce
organelle komorkowe otoczone sa blong plazmatyczna, co umozliwia izolacj¢ glownych
szlakow metabolicznych w komoérce. Z podzialu komorki na ograniczone blona wewngtrzne
przédzialy wynika wiele korzysci. Skupienie czasteczek uczestniczacych w okreslonych
reakcjach chemicznych w niewielkiej czesci calkowitej objetosci komodrki powoduje, ze
szybko$¢ reakcji znaczaco wzrasta. Ograniczenie przedzialow blona pozwala na
utrzymywanie pewnych bardzo reaktywnych zwiazkoéw w izolacji od innych czgsci komorki,
ktore moglyby by¢ przez nie przypadkowo uszkodzone.

Gléwnymi skladnikami blony komdrkowej sa biatka i lipidy. Ich zawarto$¢ procentowa
zalezy od rodzaju blony. Duza zawartos¢ lipidow posiada blona, ktora peini gtoéwnie funkcje
ochronng, przykladem sg ostonki mielinowe widkien nerwowych, w ktérych faza lipidowa
stanowi ok. 80 % masy blony. Zupelnie inne sa proporcje biatek i lipidow w wewngtrznej
blonie mitochondriow, zawiera ona bowiem ok. 80 % bialek a tylko 20 % lipidow, co wigze
si¢ z wazna rolg tej blony w zlozonych procesach metabolicznych.

Lipidy blonowe mozna podzieli¢ na nast¢gpujace gtéwne klasy:

o Glicerofosfolipidy- fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloamina,
fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol, fosfatydyloglicerol, difosfatydyloglicerol,
plazmogeny,

e Fosfosfingolipidy- sfingomielina,

e Glikoglicerolipidy- monogalaktozodiglicerol, digalaktozodiglicerol,

¢ Glikosfingolipidy- cerebrozyd, gangliozydy,

e Sterole- cholesterol, sitosterol, stigmasterol, ergosterol,

e Inne - mono-, di- i trialkiloglicerole, lipidy bipolarne, sulfolipidy.




Oprocz steroli (mala grupa polarna), wszystkie wymienione klasy lipidow maja
wyraznie wyodrgbniong czg$¢ polarng (hydrofilowa) 1 czg$¢ niepolarng (hydrofobowa).
Grupy polarne moga mie¢ wypadkowy tadunek roézny od zera. Takimi lipidami sa:
fosfatydyloseryna 1 fosfatydyloinozytol. Fosfatydylocholina i sfingomielina nalezg do
fosfolipidéw dipolowych, o wypadkowym tadunku rownym zero i sq one najpowszechniej
spotykanymi lipidami w blonach komoérkowych. Pod wzgledem ilosci z fosfolipidami
konkuruje cholesterol, ktoérego zawartos¢ procentowa w niektérych blonach moze stanowié
nawet potowe caltkowitej ilosci lipidow.

Poszczegblne lipidy moga rozni¢ si¢ liczba lancuchow alkilowych (1, 2, 3 i 4),
stanowigcych czgs¢ hydrofobowa lipidow, ich dlugoscia (zwykle od 12 do 24 atomow wegla)
i stopniem nienasycenia (zwykle od 1 do 6 wigzan podwdjnych). Najezesciej jednak lipidy
posiadaja 2 tancuchy weglowodorowe. Lizofosfolipidy nalezace do glicerofosfolipidow maja
tylko jeden tancuch alkilowy, natomiast kardiolipina (difosfatydyloglicerol) jest
glicerofosfolipidem majacym cztery tancuchy. Zdecydowana wigkszos¢ kwasow
thuszczowych wystegpujacych w fosfolipidach posiada parzysta liczbg atoméw wegla [Benga i
Holmes,1984; Kuypers i inni, 1985; Sackmann, 1995; Huijbregts 1 inni, 2000; Bernhardt i
Ellory, 2003; McMullen i inni, 2004].

Funkcjg lipidéw blonowych jest nie tylko tworzenie struktury bimolekularnej, lecz
rowniez pelnia one szereg waznych funkgcji fizjologicznych [Przestalski, 1988; Gennis, 1989;
Lesniak i Porgbska, 1993; Stryer, 1997; Kleszczynska, 1999; Chong i Sugar, 2002].

Do najwazniejszych funkcji lipidow naleza:

e tworzenie stabilnej dwuwarstwy, w ktorej funkcjonujq bialka,

e stabilizacja niektorych obszarow blony,

e transport substancji rozpuszczalnych w lipidach,

e regulowanie proceséw metabolicznych,

e udzial w syntezie makromolekut,

e optymalizacja aktywnosci enzymdow blonowych,

e regulacja wzrostu komorek, ich adhezji oraz wigzania si¢ ze specyficznymi

receptorami blony cytoplazmatycznej.
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Rys. 2.1. Struktury wybranych lipidow blonowych [za Dotowy i inni, 2003].

Biatka blonowe wystgpuja w postaci ,.czystej” (bez zadnych dodatkowych
makromolekut), w postaci glikoprotein (z przylaczonymi resztami cukrowymi), lipoprotein
(w postaci biatek z przytaczonymi fancuchami weglowodorowymi kwasow tluszczowych). Ze
wzgledu na lokalizacj¢ w blonie biatka mozna sklasyfikowa¢ jako biatka powierzchniowe
(peryferyjne) i wewnetrzne (integralne). Biatka powierzchniowe potaczone sa z dwuwarstwg
lipidowg za pomoca oddzialywan stabych, gléwnie elektrostatycznych. Moga one laczy¢ si¢ z
czg¢scig hydrofilowa czasteczek lipidow lub z bialkami integralnymi. Biatka integralne
oddziatywuja elektrostatycznie w cz¢séci hydrofilowej blony i hydrofobowo z jej wnetrzem
hydrofobowym. Bialka blonowe pelnia rézne funkcje w komérce np.: receptorow, pomp i
furtek” molekularnych. Naleza do nich m.in. bialka blonowe wchodzace w sklad
cytoszkieletu oraz enzymy waznych szlakow metabolicznych lub sygnatowych [Baumeister i
inni, 1981; Benga i Holmes, 1984; Gennis, 1989; Devaux, 1992; Les$niak i Porgbska, 1993;
Kumari i inni, 1993; Stryer, 1997; Bernthard i Ellory, 2003].

Model blony komodrkowej, biorgcy pod uwage aspekty zarowno strukturalne, jak i
funkcjonalne zostal stworzony w 1972 roku przez Singera i Nicholsona. Model ten
przedstawia blong¢ biologiczna jako plynna mozaike bialek zanurzonych w dwuwarstwie

lipidowej 1 przylaczonych do niej bialek powierzchniowych.
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Rys. 2.2. Model blony komorkowej [za Dotowy i inni, 2003].

Pozwala on wytlumaczy¢ niektore procesy dynamiczne takie jak: dyfuzja lateralna
(powierzchniowa) lipidow i bialek powierzchniowych, dyfuzja rotacyjna lipidow, ruchy
oscylacyjne tancuchow lipidowych oraz dyfuzja typu ,.flip-flop” (w poprzek blony) lipidow z
jednej monowarstwy do drugiej. Dowiedziono réwniez, ze monowarstwy sa pod wzgledem
sktadu lipidow, niejednorodne. W miarg rozwoju badan nad strukturg biony, model Singera i
Nicholsona byt stopniowo wzbogacany. Odkryto migedzy innymi, Zze na powierzchni blony
istnieja tzw. ,,domeny lipidowe”, czyli grupy lipidow, ktorych lokalne wlasciwosci réznig sig
od wlasciwosci globalnych dwuwarstwy (np. stanem skupienia). Wzbogacenie modelu
.plynnej mozaiki” o koncepcje ksztattu molekularnego czasteczek lipidowych, pozwala
wytlumaczy¢ fakt, tworzenia przez lipidy membranowe nie tylko warstwy dwumolekularnej,
moga one rowniez tworzy¢ struktury nielamelarne np.: odwrécona faz¢ heksagonalng. Kolejna
teoria uzupelniajaca model Singera i Nicholsona jest teoria zgodnosci hydrofobowych,
mowiaca o kooperatywnych oddzialywaniach biatko-lipid, lipid-lipid zwigzanych z
dopasowaniem elementow hydrofobowych czasteczek biatek i lipidow [Gennis, 1989; Kumari
i inni, 1993; Sackmann, 1995; Przestalski, 1988; Langner i Sarapuk, 1997].

Blone biologiczng traktuje si¢ obecnie jako twor dynamiczny, asymetryczny,
niejednorodny zaréwno powierzchniowo jak i przestrzennie. Wszystkie jej sktadniki biorg
udzial w procesach fizjologicznych komorki. Asymetria blony ma swoje odbicie zarowno w
rozmieszczeniu lipidow jak i bialek. Wykazano, ze reszty cukrowe glikoprotein oraz

glikoglicerolipidow znajduja si¢ tylko po zewnetrznej stronie dwuwarstwy lipidowej, a
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wigkszos$¢ bialek enzymatycznych, a takze spektryna po wewnetrznej stronie (cytozolowej).
Faza cieklokrystaliczna, w jakiej znajduje si¢ blona biologiczna w warunkach fizjologicznych,
zapewnia jej skladnikom odpowiednia ruchliwos¢, niezbedna do pelnienia przez nie

okreslonych funkcji w komorce.

I1.1.2. Funkcje blony biologicznej

Blona komérkowa pelni szereg bardzo istotnych i niezbednych dla zycia komorki
funkcji. Podstawowe funkcje odnoszace si¢ do blon biologicznych to:

e funkcja ochronna - pozwalajaca na utrzymanie integralnosci komorki,

e funkcja transportowa - obejmujaca transport czynny i bierny w komorce oraz regulacje
transportu,

e funkcja energetyczna - pozwalajaca na zachodzenie przemian energetycznych w
komorce w tym giownie oddychania i fotosyntezy,

e funkcja elektryczna - pozwalajaca na przekazywanie impulsow elektrycznych,

e funkcja przedzialowa - tworzenie fizycznych granic pomigdzy strukturami komorki, co
pozwala na kontrolg ich skfadu,

e funkcja receptorowa - pozwalajaca na przekazywanie informacji poprzez hormony
oraz tworzenie optymalnego srodowiska dla dzialania niektorych enzymow, pomp
jonowych i receptorow [Benga i Holmes, 1984; Pasternak, 1985; Gennis, 1989;
Bernhardt 1 Ellory, 2003].

Blona komoérkowa stanowi przede wszystkim barier¢ mechaniczng oddzielajaca
komorke od $rodowiska zewngtrznego, a zatem petni funkcje¢ ochronng. Dzigki niej komorka
zachowuje swoja integralno$¢, a jej zniszczenie prowadzi do $mierci komdrki. Blona
komorkowa odpowiada za transport bierny i aktywny substancji (wody, jondéw, pozywienia,
ksenobiotykow itp.) do wnetrza lub na zewnatrz komorki. Blona komdrkowa pelni rowniez
funkcje energetyczng poprzez sterowanie procesami energetycznymi, takimi jak oddychanie
czy fotosynteza, niezbegdnymi w przemianach energetycznych zachodzacych w komoérce, a
tym samym koniecznymi w utrzymywania jej przy zyciu. Jest ona odpowiedzialna réwniez za
generowanie potencjatdbw czynnosciowych i spoczynkowych (np. za wytwarzanie i
przesylanie impulsow nerwowych), petlnigc tym samym funkcje elektryczne. Wewnatrz
komorki blona cytoplazmatyczna oddziela od siebie rozne organelle komorkowe, co
umozliwia jednoczesne zachodzenie wielu roznych, a niejednokrotnie konkurencyjnych

reakcji chemicznych i ma ona takze decydujacy wplyw na ich szybkos¢. Blona biologiczna
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ma wplyw na rozpoznawanie komorek, ich fuzje i podzialy komoérkowe. Ponadto przekazuje
ona rézne informacje, co wigze si¢ z jej funkcja receptorowa, gtownie poprzez odbieranie
bodzcow zewngtrznych i transdukcj¢ sygnaléw hormonalnych. Jest takze zaangazowana w
zjawiska immunologiczne, histogenez¢ 1 agregacj¢ komdrek. Blona cytoplazmatyczna jest
wigc miejscem wielu waznych reakcji chemicznych, w wigkszosci stymulowanych przez

enzymatyczne biatka blonowe.

Rys. 2.3. Zdjecie blony komdrkowej w mikroskopie elektronowym

[http://cellbio.utmb.edu/cellbio/membrane_intro.htm].

I1.2. Blona erytrocytow

I1.2.1. Struktura i funkcje blony erytrocytow

Blony krwinek czerwonych roéznych zwierzat zawieraja od 46 % do 55 % bialek, 35 %
do 45 % lipidow 1 ok. 10 % weglowodanow [Bernhardt 1 Ellory, 2003]. Erytrocyty
poszczegolnych gatunkow zwierzat roznia si¢ w niewielkim stopniu skladem i zawartoscig
procentowsg poszczegdlnych biatek i lipidow w monowarstwach blony, np.: blona erytrocytow
ludzkich sktada si¢ z 41 % lipidow, 52 % bialek i 7 % weglowodanow [Dodge 1 inni, 1963].

Blona erytrocytow roznych gatunkow zwierzat nalezy do najczesciej badanych i jej
struktura jest najlepiej poznana. Podstawowym elementem strukturalnym blony erytrocytu,
podobnie jak wszystkich blon biologicznych, jest dwuwarstwa lipidowa z integralnymi i
powierzchniowymi biatlkami blonowymi. Rozdzial bialek blonowych przy uzyciu
elektroforezy wykazal, ze blona erytrocytu zawiera ponad 100 réznych biatek, w tym ok. 10
najbardziej znaczacych [Bernhardt i Ellory, 2003]. Rodzaj i rozmieszczenie bialek wzgledem
fazy lipidowej zaleza od funkcji, jaka pelniag one w blonie. Do bialek integralnych, ktore

przenikajg dwuwarstwe lipidowa nalezg migdzy innymi: transportowe biatka kanalowe i
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biatka receptorowe. Wiele z tych bialek np.: glikoforyny A, B i C, to glikoproteiny
zawierajagce  tancuchy  oligosacharydowe. Fragmenty zawierajace oligosacharydy
zlokalizowane sa w zewngtrznej warstwie blony biologicznej. Weglowodany polaczone z
biatkami integralnymi i lipidami tworza glikokaliks, ktory otacza komoérke tzw. ,,plaszczem”
o $redniej grubosci ok. 6 nm i jest stabilizowany przez jony i stabe oddzialywania migdzy
cukrami i tancuchami lipidowymi. Znaczaca rolg stabilizujaca odgrywajq w nim réwniez sity
kulombowskie i stopien hydratacji. Glikokaliks rowniez wplywa na wyst¢powanie kanalow
anionowych a takze determinuje ujemny potencjal komorki i czynnik Rh oraz ma wplyw na
ksztatt krwinki [Sikorski i inni, 1993].

Inne biatka integralne takie jak: bialko pasma 3 i glikoforyna C lacza si¢ z biatkami
tworzacymi szKkielet membrany.

Biatka powierzchniowe (peryferyjne), z ktorych wigkszos¢ znajduje si¢ po stronie
cytoplazmatycznej blony erytrocytu, to biatka enzymatyczne i bialka strukturalne wchodzace
w sktad cytoszkieletu komorki. Biatkami cytoszkieletowymi sa migdzy innymi: spektryna « i
B, aktyna, ankiryna, tropomiozyna, miozyna, biatko 4.1 i adducyna, laczaca spektryng z
aktyng. Spektryna i aktyna stabilizowane przez pozostale biatka tworza sie¢ cytoszkieletu i
lacza sie poprzez bialko 4.1 z integralnym biatkiem pasma 3 i glikoforyng w uktad zwany
szkieletem komoérkowym lub blonowym [Bernhardt i Ellory, 2003; Teti i inni, 2002].

Szkielet blonowy erytrocytow nalezy do najlepiej poznanych szkieletow blonowych
komorek [Baumeister i inni, 1981; Sheetz i Dai, 1996], peini on wiele waznych funkcji, do
ktorych naleza m. in.:

- zapewnienie odpowiednich wlasciwosci mechanicznych krwinki,

- utrzymanie integralnosci blony,

- regulacja ruchliwosci 1 rozmieszczenia bialek,

- udzial w utrzymaniu asymetrii lipidow blonowych.

Uklad sktadnikow i wewnetrzna organizacja blony erytrocytu jest przedstawiona na rys.

24.
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Rys.2.4. Schematyczna struktura blony ludzkich erytrocytéw. Srednia grubosé glikokaliks
wynosi ok. 6 nm — w pojedynczych miejscach moze dochodzi¢ do 15 nm. Grubos¢ dwuwarstwy
lipidowej wynosi ok. 4 nm. Przyblizong grubo$¢ szkieletu oszacowano na 20-30 nm, w sklad
ktorego wchodza: spektryna (1,2), aktyna (5), bialka biegunowe (6). biatko pasma 3 (3),
glikoforyna C, biatka integralne (4.5), ankiryna (2.1) oraz biatka 4.1 i 4.2 [Bernhardt i Ellory,
2003].

Lipidy zawarte w blonie erytrocytéw mozna podzieli¢ na trzy grupy [Bernhardt, Ellory;
2003]: lipidy neutralne (25,2 %) oraz lipidy polarne: fosfolipidy (62,7 %) i glikolipidy (ok.12
%). Lipidem neutralnym jest gtéwnie cholesterol [Gregg i Reithmeier, 1983; Parasassi i inni
1994, 1995]. Fosfolipidy dziela si¢ na: fosfosfingolipidy, do ktérych nalezy 26 %
sfingomieliny (SM) oraz glicerofosfolipidy, do ktérych naleza: fosfatydylocholina (PC) - 30
%, fosfatydyloetanolamina (PE) - 27 % i fosfatydyloseryna (PS) - 13 %, a takze kilka
mniejszych frakcji: kwas fosfatydowy, lizo-PC, fosfatydyloinozytol (PI) - jedno i
dwufosfonowy [Kuypers i inni, 1985]. Glikolipidy pelnia bardzo wazne funkcje w blonie
erytrocytow, gdyz ich fragmenty oligosacharydowe wspdttworza grupy krwi. Btona
erytrocytéw ludzkich zawiera: 20 % cholesterolu, 20 % PC, 18 % PE, 7 % PS, 3 % PL18 %
SM, 3 % glikolipidow a 11 % stanowig inne lipidy.

W blonie erytrocytu utrzymywana jest asymetria lipidowa [Devaux, 1991, 1992], ktora
zwigzana jest z roznymi funkcjami lipidow. Fosfatydyloseryna i fosfatydyloinozytol
zlokalizowane sg tylko w wewngtrznej monowarstwie, za$ glikolipidy znajdujq si¢ tylko w
zewnetrznej monowarstwie. Fosfatydylocholina i sfingomielina wystepuja przede wszystkim
w monowarstwie zewngtrznej, natomiast fosfatydyloetanoloamina glownie w wewngtrznej
monowarstwie lipidowej. Taki rozklad lipidow wiaze si¢ z réznymi ich funkcjami, jakie

pelnia w kontaktujacej si¢ ze sSrodowiskiem warstwie zewngtrznej, oraz w warstwie
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wewnetrznej stykajacej si¢ z cytoplazma. Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidow w
dwuwarstwie erytrocytow ludzkich jest utrzymywane poprzez odpowiednie mechanizmy
aktywne i bierne, w ktorych wazna role odgrywajq biatka enzymatyczne fosfolipaza A i
sfingomelinazy. Asymetria dotyczy wigce zardwno rodzaju lipidu, jak rowniez zawartosci
procentowej lipidow w danej monowarstwie (Rys.2.5) [Pasternak, 1995; Schneider i
inni,1986; Haest i inni, 1997; Schwarz i inni, 1999 a; Pomorski i inni, 2001; Devaux, 1988,
2000; Devaux i inni, 2002].

zewnetrzna monowarstwa

PC PE SM GL Cholesterol

Biatko
PC PE SM| PS Pl Cholesterol

wewnetrzna monowarstwa

Rys.2.5. Rozklad lipidow i bialek w blonie erytrocytow ludzkich [Bernhardt i Ellory, 2003].

Kwasy tluszczowe w fosfolipidach roznia si¢ gléwkami polarnymi, dlugosciami
fancuchow weglowodorowych, ich nasyceniem oraz pozycja glicerolu. W zwigzku z tym
wyrozniamy ponad 400 rodzajow lipidéow rézniacych si¢ struktura, geometrig 1 gestoscig
fadunkow oraz ruchliwoscia lateralna, transwersalna i rotacyjng [Schroit, 1991].

Sktad lipidowy membrany erytrocytoéw jest raczej stabilny, gdyz erytrocyty z natury nie
syntetyzujg fosfolipidow. Duze znaczenie w funkcjonowaniu blony erytrocytow majg tez
mikrodomeny lipidowe tworzace si¢ w poblizu integralnych biatek blonowych [Bandorowicz-
Pikula, 1995; Putaski, 1995; Iglic i inni, 1996; Edidin, 1997; Gallet i inni, 1999].

Skiad lipidowy blony erytrocytow jest rozny u réznych gatunkow ssakow. Erytrocyty
réznych gatunkow roznig si¢ skladem lipidow, np.: erytrocyty myszy i szczuréw maja wysoka
zawarto$¢ PC (42-45 %) a niska zawarto$¢ SM (12 %) zas$ erytrocyty przezuwaczy, takich jak
owce czy woly, maja niska zawartos¢ PC (0-4 %) a wysoka zawarto$¢ SM (47-50 %) [Weng i
inni, 1996].

14



monowarstwa wewnetrzna

407 - 40
mysz matpa rowar
3 szczur cztowiek 30

207 r20

107

107

% catkowitej ilosci lipidow
o

201

307 e s 30
monowarstwa zewnetrzna

Rys. 2.6. Asymetria lipidow w erytrocytach réznych ssakow [Bernhardt i Ellory, 2003].

Blona erytrocytow czlowieka, pod wzgledem sktadu lipidow, jest najbardziej zblizona
do blony erytrocytoéw $wini, co przedstawia tab.2.1. [Szwarocka 1 Jozwiak, 1999; Ziegler i

inni, 2004; Vranic-Mandusic 1 inni, 2004].

Tab.2.1. Zawartos¢ procentowa lipidow w blonach erytrocytow swini i czlowieka. Chol-
cholestrerol, PC-fosfatydylocholina, SM-sfingomielina, PE-fosfatydyloetanoloamina, PS-
fosfatydyloseryna, Pl-fosfatydyloinozytol, PA-kwas fosfatydowy, LizoPC-
lizofosfatydylocholina, GSL-glikosfingolipidy [Deuticke, 1977].

Lipid Swinia Czlowiek
Chol 26,8 26,0

PC 13,9 17,5

SM 15,8 16,0

PE 17,7 16,6

PS 10,6 7.9

PI 1,1 1,2

PA <0,2 0,6
LizoPC 0,5 0,9

GSL 13,4 11,0
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I1.2.2. Blona erytrocytow jako model blony biologicznej

Erytrocyty od dawna sa wykorzystywane w badaniach blon biologicznych z uwagi na
tatwos¢ ich uzyskania oraz dobrze poznang budowg, pozwalajaca na analize sktadu i struktury
komorki oraz mozliwos¢ opisu wlasnosci mechanicznych i transportowych blon. Komérki
erytrocytow nie maja organelli komodrkowych, a wigc jedyng ich blong jest blona
cytoplazmatyczna. Praktycznie cala zawarto$¢ cytoplazmatyczng tych komoérek mozna usunaé
na drodze kontrolowanej hemolizy osmotycznej, dzigki ktorej z komorki wyplywa jej
zawarto$¢ wraz z hemoglobing. Powstajagca blona komdrkowa wypelniona plynem
fizjologicznym nazywana jest cieniem erytrocytu. Komorki erytrocytow sg intensywnie
badane, ze wzgledu na ich wazne funkcje biologiczne i wrazliwo$¢ na wiele procesow
chorobowych, a ze wzgledu na tatwos$¢ ich uzyskiwania i stosunkowo dlugi okres zycia,
wykorzystywane sg cze¢sto w badaniach in vitro jako komorki modelowe. Badania
prowadzone na krwinkach czerwonych umozliwily zebranie znacznej ilosci informacji
popartych doswiadczalnie, w tym takze dotyczacych asymetrii funkcjonalnej i strukturalne;j
blony plazmatycznej. Szereg prac prowadzonych na erytrocytach dotyczy wplywu czynnikow
fizykochemicznych na te komorki, a w szezegolnosci na whasciwoscei 1 funkcje blony
erytrocytow, traktowanej jako model blony biologicznej [Akahroni i inni, 1999; Andrade i
inni, 2004; Bazzoni i Rasia, 2001; Bukowska i inni, 2000; Bukowska, 2004; Deuticke, 1977;
Iglic i inni, 2004; Kleszczynska i inni, 1998, 2000 a, b, ¢, 2003; Klingen, 2002; Komorowska i
inni, 2002; Moore i inni, 1999; Repina i inni, 2004; Gwozdzinski, 1995; Schrier i inni, 1992;
Suwalsky i inni, 1996, 2000 a, b, 2003, 2004].

Badania prowadzone na erytrocytach sg zroédlem informacji zarowno o zmianach w
strukturze blony biologicznej, jak i dotyczacych proceséw w niej zachodzacych. Sa to m.in
badania:

e plynnoéci blony,

e toksycznosci zwiazkow biologicznie aktywnych,

e transportu biernego i aktywnego roéznych substancji przez blony,

e zmiany ksztatltu komoérek wywolane przez ksenobiotyki,

e aktywnosci zwiazkow powierzchniowo czynnych w zaleznosci od ich struktury.

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach blong erytrocytu traktowano zaréwno jako
przyklad, jak i model blony biologicznej.

Zwiazki biologicznie aktywne oddzialujace z blong erytrocytow, w zaleznosci od
struktury, moga wywiera¢ na nig wplyw niszczacy badz ochronny.

16



W Katedrze Fizyki i Biofizyki AR we Wrocltawiu od wielu lat prowadzone sa
intensywne badania nad wplywem zwigzkéw biologicznie aktywnych na blony erytrocytow,
czarne blony lipidowe, blony liposoméw oraz glonéw. Badania te maja na celu okreslenie
toksycznosci badanych substancji i1 wyjasnienie molekularnego mechanizmu ich
oddziatywania z blong biologiczna. Badania te dotycza gléwnie takich zwiazkow jak:
v' pestycydy [Kuczera i inni, 1982; Sarapuk i inni, 2000 a, b; Bonarska i inni, 2003 a];
v" surfaktanty [Przestalski i inni, 1993; Kleszczynska i inni, 2000 a, b, ¢; 2003];
v’ antyoksydanty [Gabrielska i inni, 1995, 1997, 2005; Kleszczynska i inni, 1998 a, b;
Przestalski i inni, 1996];

v' organiczne zwiazki cyny i olowiu [Kuczera i inni, 1997; Przestalski i inni, 1997;
Kleszczynska i inni, 1999];

v zwiazki lizosomotropowe [Kleszczynska i inni, 1997, 1998 ¢; Lachowicz i inni,
1997]

v' zwiazki organiczne fosforu [Trela i inni, 2001; Bonarska i inni, 2002; Sarapuk i inni,
2003]

v' naturalne oligosacharydy [Pawlaczyk i inni, 2003]

Dotychczasowe wyniki aktywnosci biologicznej wyzej wymienionych zwigzkow
uzyskane w testach na blonach modelowych i biologicznych sg zgodne z wynikami
uzyskanymi na innych uktadach biologicznych - glonach, grzybach, roslinach wyzszych. Stad

wynika, ze prowadzone badania nalezy traktowaé jako podstawowe i w pelni uzasadnione.

I1.3. Zmiana parametrow fizycznych blony erytrocytow pod wplywem

zwigzkow biologicznie aktywnych.

I1.3.1. Podatnos¢é na hemolize¢ i opornos¢ osmotyczna

Wzrost przepuszczalnosdci blony komérkowej erytrocytow w wyniku dziatania réznych
substancji prowadzi do wyplynigcia skladnikow komoérki wraz z hemoglobina, w procesie
zwanym hemoliza. W warunkach fizjologicznych blona krwinki czerwonej jest
nieprzepuszczalna dla hemoglobiny, natomiast w réznym stopniu przepuszcza jony sodu,
potasu, chloru, ktore wraz z hemoglobing traktowane sg jako osmotycznie czynne skladniki
cytoplazmy krwinek czerwonych.

Wyrézniamy rézne rodzaje hemolizy, uwzgledniajace rodzaj czynnikow, ktore ja

wywotuja. Hemoliza indukowana zwigzkami biologicznie czynnymi, hemoliza osmotyczna,
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mechaniczna, cieplna, elektryczna, hemoliza wywotana promieniowaniem np.: jonizujacym
czy S$wietlnym, hemoliza wywolana zaburzeniami strukturalnymi hemoglobiny, badZ
zmianami w metabolizmie krwinek czerwonych w stanach patologicznych, jak rowniez
autohemoliza.

Hemoliza osmotyczna, wywolana jest rdznicq stgzen okreslonej substancji wewnatrz i
na zewnatrz erytrocytu. Ma ona miejsce np. po umieszczeniu erytrocytdéw w hipotonicznych
roztworach chlorku sodowego, w ktorych st¢zenie chlorku sodu jest nizsze niz w komorce.
Hemoliza ta moze by¢ procesem nieodwracalnym, polegajacym na wyplywie hemoglobiny w
wyniku trwalego uszkodzenia struktury blony, lub moze przebiega¢ w sposéb kontrolowany i
odwracalny. Hemoliz¢ odwracalna wykorzystuje si¢ przy preparacji cieni erytrocytow. W
procesie tym wskutek kontrolowanego szoku osmotycznego wzrasta przepuszczalnos¢ blony
erytrocytow w takim stopniu, ze z komorki wyplywa hemoglobina, a nastgpnie w
odpowiednich warunkach blona odzyskuje swoje wihasciwosci transportowe [Dodge i inni,
1963]. Hemoliza osmotyczna stosowana jest przez wielu autorow jako metoda do badania
trwalosci struktury blony biologicznej i szybkosci przenikania przez nig réznych substancji
[Good i Rose, 1968; Mosior i Gomulkiewicz, 1989; Schrier i inni, 1992; Bialas i inni, 2001;
Bogner 1 inni, 2002; Andrade i inni, 2004].

Hemoliza mechaniczna wywolana jest urazami mechanicznymi, w tym takze zbyt
wysokim cisnieniem zewnetrznym, wystgpujacym np. przy transfuzji krwi [Hansen i inni,
1998]. Bodzcem hemolizy cieplnej jest zmiana temperatury [Repina, 2004]. Hemoliza
elektryczna wywolana jest zewngtrznym polem elektrycznym [Zimmermann 1 inni, 1976;
Song i inni, 1993]. W czasie przechowywania erytrocytdw ma miejsce autohemoliza
[Pawelski, 1977]. Czynnikiem odpowiedzialnym za hemolizg jest takze promieniowanie
elektromagnetyczne np. Swietlne lub jadrowe [Bolodon i inni, 1994; Kaestner, 2004,
Gordiyenko 1 inni, 2004]. Jak wykazaly badania, przyczyng tej hemolizy jest uszkodzenie
blony erytrocytéw przez reaktywne formy tlenu, nadtlenki, wtorne wolne rodniki zwiazkoéw
organicznych, jak réwniez produkty peroksydacji lipidow blony komdrkowej [Silva, 2000;
Fumiyoshi i inni, 2004, Bukowska 1 Kowalska, 2004]. Hemoliza moze by¢ wywolana przez
niektore skladniki pozywienia oraz zmiany patologiczne erytrocytow w chorobach uktadu
krwionosnego jak.: talasemia i anemia sierpowata [Bartosz, 2003; Stryer, 1997].

Proces hemolizy moze by¢ wywolany réznego rodzaju substancjami biologicznie
aktywnymi, takimi jak: leki, toksyny, pestycydy, inne surfaktanty oraz lipidy, ktore
wbudowuja si¢ do blony erytrocytow i zmniejszaja oddzialywania migdzy jej sktadnikami
[Akahroni 1 inni, 1999; Bazzoni 1 Rasia, 2001; Bonarska i inni, 2002, 2003 a, b; Bryszewska 1
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inni, 1991; Bukowska i inni, 1998, 2000, 2003; Danieluk i inni, 1998; Duchnowicz i inni,
2002, 2003; Marczak i inni, 2004, Silva i inni, 2000, Suwalsky i inni, 1996, 1998 a, b, 1999,
2000, 2001, 2003]. Liczne badania wykazaly, ze w szczegolnosci amfifilowe zwigzki
biologicznie aktywne charakteryzujq si¢ wihasciwosciami litycznymi [Kleszczynska i inni,
2001 a, b, ¢, 2003]. Mechanizm oddzialywania tych substancji z blong erytrocytow nie jest do
konca poznany, rozwaza si¢ wiele procesdw, ktére mogg potencjalnie by¢ przyczyna
hemolizy, spowodowanych obecnoscia zwigzkéw amfifilowych w blonie. Substancje te moga
zmienia¢ wlasciwosci transportowe blony (np. zaburzaé¢ transport jonéw sodu i potasu) oraz
ksztalt erytrocytow [Deuticke, 1968; Sheetz i Singer, 1974, Sheetz i Dai, 1996; Hagerstrand i
Isomaa, 1992]. W prezentowanej pracy wykorzystano hemolize¢ indukowang zwigzkami
organicznymi fosforu do okreslenia ich toksycznosci hemolitycznej oraz podatnosci
hemolitycznej erytrocytow, jak réwniez hemoliz¢ osmotyczng w celu okreslenia opornosci

osmotycznej krwinek.

I1.3.2. Plynnos¢ blony erytrocytow

Jedna z wazniejszych wlasciwosci blony komodrkowej jest jej plynnosé, czyli
uporzadkowanie lub ruchliwos$¢ jej skladnikow. Plynnos$¢ blony ma wplyw na rdézne
parametry fizyczne i funkcje komoérek. W przypadku komorek erytrocytow od plynnosci
blony zalezy ich odksztatcalnos¢, aktywnos¢é enzymow i receptoréw blonowych, dyfuzja tlenu
oraz transport substancji przez btong erytrocytu. Zatem plynnos¢ blony ma decydujacy wpltyw
na stan fizjologiczny krwinki czerwonej, a utrzymanie okreslonej ptynnosci blony jest jedng z
najwazniejszych funkcji zyciowych komorki [Deuticke, 1977; Shinitzky 1 Barenholtz, 1978;
Lakowicz, 1999].

Plynno$¢ blony definiuje si¢ jako odwrotno$¢ mikrolepkosci blony i1 okresla ona
ruchliwosé czasteczek fosfolipidow w dwuwarstwie lipidowej blony (ang. lipid chain
mobility, lipid chain flexibility). Ruchy czasteczek lipidowych w blonach obejmujq bardzo
szeroki zakres czasowy - od rotacji calych molekul lipidow i oscylacji ich tancuchow
weglowodorowych zachodzacych w czasie 107%, wolniejsza jest dyfuzja lateralna wzdluz
blony (10°s), a takze w poprzek (migdzy warstwami) blony typu flip-flop, ktore trwa nieraz
nawet kilka dni. Plynno$¢ blony mozna zbada¢ na podstawie ruchliwosci czasteczek
znacznika wprowadzonego do blony, ktora zalezy zaréwno od rozmiarow i ksztattu

poruszajacej si¢ w blonie molekuly, jak i od oporu stawianego przez jej otoczenie.
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Na plynnos¢ blony maja wplyw: temperatura, oddziatywania lipid-lipid, lipid-biatko,
dhugos¢ oraz stopien nienasycenia lancuchow alkilowych lipidow, sklad lipidowy blony. W
miar¢ wnikania w glab dwuwarstwy lipidowej uporzadkowanie tancuchow maleje, zas rosnie
ich ruchliwo$¢ [Shinitzky i Barenholz, 1978; Loew, 1988]. Wykazano, ze rdzna jest ptynnosé
monowarstwy zewnetrznej 1 wewngetrznej dwuwarstwy lipidowej, co wiaze si¢ z asymetrig
obu warstw lipidowych, w ktorej istotng role odgrywa stosunek molowy sfingomieliny do
fosfatydylocholiny [Obsil i inni, 1999]. Stwierdzono, ze w monowarstwie wewngtrznej, w
ktorej dominujg fosfolipidy o krétszych 1 bardziej nienasyconych tlancuchach
weglowodorowych, plynnos¢ jest wigksza niz monowarstwy zewnetrznej. Roznice w
plynnosci blony wystgpuja takze w plaszczyznie blony, co jak si¢ uwaza, jest wynikiem
istniejace) asymetrii lateralnej w obszarach domenowych [Lentz, 1989, 1993]. Bialka bltonowe
rowniez maja wplyw na wzrost mikrolepkosci, szczegélnie w blonach o niskim stosunku
cholesterolu do fosfolipidow. W fazie cieklokrystalicznej wzrost zawartosci cholesterolu w
stosunku do fosfolipidow powoduje zwigkszenie mikrolepkosci blony (zmniejszenie
plynnosci), natomiast w stanie zelu wzrost cholesterolu wzglgdem fosfolipidow powoduje
zwigkszenie plynnosci blony. Mikrolepkos$¢ blony zalezy réwniez od stopnia nienasycenia i
dlugoscei tancuchow weglowodorowych fosfolipidéw w taki sposob, ze im wigkszy jest
stopien nienasycenia, tym wigksza plynnos¢. W warunkach fizjologicznych blona jest
najczesciej w stanie cieklokrystalicznym, lecz wzrost temperatury otoczenia wplywa na
wzrost jej ptynnosci.

Metody fluorymetryczne shuza do badania wlasciwosci blony komoérkowej. Za pomocg
tych metod badane sa migdzy innymi nast¢pujace wilasciwosci blon komorkowych:
ruchliwos$¢ rotacyjna lipidow i bialek, przejscia fazowe lipidow blonowych, mikrolepkosé
wewngetrznych obszaréw blony oraz ruchliwos¢ lateralna biatek i lipidow, potencjal blonowy i
powierzchniowy, agregacja bialek, asymetria blony. Do pomiaréw tych wlasciwosci
wykorzystuje si¢ szereg znacznikoéw fluorescencyjnych. Do badania przejs¢ wykorzystuje si¢
depolaryzacj¢ fluorescencji, zas do badania potencjalow blonowych wykorzystywane sa
znaczniki wrazliwe na zmiang potencjatu.

W prezentowanej pracy badania plynnosci blony wykonano poprzez pomiar dyfuzji
rotacyjnej wprowadzonych do blony znacznikow fluorescencyjnych [Lakowicz, 1999;
Campbell i Dwek, 1984; Lentz, 1988]. Metoda ta dostarcza informacji dotyczacych plynnosci
blony i stanu uporzadkowania dwuwarstwy lipidowej. Jest to metoda czula na zmiany

plynnosci blony, co ma duze znaczenie m.in. w badaniach klinicznych.
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W badaniach fluorymetrycznych mikrolepko$é blon, okresla si¢ m.in. na podstawie
ruchow rotacyjnych wprowadzonych do blony znacznikéw (sond fluorescencyjnych) poprzez
porownanie z ruchami rotacyjnymi tych znacznikdw w olejach o znanej lepkosci. Znaczniki
fluorescencyjne wigza si¢ z blonami kowalencyjnie lub niekowalencyjnie. W zaleznosci od
rodzaju wigzania ze sktadnikami blony, znaczniki fluorescencyjne wbudowujg si¢ do blony na
okreslonej giebokosci, badZ wykazuja ciagla ruchliwos¢. Sondy polarne, posiadajace zdolnosé
wigzana si¢ z czescig hydrofilowa monowarstwy, pozostaja na okreslonej giebokosci blony, a
grupy fluoryzujace w czasteczce sondy daja z tego obszaru sygnal fluorescencyjny. Sondy
niepolarne natomiast nie wiazq si¢ na stale, lecz poruszaja si¢ w czg¢sci hydrofobowej blony 1
mogg tez dyfundowaé z jednej monowarstwy do drugiej. W zwigzku z tym jedne znaczniki
reagujga na zmiany zachodzace w glebi blony, tj. na réznej glgbokosci w obszarze fancuchow
weglowodorowych, a inne na zmiany powierzchniowe. Czasteczki fosfolipidow blonowych
mozna podzieli¢ na cztery strefy (rys. 2 7): glowki polarne (strefa I), reszta glicerolowa (strefa
IT), tancuchy kwasow tluszczowych (strefa III) i ich koncowe grupy metylowe (strefa IV).
Strefy te moga by¢ pomocne do okreslenia lokalizacji znacznikéw fluorescencyjnych.
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Rys.2.7. Struktura czasteczek fosfolipidow bfonowych.

Zjawiska fizyczne zachodzace w czasteczce znacznika po pochlonigeiu przez nig
kwantu $wiatla pozwalaja okresli¢ zwiazek migdzy struktura otoczenia znacznika. a
parametrami jego fluorescencji. Znaczniki fluorescencyjne posiadaja w swojej czasteczce
fluoryzujacy chromofor, dla ktorego charakterystyczne sa dlugosci fal wzbudzenia Ay i emisji
Aem- PO pochionigciu kwantu $wiatla w czasteczce fluoroforu zachodza zmiany, w wyniku
ktorych znacznik przechodzi w stan wzbudzony, trwajacy ok. 10"° s, podczas ktorego
nastepujg zmiany gestosci elektronowej w obrebie czasteczki i czasteczka zmienia nieco swa
konfiguracje. Cze$¢ energii pochlonigtego kwantu AE zuzywana jest na zmiany
wewnatrzcezasteczkowe, a czg$¢ oddawana rozpuszczalnikowi. W wyniku utraty czgsci

pochlonigtej energii dlugos¢ fali odpowiadajaca maksimum fluorescencji Aem przesuwa sig¢ w

21



strong fal dluzszych, w poréwnaniu z dlugoscig fali odpowiadajacej maksimum pochtaniania
hex. Jest to tzw. przesunigcie stokesowskie:

AE=hv, —hv

o =hc(l/A,-1/1,)

gdzie:

Vex- czestotliwosé fali pochtanianej (wzbudzajacej),

Vem - Czgstotliwos¢ fali emisji (fluorescencji),

h - stata Plancka.

Dhugosci fali odpowiadajace maksimum pochlaniania i fluorescencji zaleza silnie od
polarnosci srodowiska, w ktorym znajduje si¢ znacznik.

Drogi powrotu czgsteczki ze stanow wzbudzonych do stanu podstawowego obrazujg
tzw. diagramy Jablonskiego, wybitnego fizyka polskiego, ktory pierwszy zastosowal je do

opisu réznych widm emisyjnych [Jablonski, 1935; Lakowicz, 1999]
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Rys.2.8. Diagram Jablonskiego stanéw energetycznych czasteczki. Oznaczenia na rysunku: kw
— konwersja wewnetrzna, pi — przejscie interkombinacyjne, fl — fluorescencja, fo —
fosforescencja, S — sekwencja stanow singletowych, T — sekwencja stanow tripletowych. Linie
ciagle faczace rozne stany odpowiadaja przejSciom promienistym, linie faliste - procesom

bezpromienistym.

Catkowite prawdopodobienstwo przejscia czasteczki ze stanu wzbudzonego do stanu
podstawowego wynosi 1 i jest sumg prawdopodobienstw wszystkich procesow, w wyniku

ktorych czasteczka moze powrdci¢ do stanu podstawowego. Wzbudzony uklad dazy do
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przyjecia najbardziej stabilnego stanu i realizuje to najszybszg mozliwa droga. Do opisu
procesow czg¢sto stosuje si¢ wielkos¢ zwana stalg szybkosci np.: jesli proces dezaktywacii
odbywa si¢ na drodze fluorescencji ze stala szybkoscia ki jego przebieg mozna zapisaé
schematycznie:

A*—Y s A+ hv

gdzie A* i A oznaczaja czasteczk¢ w stanie wzbudzonym i podstawowym, a hv jest
kwantem wyemitowanej fluorescencji.

Sredni czas przebywania czasteczki w stanie wzbudzonym (czas Zycia stanu
wzbudzonego) jest uwarunkowany kilkoma czynnikami. Przejscia o r6znej multipletowosci
(np. z Ty do Sp) sq formalnie zabronione, dlatego sa mniej prawdopodobne i wigzg si¢ z
dluzszym czasem zycia stanu wzbudzonego czasteczek. Poniewaz stan singletowy (Sy) jest
stanem podstawowym wigkszosci znanych molekul, dlatego wzbudzony stan trypletowy ma
najczesciej dtuzszy czas zycia, niz wzbudzony stan singletowy. Na najnizszym wzbudzonym
poziomie singletowym czasteczka moze przebywaé okolo 10® s. Czas zycia najnizszego
wzbudzonego stanu trypletowego jest rzedu 10 s, istnieja jednak czasteczki, dla ktorych
wynosi on 1 sekund¢ lub wigcej. Obserwujemy to jako roznice w dlugosciach $rednich
czasOw zaniku emisji spontanicznej Swiatlta dla fosforescencji i fluorescencji. Szybkos¢
zachodzenia danego procesu zalezy réwniez od roéznic energetycznych pomigdzy poziomami.
Konwersja wewngtrzna z wyzszych singletowych stanéw wzbudzonych S, do pierwszego
stanu wzbudzonego S;, a takze mig¢dzy stanami trypletowymi T, 1 T; jest ze wzgledu na
zageszczenie pozioméw energetycznych procesem bardzo szybkim (10''-10" s™). Konwersja
wewnetrzna ze stanu S; i przejscie interkombinacyjne ze stanu T, sa duzo wolniejsze. Jesli
przejscie interkombinacyjne ze stanu S do T, zachodzi pomigdzy stanami o podobnej energii,

pomimo zakazu spinowego jego stala szybkosci jest rzedu 107-10"" s' i moze ono

konkurowa¢ z procesem fluorescencji (10° 107 ),

Sondy fluorescencyjne

W prezentowanej pracy wykorzystano znaczniki fluorescencyjne, ktére czgsto stosuje
si¢ w badaniach ptynnosci bton. Naleza do nich sondy: DPH zastosowany po raz pierwszy
przez Shinitzky’ego i Barenholza (1978) i jego pochodne TMA-DPH i TMAP- DPH, bedace
kationowymi analogami DPH, wprowadzone do badan kilka lat p6zniej [Kitagawa i inni,
1991; Dumas i inni, 1997] oraz sonda Laurdan, ktéra byta zastosowana po raz pierwszy przez
Wezera i Farissa w 1979 i wykorzystywna tez przez innych autoréw [Parasassi i inni, 1994;

Haugland, 2002].
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DPH (1,6 - difenylo - 1,3.5 - heksatrien) jest szeroko stosowany jako znacznik do badan
plynnosci fazy lipidowej w blonach, lipoproteidach i1 pgcherzykach lipidowych [Kaiser i
London, 1998; Obsil i inni, 1999; Suwalsky i1 inni, 1996, 1997, 1999, 2000 a i b, 2002;
Lakowicz,1999]. DPH jest znacznikiem hydrofobowym, nieposiadajacym tadunku i jest
zorientowany w blonie malo specyficznie, gdyz nie wiaze si¢ na stale ze skltadnikami blony.
Ze wzgledu na swdj hydrofobowy charakter, sonda DPH lokalizuje si¢ gtownie w blonie na
poziomie koncowych czgéci tancuchéw weglowodorowych (strefa Il 1 IV). Moze ona, oprocz
rownoleglego polozenia wzgledem tancuchow weglowodorowych, przyjmowaé inne
polozenie w $rodku dwuwarstwy lipidowej, np. rownolegle do powierzchni blony. Badania
NMR dla fragmentu lancuchéw acylowych zwigzanych z weglami od 10 do 12 wskazuja, ze
prawdopodobnie gléwnie na tym poziomie lokalizuje si¢ czasteczka DPH. Jednakze kwestia
jej lokalizacji w blonach pozostaje otwarta [Michalak, 1996].

Trimetyloaminowym, kationowym analogiem sondy DPH jest sonda TMA-DPH, za$
trojmetyloaminopropylowym analogiem jest sonda TMAP-DPH. Obecno$¢ tadunku w
czasteczce powoduje zwiazanie si¢ sondy z czescia polarna blony oraz jej réwnolegle
ustawienie wzgledem osi czasteczek lipidowych. Czgs$¢ polarna sondy TMA-DPH lokalizuje
si¢ na poziomie glowek polarnych, zas cz¢$¢ hydrofobowa na poziomie reszty glicerolowe;j i
pierwszych wegli tancuchow alkilowych, zas sonda TMAP-DPH nieco glebiej (strefa I, II 1
III) [Lakowicz,1999]. Czasy zycia znacznikéw TMA-DPH i TMAP-DPH sa w wigkszym
stopniu wrazliwe na zmiany skladu lipidowego blony i temperatur¢ niz DPH [Kaiser i
London, 1998; Obsil i inni, 1999].

Znacznik fluorescencyjny Laurdan (2-dimetyloamino-6-laurylonaftalen) wykazuje
spektralng wrazliwos¢ na zmiany stanu fazowego dwuwarstwy lipidowej. Wiaze si¢ z blong
poprzez fragment kwasu laurowego, a jego fluoryzujaca reszta naftalenowa jest zlokalizowana
w poblizu glicerolowego fragmentu czasteczki lipidu [Parasassi i inni, 1994; Michalak, 1996].
Widma emisji fluorescencji Laurdanu sa zalezne od fazy (zelu lub cieklokrystalicznej), w
ktérych moze znajdowac si¢ btona. Przy przejsciu fazowym lipidow ze stanu zelu do stanu
cieklokrystalicznego obserwuje si¢ przesunigcie emisji Laurdanu o 50 nm w strong fal
dhuzszych odpowiadajacych barwie czerwonej (440 nm do 490 nm). To pasmo emisji
(czerwone) z maksimum przy 490 nm jest najbardziej intensywne w fazie zelu [Parasassi i
inni, 1995]. Drugie istniejace pasmo wzbudzenia jest przesunigte w strong¢ dlugosci fal
odpowiadajacych barwie niebieskiej z maksimum przy 350 nm. Pasmo to (niebieskie) ma
najwigksze natezenie w fazie cieklokrystalicznej. Te wlasciwosci Laurdanu zalezg od

szybkosci relaksac)i dipolowej i polarnosci otoczenia. Spektralne wlasciwosci wzbudzenia i
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emisji Laurdanu wykorzystano m.in. do monitorowania wptywu cholesterolu na hydratacje¢
dwuwarstwy 1 molekularng dynamike fosfolipidéw [Hendrich i inni, 2001, Krasnowska i inni,

2001, Harris 1 inni, 2002; Suwalsky i inni 2003, 2004].
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Rys. 2.9. Sondy fluorescencyjne DPH, TMA-DPH, TMAP-DPH i Laurdan oraz ich

prawdopodobna lokalizacja w blonie lipidowej [Dumas i inni, 1997].

Metody fluorymetryczne sg szeroko stosowane w roznych dziedzinach nauki, miedzy
innymi do badan klinicznych. Liczne badania wykazaly, ze w stanach patologicznych u ludzi
zmienia si¢ ptynnos$é btony krwinek czerwonych. Blony erytrocytéw np. u ludzi chorych na
cukrzyce insulinozalezng, badane metoda polaryzacji fluorescencji sond DPH i TMA-DPH,
wykazaly podwyzszong warto$¢ mikrolepkosci w stosunku do ludzi zdrowych [Bryszewska,
Leyko, 1983]. Zmiany plynnosci blony erytrocytow byly rowniez obserwowane w przypadku
dystrofii miotonicznej. Badano zmiany mikrolepkosci blon fibroblastow uztosliwionych in
vitro, oraz pobranych od ludzi chorych na chorob¢ Huntingtona. Obserwowano takze
korelacj¢ pomigdzy ptynnoscig blony ludzkich komorek biataczkowych a ostroscia choroby.
Zbadano réwniez wzrost ptynnosci blon erytrocytow u pacjentéw po transplantacji nerek i w
komorkach migsnia sercowego szczurow pod wplywem podawanych lekow. Przy uzyciu
sondy Laurdan wykazano zmiany plynnosci w blonie komdrkowej plemnikow u pacjentow
cierpiacych na bezptodnos$¢ [Bryszewska i inni, 1983; Vareesangthip i inni, 2001; Leifert i
inni, 2000; Ambrosini i inni, 2001]. Znacznik ten poshuzyl rowniez do obrazowania wiokien

aorty w mikroskopii dwufotonowej [Parasassi, 2000]. Prowadzone sa tez liczne eksperymenty,
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z zastosowaniem wyzej wymienionych sond, nad wplywem innych czynnikéw na pltynnosé
blon erytrocytow, w tym lekow i substancji biologicznie aktywnych [Lentz, 1993; Blasiak,

1995; Akahroni, 1999; Zavodnik i inni, 2001; Videira i inni, 2001; Marczak i inni, 2004].

Sposob wyznaczania polaryzacji i anizotropii fluorescencji

W metodzie spektroskopii fluorescencyjnej wykorzystano procesy absorpcji i emisji
promieniowania elektromagnetycznego przy zastosowaniu sondy fluorescencyjnej. Procesom
tym towarzysza przejscia dipolowe. Momenty przejscia, absorpcyjny 1 emisyjny, leza w
plaszczyznie czgsteczki i tworzg kat a. Prawdopodobienstwo pochionigcia kwantu $wiatla
przez czasteczke zalezy od kata, jaki tworzy kierunek pola wektora elektrycznego padajacego
Swiatla spolaryzowanego z kierunkiem absorpcyjnego momentu przejscia czasteczki. Jesli
wzbudza si¢ probke swiatlem spolaryzowanym, to pochiania¢ swiatto beda przede wszystkim
te czasteczki znacznika, ktérych absorpcyjne momenty przejscia sa réwnoleglte do kierunku
drgan wektora pola elektrycznego $wiatla padajacego.

Jesli czasteczki znacznika pozostaja nieruchome podczas trwania stanu wzbudzonego, to
kat migdzy absorpcyjnym i emisyjnym momentem przejscia bytby roéwny zeru i fluorescencja
bylaby réwniez spolaryzowana liniowo wzdluz tego kierunku. Mierzac za pomoca
polaryzatora, zorientowanego rownolegle lub prostopadie do kierunku polaryzacji $wiatla
wzbudzajgcego, nat¢zenie emitowanej fluorescencji, otrzymuje si¢ odpowiednio dwie

wartosci natezenia Swiatta Ijji [L.
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Rys. 2.10. Uktad do pomiaru polaryzacji fluorescencji .

Stopien polaryzacji fluorescencji P mozna scharakteryzowac przez roéznice Iy - I

podzielona przez sume I+ It

e
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Calkowite nat¢zenie fluorescencji F' swiatla spolaryzowanego jest rowne F = Ij+2LL,
dlatego dla scharakteryzowania polaryzacji fluorescencji uzasadnione jest wprowadzenie
innego parametru - anizotropii fluorescencji (r):
1, -1
r = Il L
I, +21,

Wielkosci P 1 r sg ze sobg zwigzane zaleznoscig:

2P
r=—;
3-P
P 3r
2+F

Z teorii polaryzacji fluorescencji wynika, ze jesli absorpcyjne i emisyjne momenty
przejécia sa réwnolegle (0=0) podczas stanu wzbudzonego, to stopien polaryzacji

fluorescencji i anizotropii fluorescencji przyjmuja graniczne wartosci najwigksze i sg rowne:

Po wzbudzeniu sondy fluorescencyjnej swiatlem spolaryzowanym moze ona, bedac w
stanie wzbudzonym, zmieni¢ swoja orientacj¢ zanim wyemituje wiazke fluorescencyjna. Jesli
w stanie wzbudzonym wynoszacym od 1 do 100 ns czasteczki zmieniaja swoje poloZzenie
(zalezne od lepkosci otoczenia), zmienia si¢ zatem kat @ migdzy emisyjnym i absorpcyjnym
momentem przejscia, to mowimy wtedy o tzw. depolaryzacji rotacyjnej fluorescencji, czyli
depolaryzacji emitowanego $wiatla, wywotanej odchyleniem wigzki emitowanej fluorescencji

od kierunku wiazki wzbudzajace;.

Rys. 2.11. Zjawisko depolaryzacji fluorescencji: | - polaryzator, 2 - analizator, 3 - padajaca fala

spolaryzowana, 4 - skladowa prostopadta do spolaryzowanej fali padajacej, 5 — probka.
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W przypadku, gdy kat pomig¢dzy absorpcyjnym i1 emisyjnym momentem przejécia
czasteczki jest rozny od zera (¢#0), ale nie zmienia si¢ podczas trwania stanu wzbudzonego,

woweczas Py rp mozna wyrazic:

2
P :300'? a 1;
cos“ a+3
3cos’ a—1
rg =——————
5

przyjmuja one wowczas wartosci z przedziatow:

Pomiary polaryzacji lub anizotropii fluorescencji ujawniajg wigc $rednie odchylenie
katowe dipolowych momentéw przejscia sondy, ktére ma miejsce migdzy absorpcja i
nastepujaca po niej emisja Swiatla fluorescencji. To przesunigcie katowe jest zalezne od
szybkosci 1 wielkosci kata odchylenia momentu przejscia podczas znajdowania si¢ fluoroforu
w stanie wzbudzonym, co z kolei zalezy od lepkosci Srodowiska, w ktorym si¢ on znajduje
oraz od rozmiarow i ksztattu czasteczki znacznika. Wyznaczone wartosci P beda mniejsze (co
do wartosci bezwzglednej) od Py na skutek rotacyjnego ruchu znacznika i zmiany kata a.
Depolaryzacja fluorescencji zalezy od czasu trwania stanu wzbudzonego t i od czasu
relaksacji rotacyjnej p. Zwiazek miedzy usrednionymi w czasie wielkosciami P i 1, a

lepkoscia srodowiska n zostal przedstawiony przez Perrina i Jablonskiego i znany jest jako

11 11 3 1 1 RTt
st by p BN b S 2 Ny E L
r3 (Po 3J( p] (Po 3)( Vn )

gdzie: P- obserwowany wspotczynnik polaryzacji,

rownanie Perrina:

Py-teoretyczny maksymalny wspotczynnik polaryzacji,
1- czas zycia fluoroforu,

V- obj¢tos¢ molowa fluoroforu,

n- wspodlezynnik lepkosci,

R- stala gazowa,

T- temperatura.

Dla anizotropii fluorescencji otrzymuje si¢ nieco prostsze wyrazenie:

r 37(1)[ RT:’J
—=1+——f14+—
To P\ Vn
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1 stad wspdlczynnik lepkosci mozna wyznaczy¢ ze wzoru:
rtRT
(r g T )V ‘

11.3.3. Zmiana ksztaltu erytrocytow

Ksztalt komorki erytrocytu jest czulym wskaznikiem zmian zachodzacych zar6wno w
srodowisku otaczajacym komorke, jak i wewnatrz komorki. Obecnie wiadomo, Zze rozne
ksztatty dojrzatych komodrek sa wynikiem statycznych i dynamicznych zmian wlasciwosci
btony komaérkowej, jej sktadu chemicznego, organizacji supramolekularnej oraz whasciwosci
fizycznych jej glownych skladnikow tj. lipidow i bialek. Wiele wspolczesnych badan nad
zmianami ksztattu komoérek spowodowanymi réznymi zwigzkami biologicznie aktywnymi
rozpatruje wiele mozliwych przyczyn tych zmian np.: transformacje ksztattu komorek w
zaleznosci od stezenia substancji, wplyw substancji na dwuwarstwe 1 szkielet blonowy oraz
ich oddziatywanie z biatkami i lipidami [Iglic i inni, 2004; Suwalsky i inni, 1997, 2002, 2003,
2004]. Ksztalt komorek erytrocytow moze zosta¢ zmieniony poprzez:

e modyfikacj¢ roznymi substancjami,

e zmiany strukturalne (glownie biatek i lipidow),

e stany patologiczne komorki,

e zmiany wlasciwosci mechanicznych komorki i blony komodrkowe;.

W 1948 Ponder wprowadzit glowne kryteria klasyfikacji zmian ksztattu komorek
erytrocytéw, modyfikowanych w warunkach laboratoryjnych, ktore sa nadal aktualne [Ponder,
1948]. Zgodnie z ta koncepcja zmiany ksztattu erytrocytow sa dwojakiego rodzaju: wywolane
przez zmiany objetosci komoérki oraz wystepujace bez zmian objgtosci. Zmiana objgtosci
komorki najczesciej wigze si¢ z formowaniem sferocytow [O’Reilly, 2001]. Drugi rodzaj
zmian okreslony przez Pondera, polega na zmianie ksztaltu bez zmian w obj¢tosci komorki.
Ten rodzaj zmian jest obserwowany w réznych warunkach eksperymentalnych i prowadzi do
formowania si¢ dwoch ksztattow morfologicznych komorek. Procesy formowania ksztattow
erytrocytu okreslany jest jako: krenacja (crenated) 1 tworzenie ,.ksztaltu filizankowego™ (cup-
shaped), a komorki powstale w ten sposéb nazywane sa w literaturze odpowiednio
echinocytami i stomatocytami. Taki podzial zostal zaproponowany przez francuskiego
hematologa Bessis’a (1977).

Echinocyty i stomatocyty mozna odrozni¢ jakosciowo opierajac si¢ na definicji klas

ksztatltow, scharakteryzowanych przez punkty skali Bessis’a. W ramach tych dwoch
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podstawowych rodzajow ksztattu tj. stomatocytow i echinocytow zgodnie ze skalg Bessis’a
wyréznia si¢ szereg form krwinek czerwonych, ktorym przyporzadkowano odpowiednie
punkty (indeksy morfologiczne): sferostomatocyty (-3), stomatocyty (-2), dyskostomatocyty (-
1), dyskocyty (0), dyskoechinocyty (+1), echinocyty (+2), sferoechinocyty (+3), sferocyty
(+4).

Punkty: +1 +4/+5
Ell E I Sph ElII

/553"—
~(0-U-0

ST SphST

Punkty: -1

Rys. 2.12. Klasyfikacja i punktacja zmian ksztaltu ludzkich erytrocytow. E — echinocyty, ST-
stomatocyty [Bernhardt i Ellory, 2003].

Ponder (1948) stwierdzil réwniez, ze podczas lizy erytrocytow przebiega proces
transformacji ksztattu komorek dyskocytow, poczawszy od procesu krenacji, czyli tworzenia
echinocytow az do powstania sferocytéw, a konczac na cieniach, w wyniku uwolnienia
hemoglobiny. Pierwsze etapy krenacji sg odwracalne. Tworzenie echinocytéw i stomatocytow
sa procesami antagonistycznymi w tym sensie, ze tworzenie jednego rodzaju zmian jest
spowalniane lub nawet zahamowane przez czynniki powodujace drugi rodzaj zmian. Ponadto
wszystkie zwigzki, ktére wptywajq na zmiang ksztattu komorek sa amfifilowe tzn. majq czgs¢
hydrofobowg i hydrofilowa. Zwiazki powodujace powstawanie echinocytow sa w wigkszosci
anionowe, za$ stomatocytow glownie kationowe [Ponder, 1948; Schwarz i ini, 1999 a, b].
Wedlug Sheetz’a i Singer’a (1974) zwiazki anionowe powoduja powstawanie wypustkek w

btonie erytrocytow z powodu ich asymetrycznego rozkladu, poniewaz koncentrujg si¢ one
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glébwnie w zewngtrznej] monowarstwie lipidowej, w wyniku czego zewngtrzna warstwa
zwigksza swoja powierzchni¢. Ta warstwa jest utrzymywana z daleka od ujemnie
natadowanej wewnetrznej warstwy poprzez odpychanie elektrostatyczne. Obie warstwy nie
moga si¢ od siebie oddzieli¢ z powodu laczacych je oddziatywan hydrofobowych. Zwiazki
wbudowujac si¢ do blony powoduja zwigkszenie powierzchni warstwy zewngtrznej w
stosunku do wewngtrznej i tym samym zmian¢ krzywizny dwuwarstwy, co prowadzi do
deformacji blony na zewnatrz i tworzenia wypustek. Wplyw Kkationowych zwiazkoéw
amfifilowych na formowanie stomatocytow byl interpretowany jako konsekwencja
preferowanej akumulacji tych zwiagzkow w ujemnie naladowanej warstwie wewngtrzne;j.
Proces ten zostal nazwany mechanizmem sprzezenia dwuwarstwy, a koncepcja ta okazatla si¢
prawdopodobna i bardzo uzyteczna dla dalszych interpretacji wynikow eksperymentalnych w
badaniach ksztattu erytrocytow. Ogdlnie postuluje si¢, ze wszystkie modyfikacje powierzchni
dwoch polaczonych warstw prowadza do zmiany spontanicznej krzywizny dwuwarstwy, co w
konsekwencji zmienia dyskocyty albo w echinocyty albo w stomatocyty. Pierwotne
obserwacje zostaly wzbogacone o wplyw innych czynnikéw takich jak leki czy detergenty na
ksztalt erytrocytow [Ziegler i inni, 2004; Vranic-Mandusic 1 inni, 2004; Szwarocka i J6zwiak,
1999]. W zwiazku z mechanizmem sprz¢zenia dwuwarstwy pokazano, ze amfifilowe zwiagzki
zidentycznymi cze$ciami hydrofobowymi tworza echinocyty, kiedy sg naladowane ujemnie, a
stomatocyty, kiedy sa natadowane dodatnio. Zwiazki wnikajace spontanicznie do zewngtrznej
warstwy 1 pozostajace w niej tworza echinocyty nawet, jesli nie sq spolaryzowane. Zwigzki
kationowe fatwo wbudowujace si¢ do zewnetrznej warstwy i przenikajace wolno do
wewnetrznej warstwy pierwotnie tworza echinocyty, nastgpnie indukuja powoli dyskocyty i
ostatecznie tworza stomatycyty, w zaleznosci od stgzenia zwiazkéw dyfundujacych pomigdzy
warstwami [Isomaa i inni, 1987; Iglic 1 inni, 1998; Tachev i inni, 2004; Wong, 1999; Danieluk
i inni, 1998]. Obserwowano rowniez zmiany ksztaltu erytrocytow pod wplywem

promieniowania bliskiej podczerwieni [Komorowska i inni, 2002].
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Rys.2.13. Przyklady transformacji ksztaltu zgodne z mechanizmem sprzezenia dwuwarstwy

[Bernhardt i Ellory, 2003].

Zmiany ksztaltu nastgpuja rowniez w nastgpstwie zmian wystgpujacych wewnatrz blony
komorkowej. Ksztalt komorki jest wigc zdeterminowany roéwniez poprzez: sklad chemiczny
blony erytrocytu gléwnie dotyczacy bialek i1 lipidow, glikokaliks i szkielet membranowy,
wewngtrzng organizacje blony, wlasciwosci fizyczne 1 mechaniczne dwuwarstwy lipidowe;.

Pewna rol¢ w tych zmianach odgrywaja rowniez parametry cytoplazmatyczne tj.: ilo$¢
plynu wewnatrzkomorkowego, ktory determinuje objetos¢é komorki 1 wpltywa bezposrednio na
ksztalt komérki, jak réwniez inne sktadniki cytoplazmy takie jak: ATP, H™ i inne kationy.
Istotng rol¢ pelni hemoglobina, jej konformacja, tadunek elektryczny 1 oddziatywania z
innymi biatkami [Wong i inni, 2004; Gedde i inni, 1999; Rasia i Bollini, 1998].

Decydujacy wplyw na ksztatt komorki ma wystepujaca w blonie komorkowej asymetria
lipidowa, dotyczaca glownie fizjologicznego sktadu lipidow blony erytrocytow, fosfolipidow i

cholesterolu, oraz ruchliwo$¢ wszystkich fosfolipidow, a takze stabilizujaca rola oddziatywan
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biatkowo-lipidowych. Przypuszcza si¢, ze usunigcie choresterolu powoduje powstawanie
stomatocytéw, a wprowadzenie go powoduje powstawanie echinocytow [Lang-Ming 1 Wen-
Guey, 1990; Moore i inni, 1999]. Wazng rol¢ stabilizujaca dwuwarstwe odgrywa szkielet
blonowy, ktory warunkuje ksztatt komorki. Bezposredni wplyw szkieletu na ksztaht
membrany, porownywalny jest do roli dwuwarstwy lipidowej. Ponadto, sie¢ bialek
szkieletowych ma duza zdolno$¢ do kompresji, w przeciwienstwie do warstw lipidowych.
Liczne badania wykazaly, ze zmiany w szkielecie blonowym spowodowane przez
modyfikacj¢ chemiczna lub przez defekty genetyczne wigza si¢ ze zmianami ksztaltu.
Rozciagliwos$¢ szkieletu biatkowego jest odpowiedzialna za elastycznos¢ krwinki, ale jest
takze podstawowym warunkiem stabilnosci blony 1 integralnosci komorki. Niestabilnosé
szkieletu powoduje powstawanie sferocytow [Svetina i inni, 2004]). Na zmiang ksztaltu
komorki znaczacy wplyw ma rowniez glikokaliks, wrazliwy na zmiany sily jonowej i pH.
Gestosé i przestrzenne rozmieszezenie tadunkéw ujemnych na jego powierzchni, determinuje
ujemny potencjal powierzchni komorki, a ten wplywa na ksztatt krwinki [Godin i Caprani,
1997]. Biatka integralne, podobnie jak lipidy, moga wplywaé na krzywizng¢ blony dzigki
swojej geometrii molekularnej [Devaux, 1992, Yeagle i Lee, 2002; Bernhardt i Ellory, 2003].
Ksztalt komérki mozna zmienia¢ rowniez przez modyfikacje lipidow np. przez traktowanie
enzymami, lub tez modyfikujac biatka integralne [Schwartz 1 inni 1999 b]. Wykazano
rowniez, ze hormony plciowe zapobiegaja deformacji komorki [Zaets i inni, 2003].

Zmiany ksztaltu komorek erytrocytow, wystepujace w stanach patologicznych, a w
szczegdlnosci w chorobach hematologicznych, traktowane sa jako dodatkowe rodzaje
ksztaltow, nie objete podang wyzej klasyfikacja. Moga by¢ one zwigzane ze zmianami
objetosci komorki, jak to ma miejsce w przypadku stomatocytozy, najczesciej spowodowane;)
zmianami genetycznymi. Zmieniony ksztatt komorek moze tez by¢ spowodowany fizycznym
stanem konformacyjnym hemoglobiny, jak to ma miejsce w przypadku anemii sierpowatej i w
innych chorobach, gdzie komorki przyjmuja ksztalt sierpowaty lub inne ksztalty, ktore sa
wynikiem utraty jonéw i wody. Zaburzony metabolizm lipidow, brak niektorych biatek
blonowych lub enzymow prowadzi do powstania tzw. akanocytow, charakteryzujacych si¢
miseczkowatym ksztaltem z nieregularnymi, réznej wielkosci wypustkami, nadajacymi
komdrce odmienny wyglad w poréwnaniu z echinocytami. Powstajg one w wyniku nadmiaru
takich lipidow jak; PC, SM lub cholesterolu w blonie, albo w wyniku braku antygenow
odpowiedzialnych za grupe krwi, jak rowniez w chorobach neurologicznych [Sawhney i

Johal, 2000; Bernhardt i Ellory, 2003].
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Na zmiang¢ ksztaltu komorki maja wplyw ponadto whasciwosci mechaniczne komorki
erytrocytu. Gléwnym zadaniem erytrocytu, jak wiadomo, jest transport tlenu i dwutlenku
wegla. Wypelnia on to zadanie jako bierny transporter w plynacej krwi. Kiedy sily,
spowodowane przeplywem, dzialajace na blong¢ erytrocytu sa znaczne, erytrocyt zachowuje
si¢ podobnie jak kropla cieczy. To zachowanie jest spowodowane faktem, ze cytoplazma
erytrocytu jest ptynna i nie zawiera szkieletu cytoplazmatycznego. Kiedy dziatajace sily sg
mate, erytrocyt zachowuje si¢ jak ciato stale. Moze obracaé si¢, plynac, ale jego ksztalt nie
zmienia si¢, jak przy braku wystgpowania sit zewng¢trznych. Powodem takiego zachowania
erytrocytu jest sztywno$¢ jego btony oraz niesferyczny ksztatt [Klingen, 2002; Berezina 1 inni,
2002]. Ksztalt erytrocytu mozna opisywaé poprzez jego mechaniczne whasciwosci za pomoca
mechaniki osrodkow ciaglych i metody elementéw skonczonych. Budowane sg liczne modele
matematyczne stuzace do opisu sil dzialajacych na blon¢ komorkowa erytrocytu w trakcie
przeptywu przez naczynia krwionosne [Tachev i inni, 2004; Adam, 1998]. Wigkszos$¢ zmian
ksztattow spoczynkowych erytrocytow réwniez moze by¢ wyjasniona przez ogolne
wilasciwosci mechaniczne blony komoérkowej [Mazeron i inni, 1997; Bazzoni i Rasia, 2001;
Scheffer 1 inni, 2001; Baumann, 2002; Dao i inni, 2003]. Stosujac mechanik¢ osrodkow
ciaglych mozna réwniez opisa¢ proces zwany pecherzykowaniem, polegajacy na uwalnianiu
pecherzykow lipidowych z powierzchni membrany erytrocytow réznych ksztaltéw. Echi-
nocyty uwalniaja pecherzyki na zewnatrz komorki, za$ stomatocyty - do wngtrza erytrocytu
[Deuticke, 1968; Sheetz i Singer, 1974; Hagerstrandt i Isomaa, 1989, 1991, 1992; Lipowsky i
Sackmann, 1995 a, b, c].

I1.4. Wybrane zwigzki biologicznie aktywne

I1.4.1. Klasyfikacja i wlasciwosci pestycydow

Zwiazki organiczne fosforu prezentowane w pracy, zostaly zsyntetyzowane jako
potencjalne Srodki ochrony roslin, czyli pestycydy. Pestycydy sa to zwigzki chemiczne,
pochodzenia naturalnego (roslinnego) lub syntetycznego stosowane do niszczenia pasozytow
czlowieka, zwierzat hodowlanych 1 roélin. Pestycydy powinny charakteryzowac si¢
nastepujacymi cechami [Namiesnik 1 Jaskowski, 1995]:

e duza toksycznoscia w stosunku do organizméw, przeciwko ktérym sa skierowane,

e malg toksycznoscig w stosunku do pozostatych organizméw,
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e odpowiednia trwalo$cia, aby mogly spetni¢ swoje zadanie w srodowisku,

e duza podatnoscia na degradacj¢, aby po spelnieniu swojej funkcji szybko tracity

aktywnos¢ w srodowisku.

Istniejg rézne kryteria podziatu pestycydow, biorace pod uwage zaréwno ich strukture
chemiczna, jak i przeznaczenie. Ze wzglgdu na przeznaczenie i sposob dzialania pestycydy
mozna podzieli¢ na [Rejmer, 1997; Biziuk, 2001]:

Zoocydy - $rodki do zwalczania szkodnikow zwierzecych:

e Insektycydy - owadobojcze,

e Rodentycydy - gryzoniobojcze,

e  Moluskocydy - migczakobojcze,

e Larwicydy - larwobdjcze,

e Aficydy - mszycobdjcze,

e Akarycydy - roztoczobojcze,

e Owicydy - do niszczenia jaj owadow i roztoczy,
e Bakteriocydy- bakteriobojcze,

e  Wirocydy — wirusobdjcze,

Fungicydy i fungistatyki - srodki grzybobojcze i dziatajace grzybostatycznie,

Herbicydy - srodki chwastobdjcze,

Regulatory wzrostu - srodki stymulujace lub hamujace procesy zyciowe roslin:

e Defolianty - $rodki do odlistniania ro$lin,
e Desykanty - srodki do wysuszania roslin,
e Defloranty - $rodki do usuwania nadmiernej ilosci kwiatow,

Atraktanty - srodki zwabiajace,

Repelenty - srodki odstraszajace.

Istotnym kryterium podziatu pestycydow jest rowniez ich klasyfikacja toksykologiczna
[Rejmer, 1997; Zakrzewski, 2000; Namiesnik i Jaskowski, 1995]. W Polsce obowigzuje
podzial pestycydow na 5 klas wedtlug ich toksycznosci (tab.2.2.). Przynaleznos¢ do danej
klasy jest okreslona wartoscig LDso, czyli dawka $miertelng wyrazona w ilosci miligraméw
substancji toksycznej na kilogram ciata, ktora po jednorazowym podaniu powoduje smier¢ 50
% badanej populacji organizméw. Toksycznos¢ zwiazku chemicznego, wyrazona jako LDsq,
jest warto$cia umowng i ma znaczenie jedynie przy poréwnaniu toksycznosci roznych
zwiazkow. Toksycznosé pestycydow wobec organizmow zywych jest rozna, zalezy ona od
samego organizmu, warunkéw srodowiskowych oraz rodzaju, formy i sposobu podawania

[Zakrzewski, 2000; Dojlido, 1995].
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Tab. 2.2. Klasy toksycznosci pestycydow w stosunku do ssakow [Rejmer, 1997]

Klasa LDso [mg/kg] Stopien zagrozenia
toksycznosci (szczury)

[ do 50 Nadzwyczaj toksyczna

I 51-150 Bardzo toksyczna

111 151 -500 Srednio toksyczna

Y 501 - 5000 Stabo toksyczna

\% Powyzej 5000 Praktycznie nietoksyczna

11.4.2. Zwiazki stosowane w badaniach

W przeprowadzonych badaniach zostaly wykorzystane nowo zsyntetyzowane zwigzki
organiczne fosforu oraz aktywne sktadniki znanych i powszechnie stosowanych herbicydow:;
N-(fosfonometylo)glicyna (FMG) oraz kwas 2,4 dichlorofenoksyoctowy (2,4-D). FMG i 2.4-
D jako aktywne sktadniki herbicydow sa powszechnie stosowane w rolnictwie do niszczenia
chwastow w uprawach. Aby wzmocni¢ ich dzialanie i poszerzy¢ jego spektrum, wykorzystuje
sie inne synergicznie dzialajace z nimi zwiazki. W prezentowanej pracy zbadano réwniez czy

uzyte zwiazki organiczne fosforu mogg dziatac¢ synergicznie w mieszaninach z FMG i 2,4-D.

11.4.2.1. Zwiazki organiczne fosforu

Aminofosfoniany opisano po raz pierwszy w 1943 r., nalezg one do zwigzkow
organofosfonowe (z wiazaniem P-C) i sg dos¢ rozpowszechnione w przyrodzie, w tym takze
w organizmach wyzszych. ich rola jednakze nie jest jeszcze do tej pory w pelni wyjasniona.
Wisrod aminofosfonianow mozna wyrdznic:

* dobre inhibitory enzymow,

« substancje o dzialaniu antybakteryjnym,

« regulatory wzrostu roslin,

» modulatory sygnatu nerwowego,

» regulatory metabolizmu wapnia,

* peptydy o whasciwosciach hipertensyjnych i immunosupresyjnych.

Zwiazki organiczne fosforu, ktore sg przedmiotem badan w tej pracy, zsyntetyzowane

zostaly na wzor znanych juz aminofosfonianow, ktore zaliczane sg do regulatorow wzrostu
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roslin. Od roku 1979 zsyntetyzowano caty szereg aktywnych biologicznie aminofosfonianow,
w tym szeroko stosowany herbicyd Trakefon, ktory jest pochodna kwasu
cykloheksanoaminofosfonowego, oraz pochodne fluorenu. Te ostatnie zostaly po raz pierwszy
zsyntezowane na Politechnice Wroctawskiej i od wielu lat sa przedmiotem badan zespotu z
Politechniki Wroctawskiej i Akademii Rolniczej we Wroclawiu.

Postep w dziedzinie stosowania srodkow ochrony roslin wymaga poszukiwania srodkow
coraz bardziej skutecznych, przejawiajacych swa aktywnos¢ przy jak najmniejszych dawkach,
aby zminimalizowa¢ skazenie $rodowiska naturalnego tymi zwigzkami chemicznymi oraz
zmniejszy¢ koszty zabiegow. Zatem duze znaczenie majq te herbicydy, ktore sg aktywne w
bardzo niskich stezeniach i ..przyjazne" $rodowisku, czyli mato toksyczne dla organizmow,
przeciwko ktorym nie sa skierowane, a w szczegolnosci dla ludzi i zwierzat oraz latwo
rozkladane w Srodowisku naturalnym do zwigzkow nietoksycznych.

Duzg zaleta aminofosfoniandéw jest ich latwa degradacja w srodowisku naturalnym, a
wiele z nich wykazuje dobrg aktywnosc¢ biologiczna dlatego staty si¢ przedmiotem wielu prac
badawczych [Garncarz, 1997; Bonarska i inni, 2002, 2003 a i b; Kleszczynska i inni, 2000 b,
¢, 2001 a, b, ¢, 2003; Trela i inni, 2001].

Mimo, iz badania nad sposobem dziatania tej grupy zwiazkéw sa prowadzone od dawna,
do tej pory nie udato si¢ doktadnie okresli¢ ich molekularnego mechanizmu dziatania na blony
biologiczne. Aminofosfoniany sa zwigzkami lipofilowymi i mogg z fatwoscia oddziatywac z
blong biologiczna. Jak wskazuja dotychczasowe badania, ich aktywnos¢ biologiczna zwigzana
jest z modyfikacja struktury blony komoérkowej, prowadzaca do zmiany jej wlasciwoscei, lub
do jej niszczenia. Potwierdzaja to badania, przeprowadzone na plaskich btonach lipidowych,
erytrocytach i glonach [Kleszczynska i inni, 2000 a, b, ¢; Sarapuk i inni, 2000 a i b; Trela i
inni, 2001].

Przypuszcza si¢, ze uszkodzenie membrany komorkowej moze nastapi¢ w wyniku
bezposredniego oddzialywania substancji biologicznie aktywnych ze skladnikami blony, lub
moze by¢ spowodowane wolnymi rodnikami uwalnianymi w procesie utleniania blony przez
te substancje [Bukowska i inni, 1998; Bukowska 2003]. Uszkodzenie blony jest jedng z
przyczyn prowadzacych do $smierci komorki.

W tej pracy badania podatnosci hemolitycznej, opornosci osmotycznej, ptynnosci bfony
oraz zmian ksztaltu komorek erytrocytow byly prowadzone dla aminofosfonianéw nalezacych

do 3 grup: zwiazki acykliczne, zwiazki cykliczne i pochodne fluorenu.
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Aminofosfoniany acykliczne
Wsrod aminofosfonianéw  acyklicznych  zostaly  zsyntetyzowane estry kwasu
aminofosfonowego rozniace si¢ migdzy soba dlugosciami tancuchéw weglowodorowych w

podstawnikach R, Ry, R31 R4 0 nastgpujacym wzorze ogdlnym:

R‘l

| _NHR,
-

I P(O)(OR3)2
R

4

Sposrod  wielu przebadanych zwiazkéw tego typu wybranych zostalo 7,
charakteryzujacych si¢ najwigksza aktywnoscig biologiczng (hemolityczna).

Zasadnos$¢ wyboru tego typu zwiazkoéw zostala podyktowana faktem, ze wykazuja one
strukturalne cechy podobienstwa do powszechnie stosowanego i skutecznie dzialajacego
herbicydu, jakim jest fosfonometyloglicyna. Wysoka efektywnos¢ biologiczna zwigzkow tego
typu w poréwnaniu z aktywnosciq fosfonometyloglicyny, potwierdzily wstepne testy

przeprowadzone na roslinach (Spirodella polyrrhiza) [Garncarz, 1997].

Aminofosfoniany cykliczne
Aminofosfoniany nalezace do grupy cyklicznych zostaly zsyntetyzowane jako estry
kwasu cykloheksanoaminofosfonowego, rozniace si¢ migdzy soba diugosciami tancuchow

weglowodorowych w podstawnikach R; 1 R; o nastgpujacym wzorze ogolnym:

R{NH  P(O)(OR,),

Grupa ta zawiera 5 zwiazkow, charakteryzujacych si¢ duza aktywnoscia w
oddziatywaniu z blong biologiczna.

Sa to zwigzki strukturalnie podobne do stosowanego i skutecznie dziatajacego
herbicydu, jakim jest Trakefon. Oczekiwano zatem, ze cz¢$¢ substancji bgdzie cechowala si¢

rownie dobra lub lepsza aktywnoscia biologiczna.

Aminofosfoniany pochodne fluorenu

Inna  grupa  syntetycznych  inhibitorow  wzrostu sa  pochodne  kwasu

fluorenokarboksylowego, ktore wykazuja duza aktywnos$¢ biologiczng 1 stosowane sg
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komercyjnie jako regulatory wzrostu roslin. Do tej grupy naleza badane w tej pracy pochodne
kwasu amniofluorenofosfonowego, rézniace si¢ migdzy soba podstawnikami R; 1 Ry. Wzor

ogoblny tych zwigzkow jest nastgpujacy:

7

R{NH  P(O)(OR,),

Jak podaja inni autorzy badajacy inne zwiazki fluorenowe [Skrabka i Jaskulska, 1987 a i
b; Garncarz, 1997; Kleszczynska i inni, 2000 c]. obok hamowania wzrostu roslin wywotuja
one silne anomalie rozwojowe objawiajagce si¢ nadmiernym rozgalezianiem si¢ pedow i
korzeni, zaburzeniami w reakcji korzeni na grawitacj¢ (rosnigcie w gor¢ zamiast w dot) itp.
Najczesciej obserwowanym efektem dziatania tych substancji jest obumieranie roslin.
Pochodne fluorenu, jak wykazuja wczesniejsze badania, dziataja podobnie jak Trakefon,
powodujac prawdopodobnie, uszkodzenia blony komoérkowej lub zaburzenia jej funkcji, lecz
nie blokuja enzyméw szlaku biosyntezy aminokwaséw aromatycznych, jak N-
fosfonometyloglicyna. Wydaje si¢, ze aktywnos¢ biologiczna tych zwigzkow zalezy przede
wszystkim od ich zdolnosci przenikania przez blony komérkowe roslin, ktora jest zwiazana z
hydrofobowoscia zwiazku. Fizjologiczna aktywnos$¢ pochodnych fluorenu jest zalezna od
typu podstawnika w pozycji 9 fluorenu. Interesujaca whasciwoscia pochodnych fluorenu jest
ich synergiczne wspoéldziatanie z herbicydami. Zwiazki te majg wigc interesujace wlasciwosci
biologiczne i mogg stanowi¢ wzorce do dalszych modyfikacji strukturalnych, w celu

optymalizacji aktywnosci biologicznej.
11.4.2.2. Bioaktywne skladniki herbicydow stosowane w mieszaninach

Fosfonometyloglicyna (glifosat, FMG)

Fosfonometyloglicyna (FMG) o zwyczajowej nazwie glifosat jest herbicydem
systemicznym, charakteryzujacym si¢ dobra efektywnosciq biologiczna. Herbicydy
systemiczne dzialajg niszczaco na rosliny poprzez ingerencj¢ w procesy metaboliczne roslin.
FMG jest gléwnym skladnikiem powszechnie stosowanego preparatu herbicydowego o
nazwie Roundoup. Wlasciwosci herbicydowe glifosatu zostaly opatentowane przez
amerykanskich naukowcoéw z firmy Monsanto w 1970 roku. Roundoup zostal wprowadzony

do uzytku w 1974 roku, a obecnie jest stosowany w ponad 180 krajach swiata.
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Glifosat jest stosowany jako herbicyd nieselektywny do hamowania wzrostu chwastow,
a jego dzialanie jest zwigzane z hamowaniem syntezy aminokwaséw aromatycznych w
roslinie, tzw. szlaku szikimowego. Szlak szikimowy to proces 7 reakcji enzymatycznych. W
roslinach szlak ten dostarcza prekursoroéw do syntezy biatek fenyloalaniny, tyrozyny i
tryptofanu, jak réwniez prekursorow dla réznych innych skladnikow aromatycznych
pochodnych choryzmianu m.in.: alkaloidow i flawonoidéw [ Weaver i Herrmann, 1997].

Pod wplywem glifosatu roslina bardzo szybko umiera, gdyz brak aminokwaséw
aromatycznych hamuje biosyntezg¢ bialek potrzebnych do rozwoju rosliny, szczegélnie w
tkankach lisci i korzenia. Liscie bardzo szybko usychaja i opadaja, usycha tez korzen.
Glifosat, dziala najbardziej efektywnie, kiedy jest stosowany dolistnie. Bardzo istotng jego
cecha, jest jego tatwa degradacja w $rodowisku. Mikroorganizmy rozktadaja FMG do
prostych sktadnikow. Minimalny okres potowicznego zaniku obserwowany w $rodowisku
wodnym trwa 2 tygodnie. Herbicyd ten spelnia wige wszystkie warunki, jakie winien spetnia¢
idealny $rodek ochrony roslin - silnie hamuje wzrost chwastow, w tym i tych uznawanych za
trudne do zwalczania, nie jest toksyczny dla ludzi i zwierzat, oraz ulega szybkiej
biodegradacji w glebie [Amrhein i inni, 1983; Williams i inni, 2000; Pienigzek i inni, 2004].
Jest stosowany glownie w uprawach do niszczenia perzu. Jednakze uzycie glifosatu jest
ograniczone przez jego niespecyficznos¢, polegajaca na tym, ze jest tak samo toksyczny dla
chwastow, jak i roslin uprawnych [Dick i inni, 1995; Saenz i inni, 1997; Beltran, 1998;
Forlani i inni, 1999; Williams i inni, 2000; Szarek i inni, 2000; Wong, 2000; Hammond i inni,
2004].

Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D)

Kwas 2.4-D jest herbicydem systemicznym o whasciwosciach regulatora wzrostu roslin.
Herbicydy te sa opisane w literaturze rowniez jako herbicydy auksynowe, gdyz pelnig w
roslinie rol¢ auksyn, ktore sag hormonami wzrostu. Kwas 2,4-D zostal odkryty podczas drugiej
wojny $wiatowej przez amerykanskich naukowcow, jako jeden z pierwszych selektywnych
herbicydow organicznych. Jest on toksyczny wobec roslin dwulisciennych, zas wywiera maty
wplyw lub zadnego na rosliny jednoliscienne, co czyni go znaczacym zwigzkiem w
agrochemii do selektywnej kontroli chwastoéw w uprawach traw i zb6oz. Mimo, Ze herbicydy
auksynowe sg stosowane juz od 60 lat i skutki ich dzialania na rosliny sa znane, jednak
mechanizm ich dzialania na poziomie molekularnym nie jest do konca poznany 1 jest
przedmiotem aktualnie prowadzonych intensywnych badan. Proby wyjasnienia mechanizmu

dziatania herbicydow auksynowych opieraja si¢ gldwnie na dzialaniu naturalnych auksyn
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[Sterling 1 Hall, 1997; Bukowska i inni, 1998; Grossman, 2000; Mathur 1 Hulskamp, 2001;
Bukowska 2003; Filkowski 1 inni, 2003; Zeljezic 1 Garay-Vrhovac, 2004].

Rogliny posiadajg substancje zaliczane do hormonoéw roslinnych, czyli fitohormonow,
naleza do nich: auksyny, gibereliny, cytokininy, etylen i kwas abscysynowy. Z punktu
widzenia niniejszych badan na uwage zastuguja auksyny. Hormony ros$linne to substancje
pobudzajace lub hamujace wzrost, roznicowanie i rozmnazanie komorek roslinnych. Zgodnie
z definicjq sg to zwiazki organiczne produkowane w okreslonej czesci rosliny i przenoszone
do innych czgsci, gdzie inicjuja reakcj¢ fizjologiczng. Jednak niektore cechy hormonow
roslinnych réznia je od typowych hormonéw wystepujacych u zwierzat. W przypadku
hormonoéw roslinnych zaréwno ich dziatanie, jak 1 budowa chemiczna jest na ogdt malo
specyficzna.

Najbardziej poznana auksyna jest kwas indolilo-3-octowy (IAA), skrot pochodzi od
angielskiej nazwy indoleacetic acid [za Solomon i inni, 1996]. Biosynteza IAA z aminokwasu
tryptofanu odbywa si¢ w stozkach wzrostu pedow roslin i w miodych lisciach, skad
transportowana jest do innych czeséci rosliny. Komorki wrazliwe na auksyny wiaza je do
receptorow blonowych, co nast¢pnie zapoczatkowuje nieznany tancuch reakcji, ktore reguluja
wzrost komorek roslinnych 1 ich réznicowanie. Receptory auksyn zostaly odkryte migdzy
innymi w retikulum endoplazmatycznym (receptor ABP1) i w plazmalemmie, ktora jest
uwazana za nosnik IAA. Przesylanie sygnalu od receptora do miejsca odpowiedzi jest
prawdopodobnie zwigzane z ekspresja genéw. Odpowiedzia na dzialanie auksyn jest wzrost
komorek poprzez ich wydtuzenie 1 podzial. Auksyny pobudzaja wzrost elongacyjny komorek,
ktory zachodzi w merystemach wierzchotkowych tuz za strefag podziatow komodrkowych.
Auksyny sa réwniez czynnikiem indukujacym dominacj¢ wierzchotkowa w  roélinie,
tworzenie korzeni przybyszowych, stymulujg rozwoj drewna oraz owocéw. Niektore procesy
rozwojowe s3 hamowane przez auksyny. Hamujq one opadanie lisci, wzrost wydtuzeniowy
korzeni oraz rozw6j pakow pedowych [Solomon 1 inni,1996; Sterling i Hall, 1997;
Szweykowska, 2000].

Znanych jest wiele syntetycznych herbicydow auksynowych o wysokiej aktywnosci,
ktore nie wystgpuja w roslinach. Zaliczamy do nich mi¢dzy innymi herbicydy pochodne
kwaséw fenoksyalkanokarboksylowych (np. stosowany w tej pracy kwas 2,4-D). Istotnym
elementem w klasyfikacji tych zwiazkéw jest pozycja kwasu karboksylowego wzgledem
pierscienia aromatycznego oraz rodzaj grupy aromatycznej. Aktywnos$¢ tych herbicydow
zalezy od rodzaju i1 wielkos$ci tadunku podstawnikéw w pierscieniu aromatycznym, ktére maja

wplyw na oddzialywanie z blong i receptorami blonowymi. Mechanizmy dzialania auksyn
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naturalnych i syntetycznych zaleza od ich struktury stereochemicznej i powinowactwa
wzgledem receptorow biatkowych.

Kwas 2,4-D jest stosowany gldwnie dolistnie i transportowany wraz z sokiem roslinnym
z lisci do korzenia. Koncentruje si¢ glownie w stozkach wzrostu. Rosliny jednoliscienne sa
mniej wrazliwe na te herbicydy, poniewaz system transportujacy soki roslinne — floem,
skupiony jest w wigzkach otoczonych przez sklerenchyme, zatem przemieszczanie sig¢
herbicydow auksynowych z miejsca aplikacji jest ograniczone.

Podobnie jak w przypadku naturalnych auksyn odpowiedz ro$liny na dzialanie
herbicydow auksynowych zalezy od ich st¢zenia. W matych stezeniach dzialaja one
pobudzajaco na wzrost, a w wysokich wykazuja efekt fitotoksyczny. Niektore herbicydy
auksynowe staly si¢ Srodkiem zastgpczym dla IAA, oraz stymulatorami wzrostu dla
niektorych kultur komorek roslinnych. Wrazliwos¢ réznych tkanek (korzeni, pakow,
merystemow) na dzialanie tych substancji jest r6zna na réznym etapie wzrostu.

Mechanizm dziatania IAA 1 2.4-D jest bardzo podobny. Zwigkszenie st¢zenia hormonu
hamuje 1 zatrzymuje wzrost lisci. Symptomem dzialania tych herbicydow jest epinastia, czyli
zwinigcie wystajacych pedow 1 zwinigcie do $rodka lisci. Nastgpuje rowniez zginanie i
rozwarstwianie si¢ todygi oraz przerost korzenia. Korzenie staja si¢ grube 1 zostaje
zahamowany ich wzrost, gdyz tkanki tej przybywa znacznie wigcej niz innych, co w
konsekwencji niszczy epidermg tkanek lodygi i roslina wkrotce umiera [Greek i inni, 1987]

Istotnym problemem jest uodparnianie si¢ roslin na herbicydy auksynowe. Odpornos¢ ta
wykazujg rosliny, ktore maja zdolnos¢ do przezycia przy standardowej dawce herbicydu,
podczas gdy wrazliwa roslina jest niezdolna do prowadzenia normalnego cyklu zycia pod
wplywem tej samej dawki zwiazku. Wyloniono juz przynajmniej 117 klas chwastow na
$wiecie, ktore uodpornily si¢ na herbicydy auksynowe. Ponadto zaobserwowano zjawisko
gatunkowej kompensacji chwastow, ktore polega na nadmiernym rozwoju chwastow
niewrazliwych na 2,4-D na polach uprawnych, na ktérych ten herbicyd byl stosowany. Aby to
zjawisko ograniczy¢ stosuje si¢ 2,4-D w mieszaninach z innymi herbicydami, aby poszerzy¢
spektrum dziatania mieszaniny w stosunku do pojedynczych herbicydow. Takie mieszaniny sg
produkowane rowniez w Polsce przez firme¢ Rokita S.A.

Kwas 2.,4-D, jako znany i powszechnie stosowany herbicyd, jest rOwniez intensywnie
badany, gléwnie w celu okreslenie jego toksycznosci i mechanizmu dzialania na poziomie
komorkowym. Fenoksyherbicydy plasuja si¢ w 3 i1 4 klasie toksycznosci, stad powinny by¢
umiarkowanie toksyczne dla ssakow. Srednia dawka $miertelna LDsy dla 2.4-D i jego

pochodnych jest okreslona w granicach 100 -1200 mg na kg masy ciata dla réznych gatunkow
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badanych zwierzat (dla ludzi wynosi ok. 28 g) [Moody i Nadeau, 1996; Charles 1 Leeming,
1998].

Toksyczno$é kwasu 2.4-D jest intensywnie badana, jednak nie ma ostatecznych
wnioskow, co do jego kancerogennos$ci, mutagennosci czy genotoksycznosci [Zeljezic i inni,
2004; Arias, 2003; Filkowski i inni, 2003; Cho 1 inni, 2002; Bushra i inni, 2002; Kaioumowa i
inni, 2001].

Szereg badan dotyczacych molekularnego mechanizmu dziatania kwasu 2.4-D
prowadzonych jest na erytrocytach ludzkich i zwierzgcych. Na podstawie takich badan
stwierdzono, ze kwas 2.4-D laczy si¢ z bialkiem - albuming [Rosso 1 inni, 1998]. Wiele badan
wskazuje, ze metabolity 2.4-D sa bardziej toksyczne niz sam kwas np.: 2.4-dichlorofenol,
moze by¢ odpowiedzialny, jak si¢ sugeruje, za powstawanie nowotworé6w [Mehmood i inni,
1996]. Pod wpltywem zwigzkéw 2.4-D i 2.4-dichlorofenolu nast¢puja zmiany strukturalne
hemoglobiny [Bukowska i inni, 1998, 2003; Bukowska, 2003] i spadek aktywnosci enzymu
katalazy [Bukowska i inni, 2000; Duchnowicz i inni, 2002]. 2.4-D zmienia tez ptynnos¢
blony, co moze by¢ spowodowane utlenieniem lipidow [Domenech i inni, 1997; Duchnowicz
i Koter, 2003]. 2.4-D moze modyfikowa¢ dwuwarstwe lipidowg blony, a w zwiazku z tym
zaburza¢ prawidlowa funkcj¢ blony komérkowej.

2.4-D wywoluyje takie choroby jak: anemig, monocytozg, limfocytoze, eosinofili¢ oraz
powoduje zmiany objetosci i ksztattu erytrocytow [Bukowska i inni, 2000]. Kwas ten jest
czasteczka lipofilowa i oddzialywuje z zewngtrzng warstwa blony biologicznej, powodujac
strukturalne zaburzenia w hydrofobowym rejonie blony i wplywa na rozmieszczenie gtowek
polarnych lipidow [Bukowska i Zatorska, 2003]. Wykazano, ze 2,4-D powoduje powstawanie
echinocytéw, w wyniku laczenia si¢ z fosfatydylocholing (DMPC), ktéra zlokalizowana jest
glownie w zewnetrznej monowarstwie blony erytrocytow [Suwalsky i inni, 1996]. Zakiocenia
w strukturze blony erytrocytow spowodowane wbudowaniem si¢ 2,4-D do zewngtrznej
monowarstwy lipidowej moze prowadzi¢ bezposrednio do utraty integralnosci membrany
(hemolizy), a takze w wyniku zmniejszenia oddziatywan miedzy skladnikami blony, moze
ulatwiaé penetracj¢ w glab dwuwarstwy innym zwigzkom, ktére powodujg utlenianie lipidow
i indukuja hemolize¢ erytrocytow. Wykazano ponadto, ze kwas 2.4-D powoduje silne
blokowanie kanatow jonowych w ludzkich komoérkach glejowych i aktywacj¢ jonow CI” [Roy
i inni, 1998; Suwalsky i inni, 1999; Ateeq i inni, 2002].
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11.4.3. Cele laczenia zwigzkow

Interakcje migdzy zwiazkami biologicznie aktywnymi sa wykorzystywane w wielu
dziedzinach nauk takich jak.: farmakologia, immunologia, toksykologia, fizjologia i nauki o
srodowisku [Kortenkamp i inni, 1998; Groten i inni, 2001; Belzile i inni, 2000; Fitzmaurice,
2000]. Wiele procesow biologicznych wymaga jednoczesnego dzialania dwoch lub wigcej
wspolpracujacych ze soba zwigzkéw do otrzymania oczekiwanego efektu [Singh i Singh,
2000].

W przypadku pestycydow taczenie ze soba réznych zwigzkow w mieszaniny dwu lub
wielosktadnikowe, ma na celu przede wszystkim podniesienie aktywnosci biologicznej
mieszaniny w stosunku do aktywnosci pojedynczych jej sktadnikow, ktorych dziatanie jest w
wigkszym lub mniejszym StOpniu poznane. Pestycydy laczy si¢ w mieszaniny gldwnie z
trzech powodow:

e aby poszerzy¢ spektrum aktywnosci biologicznej do kontroli wielu szkodnikow
jednoczesnie,

e aby wykorzysta¢ addytywne lub synergiczne oddzialywania migedzy pestycydami, przy
ktérych aktywnos$¢ i wydajno$¢é mieszaniny wzrasta, zas dawki mogg by¢ zredukowane
bez utraty aktywnosci i tym samym przyczyni€ si¢ do ochrony srodowiska,

e aby opdzni¢ proces selekcji w uzyskiwaniu opornosci przez rosliny na jeden ze
sktadnikow mieszaniny.

Laczenie pestycydow ma wiec na celu podniesienie aktywnosci biologicznej i zmiang
innych wlasciwosci znanych i stosowanych na rynku preparatow.

W ostatnich latach wiele badan prowadzi si¢ nad aktywnoscig mieszanin zwigzkow z
grupy pestycydow [Pape-Lindstrom i Lydy, 1997; Tripathi i Agarwal, 1997, 1998; Malich i
inni, 1998; Oruc i Uner, 2000 a i b; Blumell i Gross, 2001]. Poszukiwanie i tworzenie roznego
typu mieszanin jest dzisiaj powszechne, czego przyklady mozna znalez¢ w literaturze. Coraz
powszechniejsza staje si¢ bowiem odpornos¢ roslin na obecnie produkowane i stosowane
herbicydy, co powoduje konieczno$¢ poszukiwania nowych zwigzkow biologicznie
aktywnych lub laczenie dotychczas stosowanych. Mieszaniny sa korzystne w przypadku
chwastow, ktore maja dobrze rozwinigty system odpornosciowy i zdazyly juz uodpornic si¢ na
jeden ze skladnikow mieszaniny. Takim przykltadem moze by$ zaslaz pospolity i przymiotno
kanadyjskie, ktére uodpornily si¢ na glifosat i jest to powazny problemem dla plantatoréw w
wielu krajach. W wyniku zastosowania mieszaniny zlozonej z glifosatu i innych zwigzkow na

za$laz, uzyskano efekty synergiczne w warunkach polowych i w szklarni dla tych samych
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dawek mieszaniny, cho¢ w szklarni efekty wspoldziatania herbicydow byly wigksze
[Chorbadijan i Kogan, 2002]. Laczy si¢ tez herbicydy z fungicydami, co pozwala na kontrolg
chwastow i grzybow jednoczesnie, jak réwniez z insektycydami [Gisi, 1996; Groten i inni,
2001; Feron i Groten, 2002].

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach tgczono aminofosfoniany ze znanymi i
stosowanymi  juz  skladnikami  aktywnymi  herbicydow  (kwasem < 2.4-D i
fosfonometyloglicyna), w celu uzyskania wzrostu aktywnosci biologicznej mieszaniny, w
stosunku do aktywnosci poszczeg6lnych jej skladnikow. Szczegdlnie istotne jest znalezienie
wsrod badanych aminofosfonianéw, dobrych synergetykow 2.4-D 1 FMG po to, aby:
poszerzy¢ spektrum ich dziatania, op6zni¢ proces selekcji i uodparniania si¢ chwastow na te
substancji oraz zmniejszenie ich dawek. Aminofosfoniany natomiast sa zwigzkami
bezpieczniejszymi dla srodowiska naturalnego od 2.4-D i FMG, szybko metabolizowanymi

przez mikroflorg glebowa do prostych zwiazkow nietoksycznych.
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II1. Cel pracy

Podjete w tej pracy badania mialy na celu oceng¢ aktywnosci biologicznej nowych
zwiazkow z grupy aminofosfonianow oraz okreslenie molekularnego mechanizmu
oddzialywania tych zwiazkéw z blona biologiczna. Badania dotyczyly réwniez znanych
zwiazkow nalezacych do herbicydow, ktérych molekularny mechanizm oddziatywania z
blona biologiczng nie zostal w pelni wyjasniony. Ocenie zostata rowniez poddana aktywnos¢
biologiczna dwuskladnikowych mieszanin, utworzonych z jednego zwiazku z grupy
aminofosfonianéw oraz skladnika aktywnego znanych i1 powszechnie stosowanych w
uprawach herbicydow.

Celem badan bylo rowniez, dzigki wyborowi odpowiednich substancji, okreslenie
zaleznosci miedzy aktywnoscig biologiczng zwiazkéw a ich strukturag chemiczng, w
szczegolnosci wskazanie wplywu, jaki maja rézne grupy funkcyjne badanych substancji na
ich aktywnos¢.

Aktywnos¢ biologiczng zwiazkow okreslano na podstawie ich oddzialywania z blong
erytrocytow, traktowana zaréwno jako model blony biologicznej, jak réwniez jako przyktad
takiej blony oraz porownywano ja z aktywnoscig biologiczng w odniesieniu do roslin
wyzszych. W szczeg6lnosci aktywnos¢ uzytych w pracy substancji okreslano na podstawie
zmian parametrow fizycznych wynikajgcych ze zmiany wlasciwosci i struktury blony
erytrocytow takich jak: zmiana opornosci osmotycznej erytrocytow, zmiana ptynnosci blony,
zmiana ksztaltu erytrocytow. Parametry te zostaly zmierzone przy wykorzystaniu metody:
spektroskopii absorpcyjnej, spektroskopii fluorescencyjnej, mikroskopowego badania ksztattu
erytrocytow, stopnia inhibicji wzrostu roslin wyzszych i wydajnosci kietkowania nasion.
Aktywnos¢ zwigzkow okreslano réwniez na podstawie ich zdolnosci do indukowania
hemolizy, ktora wyrazona jest jako toksyczno$¢ hemolityczna zwigzku.

Prezentowane badania odpowiadaja nast¢pujacym celom szczegélowym:

1. Ocena aktywnosci biologicznej stosowanych substancji w odniesieniu do modelowe;
blony biologicznej i w odniesieniu do roslin wyzszych.

2. Zastosowanie fizycznych metod badawczych, ktore pozwalaja zmierzy¢ zmiany
parametrow fizycznych blony modelowej, w wyniku oddzialywania z nig badanych
substancji.

3. Okre$lenie zaleznosci migdzy wielko$ciga zmian parametréow fizycznych a struktura

uzytych substancji oraz molekularnego mechanizmu ich dzialania.
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4. Ocena skuteczno$ci dzialania mieszanin stosowanych zwigzkéw w poréwnaniu ze
skutecznoscig dziatania poszczegdlnych sktadnikow mieszaniny.
5. Sprawdzenie przydatnosci blony modelowej o poznanych nalezycie wtasciwosciach i
strukturze do testowania zwigzkoéw oddziatujacych aktywnie z blonami biologicznymi.
Otrzymane w tej pracy wyniki badan przede wszystkim beda mogly by¢é wykorzystane
przy projektowaniu struktur i syntezie nowych zwigzkéw o wlasciwosciach herbicydow, ktore
wykazywalyby optymalng skutecznos$¢. Z punktu widzenia ochrony srodowiska naturalnego,
znajomos$¢ molekularnego mechanizmu oddzialywania tych zwiazkéw z blona biologiczna,
moze by¢ wykorzystana do ochrony organizmoéw zywych, przeciwko ktorym zwiazki te nie sg

skierowane.
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IV. Materialy i metody

IV.1 Materialy

IV.1.1. Erytrocyty i cienie erytrocytow

Badania byly prowadzone na erytrocytach i btonach erytrocytow, otrzymywanych ze
Swiezej krwi $wini, pobieranej do soli fizjologicznej z dodatkiem heparyny. Osocze wraz z
leukocytami usuwano, natomiast krwinki plukano czterokrotnie w odpowiednim dla danego
rodzaju badan roztworze. Cienie otrzymywano wedlug metody Dodge'a [Dodge 1 inni, 1963].
Zawartos¢ erytrocytow w zawiesinie okreslano na podstawie mierzonego hematokrytu,
natomiast zawartos$¢ cieni erytrocytow na podstawie st¢zenia bialka; st¢zenie to oznaczano

metoda Bradford [Bradford, 1976].
IV.1.2. Rosliny wyzsze stosowane w testach biologicznych

W badaniach biologicznych stuzacych do oceny aktywnosci biologicznej potencjalnych
herbicydéw metoda testu wzrostu i kietkowania uzyto 3 rodzaje nasion roslin wyzszych:

ogorka, pszenicy i gorczycy.

IV.1.3. Roztwory

W badaniach hemolitycznych 1 mikroskopowych uzywany byt bufor fosforanowy o pH
7.4 i nastgpujacym skladzie: 131 mM NaCl; 1,79 mM KC1; 0,86 mM MgCly; 11,79 mM
NaH>PO4-H,0; 1,80 mM Na,HPO,4-2H,0. Do rozpuszczania badanych zwigzkoéw stosowano
roztwor soli fizjologicznej (0,9 % NaCl).

Opornos$¢ osmotyczng krwinek badano w hipotonicznych roztworach NaCl o stg¢zeniach
od 0.5 % do 0,88 %. W badaniach ptynnosci blony erytrocytdéw, cienie umieszczano w soli
fizjologicznej. W eksperymentach dotyczacych hamowania wzrostu roslin i kietkowania

nasion stosowano wodg¢ destylowana.
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1V.1.4. Odczynniki

Aldehyd glutarowy — OHC(CH,);CHO stosowany do utrwalania komorek w badaniach
mikroskopowych

DMF — dimetyloformamid stosowany do rozpuszczania sond fluorescencyjnych

Odczynnik Bradford - Bio-Rad Protein Assay stosowany do oznaczania stgzenia biatka w
cieniach erytrocytow,

Sondy fluorescencyjne

DPH - 1,6-difenylo-1.3,5-heksatrien

TMA-DPH - p-toluenosulfonian [1-(4-trimetyloamoniofenylo)-6-fenylo-1,3,5-heksatrienu]
TMAP-DPH - p-toluenosulfonian N-[l-propylo-(4-trimetyloamoniofenylo)-6-fenylo-1,3,5-
heksatrienu]

Laurdan - 2-dimetyloamino-6-laurylonaftalen

IV.1.5. Substancje stosowane w pracy

W przedstawionych w tej pracy badaniach uzyto zwigzki biologicznie aktywne
fosforoorganiczne, o whasciwosciach potencjalnych herbicydow. Wigkszos¢ z nich to substan-
cje nowe, nieopisane dotychczas w literaturze przez innych autorow, otrzymane na drodze
syntezy w Instytucie Chemii Organicznej, Biochemii i Biotechnologii Politechniki
Wroctawskiej. Przy uzyciu spektrofotometru (Bruker Avance DRX3pp) sprawdzono ich
strukture i czystos¢ na podstawie widm 'H-NMR, otrzymanych w chloroformie
deuterowanym.

W pracy uzyto takze kwas dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) 1 fosfonometyloglicyng
(FMG) zakupione w firmie: Sigma Aldrich Chemical Co., ktore sa gldéwnymi skladnikami
bioaktywnymi znanych i powszechnie stosowanych na rynku preparatéw herbicydowych o
nazwach: ,,Aminopielik” (2,4-D) oraz ,,Roundoup” (FMG).

Zwiazki fosfororganiczne ze wzgledu na budowe¢ chemiczng mozna podzieli¢ na trzy

grupy: acykliczne, cykliczne i pochodne fluorenu.

Zwiqzki acykliczne
Ze zwiazkow acyklicznych fosforoorganicznych wykorzystano aminowe pochodne
kwasu aminofosfonowego, ktére oznaczono symbolem AFa-n, gdzie n=1,2,3,4,5,6,7 o

nastepujacej strukturze ogolne;j:
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R,

| _NHR,
C\

1 P(O)(OR:),
R,

Symbol Nazwa Wzoér Wzér strukturalny

sumaryczny

AFa-1 |Ester di-n-butylowy Ci9Hs NOsP CsHqq
kwasu 2-(N-n- m. cz. 363 | NHC 4Hg
butyloamino) c < P(0)(OC4Ho),
heptanofosfonowego-2 ’

CH4

AFa-2 Ester di-n—butylowy Cz{)H44 NO;P C4H9
kwasu 2-(N-n- m. ¢z:. 377 NHCgH; 3
heksyloamino) c < P(O)(OC4Ho),
heksanofosfonowego-2 |

CHs

AFa-3 | Ester di-etylowy kwasu [ CysH3s NOsP CsH1q
2-(N-n-butyloamino) |m. cz. 307 | NHC 4Hg
heptanofosfonowego-2 C‘ < P(O)(OC;Hs),

CHs

AFa-4 |Ester di-n-butylowy C17H33 NOsP C4Hg
kwasu 2-(N-n- m. cz. 335 ‘ NHC3H;
propyloamino) C < P(O)(OC,¢Ho)
heksanofosfonowego-2 | TR

CHs

AFa-5 | Ester di-n-butylowy C19H42POsN CHg
kwasu 2-(N-n- m. cz. 363 ‘ NHCgH;7
oktyloamino) C<

1 P(O)(OC4Ho),
propanofosfonowego-2
CH,

AFa-6 |Ester di-etylowy kwasu | CgH4PO3N CgHig
1-(N-n-pentyloamino) [m. cz. 363 | _~NHC3Hy4
dekanofosfi -1 ¢

ekanofosfonowego ‘ NP (0)OC,H),
H

AFa-7 | Ester di-etylowy kwasu | C¢H3sPO3N CgHia
1-(N-n-pentyloamino) |m. cz. 321 | NHCgH 4
heptanofosfonowego-1 T< P(0)(OC,He),

H

Zwiqzki cykliczne

Grupg zwiazkéw cyklicznych fosforoorganicznych stanowity aminowe pochodne kwasu

cykloheksanoaminofosfonowego o symbolach AFc-n, gdzie n=1,2,3.4,5.




Symbol Nazwa Wzor Wzor strukturalny
sumaryczny
AFc-1 Ester di-n-propylowy kwasu | C2pHssPO3N C4H1p
4-n-butylo,1-( n-butyloamino) | m. cz. 403
cykloheksanofosfonowego-1
C4HgNH  P(O)(OC3Hy),
AFe-2 Ester di-n-izopropylowy Ci9H34PO3N
kwasu 1(n-butyloamino) m. c2335
cykloheksanofosfonowego-1
C4HgNH P(O)(OC3Hy)2
AFe-3 Ester di-n-butylowy kwasu 1- | CosHsgPO3N
( n-tetradecyloamino) m. cz. 487
cykloheksanofosfonowego-1
Cq4HgNH  P(O)(OC4Hg),
AFc-4 Ester di-n-butylowy kwasu 1- | C»H4PO3N
(n-oktyloamino) m. cz. 398
cykloheksanofosfonowego-1
CgHi7NH  P(O)(OC4Hg)2
AFc-5 Ester di-etylowy kwasu 1-(n- | Cj2H2603NP
butyloamino) m. cz. 327
cykloheksanofosfonowego-1
C4HgNH  P(O)(OC2Hs)2
Zwiqzki pochodne fluorenu
Ta grupe stanowig zwiazki fosforoorganiczne, aminowe pochodne kwasu

fluorenofosfonowego o symbolach AFm-n, gdzie n=1,2.3, o strukturze ogdlne;j:

QLQ

RsNH

P(O)(OR)
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Symbol Nazwa Wzoér Wzor strukturalny
sumaryczny
AFm-1 Ester di-etylowy kwasu 9- | C;H7POsN
(n-butyloamino) m, €z 3L
fluorenofosfonowego-9 '
C4HgNH  P(O)(OC,Hs),
AFm-2 Ester di-n-oktylowy kwasu | C33Hs POsN
9-(n-butyloamino) m. c¢z. 540
fluorenofosfonowego-9 '
C,HgNH  P(O)(OCgH;5),
AFm-3 | Ester di-n-undecylowy C39Hg3PO3sN
kwasu 9-(n-butyloamino) |[m. cz. 624
fluorenofosfonowego-9
C4HgNH  P(O)(OCy1Hz3),

Aktywne sktadniki herbicydow

Do badan uzyto rowniez aktywne skladniki herbicydéw stosowanych w uprawach: kwas

(2.,4-dichlorofenoksy)octowy (2,4-D) i N-(fosfonometylo)glicyna (FMG).

Nazwa Nazwa chemiczna Wzér Wzor strukturalny
sumaryczny
2,4-D kwas (2,4- CgHﬁCleg. OCHchOH
dichlorofenoksy)octowy  |m. cz. 220 /@[
(o] Cl
FMG N-(fosfonometylo)glicyna, | CsHgNOsP /\/\
(glifosat) m. cz. 169 (HO),(O)P NH COOH
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IV.2. Metody

IV.2.1. Metoda spektroskopii absorpcyjnej

IV.2.1.1. Toksycznos¢ hemolityczna zwigzkow

Oddzielone od osocza krwinki czerwone ptukano dwukrotnie w soli fizjologicznej a
nastgpnie dwukrotnie w buforze fosforanowym o pH 7.4. Wyphlukane krwinki zawieszano w
roztworze soli fizjologicznej w probéwkach pomiarowych zawierajacych odpowiednie ilosci
badanych zwigzkow. Pomiary stopnia hemolizy przeprowadzano przy 2% wartosci
hematokrytu. Modyfikacja erytrocytow badanymi zwigzkami trwata 1 godzing w temperaturze
37 °C. Po jej zakonczeniu probki wirowano w temperaturze pokojowej w czasie 3 minut z
przyspieszeniem 3000 g. Stezenie hemoglobiny w  supernatancie = mierzono
spektrofotometrycznie (Specol 11) przy dlugosci fali A = 540 nm i traktowano jako miarg
ilosci zhemolizowanych krwinek, wyrazano ja w procentach, wzgledem st¢zenia hemoglobiny
w prébee kontrolnej catkowicie zhemolizowanej [Ponder, 1948; Kondo, 1979; Raval i inni,

1989; Boyer i inni, 1993; Hamasaki i inni, 1995].

1V.2.1.2. Toksyczno$¢ hemolityczna mieszanin rownomolarnych

Wyplukane jak wyzej krwinki zawieszano w roztworze soli fizjologicznej rozdzielonym
do probowek pomiarowych, zawierajacych odpowiednie ilosci badanych zwiazkéw 1 ich
rownomolarne mieszaniny, powstate z polaczenia kazdego z tych zwigzkow z kwasem 2,4-D
albo z FMG. Pomiar stopnia hemolizy wykonywany byl w taki sam sposob jak przy
pomiarach przeprowadzonych dla pojedynczych zwiazkow.

Na podstawie uzyskanych krzywych hemolitycznych dla pojedynczych zwiazkow
wyznaczano wartosci Csg, tj. wartosci stezenia powodujacego 50% hemoliz¢ erytrocytow
modyfikowanych pojedynczymi zwigzkami, jak réwniez Cso dla rownomolarnej mieszaniny
zwiazkow. Dla dowolnego procesu na rysunku 4.1. przedstawiono hipotetyczne krzywe dla
zwigzkoéw A i B, jak rowniez krzywa A+B dla rownomolarne) mieszaniny oraz zaznaczono

wartosci dajace 50 % efekt [Gessner, 1988; Kortenkamp i inni, 1998].
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Efekt [jednostki umowne]
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Dawka [jednostki umowne]
Rys. 4.1. Hipotetyczne krzywe dla zwiazkow A i B i ich rownomolarnej mieszaniny A+B z

zaznaczonym 50 % efektem [Kortenkamp i inni, 1998].

W wyniku polaczenia zwigzkéw moga zachodzi¢ rézne procesy w zaleznosci od
wilasciwoscei  pojedynczych zwiazkow, mozliwosci ich wspoéldziatania, sposobu ich
oddziatywania na blony i wspotdziatania zwiazkow ze soba w oddzialywaniu z blonami. Na
klasyfikacj¢ efektow powstalych w wyniku dzialania mieszanin na obiekty biologiczne
pozwala nastgpujace addytywne wyrazenie algebraiczne [Berenbaum, 1998]:

ca/Catep/Cg =1,

gdzie

- ¢ 1 ¢p sg stezeniami zwigzkow A 1 B w mieszaninie, powodujacymi okreslony efekt,

- Cai Cp sg stezeniami zwigzkow dajacymi pojedynczo okreslony efekt.

Na podstawie tego wyrazenia algebraicznego mozna okresli¢ 3 rodzaje efektéw:

1. Addytywny - brak oddzialywania migdzy zwigzkami, aktywnos$¢ mieszaniny obu

zwiazkow jest suma aktywnoscei jej skladnikow; ca/Ca+cp/Cp = 1

2. Synergiczny - st¢zenia zwigzkow A i B odpowiedzialnych za okreslony efekt sg

nizsze w zawiesinie, zwigzki oddzialywuja z blonami w sposéb wzmacniajacy

aktywnos¢ mieszaniny; ca/Catcp/Cp <1

3. Antagonistyczny- stezenia zwigzkow A i B odpowiedzialnych za okreslony efekt sa

wyzsze w zawiesinie, zwiazki oddziatywuja z blonami w sposob obnizajacy aktywnosé

mieszaniny; ca/Cat+cp/Cp >1 .

Do okreslenia 50 % efektu, spowodowanego mieszaning dwoch zwiazkoéw, sporzadzono

tzw. wykresy izobolowe (krzywe laczace punkty o takim samym efekcie). Wartosci Csgy
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uzyskane dla kazdego zwiazku zostaly naniesione na koncach odpowiednio osi X 1 Y oraz
polaczone prosta zwang addytywna. Na otrzymanej prostej addytywnej, ktora oznacza brak
oddziatywania migdzy zwigzkami, kazdy punkt tej prostej (np.: 1, 2, 3 na rys.4.2.) pozwala
odczyta¢ kombinacje stezen dwoch zwiagzkow w mieszaninie indukujacych efekt 50 %.
Nastepnie w tym ukladzie naniesiona zostala wartos¢ Csy dla mieszaniny, odczytana z krzywej
A+B (rys. 4.2.). Jesli ta wartos$¢ lezy na prostej addytywnej, uzyskany efekt dla mieszaniny
zwigzkow jest addytywny, jesli pod prosta (punkt S na rys. 4.2.) to efekt jest synergiczny, jesli
za$ nad prostg (punkt 4 na rys. 4.2.) to efekt jest antagonistyczny |[Kortenkamp i inni, 1998;
Tripathi i Agarwal, 1997; Haas i inni, 1997; Boesten, 2000; Alves i inni, 2000].

izobole dla efektu 50 %
10.00 - Y

izobola addytywna
? T i e
g S & izobola synergistyczna
Q ~
E 750 i
. ¥ izobola antagonistyczna
- \
o = \
o
= \
° \
S 5001 - >
q A\
3
a 4
g" Y
E .
N 250
i
S
m
D —
0.00 —
0.00 25.00 50.00 75.00 100.00

Dawka zwigzku B [jednostki umowne]

Rys. 4.2. Izobole wykreslone dla efektu 50 % [Kortenkamp i inni, 1998].

1V.2.1.3. Toksycznos$¢ hemolityczna mieszanin nieré6wnomolarnych

Wyplukane krwinki zawieszano w roztworze soli fizjologicznej rozdzielanym do
probéwek pomiarowych, zawierajacych odpowiednie ilodci poszczegdlnych zwigzkow lub ich
dwuskladnikowe mieszaniny, w ktorych zwiazki wystgpowaly w réznych stezeniach
molarnych. Pomiar stopnia hemolizy wykonywany byl w taki sam sposob, jak przedstawiono
powyzej dla pojedynczych zwiazkow.

W tej metodzie okreslania aktywnosci mieszaniny zwiazkow wprowadzono pojecie
jednostki toksycznosei (toxic unit) 1 oznaczono ja TU. Warto$¢ 1 TU odpowiada stgzeniu

molowemu pojedynczego zwigzku (Csg) powodujacemu efekt 50 % hemolizy. W przypadku
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mieszaniny dwoch zwiazkow jednostke toksycznosci obliczano z zaleznosci algebraicznej
[Pape-Lindstrom i inni, 1997; Berenbaum, 1998]:
Ca/Csoat Cp/Csos = TU,

gdzie

- Ca to stezenie zwigzku A w mieszaninie dajace efekt 50%,

- Cp to st¢zenie zwigzku B w mieszaninie dajace efekt 50%,

- Csoa stezenie zwigzku A powodujacego 50% efekt pojedynczo,

- Csop stezenie zwigzku B powodujacego 50% efekt pojedynczo.

Wartos¢ 2 TU ma mieszanina, w ktorej stezenie zwiazku A wynosi Csoa, a stezenie
zwiazku B wynosi Csop, stgzenia te sg rézne ze wzgledu na r6zng aktywnos¢ zwiazkow. Jeshi
taki roztwor rozcienczymy dwukrotnie to otrzymamy roztwor o wartosci 1 TU. Aby okresli¢
aktywnos$¢ mieszaniny nalezy przygotowac roztwory, dla ktorych wartosci stezen wyrazone sa
w jednostkach TU i wynosza: 2; 1,75; 1,5; 1,25; 0,75; 0,5. Po inkubacji erytrocytow w tych
roztworach mierzymy procent hemolizy i wykreslamy krzywa hemolityczng. Na podstawie tej
krzywej wyznaczamy warto$¢ stezenia mieszaniny w jednostkach TU, odpowiedzialnego za
50 % hemolize. W zaleznosci od wartosci tego stgzenia okreslano aktywnos$¢ mieszaniny
zwiazkow w oddzialywaniu z blong erytrocytow nastgpujaco:

- dla stezen zwiazkow w roztworze rownym | TU - addytywnos¢,

- dla stezen zwigzkoéw w roztworze wigkszym od 1 TU - antagonizm,

- dla stezen zwiazkow w roztworze mniejszym od 1 TU - synergizm.

1V.2.1.4. Opornosé¢ osmotyczna erytrocytow

W badaniach opornoéci osmotycznej erytrocyty poddawano najpierw modyfikacji, w
obecnosci badanych zwiazkoéw, a nastgpnie modyfikator usuwano. Wyplukane erytrocyty
zawieszano w buforze fosforanowym o pH 7,4, zawierajacym dany zwiazek, o st¢zeniu
niewywolujacym zadnej hemolizy w dostatecznie dlugim czasie. Badane probki inkubowano
w czasie 1 godziny w temperaturze 37 °C. Zawiesing krwinek nast¢pnie wirowano, usuwano
roztwor modyfikujacy, a krwinki zawieszano w roztworze izotonicznym i w wybranych
roztworach hipotonicznych chlorku sodowego. Stgzenia NaCl w poszczegdlnych probkach
roznily sie o 0,02 % poczynajac od 0,5 % do 0,88 %. W takich roztworach zawieszano
rowniez krwinki niemodyfikowane, wzgledem ktérych okreslano zmiany opornosci
osmotycznej. Po dokladnym wymieszaniu zawiesiny krwinek i odwirowaniu, mierzono

procent hemolizy jak wyzej.
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1V.2.2. Metoda spektroskopii fluorescencyjne;j

IV.2.2.1. Wyznaczanie polaryzacji i anizotropii fluorescencji

Skutki oddzialtywania zwiazkéw biologicznie aktywnych z blonami erytrocytow
okreslano rowniez na podstawie zmian polaryzacji i anizotropii fluorescencji sond
fluorescencyjnych: DPH, TMA-DPH i TMAP-DPH. Polaryzacj¢ (P) i anizotropi¢ (A)
fluorescencji stacjonarnej obliczano wedlug wzoru [Lakowicz, 1999]:

_1,-GI,
I,+GI, ,

_1;-GI;
1,+2GI,’

gdzie I, 1, - natgzenia fluorescencji mierzonej odpowiednio w kierunku roéwnoleglym i
prostopadtym wzgledem Kkierunku spolaryzowanej wigzki wzbudzajacej. G jest stalg
aparaturowg zalezna od dtugosci fali emisji. Wzrost polaryzacji 1 anizotropii (w poréwnaniu z
ich wartosciami dla probki kontrolnej), wskazuje na wzrost uporzadkowania strukturalnego w
otoczeniu znacznika fluorescencyjnego (wzrost sztywnosci blony), za$ ich zmniejszenie
swiadczy o mniejszym uporzadkowaniu (wzroscie ptynnosci) [Lakowicz, 1999; Campbell i
Dwek, 1984 Lentz, 1988]. Roztwory wyjsciowe sond fluorescencyjnych o stezeniach ok. 1
mM przygotowywano w dimetyloformamidzie (DMF). Stezenie sond w probkach
pomiarowych wynosito ok. 1 uM, zawartos¢ cieni w préobce badanej okreslana byta poprzez
stgzenie biatka i wynosito ok. 100 pg/ml. Diugos¢ fali wzbudzenia dla sondy fluorescencyjne;j
DPH wynosita 360 nm, dtugos¢ fali emisji 425 nm. Dlugosé fali wzbudzenia dla sondy
fluorescencyjnej TMA-DPH wynosita 358 nm, za$ emisji 428 nm. Dla sondy fluorescencyjnej
TMAP-DPH dtugosé fali wzbudzenia i emisji wynosily odpowiednio 354 nm i 429 nm.
Pomiary spektrofluorymetryczne wykonywano w temperaturze 25 °C przy uzyciu

spektrometru firmy Kontron, model SFM 25.

1V.2.2.2. Wyznaczanie uogolnionej polaryzacji

Wplyw zwigzkoéw aktywnych biologicznie na blong erytrocytow okreélano réwniez na
podstawie zmian uogélnionej polaryzacji fluorescencji (General Polarization - GP) dla sondy

fluorescencyjnej Laurdan, ktora jest amfifilowa sondq o duzej wrazliwosci widma absorpcji i
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emisji na stan fizyczny blony. Fluorescencyjna czg$¢ czasteczki Laurdanu przekazuje
informacje z hydrofilowej czgéci blony. Przesunigcie spektralne widma fluorescencji sondy
Laurdan wyznacza si¢ na podstawie uogolnionej polaryzacji GP, ktora okresla organizacje
glowek polarnych lipidow w blonie erytrocytu i wyraza si¢ zaleznos$cig [Suwalsky i inni,
2003; Parasassi 1 inni, 1994]:

Io=I

GP = ;
e

gdzie Iy i I; sq natgzeniami fluorescencji $wiatta wyemitowanego w zakresie odpowiednio
dlugosci fali $wiatla niebieskiego 1 czerwonego. Intensywnosci fluorescencji byly mierzone
przy dhugosei fali pobudzenia ey = 360 nm 1 dhugoscei fal emisji A, = 440 nm 1 A, = 490 nm
odpowiednio dla $wiatla niebieskiego i czerwonego. Odpowiadajg one maksimom emisji
Laurdanu w przypadku, gdy lipidy blonowe znajduja si¢ w fazie Zelu lub w fazie
cieklokrystalicznej. Wzrost uogdlnionej polaryzacji GP (w poréwnaniu z jego wartoscia dla
probki kontrolnej) wskazuje na wzrost uporzadkowania strukturalnego w otoczeniu znacznika
fluorescencyjnego, czyli zwigkszenie uporzadkowania fazy hydrofilowej blony. Mniejsze
wartosci GP $wiadczg o wzroscie nieuporzadkowania w czesci hydrofilowej blony. Wysokie
wartosci GP wskazuja, ze blona znajduje si¢ w fazie zelu za$ niskie, a nawet ujemne, ze w
fazie cieklokrystaliczne;.

Pomiary spektrofluorymetryczne wykonywano w warunkach jak dla pozostatych sond.

1V.2.3. Metoda mikroskopowa badania ksztaltu erytrocytow

Do pomiarow w mikroskopie optycznym oddzielone od osocza krwinki czerwone
phukano czterokrotnie w soli fizjologicznej, a nastgpnie zawieszano w soli fizjologicznej w
probowkach pomiarowych, zawierajacych odpowiednie ilosci badanych zwigzkow.
Hematokryt erytrocytow w roztworze modyfikujacym wynosit 2 %, modyfikacja erytrocytow
trwata | godzing w temperaturze 37 °C. Po modyfikacji erytrocyty byly utrwalane w 0.2 %
roztworze glutaraldehydu, a nast¢gpnie obserwowano ich ksztatt w kontrastowym mikroskopie
fazowym (Olympus BH-2), wyposazonym w kamer¢ wideo. Erytrocyty moga przyjmowac
ksztalty; stomatocytow, kiedy substancje wbudowuja si¢ glownie do wewnetrznej warstwy
dwuwarstwy lipidowej btony lub echinocytow, jesli substancje koncentruja si¢ gtownie w
zewngtrznej warstwie blony komorkowej. W ramach tych dwoéch podstawowych rodzajow
ksztattu tj. stomatocytow i echinocytow zgodnie ze skalg Bessis’a i Brecher’a wyr6zniono

szereg form krwinek czerwonych, ktérym przyporzadkowano odpowiednie indeksy
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morfologiczne. Badania ksztaltu erytrocytow wykonano w Zaktadzie Biofizyki Politechniki
Wroclawskiej. Utrwalone na zdjgciach zmodyfikowane erytrocyty roznych ksztaltow zliczano

i wyznaczano procentowy udzial roznych form w badanej populacji (0k.400) komorek.

1V.2.4. Badanie stopnia inhibicji wzrostu roslin wyzszych

Aktywnos$¢ biologiczna badanych zwigzkoéw oceniono na podstawie ich wplywu na
inhibicje wzrostu roslin. W badaniach tych wykorzystano nasiona roslin pszenicy i ogérka.
Taki wybor roslin byt zwigzany z uzytymi w badaniach aktywnymi skladnikami znanych
herbicydow, ktoére wykazuja najwigksza aktywno$¢ w oddziatywaniu 2z roslinami
odpowiednio: glifosat w odniesieniu do roslin jednolisciennych, do ktoérych nalezy pszenica
oraz 2,4-D w odniesieniu do roslin dwulisciennych, do ktorych zaliczany jest ogorek.

Stezenia zwiazkoéw w tych badaniach wyrazano w jednostkach toksycznosci. Jednostka
toksycznosci (1 TU) odpowiada takiemu stezeniu zwigzku, ktore powoduje 50 %
zahamowanie wzrostu roslin (ECsp). W przypadku mieszaniny dwoch zwigzkow wartosé
jednostki toksycznosci obliczana jest ze wzoru [Berenbaum, 1998; Pape-Lindstrom i inni,
1997]:

CA/ECsoa + Cg/ECspp=TU,
gdzie Co i Cp oznaczajg stgzenia zwiazkow A i B w mieszaninie, a ECsop 1 ECsep
odpowiadaja st¢zeniom zwiazkow A i B powodujacych 50 % zahamowanie wzrostu roslin.

Aby okresli¢ warto$¢ stezenia ECso w jednostkach TU dla poszczegdlnych zwiazkow
przeprowadzano test wzrostowy ogorka (Cucumis sativus) i pszenicy (7riticum). 15 nasion
wykietkowanych w czasie 48 godzin w temperaturze 25 °C, umieszczano na szalkach Petriego
(9 cm) na dwoch warstwach bibuly typu Whatman No. 2, nasaczonej woda destylowang
(kontrola) 1 pigcioma roztworami badanego zwiazku o roéznych stezeniach. Szalki
umieszczano w komorze wegetacyjnej SANYO® przy ustalonej wilgotnosci w temperaturze
25 °C, na 96 godzin w cyklu dobowym przy 9 godzinach bez naswietlania (noc) i 15
godzinach naswietlania (dzien). Po uplywie wyznaczonego czasu mierzono dtugos¢ czesci
naziemnej rosliny, czyli hypokotyl rosliny. Na podstawie uzyskanych rezultatow wykreslano
zalezno$¢ dlugosci hypokotyla od stezenia zwigzku i wyznaczano stgzenie powodujace 50 %
zahamowanie wzrostu hypokotyla. Doswiadczenie powtarzano pigciokrotnie.

Badanie aktywno$ci mieszaniny dwoch zwigzkéw wykonywano jak wyzej. Stezenia
zwigzkow w mieszaninie dobierano odpowiednio do wezesniej wyznaczonych wartosci ECsg

dla kazdego zwigzku. Byly one mniejsze i wigksze od 1 TU i wynosity: 0,5; 0,75; 1,5 1 2,0
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TU. Na podstawie otrzymanych wynikéw okreslano st¢zenia wyrazone w jednostkach
toksycznosci mieszaniny powodujacej efekt 50 % zahamowania wydhuzenia hypokotyla. Jesli
efekt ten obserwowano dla stezenia réwnego 1 TU wtedy dziatanie dwoch zwigzkow
traktowano jako addytywne, st¢zenie mieszaniny mniejsze od 1 TU oznacza synergizm, a
stezenie wigksze od 1 TU $wiadczy o antagonizmie w oddzialywaniu mieszanin z roslinami.

Badania te zostaly wykonane w Katedrze Zywienia Roslin AR we Wroctawiu.

I1V.2.5. Badanie wydajnosci kielkowania nasion

Aktywnos¢ biologiczng zwigzkoéw okreslano tez na podstawie ich wplywu na stopien
zahamowania kietkowania nasion gorczycy.

W badaniach wykorzystano wyselekcjonowane nasiona gorczycy bialej, o zdolnosci
kietkowania 97 — 100 %. Badane aminofosfoniany i ich mieszaniny z aktywnymi sktadnikami
herbicydow przygotowywano w stgzeniach indukujacych 50 % hemolizg¢ erytrocytéw. Do
badan uzyto szalki Petriego wylozone saczkami z bibuly, na ktore zostaly wylane po 4 ml
roztworu zwiazku i jego mieszaniny. Do kazdej z szalek wsypywano po 100 sztuk nasion
gorczycy. Proba kontrolna zawierala nasiona w wodzie destylowanej. Kazda probka byta
czterokrotnie powielona. Szalki umieszczano w termostacie bez dostgpu Swiatta w
temperaturze 25 °C na 24 godziny, czas liczono od momentu umieszczenia nasion w
roztworze. Po zakonczeniu inkubacji, szalki z termostatu przenoszono do lodéwki na 30
minut, aby zahamowal proces dalszego kietkowania. Nastgpnie liczono nasiona
wykietkowane [Norma branzowa, 1983]. Badania te zostaly wykonane w Katedrze Ogolnej

Uprawy Roli i Roslin AR we Wroctawiu.
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V. Wyniki badan

Wyniki badan przedstawione w pracy zostaly opracowane przy uzyciu programu Excel

z zastosowaniem testu t-Studenta dla 5 pomiaréw (n) przy poziomie ufnosci p=0,95.
V.1. Toksyczno$¢ hemolityczna zwigzkow i ich mieszanin

V.1.1. Toksycznosé¢ hemolityczna badanych zwigzkow

W prezentowanych w tej pracy badaniach za miar¢ toksycznosci hemolitycznej
zwiazkOw przyjeto takie ich stezenia, ktore powoduja hemolize 50 % erytrocytow
(Csp), takie kryterium przyjmujgq inni autorzy dla poréwnywania aktywnosci zwigzkow
biologicznie aktywnych [Sato i inni, 1997]. Na rysunku 5.1. przedstawiono przykiadowa

krzywa hemolityczng z zaznaczonym stgzeniem Csy,.

100.00 —

procent hemolizy
)

Stezenie [mM]

Rys. 5.1. Przykladowa krzywa hemolityczna dla zwiazku AFa-3 z zaznaczona wartoscia Cs,.

Na rysunku 5.2 przedstawiono w postaci wykresow slupkowych st¢zenia zwiazkow
AFa-n, dla n=1-7 odpowiedzialne za hemoliz¢ 50 % erytrocytow przy 2 % wartosci

hematokrytu. Najbardziej toksyczny, jak wida¢ z rysunku, jest zwigzek AFa-2, ktory indukuje
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50 % hemolizg przy najnizszym st¢zeniu, w pordéwnaniu ze st¢zeniami pozostatych zwiazkow
acyklicznych. Relacje migdzy toksycznosciami hemolitycznymi tych substancji mozna
zapisa¢ w postaci: AFa-3>AFa-1>AFa-4>AFa-7>AFa-6>AFa-5>AFa-2. Toksycznos¢
hemolityczna tych zwiazkow, jak wskazujq badania, zmienia si¢ w zaleznosci od rodzaju grup

funkcyjnych przy atomach fosforu, azotu i wegla w czasteczce.

AFa-2 AFa-5 AFa-6 AFa-7 AFa-4 AFa-1 AFa-3

Zwiazki acykliczne

Rys. 5.2. Stezenia zwigzkow acyklicznych AFa-n, gdzie n=1, 2, 3, 4, 5, 6 1 7, indukujace 50 %
hemolize erytrocytow w temperaturze 37 °C, przy 2 % hematokrycie, w roztworze

fizjologicznym 0,9 % NaCl. Srednie odchylenie procentowe wynosito 8,06 %.

Podobng zalezno$é¢ dla zwiazkéw AFc-n, n=1-5, pokazano na rysunku 5.3. Toksycznos¢
zwiazkow cyklicznych, podobnie jak acyklicznych, zalezy od rodzaju grup funkcyjnych.
Toksyczno$¢ hemolityczng tych zwigzkdw mozna ujac nastgpujaco:

AFc-3 > AFc-1 > AFc-2 > AFc-4 > AFc-5.

08 T
0,7 1 1
506
E o5 -
804 =z
03 +—
02 =
01 J
0. ; :

AFc5 AFc4  AFc2 AFc-1  AFc3
Zwiazki cykliczne

Rys. 5.3. Stezenia zwiazkow cyklicznych AFc-n, gdzie n=1-5, indukujace 50 % hemolize
erytrocytow w temperaturze 37 °C, przy 2 % hematokrycie, w roztworze fizjologicznym 0,9 %

NaCl. Srednie odchylenie procentowe wynosito 8.06 %.
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Kolejnymi zwigzkami, dla ktorych zbadano toksycznos¢ hemolityczna, byly zwigzki
pochodne fluorenu, bedace pochodnymi kwasu fluorenofosfonowego. Posiadajg one
jednakowy, czteroweglowy tancuch alkilowy przy atomie azotu, réznig si¢ natomiast
dhugosciami tancuchow alkilowych przytaczonych do atomu fosforu. W tabeli 5.1 zestawiono
stezenia tych zwigzkdw odpowiedzialne za hemoliz¢ 50 % krwinek czerwonych. W tabeli tej
podano réwniez wartosci st¢zenia Cso dla bioaktywnych skladnikéw herbicydow (2,4-D i
FMG), ktore byly wykorzystane w badaniach aktywnosci biologicznej mieszanin.
Toksycznosci zwiazkow AFm-2 i AFm-3 o dluzszych tancuchach alkilowych sa podobne,
podczas gdy zwigzek AFm-1, posiadajacy najmniejszy fancuch, wykazuje wyraznie mniejsza

toksycznos¢ hemolityczng (znacznie wigksze stezenie Csp).

Tab. 5.1 Stezenia zwiazkéw pochodnych fluorenuowych, FMG i 2.,4-D, indukujace 50 %
hemolize erytrocytow w temperaturze 37 °C, przy 2 % hematokrycie, w roztworze

fizjologicznym 0,9 % NaCl. Srednie odchylenie procentowe wynosito 8,06 %.

zwigzek AFm-1 AFm-2 AFm-3 FMG 2,4-D

Cso [mM] | 0,36+0,0295* | 0,09+0,0074* | 0,16+0,0131* | 2,50+0,1311* | 1,60+0,2049*
* p=0,95 dla 5 pomiaréw

V.1.2. Toksyeznos¢ hemolityczna mieszanin  rownomolarnych

badanych zwigzkow z 2,4-D i FMG.

Zbadano aktywnos¢ hemolityczng poszczegdlnych zwiazkéw organicznych fosforu w
mieszaninach dwuskfadnikowych z 24-D lub FMG. Na podstawie otrzymanych
doswiadczalnie krzywych hemolitycznych dla wybranego aminofosfonianu, herbicydu i dla
mieszaniny utworzonej z tych zwiazkow, wyznaczono wartosci stezen Csp, odpowiedzialnych

za 50 % hemoliz¢ krwinek (rys.5.4.).

63



100.00

80.00
=
N 60.00
o
=
[
=
= '|
9 + AFa3 i
E 40.00 — <> AFa-3+24-D
/A 24D
20.00
000 | ' | | |
C50 C50 C50
0.10 mieszaniny AFa-3 1.00 24D
Stezenie [mM]

Rys. 5.4. Krzywe hemolityczne dla mieszaniny zwiazkow AFa-3 i 2,4-D z wyznaczonymi
wartosciami Csg, powodujacymi hemolize 50 % erytrocytow dla pojedynczych zwigzkéw oraz w

mieszaninie, przy 2 % hematokrycie, w 0,9 % buforze NaCl i w temperaturze 37 °C.

Badana mieszaning tworzyly dwa zwiazki zmieszane w tych samych st¢zeniach
molarnych. Przy danym stgzeniu mieszaniny, okreslano roéwniez st¢zenia pojedynczych
zwigzkéw w mieszaninie odpowiedzialnych za dany efekt. Do okreslenia aktywnosci
hemolitycznej mieszaniny oraz efektu oddzialywania mieszaniny z blona erytrocytu

postuzono si¢ graficzng metoda izobolowa, jak opisano w rozdziale IV.2.1.2.
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Rys. 5.5. Izobola dla efektu 50 % hemolizy mieszaniny zwiazkéw AFa-3 z 2,4-D.

Analogicznie w kolejnych doswiadczeniach hemolitycznych okreslano toksycznosé
hemolityczna poszczegdlnych zwigzkow i ich mieszanin ze zwigzkami 2,4-D 1 FMG oraz
efekty wspoldziatania tych zwiazkéw w mieszaninach. Otrzymane wyniki przedstawiono w
tabelach; w tabeli 5.2. dla mieszanin badanych zwigzkow z 2,4-D a w tabeli 5.3. dla mieszanin
badanych zwiazkéw z FMG. Uzyskano 3 mozliwe rodzaje efektow wspotdziatania zwigzkow
w mieszaninach: antagonistyczny, addytywny i synergiczny. Efekt synergiczny, z punktu
widzenia niniejszych badan, zastuguje na szczegdlng uwagg, poniewaz swiadczy o wzroscie

aktywnosci mieszaniny w poréwnaniu z aktywnosciami poszczegolnych jej sktadnikow.
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Tab. 5.2 Stezenia Cso badanych zwiazkoéw i ich rownomolarnych mieszanin z 2,4-D indukujace

50 % hemolize erytrocytow oraz efekty oddzialywania mieszanin z blonami erytrocytow.

Srednie odchylenie procentowe wynosi 7,45 %.

Zwigzek Cs9 [mM] Csp [mM] mieszaniny Efekt
zwigzku z 2,4-D
AFa-1 0,260+0,0094* 0,710+£0,0620* antagonizm
AFa-2 0,029+0,0011%* 0,065+0,0057* antagonizm
AFa-3 0,520+0,0189* 0,350+0,0306* synergizm
AFa-4 0,230+0,0083* 0,330+0,0288* antagonizm
AFa-5 0,081+0,0053* 0,095+0,0053* antagonizm
AFa-6 0,150+0,0097* 0,080+0,0045* synergizm
AFa-7 0,190+0,0123* 0,190+0,0106* antagonizm
AFe-1 0,770+0,0499* 0,040+0,0022* synergizm
AFc-2 0,570+0,0369* 0,400+0,0224* addytywnos¢
AFc-3 0,830+0,0538* 0,300+0,0168* synergizm
AFc-4 0.420+0,0272%* 0,100+0,0056* synergizm
AFc¢-5 0,250+0,0111* 0,325+0,0330* antagonizm
AFm-1 0,360+0,0295* 0,380+0,0386* addytywnos¢
AFm-2 0,090+0,0074* 0,330+0,0335* antagonizm
AFm-3 0,160+0,0131%* 0,230+0,0234* antagonizm
2,4-D 1,600+0,1311*

*p=0,95 dla 5 powtorzen
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Tab. 5.3 Stezenia Cs, badanych zwigzkow i ich rownomolarnych mieszanin z FMG indukujace

50 % hemolize erytrocytéw oraz efekty oddzialywania mieszanin z blonami erytrocytow.

Srednie odchylenie procentowe wynosi 7.45 %.

Zwigzek Csp [mM] Cso [mM] mieszaniny Efekt
zwigzku z FMG
AFa-1 0,260+0,0094* 0.48+0,0449* addytywnos¢
AFa-2 0,029+0,0011* 0,04+0,0037* antagonizm
AFa-3 0,520+0,0189* 0,35+0,0327* synergizm
AFa-4 0,230+0,0083* 0,25+0,0234* antagonizm
AFa-5 0,081+0,0053* ke antagonizm
AFa-6 0,150+0,0097* 0,07+0,0068* synergizm
AFa-7 0,190+0,0123* 0,19+0,0183* addytywnosé
AFe-1 0,770+0,0499* 0,43+0,0415* synergizm
AFc¢-2 0,570+0,0369* * antagonizm
AFe-3 0,830+0,0538* 0,30+0,0290* synergizm
AFc-4 0.4204+0,0272% 0,08+0,0077* synergizm
AFce-5 0,250+0,0111* 0,35+0,0294* antagonizm
AFm-1 0,360+0,0295* 0,43+0,0362* antagonizm
AFm-2 0,090+0,0074* 0,25+0,0210* antagonizm
AFm-3 0,160+0,0131%* 0,45+0,0378* antagonizm
FMG 2,500+0,2049*

*p=0,95 dla 5 powtérzen

** Cso nie wyznaczono ze wzgledu na mata aktywnos$¢ mieszaniny i brak hemolizy
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V.1.3. Toksycznos¢ hemolityczna mieszanin nier6wnomolarnych badanych

zwigzkow z 2,4-D i FMG.

Toksyczno$¢ hemolityczng mieszanin badanych zwigzkoéw organicznych fosforu z 2.4-
D lub FMG okreslano stosujac mieszaniny nierownomolarne. Przy interpretacji wynikoéw
skorzystano z metody oznaczania efektow wspotdzialania zwigzkow w mieszaninie
zastosowanej przez autorow [Pape-Lindstrom 1 inni, 1997]. W tabelach ponizej zostaly
zestawione aktywnosci mieszanin w odniesieniu do blony erytrocytow i uzyskane efekty
wspoldziatania zwiazkéw w mieszaninach. Podobnie jak w przypadku mieszanin
rownomolarnych, uzyskano 3 rodzaje efektow wspoldziatania zwiazkéw w mieszaninach:

antagonistyczny, addytywny i synergiczny.
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Tab. 5.4. Stezenia Cso badanych zwiazkow i ich nierdwnomolarnych mieszanin z 2,4-D oraz

efekty oddzialywania mieszanin z blonami erytrocytéw. Srednie odchylenie procentowe

wynosito 9,5 %.

Zwigzek Cso [mM] Stezenie mieszaniny Efekt
zwiazku z 2,4-D[TU]

AFa-1 0,260+0,0094* 1.40+0,30%* antagonizm
AFa-2 0,029+0,0011%* 0,81+0,17% synergizm
AFa-3 0,520+0,0189* 1,01+£0,21* addytywnos¢
AFa-4 0,230+0,0083* 1,244+0,27* antagonizm
AFa-5 0,081+0,0053* 1,14+0,25%* antagonizm
AFa-6 0,150+0,0097* 0,82+0,18* synergizm
AFa-7 0,190+0,0123* 1,36+0,29* antagonizm
AFe-1 0,770+0,0499* 0,83+0,18* synergizm
AFc¢-2 0,570+0,0369* >>2.0 antagonizm
AFce-3 0,830+0,0538* 1,17+0,25%* antagonizm
AFc-4 0,420+0,0272* 0.52+0.11* synergizm
AFc¢-5 0,250+0,0111* >>2.0 antagonizm
AFm-1 0,360+0,0295%* 1,60+0,34* antagonizm
AFm-2 0,090+0,0074* 1,11+£0,24* addytywnos¢
AFm-3 0,160+£0,0131* 0,94+0,20* addytywnosc
2,4-D 1,600+0,172*

*p=0,95 dla 5 powtdrzen




Tab. 5.5. Stezenia Csy badanych zwiazkow i ich nierbwnomolarnych mieszanin z FMG oraz

efekty oddziatywania mieszanin z blonami erytrocytow. Srednie odchylenie procentowe

wynosito 9,5 %.

Zwigzek Cso [mM] Stezenie mieszaniny Efekt
zwigzku z FMG [TU]

AFa-1 0,260+0,0094* 1,478+0,318* antagonizm
AFa-2 0,029+0,0011* 1,3314+0,288* antagonizm
AFa-3 0,520+0,0189* 1,250+0,269* antagonizm
AFa-4 0,230+0,0083* 1,242+0,267* antagonizm
AFa-5 0,081+0,0053* 1,486+0,319* antagonizm
AFa-6 0,150+0,0097* 0,500+0,108* synergizm
AFa-7 0,190+0,0123* 1,538+0,331* antagonizm
AFe-1 0,770+0,0499* 0,909+0,196* addytywnos¢
AFc¢-2 0,570+0,0369* 1,550+0,333* antagonizm
AFe-3 0,830+0,0538* 0,769+0,165* synergizm
AFc-4 0,420+0,0272* 0,220+0,047* synergizm
AFce-5 0,250+0,0111* >>2.0 antagonizm
AFm-1 0,360+0,0295* 1.068+0.231* addytywnos¢
AFm-2 0,090+0,0074* 1,500+0,323* antagonizm
AFm-3 0,160+0,0131* 1,53040,329* antagonizm
FMG 1,600+0,269*

*p=0,95 dla 5 powtorzen




V.2. Opornos¢ osmotyczna erytrocytow

Przeprowadzono rowniez badania opornosci osmotycznej krwinek poddanych dziataniu
badanych zwiazkow w st¢zeniu niehemolitycznym, wynoszacym 0,01 mM. Przykladowa
krzywa oporno$ci osmotycznej krwinek modyfikowanych zwigzkiem AFa-1, przedstawiono
na rysunku 5.6. Z rysunku tego mozna odczyta¢ opornos¢ osmotyczng erytrocytow, ktorej
miara jest stezenie soli fizjologicznej, ktore powoduje hemoliz¢ 50 % krwinek,
zmodyfikowanych uzytymi w pracy zwiazkami. Wartosci tych stgzen zamieszczono w tabeli
5.6. Otrzymane wyniki wskazuja, ze zwigzki cykliczne zmieniaja oporno$¢ osmotyczng
erytrocytow, zwiazki acykliczne w mniejszym stopniu, zas pochodne fluoranu praktycznie

tych zmian nie powoduja.

100.00
AFa-1
80.00
kontrola
stezenie 0,01mM
R
S 60.00
E
)
i =
I=
(7]
(&)
e 40.00
o
20.00
0.00
0.40 060 0.80 1.00

Stezenie NaCl [%)]

Rys. 5.6. Zaleznos¢ migdzy procentem hemolizy krwinek modyfikowanych zwigzkiem AFa-1

(0,01 mM), a stezeniem procentowym NaCl w roztworze.
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Tab. 5.6. a, b, ¢ Stezenia NaCl wywolujace 50 % hemolizg¢ erytrocytow. Srednie odchylenie

procentowe wynosifo 5,1%.

Tab. 5.6.a

Zwiazek | AFa-1 | AFa-2 | AFa-3 | AFa-4 | AFa-5 | AFa-6 | AFa-7 | Kontrola

Cnaar[%] | 65.0 | 85,0 | 70,0 70,0 | 80,0 | 64,0 | 83,0 66.5
Tab. 5.6.b

Zwiazek | AFc-1 | AFc-2 | AFc-3 | AFe-4 | AFc-5 | Kontrola

Cnact [%] | 65.0 59.0 88.0 86,0 59,5 66.5
Tab. 5.6.c

Zwigzek | AFm-1 | AFm-2 | AFm-3 | 2,4-D | FMG | Kontrola

Crnacr [%] | 59,0 59,0 58,0 | 61,5 | 60,0 66.5

l

V.3. Wplyw badanych zwiagzkow na plynnos¢ blony erytrocytow

Badania fluorymetryczne przy uzyciu sond fluorescencyjnych: DPH, TMA-DPH,
TMAP-DPH i Laurdan, pozwolily obliczy¢ wartos¢ polaryzacji i anizotropii fluorescencji oraz
uogolniona polaryzacje GP w blonie erytrocytow modyfikowanej badanymi zwiagzkami.

Dla sondy niespecyficznej DPH dyfundujacej do réznych rejonéw czgsci hydrofobowe;j
blony wszystkie zwiazki powoduja spadek polaryzacji fluorescencji.

Tab. 5.7. a, b, ¢ Polaryzacja fluorescencji (P) dla sondy DPH w blonie erytrocytow
modyfikowanej badanymi zwigzkami w temperaturze pokojowej (25 °C). Sredni blad

procentowy wyniost 5,3 %.

Tab. 5.7.a

Polaryzacja (P)

zwigzek AFa-1 | AFa-2 | AFa-3 | AFa-4 | AFa-5 | AFa-6 | AFa-7 | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,317 | 0,264 | 0,309 | 0,313 | 0,225 | 0,171 | 0,242 0,325

stezenie 10 [pM] | 0,319 | 0,246 | 0,296 | 0,293 | 0,208 | 0,182 | 0,162
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Tab.5.7.b

Polaryzacja (P)

zwigzek AFc-1 | AFe-2 | AFe-3 | AFc-4 | AFc-5 | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,337 | 0,307 | 0,222 | 0,277 | 0324 | 0,325

stezenie 10 [uM] | 0,258 | 0,299 | 0,148 | 0,147 | 0,328
Tab.5.7.¢c

Polaryzacja (P)

zwigzek AFm-1 | AFm-2 | AFm-3 | 2,4-D | FMG | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,265 | 0,259 | 0,213 [ 0,293 | 0,332 | 0,325

stezenie 10 [pM] | 0,241 0,274 | 0,220 | 0,303 | 0,273

Dla sondy TMA-DPH, ktorej emitowana fluorescencja pochodzi z rejonu pierwszych
wegli fancuchow weglowodorowych lipidow, otrzymane wyniki wskazuja, ze badane zwiazki
w réznym stopniu wplywaja na pltynnos¢ blony. Jak pokazuje tabela 5.8. zwiazki AFa-n,
AFm-n i kwas 2.4-D powodujg wzrost sztywnosci blony, zas zwigzki AFc-n i kwas FMG
powodujg wzrost ptynnosci blony. Rysunek 5.7 pokazuje wartosci anizotropii dla 2 stezen 5 i
10 uM wybranych zwigzkéw z badanych grup. Rézny wpltyw zwigzkéw na blong erytrocytow
w rejonie pierwszych atomow wegla tancuchow alkilowych prawdopodobnie $wiadczy o

roznej glebokosci, na jaka moga wbudowywac si¢ zwiazki zréznicowane strukturalnie.

Tab. 5.8. a, b, ¢ Anizotropia fluorescencji sondy TMA-DPH dla badanych zwiazkow w
temperaturze 25 °C. Sredni blad procentowy wyniost 7.4 %.

Tab.5.8.a

Anizotropia (A)

zwigzek AFa-1 | AFa-2 | AFa-3 | AFa-4 | AFa-5 | AFa-6 | AFa-7 | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,163 | 0,201 | 0,260 | 0,245 | 0,196 | 0,241 | 0,192 0,254

stezenie 10 [uM] | 0,217 | 0,269 | 0,277 | 0,190 | 0,209 | 0,257 | 0.208
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Tab. 5.8.b

Anizotropia (A )

zwiazek AFc-1 | AFc-2 | AFce-3 | AFc-4 | AFce-5 | Kontrola

stezenie 5 [uM] | 0,253 | 0,172 | 0,250 | 0,255 | 0,237 | 0,254

stezenie 10 [uM] | 0,218 | 0,093 | 0,240 | 0,237 | 0,169
Tab. 5.8.c

Anizotropia (A )

zwigzek AFm-1 | AFm-2 | AFm-3 | 2,4-D | FMG | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,243 | 0,192 | 0,107 | 0,234 | 0,281 0,254

stezenie 10 [pM] | 0,256 | 0,238 | 0,218 | 0,259 | 0,193

F

035 |
0.3

0,25
02 @5 [uM]
0.15 | B 10 [uM]
0,1
0,05

AFa-1  AFc-1 AFm-2 2,4-D FMG kontrola

Anizotropia A

Zwigzek

Rys. 5.7. Anizotropia fluorescencji (A) dla blon modyfikowanych wybranymi zwiazkami z
poszczegolnych grup w stezeniach 51 10 uM dla sondy TMA-DPH.

Przy uzyciu sondy polarnej TMAP-DPH, ktérej grupa aktywna fluorescencyjnie
zlokalizowana jest nieco glgbiej niz dla sondy TMA-DPH, otrzymane wyniki wykazaly, ze

zwiazki acykliczne AFa-n, cykliczne AFc-n oraz FMG powoduja wzrost plynnosci blony.
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Zwiazki pochodne fluorenu i 2,4-D powodujg natomiast wzrost polaryzacji fluorescencji, co

oznacza, ze ros$nie sztywnos¢ blony.
Tab. 5.9. a, b, ¢ Polaryzacja fluorescencji (P) sondy TMAP-DPH w blonie erytrocytow
modyfikowanych badanymi zwiazkami w temperaturze 25 °C. Sredni btad procentowy wynidst

4,9 %.

Tab.5.9.a

Polaryzacja (P )

zwigzek AFa-1 | AFa-2 | AFa-3 | AFa-4 | AFa-5 | AFa-6 | AFa-7 | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,351 | 0,347 | 0,345 | 0,344 | 0,243 | 0,345 | 0.212 0,337

stezenie 10 [uM] | 0,318 | 0,345 | 0,335 | 0,344 | 0,308 | 0,313 | 0,307
Tab.5.9.b

Polaryzacja (P)

zwigzek AFc-1 | AFc-2 | AFc-3 | AFc-4 | AFe-5 | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,271 | 0,315 | 0,241 | 0,279 | 0,362 0,337

stezenie 10 [pM] | 0231 | 028 | 0,127 | 0217 | 0315
“Tab.5.9.c

Polaryzacja (P)

zwigzek AFm-1 | AFm-2 | AFm-3 | 2,4-D | FMG | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,344 | 0,277 | 0,373 | 0,336 | 0,423 0,337

stezenie 10 [pM] | 0,374 | 0,357 0,32 0,41 {0328

W badaniach plynnosci blony erytrocytow uzyto rowniez sond¢ Laurdan, ktorej
fluorescencja pochodzi z czgsci hydrofilowe) blony. Obliczone dla tej sondy wartosci
uogolnionej polaryzacji (GP) wskazuja, ze niektore zwigzki powoduja wzrost plynnosci
blony, a inne wzrost jej sztywnosci. Na rysunku 5.8. przedstawiono uogélniong polaryzacje
GP dla wybranych zwiazkow. Jak wskazuja wyniki zwiazki acykliczne powoduja wyrazny
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wzrost pltynnosci blony. Pochodne fluoranu, 2,4-D i FMG oraz zwigzki cykliczne powodujg

jej usztywnienie przy stezeniu 5 pM. W tabeli 5.10. zestawiono wartosci uogélnionej

polaryzacji GP, dla badanych zwigzkow.

Uogdlniona polaryzacja GP

06 -
0,55 —
05
045 -
04 -

0,35 -

0,25 |
0,2 -

Zwiazki

AFa-5 AFc-3 AFm1 24-D FMG kontrola

E5 [uM]
010 [uM]

Rys. 5.8. Uogoélniona polaryzacja (GP) sondy Laurdan dla blon modyfikowanych wybranymi

zwiazkami z poszczegolnych grup uzytych w stezeniach 5 i 10 pM w temperaturze pokojowej

(25 °C).

Tab. 5.10. a, b, ¢ Uogolniona polaryzacji (GP) sondy Laurdan dla blon erytrocytow

modyfikowanych badanymi zwiazkami w temperaturze 25 °C. Sredni blad procentowy wyniost

4,9 %.
Tab.5.10.a
Uogélniona Polaryzacja (GP)
zwigzek AFa-1 | AFa-2 | AFa-3 | AFa-4 | AFa-5 | AFa-6 | AFa-7 | Kontrola
stezenie 5 [pM] | 0,444 | 0,451 | 0,418 | 0,420 | 0,314 | 0,525 | 0,508 0,467
stezenie 10 [uM] | 0,425 | 0,428 | 0,418 | 0,396 | 0,267 | 0,501 | 0,497
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Tab.5.10.b

Uogolniona Polaryzacja (GP)

zwigzek AFec-1 | AFe-2 | AFe-3 | AFe-4 | AFc-5 | Kontrola

stezenie 5 [uM] | 0,473 | 0,489 | 0494 | 0,493 | 0,510 | 0,467

stezenie 10 [pM] | 0,494 | 0,546 | 0,555 | 0,489 | 0,506
Tab.5.10.c

Uogolniona Polaryzacja (GP)

zwigzek AFm-1 | AFm-2 | AFm-3 | 2,4-D | FMG | Kontrola

stezenie 5 [pM] | 0,501 | 0,539 | 0,520 | 0,501 | 0,485 | 0467

stezenie 10 [pM] | 0,463 | 0,533 | 0,512 | 0,455 | 0,458

V.4. Wplyw badanych zwigzkow na ksztalt erytrocytow

W wyniku oddzialywania uzytych w pracy zwigzkéw z erytrocytami, komorki
zmienialy swo@j ksztalt. Ksztalt erytrocytow okreslono za pomoca klasyfikacji Bessissa i
Brechera. Na rysunku 5.9 zostaly przedstawione dwa przykladowe wykresy, ktore pokazuja,
dla danej populacji zmodyfikowanych erytrocytow, procentowy udzial komoérek roéznych
ksztalttow o odpowiednich indeksach morfologicznych. Wykresy sporzadzono dla 2 zwigzkow
AFa-5 (acykliczny) rys.5.9. A) i AFc-3 (cykliczny) rys.5.9. B), dla ktérych wyraznie
dominujace byly odpowiednio ksztalty echinocytarne i stomatocytarne.
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Rys. 5.9. Procentowy rozkiad ksztaltow erytrocytow modyfikowanych zwigzkami AFa-5 (A) i
AFc-3 (B) o stezeniu 100 pM, w temperaturze 37 °C i ich indeksy morfologiczne. Sredni blad
procentowy wynosit 8 %.

Otrzymane z obserwacji mikroskopowych wyniki (tabela 5.11) wykazuja, ze przy
stezeniu nielitycznym (dla zwiazku AFa-2 1 AFa-4 0,01 mM, a dla pozostalych zwigzkéow 0,1
mM ) zwiazki acykliczne tworza w wigkszosci formy echinocytarne, co $wiadczy o tym, ze
wbudowujg si¢ one gléwnie do zewnetrznej warstwy lipidowej blony erytrocytow. Wsrod
tych zwiazkow wyjatek stanowi zwigzek AFa-6, dla ktoérego dominujg formy stomatocytarne.
Sposrod zwiazkow cyklicznych, zwigzki: AFc-1, AFc-2, AFc-5 tworzg formy echinocytarne,
natomiast zwigzki AFc-3 i AFc-4 formy stomatocytarne. Te ostatnie w odréznieniu od
pozostalych zwigzkow cyklicznych majg najdluzsze lancuchy hydrofobowe (o$mio- i
czternastowgglowy) przy grupie aminowej, co prawdopodobnie moze sprzyjac ich penetracji
do wewngtrznej warstwy lipidowe]. Zwiazki pochodne fluorenu AFm-n tworza rézne formy —
AFm-1 i AFm-3 indukujg echinocyty, za§ AFm-2 — stomatocyty. Zwigzki 2,4-D i FMG

indukuja formy echinocytarne.
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Tab. 5.11. Procentowy udzial erytrocytow dla poszczegélnych wartosci indeksow
morfologicznych. Modyfikacja erytrocytow przebiegata w czasie 1 godziny i w temperaturze 37

°C w stezeniu 0,1 mM (dla zwiazkéw AFa-2 i AFa-5 0,01 mM) Sredni blad procentowy 8 %.

Zwigzek Indeks morfologiczny
3 -2 -1 0 1 2 3 4
stomatocyty normocyty echinocyty

AFa-1 0 0 0 0,25 35,93 | 21,10 | 35,18 | 7,54
AFa-2 0 0 0 20,18 22,52 | 13,51 | 27,75 | 16,04
AFa-3 0 0 0 19,76 23,79 | 31.65 [ 19.96 | 4,84
AFa-4 0 0 0 4,12 15,49 | 47.84 | 31,76 | 0,79
AFa-5 0 0 0 6.92 30,63 | 30,43 | 23,52 | 8,5
AFa-6 | 1947|6521 | 14 0,22 0,44 | 0,66 0 0
AFa-7 0 0,80 0 5,66 18,79 | 44,24 | 21.82 | 8.69

AFe-1 0 0 9.06 26.06 30,13 { 25,51 | 9.24 0

AFc-2 0 0 0 6.1 7,07 | 41,95 | 32,2 | 12,68

AFc¢-3 | 3242 24,18 | 20,51 13,37 8,42 | 1.1 0 0

AFc-4 | 21,27 | 29,41 | 37,78 11,54 0 0 0 0
AFe-5 0 1,32 0 19,52 30,48 | 16,23 | 21,70 | 10,75
AFm-1 0 0 0 13,55 26,45 129,62 | 21,08 | 9,03

AFm-2 | 17,38 | 41,77 | 23,11 7,95 518 | .92 | 277 | 0.92

AFm-3 | 1,81 | 2,95 | 8,39 2,72 31,07 | 32,88 | 14,74 | 5.44

FMG 0 0 0 15,7 53,16 | 11,14 | 20 0

2,4-D 0 0 0 0,43 21,04 | 35,36 | 32,1 0

Kontrola | 0 0 0.03 41,63 32,2 120,34 | 5.8 0
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V.5. Wplyw badanych zwigzkéw i ich mieszanin na inhibicj¢ wzrostu

roslin wyzszych.

Zbadano aktywnosc biologiczng aminofosfonianéw i ich mieszanin z kwasem 2.4-D lub
FMG w odniesieniu do ogorka i pszenicy. Aktywno$¢ poszczegdlnych zwiazkéw 1 ich
mieszanin okreslono na podstawie testu wzrostu wyzej wymienionych roslin. W badaniach
tych wyznaczono st¢zenia zwigzkow ECsy odpowiedzialne za 50% inhibicj¢ wzrostu roslin.

Dane uzyskane z tych badan dla wybranych zwiazkoéw zebrano w tabelach 5.12. i 5.13.

Tab. 5.12. Wartosci st¢zen zwiazkow powodujace 50 % inhibicj¢ wzrostu hypokotyla ogorka.

Zwigzek ECsp [mM]
2,4-D 0.,0048 + 0,00055*
AFa-1 0,550 £ 0,0275*
AFa-2 1,440 + 0,0850*
AFa-3 1,950 + 0,1100*
AFa-4 1,060 £+ 0,0700*
AFa-5 0,350 + 0,0250*
AFec-1 0,825 + 0,0660*
AFe-2 2,100 + 0,1300*
AFc-3 1,650 + 0,1300*
AFc-4 1,990 + 0,1400*
AFc-5 0,270 + 0,0260*

AFm-1 0,550 + 0,0470*
AFm-2 0,340 + 0,0200*
AFm-3 0,460 + 0,0300*

* p=0.,95 przy 5 pomiarach
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Tab. 5.13. Wartosci stezen zwiazkow powodujace 50 % inhibicji wzrostu hypokotyla pszenicy.

Zwigzek

EC5{| [l'l'lM]

AFa-1

2,000 £ 0,1400*

AFa-2

2,100:£0,1575*

AFa-3

1,550 + 0,0990*

AFa-4

1,750 + 0,1400*

AFa-5

1,560 + 0,1000*

AFc-1

1,950 + 0,1400*

AFe-2

2,100 + 0,1300*

AFe¢-3

2,300 £ 0,1400%*

AFc-4

3,050 + 0,2100*

AFm-2

0,700 + 0,0420*

AFm-3

0,930 + 0,0555*

FMG

0, 480 + 0,0340*

* p=0,95 przy 5 pomiarach

Przeprowadzono rowniez test wzrostu ogorka w obecnosci mieszanin wybranych

zwigzkoéw z 2.4-D, oraz test wzrostu pszenicy dla mieszanin wybranych zwiazkéw z FMG,

ktore w obydwu przypadkach daly 3 rodzaje efektow: antagonistyczny, addytywny i

synergiczny. Wyniki te zebrano w tabeli 5.14 dla mieszanin wybranych zwigzkow z 2,4-D i w

tabeli 5.15 z FMG.
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toksycznosci (TU) oraz efekty oddzialywania na wzrost hypokotyla ogérka.

Zwigzek + Stezenie Efekt Iaczenia
2,4-D mieszaniny
[TU]
AFa-1 0,71+0.048* Synergizm
AFa-2 0,78+0.06* Synergizm
AFa-3 0,90+0,06* Addytywnos¢
AFa-4 0,92+0,06* Addytywnos¢
AFa-5 0,95+0,08* Addytywnos¢
AFc-1 1,1040,13* Addytywnosé
AFc-2 2,30+0,14* Antagonizm
AFc¢-3 1,60+0,13* Antagonizm
AFc-4 0,98+0,08* Addytywnosc
AFce-5 1,03+0,10%* Addytywnos¢
AFm-1 1,17+£0,15* Addytywnosé
AFm-2 0,75+0,05* Synergizm
AFm-3 0,81+0,06* Synergizm

* p=0.95 przy 5 pomiarach

Tab. 5.14. Aktywnos$¢ mieszanin badanych zwiazkow z kwasem 2.4-D wyrazona w jednostkach
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Tab. 5.15. Aktywnos¢ mieszanin badanych zwiazkow z FMG wyrazona w jednostkach

toksycznosci (TU) oraz efekt oddziatywania na wzrost hypokotyla pszenicy.

Zwigzek+ Stezenie Efekt Iaczenia
FMG mieszaniny
[TU]
AFa-1 1,20 +0,080* Antagonizm
AFa-2 1.40+ 0,105%* Antagonizm
AFa-3 1,70+£0,110%* Antagonizm
AFa-4 1,50+0,120* Antagonizm
AFa-5 1,15+0,060* Addytywnos¢
AFc-1 0,87+0,050* Synergizm
AFce-2 2,30+0.140%* Antagonizm
AFc¢-3 1,60+0,110* Antagonizm
AFc-4 2,20+0,200* Antagonizm
AFm-2 0,95+0,060* Addytywnosé
AFm-3 1,10+0,090* Addytywnosé

* p=0,95 przy 3 pomiarach

V.6. Wplyw badanych zwigzkow i ich mieszanin na kielkowanie roslin

wyzszych.

W celu okreslenia aktywnosci prezentowanych w pracy zwigzkéw, jako potencjalnych
herbicydéw, oraz ich mieszanin z kwasem 2,4-D, zbadano ich wplyw na kietkowanie nasion.
Okreslono najpierw wplyw pojedynczych zwiazkéw, w stgzeniach analogicznych do stezen
powodujacych 50 % hemoliz¢ erytrocytow, na hamowanie kielkowania nasion gorczycy.
Dane uzyskane z tych badan dla pojedynczych zwiazkéw 1 ich mieszanin z kwasem 2.4-D
pokazujg rysunki 5.10. i 5.11. Na rysunku 5.10. przedstawiono wyniki dla mieszanin

zwiazkoéw acyklicznych z kwasem 2.4-D. Aktywnos$¢ tych zwiazkow oraz ich mieszanin jest
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zdecydowanie mniejsza niz w przypadku zwiazkow cyklicznych. Relacje miedzy tymi
aktywno$ciami mozna zapisac nast¢pujaco: AFa-4>AFa-1>AFa-2>AFa-3>AFa-5.

= __
® o0l ) a-1 (0,2 [mM])
- DAFa-1+2,4-D

g 80 B AFa-2 (0,03[mM])
€ 70 BAFa-2+2,4-D

8 60 EAFa-3 (0,5 [mM])
3 EAFa-3+2,4-D

g 50 B AFa-4 (0,25 [mM])
D 40 B AFa-4+2,4-D

;, 55 EAFa-5 (0,08 [mM])
= BAFa-5+2,4-D

= 20 - 24D

QO 10 Okontrola

o

o 0

Rys. 5.10. Procent wykietkowanych nasion gorczycy dla blon modyfikowanych zwigzkami

AFa-n, n=1-5. Poziom ufnosci dla 5 pomiarow wynosi 0,95.

Na rysunku 5.11. przedstawiono wyniki badan dla wybranych zwigzkéw cyklicznych,
dla ktérych aktywnosci mieszanin s znacznie mniejsze niz pojedynczych zwiazkow,

aktywno$¢ mieszanin zmienia si¢ zgodnie z relacja: AFc-4 >AFc-1 >AFc-3.

-
o
o

c - B
o

c 80 i L - OAFc-1 (0,7[mM])
-5 70 | ElAFc-1+2,4-D
g. OAFc-3 (0,5 [mM))
g 60 EIAFc-3+2,4-D
3 50 E1AFc-4 (0,6 [mM])
-5 BEAFc-4+2,4-D
3 40 Okontrola
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=
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| ™

o

Zwiazki

Rys. 5.11. Procent wykietkowanych nasion gorczycy dla blton modyfikowanych zwiazkami

AFc-1, AFc-3 i AFc-4 i ich mieszanin z 2.4-D. Poziom ufnosci dla 5 pomiaréw wynosi 0,95.
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Wyniki badan wplywu wybranych zwigzkéw i ich mieszanin z FMG na kietkowanie
nasion gorczycy pokazuja rysunki 5.12. dla zwiazkow acyklicznych i 5.13. dla zwiazkow
cyklicznych. Dla mieszanin zwiazkow acyklicznych z FMG aktywnosé tych zwiazkow oraz
ich mieszanin jest zdecydowanie mniejsza niz zwiazkéw cyklicznych i mozna jg zapisaé

zaleznos$cig: AFa-3>AFa-2>AFa-4>AFa-1>AFa-5.

100 EAFa-1 (0,2 [mM])
£ a0 | OAFa-1+FMG
2 | EAFa-2 ( 0,03 [mM])
= 80 \
< | OAFa-2+FMG
2 70 B AFa-3 (0,5 [mM])
o |
< c 60 DAFa-3+FMG
3 % 50 + B AFa-4 (0,25 [mM])
;' S 40 4 OAFa-4+FMG
& ; O AFa-5 (0,08 [mM])
b 30 - OAFa5+FMG
8 20 + BFMG (2,5 [mM])
| =
o 10 Okontrola

0

Zwiazki

Rys. 5.13. Procent wykietkowanych nasion gorczycy dla blon modyfikowanych zwigzkami

AFa-n, n=1-5. Poziom ufnosci dla 5 pomiaréw wynosi 0,95.

Mieszaniny zwigzkoéw cyklicznych z FMG wykazuja mniejszy wplyw na kietkowanie
roslin niz mieszaniny zwiazkéw z 2,4-D i mozna ja zapisa¢ wedtug nastepujacej relacji: AFc-

1> AFc¢-3>AFc-4.

.E 100

2 90 B AFc-1 (0,7 [mM])
& 8Diq OAFc-1+FMG

S 70 - EAFc-3 (0,5 [mM])
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Rys. 5.13. Procent wykietkowanych nasion gorczycy dla blon modyfikowanych zwiazkiem
AFc-1, AFc-3 i AFc-4. Poziom ufnoscei dla 5 pomiaréw wynosi 0,95.

85



V.7. Zestawienie efektow uzyskanych z oddzialywania mieszanin

zwigzkow z erytrocytami.

Aby oceni¢ aktywnos$¢ mieszaniny badanych zwigzkow, nalezy wziaé pod uwage

efekty, jakie uzyskano w wyniku oddzialywania tych mieszanin z blonami erytrocytow.

Najbardziej interesujacym jest efekt synergizmu, ktory swiadczy o wigkszej aktywnosci

mieszaniny w poréwnaniu z aktywnoscig pojedynczych zwigzkow. W tabeli 5.16. zostaly

zestawione badane zwigzki i ich mieszaniny z uwzglgdnieniem ich aktywnosci hemolitycznej,

od najbardziej do najmniej aktywnych, oraz uzyskane efekty oddzialywania mieszanin z

btonami erytrocytow lub roslin wyzszych.

Tab. 5.16. Zestawienie uzyskanych wynikow badan, wykonanych na erytrocytach, wedlug

aktywnosci hemolitycznej pojedynczych zwiazkdéw oraz aktywnosci mieszanin i efektow

wspoldziatania zwiazkow w mieszaninie.

Aktywno$¢ hemolityczna

Badanych Mieszanin zwigzkéw z kwasem 2,4-D Mieszanin zwigzkow z kwasem FMG
zwigzkow
rownomolarnych nieréwnomolarnych rownomolarnych nieréwnomolarnych

AFa-2 AFa-6 synergizm AFa-2 synergizm AFa-6 synergizm AFa-6 synergizm
AFa-5 AFa-3 synergizm AFa-6 synergizm AFa-3 synergizm AFa-4 antagonizm
AFa-6 AFa-7 | addytywnos¢ AFa-3 addytywnos¢ AFa-1 addytywnos¢ AFa-3 antagonizm
AFa-7 AFa-5 antagonizm AFa-5 antagonizm AFa-7 addytywnos¢ AFa-2 antagonizm
AFa-4 AFa-4 antagonizm AFa-4 antagonizm AFa-4 antagonizm AFa-1 antagonizm
AFa-1 AFa-2 antagonizm AFa-7 antagonizm AFa-2 antagonizm AFa-5 antagonizm
AFa-3 AFa-1 antagonizm AFa-1 antagonizm AFa-5 antagonizm AFa-7 antagonizm
AFc-5 AFc-1 synergizm AFc-4 synergizm AFc-4 synergizm AFc-4 synergizm
AFc-4 AFc-4 synergizm AFc-1 synergizm AFc¢-3 synergizm AFc-3 synergizm
AFc-1 AFc-3 synergizm AFc-3 antagonizm AFc-1 synergizm AFe-1 addytywnosé
AFc-3 AFc-2 antagonizm AFc-5 antagonizm AFc-5 antagonizm AFc-2 antagonizm
AFc-2 AFc-5 antagonizm AFc-2 antagonizm AFc-2 antagonizm AFc-5 antagonizm
AFm-2 AFm-1 | addytywnos¢ | AFm-3 addytywnosc¢ AFm-1 antagonizm AFm-2 addytywnosé
AFm-3 AFm-3 antagonizm AFm-2 antagonizm AFm-3 antagonizm AFm-3 antagonizm
AFm-1 AFm-2 antagonizm AFm-1 antagonizm AFm-2 antagonizm AFm-1 antagonizm

Na podstawie powyzszego zestawienia mozna zauwazy¢, ze mieszaniny zwigzkow

acyklicznych (AFa-n) i cyklicznych (AFc-n) wykazuja wigksza aktywnos¢ hemolityczng w
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mieszaninach z 2,4-D i FMG niz zwiazki pochodne fluorenu (AFm-n), ktére w mieszaninach
dajp efekty addytywne lub antagonistyczne. Wsrod zwigzkoéw acyklicznych na uwage
zastuguje zwiazki AFa-6, ktéry w mieszaninach rownomolarnych i nierdwnomolarnych z 2.4-
D i FMG daje efekt synergiczny oraz zwigzek AFa-3, ktory daje efekt synergiczny w
mieszaninach rownomolarnych z 2,4-D i FMG. W grupie zwigzkow cyklicznych AFc-n, na
uwage zastuguja zwiazki: AFc-4, ktory daje efekt synergiczny dla mieszanin rownomolarnych
i nierownomolarnych z 2.4-D i FMG; zwiazek AFc-3, ktory daje efekt synergiczny dla
mieszanin z FMG i mieszaniny rbwnomolarnej z kwasem 2.,4-D oraz zwiazek AFc-1 dajacy

efekt synergiczny z 2,4-D i w mieszaninie rownomolarnej z FMG.
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VI. Dyskusja

Na calym $wiecie prowadzone sa intensywne badania majace na celu poszukiwanie
skuteczniejszych herbicydow, poniewaz dotychczas stosowane czgsto tracg swojg aktywnosc
w wyniku uodparniania si¢ organizmow, przeciwko ktérym sa skierowane. Oprocz wysokiej
aktywnosci biologicznej oczekuje si¢, ze nowe herbicydy nie bedq stanowily zagrozenia dla
innych organizmow zywych. Przeprowadzone w tej pracy badania dotycza aktywnosci
biologicznej nowej grupy aminofosfonianow o wlasciwosciach potencjalnych herbicydow.
Oczekiwano, ze strukturalne podobienstwo do znanych ze swej aktywnosci innych zwigzkow
fosforoorganicznych, wyloni nowa grupg substancji, charakteryzujacych si¢ roGwnie dobra lub
wyzszg aktywnoscig biologiczna. Uzyte w badaniach aminofosfoniany nie stanowig
zagrozenia dla srodowiska naturalnego dzigki temu, ze sa rozktadane na zwiazki nietoksyczne
[Garncarz, 1997].

Celem prezentowanych badan bylo okreslenie molekularnego mechanizmu dzialania
badanych zwiazkéw na blony biologiczne oraz ocena ich aktywnosci biologicznej. Aktywnos¢
biologiczng nowych aminofosfonianow, zréznicowanych strukturalnie, okreslano gléwnie na
podstawie oddzialywania tych substancji z blong erytrocytow, traktowang jako dobry model
blony biologicznej, a nast¢gpnie na roslinach wyzszych. W szczegdlnosci, aktywnos¢
zwigzkow wzgledem blony erytrocytow, oceniano na podstawie wielkosci zmian parametrow
fizycznych blony takich jak.: podatnosé na hemoliz¢, oporno$¢ osmotyczna i zmiana ksztattu
erytrocytow oraz ptynnosc¢ ich blony, ktére wynikaly ze zmian jej wlasciwosci fizycznych.

W procesie hemolizy, wywolanej przez badane substancje, istotne sg glownie dwa
czynniki, ktore decyduja o aktywnosci zwigzku: ilos¢ czasteczek zwiazku wbudowanego do
blony oraz glebokos¢, na jaka zwiazek si¢ wbuduje. Jak wykazaly badania przeprowadzone
przez innych autorow nad hemoliza indukowang przez substancje biologicznie aktywne
[Kondo, 1976; Boyer i inni, 1993; Hamasaki i inni, 1995; Silva i inni, 2000; Bazzoni i Rasia,
2001; Kleszczynska 1 inni, 2000 a, b, ¢, 2001 a, b, ¢, 2003; Sarapuk 1 inni, 2000; Sarapuk,
2000], obydwa czynniki zaleza od geometrycznego ksztattu czasteczek. Na ksztalt czasteczki
ma wplyw zarowno wielko$¢ czesci hydrofobowej zwiazku, ktéra zalezy od dhugodci
tancuchéw alkilowych podstawnikow, jak réwniez rozmiary czgsci hydrofilowej zwigzku,
ktore moga wplywaé na rozktad tadunku na powierzchni blony.

Uzyte w badaniach strukturalnie r6zne grupy aminofosfonianow (acykliczne, cykliczne i

pochodne fluorenu), umozliwity powigzanie aktywnosci biologicznej tych substancji z ich
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struktura chemiczna. W obrebie kazdej grupy zwiazki réznily si¢ migdzy soba liczba atomow
wegla w podstawnikach przy atomach: wegla, fosforu i azotu.

W tej pracy dyskutowana zatem bedzie aktywnos$¢ poszczegdlnych zwiazkow, w
odniesieniu do modelowej blony biologicznej, w zaleznosci od rodzaju pierscienia
(cykloheksanowego 1 fluorenowego), a takze od lokalizacji i rodzaju podstawnikow, w
ktérych zmienialy si¢ dtugosci tancuchow alkilowych. Rodzaj podstawnikéw ma wptyw na
lipofilowo$¢ uzytych w tej pracy aminofosfonianow, co z kolei wptywa na wbudowywanie si¢
czasteczek zwigzkow do blony erytrocytow. Wbudowane do blony czasteczki w obszarze
hydrofilowym blony oddzialuja z nig elektrostatycznie, zas w jej wnetrzu hydrofobowo.
Wielkosé tych oddziatywan decyduje m. in. o gigbokosci, na jaka czasteczka aminofosfonianu

moze wnikna¢ do blony.

Zwiqzki acykliczne
Badane aminofosfoniany acykliczne réznia si¢ migdzy soba podstawnikami przy atomie

wegla R 1 Ry, atomie azotu R, i atomie fosforu Rj.

1
_NHR,
R

— )=

P(O)(OR3),
R,

Zwiazki acykliczne maja charakter amfifilowy; czgs¢ hydrofobowa zwiazku stanowig
podstawniki R; i Ry przy atomie wegla za$ grupa aminowa i fosfonowa sa polarnymi
fragmentami zwiagzku. Polarno$¢ zwiazku zalezy od dlugosci tancuchow weglowodorowych
przytaczonych do czg¢sci polarnych. Dla tancuchow zawierajacych 4 lub wigcej atomow wegla
w podstawnikach R, i Rj, czesci polarne staja si¢ bardziej zasadowe, a zwiazek bardziej
hydrofobowy. Na hydrofobowos¢ zwigzku maja wplyw rowniez dlugosci tancuchow
alkilowych w podstawnikach R; i R4 przy atomie wegla. Wzrost hydrofobowosci zwiazku
sprzyja wnikaniu lancuchow w obszar hydrofobowy i powoduje wzrost oddziatywan
hydrofobowych w tym obszarze. Zwiazki acykliczne moga zatem oddziatywac
elektrostatycznie z czescia hydrofilowa blony, jak réwniez hydrofobowo.

Aktywnos$¢ hemolityczna zwiazkow acyklicznych poddanych badaniom uklada sig
nastepujaco: AFa-2>AFa-5>AFa-6>AFa-7>AFa-4>AFa-1>AFa3.

Najaktywniejszy hemolitycznie jest zwiazek AFa-2 (Cso = 0,029 mM), ktorego
podstawniki zawieraja od 1 do 6 atomow wegla, a czasteczka zwigzku posiada w sumie 20

atomow wegla. Mniejsza aktywnos$¢ hemolityczna posiada zwiazek AFa-5 (Cso= 0,081 mM),
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zawierajacy 19 atomow wegla w czasteczee. W czgsci hydrofobowej zwiazek AFa-5 posiada
dwie grupy metylowe, a zwiazek AFa-2 grupe metylowa i lancuch czterowgglowy. W czesci
polarnej zwiazek AFa-5 posiada tancuch alkilowy osmioweglowy 1 czterowgglowy, a AFa-2
szescio i czteroweglowy. Chociaz zwiazki te roznig si¢ w sumie tylko jednym atomem wegla,
to zwiazek AFa-5 posiada aktywnos$¢ ponad 2.5 razy nizsza, prawdopodobnie z powodu
mniejszej czesci hydrofobowej zwiagzku.

Wysoka aktywnoscig hemolityczna charakteryzuja si¢ dwa kolejne zwiazki AFa-6 i
AFa-7, zwiazki te réznia si¢ jedynie dlugosciami lancuchéw alkilowych w podstawniku Rj,
posiadaja natomiast jednakowe lancuchy w czesci polarnej, przy grupie aminowej i
fosfonowej oraz atom wodoru jako podstawnik Ry. Wyzsza aktywnos¢ wykazuje zwigzek
AFa-6 (Cso = 0,15 mM) z dziewigcioweglowym lancuchem alkilowym w podstawniku R; w
stosunku do aktywnosci zwigzku AFa-7 (Csp = 0,19 mM), ktérego podstawnik R; jest
fahcuchem szescioweglowym. Wyzsza aktywnos¢ AFa-6 jest prawdopodobnie zwigzana z
wieksza hydrofobowoscig tego zwiazku w stosunku do zwigzku AFa-7.

Wplyw jaki majq na aktywnos¢ zwiazkow podstawniki R, i Rz, zlokalizowane w cz¢sci
hydrofilowej, mozna przedyskutowaé¢ poréwnujac aktywnos¢ zwiazkow AFa-1 1 AFa-3 oraz
AFa-2 i AFa-4. Zwiazki AFa-1 i AFa-3 réznia si¢ podstawnikiem przy atomie fosforu (R3).
Aktywniejszy hemolitycznie jest zwiazek AFa-1 (Cso = 0,26 mM), ktory posiada dhuzszy
fancuch (czteroweglowy), zas zwigzek AFa-3 (Cso = 0,52 mM) zawierajacy krotszy fancuch
(dwuweglowy), ma aktywnos¢é dwukrotnie mniejsza. O roli podstawnika R, przy atomie azotu
mozna méwié porownujac aktywnosci zwiazkow AFa-2 i AFa-4, z ktorych AFa-2 zawiera
przy atomie azotu fancuch szescioweglowy, natomiast AFa-4 posiada tancuch dwa razy
krétszy w tym samym podstawniku. Jak wskazuja otrzymane wyniki badan dlugosci
tancuchow alkilowych w podstawnikach R, i Rj, ktore stanowia czgs¢ hydrofilowa zwigzku,
maja wyrazny wptyw na ich aktywnos¢. Poréwnujac ze soba wyniki otrzymane dla zwigzkéw
AFa-1 1 AFa-3 oraz AFa-2 i AFa-4 mozna zauwazy¢, ze aktywnos$¢ zwiazku wyraznie zalezy
od dhugosci tancuchow weglowodorowych podstawnikéw R» i R3 . Ponadto wigkszy wptyw na
aktywno$¢ zwiazkow ma podstawnik R, przy grupie aminowej, poniewaz dwukrotnie krotszy
tancuch tego podstawnika powoduje osmiokrotne zmniejszenie aktywnosci zwiazku AFa-4
(Cso= 0,23 mM) w porownaniu z aktywnoscia zwigzku AFa-2 (Cso= 0,029 mM).

Autorzy prac, w ktorych badane byly podobne zwiazki fosforoorganiczne acykliczne
[Gancarz, 1997; Sarapuk, 2000; Sarapuk i inni, 2000, 2003] podkreslaja, ze na aktywnos¢
zwiazkow maja wplyw podstawniki przy atomie wegla, fosforu i azotu, ktore decyduja o

wielkosci czgéei hydrofobowej i hydrofilowej zwiazku. Badania przeprowadzone wczesniej
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dla czwartorzedowych soli amoniowych, ktore sa amfifilowymi zwigzkami biologicznie
aktywnymi [Kleszczynska i inni, 1997, 1998], wykazaly, ze przy jednakowej czgsci polarnej
zwigzku o jego aktywnosci decyduje jedynie diugos¢ tancuchow alkilowych. Aktywnos¢
hemolityczna aminofosfonianow acyklicznych zalezy zaré6wno od struktury czesci
hydrofilowej, jak i od dlugosci tancuchow alkilowych w czgscei hydrofobowej. Na podstawie
wynikéw badan uzyskanych w tej pracy wykazano, ze aktywnos¢ hemolityczna zwiagzku nie
zalezy jedynie od czesci hydrofobowej zwiazku, ale jest wypadkowa oddziatywania zwiazku
zaroOwno z czescig hydrofobowa jak i hydrofilowa blony erytrocytow.

W zakresie stezen nielitycznych, obserwowano niewielkie zmiany opornosci
osmotycznej erytrocytow dla zwiazkéw acyklicznych, np. zwiazki AFa-2, AFa-5 i AFa-7
powodowaly niewielkie zmiany, zwigkszajac opornos¢ osmotyczng erytrocytow (tab.5.6.).
Mozna przypuszczaé, ze wbudowane do blony erytrocytéow niewielkie ilosci zwigzkow
powoduja jej uszczelnienie, a tym samym wplywaja na zwigkszenie opornosci osmotycznej
erytrocytow, na co zwracajg uwage autorzy prac dotyczacych innych zwigzkéw [Mosior i
Gomutkiewicz, 1989; Schrier i inni, 1992].

Przeprowadzone badania ptynnosci blony i ksztattu erytrocytow wykazaty, ze zwiazki te
oddzialywuja z blong biologiczng i lokujg si¢ w roznych jej rejonach, zmieniajac jej
ptynnosci. Badajac ptynno$¢ blony za pomoca réznych znacznikéw otrzymano informacje o
glebokoscei, na jaka zwigzki wbudowuja si¢ do biony.

Badania wykonane przy uzyciu sondy Laurdan, ktéra dostarcza informacji z cze¢sci
hydrofilowej blony na poziomie reszt glicerolowych (strefa I i II, rys.2.7.). wykazaly wzrost
ptynnosci btony w tym rejonie dla wigkszosci zwiazkow z wyjatkiem AFa-6 i AFa-7 (tab.5.
10.a). Dla tych zwiazkow, ktére majq najdtuzsze tancuchy w podstawnikach R; obserwuje si¢
wzrost uogo6lnionej polaryzacji GP, czyli wzrost sztywnosci blony. Pozostale zwigzki o
krotszych fancuchach powoduja zmniejszenie GP, czyli wzrost plynnosci blony. Jakosciowo
rozne zmiany, jakie rejestruje sonda Laurdan [Haris i inni, 2002], w dynamicznych
wlhasciwosciach blony erytrocytow na granicy fazy hydrofililowej i hydrofobowej, sa
spowodowane, jak nalezy przypuszczaé, rozna glgbokoscia wbudowania si¢ do blony tej
grupy zwiazkow.

W badaniach wykonanych sonda DPH, ktdra daje sygnat z czesci hydrofobowej blony w
rejonie tancuchow lipidowych (strefa III i IV, rys.2.7), otrzymano zmiejszone, w stosunku do
kontroli, warto$ci polaryzacji i anizotropii fluorescencji dla wszystkich zwiazkéw, najwigksze

zmiany wywoluja zwiazki AFa-6 i AFa-7 przy stezeniu 10 pM (tab.5.7.a). Wyniki te
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wskazuja, ze zwiazki acykliczne zwigkszajq ptynnos¢ w tym rejonie blony, jednak najwigksze
zmiany wprowadzaja zwiazki o najdhuzszych lancuchach alkilowych w podstawnikach R;.

Badania przy uzyciu sondy TMA-DPH, ktora daje sygnal z rejonu tancuchow lipidowych
w poblizu rdzenia blony (strefa I, II, III, rys.2.7.), rbwniez wskazujq na wzrost plynnosci
blony (tab.5.8.a) Na podstawie tych badan mozna przypuszcza¢, ze zwiazki acykliczne
wbudowujg si¢ do blony powodujac zmiany zaréwno w cze¢sci hydrofilowej, jak 1 w czgsci
hydrofobowej. Badania przy uzyciu sondy TMAP-DPH, zlokalizowanej nieco glebiej niz
sonda TMA-DPH, wykazaly wzrost polaryzacji i anizotropii fluorescencji przy stgzeniu 5 uM
wylaczajac zwiazki AFa-5 1 AFa-7. Przy wigkszym st¢zeniu zwigzkéw wynoszacym 10 pM
anizotropia i polaryzacja maleja, czyli rosnie plynnos$¢ blony (tab.5.9.a). Przy nizszym
stezeniu wbudowane do blony zwiazki zmniejszaja ruchliwosé czasteczek lipidowych i
zmniejszaja jej ptynnosé, zas przy wigkszym stgzeniu powoduja zmniejszenie oddzialywan
pomigdzy skladnikami blony, zwigkszajac jej ptynnos¢ Inni autorzy zwracaja uwage na taka
mozliwos¢, ze zwiazki blonoaktywne przy réznych st¢zeniach moga dawac jakosciowo rézne
zmiany pltynnosci blony [Campbell i Dwek 1984; Devaux, 2002].

Wyniki otrzymane w tej pracy z badan ptynnosci blony przy zastosowaniu réznych sond
dla zwiazkéw acyklicznych oraz spostrzezenia innych autoréw [Suwalsky 1 inni, 2004;
Michalak, 1996] pozwalaja przypuszczac, ze wigkszos¢ zwiazkow lokuje si¢ w poblizu reszt
glicerolowych czasteczek fosfolipidow, zas zwiazki o dluzszych tancuchach alkilowych w
podstawnikach przy atomach wegla wnikaja do obszaru hydrofobowego btony.

Badania ksztaltu erytrocytow dowodza rowniez, ze aminofosfoniany acykliczne
wbudowuja si¢ do blony i w st¢zeniach nielitycznych indukujg gtéwnie formy echinocytarne
erytrocytow. Jak wynika z badan szeroko prowadzonych przez innych autorow dla réznych
zwigzkow jesli zwiazki lokuja si¢ glownie w warstwie zewnetrznej blony tworza echinocyty,
jesli zas w warstwie wewngtrznej to tworzg stomatocyty [Ponder, 1948; Sheetz, Singer, 1974;
Iglic i inni, 1998; Bernhardt i Ellory, 2003]. Jak wskazuja prezentowane w tej pracy badania
(tab.5.11.), tylko zwiazek acykliczny AFa-6 o dlugim fancuchu alkilowym przy atomie wegla,
czyli o duzej hydrofobowosci, indukuje formy stomatocytarne erytrocytu, co $wiadczy o tym,
ze jest obecny réwniez w monowarstwie wewnetrznej. Dyfuzja tego zwiazku z jednej
monowarstwy do drugiej swiadczy o wigkszych jego oddzialywaniach hydrofobowych z
blona, dzigki czemu moze on wnika¢ do wewngtrznej monowarstwy btony komodrkowej. Jak
sugeruja inni autorzy [Vinardell, 1999:; Kleszczynska, 1999, 2001, 2003] o toksycznosci
hemolitycznej zwigzku decyduje miedzy innymi ilos¢ zwiazku, ktory wbudowujac si¢ do

blony przy, odpowiednio duzym stgzeniu, powoduje jej zniszczenie. Uzyskane w tej pracy
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wyniki wykazaly, ze najaktywniejszy hemolitycznie jest zwiazek acykliczny AFa-2, ktory
tworzy echinocyty, a zatem jego czasteczki kumuluja si¢ glownie w warstwie zewngtrzne;j.
Aby wywota¢ odpowiedni efekt hemolityczny wymagane jest mniejsze st¢zenie tego zwiazku,
w poréwnaniu ze st¢zeniem zwigzku, ktory kumuluje si¢ tylko zarowno w zewngtrznej, jak i
w wewngtrzne] monowarstwie. Fakt wbudowywania si¢ zwigzku AFa-6 do obu monowarstw,
wymaga wigkszego stezenia, odpowiedzialnego za 50 % hemoliz¢, w stosunku do st¢zenia

zwiagzku AFa-2, dajacego ten sam efekt.

Zwiqzki cykliczne
Zwigzki cykliczne posiadajg pierscien cykloheksanowy i rézne podstawniki przy grupie
aminowej R; i fosfonowej Ry, ponadto jeden ze zwigzkow posiada czteroweglowy tancuch

przy czwartym atomie wegla w pierscieniu.

R{NH P(O)(OR;),

Toksyczno$é hemolityczna tej grupy zwiazkow stanowi nastgpujacy szereg aktywnosci:
AFc-5>AFc-4>AFc-2>AFc-1>AFc-3.

Podobnie, jak w przypadku zwigzkoéw acyklicznych, czgsciami polarnymi czasteczki sg
grupa aminowa i fosfonowa, ktorych polarno$¢ maleje w miar¢ wzrostu dtugosci tancuchow
przylaczonych do tych grup. Pierscien cykloheksanowy stanowiacy hydrofobowy fragment
czasteczki, nie jest struktura plaskg i moze wystgpowaé gldwnie w dwoch stanach
konformacyjnych [Stryer, 1997]. Konformacja ..krzesetkowa” jest bardziej symetryczna i
trwalsza w porownaniu z konformacjg ,tédkowa”, w ktorej niektore atomy wodoru sa do
siebie bardziej zblizone, a powstajace migdzy nimi sity odpychania zmniejszaja jej trwalosc.
Nalezy wobec tego si¢ spodziewaé, ze aktywnos$¢ hemolityczna, zwigzana z mozliwoscia
wbudowywania si¢ do blony erytrocytow zwiazkoéw cyklicznych, zalezy nie tylko od
wielko$ci oddzialywan hydrofilowych i hydrofobowych, lecz takze od struktury przestrzenne;j
czasteczki zwigzku. Toksyczno$¢ hemolityczna poszczegolnych substancji tej grupy nie rézni
si¢ tak znacznie, jak w przypadku zwiazkéw acyklicznych, pomimo duzych réznic w budowie
podstawnikow R, ktore zawieraja od czterech do czternastu atomoéw wegla w tancuchu.

Najaktywniejszy z tej grupy zwiazek AFc-5 (Cso = 0,25 mM) posiada odpowiednio w
podstawnikach R; i Ry cztero- i dwuweglowe tancuchy alkilowe. Mniejsze aktywnosci

posiadaja zwigzki o dtuzszych tancuchach w tych podstawnikach, co $wiadezy o tym, ze nie
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ma prostej relacji migdzy hydrofobowoscia zwigzku i jego aktywnoscia w tej grupie. O roli
tancucha weglowodorowego przylaczonego do czwartego atomu wegla w pierscieniu mozna
dyskutowa¢ poréwnujgc zwigzek AFc-1 1 AFc-2. Poréwnujge aktywnosci hemolityczne
zwigzkow AFc-3 i AFc-4, mozna dyskutowa¢ wplyw podstawnika R;, zas§ w przypadku
zwiazkow AFc-2 1 AFc-5 podstawnika Ro.

Jak wykazaty badania hemolityczne zwiazek cykliczny AFc-1 (Csp = 0,77 mM) jest
nieco mniej aktywny niz zwigzek AFc-2 (Cso = 0.57 mM), nie posiadajacy dodatkowego
podstawnika w pierscieniu, co moze sugerowac, ze struktura przestrzenna zwiazku AFc-1
zmniejsza jego mozliwosci wbudowania si¢ do btony. Poréwnujac z kolei wyniki otrzymane
dla zwiazkéw AFc-3 1 AFc-4, mozna stwierdzi¢, ze dlugos¢ lancucha alkilowego przy grupie
aminowej nieznacznie wplywa na toksycznos$¢ hemolityczng obu zwigzkéw. Zwigzek AFc-3
zawierajacy czternastoweglowy tancuch alkilowy posiada nizsza toksycznos¢ hemolityczng
(Cso = 0,83 mM) niz zwiazek AFc-4 z o$Smiowgglowym tancuchem (Cso = 0,42 mM). W
przypadku zwiazkow AFc-2 i AFc-5 rdézniacych si¢ podstawnikiem Ry przy grupie
fosfonowej, wyniki wskazuja na duzy wplyw tego podstawnika na toksyczno$¢ hemolityczna.
Zwiazek o krotszym lancuchu alkilowym o jeden atom wegla posiada trzykrotnie wigksza
toksycznos¢ hemolityczna. 7Z analiz i poréwnan wynika takze, ze zwigzki acykliczne
wykazuja mniejsza aktywnos$¢ niz zwigzki cykliczne.

Zwiazki cykliczne nie zmieniaja w zasadzie opornosci osmotycznej btony erytrocytu.
Niewielkie zmiany powoduja jedynie zwigzki AFc-3 1 AFc-4, ktore posiadaja dlugie tancuchy
weglowodorowe w podstawnikach R;, co $wiadczy o tym, ze w niewielkich stezeniach
uszczelniajg blong komorkowa, zwigkszajac jej opornos¢ osmotyczng (tab.5.6.b).

Badania fluorymetryczne wykonane przy uzyciu sondy DPH (tab.5.7.b) wykazaty, ze
polaryzacja i anizotropia fluorescencji zmniejsza si¢ dla zwiazkéw AFc-3 1 AFc-4, ktore
posiadajg dlugie tancuchy weglowodorowe w podstawniku R;, co $wiadczy o wzroscie
plynnosci i ich wbudowywaniu si¢ do blony glgbiej niz ma to miejsce w przypadku
pozostatych zwiazkow cyklicznych, ktére w niewielkim stopniu zmieniaja ptynnosci blony.
Zmiany plynnosci uzyskane za pomoca tej sondy $wiadczg o tym, ze zwigzki cykliczne moga
penetrowa¢ do cze¢sci hydrofobowej bony [Kaiser i London 1998].

Badania wykonane przy uzyciu sondy TMA-DPH (tab.5.8.b) nie wykazaly znaczacych
zmian w polaryzacji 1 anizotropii. Anizotropia i polaryzacja fluorescencji wyznaczone z kolei
za pomocg sondy TMAP-DPH wskazuje, ze zwiazki cykliczne zwigkszaja ptynnos¢ blony, zas
zwiazek AFc-5, najbardziej aktywny hemolitycznie, powoduje usztywnienie blony, co

Swiadczy o lokalizacji tego zwiazku whasnie w czgsci hydrofobowe;.

94



Lokalizacj¢ zwiazkéw cyklicznych na granicy faz hydrofilowo-hydrofobowej
potwierdzaja badania przy uzyciu sondy Laurdan, gdzie uwogodlniona polaryzacja GP dla
poszczegolnych zwiazkéw rosta w stosunku do kontroli i miala najwyzsza wartos¢ dla
zwigzku AFc-5 (tab.5.10.b).

Badania ksztaltu erytrocytow w obecnosci zwiazkow cyklicznych wykazaly, ze zwigzki
AFc-1, AFc-2 i AFc-5 indukuja gléwnie formy echinocytarne, zas zwiazki AFc-3 i AFc-4
formy stomatocytarne (tab.5.11.). Te ostatnie (AFc-3 i AFc-4) posiadaja diugie tancuchy
weglowodorowe w podstawnikach R;, co ulatwia im przenikanie do warstwy wewngtrznej
blony komorkowej, 1 indukowanie stomatocytow.

Mozna przypuszczaé, ze podobnie jak w przypadku AFa-6, zwigzki te moga
dyfundowaé¢ do wewngtrznej monowarstwy blony. Dlugie lancuchy weglowodorowe przy
podstawnikach R; w tych zwigzkach prawdopodobnie powoduja zwigkszone oddziatywanie w
rejonie hydrofobowym blony, co ufatwia im wnikanie do wewngtrznej monowarstwy i
bardziej rownomierne rozlokowanie si¢ zwigzku w obu monowarstwach btony. Podobnie jak
zwiazek AFa-6, sa one mniej aktywne hemolitycznie od zwiazku najbardziej aktywnego AFc-
5, ktory kumuluje si¢ glownie w zewnetrzne] monowarstwie indukujac powstawanie

echinocytow.

Aminofosfonowe pochodne fluorenu
Pochodne fluorenu posiadaja dwa pierscienie fluorenowe, czterowgglowy lancuch
alkilowy w podstawniku R;-C4H7 przy grupie aminowej i rozne podstawniki R, przy grupie

fosfonowej. Podstawniki te zwieraja dwu-, osmio- lub jedenastowgglowy tancuch

QLo

R{NH  P(O)(ORy),

weglowodorowy.

Aktywnos$¢ hemolityczna zwiazkéw z tej grupy jest porownywalna z aktywnoscia
aminofosfonianow acyklicznych 1 uklada si¢ w nastgpujaca sekwencje: AFm-2>AFm-
3>AFm-1.

Najwyzsza aktywnos¢ hemolityczna posiada zwigzek AFm-2 z oSmioweglowym
podstawnikiem R, przy grupie fosfonowej, ktory indukuje hemolizg 50 % erytrocytow przy
najmniejszym stezeniu wynoszacym 0,09 mM. Aminofosfonowe pochodne fluorenu posiadaja
plaskie pierscienie hydrofobowe, ktore moga penetrowa¢ w glab hydrofobowego wnetrza

blony erytrocytéw na gl¢bokos¢, ktora prawdopodobnie zalezy od polarnosci grupy aminowej
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i fosfonowej wraz z podstawnikami. Charakter tych grup uzalezniony jest od diugosci
lancuchow alkilowych przytaczonych do nich. Odpowiednio dlugie fancuchy zmniejszaja ich
wlasciwosci polarne, a tym samym zmniejszaja oddziatywania elektrostatyczne czasteczek
zwigzkow w blonie. W konsekwencji wysoka aktywnos$¢ posiadaja zwiazki o dhugich
fancuchach alkilowych tj. osSmio- i jedenastowgglowym. Toksycznos¢ hemolityczna zwiazku
jedenastoweglowego (AFm-3), bardziej hydrofobowego, ktory moze latwiej wnika¢ do
obszaru hydrofobowego blony jest mniejsza jednak niz zwiazku o$mioweglowego (AFm-2).
Mozna to wytlumaczy¢ w podobny sposob jak w przypadku zwigzkéw AFa-2 i AFa-6, biorac
pod uwage wyniki mikroskopowego badania ksztaltu erytrocytow. Wykazaly one bowiem, ze
najbardziej hydrofobowe zwiazki przenikaja réwniez do wewngtrznej monowarstwy lipidowe;j
blony, zatem ich stg¢zenia rozkladaja si¢ migdzy obie monowarstwy. Dotyczy to réwniez
zwiazkow AFm-1 i AFm-3, ktore indukuja echinocyty, czyli wbudowuja si¢ gléwnie do
zewnetrznej warstwy blony erytrocytow. Podstawnik przy atomie fosforu ma zatem duzy
wplyw na zdolnosci zwiazku do wbudowywania si¢ do blony erytrocytow, ponadto ze
wzrostem dlugosci tancucha alkilowego pochodne fluorenu tatwiej wnikaja w glab blony
erytrocytow. O duzej aktywnosci zwigzkow pochodnych fluorenu, ktére zaburzajq funkcje
btony komorkowej lub powoduja jej uszkodzenie $wiadczyly badania przeprowadzone
wezesniej przez autorow Skrabka 1 Jaskulska (1987).

Badania opornosci osmotycznej erytrocytow w zakresie stgzen nielitycznych wykazaty,
ze opornos¢ erytrocytow wzrosta nieznacznie dla poszezegélnych zwiazkéw w stosunku do
komorek kontrolnych (tab.5.6.c).

Fakt wbudowania si¢ pochodnych fluorenu do blony erytrocytow potwierdzity badania
plynnosci blony, ktére wykazaly zmiany pltynnosci blony erytrocytow.

Przy uzyciu sondy Laurdan wykazano wzrost uogolnionej polaryzacji GP (tab.5.10.c),
$wiadczacej o wzroscie sztywnosci membrany w cieniach erytrocytow na poziomie glicerolu
dwuwarstwy lipidowej. Wbudowane do blony pochodne fluorenu powoduja wzrost
uporzadkowania w czgsci polarnej blony. Taki wynik badan zostat rowniez potwierdzony przy
zastosowaniu znacznika fluorescencyjnego TMAP-DPH (tab.5.9.c). Wzrost polaryzacji i
anizotropii $wiadczy o wzroscie sztywnosci blony w rejonie tancuchéw lipidowych w poblizu
czescei polarnej biony.

Wyniki badan uzyskane przy uzyciu sondy DPH $wiadcza o wzroscie ptynnosci blony
(strefa IT1 i IV rys.2.7.) w obszarze tancuchow weglowodorowych (tab.5.7.c). Wbudowane do
zewnetrznej monowarstwy czasteczki pochodnych fluorenu, prawdopodobnie powoduja

rozsunigcie glowek polarnych lipidow, co wplywa na zwigkszenie odleglosci migdzy
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fancuchami alkilowymi lipidéw i w efekcie prowadzi do wzrostu ptynnosci. Zmiany w czesci
hydrofobowej blony moga si¢ jednak lokalnie zmienia¢ w zaleznosci od ilosci wbudowanych
czasteczek pochodnych fluorenowych, jak rowniez od glebokosci wbudowania si¢ ich do
blony. Wzrost plynnosci i1 sztywnosci blony erytrocytow uzyskano przy uzyciu sondy TMA-
DPH dla réznych zwiazkow tej grupy (tab.5.8.c). Oznacza¢ to moze, ze wzrost plynnosci
powodowaly zwiazki AFm-2 i AFm-3, ktore latwiej tacza si¢ z blona, ze wzgledu na wigkszg
hydrofobowos$¢, natomiast zwiazek AFm-1 wptywal na wzrost sztywnosci blony.

Aktywne sktadniki preparatow herbicydowych

Glifosat (FMG) 1 kwas 2.4-dichlorofenoksyoctowy (2.4-D) sa aktywnymi sktadnikami
stosowanych powszechnie herbicydéow, ktore podlegaja cigglym badaniom w celu
zrozumienia ich molekularnego mechanizmu dzialania na rosliny. Przeprowadzone w tej
pracy badania hemolityczne wykazaly, ze substancje te indukuja hemolize erytrocytow w
stezeniach rzedu kilku milimoli (tab.5.1), ktora jest spowodowana, jak nalezy przypuszczac,
absorpcja tych zwiazkéw do fazy lipidowej blony. Potwierdzaja to wyniki badania ksztattu
erytrocytéw, zamieszczone w tej pracy, jak rowniez otrzymane innych autorow [Suwalsky i
inni, 1996], ktéore wykazaly, ze zwiazki te tworza echinocyty, co $wiadczy o ich
wbudowywaniu si¢ gléwnie do zewngtrznej monowarstwy blony erytrocytow. Badania
plynnosci blony przedstawione w tej pracy, wykazaly ze 2,4-D powoduje wzrost plynnosci
blony zarowno w czes$ci hydrofilowej, jak i w czgéci hydrofobowej, glifosat z kolei
powodowal usztywnienie blony erytrocytéw. Obydwa zwiazki powoduja zatem zmiany w
dynamice sktadnikow btony, ktére sa jednoczesnie dowodza o obecnosé czasteczek tych
zwiazkoéw gléwnie w warstwie zewnetrznej blony.

Wyniki badan hemolitycznych dobrze koreluja z badaniami przeprowadzonymi dla tych
zwigzkow w podobnych warunkach przez innych autorow [Bukowska, Zatorska 2003;
Duchnowicz 1 inni, 2003; Pieniazek 1 inni, 2004]. Badania ksztaltu erytrocytow
przeprowadzone przez autorOw pracy [Suwalsky 1 inni, 1996] wskazuja, podobnie jak
niniejsze badania, ze zwigzek 2,4-D indukuje powstawanie echinocytéw. Inni autorzy
wykazali takze zmiany ptynnosci blony erytrocytdéw wywolane przez 2,4-D i jego pochodne
[Bukowska i inni, 1998, 2000, 2002, 2003]. Ponadto autorzy wielu prac sugeruja, ze oba
herbicydy 2.4-D 1 glifosat indukuja zmiany stanow konformacyjnych bialek blonowych,
wplywaja na oddzialywania biatko-lipid i na funkcjonowanie kanatéow jonowych [Suwalsky i
inni, 1999; Duchnowicz i Koter, 2000].
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Mieszaniny zwiqzkow

W prezentowanej pracy wykonano réwniez badania pozwalajace okresli¢ toksycznosé
hemolityczng mieszanin herbicydowych, sktadajacych si¢ z badanych aminofosfonianow i
aktywnych skladnikéw znanych i stosowanych na rynku herbicydow, 2.4-D i glifosatu
(FMG). Uzyskane wyniki pozwolily na oceng aktywnos$¢ mieszanin oraz na porownanie jej z
aktywnosciami pojedynczych skfadnikow, zaréwno w oddziatywaniu z modelowa blong
erytrocytoéw, jak i w odniesieniu do roslin wyzszych: ogorka, pszenicy i gorczycy.

Badania aktywnosci mieszanin aminofosfonianow z kwasem 2.4-D 1 glifosatem
przeprowadzone na erytrocytach wykazaly, Zze mieszaniny utworzone ze zwigzkami
cyklicznymi i acyklicznymi charakteryzuje si¢ wyzsza aktywnoscig anizeli z pochodnymi
fluorenu. Ponadto na skutecznos$¢ dziatania mieszanin ma wplyw sposob laczenia zwigzkéw w
mieszaninie, mianowicie to czy tworzyly one mieszaniny réwnomolarne czy tez
nierbwnomolarne.

Jak wynika z eksperymentéw, blonoaktywne aminofosfoniany w mieszaninach z
glifosatem lub 2.4-D, w dzialaniu na blony erytrocytow i w oddzialywaniu z roslinami
wyzszymi daja efekty addytywne, synergiczne lub antagonistyczne.

Jak wynika z eksperymentow zjawisko synergizmu w odniesieniu do erytrocytow,
wystapilo dla niektérych zwiazkéw acyklicznych i cyklicznych, zas pochodne fluorenu w
mieszaninach wykazaty dzialanie addytywne i antagonistyczne.

Wysoka aktywno$¢ w odniesieniu do blony erytrocytow posiadaly mieszaniny
utworzone z aminofosfonianami AFa-6, AFa-3 1 AFc-4 z glifosatem 1 2.4-D, ktére osobno
wykazywaly réwniez duza aktywnos¢ (tab.5.16). Zwiazki te charakteryzujg si¢ duzym
powinowactwem do blony erytrocytow; wbudowujac si¢ do niej oraz dyfundujac do
monowarstwy wewnetrznej, jak wynika z mikropskopowych badan ksztaltu. Mozna wigc
przypuszczaé, ze do zmodyfikowanej przez aminofosfoniany blony erytrocytow tatwiej
wbudowujg sie czasteczki zwiazkow 2.4-D i FMG. Zatem przy okreslonym stgzeniu tych
substancji w zawiesinie erytrocytow, wigksza liczba czasteczek obydwu herbicydow
wbudowuje si¢ do blony, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia procentu hemolizy w poréwnaniu
niz w przypadku pojedynczych zwigzkow w mieszaninie. Takie wyjasnienie zjawiska
synergizmu wydaje si¢ by¢ racjonalne, poniewaz wiadomo, ze st¢zenia aktywnych
sktadnikéw herbicydow w roztworze, aby spowodowaé okreslony efekt hemolityczny, sa
znacznie wyzsze niz st¢zenia aminofosfonianow.

Zjawisko antagonizmu wystgpujace dla mieszanin utworzonych ze zwigzkam.: AFa-1,

AFa-4, AFc-2 i AFm-1, moze by¢ zwiazane z tworzeniem si¢ soli tych zwigzkéw w wyniku
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reakcji chemicznej aminofosfonianu z czasteczkami zwigzkow 2.4-D lub glifosatu. Powstanie
duzej czasteczki soli o okreslonej polarnosci prawdopodobnie zmniejsza mozliwosci jej
wbudowywania si¢ do warstwy lipidowej blony, lecz nie wyklucza oddzialywan
elektrostatycznych z hydrofilowa powierzchnig erytrocytu.

W przypadku wplywu zwiazkow i ich mieszanin na kielkowanie i wzrost roslin
wyzszych, nalezy wzia¢ pod uwage destrukcyjny wptyw tych substancji zarowno w
odniesieniu do samej blony, jak rowniez w stosunku do wnetrza komorki. W przeciwienstwie
do erytrocytow, gdzie oddzialywanie z blong dotyczy glownie fazy lipidowej, w odniesieniu
do roslin dziatanie toksyczne zwiagzane jest z wplywem tych substancji zarobwno na blong
komorek roslinnych, jak réwniez na biatka enzymatyczne, po wniknigciu ich do wngtrza
komorki.

Zwiazki  AFa-1, AFa-3, AFa-2, AFa-4, AFa-5, AFc-1 oraz pochodne fluorenu
(tab.5.12., 5.13) wykazaly wysoka aktywnos$¢ w odniesieniu do procesu inhibicji wzrostu i
kietkowania roslin wyzszych.

Synergiczne dzialanie mieszanin utworzonych z aminofosfonianéw i aktywnych
sktadnikow herbicydow: AFa-1, AFa-2, AFm2 i AFm-3 z 2,4-D w odniesieniu do inhibicji
hypokotyla ogorka oraz AFc-1 z glifosatem w odniesieniu do hypokotyla pszenicy (tab.5.14 i
5.15.), mozna prawdopodobnie wiaza¢ si¢ z modyfikacja blony przez te aminofosfoniany.
Zmiany wywolane w blonie komorek roslinnych ulatwiaja wnikanie do ich wnetrza
aktywnych skladnikow herbicydow, odpowiednio: glifosatu do komérek roslin
jednolisciennych (pszenica) i 2.4-D do komorek roslin dwuliSciennych (ogorek). Obnizenie
aktywnosci mieszaniny w odniesieniu do roslin moze by¢ spowodowane, na co zwrdcilisSmy
uwage wezesniej, oddzialywaniem obydwu skiadnikéw ze soba, w wyniku czego dochodzi do

powstawania nieaktywnych kompleksow.
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VII. Whnioski

Otrzymane wyniki badan, dotyczace wplywu zwigzkéw organicznych fosforu i ich

mieszanin na fizyczne wlasciwosci modelowej blony biologicznej oraz na rosliny wyzsze (na

wzrost 1 kietkowanie ro$lin), pozwalaja sformulowaé nastepujace wnioski:

1.

Wykazano, ze najwyzszq aktywnos$¢ hemolityczng posiadajq zwiazki acykliczne i
pochodne fluorenu, za§ mniej aktywne sg zwiazki cykliczne zawierajace pierscien
cykloheksanowy. W obrgbie za$ grupy najaktywniejsze sa zwigzki o najdhuzszych
tancuchach alkilowych w podstawnikach znajdujacych si¢ przy atomach: wegla, azotu
i fosforu.

Wykazano, ze im wigksza jest aktywnos$¢ hemolityczna badanych zwigzkow, tym
wigksze zmiany, przy stezeniach nielitycznych (0,1 1 0,01 mM), wywolujg one we
wlasciwosciach blony erytrocytéw, zmieniajac jej plynnos$é oraz ksztalt i opornosé
osmotyczna krwinek.

Stwierdzono, ze badane zwiazki przy st¢zeniach nielitycznych (5 i 10 uM) zmieniajg
plynnos¢ blony erytrocytow w dwojaki sposéb (usztywniaja ja lub uplynniajg),
zarowno w cze$ci  hydrofilowej, jak 1 hydrofobowej. Zmiany w stopniu
uporzadkowania blony zaleza od rodzaju zwigzku, jego stezenia i od glgbokosci
penetracji do blony.

Wykazano, ze badane zwigzki wbudowuja si¢ zaréwno do zewnetrznej monowarstwy
blony erytrocytéw, indukujac ksztalty echinocytow, jak i do warstwy wewngetrznej
tworzac stomatocyty. Wigkszos¢ zwigzkow jednak tworzy echinocyty, koncentrujac
si¢ glownie w warstwie zewngtrznej. Zwiazki o najdluzszych lancuchach przy
atomach: wegla (AFa-6), azotu (AFc-3 1 AFc-4) i fosforu (AFm-2 i AFm-3) dyfundujg
do wewngtrznej monowarstwy erytrocytow tworzac stomatocyty.

Wykazano, ze zwiazki posiadajace wigksza aktywnos$¢ w odniesieniu do modelowej
blony erytrocytow wykazuja roéwniez wigkszy wplyw na inhibicj¢ wzrostu hypokotyla
ogorka 1 pszenicy oraz wigkszy na kielkowanie nasion gorczycy. W szczegdlnosci
pochodne fluorenu w odniesieniu do inhibicji wzrostu roslin wykazaly identyczna
sekwencje aktywnosci, jak w odniesieniu do modelowej blony erytrocytow.
Stwierdzono, Zze aktywnos¢ niektorych mieszanin zwiazkéw fosforoorganicznych z
2.4-D i FMG w odniesieniu do modelowej blony erytrocytow byla wyzsza niz
aktywnos$¢ pojedynczych jej sktadnikow (zjawisko synergizmu). Podobnie jak w

odniesieniu do blony erytrocytow, wyzszg aktywnos¢ w stosunku do roslin wyzszych
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wykazano dla mieszanin pochodnych fluorenu z 2,4-D. Aktywnos$¢ pozostalych
mieszanin ksztaltowala si¢ inaczej niz w odniesieniu do blony modelowe;.

Przeprowadzone w tej pracy badania pozwolily na zrealizowanie celu pracy.

Wykazane zmiany parametrow fizycznych blony erytrocytow, jako modelu blony
biologicznej, pozwolily na wyznaczenie aktywnosci biologicznej uzytych do badan
zwiazkow fosforoorganicznych oraz byly podstawa do okreslenia molekularnego
mechanizmu ich dziatania. Dobra zgodno$¢ uzyskanych wynikéw dla blony erytrocytow i
w odniesieniu do roslin wyzszych umacnia w przekonaniu, ze blona krwinki jest dobrym
modelem blony biologicznej, a badania wielkosci wybranych parametrow fizycznych na
niej przeprowadzone stanowig podstawe do okreslenia aktywnosci zwiazkow biologicznie

aktywnych.
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VIII. Streszczenie

Zamieszczone w tej pracy badania dotycza wplywu nowych zwigzkéw organicznych
fosforu na blong erytrocytow 1 na rosliny wyzsze. Zbadano wplyw wyzej wymienionych
zwiazkéw na wilasciwosci fizyczne blony erytrocytow, traktowanej jako model blony
biologicznej oraz na kietkowanie nasion gorczycy i hamowanie wzrostu ogorka i pszenicy.

Nowa grupa syntetycznych zwigzkéw organicznych fosforu uzytych w pracy to zwiazki
acykliczne, cykliczne z pierscieniem cykloheksanowym i pochodne fluorenu z podwoéjnym
pierscien fluorenowym. Zwiazki te, jak oczekiwano moga stanowié potencjalnie nowa grupg
herbicydow. Wszystkie badane zwiazki majq charakter amfifilowy i wykazuja dziatanie
toksyczne, oddzialujac z czescia hydrofilowa i hydrofobowg blony erytrocytow.

Wyniki badan wptywu uzytych zwigzkow na blone erytrocytow mialy na celu oceng
aktywnosci biologicznej nowych zwiazkéw z grupy aminofosfonianéw, oraz okreslenie
mechanizmu tego oddzialywania na poziomie molekularnym i komérkowym. Celem badan
bylo rowniez okreslenie zaleznosci migdzy aktywnoscia biologiczng zwiazkow a ich strukturg
chemiczna, a w szczegolnosci wskazanie wplywu, jaki majq rézne grupy funkcyjne badanych
substancji na ich aktywno$¢. W badaniach tych okreslono aktywnos$¢é biologiczng
organicznych zwiazkoéw fosforu na podstawie wielkosci zmian parametréw fizycznych blony
erytrocytow. W szczegolnosci zbadano proces hemolizy erytrocytéw indukowanej przez
badane substancje, oporno$¢ osmotyczng i zmiany ksztattu erytrocytow oraz pltynnosé ich
blony.

Badaniom aktywnosci biologicznej poddano réwniez mieszaniny dwuskladnikowe,
powstale z polaczenia jednego zwiazku organicznego fosforu i aktywnego skladnika
stosowanych powszechnie herbicydéw. Niektére mieszaniny w oddzialywaniu z erytrocytami
i ro§linami wyzszymi wykazywaly aktywnos¢ wyzsza niz poszczegolne jej skladniki.

Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan mozna podsumowac¢ nastgpujaco:

1. Wykazano, ze najwyzsza aktywnos¢ hemolityczna posiadaja zwiazki acykliczne i
pochodne fluorenu, za$ mniej aktywne sa zwiazki cykliczne zawierajace pierscien
cykloheksanowy. W obrebie za$ grupy najaktywniejsze sa zwiazki o najdluzszych
fancuchach alkilowych w podstawnikach znajdujacych si¢ przy atomach: wegla, azotu i
fosforu.

2. Wykazano, ze im wigksza jest aktywnos¢ hemolityczna badanych zwiazkow, tym wigksze
zmiany, przy stezeniach nielitycznych (0,1 i 0,01 mM), wywoluja one we wilasciwosciach

blony erytrocytéw, zmieniajac jej plynnos¢ oraz ksztalt i opornos¢ osmotyczng krwinek.
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Stwierdzono, ze badane zwiazki przy st¢zeniach nielitycznych (5 i 10 puM) zmieniaja

(8]

plynnos$¢ blony erytrocytow w dwojaki sposob (usztywniaja ja lub uplynniajg), zar6wno w
czgsci hydrofilowej, jak i hydrofobowej. Zmiany w stopniu uporzadkowania blony zaleza
od rodzaju zwigzku, jego stezenia i od glgbokosci penetracji do blony.

4. Wykazano, ze badane zwigzki wbudowujg si¢ zarowno do zewngtrznej monowarstwy
blony erytrocytow, indukujac ksztalty echinocytow, jak i do warstwy wewngtrznej
tworzac stomatocyty. Wigkszos¢ zwiazkow jednak tworzy echinocyty. koncentrujac sie
glownie w warstwie zewnetrznej. Zwiazki o najdluzszych tancuchach przy atomach:
wegla (AFa-6), azotu (AFc-3 1 AFc-4) 1 fosforu (AFm-2 i AFm-3) dyfundujg do
wewngtrznej monowarstwy erytrocytow tworzac stomatocyty.

5. Wykazano, ze zwiazki posiadajace wigksza aktywnos$¢ w odniesieniu do modelowej blony
erytrocytow wykazuja rowniez wigkszy wplyw na inhibicj¢ wzrostu hypokotyla ogorka i
pszenicy oraz wigkszy na kielkowanie nasion gorczycy. W szczegdlnosci pochodne
fluorenu w odniesieniu do inhibicji wzrostu roslin wykazaty identyczna sekwencje
aktywnosci, jak w odniesieniu do modelowej blony erytrocytow.

6. Stwierdzono, ze aktywnos¢ niektorych mieszanin zwiazkow fosforoorganicznych z 2.4-D i
FMG w odniesieniu do modelowej blony erytrocytéw byla wyzsza niz aktywnosé
pojedynczych jej skladnikow (zjawisko synergizmu). Podobnie jak w odniesieniu do btony
erytrocytow, wyzsza aktywnos¢ w stosunku do roslin wyzszych wykazano dla mieszanin
pochodnych fluorenu z 2,4-D. Aktywnos¢ pozostatych mieszanin ksztaltowala si¢ inaczej
niz w odniesieniu do blony modelowej.

Whioski z powyzszych badan sugeruja, ze wysoka aktywnos¢ biologiczna posiadajg
zwiazki o odpowiedniej cze¢sci hydrofilowej, jak rowniez posiadajace odpowiednig strukture
czgsci hydrofobowe) zwigzku. Czgé¢ hydrofilowa zwigzkéw stanowig grupy aminowa i
fosfonowa wraz z podstawnikami, zas cz¢$¢ hydrofobowa tworza lancuchy alkilowe w
podstawnikach przy atomie wegla dla zwiazkéw acyklicznych oraz pierscienie dla zwigzkow
cyklicznych i1 pochodnych fluorenu. Jak pokazuja uzyskane wyniki najaktywniejszymi
zwiazkami sg zwigzki acykliczne nieposiadajace pierscienia oraz pochodne fluorenu.
Aktywnos¢ biologiczna zwigzkéw w odniesieniu do blony modelowej doé¢ dobrze koreluje z
aktywnoscia w odniesieniu do roslin wyzszych. Uzyte w przeprowadzonych badaniach
modelowych metody pomiarowe parametréw fizycznych blon erytrocytéw pozwalaja na
wyciggniecie jednoznacznych wnioskow. Wyniki tych badan, ktore pokazuja korelacje
mig¢dzy aktywnosciq badanych zwigzkow a ich struktura, moga by¢ wykorzystane przy

syntezie nowych zwiazkdéw tego typu, o optymalnej skutecznosci, zgodnie z przeznaczaniem.
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