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PRZEDMOWA

Niniejszy XXXV tom serii Na pograniczu chemii i biologii jest
zbiorem 24 krétkich artykutéw, eksperymentalnych lub przegladowych,
przygotowanych i1 przedstawionych przez doktorantéw podczas corocznej
konferencji w Karpaczu. Tom ten podzielony jest na trzy czesci: biologie
chemiczna, chemie organiczna i chemie bionieorganiczna.

W pracach zaprezentowano wyniki badan z realizacji pojedynczych
projektow badawczych, a takze krytyczne opracowania waznych proble-
méw naukowych. Przypisanie danego artykulu do okreélonej czeéci nie
jest oparte na ostrych kryteriach. Heterogennoé¢ tematyczna oraz rézno-
rodnoé¢ stosowanych metod doswiadczalnych pokazuja wielki potencjat
badawczy mlodych pracownikéw nauki oraz naszych polskich instytutow.

Mamy nadzieje, ze lektura tego tomu bedzie Zrédlem wiedzy o nowych
zagadnieniach 1 zjawiskach biologicznych oraz podejsciach doswiadczal-
nych majacych na celu rozpoznanie probleméw biologicznych. Opracowa-
nia sg dobra podstawa do uzupelnienia wiedzy z wybranych dziedzin.
Kierujemy je do studentéw 1 mtodych pracownikéw nauki.

Henryk Koroniak
Jan Barciszewski

Redaktorzy Na pograniczu chemii i biologii
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1. Introduction

Tea infusion has been known and consumed in many countries
all over the world for millennia. In China, many kinds of leaves have
been used for five thousand years, mainly as stimulating and purifying
elixir [1, 2]. It has endured the test of time and evolved into one of the
most popular drinks valued for its taste and beneficial properties which
finds the reflection in recent scientific reports [3, 4].

Apart from the larger scale of production, that needs to meet a de-
mand, the methods of acquiring the final product remain fairly un-
changed. Underdeveloped leaf buds and early two-, three-days old leaves
are the resource of a quality black tea. After harvesting they are initially
dried, next rolled or chopped, then fermented and finally dried again [5].
This process ensures that enzymes present in leaves become active and

1 The following research was co-financed from “Stypendia naukowe dla najlepszych dok-
torantéw 1 mlodych doktoréw” funds, being a part of "Rozwdj potencjalu dydaktyczno-nauko-
wego mtodej kadry akademickiej Politechniki Wroctawskiej” project, co-financed by European
Union as a part of European Soscial Fund. Agreement number: MK/SN/496/1X/2013/U.
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give the product its desirable properties. Green tea however, is received
by quick drying directly after harvesting. In this case the intention is to
keep enzymes deactivated [6].

Depending on kind and origin, tea drinks tend to regulate proper
function of digestive system, strengthen walls of blood vessels, improve
general physical efficiency and concentration [5].

The Kombucha drink in its traditional and most popular form is
acquired in fermentation process utilizing tea and sucrose [7]. However,
many cases of using different subtracts are known and documented (teas
and local herbs, other forms of carbohydrates as the source of energy) [1].
Depending on region and ethnic origin, Kombucha can be named in mis-
leading way, such as: Manchurian mushroom, tea fungus or Chinese
mushroom [7, 8]. After more precise studies that followed increased sci-
entific interest, it was proved to be a symbiotic colony of multiple non-
pathogenic bacteria and yeast rather than a fungus [3, 4, 9]. Two distinc-
tive phases can be identified in the final form of Kombucha. The first one
— bacterial cellulose of extremely high purity and superior spatial distri-
bution of fibers is synthesized by acetic acid bacteria strains [4]. It mani-
fests itself in form of cream-colored or light beige layers suspended in the
liquid phase [10]. Thanks to its superior quality, properties and possible
use, the bacterial cellulose has become a potent and popular object of
studies. The main microorganisms responsible for the synthesis were
identified as Gluconacetobacter xylinum [7, 9]. The successful research
and experiments have been performed in recent years proving that the
bacterial cellulose can be used as medical dressings, well suited to use on
hard healing wounds, such as burnings [11].

The second phase, being the topic of this paper, is the consumable
slightly sparkling broth of unique sweet and sour taste [8]. The organo-
leptic tests proved that various combinations of ingredients, as well as
growth methodology have an impact on final reception of the drink.

Kombucha drink has become the field of interest mainly for its poten-
tial therapeutic properties [4]. Kombucha has become a potent research
object, alongside with tea. It is a well known remedy used in folk medi-
cine, believed to cure many illnesses and improving wellbeing in general,
boosting awareness and concentration, extending longevity as well as
having anti-carcinogenic and anti-diabetic effects, treatment for gastric
ulcers and high cholesterol and impacting immune response and liver
detoxification [2, 7, 8, 9].

There are several origin theories found in literature. It is possible
that Kombucha comes from Far East, where first evidence date on 2nd
century BC [9]. In year 414 AD it was brought from China to Japan by
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the command of ruling Emperor as a digestion ailment remedy and
already renowned universal drug [2]. Kombucha and its beneficial health
properties were rediscovered in the beginning of 20th century. A group
Japanese researchers in their study on longevity among Caucasian na-
tives whose age exceeded one hundred years reported that subjects had
regularly consumed fermented tea drink [2]. Tea fungus can be found in
many homes being grown using traditional methods [9].

Over the years of studies more substantial and precise decomposition
of Kombucha was made. Apart from aforementioned organisms and cellu-
lose — organic acids, vitamins, polyphenols and mineral compounds can
be accounted as the main components [3, 4]. The research started leaning
towards its potential beneficial influence on health. The specific set of
substances inspired a search in the field of skin, hair and nails care. Pos-
sibilities of introducing into many industry branches arisen.

Some cases of intolerance and poisoning have been recorded, but rare-
ly directly tied to Kombucha. Allergic reactions, digestive problems and —
in extreme case — kidney failure, may have been an effect of questionable
quality of growth [2].

Being a product of tea fermentation, Kombucha expresses antioxidant
and antidiabetic activity thanks to tea polyphenols and ascorbic acid. It
was proven that Kombucha has greater activity than unfermented
tea [12]. It can be used as a natural antioxidant with ability of mitiga-
ting oxidative stress, maintaining body mass or restoring blood glucose
levels [13].

The trend of using natural ingredients in the industry, especially the
food and cosmetic, has triggered even greater need of pursuing alterna-
tive sources. Kombucha drink, being a potent source of acids has become
a field of interest and studies. The starting point of author’s research was
a desire of combining all beneficial properties of tea and Kombucha in
cosmetology and further testing acquired results using scientific methods.

2. Objective

The aim of this work is to determine the properties of products of
biotransformations of selected tea kinds, with particular focus on sub-
stances present in the infusion and acids produced during Kombucha
growth as well as discovering and fixing optimal measurement condi-
tions. The purpose of conducted experiment was to evaluate if the afore-
mentioned organic acids can become a potential ingredient in many in-
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dustry branches (food, cosmetic). It seems to be an interesting field of
study with great research potential. Conducting research on temporal
and environmental conditions impact on acid production intensity is pre-
liminary step to further analysis encompassing the influence of natural
ingredients on skin properties (inter alia: moisture content, sebum pro-
duction, exfoliation).

3. Material and methods

The culture was conducted in a set of two sterile 200 ml beak-
ers by preparing tea infusions, using 4 g of black, green or white tea
each per 1000 ml of distilled water. The sucrose responsible for
providing energy, was added in two quantities: 50 g and 100 g per
1000 ml. The resulting set-up, summarized in Table, was finally tri-
pled in order to minimize randomness and decrease error spread. The
set of 18 samples (6 tea — sucrose variants distinguished by sample
symbol multiplied 3 times) gave a variety of properties for comparison
and analysis. Each sample was initiated by 100 ml of a starter culture
per 1000 ml for inoculation and initial acidification. Described exper-
iment was held in the following environmental conditions: room tem-
perature and low light exposition.

Table. The list of samples and their symbols used for Kombucha grow in the experiment
(tripled for each measurement cycle)

Sueme onen W0 100081 T Sl
Black Bk 50
Green 50 Gr 50
White Wh 50
Black Bk 100
Green 100 Gr 100
White Wh 100

In the course of the experiment, the following parameters and de-
pendencies were recorded and calculated for each sample:
— pH changes — recorded using multifunction tester/conductometer;
— mass (further recalculated as percentage change in relation to ini-
tial mass) — measured using electronic scales;
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— total acid content calculation by titration method using sodium hy-
droxide as standard solution and phenolphthalein as an indicator.

The previous research showed that there is a need for fixing optimal
culture growth condition by maintaining possibly unchanged parameters
for all samples and keeping optimal measurement conditions. As the
experiment developed, pH of acidifying solution, initial mass of cellulose
layer and added white tea samples were normalized. What is more, the
methodology of data acquisition (pH meter, titration) was controlled
made repeatable. Also, the measurement scenarios were put in place: the
number of measurement cycles and number of repetitions were assigned;
multiple measurements in series allowed to acquire statistical assess-
ment metrics (expected values, error spread, deviations). Changes in
time and differences depending on kind of used tea (black, green, white),
quantity of sucrose were calculated with variable cycle time of 22 days
(measurements taken in fixed and equal time periods). Finally, the
extended measurement cycle of 43 days was kept in order to observe
more dependencies.

4. Results and discussion

In order to acquire pH and acid content data, two measurement
cycles were performed using 6 variants of tea — sucrose samples (see
Table). The whole batch of test material was tripled in order to minimize
the risk of contamination and to decrease result spread. Figure 1 shows
averaged pH measurement results in function of cycle time. Marked er-
ror bars reflect doubled standard deviations for each sample triplet.

In the second measurement cycle, the aforememntioned control of
starter culture masses and initial pH levels was incorportated. In most of
the samples it resulted in decreased spread (Figure 1b, c¢). The lowest pH
level was achieved for green and white teas.

For all combinations of teas and sucrose content, one can observe
identical direction of pH changes in time. What is more, pH decreases in
all samples during whole cycle time and is more rapid in the first phase.
After around two weeks of observations, pH changes speed has de-
creased, which is finely visible on figure 2 encompassing extended meas-
urement cycle. These observations correspond with previous results and
literature data [4, 9]. In all cases, from the beginning of the cycle, sucrose
content has visible influence on pH level, which is lower in samples rich
in sucrose.
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Fig. 1. pH changes in function of time: a) green tea, 50 g of sucrose; b) green tea, 100 g of
sucrose; c) black tea, 50 g of sucrose; d) black tea, 100 g of sucrose; e) white tea, 50 g of
sucrose; f) white tea, 100 g of sucrose
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Fig. 2. pH changes comparison for all tea — sucrose variants including extended measure-

ment cycle of 40 days. Dotted lines represent samples with sucrose content of 100 g
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Fig. 3. Total acid contend in consecutive days of the measurement cycle. Dotted lines
represent samples with sucrose content of 100 g

Total acid content was evaluated using titration method with stand-
ard solution of sodium hydroxide with phenolphthalein as indicator.
Figure 3 presents averaged acid content results for all combination tea —
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sucrose. The trend corresponds with literature data [14] and measure-
ments performed with and pH-meter, acid content is higher for green and
white tea samples.

Increased sucrose content resulted in greater acid production for all
respective samples sets. Performed experiment shows that one can con-
trol and tune the acidity levels using various substrate proportions.

5. Conclusions and perspectives

Progressive acidification of solution during cycle time was ob-
served for all researched samples. Result spread was decreased by unify-
ing and equalizing of acidifying solution pH and initial masses for all
sample combinations. The longer measurement cycle is, the more factors
become responsible for acid content changes in samples. Increased su-
crose content has low impact on scale of acidification. The total acid con-
tent trend matches results taken using pH meter. White and green tea
samples produced more acids in comparison to samples with black tea.
The most common scenario was a tenfold increase of acid content per
double mass increment.

The results acquired during described research may contribute to
expanding the range of use of presented natural ingredients in cosmetic
industry. They are also proven to have beneficial influence on functional
properties of skin by moisturizing, regulating and exfoliating action.
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REAKTYWNE FORMY TLENU -
WROGOWIE CZY SPRZYMIERZENCY
KOMOREK ROSLINNYCH?
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Hasta do zapamietania: reaktywne formy tlenu, RFT, ROS, dysmutaza
ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa, katalaza, stres oksydacyjny

Wykaz skrétow:

RFT (ROS) — reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)
Q — wolny rodnik atakujgcy czgsteczke RH

RH — atakowana czasteczka

Ar — pierscien aromatyczny

SOD — dysmutaza ponadtlenkowa

GPX — peroksydaza glutationowa

APX — peroksydaza askorbinianowa

CAT — katalaza,

PCD — programowana $mier¢ komérki (programmed cell death)
HR — reakcja nadwrazliwosci (hypersensitive reaction)
1. Wstep

Komoérki roslinne to podstawowe jednostki budulcowe roSlin.
Spelniaja one rowniez wiele innych funkcji. Do najwazniejszych z nich
zalicza sie pobieranie substancji odzywczych, ktére zamieniane sa

* Praca wspierana finansowo przez Narodowe Centrum Nauki w ramach dotacji grant
UMO-2012/07/B/ST5/00753.
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w przemianach biologiczno-chemicznych na energie (metabolizm). Inna
funkcja komérek roélinnych jest wytworzenie specjalnych organelli (chlo-
roplastéw) zdolnych do przeprowadzania fotosyntezy oksygeniczne;j:

6CO2 + 6H20 __energia_ . CsH 1206 + 603.

Obecnie uwaza sie, ze proces ten przyczynil sie do zmiany sktadu at-
mosfery, co w konsekwencji spowodowalo ewolucje zycia na Ziemi. Dzieki
obecnosci tlenu mogly rozwinaé sie nowe organizmy — w tym czlowiek.
7 drugiej jednak strony tlen czasteczkowy jest utleniaczem, a w wyniku
reakcji z innymi zwiazkami redukuje sie, pobierajac od nich elektrony.

Badania przeprowadzone na przetomie ostatnich dziesiecioleci wska-
zuja jednoznacznie, ze reaktywne formy tlenu uwazane sa za jedna
z przyczyn choréb neurodegeneracyjnych oraz nowotworowych. Ponadto,
RFT powoduja utlenianie kwaséw ttuszczowych, steroidéw. Sa one row-
niez odpowiedzialne za: uwalnianie zelaza z biatek, uszkodzenia bton
komoérkowych, zmiany strukturalne i funkcjonalne bialek enzymatycz-
nych 1 nieenzymatycznych, a takze za zaburzenia w budowie DNA.
Z drugiej strony RFT w stezeniu fizjologicznym wywieraja, pozytywne
dzialanie w sygnalizacji komoérkowej czy w generowaniu wzrostu roslin [1].

2. Reaktywne formy tlenu

W wyniku przylaczenia do nisko reaktywnego tlenu czasteczko-
wego (O2) jednego elektronu powstaje wysoce reaktywny anionorodnik
ponadtlenkowy (O, "), ktory jest prekursorem wielu innych ROS, w szcze-
gblnoéci powstajacego w reakeji dysmutacji (dysproporcjonowania) nad-
tlenku wodoru H20z:

O,  + 05" +2H20 - Oz + H202.

Powstajacy H202 moze dalej ulegaé¢ dysproporcjonowaniu z wytworze-
niem wody 1 tlenu:

H202 + H202 - O2 + 2H20.

Schemat reakcji prowadzacych do powstania reaktywnych form tlenu
z tlenu czasteczkowego przedstawiono na rysunku 1 [2].

Wraz z dostarczeniem nastepnego elektronu nadtlenek wodoru roz-
pada sie z wytworzeniem rodnika hydroksylowego OH*, ktéry jest naj-
bardziej reaktywnym utleniaczem spotykanym w organizmach zywych.
Wtasciwosé ta jest przyczyng reakceji opisywanego rodnika z wiekszo$cia
substancji organizmu ludzkiego. Jest szczegoblnie niebezpieczny z powodu
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2¢ 2H' 2e 2H
0 —e_>o‘_i>Ho — > 1,0 + OH—— 21,0
) ) 20, 20 + 2
2H' H H'
Qe 40"

Rys. 1. Reakcje pomiedzy poszczegblnymi stadiami redukeji tlenu

duzej reaktywnos$ci z DNA 1 RNA, co moze powodowaé¢ mutacje [3].
Na ostatnim etapie rodnik ten ulega przeksztalceniu do czasteczki wody.

W przemianie tlenu do czasteczki wody z wytworzeniem posrednich
reaktywnych produktéw powstaje tylko niewielka cze$é wszystkich po-
znanych rodnikéw. Istnieje wiele innych reaktywnych form powstajacych
w roznych reakcjach chemicznych. Wybrane przyklady rodnikéw oraz
reaktywnych form tlenu 1 azotu przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Przyklady reaktywnych form tlenu i azotu

Nazwa zwigzku Wzor Klasyfikacja
Anionorodnik ponadtlenkowy 0oy
Rodnik wodoronadtlenkowy NO,
Nadtlenek wodoru H:02
Rodnik hydroksylowy ‘OH RODNIKI
Tlen singletowy 104 NIEORGANICZNE
Ozon O3
Nadtlenek azotu NO-
Ditlenek azotu NO,
Rodniki alkoksylowe R-O°
Rodniki nadtlenkowe Rl—CH(C())O')—Rz RODNIKI ORGANICZNE
Bookesds Rl‘a;AQR 4 R = szkielet weglowy
R2 R3
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Znaczne iloéci toksycznych rodnikéw hydroksylowych OH® powstaja
w wyniku reakcji Fentona. Proces ten jest katalizowany jonami miedzi(IT)
lub zelaza(II) i przebiega nastepujaco [4]:

H202 + Fe2t> OH* + OH- + Fe3+.

W wyniku redukeji jonéw zelaza(IIl) za pomoca anionorodnika ponad-
tlenkowego powstaja jony zelaza(Il), od ilo$ci ktorych zalezy wydajnosé
reakcji Fentona [5]:

O;" + Fe3* > Oz + Fe2+,

Poprzez polaczenie powyzszych dwéch réwnan otrzymuje sie réwna-
nie opisujace reakcje Habera—Weissa [6]:

H202 + O;" - OH* + OH™ + Oa.

2.1. Wiasciwosci chemiczne reaktywnych form tlenu

Wiekszoé¢ rodnikéw powstaje poprzez reakcje z innymi rodnika-
mi w reakcjach tancuchowych. Wyrdzniamy trzy typy takich reakcji. Sa
to reakcje: inicjacji, propagacji (prolongacji) oraz terminacji [2]. W reak-
cjach inicjacji z czasteczek niebedacych wolnymi rodnikami powstaja wol-
ne rodniki. Czynnikami inicjujacymi reakcje tancuchowe moga by¢: pro-

Tabela 2. Gtéwne typy reakcji propagacji

Nazwa reakcji Schemat Opis
Przeniesienie .
atomu lub gru- | Q" + RH - QH + R- Atak ngpego rodnl}{a na atom wodo-
, ru drugiej czasteczki.
py atomow
. . _ N . , | Przytaczenie wolnego rodnika do cza-
Addycja Q' + R—-CH=CH-R' - R-CH-C*(Q)-R

steczki zawierajacej podwijne wigzanie.

B-eliminacja

R-C-C- >R +C=C

Rozerwanie wiazania w polozeniu B
wzgledem niesparowanego elektronu
w stabilnej czasteczce przeksztalconej
w wolny rodnik.

Jednoelektro- Przeniesienie elektronéw w wyniku
dowe reakcje R+Q->Q +R - y
reakcji redoks.
redoks
Wewnatrzczasteczkowe przegrupowa-
Przegrupowania nia mniej stabilnych wolnych rodni-
rodnikéw (Ar)s—C — CHz® - (Ar)2 —C-CH2-Ar kéw do bardziej stabilnych. Im wyz-
alkilowych sza rzedowo§¢ rodnika, tym wieksza

stabilnosé.)
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mieniowanie gamma (radioliza), promieniowanie elektromagnetyczne —
Swiatto (fotoliza), promieniowanie nadfioletowe — prowadzace do jonizacji
czasteczek tlenu 1 utworzenia ozonu oraz ultradzwieki (sonoliza).

W reakcjach propagacji sumaryczna liczba wolnych rodnikéw nie ulega
zmianie, zmieniaja sie natomiast czasteczki bedace nosicielami niesparowa-
nych elektronéw. W tabeli 2 przedstawiono pie¢ gléwnych typéw propagacji.

W procesie terminacji reaguja z sobga dwa rodniki, co prowadzi do wy-
gaszenia ich aktywnoéci:

Ri* + Re* > Ri—Ra.

W wyniku takiej przemiany powstaja nowe zwigzki chemiczne, kto-
rych aktywno$c¢ biologiczna wzgledem komérek moze by¢ szkodliwa.

3. Miejsca powstawania RFT
w komérkach roslinnych

Istnieje wiele rodzajéw komérek roélinnych rézniacych sie mie-
dzy soba pochodzeniem 1 spelnianymi funkcjami, jednak wszystkie cha-
rakteryzuja sie podobnag budowa. Zawieraja okresélone struktury podko-
morkowe, takie jak: jadro komérkowe, plastydy, mitochondria, retikulum
plazmatyczne, aparat Golgiego, wakuole, cytoplazma, ciana komérkowa.
Schemat budowy komoérki rosélinnej przedstawiono na rysunku 2.

Rys. 2. Schemat budowy komérki roglinnej [16]

1 — wodniczka, 2 — blona komérkowa, 3a — retikulum endoplazmatyczne gtadkie, 3b — retikulum endo-
plazmatyczne szorstkie, 4 — jadro komérkowe, 5 — jaderko, 6 — aparat Golgiego, 7 — mitochondrium,
8 — cytozol, 9 — chloroplast, 10 — §ciana komérkowa 11 — peroksysomy
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Najwazniejszym miejscem powstawania reaktywnych form tlenu w ko-
morce ro$linnej sa chloroplasty 1 peroksysomy [7-9]. W chloroplastach po-
wstaje gléwnie anionorodnik ponadtlenkowy, ktéry wytwarzany jest w reak-
cji Mehlera [2, 10, 11]. W peroksysomach wytwarzany jest przede wszystkim
nadtlenek wodoru, ktérego zrédtem sa oksydazy flawinowe [9, 12].

Okoto 2% tlenu, biorgcego udzial w mitochondrialnym cyklu oddecho-
wym, przeksztalca sie w formy reaktywne [13, 14]. Produkcja RFT w mi-
tochondriach u roélin zachodzi w mniejszym stopniu w poréwnaniu
z komoérkami zwierzecymi [12]. Spowodowane jest to wystepowaniem
alternatywnej oksydazy, ktéra sprawuje kontrole nad generowaniem no-
wych rodnikéw tlenowych [9].

Znane sa rowniez przypadki powstawania reaktywnych form tlenu
w btonach komoérkowych, w reakcjach katalizowanych przez oksydaze
NADPH nazywana oksydaza fagocytéw [15].

4. Mechanizmy obronne roslin przeciwko RFT

Reaktywne formy tlenu reaguja ze sktadnikami komoérek, mody-
fikujac je 1 uszkadzajac. W kazdym organizmie zostaje wytworzony stan
réwnowagi pomiedzy szybkoécig produkowania reaktywnych form tlenu
a potencjatem przeciwutleniajacym, ktéry chroni komoérki przed znisz-
czeniem [3]. Proces przesuniecia réwnowagi w strone zwiekszania iloSci
reaktywnych form tlenu, czyli niekontrolowanego wzrostu reaktywnych
metabolitéw nazywany jest stresem oksydacyjnym. W konsekwencji stre-
su oksydacyjnego w roslinach moze powsta¢ wiele chordb i1 stanéw pato-
logicznych. Na przetomie lat roéliny wytworzyly wiele mechanizméw
obronnych, pozwalajacych chroni¢ komoérki przed dziataniem RFT.

4.1. Enzymy chronigce komorki przez RFT

Do enzymoéw wykazujacych dziatanie ochronne przeciwko RFT
zalicza sie m.in.: dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), peroksydaze glutatio-
nowa, (GPX), peroksydaze askorbinianowa (APX) oraz katalaze (CAT) [17].

Jednymi z najwazniejszych enzyméw pelniacych role regulatorow RFT
w komorkach sg dysmutazy ponadtlenkowe. Ich dziatanie polega na katali-
zowaniu reakeji dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku
wodoru i tlenu [2, 18]. Enzymy z grupy SOD =zalicza sie do metaloprotein.
Skladaja sie z czesci biatkowej (apoenzym) oraz katalitycznej grupy proste-
tycznej w formie jonu metalu, petnigcego funkcje centrum aktywnego. Ist-
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nieja trzy formy izomeryczne dysmutazy ponadtlenkowej. Réznia sie one
miedzy soba, miejscem wystepowania w komdérce oraz rodzajem jonu metalu
zajmujacym centrum aktywne. Zaliczamy do nich enzymy:
— cytoplazmatyczny, zawierajacy jony cynku i miedzi (CuZn — SOD,
SOD - 1),
— mitochondrialny, zawierajacy jony manganu (Mn — SOD, SOD — 2),
— zewnatrzkomoérkowy, z jonami cynku 1 miedzi (EC — SOD, SOD — 3).
Dziatanie pozostatych enzymoéow (GPX, APX, CAT) polega gléwnie na
usuwaniu nadtlenku wodoru powstalego w reakcji dysproporcjonowania.

4.2. Nieenzymatyczne antyoksydanty

Nie tylko enzymy moga chroni¢ komodrke przed uszkodzeniami
spowodowanymi przez RFT. Takie zwiazki, jak kwas askorbinowy (rys. 3),
glutation (rys. 4), karotenoidy, a takze alkaloidy, witamina E (tokoferole)
czy flawonoidy pelnia role aktywnych antyoksydantéw.

HO

HO

HO OH

Rys. 3. Wzér strukturalny kwasu askorbinowego

Glutation (y-glutamylo-cysteinylo-glicyna) to tripeptyd o wtasciwoséciach
przeciwutleniajacych, zbudowany z reszt aminokwasowych kwasu gluta-
minowego, cysteiny i glicyny. Swoje dzialanie antyoksydacyjne przejawia
w odtwarzaniu grup tiolowych —SH w biatkach [19]. Najwieksze stezenie
glutationu poéréd sktadnikéw komérkowych znajduje sie w cytoplazmie,
mitochondriach i jadrze, a najnizsze w siateczce $rodplazmatycznej [20].

SH

H\)J\
N
HO OH

NH,

Iz

Rys. 4. Wzor strukturalny glutationu
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Bardzo wazna role w komoérkach pelni kwas askorbinowy, powszech-
nie nazywany witaming C. Zwiazek ten wykazuje wladciwosci hydrofilo-
we, dlatego jego dziatanie bedzie najwieksze w cytoplazmie komorki. Jest
zaliczany do najmniej toksycznych, ale jednocze$nie najsilniej dzialaja-
cych przeciwutleniaczy. Bierze udzial w dezaktywacji wiekszosci reak-
tywnych form tlenu. Zwiazek ten ma réwniez zdolnoéé regeneracji rodni-
ka o-tokoferolowego, powstajacego w reakcji witaminy E z produktami
autooksydacji ttuszczy.

Karotenoidy naleza do zwiazkéw lipofilowych. Jest to grupa barwni-
kéw ro$linnych odpowiedzialnych za zélta, pomaranczowa 1 czerwona
barwe wielu warzyw 1 owocow. Ich budowa oparta jest na potaczeniu
oSmiu jednostek izoprenowych. Wykazuja aktywno$é prowitaminowa
oraz szeroka aktywnoéé antyoksydacyjna. Wérdd karotenoidow o charak-
terze prowitaminy A wyrdznia sie B-karoten, a-karoten i B-kryptoksantyne.
Przykladem natomiast karotenoidéw niemajacych wlasnosci prowitami-
ny A sa: likopen, luteina, zeaksantyna, astaksantyna, kantakstantyna,
fukoksantyna [21]. Wzory strukturalne wybranych przedstawicieli karo-
tenoidow przedstawiono na rysunku 5.

H O\\\“‘"

luteina

OH
NG U G e

HO
zeaksantyna

Rys. 5. Wzory strukturalne wybranych karotenoidow
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5. Pozytywny wptyw RFT na rosliny

Jak wynika z badan prowadzonych w ostatnich latach, reaktyw-
ne formy tlenu maja réwniez pozytywny wplyw na komorki. Odgrywaja
kluczowa role w przekazywaniu sygnaléow w komorce roSlinnej. Proces
ten pozwala na sterowanie tak waznymi funkcjami, jak: programowanie
$mierci komorki (PCD), odpowiedz na stres biotyczny 1 abiotyczny (udziat
RFT w odpowiedzi na atak patogendéw), ruchy aparatéw szparkowych,
wzrost czy cykl komérkowy [17, 22, 23].

Duze znaczenie w walce z patogenami ma udziat nadtlenku wodoru.
Wysoki poziom H202 w miejscu infekcji jest toksyczny zaréwno dla zdro-
wych tkanek, jak 1 komérek inwazyjnych. Pozwala to na zahamowanie
rozprzestrzeniania sie infekcji [24]. Znany jest pozytywny wplyw dziala-
nia reaktywnych form tlenu na proces kietkowania nasion. W zaleznoé$ci
od stezenia RFT nasiona moga pozosta¢ w stanie spoczynku lub moze
rozpoczaé sie ich wzrost [25].

Programowana $mieré¢ komérki (PCD) to zjawisko, ktére towarzyszy
kazdej komoérce, zachodzace podczas jej niezaburzonego rozwoju. Reakcja
nadwrazliwoéci HR jest specyficzna, forma programowanej $mierci ko-
morki. Wywolujq ja czynniki chorobotworcze, takie jak bakterie, wirusy
1 grzyby. Reakcja HR obejmuje tylko zainfekowane tkanki. Poprzez
$mieré¢ chorych i uszkodzonych komoérek organizm zatrzymuje rozprze-
strzenianie sie patogenéw. Jak wynika z doniesien literaturowych, wolne
rodniki tlenowe maja swéj udzial w indukowaniu reakcji HR [8, 18].

6. Podsumowanie

Komorki rosélinne wyksztatcily system polegajacy na kontroli
produkcji i usuwaniu reaktywnych form tlenu. Zaburzenie tej rownowagi
(stres oksydacyjny) prowadzi do wielu groznych chordob. Odkrycia ostat-
nich dziesiecioleci pokazaly inng — pozytywna zalezno$¢ miedzy RFT
a funkcjonowaniem komoérek. Reaktywne formy tlenu generowane sa
gtéwnie w chloroplastach, peroksysomach, mitochondrium oraz btonach
komoérkowych. Ich rola w komérkach roslinnych moze przyjmowaé dwie
drogi dzialania: pozytywna, opierajaca sie na walce z patogenami, jak
réwniez negatywna, prowadzaca do $mierci komorki (rys. 6). Wiedza na
temat RFT, jak rowniez ich pozytywnego i negatywnego wplywu na ko-
morki roélinne, jest ciagle w toku badan i stanowi szeroki pole do dysku-
sji dla chemikoéw 1 biologow.
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PEROKSYSOMY MITOCHONDRIUM
CHLOROPLASTY /
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DZIALANIE DZIALANIE
NIEKORZYSTNE POZYTYWNE
y
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SMIERC KOMORKI WALKA Z PATOGENAMI

Rys. 6. Wptyw reaktywnych form tlenu na komérki roélinne
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Wykaz skrétow:

RFT — reaktywne formy tlenu

NBT — btekit nitrotetrazoliowy

BHA — butylohydroksyanizol

BHT — butylohydroksytoluen

TBHQ — butylohydrochinon

MnTMPyP — porfiryna tetrakis(1-metylo-4-pirydyl) manganu(lil)
MnTBAP — chlorek porfiryny tetrakis(4-benzoesowy) manganu(lll)
SOD-1 — dysmutaza cytoplazmatyczna

SOD-2 — dysmutaza mitochondrialna

SOD-3/EC SOD - dysmutaza zewnatrzkomérkowa

1. Wstep

Reaktywne formy tlenu (RFT) wystepujace w przyrodzie to prze-
de wszystkim anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik ponadtlenkowy (rod-
nik wodoronadtlenkowy), tlen singletowy oraz nadtlenek wodoru [1, 2].

* Projekt sfinansowany ze $érodkéw Narodowego Centrum Nauki, przyznanych na pod-
stawie decyzji numer DEC-2012/07/B/ST5/00753.
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RFT wystepuja takze w organizmach zywych, np. w komoérkach roslin-
nych. Pelnig liczne funkcje metaboliczne, wystepujac jako substraty i pro-
dukty wielu szlakéw metabolicznych, np. szlak tancucha oddechowego [3].
RFT uczestnicza w bardzo waznych dla komoérek procesach, takich jak
wzrost komoérki, proliferacja czy réznicowanie komorki. Zaburzenie me-
chanizméw szlakéw metabolicznych przez rézne czynniki chorobotworcze
lub czynniki zewnetrzne powoduje nagly wzrost stezenia RFT w komor-
kach [4]. Kiedy stezenie RFT w organizmie jest wyzsze od stezenia fizjo-
logicznego, wtedy obserwuje sie tzw. stres oksydacyjny [5, 6]. Dtugotrwa-
le wystepowanie stresu oksydacyjnego ma bardzo negatywne skutki dla
komoérek zywych. Doprowadzi¢ moze nawet do apoptozy 1 nekrozy komo-
rek. W organizmie stres oksydacyjny jest zwalczany naturalnie przez
systemy antyoksydacyjne, np. systemy enzymatyczne zlozone z dysmutaz
1 kinaz [7-10]. Wysokie stezenie RFT niszczy kazdy rodzaj bioczasteczek.
RFT powoduja mutacje oraz indukuja procesy cytotoksyczne [11, 12].
Czesto zdarza sie tak, ze efekt dzialania RFT wystepuje w miejscu bardzo
odleglym od miejsca wystepowania w komorce. Takie zjawisko jest moz-
liwe, poniewaz centrum rodnikowe zostaje przeniesione w obrebie cza-
steczki, wykorzystujac aminokwasy takie, jak tryptofan, histydyna lub
tyrozyna. Do przeniesienia RFT wykorzystywane sa tez aminokwasy za-
wierajace atom siarki, np. cysteina lub metionina [13—15]. Wolne rodniki
zaklécaja, wzrost tkanki, powodujac zmiany w funkcjonowaniu i metabo-
lizmie komorek. Stres oksydacyjny, oprdcz niszczacego wplywu na orga-
nizm czlowieka, ma negatywne znaczenie takze dla roslin: stymuluje
opadanie liéci, hamuje rozwdj chloroplastéw, ogranicza wzrost korzeni,
zmniejsza zywotno$§¢ nasion 1 zwieksza czesto$é wystepowania nieprawi-
dlowego wzrostu.

Rosliny odgrywaja w zyciu cztowieka ogromna role nie tylko jako po-
zywienie, ale takze sa wykorzystywane do produkcji lekow 1 kosmetykow.
Ochrona komérek roslinnych jest bardzo wazna, dlatego wspdtczeénie ze
wzgledu na zwiekszone wystepowanie réznych czynnikéw Srodowisko-
wych, zwigzanych z zanieczyszczeniami Srodowiska, i czynnikéw chorobo-
tworczych poszukuje sie nowych substancji o wlasciwos$ciach antyoksyda-
cyjnych, antyapoptycznych oraz antynekrotycznych.

2. Antyoksydanty
Mianem antyoksydantéw okresla sie substancje przyczyniajace

sie do obnizenia stezenia wolnych rodnikéw, w tym RFT. Przeciwutlenia-
cze dzielg sie na przeciwutleniacze enzymatyczne (dysmutaza ponadtlen-
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kowa, peroksydaza glutationowa), nieenzymatyczne (witamina A, E 1 C,
glutation, ubichinon i karotenoidy, ksantofile) oraz érodki syntetyczne
(syntetyzowane przez chemikéw, np. butylowany hydroksytoluen), w tym
mimetyki dysmutazy ponadtlenkowej. Antyoksydantami o najwiekszej
zdolnoéci do usuwania RFT sa witamina E, ktérej najbardziej aktywna
forma, spoérdéd wielu odmian jest a-tokoferol (rys. 1), witamina C (rys. 2),
flawonoidy, karotenoidy oraz zwiazki fenolowe [16]. Naturalnie wystepu-
jace przeciwutleniacze pochodzace z owocdéw 1 warzyw odgrywaja wazna,
role w profilaktyce wielu chordb, a takze podczas samego procesu lecze-
nia [17]. Zwiazki chemiczne pochodzenia ro§linnego wykazuja duza, zdol-
no$¢ do usuwania RFT. Organizm ludzki jest wspomagany przez bezpo-
§rednie dostarczanie antyoksydantéow w postaci pozywienia. Jest to
wazny element zréznicowanej diety [18].

Rys. 1. Wz6r strukturalny o-tokoferolu
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Rys. 2. Wzor strukturalny witaminy C

Usuwanie nadmiaru RFT jest bardzo istotne, poniewaz RFT silnie
oddzialujg, z fosfatazami tyrozynowymi (PTPs) przez reakcje z elementa-
mi cysteiny, co powoduje odwracalna inaktywacje. W ten sposéb wplywaja
na regulacje komérkowych proceséw utleniania 1 redukcji [19]. W przy-
padku ostabienia organizmu, spowodowanego np. choroba, aktywno$é
enzymow przeciwutleniajacych jest znacznie nizsza niz w przypadku
zdrowego organizmu. Niska aktywno§é katalazy 1 dysmutazy ponadtlen-
kowej DNA jest bardzo niekorzystna dla komoérek. Jednak nadekspresja
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S-transferazy glutationowej, uczestniczacej w procesach detoksykacji,
umozliwia przezycie komoérek, stanowiac mechanizm obronny [20]. W wy-
niku stresu oksydacyjnego w komérkach nowotworowych moze zachodzié
aktywacja onkogenéw lub opornos$é¢ na leki.

2.1. Antyoksydanty nieenzymatyczne

Kwas askorbinowy, znany jako witamina C, jest jednym z naj-
bardziej znanych przeciwutleniaczy. Jest zwiazkiem rozpuszczalnym w wo-
dzie 1 znajduje sie w wielu owocach 1 warzywach, np. w takich cytrusach,
jak grejpfruty, cytryny, pomarancze; ponadto bogata w witamine C jest
takze czerwona papryka, czarna porzeczka, dzika réza, a nawet natka
pietruszki [21-24]. Kwas askorbinowy wykazuje silne wtaéciwosci redu-
kujace. W wypadku niektérych enzyméw wystepujacych w organizmach
zywych wlasciwosci redukcyjne kwasu askorbinowego pozwalaja utrzy-
maé jony metali w postaci zredukowanej, np. kation zelaza(Il). Ma to
istotne znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania enzymoéw. Witamine C
stosuje sie czesto jako substancje wzorcowa w badaniach wlasciwosci
antyoksydacyjnych réznych substancji. Witamina C pelni role substancji
odniesienia m.in. w metodzie redukcji btekitu nitrotetrazoliowego (NBT)
[25]. Kolejna grupg przeciwutleniaczy nieenzymatycznych sa karotenoi-
dy. Karotenoidy to grupa barwnych zwiazkéw, ktére maja pochodzenie
roélinne, np. znajduja sie one w marchwi. Naleza do prekursoréw wita-
miny A. Zaliczane sa, tez do substancji stanowiacych gléwne Zrodlo witami-
ny A. Bardzo dobrze rozpuszczaja sie w tluszczach, natomiast sa prak-
tycznie nierozpuszczalne w wodzie. Do gtéwnych rél witaminy A mozna
zaliczy¢ wspomaganie stabilno$ci blon komoérkowych, przeciwdzialanie
fotooksydacji w komérce, udzial w procesie fotosyntezy [26, 27].

Inna grupa zwiazkéw zaliczanych do przeciwutleniaczy sa zwigzki fe-
nolowe. Fenole to zwigzki, ktére maja w swojej strukturze grupe hydro-
ksylowa, bezpos$rednio zwigzang z pierécieniem aromatycznym. Tego typu
zwigzki chemiczne znane sa ze swoich wlasciwoéci antyoksydacyjnych,
przeciwnowotworowych, hipotensyjnych, a takze przeciwzapalnych. Do
zwiazkow fenolowych nalezg garbniki, flawonoidy oraz fenolokwasy. Do bar-
dzo silnych antyoksydantéw nalezy katechina (rys. 3) oraz kwertecyna
[28]. Katechiny biora udzial w pochlanianiu promieniowania UV. Kate-
china 1 kwertecyna maja wlaSciwoséci chelatujace jony metali, a takze
spowalniania procesOw starzenia sie komorki.
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OH
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Rys. 3. Wz6r strukturalny katechiny

Kolejng grupa antyoksydantéw nieenzymatycznych sa przeciwutle-
niacze syntetyczne. Do tej grupy naleza butylohydroksyanizol (BHA),
butylohydroksytoluen (BHT) i butylohydrochinon (TBHQ). Sa szeroko
stosowane jako antyutleniacze do konserwowania 1 stabilizacji zywnoéci.
Do syntetycznych antyoksydantéw ponadto zalicza sie zwigzki komplek-
sowe porfiryna tetrakis(1-metylo-4-pirydyl) manganu(Ill) (MnTMPyP)
1 chlorek porfiryny tetrakis(4-benzoesowy) manganu(Ill) (MnTBAP) [29].
Wymienione zwiazki zmiataja w gltéwnej mierze anionorodnik ponad-
tlenkowy oraz niektére inne reaktywne formy tlenu i azotu.

2.2. Antyoksydanty enzymatyczne

Do enzymatycznych przeciwutleniaczy nalezg katalazy, peroksy-
dazy oraz dysmutazy ponadtlenkowe. Katalazy indukuja rozklad nad-
tlenku wodoru na tlen 1 wode, przez co obnizaja stezenie nadtlenku wodo-
ru w komoérkach. Peroksydaza askorbinowa i glutationowa wspomaga
unieczynnianie wolnych rodnikéw. Peroksydaza rozktada nadtlenek wo-
doru oraz rodniki organiczne, a takze wraz z witaming E bierze udziat
w zapobieganiu peroksydacji lipidéw. Dysmutazy ponadtlenkowe nato-
miast stanowig grupe enzyméw unieczynniajacych przede wszystkim
anionorodnik ponadtlenkowy.

Dysmutaza cytoplazmatyczna (SOD-1) o masie czasteczkowe] rownej
32 kDa jest jednym z rodzajéw dysmutaz ponadtlenkowych, ktéra w struk-
turze chemicznej zawiera kationy cynku(Il) i miedzi(II) [30]. SOD-1 ma
strukture homodimeryczna. Stabilizacja trzeciorzedowej struktury biatka
w SOD-1 jest mozliwa dzieki obecnoéci kationu cynku(Il). Z kolei kation
miedzi(I) umozliwia SOD-1 pelnienie funkcji katalitycznych. W reak-
cjach utlenienia i1 redukcji kation cynku(Il) nie bierze udziatu w reakcji,
jedynie kation miedzi(I) uczestniczy czynnie w reakcjach redoks SOD-1.
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SOD-1 jest obecna w komérkach zywych w miedzybtonowej przestrzeni
mitochondrialnej, jadrze komoérkowym oraz w cytoplazmie. SOD-1 wyka-
zuje wysoka wrazliwo§¢ na jony cyjankowe.

Kolejng dysmutaza jest dysmutaza mitochondrialna — SOD-2 o masie
czasteczkowej rownej 96 kDa. W strukturze chemicznej, w centrum ak-
tywnym dysmutazy mitochondrialnej wystepuje kation manganu(Il).
Centralnie wystepujacy kation manganu(Il) odpowiada za wlasciwosci
katalityczne SOD-2, a ponadto pelni role stabilizujaca strukture trzecio-
rzedowa SOD-2. Dysmutaza mitochondrialna nie jest czula na jony cy-
jankowe, tak jak to ma miejsce w przypadku dysmutazy ponadtlenkowe;j
cytoplazmatycznej. W SOD-2 ma miejsce tzw. sekwencja sygnatowa. Jej
zadaniem jest uruchomienie transportu mitochondrialnego [31].

Trzecim typem dysmutazy ponadtlenkowej jest dysmutaza zewnatrz-
komoérkowa SOD-3 o masie czasteczkowej 135 kDa. SOD-3 jest wydziela-
na poza komoérke. Najwyzsze stezenie SOD-3 znajduje sie na powierzchni
komorek. Kationy miedzi(I) 1 cynku(Il) stanowiace centrum aktywne
SOD-3 sa umieszczane w enzymie dopiero podczas transportowania EC
SOD poza komoérke. SOD-3 tworzy struktury dimerowe, ale niewykluczone
jest tworzenie przez SOD-3 struktur multimerowych. Sposréd wszystkich
dysmutaz SOD-3 ma najwieksze zdolnosci przeciwutleniajace [32].

3. Metody badan nad srodkami ochrony roslin

Analiza skladnikéw substancji stosowanych do ochrony komorek
roélinnych jest wykonywana za pomoca réznych metod, tj.:
— spektrometrii w bliskiej podczerwieni NIR,
— chromatografii w ukladzie gaz—ciecz sprezonej ze spektrometrig
masowa, (GC-MS),
— chromatografii w uktadzie ciecz—ciecz — chromatografia cieczowa
(HPLC, RR-HPLC, LC/MS),
— metod klasycznych,
— chromatografii w ukladzie gaz—ciecz — chromatografia gazowa (GC),
— chromatografii planarnej — chromatografia cienkowarstwowa (TLC
1 HPTLC) [33].
Wprowadzanie na rynek nowych substancji ochrony komérek roslinnych,
a nawet zmiana rozpuszczalnika czy zmiana substancji powierzchniowo-
czynne] w Srodku ochronnym jest zwigzana z konieczno$cia przepro-
wadzenia licznych analiz jakoéciowych oraz testéw identyfikacyjnych.
Podczas wykonywania testéw w laboratorium stosuje sie tzw. materiaty
odniesienia, a sa nimi gléwnie certyfikowane wzorce analityczne sub-
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stancji czynnych $rodkéw ochrony ro§lin. Do badan in vitro na materiale
ro$linnym zaleca sie prowadzenie tzw. uprawy na szkle — metoda kultury
in vitro [34—36]. Ten typ hodowli pozwala otrzymaé materiat biologiczny
w warunkach sterylnych. Gléwna, zaletq prowadzenia takich hodowli jest
uzyskanie zdolnosci komoérek roélinnych do nieograniczonych mozliwos$ci
dzielenia sie tzw. efektu totipotencji [37]. W tym celu nalezy stosowacé
specjalne odzywki roélinne bogate w substancje przyspieszajace wzrost
komérek. Do takich substancji nalezy mleczko kokosowe oraz mleczko
kukurydziane. Komoérki wykazujace zdolnosci do totipotencji nazywane
sa komérkami kompetentnymi. Aby uzyskaé efekt totipotencji, bardzo
wazne jest odpowiednie dobranie rodzaju substancji wzrostowych oraz
dopasowanie ich w okre§lonym stosunku do danego rodzaju komoérek
ro$linnych.

RFT w wysokich stezeniach maja negatywny wplyw na komérki ros-
linne. Powoduja zaklécenie prawidlowego dziatania organelli komoérko-
wych. Sa przede wszystkim przyczyna uszkodzen DNA komoérki roslinne;j
w bardzo szerokim zakresie dzialania. Nadmiar RFT ulega licznym reak-
cjom w komoérce roélinnej, powodujac m.in. powstawanie hydroksynad-
tlenkéw lipidéw [38, 39]. Istotnym efektem utrzymywania sie stresu ok-
sydacyjnego w komoérkach roslinnych jest zmiana przepuszczalnosci
blony mitochondrialnej, a co za tym idzie — obnizenie potencjatu btono-
wego. RFT ponadto powoduja programowanie Smierci komoérki roslinne;.

4. Podsumowanie

RFT wystepuja naturalnie w komoérkach zywych. Jednakze nagty
wzrost ich stezenia w komoérce uszkadza blone komérkows oraz moze
prowadzi¢ do apoptozy i nekrozy komérki. Ze wzgledu na zmiany Srodo-
wiskowe zachodzace wspélcze$nie organizmy zywe sa narazone na wy-
stepowanie stresu oksydacyjnego. Dlatego antyoksydanty odgrywaja bar-
dzo wazna role dla organizméw zywych, np. komoérek roslinnych.
Przeciwutleniacze obnizaja stezenie RFT. Stres oksydacyjny ma wplyw
na wiele szlakéw metabolicznych zachodzacych w komoérkach ro§linnych,
m.in. na wzrost komorki i jej réznicowanie. RFT wplywaja na powstawa-
nie mutacji w DNA. Dlatego dziatanie antyoksydantéw jest nieocenione.
Roéliny to bardzo wazny dla czlowieka element przyrody, dlatego ulep-
szanie sposobdéw ich ochrony jest wspélcze$nie czesto podejmowanym
tematem przez wiele grup badawczych.
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SH — grupy tiolowe

SOD — dysmutaza ponadtlenkowa

TBHP  — wodoronadtlenek tert-butylu

TEMPO - 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-tlenek

TEMPOL - 4-OH-TEMPO, 4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-tlenek

1. Wstep

1.1. Utleniacze: wodoronadtlenek tert-butylu
i wodoronadtlenek kumenu

W organizmach zywych wodoronadtlenki towarzysza przemia-
nom metabolicznym tlenu oraz wystepuja jako formy posérednie w reak-
cjach enzymatycznych. Dotyczy to zaréwno nadtlenku wodoru, jak 1 or-
ganicznych wodoronadtlenkéw, takich jak wodoronadtlenki tert-butylu
(TBHP) i kumenu (CHP), ktére biorg udzial w peroksydacji lipidéw oraz
powoduja, uszkodzenia blon komérkowych 1 bialek. Z tego wzgledu nadaja,
sie $wietnie do odtworzenia modelu peroksydacji lipidow 1 badania
uszkodzen blon w komodrkach. TBHP jest bardziej polarny, tatwiej prze-
chodzi przez btony oraz ma wieksze powinowactwo do hydrofilowych cze-
éci lipidéw 1 biatek. Aromatyczny CHP jest bardziej hydrofobowy, ma
wiec wieksze powinowactwo do lipidow. Organiczne wodoronadtlenki
redukowane sa, przez enzym peroksydaze glutationu (GPx). Poniewaz nie
reaguja z katalaza, postuzyly do badania komérkowych szlakéw metabo-
lizmu wodoronadtlenkéw, w ktérych katalaza nie bierze udzialu [1]. Ba-
dano wplyw obu wspomnianych wodoronadtlenkéw na perfundowanej
watrobie szczura, izolowanych szczurzych hepatocytach, a takze frakeji
mitochondriéw 1 mikrosoméw [1]. Wykazali oni, ze watroba zdolna jest do
usuwania organicznych wodoronadtlenkéw, jednoczeénie zaobserwowali
wzrost disulfidu glutationu (GSSG) w przestrzeni zewnatrzkomérkowe;,
$§wiadczacy o wzmozone] aktywnos$ci peroksydazy glutationu. Zaobser-
wowali réwniez udziat siateczki érédplazmatycznej w usuwaniu TBHP
1 CHP poprzez redukujace wlasciwosci cytochromu P-450. Zostato to po-
twierdzone réwniez w pozniejszych pracach, tzn. ze TBHP 1 CHP w hepa-
tocytach metabolizowane sa przy udziale enzyméw cytochromu P-450 do
wysoce reaktywnych cytotoksycznych rodnikéw powodujacych peroksyda-
cje lipidow 1 biatek [2-5]. Zbadano, ze w wyniku rozpadu homolitycznego
wigzania O—O powstaje rodnik alkoksylowy (RO*), ktéry inicjuje proces
peroksydacji lipidéow w komorce poprzez oderwanie protonu od niena-



Syntetyczne utleniacze i przeciwutleniacze w modelu peroksydacji lipidéw 47

A (|:H3
H,C—C—OOCH OOH
|
TBHP CHP
. /
P-450 P-450
ciecie
homolityczne
% 0" + - OH
P-450
V \ci@cie
0O
aceton
¥
LOO® ROO"*
peroksydacja
~ lipidéw V—
R — rodnik alkilowy
RO" - rodnik alkosylowy
ROO" - rodnik peroksylowy MDA.4-HNE

Rys. 1. (A) Struktura chemiczna wodoronadtlenku tert-butylu i wodoronadtlenku kumenu.
(B) Metabolizm wodoronadtlenkéw w koméree przy udziale cytochromu P-450 na przykta-
dzie TBHP. Wedlug Weissa i Estabrooka; R = CHs; (CH3)3C*; CsH5C*(CHs)2
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syconych kwasow tltuszczowych lub ulega B-cieciu do rodnika metylowego
(*CH3) 1 acetonu badz acetofenonu (rys. 1) [6, 7].

W izolowanych hepatocytach szczurzych traktowanych TBHP zaobser-
wowano intensywne paczkowanie blony komoérkowej oraz towarzyszacy
mu spadek ilo§ci aktyny zwigzanej z blona [8, 9]. Ponadto zaobserwowano
utrate rOwnowagi wapniowej, gwaltowny wzrost cytozolowego stezenia
wolnego wapnia oraz aktywacje endonukleaz jako poczatek uszkodzen
cytotoksycznych [10]. Poza tym, TBHP prowadzi do uwolnienia kwasu
arachidonowego z btonowych fosfolipidéw i tworzenia malonylodialdehy-
du (MDA), a wiec do peroksydacji lipidéw 1 w konsekwencji do $§mierci
komoérki [11]. Zaobserwowano rdéwniez uszkodzenia mitochondriéw,
a $ci$lej zalamanie mitochondrialnego potencjalu blonowego 1 zwiazana
z tym ucieczke cytochromu ¢ do cytoplazmy [12].

H,C—cC- /7 N\ ;“';
| <o
/
«CH, CH, \— '

rodnik metylowy rodnik butylowy rodnik kumylowy

Rys. 2. Struktura chemiczna rodnikéw alkilowych

TBHP zastosowany w modelu doS§wiadczalnym wywolywal ostre zapa-
lenie trzustki (OZT) u szczurdéw, zwigzane z nekroza komorek trzustko-
wych oraz wzrostem poziomu grup karbonylowych 1 spadkiem poziomu
grup tiolowych (SH), co bylo odzwierciedleniem oksydatywnych uszko-
dzen bialek [13, 14]. Prace nad utlenianiem bialek prowadzili réwniez
Temple 1 wspdlpracownicy, badajac wplyw stresu oksydacyjnego na bial-
ka ludzkiej albuminy osocza (HSA) [15]. Wykazali oni, ze utlenianie reszt
lizyny katalizowane jonami metali bylo bardzo selektywne, gdyz tylko
dwie z 59 reszt, tj. Lys-97 1 Lys-186, ulegly utlenieniu do semialdehydu
2-aminoadypinowego majacego grupe karbonylowa [15]. W niniejszej
pracy wybrano ludzka albumine osocza oraz izolowane blony komérkowe
do stworzenia modelu indukowanej wodoronadtlenkami TBHP i CHP
peroksydacji biatek i lipidéw (rys. 3). Wybdér HSA jako modelu oksyda-
tywnej modyfikacji biatka podyktowany byt tym, iz jest ona bialkiem wy-
kazujacym oddzialywania polarne (wigzanie jonéw zelaza) 1 niepolarne
(wiazanie kwasow tluszczowych). Podobnie cytoszkielet aktynowy w ko-
morce, ktory z jednej strony kotwiczy w cytoplazmie, a z drugiej w blonie



Syntetyczne utleniacze i przeciwutleniacze w modelu peroksydacji lipidéw 49

komérkowej, jest struktura o silnie polarnym charakterze. Z uwagi na
silnie polarny charakter HSA w miejscu wigzania zelaza postawiono
pytanie, jaka bedzie efektywno$é niepolarnego TEMPO (2,2,6,6-tetrame-
tylopiperydyno-1-tlenek) 1 polarnego TEMPOL (4-OH-TEMPO, 4-hydro-
ksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-tlenek) w ochronie przed stresem
oksydacyjnym. Uwzgledniono zrdéznicowane powinowactwo aminooksyli
do polarnych domen biatka ulegajacego oksydacji.

L rodnik
ye Lys alkilowy Lys

rodnik

| ponadtienkowy Lys
HN H,0

karbonyl Lys

Rys. 3. Schemat reakcji utleniania reszt lizyny przez rodnik alkilowy (R*) do emialdehydu
2-aminoadypinowego (z reszta, karbonylowa) oraz TEMPOL jako inhibitor reakcji

1.2. Przeciwutleniacze: TEMPO i TEMPOL

Przeciwutleniacz to kazdy zwiazek, ktéry opdznia, zapobiega lub
usuwa uszkodzenia powstate w procesie utleniania [16]. TEMPO i TEMPOL
to drobnoczasteczkowe syntetyczne aminoksyle cykliczne, mimetyki SOD,
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stabilne rodniki nitroksylowe o wtasciwos$ciach zmiataczy wolnych rodni-
kow. Charakteryzujq sie duza latwoscia przenikania do wnetrza komoérek
przez blony ze wzgledu na niewielka mase czasteczkowa. Wykorzystywa-
ne sa powszechnie w EPR jako znaczniki spinowe w badaniach nad
struktura blon. Komérkowe reakcje redoks redukuja, rodnik nitroksylowy
do hydroksylaminy lub utleniaja do kationu oksoamoniowego. Ta dyspro-
porcja powoduje utrate paramagnetycznych wlasciwosci TEMPO i TEMPOL
(rys. 4). Ponadto, nie reaguja one z rodnikami tlenkowymi, a jedynie z rod-

R* + O2 <~ ROO"

A OH
H3C>(j<CH3 HSCQ‘:HS'
H3C TTJ CH3 ch i}l CH3
o° o*
TEMPO TEMPOL
B R R R
N N N
I I, 1l
OH 0] 0]
TEMPO: R=H
TEMPOL: R=0OH
_ e- +N=0 kation
4_.///) oksoamoniowy
dnik b
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nitroksylowy N- ‘l’+ 2e

0O-
\e)
% N-OH hydroksylamina

Rys. 4. Piperydynowe rodniki nitroksylowe TEMPO i TEMPOL. (A) Struktura chemiczna
rodnikéw nitroksylowych. (B) Podstawowa reakcja redoks wolnych rodnikéw nitroksy-
lowych [20]

Rodnik nitroksylowy utleniany jest do kationu oksoamoniowego (formy posredniej) lub redukowany do
hydroksylaminy w zaleznos$ci od stanu redoks uktadu, w ktérym sie znajduje (np. w komérce)



Syntetyczne utleniacze i przeciwutleniacze w modelu peroksydacji lipidéw 51

nikami alkilowymi, tj. weglowymi oraz anionorodnikiem ponadtlenko-
wym (rys. 5). Dzieki tym wlaSciwo$ciom sa znakomitymi zmiataczami
wolnych rodnikéw w modelu oksydatywnych uszkodzen wywotanych wo-
doronadtlenkami; zwlaszcza je§li wezmiemy pod uwage ich zdolnoéé do
wigzania rodnikéw alkilowych (butylowego i kumylowego), powstajacych
jako produkt metabolizmu TBHP i CHP. Stale szybkoSci reakcji z rodni-
kami nitroksylowymi wynosza: dla rodnika metylowego *CHs 109 M-1. g-1;
butylowego (CHs)sC* 7,6x108 M-1.-s1; kumylowego CsHs(CH3)3C*
1,2x108 M-1-s-1[19, 20], natomiast dla anionorodnika ponadtlenkowego
05~ jest rzedu 106 M-1-s-1 [21]. Thumaczy to wybér wymienionych rodni-
kéw nitroksylowych TEMPO 1 TEMPOL na przeciwutleniacze majace
zapobiegaé stresowi oksydacyjnemu generowanemu przez wodoronad-
tlenki w modelu doéwiadczalnym przyjetym w niniejszej, pracy. Ponie-
waz w warunkach tlenowych stezenie O2 w tkankach jest znacznie nizsze
niz w plucach 1 krwi tetniczej, powstajace rodniki alkilowe pozostaja
w rownowadze z O2 wedlug ponizszego schematu reakcji [16].

W obszernej pracy przegladowej Wilcox [21] opisal 1 uszeregowal
ochronne dzialanie TEMPOL na komorki 1 tkanki réznego typu. Okazato
sie, ze TEMPOL przeciwdziatal uszkodzeniom spowodowanym RFT 1 RFA
w réznych typach komérek, tkanek i calych organizmach zwierzecych; w r6z-
nych typach modeli dos§wiadczalnych zwiazanych ze stresem oksydacyjnym.

+ RO*

+ROO"
brak reakcji

\ |
(N OR

NAD*

e

H20;

Rys. 5. Schemat wtasciwosci rodnika nitroksylowego jako zmiatacza wolnych rodnikéw, na
przyktadzie TEMPO. RO*=rodnik alkoksylowy, ROO*=rodnik nadtlenkowy, R*®=rodnik
alkilowy, O, =anionorodnik ponadtlenkowy
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TEMPOL m.in. katalizowal dysmutacje O;~, metabolizowal H2O2 w obec-
nos$ci hemoprotein i zapobiegal powstawaniu *OH w reakcji Fentona.
Tym wlasciwoSciom towarzyszyly: ograniczenie peroksydacji lipidéw, oksy-
datywnych uszkodzen biatek (tworzenia grup karbonylowych), nitracji
reszt tyrozynowych 1 uszkodzen DNA oraz wzmozona bioaktywno$é tlen-
ku azotu NO w $cianach naczyn i1 narzadach wewnetrznych [22]. Badania
na modelach zwierzecych wykazaly, ze TEMPOL ograniczyt lub zapobiegt
uszkodzeniom spowodowanym reperfuzja po niedokrwieniu wielu narza-
déw (nerek, serca, moézgu, ukladu trawiennego). Zachowal réwniez funkcjo-
nalno$é mitochondriéw 1 zapobiegl zmianom naczyniowym towarzysza-
cym nadci$nieniu tetniczemu [23]. TEMPOL wykazal takze pozytywne
dzialanie w chorobach metabolicznych dzieki ochronie funkcji mitochon-
driéw 1 bton komérkowych oraz aktywnosci NO. W zwierzecym modelu
cukrzycy wydajnie chronit nerki 1 naczynia przed uszkodzeniami oraz
korzystnie wplywal na wydzielanie insuliny 1 przyswajanie glukozy
w insulinoopornoéci [21]. W modelu cukrzycy u otytych szczuréw (beda-
cych na wysokottuszezowej diecie) doustnie podawany TEMPOL obnizyt
poziom glukozy i insuliny w osoczu u tych zwierzat, jak rowniez spowo-
dowat obnizenie ci$nienia krwi [24, 25]. TEMPOL byl skuteczny w ochro-
nie watroby przed uszkodzeniami spowodowanymi alkoholem oraz w nie-
alkoholowej stluszczeniowej chorobie watroby [26]. Ponadto, TEMPOL
zapobiegl peroksydacji lipidéw w hepatocytach szczurzych indukowane;j-
-CHP oraz utracie integralnoéci blony komérkowe;j, jak rowniez zapobiegt
apoptozie indukowanej TBHP w tymocytach izolowanych ze szczuréw
[2, 27]. Ponadto, zapobiegt OZT indukowanemu L-argining lub TBHP
u szezurdéw [28, 29]. Co wiecej, TEMPOL przeciwdziatal tworzeniu mega-
mitochondriéow w hepatocytach szczurzych po indukcji stresu oksydacyjne-
go chloramfenikolem, etanolem lub hydrazyna [30, 31].

Obecnie TEMPOL jest stosowany u pacjentéw poddawanych radioterapii
w celu zapobiegania lysieniu wywolanym promieniowaniem. Chroni zdrowe
komoérki przed promieniowaniem, nie wplywa natomiast na wrazliwo$é¢ (na
promieniowanie) komérek nowotworowych. Ma to zwiazek z niskim ci$nie-
niem parcjalnym tlenu 1 wysokim poziomem rodnika ponadtlenkowego Os-
w komorkach nowotworowych, przez co nastepuje redukcja TEMPOL do
hydroksylaminy i utrata jego wlasciwosci paramagnetycznych [21].

2. Oksydatywna modyfikacja biatek
Jednym ze skutkéow oddziatywan RFT z bialkami jest utlenianie

grup aminowych reszt aminokwasowych do grup karbonylowych. Ozna-
czenie zawartosci grup karbonylowych w prébie pozwala ocenié¢ stopien
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oksydatywnej modyfikacji bialek. Zbadano stopien utlenienia biatek
ludzkiej surowicy HSA podczas oksydacji katalizowanej jonami metali
(Fe3* /Fe2+) w obecnoéci 1 przy braku ochronnego wptywu przeciwutlenia-
czy. Zastosowany model mial na celu poznanie stopnia oksydatywnych
uszkodzen bialek wchodzacych w sktad cytoszkieletu 1 bton komérkowych
oraz ich inhibicji przez TEMPO i TEMPOL (rys. 6).

Wykazano, ze FeCls w obecnos$ci kwasu askorbinowego spowodowat
utlenienie biatka HSA. Po 1 h inkubacji zanotowano wzrost poziomu grup
karbonylowych. Osiagnal on warto$¢ 6,23+0,12 nmoli C=0/mg biatka,
przy czym w probie kontrolnej wynosit 1,37+0,10 nmoli C=0/mg biatka.
TEMPO 1 TEMPOL wykazaly natomiast dzialanie ochronne. TEMPOL
dziatal skuteczniej pod wzgledem hamowania oksydacji albuminy w po-
réwnaniu z TEMPO (rys. 6).
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Rys. 6. Oksydacja ludzkiej albuminy osocza po 1 h inkubacji z 100 uM FeCls w obecnosci
25 mM kwasu askorbinowego oraz w obecnosci 10 uyM TEMPO lub TEMPOL (** p<0,01)

Na wykresie przedstawiono wartoéci érednie + SD

3. Peroksydacja lipidow w btonach komoérkowych

Zbadano stopien oksydatywnych uszkodzen lipidéw spowodowa-
nych dzialaniem wodoronadtlenkéw TBHP i CHP [50 uM] przez 30 min
oraz ochronnego wptywu TEMPO i TEMPOL [50 pM]. W tym celu frakcje
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blon komérkowych wyizolowanych z komérek ludzkiej linii kostniakomie-
saka 143B poddano dzialaniu wymienionych zwiazkéw 1 zmierzono po-
ziom MDA i1 4-HNE (rys. 7).

Zaobserwowano, ze CHP spowodowal dwukrotny wzrost poziomu
produktéw peroksydacji lipidéw MDA+4-HNE w stosunku do TBHP
(6,60+0,83 wobec 3,0+0,5 odpowiednio). TEMPO 1 TEMPOL natomiast
zahamowaly istotnie stopien oksydatywnych uszkodzen lipidéw blono-
wych, przy czym TEMPO skuteczniej hamowat tworzenie MDA 1 4-HNE
w obu badanych prébach. Wszystkie wyniki wyraznie r6znity sie od proby
nietraktowanej wodoronadtlenkami (rys. 7).
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Rys. 7. Inhibicja peroksydacji lipidéw w izolowanych blonach komérkowych z komoérek
143B. TEMPO zahamowal o 50% i 56%, TEMPOL za$ o 20% i 31% w stosunku do TBHP
i CHP odpowiednio (** p<0,01)

Na wykresie przedstawiono wartoéci érednie + SD

4. Wnioski i dyskusja

TEMPO 1 TEMPOL to syntetyczne lipofilne antyoksydanty, mi-
metyki SOD, w zwiazku z czym ich dziatanie ochronne wynika z podob-
nego mechanizmu [32, 33]. Fosfolipidy blonowe sa bardzo wrazliwe na
ataki wolnych rodnikéw, ktére prowadza do peroksydacji lipidéw, zabu-
rzenia plynnos$ci blony — dwuwarstwy lipidowej, a w koncu do $mierci
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komorki. Dlatego TEMPO 1 TEMPOL wydawaly sie doskonatymi anty-
oksydantami, ktére miaty przeciwdziataé peroksydacji lipidéow btonowych
spowodowane]j przez wodoronadtlenki TBHP 1 CHP. Istotnie, po zastoso-
waniu TEMPOL wobec komérek 143B stwierdzono dzialanie ochronne
tego zwigzku. Do podobnych wnioskéw doszli badacze, ktérzy wykazali
antyoksydacyjne 1 ochronne dziatanie flawonoidu — hesperydyny na ludz-
kie hepatocyty poddane dzialaniu TBHP [8]. Wykazano ponadto, ze TEM-
POL chronit przed uszkodzeniami spowodowanymi O; i NOz w modelu
OZT wywolanego L-argining [34]. TEMPOL miat ochronny wptyw réw-
niez na proces tworzenia megamitochondriéw w komérkach hepatocytow
szczurzych linii RL-34 poddanych stresowi oksydacyjnemu indukowane-
mu cykloheksymidem lub chloramfenikolem [35]. Badania przedstawione
W niniejsze] pracy potwierdzily obserwacje przytoczonych autoréw na
temat antyoksydacyjnego dziatania tych zwiazkéw. Za réznice pomiedzy
dzialaniem TEMPO 1 TEMPOL odpowiada grupa hydroksylowa obecna
przy weglu C4. Jak wiadomo, podlegajaca oksydacji albumina zawiera
polarne lancuchy boczne (ujemnie naladowane Glu, Asp i Asn) wigzace
zelazo [15]. Poniewaz TEMPOL jest réwniez polarny, a dzieki grupie OH
bardziej hydrofilowy niz TEMPO, ma on wieksze powinowactwo do biatek
1 jest bardziej efektywny, jesli chodzi o ich oksydacje. TEMPO z kolei jest
bardziej efektywny w ochronie przed peroksydacja lipidéw spowodowanag
dziataniem rodnikéw weglowych generowanych podczas metabolizmu
wodoronadtlenkéw TBHP i CHP w komoérce [36].

5. Perspektywy

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sa czescig pracy doktor-
skiej pt. Zmiany w strukturze btony komérkowej i budowie cytoszkieletu
pod wplywem stresu oksydacyjnego i przeciwutleniaczy, poSwieconej me-
chanizmowi paczkowania blony komérkowej zwiazanemu ze stresem oksy-
dacyjnym. Jak wykazano, u podtoza opisywanych zmian lezaly oksyda-
tywne modyfikacje biatek budujacych cytoszkielet oraz bialek i lipidéw
budujacych blony komérkowe. Za modyfikacje te przypuszczalnie odpo-
wiedzialne byly rodniki alifatyczne, poniewaz uzyte zmiatacze wolnych
rodnikéw TEMPO 1 TEMPOL skutecznie je wytapywaly. Opierajac sie na
wynikach powyzszych badan oraz na wczes$niejszych doniesieniach, moz-
na przypuszczaé, ze TEMPOL moze byé¢ stosowany terapeutycznie w pro-
filaktyce chordb zwigzanych z oksydatywnymi uszkodzeniami tkanek,
m.in. hepatocytow 1 zwigzanymi z nimi zaburzeniami czynnoéci watroby.
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Hasta do zapamietania: HSPs, inhibitory HSPs, modyfikacje potranslacyjne

Wykaz skrétow:

HSPs — biatka szoku termicznego
APCs — komorki prezentujgce antygeny
MHC — uktad zgodno$ci tkankowe;j
GIST — nowotwdr podscieliskowy przewodu pokarmowego
MB — medulloblastoma

oS — osteosarcoma

NB — neuroblastoma

17-DMAG — alvespimycyna

17-AAG — tanespimycyna

IPI-504 — retaspimycyna

NVP-AUY922 — luminespib

1. Wstep

Biatka szoku termicznego (HSPs), tzw. molekularne chapero-
ny, naleza do grupy biatek odpowiedzialnych za regulacje wielu proce-
séw wewnatrzkomoéorkowych. HSPs sa sklasyfikowane w sze$é pod-
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grup w zaleznosSci od ich masy molekularnej: HSP100, HSP90,
HSP70, HSP60, HSP40 1 mate HSPs (sHSPs) od 12 do 42 kDa. Se-
kwencja aminokwasowa powyzszych bialek wykazuje wysoce konser-
watywna strukture pierwszorzedowa. Funkcja poszczegdlnych chape-
ronéw zalezy od ich lokalizacji. Wewnatrzkomoérkowe HSPs biora
udzial w faldowaniu nowo zsyntetyzowanych protein, transportowa-
niu ich do poszczegélnych organelli 1 naprawie uszkodzonych bialek
lub kierowaniu ich na droge eliminacji. Zewnatrzkomoérkowe HSPs sg
odpowiedzialne za indukowanie odpowiedzi immunologiczne] przez
prezentacje antygendéw, aktywacje limfocytow 1 makrofagow oraz
udzial w dojrzewaniu komoérek dendrytycznych. To tylko nieliczne
z zadan, jakie spelniaja.

Synteza wiekszo$sci HSPs zachodzi konstytutywnie, ale ich nad-
ekspresja jest obserwowana podczas ekspozycji komérek na czynniki
stresowe (wzrost temperatury, toksyny, UV, promieniowanie, niedo-
tlenienie) [1-5]. Nadprodukcja HSPs umozliwia tym komérkom prze-
trwaé¢ w warunkach skrajnie niekorzystnych poprzez udziat w napra-
wie nieprawidlowo sfatdowanych bialek badz ich eliminacje, jezeli sa
nieodwracalnie uszkodzone oraz bezposredni i posredni wptyw na re-
gulacje procesu apoptozy [6, 7].

Zauwazalne w ostatnich latach zwiekszenie zainteresowania HSPs
jest spowodowane obiecujacymi wynikami doniesien dotyczacych po-
tencjalnego udziatu tych protein w patogenezie niektérych schorzen,
tj. niewydolnoéci nerek [8], miazdzycy [9], choroby Alzheimera [10]
oraz choréb onkologicznych [11]. Na podstawie rozlicznych ekspery-
mentéw wysunieto hipoteze, ze HSPs moga by¢ zaangazowane w pro-
cesy kancerogenezy 1 wzrost chemioopornosci komoérek nowotworowych.
Obecnie trwaja badania nad zastosowaniem inhibitoréw biatek szoku
termicznego w terapii przeciwnowotworowej, a laczenie niewielkich da-
wek inhibitoréw bialek HSP ze standardows chemioterapia w wielu
przypadkach jest skuteczna droga leczenia postaci opornych [12].

2. Krétka charakterystyka poszczegolnych
grup HSPs

HSPs mimo udowodnionego udzialu w regulacji procesow
apoptozy spetniaja wiele innych funkcji w organizmie. Do jednych
z lepiej poznanych biatek szoku termicznego nalezy zaliczyé grupe
biatek HSP90. Znane sg dwie izoformy tego biatka: HSP90 alfa, ktora
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podlega konstytutywnej ekspresji w cytoplazmie komérek wiekszosci
ssakéw oraz HSP90 beta — indukowana przez czynniki stresowe [13].
Wzrost stezenia HSP90 wykazywany jest w komoérkach raka jajnika,
piersi, trzustki czy raka zotadka [14]. HSP90, podobnie jak HSP70,
jest stwierdzana w cytoplazmie komorek prezentujacych antygeny
(APCs). Wraz z wieloma innymi bialkami HSPs tworza kompleksy,
ktére po ,,obrébce” przez komérki APC prezentowane sa komérkom
glownego ukladu zgodnosci tkankowej MHCI. Wszystkie te procesy
prowadza do aktywacji limfocytéw T cytotoksycznych [15-17]. Ponad-
to, HSP70 sa wydzielane do przestrzeni miedzykomérkowej, a poprzez
wigzanie do specyficznych receptoréw uruchamiaja synteze 1 wydzie-
lanie cytokin prozapalnych [18]. W wielu badaniach udowodniono
jednoznaczny zwiazek pomiedzy zwiekszona ekspresja HSP27 a opor-
noscig na leki przeciwnowotworowe, agresywnoscig przebiegu procesu

nowotworowego, przerzutami i gorszymi rokowaniami co do przezycia
[19-22].

Tabela. Inhibitory biatek szoku termicznego HSP90 w badaniach klinicznych

Inhibitor HSP90 Nowotwor Faza badania
klinicznego
. przerzutowy rak piersi z dodatnia,
+ .
Tanespimycyna + transtuzumab ekspresja receptora HER2 11
Tanespimycyna + bortezomib naqutowy chemiooporny szpiczak TI/TIT
mnogi
Tanespimycyna + bortezomib zaawansowane guzy lite, chtoniaki I
. przerzutowy rak piersi z dodatnig
+ .
Tanespimycyna + transtuzumab ekspresja receptora HER2 11
BIIB021 + eksemestan (aromazyna) | hormonozalezny przerzutowy rak piersi II
BIIB021 GIST oporny na imatinib i sunitinib II
. . zaawansowany rak piersi z dodatnia
+ .
Luminespib + transtuzumab ekspresja recoptora HER2 I

Wiekszos¢ doniesien koncentruje sie na badaniach przeprowadzo-
nych wérod dorostych, jednak ze wzgledu na réznice w epidemiologii
1 patogenezie nowotworéw wsrod pacjentéw pediatrycznych wymagaja
one odrebnej analizy. Dlatego w niniejszym rozdziale chcieliby$émy
skupié¢ sie na przedstawieniu najnowszych wynikéw badan dotycza-
cych udzialu HSPs w schorzeniach onkologicznych wieku dzieciecego.
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3. Zastosowanie biatek szoku termicznego
w diagnostyce i terapii choréb nowotworowych
u dzieci

3.1. Ostre biataczki dzieciece

Choroby uktadu krwiotwoérczego to najczestsze choroby nowo-
tworowe wieku dzieciecego. Stanowia okolo 26% wszystkich schorzen
onkologicznych w grupie wiekowej do 18. r.z. Ostra biataczka limfo-
blastyczna wystepuje najczesciej, jest przyczyna okoto 80% wszystkich
bialaczek dzieciecych. Ostre bialaczki nielimfoblastyczne to pozostate
15-20% chorych [23]. Istnieje wiele hipotez dotyczacych etiopatogene-
zy biataczki, jednak zadna z nich, mimo znacznych postepéw w medy-
cynie, nie wydaje sie jednoznaczna.

Na podstawie badan mozna wysnué¢ wniosek, ze jedno z bialek
szoku termicznego — HSP27 odgrywa wazna, role w patogenezie ostrej
biataczki szpikowej 1 generowaniu chemiooporno$ci na terapie prze-
ciwnowotworowa. W§rdd chorych z wysoka ekspresja HSP27 czestosé
wznoéw jest zdecydowanie wieksza. Ponadto, wrazliwo$¢ komorek
1 efektywnos¢ leczenia przeciwnowotworowego wzrasta wraz ze spad-
kiem ekspresji HSP27 [24-27].

We wszystkich liniach bialaczkowych stwierdza sie takze wysoka
ekspresje HSP60, najwieksza w komoérkach linii Jurkat i CCRF-CEM
(obie od chorych z ALL) [25]. HSP60 wspoétoddziatuja z HSP10. Jest to
stosunkowo nowo odkryta proteina grupy bialek szoku termicznego.
Udowodniono, ze HSP10 sg obecne w prekursorach linii mieloidalnej
1 megakariocytarnej, podczas gdy nie stwierdza sie ich obecnosci
w komorkach dojrzalych [28].

Do niedawna uwazano, iz HSP72 wykazuje ekspresje na po-
wierzchni komoérek nowotworowych, co stanowiloby ogromny przetom
w diagnostyce 1 leczeniu onkologicznym, jednakze wedlug ostatnich
doniesien obecno§¢ HSP72 na powierzchni komoérek zalezy od stoso-
wanych metod badawczych. Zaobserwowano bowiem, ze wszelkie ma-
nipulacje, tj. stosowanie poszczegdlnych odczynnikéw chemicznych,
mrozenie czy rozmrazanie komoérek ma wplyw na ekspresje HSP72 na
ich powierzchni [25]. Ponadto, dodatnia ekspresja HSP o masie cza-
steczkowej 70 kDa wykazywana jest na komoérkach blastycznych
u pacjentéw po chemioterapii 1 radioterapii [29]. Odkryto jednak nowy
parametr, ktéory moze byé wykorzystany w praktyce klinicznej —
cHSP70, czyli krazace w osoczu HSP, ktérego stezenie odzwierciedla
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stopien zaawansowania biataczki. Stezenie cHSP koreluje z poziomem
beta2-mikroglobuliny, LDH i leukocytoza. Z tego powodu wolne
HSP70 moze byé¢ uzytecznym wskaznikiem diagnostycznym i rokow-
niczym niezaleznym od chemicznych i fizycznych manipulacji [30].
Wysoka ekspresja HSP90 jest natomiast stwierdzana w komor-
kach nowotworowych obecnych we krwi obwodowej chorych na ostra
bialaczke limfoblastyczna, co rézni je od prawidlowych komoérek krwi
[31]. HSP90 moze stanowié¢ w przyszloéci réwniez uzyteczny czynnik
rokowniczy, poniewaz nadekspresja izoformy alfa i beta jest obserwo-
wana w zle rokujacych podtypach ostrej biataczki szpikowej [32].

3.2. Guzy osrodkowego uktadu nerwowego

Guzy centralnego uktadu nerwowego zajmuja drugie miejsce
wsérod najezestszych chordéb nowotworowych u dzieci 1 pierwsze wsrod
guzéw litych. Medulloblastoma (rdzeniak zarodkowy) jest jednym
z najgorzej rokujacych z nich, stad ogromna cze$é badaczy skupia sie
na poszukiwaniu nowych czynnikéw prognostycznych i terapii prze-
ciwnowotworowych stosowanych w leczeniu tego schorzenia.

Wyniki badan nad udzialem HSP w patogenezie guzéow o.u.n.
1 wykorzystaniem tych bialek w praktyce klinicznej do celéw diagno-
stycznych sa niejednoznaczne. Wedlug doswiadczenia przeprowadzo-
nego przez zesp6l Hauser 1 in. [33]w komoérkach rdzeniaka zarodko-
wego obserwuje sie wysoka ekspresje bialek szoku termicznego
o masie czasteczkowej 27 kDa, 70 kDa oraz 90 kDa, jednak poziom
ekspresji tych protein nie korelowat z poznanymi juz czynnikami pro-
gnostycznymi czy typem histologicznym medulloblastoma. 7 drugiej
strony, wyniki ostatnich doniesien, przeprowadzonych przy uzyciu
mikromacierzy, dowodza, ze bialka szoku termicznego wykazuja zréz-
nicowana ekspresje poszczegdlnych grup bialek w zaleznoSci od typu
histopatologicznego MB. Podtyp extensive nodularity — prezentujacy
silnie wyrazona guzkowo$¢, charakteryzuje sie lepszym rokowaniem
niz rdzeniak klasyczny. Stwierdza sie w nim niska ekspresje HSP27
(pSerlb) 1 wysoka HSP60. Znacznie wyzsza ekspresje HSP70 wyka-
zano w wariancie wielkokomoérkowym rdzeniaka, ktory wigze sie ze
zla prognoza 1 rozsiewem choroby nowotworowej [34, 35]. Wysokie
HSP70 korelowato z dodatnim indeksem Ki-67, ktory jest komoérko-
wym markerem proliferacji i niekorzystnego rokowania u chorych
z MB. Ponadto, podczas analizy wszystkich podtypéw MB stwierdzono
dodatnia korelacje pomiedzy ekspresja HSP40 a biatkiem p53 [35].
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Wedlug raportu Ray 1 in. [36] bialko p53 stanowi wskaznik korzyst-
nego rokowania u chorych na rdzeniaka zarodkowego.

Zwiekszona ekspresja HSP 90 jest obserwowana w wielu typach
nowotworéw, takze w MB. Udowodniono, ze poprzez wielosygnatowe
oddzialywania inhibitory HSP9O0, tj. 17-DMAG oraz 17-AAG, skracaja
zycie komoérek neoplazmatycznych MB, sugerujac, ze leki te moga
stanowié¢ w przysztoéci obiecujaca opcje terapeutyczna [37, 38].

Aktualnie w eksperymentalnym leczeniu guzéw moézgu wykonuje
sie proby miejscowej podazy rekombinowanego HSP70 do lozy po re-
sekowanym nowotworze moézgu. Po 12 miesigcach oceniono wyniki
leczenia. Kompletna odpowiedZ obserwowano u jednego pacjenta, cze-
sciowa u kolejnego, 9 pacjentéw wykazywalo stabilny obraz choroby.
Tylko u jednego chorego stwierdzono progresje choroby [39].

3.3. Osteosarcoma — kostniakomiesak kosci

Osteosarcoma to stosunkowo rzadko rozpoznawany nowotwor,
jednak u dzieci, mlodziezy i mtodych dorostych stanowi najczestszy
zto§liwy guz kosci. Zgodnie z klasyfikacja WHO osteosarcoma dzieli
sie na kilka typow roézniagcych sie pod wzgledem wygladu histopato-
logicznego 1 agresywnosci przebiegu klinicznego: wariant konwen-
cjonalny, teleangiektyczny, drobnokomoérkowy, wysoko rdéznicowany
wewnatrzszpikowy, okostnowy, przykostny i nisko réznicowany po-
wierzchowny [40]. Najczestszym typem jest typ konwencjonalny, inne
wystepuja zdecydowanie rzadziej [41]. Mimo znacznego progresu
w leczeniu tego typu nowotworu, poprzez rozwoj technik chirurgicz-
nych, zastosowanie chemioterapii adjuwantowej 1 neoadjuwantowe],
piecioletnie przezycie pacjenta nadal waha sie w granicach 50-70%
[42, 43]. Trudno ocenié¢ rokowanie chorych na osteosarcoma, poniewaz
obecne czynniki prognostyczne nie sa pomocne w ocenie korzysci
z intensyfikacji terapii przeciwnowotworowej badz podawania zredu-
kowanych dawek chemioterapii celem oszczedzenia organizmu przed
skutkami powiktan po chemioterapii.

Wysoka ekspresje HSP27 1 HSP70 wykazuje sie w wariancie kon-
wencjonalnym OS — podtypie wymagajacym agresywnego leczenia [44].
Co wiecej, poziom ekspresji HSP27 koreluje z obecnoécig odleglych
przerzutow [45] 1 zdecydowanie gorszymi wartoSciami prognostycz-
nymi [46]. Potwierdza to hipoteze, ze biatko szoku termicznego o ma-
sie czasteczkowej 27 kDa moze stanowi¢ biomarker agresywnosci
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przebiegu choroby nowotworowej. Ponadto, Trieb z zespotem [47] ana-
lizowal obecno$é przeciwcial anty-HSP60, anty-HSP70 oraz anty-
HSP90 w osoczu chorych z OS. Wykazal, ze stezenie anty-HSP60
W momencie rozpoznania choroby jest znacznie wieksze u pacjentéw
z osteosarcoma w porownaniu do chorych z miesakiem Ewinga,
chrzestniakomiesakiem czy w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zaob-
serwowano takze dodatnia korelacje miedzy stezeniem przeciwcial
anty-HSP70 a obecnoécia, przerzutéw odleglych do ptuc u chorych na
OS, wysokie miano przeciwcial anty-HSP90 wiaze sie z dobra odpo-
wiedzig na chemioterapie. Ich brak laczy sie z ryzykiem wystapienia
odleglych przerzutéow [48]. Przeciwciata anty-HSP stanowia wiec obie-
cujacy wskaznik zlosliwosci OS. Niezbedne jest przeprowadzenie ba-
dan wsrod wiekszej liczby pacjentéw celem potwierdzenia danej teorii.

Inhibitory HSPs — geldanamycyna 1 jej analogi sg obecnie szeroko
testowane w badaniach klinicznych nad zastosowaniem ich w terapii OS.
Obiecujace wyniki dostarcza zesp6t Lamourex [49], ktory wykorzystat
do swoich doswiadczen nowy syntetyczny inhibitor HSP90 -
PF-04942847. W odréznieniu od innych inhibitoréw, tj. geldanamycy-
na, 17-AAG, PF-04942847 selektywnie hamuje proces réznicowania
osteoklastow. W badaniu przeprowadzonym przez nasz zespét [50]
wykazaliSmy, ze przeciwnowotworowe dziatanie geldanamycyny, kto-
re prowadzi do indukecji apoptozy komoérek linii osteosarcoma, ma
zwiazek z hiperacetylacja HSP60.

Inhibitory bialek szoku termicznego sa wykorzystywane w pola-
czeniu z lekami przeciwnowotworowymi, ktérych dziatanie skupia sie
na hamowaniu aktywnos$ci telomerazy, tj. imetelstad.

W komérkach nowotworowych dzialanie telomerazy jest zdecydo-
wanie niepozadane, poniewaz zahamowuje ona proces starzenia ko-
morki. Z ostatnich doniesien wynika, ze HSP90 wplywa na biologie
telomerow i oddzialywuje z podjednostka hTERT telomerazy ludzkie;j.
Kompleks promuje wigzanie DNA i nukleotydéw do telomerazy, a tym
samym przyczynia sie do utrzymania dlugosci telomerow. Zastosowa-
nie inhibitoréw bialek szoku termicznego skutkuje zahamowaniem
procesu [51].

Zarowno inhibitory telomerazy, jak 1 inhibitory HSPs potencjalizu-
ja swoje dziatanie i skutkuja skréceniem telomeréw w wiekszym
stopniu niz w przypadku dzialania kazdej z tych substancji oddziel-
nie. Ma to swoje przelozenie na calkowite zahamowanie wzrostu
linii komérkowych OS. Badania wymagaja przetozenia na model
zwierzecy [52].
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3.4. Neuroblastoma — nerwiak zarodkowy

Neuroblastoma — nerwiak zarodkowy jest trzecim co do cze-
stosci wystepowania nowotworem wieku dzieciecego. Leczenie 1 zwia-
zane z tym rokowanie w duzej mierze zalezy od stratyfikacji ryzyka.
Wyniki przeprowadzanych badan sklaniaja do redukowania dawek
chemioterapii u pacjentéw z NB niskiego ryzyka i na odwrdt — pacjen-
ci z NB o wysokim stopniu zaawansowania powinni otrzymywac zde-
cydowanie bardziej agresywna chemioterapie.

Stosunkowo niewiele informacji jest dostepnych na temat funkcji
HSP w komodrkach NB [53]. Stwierdzono, ze GRP75, nalezace do bia-
lek szoku termicznego o masie czasteczkowej 70 kDa, wykazuje
znaczng nadekspresje w komorkach NB. Co wiecej, odnotowano do-
datnig korelacje miedzy produkcja tej proteiny a stopniem zrdéznico-
wania komoérek nowotworowych oraz wczesnym stadium choroby
1 odwrotna korelacje miedzy amplifikacja MYCN. Z analiz wynika, ze
GRP 75 jest niezaleznym dobrym czynnikiem rokowniczym w NB
[64], co w obliczu doniesien o ekspresji HSP70 w innych nowotworach
jest doé¢ nietypowym zjawiskiem.

4. Modyfikacje potranslacyjne HSPs

Modyfikacje potranslacyjne, tj. hiperfosforylacja, acetylacja,
S-nitrozylacja, oksydacja, moga zmienia¢ chemiczne i1 fizyczne wia-
$ciwoéci biatek, wptywaé na ich stabilno$é, aktywnosé oraz regulacje
funkcji HSPs 1 funkcji biatek, z ktéorymi oddzialuja [55]. Najwiece]
badan dotyczacych modyfikacji potranslacyjnych bialek szoku ter-
micznego dotyczy procesu fosforylacji. Supresja konstytutywnej fosfo-
rylacji HSP90beta w miejscach Ser-225 1 Ser-226 moze przyczyniac
sie do chemioopornoséci w komérkach biataczkowych poprzez wzmac-
nianie interakcji miedzy HSP beta 1 Apaf-1, co chroni przed formowa-
niem struktury apoptosomu [56]. We wspomnianym doniesieniu fosfo-
rylowana forma seryny moduluje funkcje HSP27 1 ma funkcje
prognostyczna u chorych z medulloblastoma [35]. Acetylacja polega na
dotaczeniu grupy acetylowej najczesciej do reszty lizynowej biatka.
Yu 1 in. [57] wykazal, ze acetylacja HSP90 destabilizuje interakcje
z biatkami, tj. ErbB2, Raf-1, p53 majacymi zasadniczy wplyw na mo-
dulacje proceséw wewnatrzkomérkowych.
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5. Perspektywy

HSPs naleza do grupy bialek odpowiedzialnych za regulacje
wielu procesow wewnatrzkomorkowych. Ekspresja tych biatek jest
indukowana stanami patofizjologicznymi, dlatego HSPs, ze wzgledu
na aktywno$¢ oraz nadekspresje w wielu typach komérek nowotwo-
rowych, moga by¢ rozwazane pod katem uzycia ich jako biomarkery
nowotworowe oraz markery efektywnosci chemioterapii.
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1. Wstep

Bél wedlug Miedzynarodowego Stowarzyszenia Badania Bélu
(IASP, International Accociation for the Study of Pain) definiowany jest
jako subiektywne, negatywne doznania zmystowe 1 uczuciowe spowodo-
wane rzeczywistym lub zagrazajacym uszkodzeniem tkanek lub tez od-
czuwane jako uszkodzenie [1].

Istnieje wiele teoretycznych modeli bélu, a najbardziej uniwersalnym
wydaje sie ten zaproponowany przez Wade’a i Price’a [2]. Zgodnie z tym
modelem bél opisywany jest jako proces zlozony z czterech etapéw: do-
znania zmystowo-dyskryminacyjnego (czyli nieprzyjemnego uczucia, kto-
rego bedziemy chcieli w przyszlosci unikaé), reakcji przykroéci (ktoéra jest
rodzajem prostej reakcji uczuciowej), cierpienia oraz behawioralnej eks-
presji bolu. Cierpienie w tym wypadku jest zjawiskiem bardzo zlozonym,
gdyz zawiera w sobie rozbudowane reakcje uczuciowe, takie jak depresja,
lek czy gniew. Natomiast behawioralna ekspresja bélu, ktéra bywa takze
okreslana jako zachowanie bdélowe, wyrazana jest m.in. w aktywnosci co-
dziennej 1 sprawnoséci ruchowe;.
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Opisany model bélowy utatwia doglebne zrozumienie uczucia bélu
oraz umozliwia rozwéj dzialan terapeutycznych tak, aby staly sie one
bardziej efektywne. Szczegbélowe informacje o zaleznoSci miedzy odczu-
waniem bélu a jego uzewnetrznieniem oraz aspektem psychologicznym
moga, utatwié bardziej adekwatng, charakterystyke bélu, co z kolei wply-
wa na zwiekszenie skutecznoéci prowadzonego leczenia [3].

2. Leczenie bolu

Generalnie leczenie bélu typowymi farmakologicznymi $rodkami
przeciwbdélowymi polega na znoszeniu bélu lub tez znacznym podwyzsza-
niu progu jego odczuwania. Na og6t takie leczenie jest wystarczajaco
efektywne. Niestety zdarza sie tez tak, ze niezbedne jest uzupelnianie
terapii o leki dziatajace na psychike, z uwagi na zlozony charakter tegoz
zjawiska. Wskazane jest tu stosowanie Srodkéw uspokajajacych, przeciw-
lekowych 1 przeciwdepresyjnych, dzieki ktérym mozliwe jest podwyzsze-
nie progu tolerancji na bdl, gdyz, jak wiadomo, negatywne emocje powo-
duja duzo wieksze przezywanie uczucia bélu [3].

Omawiajac psychologiczne aspekty bélu, nalezy tez wspomnieé o bar-
dzo waznym czynniku warunkujacym skuteczno$é¢ terapeutyczna — efek-
cie placebo. Powszechnie obserwuje sie skuteczne dzialanie przeciwbdlo-
we Srodkow farmakologicznych, ktore pozbawione sa takich wlasciwosci.
Zjawisko to jest wyrazeniem oczekiwania na efekt przeciwbo6lowy, ktore
nastepnie doé¢ czesto przeradza sie w typowy odruch warunkowy, bedacy
my$leniem typu: ,,zastrzyk zawsze uémierza bél” [4—6]. Efekt ten ttuma-
czy sie uczestnictwem opioidow endogennych. Obok efektu placebo nalezy
wymienié¢ réwnie istotny efekt nocebo. Jest to hiperalgezja powodowana
przez oddzialywanie czynnikoéw pogarszajacych stan psychiczny osoby
chorej. Bierze w tym udzial uklad cholecystokininowy, ktory oddziatuje
na psychike [7-9].

Bdl jest sygnalem informujacym o uszkodzeniu tkanek lub zagrozeniu
ich uszkodzeniem. Rodzaj, umiejscowienie i nasilenie bélu najczesciej
pozwalaja ustali¢ rozleglto§¢ uszkodzenia, jego rodzaj, a takze narzad,
ktéry temu uszkodzeniu ulegl. Doznania bdlowe sa bez watpienia nie-
zbedne jako sygnatl alarmowy. Jednak, gdy po wypetnieniu swojego zada-
nia nie ustepuja, moga powodowaé wystapienie wielu niekorzystnych czy
wrecz niebezpiecznych dla zdrowia 1 zycia objawéw [10]. Dlatego tak
wazna jest walka z bélem, niezaleznie od zrédta jego pochodzenia.
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2.1. Leki przeciwboélowe

Leki stosowane w celu zmniejszenia natezenia bolu znane sa juz
od bardzo dawna. Dla przyktadu, morfina stosowana bylta juz w III w. p.n.e.,
a co ciekawe nadal jest to niezastapiony lek przeciwbélowy w niektdérych
przypadkach [11]. Aktualnie uzywane leki przeciwb6lowe mozna podzie-
li¢ ze wzgledu na ich site, mechanizm dzialania oraz budowe chemiczna
na dwie gltéwne grupy: opioidowe 1 nieopioidowe leki przeciwbodlowe.

Do pierwszej grupy naleza takie farmaceutyki przeciwbdélowe, ktore
charakteryzuja sie silnym dzialaniem na osrodkowy uklad nerwowy. Leki
te znosza nawet bole pochodzenia trzewnego o bardzo duzym natezeniu.
W wiekszych dawkach moga powodowaé stan podobny do znieczulenia
ogolnego (narkozy). Dlugotrwale stosowanie tego typu preparatéw grozi
rozwojem tolerancji oraz lekozaleznoéci. Dlatego leki te zwane sq narko-
tycznymi lekami przeciwbélowymi [11].

Druga grupe tworza nienarkotyczne farmaceutyki przeciwbdlowe,
ktére dzialajq stabiej oérodkowo oraz z reguly nie powoduja rozwoju tole-
rancji 1 nigdy — nalogu. Ponadto charakteryzuja sie dziataniem przeciw-
goraczkowym 1 przeciwzapalnym. Leki te znoszg bdle o stosunkowo ma-
lym natezeniu, jak np. béle glowy czy bdle mieéniowe, nie uésmierzaja
natomiast bardzo silnych béléw, takich jak np. béle pooperacyjne czy no-
wotworowe. Ich aktywno$¢é przeciwbdélowa ma charakter tzw. putapowy,
co oznacza, ze po przekroczeniu pewnych konkretnych dawek efekt prze-
ciwbolowy nie zwieksza sie [10].

3. Opioidy i lekozaleznosé

Lecznicze zastosowanie opium mialo swoje poczatki juz w staro-
zytnoéci. Od momentu natomiast wyizolowania gléwnego alkaloidu fe-
nantrenowego opium — morfiny przez Friedricha Sertiirnera w 1805 r.
[12] wciaz trwaja badania nad mechanizmem dziatania opioidéw oraz ich
wlaéciwosciami. Sposréd wielu naturalnych alkaloidéw fenantrenowych
opium obecnie w lecznictwie zastosowanie maja morfina oraz kodeina.
Zwiazki te naleza do silnych opioidowych lekéw przeciwbdélowych, a po-
nadto wykazuja wlasciwosci przeciwkaszlowe 1 zapierajace.

Morfina otrzymywana jest naturalnie z soku mlecznego niedojrzatych
makoéwek maku lekarskiego (Papaver somniferum). Wykazuje ona powi-
nowactwo gtéwnie do receptoréw opioidowych podtypu p. Obok silnego
dziatania os$rodkowego (przeciwbdélowego), ktére dominuje w wypadku
morfiny i innych lekéw morfinopodobnych, wystepuje takze dzialanie na
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narzady obwodowe, a szczegdlnie na przewo6d pokarmowy. Po zastosowa-
niu przecietnych dawek leczniczych morfiny pojawia sie dziatanie uspo-
kajajace. Objawia sie ono senno$cig, trudno$ciami w koncentracji, spo-
wolnieniem proceséw mys$lenia oraz zmniejszeniem aktywnosci fizyczne;.
Przy duzych dawkach natomiast wystepuje stan podobny do znieczulenia
og6lnego. Innym istotnym efektem ubocznym stosowania tego farmaceu-
tyku jest wystepowanie depresji czynnosci oddechowej. Kodeina zas§ wy-
kazuje duzo slabsze dziatanie przeciwbdlowe 1 przeciwbiegunkowe, a w
lecznictwie stosowana jest gtéwnie jako lek przeciwkaszlowy.

Przy omawianiu dziatan niepozadanych towarzyszacych przyjmowaniu
morfiny oraz farmaceutykéow morfinopodobnych nie mozna pomingé takich
efektow, jak tolerancja i1 lekozalezno$é. Danysz 1 Gryglewski definiuja
lekozalezno$éé jako stan zaréwno psychiczny, jak i fizyczny, ktéry wynika
z interakcji leku z zywym organizmem i charakteryzuje sie zmiana za-
chowania, a takze innymi reakcjami. Sciéle zwiazana jest z tym tendencja,
tudziez pozadanie regularnego zazywania danej substancji w celu do-
znawania jej efektow psychofarmakologicznych lub tez w celu nie dopusz-
czenia do wystapienia nieprzyjemnych doznan wynikajacych z odstawie-
nia leku [11]. W powstaniu lekozaleznoéci bardzo wazna role odgrywa
dawka leku. Podczas gdy w wypadku narkotycznych farmaceutykéw
analgetycznych nawet kilkunastodniowa terapia dawkami leczniczymi
moze doprowadzi¢ do lekozaleznosci, w wypadku innych lekow dawka ta
musi by¢ przekroczona 2—8-krotnie, aby wywolac taki efekt.

Niestety mechanizm zjawiska lekozaleznosci nie jest jeszcze dobrze
poznany. Niektére réznice w budowie chemicznej zwigzkéw, nawet
w przypadku tej samej grupy lekéw, powoduja utrate lub nasilenie wia-
§ciwosci uzalezniajacych. Najlepszym przykladem jest tutaj morfina i jej
pochodne. Wskutek podstawienia grupy metylowej do morfiny (rys. a)
powstaje kodeina (rys. b), ktéra cechuje duzo stabsze dziatanie uzaleznia-
jace. Przez podstawienie dwéch grup acetylowych do morfiny otrzymuje-
my heroine (rys. c¢), ktéra z kolei charakteryzuje sie jeszcze silniejszym
efektem uzalezniajacym niz morfina.

HaC

Rys. Struktury lekéw opioidowych: a) morfina; b) kodeina; c) heroina
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Bardzo waznym czynnikiem utatwiajacym rozwdj lekozaleznoéci jest
tolerancja wytworzona na dany zwiazek. Pod pojeciem tolerancji rozumie
sie zmniejszenie oczekiwanego efektu danej dawki leku, co implikuje ko-
niecznoéé jej zwiekszenia, celem uzyskania pozadanego rezultatu lecze-
nia. Dla niektérych érodkéw farmakologicznych wzrost tej tolerancji by-
wa bardzo duzy. Dla przykladu, narkomani sa w stanie przyjaé takie
dzienne dawki, ktére kilkakrotnie przewyzszaja dawki Smiertelne [11].

4. Peptydy opioidowe

Fakt istnienia w organizmie ludzkim receptoréw specyficznych
dla egzogennych zwigzkéw opioidowych, takich jak morfina i kodeina,
sklonit naukowceéw do wysuniecia hipotezy, iz musza, istnieé¢ takze endo-
genne zwiazki wykazujace powinowactwo do receptoréw opioidowych [11].
Rozpoczeto wiec poszukiwania, ktore z czasem doprowadzily do odkrycia
wielu endogennych zwiazkow o charakterze opioidowym majacych wtasci-
woscl przeciwbdolowe. Przez dlugi czas okre$lano je wspélnym mianem
endorfin” [10]. Obecnie wszystkie zwiazki wykazujace powinowactwo do
receptoréw opioidowych nazywane sa opioidami, a wsréd nich rozréznia
sie opioidy egzo- oraz endogenne. Nie trudno sie domy$lié, ze do pierwszej
grupy zaliczane sa substancje pochodzenia rosélinnego, takie jak wspo-
mniane morfina i kodeina. Do endogennych opioidéw obecnych natural-
nie w organizmie naleza m.in. peptydy opioidowe.

Peptydy opioidowe to zwiazki niezwykle aktywne biologicznie. Przed-
stawicielami tej grupy sa m.in. endorfiny, enkefaliny i dynorfiny. Sub-
stancje te, mimo przynaleznos$ci do jednej grupy, charakteryzujq sie nieco
zréznicowanymi wlaSciwoéciami, a takze odmiennym miejscem pocho-
dzenia. Dla przykladu, B-endorfiny powstaja w przysadce moézgowej, pod-
czas gdy enkefaliny zaréwno w przysadce, jak i rdzeniu nadnerczy.
ZwiazKi te r6znia sie takze miejscem wystepowania — B-endorfiny gtéwnie
wystepuja w jadrze tukowatym podwzgérza oraz w istocie szarej, enkefa-
liny za$ znajduja sie zaréwno w podwzgérzu, jak i w innych strukturach
mozgu oraz tkankach obwodowych. Wspdlna cecha peptydéw opioidowych
jest wywolywanie silnego dzialania przeciwbdélowego, charakterystyczne-
go dla zwigzkéw typu morfiny [10].

7Z uwagi na wysokie ryzyko wystapienia uzaleznienia oraz innych
bardzo ucigzliwych efektéw ubocznych, w wypadku stosowania lekéw
opioidowych znanych dotychczas, zaczeto szukaé swego rodzaju alterna-
tywy, ktora wyeliminowalaby w mozliwie najwyzszym stopniu wszystkie
(a przynajmniej wiekszo$¢) dziatan niepozadanych. Z tego wtaénie powo-
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du uwaga badaczy skierowala sie na peptydy opioidowe. Udowodniono, ze
endogenne krotkotancuchowe peptydy zwane enkefalinami [13] wykazuja,
bardzo silne dziatanie przeciwbdlowe, gdyz reaguja z wieloma receptora-
mi opioidowymi [14]. Niestety okazato sie, iz zwiagzki te cechuje bardzo
krotki okres poéltrwania, poniewaz szybko ulegaja one rozkladowi pod
wplywem enzyméw zwanych enkefalinazami. Nowym kierunkiem w wal-
ce z bdlem stalo sie wiec poszukiwanie 1 projektowanie takich zwiazkow,
ktére blokowalyby te enzymy, wskutek czego naturalne enkefaliny bytyby
chronione przed rozkladem. Obiecujacymi zwiazkami tego typu okazaly
sie rozmaite inhibitory enkefalinaz [47].

5. Inhibitory enkefalinaz

Inhibitory enkefalinaz mozna podzielié na trzy gléwne grupy —
inhibitory specyficzne wzgledem jednego z przedstawicieli enkefalinaz,
multiinhibitory oraz inhibitory podwéjne, wykazujace aktywnos$é inhibi-
cyjna wzgledem dwéch lub wiecej enzyméw. Najwieksza efektywnosdcia
cechujg sie inhibitory podwéjne i multiinhibitory, dlatego wlasnie w nich
pokladane sa najwieksze nadzieje na stworzenie grupy lekow przeciwboé-
lowych nowej generacji.

Inhibitorem podwéjnym znalezionym w organizmie czlowieka jest
ludzka opiorfina, ktora blokuje dziatalnoéé takich enzymoéw, jak nepryli-
zyna (NEP) i aminopeptydaza N (APN). Peptyd ten sklada sie z pieciu
aminokwaséow o sekwencji Gln-Arg-Phe-Ser-Arg 1 wyizolowany zostatl
z ludzkiej §liny [16]. Opiorfina wykazuje potencjalng aktywnosé przeciw-
bolowa, w bdlowych modelach chemicznych 1 mechanicznych [15]. Bada-
nia in vitro potwierdzily jej aktywno$¢ inhibicyjna wzgledem ektopepty-
daz NEP 1 APN, co z kolei potwierdza hipoteze, iz peptyd ten chroni
endogenne enkefaliny przed rozkladem enzymatycznym [17, 18].

5.1. Spinorfina

Niezwykle interesujacym multiinhibitorem wzgledem enkefali-
naz jest spinorfina [15]. Peptyd ten sklada sie z siedmiu aminokwaséw
o sekwencji Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr i nalezy do rodziny hemorfin.
Zwiazki te sa grupa endogennych peptydéw opioidowych powstajacych
wskutek hydrolizy enzymatycznej jednego z szesciu lancuchéw hemoglo-
biny (tancucha B). Za opioidowy charakter hemorfin odpowiedzialny jest
w sekwencji rdzen Tyr-Pro-Trp-Thr [19]. Badania potwierdzily, iz ten
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4-aminokwasowy fragment nie tylko stanowi pozycje 34.—37. tancucha [
hemoglobiny wolu, ale tez wystepuje w niektérych pozostatych tancu-
chach hemoglobiny [20].

Spinorfina jest peptydem dobrze rozpuszczalnym zaréwno w wodzie,
jak 1 rozpuszczalnikach organicznych [21]. Zostala wyizolowana po raz
pierwszy z rdzenia kregowego wolu za pomocg chromatografii kolumno-
wej [22]. Potwierdzono, iz zwiazek ten wykazuje aktywno$é inhibicyjna
wzgledem enzyméw APN 1 NEP, a takze peptydazy dipeptydylowej III
(DPP III) wyizolowanych z mézgu malpy [23]. Wartosci IC50 dla spinor-
finy wzgledem poszczegdlnych enzyméw wynosza odpowiednio: 3,3 pg/ml
dla APN, 10 pg/ml dla NEP oraz 1,4 pug/ml dla DPP III [22]. Peptyd ten,
obok silnego dzialania przeciwbdlowego, prawdopodobnie wykazuje takze
dziatanie przeciwzapalne, ktére polega na hamowaniu niektérych funkeji
wielojadrzastych granulocytéw obojetnochtonnych (PMNs) bioracych udziat
w regulowaniu stanu zapalnego, co potwierdzono w badaniach zaréwno
in vitro, jak réwniez in vivo w modelu zapalnym, przy stosunkowo wyso-
kiej dawce efektywnej [21]. Badania te jednak byly wykonywane, jak do
tej pory, wylacznie z wykorzystaniem tkanek zwierzecych, zatem na
chwile obecna nie mozna okreéli¢ dawki efektywnej dla ludzi.

6. Perspektywy

Bél moze byé¢ definiowany w skrécie jako negatywne doznanie
zmystowe spowodowane rzeczywistym lub potencjalnym uszkodzeniem
tkanek organizmu. Pelni niezastapiona role alarmujaca, jednak gdy po
wypelnieniu tej funkcji wystepuje nadal, sam staje sie problemem, ktéry
moze prowadzi¢ do wielu niekorzystnych nastepstw. Dlatego walka
z bélem, szczegdlnie takim o duzym nasileniu, ktéry utrudnia normalne
funkcjonowanie, jest konieczna. Srodki farmakologiczne spetniajace to
zadanie znane byly juz w starozytnosci, jednak do chwili obecnej nie zna-
leziono leku idealnego. Obecna medycyna zna wiele farmaceutykéw
z grupy opioidéw potrafigcych uSmierzaé nawet najbardziej uciazliwe
béle (np. pooperacyjne czy nowotworowe), niestety stosowanie takich
$rodkéw niesie z sobg wiele niekorzystnych efektéw ubocznych, z ktérych
najpowazniejszymi sa rozwoj tolerancji oraz uzaleznienia. Z tego wzgledu
celem wielu badan stalo sie poszukiwanie substancji, ktére jednoczesnie
charakteryzowalyby sie rownie silnym efektem analgetycznym, jak opoi-
1dy 1 brakiem dziatan niepozadanych. Zwigzkami spelniajacymi te kryte-
ria okazaly sie wystepujace naturalnie w organizmie czlowieka endogen-
ne peptydy opioidowe — enkefaliny. Badania ukazaly jednak, ze zwiazki
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te sa szybko degradowane in vivo przez enzymy zwane enkefalinazami.
Powstata zatem hipoteza, zgodnie z ktora inhibicja tych enzymoéw uchro-
nitaby endogenne enkefaliny przed rozkladem, a co za tym idzie — umoz-
liwitaby naturalne, fizjologiczne zniesienie bdlu. Substancjami majacymi
zdolnoé¢é hamowania aktywnoéci wspomnianych enzymoéw okazaly sie
naturalnie wystepujace inhibitory enkefalinaz, takie jak np. spinorfina.
Badania potwierdzily, iz siedmiopeptyd ten jest multiinhibitorem wzgle-
dem kilku enkefalinaz obecnych w mézgu malpy. Niestety, badania nad
spinorfing przeprowadzone byly do tej pory jedynie na tkankach zwierze-
cych, przez co na chwile obecng nie jest mozliwe okreélenie efektywnos$ci
tego zwiazku wobec organizmu czlowieka. Nie mniej jednak peptyd ten
jest interesujacym 1 niezwykle obiecujacym obiektem badan.
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1. Introduction

Nature is able to find the way to create life even in the very harsh
and hostile conditions. Ectoterm species of animals inhabiting Arctica
and Antarctica have developed very interesting strategies against freezing.

Water temperature in polar and subpolar regions is about —1.9°C.
The analysis of sera of fish living in these regions have shown the pres-
ence of more salts, carbohydrates and amino acids as well as some spe-
cial molecules which are able to depress the freezing temperature and
cause the thermal hysteresis. These molecules are divided into two main
groups — the antifreeze glycoproteins or glycopeptides (AFGPs) and the
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antifreeze proteins (AFPs). The fish is protected against cryoinjury due to
presence of AFP and AFGP in the body fluids [1].

The structure — activity relationship of these compounds have been
investigated for many years. During that time many reports and reviews
were published. Some of them concerning the physical and chemical
properties of these compounds [1-4] and others dedicated to the mecha-
nisms of action of AFGP.

1.1. AFGP

Antifreeze Glycopeptides are a class of biological antifreezers
which can be found in Arctic and Antarctic species of fish which enable
living at temperatures below the freezing point of the body fluids. This
fact intrigued many scientists and in 1953 Scholander and co-workers
published a series of articles describing unusually low freezing point of
the blood serum from arctic fish revealing that this phenomena was not
caused due to the presence of salts or other substances acting in non-
colligative manner. DeVries at al. proved the presence of a glycoprotein
in the sera of Antarctic fish that was responsible for lowering the freez-
ing temperature without observing an increase of osmotic pressure [5].

Antifreeze glycopeptides are composed of 4 to 55 tripeptide units ala-
nine-alanine-threonine, glycosylated at the threonine side chains with
the disaccharide B-D-galactosyl-(1—3)-a-N-acetyl-D-galactosamine (Fig. 1).
The molecular mass of these unique materials ranges from 2.6 to 33.7 kDa.
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Fig. 1. AFGP structure

The exact mechanism of action of AFGPs remains unclear due to
their heterogeneity of these compounds. It is believed that AFGPs inter-
act directly with the surface of ice, induce the thermal hysteresis, inhibit
ice recrystallization and heterogeneous nucleation as well as change the
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ice crystal shape from spherical to hexagonal-bipyramidal. Moreover
AFGPs are non-cytotoxic to humans in some range of concentrations [6].

Average concentration of AFGPs in the blood sera ranges from 5 to
35 mg/mL depending on species of Antarctic notothenioid fish [7]. In vitro
the inhibition of ice recrystallization can be observed at very low concen-
trations (10-¢ mg/mL) [8].

AFGPs are capable of suppressing the freezing point of water below
the melting point and so called thermal hysteresis phenomena can be
observed [9]. One of the explanations of the mechanism by which AFGPs
inhibit ice crystal growth is Kelvin effect. There are two models of action.
In the mattress model the growth of ice is blocked perpendicular to the
surface (Fig. 2a). In case of the second model (step-pinning) a prevention
of the forming of the next step occurs (Fig. 2b) [10].

water & = AF(C)P water
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water
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Fig. 2. Ice growth inhibition process based on a) 2 dimensional b) 3 dimensional Kelvin

effect [10]
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Fig. 3. Hydrogen bonding between AFGP and ice surface [10]
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Model explaining adsorption of AFGPs on the ice surface involves hy-
drogen bonds between hydroxyl groups present in the disaccharide and
water molecules on the ice surface. First model (Fig. 3a) implies that in
the best situation only two hydroxyl group from the disaccharide are able
to form hydrogen bonds. An enhanced model suggest that hydroxyl
groups of the sugar are incorporated into ice lattice. In this case each
hydroxyl group can form three hydrogen bonding which could explain the
tight binding of the molecules to the ice surface (Fig. 3b) [10].

Due to their interesting properties AFGPs have many potential appli-
cations:

* Pumping of ice-water mixtures (ice slurries);

e Improvement of cold hardiness in plants and animals;

* Food industry:

—Ice cream,
— Frozen food products,
— Freeze storage of berries and fruits;

* Biomedical purposes:

— Long-term cryopreservation of induced pluripotent stem cells and
embryonic stem cells,
— Long-term cryopreservation of various organs and tissues,
— Cryosurgery.
Therefore it is crucial to find an efficient strategy of obtaining these ma-
terials.

2. The synthesis of AFGP

The first synthesis of a natural AFGP tripeptide unit was per-
formed by Tsuda and Nishimura, then the building block was polymer-
ized using solution-phase method [11]. Tachibana et al. enhanced the
solution-phase synthesis by changing the tripeptide building block from
Ala-Ala-Thr to Ala-Thr-Ala to avoid steric hindrance [12].

Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS) was used for the first time to
obtain AFGP analogues by Filira et al. [13]. Unfortunately these were
just simplified versions of natural AFGPs. After 11 years Tseng et al.
managed to prepare a native AFGP using SPPS approach [14].

Nowadays SPPS protocol is commonly used for obtaining antifreeze
glycopeptides. This method provides better control over the peptide se-
quence and length in comparison to the solution-phase approach. Moreo-
ver liquid-phase reagents and byproducts are flushed away during the
process.
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The synthesis of AFGPs is divided into two steps. The first one in-
volves preparing suitable glycosylated building block (in this case glyco-
sylated threonine) and then via solid phase peptide synthesis the build-
ing blocks and amino acids are incorporated into peptide sequence. The
most popular is standard Fmoc-based strategy.

Regrettably SPPS is not so convenient in case of AFGP because of the
steric hindrance of the disaccharide in the threonine building block. To
improve the yields of these coupling reactions microwave radiation can
be used.

Applying the MV radiation can reduce the time of one coupling from
3 h to 45 min [15] and works perfectly in case of heavily glycosylated pep-
tides. MV enhanced SPPS also offers the improvement of the yields and
purity of the crude products.

On the other hand the usage of MV radiation may cause racemization
and necessity to ensure optimal synthesis conditions (to avoid the de-
composition and deglycosylation of the peptides). Next disadvantage of
this procedure is the excessive usage of expensive reagents.

3. Discussion

The solid phase peptide synthesis is an excellent tool for prepa-
ration of antifreeze glycopeptides. Usage of microwave irradiation en-
hances the process of coupling, resulting higher yields of the crude prod-
ucts. Unfortunately this method has few limitations, e.g. maximum
length of the sequence reaching 10 repeating tripeptide units.

Nowadays, a lot of new synthetic strategies is involved to elongate se-
quences of natural AFGPs. For example the synthesis of homogeneous
AFGP oligomers sied from 1.2 to 19.5 kDa can be achieved using conver-
gent native chemical ligation-desulfurization strategy [17].

A lot of researches is focused on AFGP analogues containing Ser or
Hyp [18] residues, triazole-linked AFGP [18, 19] or even designing
C-linked Xaa-Gly-Gly AFGP mimics [9]. The main goal of these modifica-
tions is to achieve better properties and stability of the compounds as
well as to determine the secondary structure and to develop novel PPII
helical assemblies with antifreeze activity [9].

4. Perspectives

Antifreeze glycopeptides will still arouse the interests of many
scientists due to their unique properties and potential applications. De-
spite many years of research devoted to AFGPs there are still some ques-
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tions to be answered. The main problems relate to cytotoxicity and stabil-
ity of the compounds. Another issue is the development of efficient syn-
thetic method with the possibility to scale up the process before utilizing
these materials for some commercial and industrial purposes.
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1. Wstep

Prozdrowotne wlasciwos$ci grzybow sa znane ludzkoéci od wielu
lat. W krajach Dalekiego Wschodu juz przed wiekami stosowano rozpusz-
czone w wodzie ekstrakty takich gatunkéw grzybéw, jak twardnik japon-
ski (Shiitake) (Lentinus edodes), lakownica zoéttawa (Ganoderma luci-
dum) czy grzyby chaga (Inonotus obliquus) [1]. Pomimo zastosowan
w medycynie ludowej grzyby, a wlasciwie ich wlasciwosci, staly sie obiek-
tem badan dopiero w drugiej potowie XX w. [2]. Obecnie znana jest ak-
tywno$¢ biologiczna wielu gatunkéw sposréd tej grupy grzybow. Wykaza-
no, ze odpowiedzialne za te wlasciwosci sa m.in. niektére polisacharydy
w nich wystepujace. Zwiazki te zalicza sie do grupy BRM (biological re-
sponce modifiers), czyli modyfikatorow odpowiedzi biologicznej. Sa to
zwiazki wykazujace mozliwo§é aktywowania niespecyficznych reakcji sys-

H OH

an

Rys. 1. Wzory strukturalne lentinanu (a) oraz schizofylanu (b)
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temu odporno$ciowego przeciw komérkom nowotworowym oraz infekcjom
wirusowym 1 bakteryjnym. Moga one indukowaé¢ synteze hormonéw 1 ko-
morek uktadu odpornoéciowego [3]. To wladnie dzieki swoim wtasciwos-
ciom immunostymulujacym oraz przeciwnowotworowym polisacharydy
zyskaly obecnie zainteresowanie badaczy na catym $wiecie. Pierwszy raz
dowiedziono ich aktywnos$ci przeciwko komérkom nowotworowym miesa-
ka u myszy w latach 50. ubieglego wieku [2, 4]. Kolejne badania wykazaty
ich aktywno$é w stosunku do wielu innych nowotworéw, m.in. czerniaka
ztosliwego [5], raka ptuc [6], piersi [7], prostaty [7—9] czy szyjki macicy [10].

Najlepiej poznana grupg biologicznie aktywnych polisacharydow
w materiale grzybowym sa B-glukany, czyli takie polisacharydy, ktoére
skladaja sie z potaczonych z sobg jednostek B-glukozy. Do tej grupy nale-
za, stosowane komercyjnie polimery, takie jak lentinan (rys. 1a) czy schi-
zofylan (rys. 1b), izolowane odpowiednio z grzyba Lentinus edodes oraz
Schizophyllum commune [3].

2. Struktury biologicznie czynnych polisacharydow
grzybowych

Wykazano, iz wlaSciwoséci biologiczne polisacharydow sa Scisle
zwiazane ze struktura chemiczna (liczba 1 rodzaj reszt cukrowych oraz
spos6b ich powigzania, dlugo$é tancuchéw bocznych, struktura trze-
ciorzedowa czy rozpuszczalno$é) [2]. Zauwazalny jest wzrost efektu
biologicznego wraz ze zwiekszeniem masy czasteczkowe] zwigzku [3].
Niemniej jednak wspomniane polisacharydy, lentinan i schizofylan o re-
latywnie niskiej masie czasteczkowe] (na poziomie 100-200 kDa) wyka-
zuja podobne dzialanie przeciwko miesakom jak te z wyzsza masa cza-
steczkowa, [11].

Polisacharydy grzybowe moga byé homopolimerami (najczeSciej glu-
kanami) lub tworzy¢ réznego rodzaju kopolimery glukozy, galaktozy,
mannozy, ksylozy, arabinozy, fukozy, rybozy czy kwasu glukuronowego
[2, 3]. Polisacharydy grzybowe niekiedy tworza rowniez kompleksy z pep-
tydami. Takim przykladem jest krestin izolowany z grzyba Trametes ver-
sicolor — komercyjnie wykorzystywany $rodek wspomagajacy terapie prze-
ciwnowotworowa, bedacy B-glukanem polaczonym z peptydem [2].

Aktywnoéé biologiczna zauwazana jest dla sacharydéw rozpuszczal-
nych w wodzie. Wlaéciwo$éé ta jest zwiazana ze stopniem rozgalezienia
polisacharydu. Dla polimeréw o wysokim stopniu rozgatezienia zauwaza-
ne jest zmniejszenie efektow biologicznych [3].
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Zauwazalne jest réwniez wystepowanie wiekszego efektu biologiczne-
go w wypadku polisacharydéw wykazujacych konformacje helikalng, po-
twierdzong m.in. dla polisacharydéw, w ktérych tancuch sklada sie
z jednostek potaczonych wiazaniami 1 — 3 B-glikozydowymi [2].

3. Metodyka badan

Grzyby, bedace materialem do badan, zostaly poddane ekstrakeji
w celu izolacji rozpuszczalne] w wodzie frakeji polisacharydowej. Otrzy-
mane probki zostaly rozdzielone w wyniku saczenia molekularnego na
ztozu Bio-Gel P-100. Wyodrebnione frakcje monitorowano za pomoca
'H NMR. Dla frakcji zawierajacych sygnaly wskazujace na wystepowanie
w niej polisacharydéw zarejestrowano widma 2D 'H NMR.

Po zarejestrowaniu zestawu widm przeprowadzono tzw. analize cu-
krowa, majaca na celu zidentyfikowanie monosacharydéw wchodzacych
w sklad badanego polisacharydu. Aby tego dokonaé, wyizolowany polisa-
charyd zostal poddany hydrolizie w §rodowisku kwasu trifluorooctowego,
nastepnie przeprowadzono redukcje produktéw do alditoli za pomoca
tetrahydroboranu sodu (NaBHa4), po czym powstale alditole poddano ace-
tylacji z bezwodnikiem octowym. Powstate pochodne analizowano, wyko-
rzystujac chromatografie gazowa sprzezona ze spektrometrem mas. Do
badan zastosowano zestaw Shimadzu GC-MS QP2010SE wyposazony
w kolumne Restek Rtx-5MS (30 m; 0,25 mm; 0,25 pm). Temperatura ko-
lumny na poczatku analizy wynosita 120°C, narost 2°C/min do 260°C
z izoterma 20 min. Jako gaz nosny uzyty zostat hel. Zastosowano joniza-
cje strumieniem elektronéw o energii 70 eV. Temperatura zrédia jonéw
wynosita 220°C. Rejestrowany zakres mas to 30-650 m/z.

4. Wyniki i dyskusja

Dla wyizolowanej frakcji polisacharydowej zarejestrowane zostalo
widmo 'H NMR (rys. 2). Sygnaty z zakresu 3,6—4,2 ppm sg charaktery-
stycznymi sygnatami protondéw zwigzanych z atomami wegla pierécienia
cukrowego. Na widmie widoczny jest jeden wyrazny sygnal o przesunie-
ciu chemicznym ~ 5,0 ppm. Jest to zakres charakterystyczny dla atoméw
wodoru zwigzanych z anomerycznym atomem wegla. Wystepowanie jed-
nego sygnalu w tym zakresie §wiadczy, ze jednostka powtarzalna anali-
zowanego polisacharydu zbudowana jest najprawdopodobniej tylko z jed-
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Rys. 2. Widmo 1H NMR frakeji polisacharydowe;j
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Rys. 3. Fragment chromatogramu analizy acetylowych pochodnych produktéw hydrolizy
polisacharydu

nej reszty cukrowej. Z kolei przesuniecie ~ 5,0 ppm sugeruje konfiguracje
anomeryczna a tej reszty cukrowe;j.

W celu ustalenia sktadu cukrowego jednostki powtarzalnej wykonano
analize GC-MS pochodnych acetylowych produktéw hydrolizy polisachary-
du. Otrzymano chromatogram, w ktérym dominuje jeden sygnat (rys. 3). Dla
dominujacego sygnatu uzyskano widmo mas przedstawione na rysunku 4.
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Rys. 4. Widmo mas 1,2,3,4,5,6-heksa-0O-acetyl-heksitolu

Otrzymane widmo mas wskazuje jednoznacznie, iz badana pochodna to
1,2,3,4,5,6-heksa-O-acetyl-heksitol. Oznacza to, ze badana jednostka cu-
krowa jest heksoza. Aby dokladniej ustali¢c rodzaj monosacharydu, ko-
nieczne bedzie wykonanie analizy GC z acetylowymi pochodnymi heksoz
jako wzorcami.

5. Perspektywy

Niezbedne sg dalsze badania w celu okre§lenia pelnej struktury
analizowanego polisacharydu. Planowane jest wykonanie analizy metyla-
cyjnej, analiza widm dwuwymiarowych NMR, przyporzadkowanie reszt

Izolacja
Analiza
Analiza chemiczna
NMR / JL x‘
Widma 1D Analiza Analiza Przyporzadkowanie

. | -

«Widma 2D cukrowa metylacyjna do szeregu D lub L
» Hydroliza wiazan » MetylacjagrupOH -« Hydroliza wigzah
glikozydowych » Hydroliza wiazan glikozydowych
» Redukcja glikozydowych * Reakcja z optycznie czynnym
» Acetylacja » Redukcja (9-(+)butan-2-olem
* GC-MS » Acetylacja » Acetylacja
+ GC-FID + GC-MS « GC-MS

Rys. 5. Schemat analizy polisacharydéw
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heksozy do szeregu konfiguracyjnego D lub L oraz oszacowanie masy
czasteczkowe] analizowanego polisacharydu. Réwnolegle do badan struk-
turalnych prowadzone sg testy, majace na celu wykazanie aktywnos$ci
biologicznej frakeji polisacharydowej wyizolowanej z badanego grzyba.
W dalszej perspektywie planowane jest okreslenie struktury chemiczne;j
polisacharydéw wyizolowanych z innych gatunkéw grzybéw z gromady
Basidiomycetes (rys. 5).
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1. Wstep

Cukrzyca jest szeroko rozpowszechniona chorobg cywilizacyjna,
ktora cechuje podwyzszony poziom cukru we krwi. Brak odpowiednie;j
diagnozy lub skutecznego leczenia jest przyczyna przedwczesnego inwa-
lidztwa 1 zwiekszonej umieralnoéci. Dtugotrwata hiperglikemia jest uwa-
zana za jedna z gtéwnych przyczyn choréb sercowo-naczyniowych [1, 2].
Powoduje ona nasilenie stresu oksydacyjnego, co prowadzi do dysfunkcji
érodbtonka 1 przyspieszenia rozwoju miazdzycy. Pacjenci cierpiacy na
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cukrzyce sa szczegdlnie narazeni na powiklania zwigzane z funkcjonowa-
niem uktadu krgzenia a dysfunkcja srédbtonka naczyniowego przez wielu
uwazana jest za pierwsze stadium rozwoju chordb naczyniowych [3, 4].

Mimo ze dokladny mechanizm powiklan sercowo-naczyniowych wy-
wolanych cukrzyca wciaz pozostaje nieznany, doniesienia naukowe suge-
ruja kilka istotnych przyczyn tych komplikacji, m.in. hiperglikemia oraz
wzrost stezenia reaktywnych form tlenu (RFT) prowadzacych do apopto-
zy komoérek §rodbtonka naczyniowego [5].

Grelina jest endogennym ligandem receptora uwalniajacego hormon
wzrostu (GHS-R), ktory dziala poprzez swoiste receptory znajdujace sie
m.in. w: podwzgérzu, przysadce moézgowej, trzustce, nerkach, mieéniu
sercowym czy naczyniach krwionoénych [6, 7]. Grelina, dziatajac zaréwno
endokrynnie, jak 1 parakrynnie, wykazuje wielokierunkowa aktywno§c.
Obecnie wiadomo, ze stymuluje ona m.in. wydzielanie prolaktyny, adre-
nokortykotropiny, hormonu luteinizujacego, wplywa na procesy steroido-
genezy 1 na metabolizm weglowodanéw. Grelina, wykazujac dziatanie
wazodylatacyjne, wplywa na czynno$é¢ zewnatrz- 1 wewnatrzwydzielnicza,
trzustki oraz na uklad sercowo-naczyniowy.

Liczne badania naukowe sugeruja udzial tego hormonu w hamowaniu
apoptozy komérek srédbtonka naczyniowego, bedacej przyczyna powiklan
naczyniowych wywolanych hiperglikemia. Dowiedziono, iz grelina chroni
komorki érédblonka naczyniowego przed wplywem metabolitéow glukozy,
takich jak koncowe produkty glikacji biatek (AGEs) oraz znaczaco obniza
stezenie wolnych rodnikéw tlenowych wywolujacych stres oksydacyjny [8].
Ponadto dziala antyapoptotycznie w komoérkach traktowanych wysokimi
stezeniami glukozy, aktywujac sygnal zewnatrzkomérkowy regulowany
poprzez ERK 1/2 oraz PISK-AKT. W $wietle tych doniesien dzialanie gre-
liny uwalnia nowe mozliwo$ci w leczeniu cukrzycy [9].

2. Grelina — powstawanie i budowa

Grelina zostala odkryta w roku 1999 r. jako endogenny ligand re-
ceptora hormonu uwalniajacego hormon wzrostu (GHS-R). Jest to hor-
mon peptydowy zbudowany z 28 aminokwaséw 1 powstaje z 117-amino-
kwasowego prekursora — preprogrelin kodowanego przez gen ghrl [10, 11].
Gen ten znajduje sie na chromosomie trzecim w rejonie 3p25-26. Proteo-
liza progreliny prowadzi do powstania 94-aminokwasowe] progreliny,
ktéra jest modyfikowana przez O-acetylotransferaze greliny (GOAT),
w wyniku czego do seryny-3 lancucha peptydowego zostaje przylaczona
grupa oktanylowa. Nastepnie dochodzi do enzymatycznego ciecia poprzez
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proteaze PC1/3 w pozycji Arg28/Ala2® 1 tym samym powstania biologicznie
aktywnej czasteczki greliny [12, 13]. Wyro6znia sie dwie postaci moleku-
larne greliny: acylowana (z grupa oktanylowa przylaczona do seryny
w pozycji trzeciej lancucha peptydowego) oraz greline desacylowana. Za-
réwno jedna, jak 1 druga izoforma jest biologicznie aktywna [14].

Posta¢ acylowana uwalniana jest gléwnie przez enterodenokrynne
komoérki okladzinowe w zoltadku, a takze m.in. z jelit, podwzgérza czy
przysadki mézgowej. Grelina acylowana powoduje zwiekszanie wydziela-
nia kwasu solnego w zoladku oraz uwalnianie gastryny, reguluje takze
perystaltyke jelit [15]. Ponadto, jest odpowiedzialna za indukcje uwal-
niania hormonu wzrostu, homeostaze energetyczna poprzez pobudzenie
apetytu czy regulacje wydzielania insuliny przez komorki trzustki [16].
Zawiera n-oktaacylowa modyfikacje na serynie w pozycji trzeciej, ktora
jest istotna dla wywolanej greling stymulacji uwalniania GH, natomiast
des-acylowana grelina w formie des-n-oktaacylowanej jest nieaktywna
biologicznie.

Badania na szczurach dowiodly, iz desacylowana grelina in vivo po-
budza adipogeneze bezpoSrednio w szpiku kostnym, moze wywolywacd
ujemny bilans energetyczny oraz redukcje masy ciala poprzez ogranicze-
nie apetytu.

Udowodniono, iz obie izoformy sa biologicznie aktywne w sposdb po-
dobny, jak réwniez niezalezny od GHS-R1a. Dzialaja cytoprotekeyjnie na
kardiomiocyty oraz komorki endotelium, hamuja proliferacje komoérek
raka piersi oraz prostaty [17]. Oprocz tego uczestnicza w homeostazie
glukozy 1 wplywaja na wydzielanie insuliny w komérkach trzustki, a po-
danie obu poznanych postaci greliny skutkuje wzrostem stezenia glukozy
1 wydzielanie insuliny zostaje znaczaco zahamowany [18].

3. Funkcje greliny

Wydzielanie greliny nastepuje w gléwnej mierze z komoérek okla-
dzinowych trzonu i dna zoladka, a stamtad jest ona uwalniania do
krwiobiegu. Oprécz tego jest tez w niewielkiej ilo§ci uwalniana przez:
przysadke mézgowa, jelita, komérki uktadu odpornosciowego, ptuca, ner-
ki, gonady, tozysko, kore nadnerczy, trzustke 1 kardiomiocyty. Miejscem
wystepowania greliny 1 jej receptoréw sa hepatocyty, komoérki Leydiga,
limfocyty T 1 B oraz neutrofile. Ponadto, jej wystepowanie stwierdzono
w trzustce, w komorkach C tarczycy, w komoérkach cytotrofoblastu lozy-
ska ludzkiego w pierwszym trymestrze cigzy oraz w komoérkach nowo-



100 D. Lubowiecka, K. Niska, E. Zielifiska, U. Popowska, I. Inkielewicz-Stepniak i in.

tworowych W surowicy dorostego czlowieka znajduje sie 100—120 fmol/ml
greliny. Na jej stezenie we krwi wplyw ma wiele czynnikéw, takich jak:
styl zycia, stanu odzywienia, stan chorobowy, aktywno$é fizyczna czy
nawet 1lo§¢ zazywanego snu [19, 20].

Hormon ten jest istotnym regulatorem gospodarki energetycznej or-
ganizmu, a prowadzone od lat badania dowodza kolejnych jego funkcji
pelnionych w organizmie. Grelina uczestniczy w licznych procesach bio-
logicznych, wplywajac na prawidlowe funkcjonowanie uktadu pokarmo-
wego, endokrynologicznego, immunologicznego, krwiono$nego czy ner-
wowego. Ma takze wplyw na procesy wzrastania i dojrzewania komoérek.
Uczestniczy w procesie zapamietywania, trawienia, w kontroli réwnowa-
gl energetycznej oraz w utrzymaniu prawidlowego stanu fizjologicznego
snu 1 czuwania.

Grelina jest znana badaczom przede wszystkim jako czynnik regulu-
jacy taknienie 1 regulator gospodarki energetycznej organizmu. Dowie-
dziono, 1z wraz z innymi peptydami reguluje przyjmowanie pokarmoéw,
inicjuje przyjmowanie positkéw, a takze oszczedzanie nagromadzonej
tkanki thuszczowej [21]. Gl6d powoduje podwyzszenie stezenia greliny, jej
wysoka zawarto$¢ stwierdzono u oséb chorych na anoreksje, bulimie czy
choroby nowotworowe [22]. Oprécz tego stwierdzono wplyw greliny na
tzw. oérodek nagrody w moézgu — tym samym powodujac dobre skojarze-
nie ze spozywanym pokarmem 1 znaczna poprawe nastroju. Dzieje sie
tak, poniewaz stymuluje ona wydzielanie kannabinoidéw — grupy zwiaz-
kéw oddziatujacych na receptory kannabinoidowe [22]. Grelina jest takze
odpowiedzialna za zwiekszenie ilo$ci wydzielanego w zotadku kwasu sol-
nego, uwalnianie gastryny czy regulacje perystaltyki jelit. Uczestniczy
w metabolizmie kosci, dzialajac bezposrednio na chondrocyty, indukujac
tym samym wydzielanie cAMP, a to skutkuje zwiekszona produkcja pro-
teoglikanéw 1 kwasu hialuronowego, jak réwniez hamuje absorpcje kwa-
séw ttuszczowych przez komorki chrzestne. Kwasy tluszczowe bedace
prekursorami eikozanoidéw uczestnicza w powstawaniu standéw zapal-
nych. Grelina dziatajac poprzez GSH-R w limfocytach T 1 monocytach,
hamuje ekspresje cytokin prozapalnych: IL-1B, IL6, TNF-a. Z tego powo-
du grelina zdaje sie obiecujacym lekiem o dzialaniu przeciwzapalnym
w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawéw 1 artretyzmu [23].

Dowiedziono réwniez, iz grelina poprawia wydolnoéé mieénia serco-
wego poprzez wzrost stezenia hormonu wzrostu stymulujacego wydziela-
nie insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF-1, co skutkuje zwieksze-
niem frakcji wyrzutowej serca. Oprocz tego reguluje napiecie naczyn
krwiono$nych i ci$nienie tetnicze krwi oraz hamuje agregacje plytek krwi
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1 leukocytéw. Jej obecno$é zostata takze stwierdzona w tkankach zmie-
nionych nowotworowo, takich jak guzy neuroendokrynne, gruczolak
przysadki czy w guzach ptuc.

4. Stres oksydacyjny w patogenezie cukrzycy

Reaktywne formy tlenu (RFT) bedace produktem przemian tlenu
stanowia normalne produkty metabolizmu komérek. Ich obecno$é jest nie-
zbedna do prawidlowego funcjonowania organizmu [24]. Kazdy zywy orga-
nizm dazy do utrzymywania redukcyjnego potencjalu wewnatrzkomoérko-
wego, jednak szybko§¢ powstawania RFT powinna pozostaé w réwnowadze
z ich neutralizowaniem przez antyoksydanty. Zaburzenia w prawidlo-
wym stanie redukeji moga wywotaé toksyczne dzialanie poprzez produkceje
nadtlenkéw 1 wolnych rodnikéw, powodujacych oksydacyjne uszkodzenia
wszystkich sktadnikéw komérki, a szczegdlnie dotkliwe sg uszkodzenia bia-
ek, lipidéw 1 DNA [25].

Oproécz takich czynnikéw, jak nadci$nienie tetnicze, otylosé czy hiper-
lipidemia stres oksydacyjny odgrywa kluczowa role w rozwoju wielokie-
runkowych powiktan cukrzycowych, a w szczegdlnoéci zaburzen naczynio-
wych. Hiperglikemia nasila produkcje wolnych rodnikéw, zwlaszcza anionu
ponadtlenkowego, w obrebie mitochondriéw. Konsekwencja jest hamowa-
nie aktywnoéci dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanu (GAPDH) i dal-
sza kumulacja produktéw posrednich glikolizy. Anion ponadtlenkowy,
reagujac z NO, prowadzi do powstania nadtlenoazotynu (OONO-), zwiaz-
ku toksycznego dla naczyn. Transport glukozy do endotelium 1 komérek
mieénidowki gladkiej zachodzi na drodze dyfuzji i jest procesem zaleznym
od stezenia insuliny. Zatem wzrostowi stezenia glukozy we krwi towarzy-
szy wzrost stezania jej metabolitow. Przewlekla hiperglikemia w wyniku
takich proceséw, jak: autooksydacja glukozy, aktywacja przemian szlaku
poliolowego 1 sorbitolu, nieenzymatyczna glikacja, stymulacja granulocy-
tow obojetnochtonnych, indukuje wytwarzanie reaktywnych form tlenu.
Podczas hiperglikemii generowana jest nieproporcjonalnie duza ilo§é wol-
nych rodnikéw poprzez utlenianie glukozy i nieenzymatycznej glikacji
bialek — grupa aldehydowa reagujac z grupa aminowa biatka, tworzy
poSrednio zasade Shiffa, nastepnie Amadoriego i silnie stabilny kompleks
Miliarda, ktory jest koncowym produktem glikacji biatek (AGEs). Pro-
dukty glikacji bialek ulegajg utlenianiu 1 w konsekwencji staja sie zro-
dtem RFT [26].
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5. Grelina a powiktania naczyniowe

Udowodniono, iz dysfunkcja §rédblonka naczyniowego jest jedna
z gléwnych przyczyn powiklan cukrzycowych, dlatego pacjenci cierpiacy
na cukrzyce sg narazeni w sposob szczegblny na zawal mie$nia sercowego
czy udar. AGEs zdaja sie odgrywaé kluczowa role w patogenezie tego pro-
cesu — ich dlugotrwale podwyzszone stezenie indukuje apoptoze w ko-
morkach §rédblonka naczyniowego. Koncowe produkty glikacji (AGEs) sa
zwigzkami, ktére powstaja w wyniku nieenzymatycznej reakcji miedzy
grupg aldehydowa glukozy a resztami aminowymi aminokwaséw tancu-
chow biatkowych 1 lipidami (glikacja). Reagujac ze swoistym receptorem
na komérkach $rédbtonka, komoérkach mieéni gltadkich 1 makrofagéw,
pobudzaja proliferacje komoérek sréodblonka naczyn, zwieksza sie ich
przepuszczalno$§é 1 aktywno$é prozakrzepowa. AGEs powoduja peroksy-
dacje lipidéw — takie utlenione formy lipidéw bezposrednio uszkadzaja
§rodbtonek, odkladajac sie w $cianie naczyn.

Komorki srédbtonka, traktowane uprzednio przez 48 h za pomoca
AGEs, wchodza na szlak apoptotyczny, jednakze wczeéniejsza ich stymu-
lacja za pomocg greliny skutecznie hamuje ten proces. Badania przepro-
wadzone przez Xiang i wspolpracownikéw dowiodly, iz komoérki $rod-
blonka, traktowane wczeéniej greling, wykazaly zdecydowany spadek
komorek apoptotycznych w warunkach podwyzszonej glukozy w stosunku
do kontroli. Oprécz tego grelina dziatata hamujaco na stezenie kaspazy 3
bedacej elementem apoptotycznego szlaku sygnalizacyjnego. Zatrzymanie
kaspazy nastepuje na drodze aktywac)i szlaku sygnalizacyjnego ERK1/2
1 PI3K. Udowodniono takze, ze wysokie stezenie glukozy jest przyczyna
wzrostu wewnatrzkomorkowej produkeji RFT, a grelina skutecznie ha-
muje ten proces [27].

7 kolei w badania na szczurach indukowana acetylocholina wazore-
laksacja $érdédblonka aorty zostala ostabiona przez niedob6ér hormonu
wzrostu, a nastepnie podjeto probe leczenia za pomoca greliny. Badania
wykazaly, 1z grelina skutecznie indukuje wzrost poziomu syntazy tlenku
azotu (NOS) w komorkach érédblonka, przeciwdziatajac dysfunkeji §rod-
blonka naczyniowego [28-31].

6. Perspektywy

Prawidlowe funkcjonowanie &rédblonka jest gwarancja homeo-
stazy naczyn krwionoénych. Jego dysfunkcja w nastepstwie aktywacji
sygnalizacyjnych szlakéw apoptotycznych moze prowadzié do bardzo po-
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waznych powiklan naczyniowych. W przypadku, gdy towarzyszy jej hi-
perglikemia, rozwijajacy sie stres oksydacyjny uruchamia kolejne szlaki
aktywujace kinaze biatkowa C czy procesy nieenzymatycznej glikacji,
ktére doprowadzaja do rozwoju zmian naczyniowych. Poznanie podtoza
tych proceséw jest niezbedne do wdrozenia terapii, ktore umozliwia za-
trzymanie postepu niekorzystnych zmian. U o0s6b chorych na cukrzyce
ryzyko takich powiklan jest bardzo duze, a wcigz niezbadany zostat
w pelni mechanizm ich patogenezy.

W S$wietle przedstawionych doniesien naukowych czasteczka greliny
zdaje sie nie tylko hormonem peptydowym odpowiedzialnym za przeciw-
dziatanie stanom zapalnym, indukcje wydzielania hormonu wzrostu czy
homeostaze energetyczna. Jej zdolno$é do hamowania procesu tworzenia
sie wolnych rodnikéw oraz apoptozy spowodowanej hiperglikemia jest
obiecujaca w kontekécie leczenia powiklan cukrzycowych wywotanych
dysfunkcja $rédbtonka naczyniowego. Dokladnie zbadanie mechanizmu
dziatania greliny w prewencji uszkodzen naczyniowych moze otworzy¢
nowe mozliwoéci w ich leczeniu.
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Hasta do zapamigtania: systemy kontrolowanego uwalniania lekéw, hy-
drozele

1. Wstep

Substancje lecznicze wykazuja oczekiwana aktywnos$é farma-
kologiczna, gdy ich stezenie w osoczu krwi miesci sie w okreslonych
granicach, tzw. zakresie terapeutycznym. Gdy jest ono za wysokie
1 wykracza poza ten zakres, lek moze dzialaé toksycznie. Z kolei gdy
jest zbyt niskie, lek nie wykazuje efektow terapeutycznych. W przy-
padku konwencjonalnych postaci leku po ich przyjeciu stezenie sub-
stancji aktywnej zwykle gwaltownie wzrasta, osiggajac czesto zakres
zblizony do stezen toksycznych, a nastepnie szybko maleje ponize]
zakresu stezen terapeutycznych. Czas efektywnego dziatania leku jest
zatem krétki, a uzyskanie pozadanego efektu terapeutycznego wyma-
ga wielokrotnego dawkowania. Inna wada tradycyjnych postaci leku
jest spadek aktywnoséci biologicznej, spowodowany czesciows, degrada-
cja substancji aktywnej w wyniku hydrolizy chemicznej lub enzyma-
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tycznej. W przypadku lekéw doustnych czesto wystepuja takze trud-
nosci w przenikaniu substancji leczniczych przez grube warstwy $luzu
1 warstwy nablonkowe ukladu pokarmowego. W odpowiedzi na te pro-
blemy pojawita sie koncepcja systeméw kontrolowanego uwalniania
lekow [1-3], w ktorych substancja aktywna jest polaczona w sposéb
chemiczny badz fizyczny z no$nikiem. Podstawowa rola noénika jest
uwalnianie substancji aktywnej wedlug zatozonego oraz powtarzalne-
go profilu, co ma na celu zapewnienie odpowiedniej farmakokinetyki
leku. W ten sposéb leczenie staje sie efektywniejsze, a w rezultacie
krotsze. Unika sie réwniez negatywnych skutkéw wywotanych fluk-
tuacjami stezenia oraz wielokrotnym przekraczaniem stezenia tok-
sycznego. Dodatkowo, zastosowanie noénika zabezpiecza lek przed
zbyt szybka utrata aktywnosci biologicznej, przez co mozliwa jest re-
dukcja podawanej dawki. Minimalizuje to akumulacje lekéw oraz
produktéw ich rozkladu w organizmie, co jest szczegdlnie istotne
w leczeniu choréb przewleklych.

2. Hydrozelowe nosniki lekéw

Najczesciej] badanymi noénikami substancji leczniczych sa po-
limery [4]. R6znorodnosé mozliwych kombinacji sktadu oraz topologii:
od liniowej poprzez hiperrozgaleziona i1 dendrymeryczna do struktur
usieciowanych, a takze mozliwos¢ okreslonej funkcjonalizacji pozwala
na szerokie operowanie ich wtasciwoéciami i dostosowanie ich do kon-
kretnego zastosowania. Wérdod nich bardzo duza grupe biomaterialéw

Rys. 1. Fotografia oraz schematyczne przedstawienie hydrozelu
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proponowanych jako systemy kontrolowanego uwalniania lekéw sta-
nowia, hydrozele [5-7]. Sa to chemicznie badZz fizycznie usieciowane
materialy polimerowe, ktérych zasadnicza mase stanowi woda zaab-
sorbowana w porowatej strukturze (rys. 1). W rezultacie maja one
wlasciwosci fizyczne bardzo zblizone do tkanek zywych i zwykle cha-
rakteryzuja sie wysoka biokompatybilnoscia. Ponadto, w $rodowisku
plynow fizjologicznych ich silnie hydrofilowa powierzchnia charakte-
ryzuje sie niska wartoScia swobodnej energii miedzyfazowej, przez co
wykazuje mata tendencje do adsorbowania komoérek 1 biatek. Dodat-
kowo delikatna struktura nie powoduje podraznienia tkanek podczas
bezposredniego kontaktu, a jej porowatos¢ oraz mozliwo$é dostosowy-
wania wielko$ci poréw przez zmiane stopnia usieciowania umozliwia
inkluzje w ich wnetrze réznych czasteczek chemicznych, od mato-
czasteczkowych substancji leczniczych do terapeutycznych biomakro-
molekul.

2.1. Hydrozele zawierajgce jednostki cukrowe
jako potencjalne nosniki lekow

Wbudowanie w strukture polimeréw zwigzkéw naturalnych
majacych unikalne wlasciwosci lub pelniacych wyspecjalizowane
funkcje biologiczne pozwala czesto na przeniesienie tych wlasciwosci
na materialy syntetyczne [8]. Efektywna biofunkcjonalizacje prze-
prowadzono, wykorzystujac takie zwiazki, jak: biatka, peptydy, kwasy
nukleinowe, glikoproteiny czy weglowodany [9, 10]. Liczne badania
wykazaly wysoka uzyteczno$¢ takich materiatéw w wielu zastosowa-
niach, m.in. w diagnostyce, inzynierii tkankowej oraz procesach sepa-
racyjnych [9—11]. Szeroko badane jest rowniez wykorzystanie ich jako
noé$nikéw lekéw [12]. Wystepowanie specyficznych oddzialywan po-
miedzy okre$lonymi biomolekutami, charakterystyczne dla proceséw
rozpoznawania biologicznego, stwarza ogromne mozliwoéci dla syste-
méw o zlokalizowanym dzialaniu badz wykazujacych wrazliwo§¢ na
bodzce biologiczne — uwalniajace substancje aktywna w odpowiedzi na
obecno§¢ okreslonych biomolekul. W tym aspekcie szczegdlnie intere-
sujace sa weglowodany, gdyz ich oddzialywania z pewna grupa prote-
in, tzw. lektyn leza u podloza wielu proceséw biologicznych, takich
jak: embriogeneza, obrona immunologiczna, stany zapalne czy prze-
rzuty komoérek rakowych [13]. Materialy funkcjonalizowane zwigz-
kami cukrowymi sg réwniez obiecujace jako noéniki, ktére poza spel-
nianiem podstawowych funkcji wplywaja na efektywnos¢ dzialania
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substancji leczniczej. Wiele cukréow oraz ich pochodnych odznacza sie
unikalnymi wlaéciwoSciami, co daje mozliwo$¢ uzyskania ukladéw
o rozmaitej bioaktywnosci. Pomijajac wykorzystanie wlasciwosci bio-
logicznych weglowodanéw, wbudowywanie ich w sie¢ polimerowa mo-
ze rowniez zapewni¢ (bio)degradowalno$é nosnika. Fragmenty takie
moga, ulegaé¢ rozpadowi w nastepstwie hydrolizy enzymatyczne) wia-
zan glikozydowych pomiedzy jednostkami cukrowymi [14] lub hydro-
lizy chemiczne] wigzan, za pomoca ktérych zostaly polaczone z lan-
cuchem polimerowym [15]. W wypadku niektérych typow nosnikéw
(bio)degradowalno$é jest wymagana dla umozliwienia usuniecia ich
z organizmu po spelnieniu przewidzianej funkcji. Bywa rowniez, ze
wlasno$é ta determinuje szybko$¢é uwalniania substancji aktywne;j.

2.1.1. Nosniki hydrozelowe zawierajace jednostki galaktozy

Nieselektywne dziatanie lekéw 1 ich aktywnosé wzgledem zdro-
wych komoérek moze wywolywaé powazne skutki uboczne. Znamien-
nym przyktadem jest chemioterapia nowotworéw wykorzystujaca leki
cytostatyczne. Ich dziatanie skierowane jest przeciwko komérkom cha-
rakteryzujacym sie szybkimi podzialami, jakimi sa komoérki rakowe [16].
Jednakze cytostatyki uszkadzaja rowniez zdrowe szybko proliferujace
komorki, takie jak: komoérki szpiku kostnego, mieszkow wlosowych czy
nablonka wyScietajacego drogi oddechowe oraz przewdd pokarmowy.
Powoduje to wystepowanie takich powiklan, jak: anemia, lysienie czy
nudnos$ci 1 wymioty. Wiele lekow wykazuje ponadto inne dziatania
niepozadane, jak znana z kardiotoksycznoéci doxorubicyna [17] czy
cis-platyna powodujaca uszkodzenia nerek [18]. Badania dotyczace
ograniczenia toksycznego dziatania cytostatykéw koncentruja sie
gléwnie na dwoch strategiach: poszukiwaniu nowych, bardziej selek-
tywnych lekéow lub zapewnieniu selektywnos$ci dzialania lekéw juz
znanych przez zastosowanie no$nikéw. Jednym z badanych typow
noénikow sa uklady bazujace na procesach rozpoznawania biologicz-
nego, ktore zawieraja molekuly pelniace role ligandéw kierujacych do
komorek nowotworowych [19].

Dla ukierunkowania dzialania leku wzgledem komorek raka wa-
troby kilka grup badawczych [20—24] zaproponowato noéniki hydroze-
lowe o wymiarach rzedu nanometréw, funkcjonalizowane réznymi
pochodnymi galaktozy (rys. 2).

Wykazano, ze takie leki, jak: oridonin [21], doxorubicyna [22, 23]
czy arabinofuranozyd jodomycyny [24] immobilizowane w zapropono-
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Rys. 2. Nanozel funkcjonalizowany ré6znymi pochodnymi galaktozy

wanych no$nikach wykazuja istotnie wieksza aktywnos$é przeciwno-
wotworowa w poréwnaniu do no$nikéw niemodyfikowanych. Co wiecej,
aktywno§¢ ta wzrasta ze wzrostem stopnia funkcjonalizacji [21]. Po-
wierzchnia hepatocytow charakteryzuje sie wysoka ekspresja recepto-
réw asialoglikoprotein, selektywnie wigzacych czasteczki zawierajace
terminalne reszty galaktopiranozylowe. Wprowadzenie do struktury
hydrozelu jednostek zakonczonych resztami galaktozy powoduje wiec,
Ze Sa one rozpoznawane przez wspomniane receptory, co z kolei inten-
syfikuje ich endocytoze 1 skutkuje podwyzszona wchtanialnoscia
[20—24]. Potwierdzaja to badania przeprowadzone na komoérkach in-
nych niz komérki nowotworu watroby, w przypadku ktérych efekty te
nie sa obserwowane [23, 24].

2.1.2. Nosniki hydrozelowe zawierajgce jednostki glukozy

Duzym wyzwaniem w obszarze kontrolowanego uwalniania
lek6w sa noéniki samoregulujace, ktore dostosowywalyby ilo§é wy-
dzielanej substancji aktywnej do zapotrzebowania organizmu [25].
Przedmiotem wielu badan sa systemy dla diabetykéw, uwalniajace
okres§long ilo$¢ insuliny w odpowiedzi na wzrost stezenia glukozy we
krwi [25, 26]. Stezenie to zmienia sie bardzo dynamicznie i poza dietg,
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zalezy od wielu czynnikéow (np. aktywnoé¢ fizyczna czy stres). W wy-
padku tradycyjnej formy leczenia cukrzycy ustalona dawka insuliny
moze by¢ wiec w danej chwili za niska lub zbyt wysoka, co prowadzi
do wystepowania wielu powiklan. Jako potencjalne samoregulujace
noéniki insuliny Miyata 1 wspdlpracownicy zaproponowali hydrozele
zawilerajace kowalencyjnie przylaczona glukoze oraz wykazujaca po-
winowactwo do reszt glukozylowych lektyne konkanawaline A [27, 28].
Tworza one z soba kompleks, ktéry pelni role dodatkowego, odwracal-
nego czynnika sieciujacego. Wykazano jednak, ze konkanawalina A
chetniej wigze wolna glukoze niz te zwiazana z lancuchem polimero-
wym. Dlatego, gdy w roztworze otaczajacym nosnik pojawi sie gluko-
za, dochodzi do wymiany w obrebie kompleksu, w konsekwencji czego
zmniejsza sie usieciowanie sleci polimerowej, a hydrozel pecznieje
(rys. 3). Dochodzi tym samym do zwiekszenia wielkosci poréw, co
z kolei przyspiesza dyfuzje do roztworu zawartos$ci noénika.

® GLukoz,

(o) GLUKOZA POLACZONA

Z SIECIA POLIMEROWA ConA  KONKANAWALINA A

Rys. 3. Hydrozel zawierajacy kowalencyjnie przylaczona glukoze oraz konkanawaline A

2.1.3. Nosniki hydrozelowe zawierajgce jednostki trehalozy

Poza wspomniang insulina, biatka oraz polipeptydy terapeu-
tyczne sa powszechnie stosowane w leczeniu takich choréb, jak reu-
matyzm, hemofilia czy anemia. Rosnaca jest rowniez ich rola w nowo-
czesnej terapii przeciwnowotworowej. Niestety, w srodowisku pltynéw
ustrojowych ich delikatna struktura jest bardzo podatna na degrada-
cje chemicznag, 1 proteolityczna oraz denaturacje spowodowana czynni-
kami fizycznymi [29]. Poza stosunkowo szybka utraty aktywnos$ci bio-
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Rys. 4. Hydrozel sieciowany diacetalowymi pochodnymi trehalozy

logicznej dezaktywacja bialek egzogennych wywoluje czesto nasilona
odpowiedz immunologiczna, ktérej dzialanie moze zostaé skierowane
takze na biatka endogenne [30]. W organizmach zywych, gdy bioma-
kromolekuly znajda sie w warunkach stresu $rodowiskowego, synte-
zowane 1 kumulowane sga zwigzki o wlasciwo$ciach bioprotekcyjnych.
Jednym z takich zwiazkéw jest trehaloza — naturalny disacharyd,
zbudowany z dwdch jednostek glukozy. Dowiedziono, ze ma ona zdol-
noé¢ ochrony bialek oraz hamuje ich agregacje [31]. Biorac pod uwage te
wlasciwosci, dla poprawy stabilnosci bialek terapeutycznych zapropono-
wane zostaly noéniki hydrozelowe otrzymane z wykorzystaniem jako
czynnika sieciujacego diacetalowych pochodnych trehalozy (rys. 4) [32].

Wobec wrazliwoéci ugrupowan acetalowych na hydrolize kwasowa,
uzyskane materialy ulegaja degradacji w érodowisku kwasnym, ktore]
towarzyszy uwolnienie czasteczek trehalozy. Z uwagi na bioprotekcyj-
ne wlaéciwoéci, oczekuje sie, ze bedzie ona zdolna tworzy¢ ochron-
ne mikroérodowisko zapobiegajace dezaktywacji uwalnianych réwno-
czeénie bialek.
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2.1.4. Nosniki hydrozelowe zawierajgce jednostki cyklodekstryn

Jednym z najwazniejszych czynnikéw wplywajacych na bio-
dostepno$é leku jest jego rozpuszczalno§é w plynach ustrojowych, do
ktérych jest uwalniany. Z tego wzgledu leki hydrofobowe wymagaja
zastosowania substancji pomocniczych zwiekszajacych ich rozpusz-
czalno$§é w roztworach wodnych [33]. Ciekawym przykladem takiego
dodatku sg cyklodekstryny — cykliczne oligomery cukrowe zbudowane
z jednostek D-glukopiranozy potaczonych wigzaniami a-(1,4)-O-gliko-
zydowymi. Do najpopularniejszych naleza a-, B- oraz y-cyklodekstryny
sktadajace sie odpowiednio z 6, 7 oraz 8 jednostek cukrowych (rys. 5A).

OH

B.
|-10 0 o HYDROFOBOWE
HO WNETRZE

HO OH

HYDROFILOWA

POWIERZCHNIA
1 (a-CD), 2 (B-CD), 3 (y-CD)

Rys. 5. Struktura chemiczna a-, B- oraz y-cyklodekstryn (A). Toroid (B)

Fenomen cyklodekstryn polega na ich amfifilowej budowie. Po-
laczenie miedzy soba czasteczek glukozy z udzialem wegli C1 1 C4
warunkuje utworzenie sztywnej struktury, w ktorej wszystkie pierw-
szorzedowe grupy hydroksylowe znajduje sie po jednej stronie plasz-
czyzny wyznaczonej przez uklad cykliczny, natomiast drugorzedowe
po stronie przeciwnej. W konsekwencji czasteczka przyjmuje ksztalt
Scietego stozka typu toroidu, ktérego powierzchnia zewnetrzna ma
charakter hydrofilowy, natomiast wnetrze jest hydrofobowe (rys. 5B).
Dzieki tej wlasciwosci cyklodekstryny moga tworzy¢ kompleksy inklu-
zyjne ze zwigzkami hydrofobowymi, ktére jako calo$¢ sa rozpuszczal-
ne w roztworach wodnych [34]. Wtasciwosci te sa wykorzystywane do
inkludowania lekéw hydrofobowych w no$nikach hydrozelowych [35-37].
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Pozwala to na znaczne rozszerzenie uzytecznosci hydrozeli, ktéra ze
wzgledu na ich hydrofilowo$é ogranicza sie do lekow rozpuszczalnych
w Srodowiskach wodnych.

3. Perspektywy

Hydrozele funkcjonalizowane weglowodanami sa nie tylko
ciekawym polaczeniem chemii cukréw oraz chemii polimeréw, ale
réowniez przykladem praktycznego wykorzystania wiedzy biologicznej
w syntezie chemicznej biomaterialow. Dzieki coraz wiekszej interdy-
scyplinarnosci rezultatem prowadzonych w ostatnich latach badan sa
uktady, ktére coraz lepiej odwzorowuja procesy zachodzace w organi-
zmie czlowieka. Wiele aspektéw wymaga weciaz dopracowania, jednak
taki kierunek niesie z sobg realne szanse uzyskania efektywnych sys-
temow kontrolowanego uwalniania lekéw.
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1. Wstep

Bakterie sa jednymi z najstarszych i jednoczeénie najpowszech-
niej wystepujacych organizméw na Ziemi. Ich niewielkie rozmiary spra-
wiaja, 1z odznaczaja sie one wysokim poziomem adaptacyjnym, zasied-
lajac niemal wszystkie dostepne nisze ekologiczne. Bakterie wystepuja
w wodzie, glebie, powietrzu, innych organizmach, a dzieki ich bardzo sze-
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rokiej tolerancji ekologicznej takze w tak ekstremalnych warunkach $ro-
dowiska, jak oceaniczne kominy hydrotermalne, lodowce Antarktydy czy
tereny radioaktywne [1].

Nalezy réwniez wspomnie¢ o ogromnej roli, jaka bakterie pelnia w przy-
rodzie. Miedzy innymi sa one zaréwno pierwszym, jak 1 ostatnim ogni-
wem tancuchéw pokarmowych. Pelniac role destruentéow, przyczyniaja, sie
do nieustannego krazenia materii w srodowisku. Ponadto zdolnos¢ bakte-
rii do rozkladu, ale takze syntezy wielu zwiazkéw organicznych 1 nie-
organicznych jest wykorzystywana przez czlowieka w wielu galeziach
przemystu i gospodarki [1].

Jednakze bakterie w zyciu czlowieka, jak 1 szeroko rozumianego poje-
cia Srodowiska to nie tylko pozytywne aspekty. Wérod tej niezliczonej
grupy mikroorganizméw wystepujq takze takie, ktére sq patogenne, wy-
wolujac réznego rodzaju choroby u ludzi, zwierzat czy ro§lin.

1.1. Bakterie gatunku Dickeya solani

Bakterie gatunku Dickeya solani to fitopatogeny nalezace do ro-
dziny Enterobacteriaceae. Sa to Gram-ujemne fakultatywne beztlenowce
niewytwarzajace form przetrwalnikowych. Podczas infekcji mikroorgani-
zmy te produkuja charakterystyczne enzymy pektynolityczne. Cechami
typowymi dla opisywanych drobnoustrojéw sa takze wysoka przezywal-
no§¢ w szerokim zakresie temperatur oraz duza odporno$é na zmiany
temperatury 1 wilgotnoéci [2-5].

Do roélin infekowanych przez D. solani naleza ziemniaki. Bakterie te
wywoluja choroby zaréwno bulw sadzeniakdéw, jak i catej roéliny na do-
wolnym etapie jej wzrostu ze wzgledu na zdolnoé¢ do przemieszczania sie
w tkance przewodzacej z korzeni do todygi, lici 1 bulw potomnych. Jed-
nostki chorobowe, jakie wywoluja D. solani to tzw. mokra zgnilizna, gdy
proces gnicia dotyczy bulw oraz tzw. czarna nézka, gdy wiednieciu ulega-
ja nadziemne czesci ro$liny. Zakazenie ziemniakéw bakteriami D. solani
prowadzi do strat w ich uprawie, jak rowniez podczas przechowywania
1 transportu. Obecnoé§é D. solani w uprawach ziemniaka stwierdzono
w wielu krajach Europy, w tym w Polsce, ale réwniez w wielu innych
regionach Swiata [2-5].

1.2. O-antygen

O-antygen, zwany takze O-polisacharydem (OPS) lub lancuchem
O-swoistym, jest najbardziej wyeksponowanym na zewnatrz komorki
bakteryjnej fragmentem czasteczki lipopolisacharydu (LPS) — integralne-
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go skladnika éciany komoérkowej bakterii Gram-ujemnych [6]. W swojej
strukturze chemicznej charakteryzuje sie obecno$cig oligosacharydowe;]
jednostki powtarzalnej, w sktad ktorej wchodzi od 1 do 8 reszt monosa-
charydowych. Dotychczas w strukturach tych zidentyfikowano kilkadzie-
siat ré6znych monosacharydéw oraz zaobserwowano, ze czestymi sktado-
wymi O-antygenéw sa aminocukry lub zwiazki niecukrowe, takie jak:
aminokwasy, fosforany, glicerol czy kwas sjalowy [6-8].

O-polisacharyd wykazuje duza zmienno$é¢ pod wzgledem budowy, kto-
ra wystepuje nie tylko pomiedzy réznymi rodzajami czy gatunkami bak-
terii, ale moze takze wykazywaé odmienng strukture chemiczna pomie-
dzy szczepami w obrebie tego samego gatunku. Zmienno§¢ ta jest zalezna
od sktadu budujacych OPS reszt cukrowych, ich konfiguracji, sekwencji,
typu wiazan pomiedzy nimi (rozgatezienia lub ich brak) czy obecnos$ci
podstawnikéw niecukrowych [8, 9].

OPS jest elementem silnie immunogennym. W obrebie jednej jednost-
ki powtarzalnej moze znajdowaé sie nawet kilka determinant antygeno-
wych. Ponadto role O-polisacharydu jako antygenu powierzchniowego
bakterii odzwierciedla fakt, ze mikroorganizmy pozbawione lancucha
O-swoistego wykazujga zmniejszong odporno$¢ w stosunku do odpowiedzi
immunologicznej infekowanego gospodarza niz mikroorganizmy z dlugim
lancuchem O-polisacharydowym [8, 10].

2. Cel i metodyka badan

Celem przeprowadzonych badan byla izolacja O-antygenu bak-
terii Dickeya solani, a nastepnie okreslenie jego struktury chemicznej.
Badania te sktadaly sie z trzech gléwnych etapéw, do ktérych nalezaty:
1zolacja lipopolisacharydu ze $éciany komoérkowej bakterii, hydroliza
LPS-u w celu wyodrebnienia O-polisacharydu oraz wlasciwe badania
strukturalne.

2.1. I1zolacja lipopolisacharydu
ze Sciany komorkowej bakterii

Suchg mase bakteryjna poddano ekstrakeji fenolowo-wodnej
zgodnie z metodg opisang przez Westphala 1 Janna [11]. Metoda ta wyko-
rzystuje fakt, iz ptynny fenol jest dobrym rozpuszczalnikiem dla bialek,
natomiast takie skladniki, jak kwasy nukleinowe 1 lipopolisacharydy sa
lepiej rozpuszczalne w wodzie. Dlatego przed wytraceniem LPS-u z uzys-
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kanej po ekstrakcji warstwy wodnej nalezalo usunaé kwasy nukleinowe.
Zaréwno kwasy nukleinowe, jaki 1 lipopolisacharyd wytracono za pomoca,
alkoholu etylowego (warunki odpowiednio: dla kwaséw nukleinowych
pH =4,5 Crkosicowe EtoH = 40%; dla LPS pH =7 Cxoncowe EtoH = 80%).

2.2. Izolacja O-antygenu

Wyizolowany lipopolisacharyd poddano tagodnej hydrolizie w $ro-
dowisku 1% kwasu octowego [13]. Z mieszaniny poreakcyjnej poprzez
odwirowanie usunieto osad lipidu A, natomiast supernatant zawierajacy
mieszanine O-antygenu oraz pozostatych frakcji sacharydowych po hy-
drolizie LPS-u rozdzielono za pomoca chromatografii wykluczania (SEC).
Zestaw SEC zawieral kolumne szklana (120 cm, 2=1 cm) podlaczona do
detektora refraktometrycznego RI Detector 2031 plus (JASCO) oraz ko-
lektora frakeji FCC 60 (czas kolekeji 20 min/probowke). Jako faze stacjo-
narna uzyto zel akrylowy (Bio-Gel P-100), natomiast faza ruchoma byla
woda (przeplyw: 5,4 ml/h). Nastepnie dla zebranych frakcji zarejestrowa-
no widma protonowe technika spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) 1 na ich podstawie do dalszych badan strukturalnych
wybrano frakcje zawierajaca czysty O-polisacharyd.

2.3. Badania strukturalne O-antygenu

Badania strukturalne rozpoczeto od zarejestrowania zestawu
jedno- 1 dwuwymiarowych widm NMR w temperaturze 303 K przy uzyciu
spektrometru Bruker Avance III 700 MHz. Jako rozpuszczalnika uzyto
99,9% wody deuterowanej (D20), natomiast jako wzorzec do wyznaczenia
warto$ci przesunie¢ chemicznych wykorzystano aceton.

Ponadto badany OPS zostal poddany modyfikacjom chemicznym, ta-
kim jak analiza cukrowa oraz analiza metylacyjna.

Podczas analizy cukrowej badany OPS zostal poddany hydrolizie
w $rodowisku 2 M kwasu trifluorooctowego (TFA). Otrzymane w wyniku
hydrolizy monosacharydy zostaly poddane redukeji przy uzyciu tetrahy-
droboranu sodu (NaBH4), a nastepnie uzyskane alditole zacetylowane za
pomoca bezwodnika kwasu octowego. Jako katalizator tej reakcji wyko-
rzystano octan sodu [12, 13]. Otrzymane produkty w postaci acetylowych
pochodnych alditoli analizowano technika chromatografii gazowo-
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GLC-MS).
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Analiza metylacyjna na pierwszym etapie polegala na zmetylowaniu
wszystkich wolnych grup hydroksylowych badanego O-polisacharydu.
W tym celu wykorzystano metode opisang, przez Ciucanu i Kereka [14].
Zmetylowany OPS oczyszczono za pomocg ekstrakeji rozpuszczalnikowe;j
woda—chloroform, a nastepnie poddano hydrolizie, redukecji 1 acetylacji
w sposOb analogiczny jak opisano dla analizy cukrowej. Otrzymane cze-
$ciowo zmetylowane octany alditoli analizowano technika GLC-MS.

3. Wyniki i wnioski

Podstawowym zalozeniem wykonanej analizy cukrowej byto usta-
lenie liczby reszt cukrowych jednostki powtarzalnej badanego OPS-u,
a takze ich identyfikacja. Zarejestrowany chromatogram przedstawiono
na rysunku 1.
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Rys. 1. Fragment chromatogramu pochodnych otrzymanych z analizy cukrowej OPS-u

bakterii D. solani CH 99

Warunki analizy: chromatograf sprzezony ze spektrometrem mas Shimadzu GC-MS-QP2010SE, kolumna

Rtx-5: dlugoéé 30 m, érednica 0,25 mm, gruboéé filmu 0,25 um (Restek); gaz noény: hel (1 ml/min);

temp. dozownika 260°C; program temperaturowy: 120—260°C, 2°C/min, 260°C 20min; jonizacja stru-
mieniem elektronéw (70 eV), temp. Zrédia jonéw 220°C, rejestrowany zakres mas 43—650 m/z

Na otrzymanym chromatogramie zaobserwowano jeden gtéwny sygnat,
ktéry na podstawie widma mas (rys. 2) zidentyfikowano jako 1,2,3,4,5-
-penta-0-acetylo-6-deoksy-heksitol.
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Rys. 2. Widmo mas 1,2,3,4,5-penta-O-acetylo-6-deoksy-heksitolu (sygnat 1 na rys. 1)

Podjeto prébe zidentyfikowania 6-deoksy-heksozy budujacej badany
O-polisacharyd, wykonujac analizy GLC-MS z dodatkiem wzorcow acety-
lowych pochodnych fukozy i ramnozy. Jednakze otrzymane wyniki jedno-
znacznie wykazaly, iz O-antygen bakterii Dickeya solani jest homopo-
limerem zbudowanym z reszt innej 6-deoksy-heksozy, dotychczas nie
zidentyfikowanej ze wzgledu na brak odpowiedniego wzorca.
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Rys. 3. Widmo mas 1,2,5-tri-O-acetylo-3,4-di-O-metylo-6-deoksy-heksitolu (warunki ana-
lizy rys. 1)
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Analiza metylacyjna miala na celu wyznaczenie miejsc glikozylowania
reszt cukrowych badanego OPS-u. Na zarejestrowanym chromatogramie
zaobserwowano obecno$¢ jednego gtéwnego sygnatu, ktory na podstawie
widma mas zidentyfikowano jako 1,2,5-tri-O-acetylo-3,4-di-O-metylo-6-
-deoksy-heksitol (rys. 3).

Miejsca glikozylowania wyznaczono na podstawie pozycji grup O-acety-
lowych. W badanym O-antygenie reszty 6-deoksy-heksozy polaczone sa
wigzaniem 1 — 2 glikozydowym.

Interpretacja zarejestrowanych widm NMR potwierdzita uzyskane
wyniki analiz z wykorzystaniem modyfikacji chemicznych dla badanego
O-polisacharydu. Analiza charakterystycznych zakreséw (oznaczonych 1,
2, 3 na rys. 4) widma protonowego (rys. 4) jednoznacznie wykazala, iz
jednostka powtarzalna O-antygenu bakterii D. solani zbudowana jest
z jednej jednostki cukrowej, ktora jest 6-deoksy-heksoza.

3
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Rys. 4. Widmo H NMR 700 MHz OPS-u bakterii D. solani CH 99

Oznaczenia: 1 — zakres anomeryczny, 2 — zakres sygnatéw protonéw pierscieni cukrowych, 3 — zakres
sygnalow protonéw z grupy CHs 6-deoksy-heksozy

Podsumowujac wszystkie dotychczas otrzymane wyniki dla badanego
O-antygenu bakterii Dickeya solani, ustalono, iz jest to homopolimer
zbudowany z reszt niezidentyfikowanej 6-deoksy-heksozy, ktore sa pota-
czone wigzaniem 1 — 2 glikozydowym.
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4. Perspektywy

Zaproponowana struktura chemiczna O-antygenu bakterii Dickeya
solani jest niekompletna 1 wymaga dalszych badan, ktére beda obejmo-
waly identyfikacje jednostki cukrowej, przyporzadkowanie jej do szeregu
konfiguracyjnego D lub L oraz wyznaczenie konfiguracji a lub B anome-
rycznych atoméw wegla. W dalszych badaniach zaplanowano takze okres-
lenie struktur chemicznych O-antygenéw trzech kolejnych szczepéw bak-
terii Dickeya solani. Znajomo$é tych struktur moze w przyszlosci postuzyé
do stworzenia testéw szybkiej identyfikacji tych mikroorganizmoéw.
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1. Wstep

W 1846 r. Theodore Nicolas Gobley pracowat nad skladem che-
micznym zoéttka jaja kurzego. Po jego odwodnieniu, a nastepnie ekstrakeji
eterem oraz alkoholem i odparowaniu ekstraktu otrzymat oleista, lepka
ciecz. Koncowy produkt poddal filtracji, otrzymujac zwiazek obojetny
wobec lakmusu, lecz popidt po spaleniu ekstraktu wykazywal odczyn
kwaény. W ten sposéb autor zidentyfikowal zawarto§é kwasu fosforowego
w badanej mieszaninie. Dowi6dt takze obecnosci glicerolu, amoniaku oraz
kwasu oleinowego w z6ltku jaja kurzego. Jako pierwszy cztowiek w histo-
rii uzyt nazwy ,lecytyna” (od greckiego lekhitos — zbttko jaja), a przy po-
mocy innego badacza — Adolfa Streckera — ustalona zostala struktura
fosfatydylocholiny (PC). Cze&é jego wynikéw byta oczywiécie bledna, ale
postep w tej dziedzinie ogromny [1].

Dalsze lata przyniosty kolejne odkrycia. Oprécz sfingolipidéw ustalo-
no strukture fosfatydyloetanoloaminy (PE) oraz fosfatydyloseryny (PS).
Wydzielono fosfolipidy inozytolowe (PI) oraz inne fosfolipidy glicerolowe,
takie jak fosfatydyloglicerol (PG) i kardiolipiny (difosfatydyloglicerol —
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DPG) (rys. 1). Nastepne lata wnikliwych analiz przyniosty odkrycie naj-
prostszego fosfolipidu, jakim jest kwas fosfatydowy (PA) oraz lizofosfaty-
dowy (LPA) (rys. 2), ktére sa prekursorami wszystkich klas fosfolipidéw,
w tym réwniez di- oraz triacylogliceroli [2].
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Rys. 2. Wzér kwasu fosfatydowego, Ri1, Ra = reszty kwaséw ttuszczowych

Glicerofosfolipidy sa podstawowym elementem budulcowym bton bio-
logicznych wszystkich organizméw zywych. Dla oznakowania pozycji kwa-
séw tluszczowych przy asymetrycznym weglu we wszystkich acyloglice-
rolach stosuje sie system stereospecyficznej numeracji (sn). Fosfolipidy
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maja w pozycjach sn-1 oraz sn-2, kwasy tluszczowe przylaczone wiaza-
niem estrowym, natomiast w pozycji sn-3 znajduje sie kwas fosforowy
badz reszta tego kwasu zestryfikowana odpowiednim ugrupowaniem z gru-
pa hydroksylowa: cholina, 2-aminoetanolem, seryna lub inozytolem. Pod-
stawniki te tworza region hydrofilowy oraz okreslaja typ fosfolipidu.
Reszty kwaséw tluszczowych stanowia czeéé hydrofobows czasteczki.
Wielko$é, ksztatt, ladunek oraz skilad chemiczny poszczegblnych klas
glicerofosfolipidéw odgrywa znaczaca role w tworzeniu oraz prawidtowym
funkcjonowaniu blony komodrkowej. Réznorodne rozmieszczenie fosfoli-
pidéw w blonie nadaje jej specyficzne wtasciwosci funkcjonalne, utatwia-
jace transport zwigzkéw pomiedzy jej wewnetrzna a zewnetrzna, czescia.
Glicerofosfolipidy odpowiadaja za zachowanie prawidlowej konformacji
biatek blonowych. Ponadto, pelnig funkcje kofaktoréw w reakcjach enzy-
matycznych oraz przekaznikow miedzykomoérkowych. Fosfolipidy sa nie-
zbedne do wchlaniania, transportowania i magazynowania lipidow. Wy-
dzielane z zoélcia maja na celu wspomaganie trawienia i wchlaniania
thuszezy. Glicerofosfolipidy stuza jako Zrddlo czasteczek sygnatowych ta-
kich, jak: kwas arachidonowy, kwas fosfatydowy, diacyloglicerol czy tri-
fosforan inozytolu.

Fosfolipidy wystepuja w duzych iloSciach nie tylko u zwierzat, ale
réwniez u ro§lin, gdzie przyczyniaja sie do prawidlowego funkcjonowania
fotosyntezy. W komoérkach eukariotycznych najbardziej rozpowszechnio-
ne sa fosfatydylocholiny. U bakterii natomiast w najwiekszych ilo§ciach
wystepuje fosfatydyloetanoloamina. Interesujacym jest, ze archebakterie
maja btony komoérkowe zbudowane z fosfolipidéw eterowych (rys. 3), za-
wierajacych dlugie i1 rozgalezione tancuchy alkilowe, w tym izoprenoido-
we oraz odmienny niz w pozostatych organizmach izomer glicerolu (S) [3].
W zalezno$ci od gatunku glicerofosfolipidy maja zréznicowane kwasy
thuszczowe w pozycjach sn-1 oraz sn-2. Pozycja sn-2 zestryfikowana jest
najczesciej nienasyconym kwasem tltuszczowym. W zaleznosci od Zrédia
fosfolipidow w pozycji sn-1 wystepuja nasycone lub nienasyscone kwasy
ttuszczowe [4—6].

R E!) Ve
_0O
R2

Rys. 3. Wzér fosfolipidu eterowego, gdzie Ri, Rz = reszty kwaséw ttuszczowych lub tan-
cuchy izoprenowe
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2. Otrzymywanie glicerofosfolipidow

W literaturze zostato opisanych wiele metod otrzymywania fosfo-
lipidéw z rdzeniem glicerolowym. Poczatkowo zwiazki te pozyskiwano
z naturalnych Zrédet, metodami ekstrakecji za pomoca roztworéw wod-
nych, alkoholu oraz eteru. Wraz z postepem w nauce 1 technice w latach
60. XX w. otrzymano pierwsze syntetyczne glicerofosfolipidy [7, 8].

Fosfatydylocholina jest najbardziej rozpowszechnionym fosfolipidem
1 to ona zostala zsyntezowana jako pierwsza [9]. Najprostsza metoda
otrzymywania diacyloglicerofosfocholin jest wykorzystanie jako substratu
sn-glicero-3-fosfocholiny, ktéora ma dwie wolne grupy hydroksylowe w po-
zycjach sn-1 oraz sn-2. Z uwagi na ogromng, polarnoé¢ tego zwiazku, aby
zwiekszy¢ jego rozpuszczalno§é w rozpuszczalnikach organicznych, w syn-
tezach stosowane sa gléwnie kompleksy z chlorkiem kadmu, chlorkiem
tetrametyloamoniowym lub eteratem trifluorku boru [10, 11]. Najpopu-
larniejsza i najbardziej wydajng éciezka syntezy jest zastosowanie estryfi-
kacji Steglicha, w ktérej wykorzystuje sie IV,IN-dicykloheksylokarbodiimid
(DCC) jako odczynnik sprzegajacy oraz 4-(IN,N-dimetyloamino)pirydyne
(DMAP) jako katalizator (rys. 4) [12].
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Rys. 4. Schemat syntezy diacylofosfatydylocholiny, gdzie zwigzkiem wyjéciowym jest
kompleks (R)-sn-glicero-3-fosfocholiny z chlorkiem kadmu

Istnieje wiele modyfikacji tej metody, ktére sprowadzaja sie do wyko-
rzystania innych odczynnikéw sprzegajacych, rozpuszczalnikéow, réznych
temperatur czy zastosowania ultradzwiekéow [9, 13]. We wszystkich
przypadkach osiaggano wysokie wydajnosci reakcji, przekraczajace 70%.

Kolejna metoda jest synteza glicerofosfocholin majacych rézne kwasy
tluszczowe w pozycjach sn-1 oraz sn-2. Moze byé ona oparta na dwoéch
schematach. Pierwszy polega na zablokowaniu grup hydroksylowych
glicerofosfocholiny za pomoca tlenku dibutylocyny (DBTO), a nastepnie
selektywnym przytaczeniu kwasu tluszczowego, stosujac jego chlorek
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w pozycji sn-1 (rys. 5). Pozycja sn-2 moze byé zestryfikowana odpowied-
nim kwasem [12]. Druga metoda opiera sie na zablokowaniu pozycji sn-1
chlorkiem trytylu oraz wbudowaniu wybranego kwasu w pozycje sn-2.
Na kolejnym etapie prowadzi sie odblokowanie grupy —OH w pozycji sn-1
oraz jej estryfikacje odpowiednim kwasem karboksylowym. Reakcje te
przeprowadza sie w temperaturze 0°C, aby ograniczy¢ wewnatrzcza-
steczkowa, migracje kwasu tluszczowego pomiedzy grupami hydroksylo-
wymi przy C-11 C-2 (pozycje sn-11 sn-2) [10].

O o

T PN

o P, H
k/\ I | ~ DBTO,2-PrOH c\/\\;/‘\o/ N ™"~ R” ol "7 o i |
P. N, J—— H o _— o
. e \U/‘\/ ~ Sn——5 k/\g/ \D//\‘/"‘

b
I8 reflux TEA, 15 min : |
H o

f éH

Rys. 5. Schemat syntezy 2-lizofosfatydylocholin z wykorzystaniem chlorku kwasu tlusz-
CZOWego

Oprocz standardowych syntez fosfocholin istnieje wiele modyfikacji,
w ktérych wigzania estrowe pomiedzy glicerolem a kwasem tluszczowym
zostaly zmienione na polaczenia eterowe, tiolowe badz amidowe. W wiek-
szoéci tych reakcji zwiazkiem wyjSciowym jest glycidol oraz 1- lub 2-ami-
nopropandiol [14-17].

Otrzymanie glicerofosfatydyloetanoloamin oraz fosfatydyloseryn jest
bardziej skomplikowane. Na pierwszym etapie nalezy zablokowaé grupy
aminowe w 2-aminoetanolu czy serynie. Kolejne etapy polegaja na wia-
czeniu odpowiednich kwaséw w pozycje sn-1 oraz sn-2. Bardziej wydajna,
metoda otrzymywania tego typu glicerofosfolipidéw wydaje sie wykorzy-
stanie fosfolipazy D w reakcji transfosfatydylacji z odpowiednimi glicero-
fosfocholinami [18].

Opisane zostaly rowniez syntezy totalne glicerofosfolipidéw, gdzie
zwiagzkiem wyjSciowym jest najczescie] mannitol lub solketal (zabloko-
wany glicerol) [17]. Reakcje te sa zlozone z wielu etapéw, a ich catkowite
wydajnoéci nie sg satysfakcjonujace.

3. Farmakologicznie aktywne glicerofosfolipidy
Prozdrowotne wlaséciwosci glicerofosfolipidéw wynikaja z ich bu-

dowy. Naturalne polaczenia tej grupy zawieraja np. choline 1 seryne. Ze
wzgledu na obecno$¢ w wiekszoéci z nich nienasyconych kwaséow ttusz-
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czowych moga dziala¢ jako antyoksydanty. Ponadto fosfolipidy chronig
przewod pokarmowy oraz uklad nerwowy przed toksycznos$cia niektérych
lek6w. Znane sa preparaty i suplementy diety oparte na lecytynie sojowej
oraz z nasion rzepaku, ktore zalecane sga w chorobie Parkinsona czy
Alzheimera. Fosfatydylocholina jest Zrédlem choliny, ktéra bierze udziat
w syntezie neuroprzekaznika — acetylocholiny. Pobudza ona komoérki
ukladu nerwowego, a tym samym poprawia pamieé¢ oraz lagodzi stany
depresyjne. Fosfolipidy bogate w wielonienasycone kwasy tluszczowe
wspomagaja, leczenie choréb watroby oraz zaburzen czynnos$ciowych drég
z6lciowych.

Fosfolipidy znajduja wiele zastosowan, szczegdélnie w przemysle ko-
smetycznym, spozywczym oraz farmaceutycznym. Stosowane sg jako
emulgatory, biosurfaktanty, noéniki substancji aktywnych oraz przy pro-
dukeji liposoméw [19].

Fakt wykorzystania glicerofosfolipidéw jako no$nika substancji biolo-
gicznie aktywnych sklonil wielu badaczy do poszukiwania nowych prepa-
ratdéw o znaczeniu prozdrowotnym. Fosfolipidy o okre$lonych wtasciwo-
§ciach fizycznych lub aktywno$ci farmakologicznej najczesciej otrzymuje
sie w wyniku syntezy chemoenzymatycznej [20].

Naukowcy z San Francisco otrzymali w 2008 r. glicerofosfocholiny
majace czasteczke cholesterolu. W swojej pracy wykorzystali potaczenia
estrowe oraz eterowe, a takze specyficzne linkery, za pomoca ktorych
przylaczyli wspomniany sterol do struktury fosfocholiny. Badaniami na
myszach autorzy wykazali, iz modyfikowana czasteczka glicerofosfolipidu
nie zakléca prawidlowego funkcjonowania naturalnych membran biolo-
gicznych. Ponadto fosfolipidy te moga byé z powodzeniem wykorzystywa-
ne jako liposomalne noéniki lekéw [17].

W 2000 r. otrzymano fosfatydylocholiny zawierajace ibuprofen w roz-
nych konfiguracjach pozycyjnych [21], ale nie przedstawiono wynikdéw
badan aktywno$ci farmakologicznej. Potwierdzona zostala natomiast
teza o zachowaniu wlaSciwoéci agregacyjnych i amfifilowych modyfiko-
wanych fosfolipidéw. Badania potwierdzily réwniez brak aktywnoSci
hydrolitycznej fosfolipazy A2 w stosunku do syntetycznych glicerofosfoli-
pidéw.

Synteza totalna, pélsynteza czy syntezy z wykorzystaniem enzymow
to metody, jakie wykorzystano do otrzymania glicerofosfolipidéw maja-
cych w swojej budowie witamine A [22], kwas liponowy [23] czy leki prze-
ciwwirusowe [24].

Ostatnio opisano syntezy glicerofosfolipidéw ze sprzezonymi kwasami
linolowymi (CLA) w pozycjach sn-1 i sn-2 [25]. Badania testowe na ak-
tywnoé¢ antyproliferacyjna w stosunku do linii komérkowych niektérych
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nowotworéow (HL-60 1 MCF-7) wykazaly, ze potaczenia te byly aktywne
w stosunku do komoérek ludzkiej biataczki promielocytowej 1 nieaktywne
w stosunku do komoérek zdrowych.

Otrzymano réwniez wiele polaczen z bioaktywnymi czasteczkami: be-
tuling oraz dehydroepiandrosteronem w pozycji sn-3 (rys. 6) [26, 27].

O Fosfatydylo-DHEA 28-0-Fosfatydylobetulina

Rys. 6. Fosfolipidy zawierajace betuline i dehydroepiandrosteron w pozycji sn-3, R1, Rz = reszty
kwasoéw ttuszczowych

Wiele farmaceutykéw odznacza sie niskq rozpuszczalno$cia w wodzie
oraz slabg przenikalno$cig przez blony. Proste i1 bardzo efektywne jest
stosowanie komplekséw fosfolipid-lek. W metodzie tej wykorzystuje sie
najczeéciej naturalne fosfolipidy izolowane z soi oraz aktywna, substancje.
Udowodniono, ze kompleksy te charakteryzuja sie zwiekszong przepusz-
czalnoScig przez blony biologiczne, a przede wszystkim zmniejszaja tok-
syczno$é lekow oraz ulatwiajq ich transport do komérek. Znane sa takie
polaczenia z polifenolami, szczegoélnie flawonoidami czy niesteroidowymi
lekami przeciwzapalnymi [19]. Wykazano, ze kompleksy fosfolipid-reswe-
ratrol oraz fosfolipid-doksorubicyna maja az o polowe zwiekszona aktyw-
no$¢ w porownaniu do czystego leku [28].

4. Perspektywy

Zmieniajac profil kwasow tluszczowych w pozycjach sn-1 oraz
sn-2, jesteSmy w stanie stworzy¢ zupelnie nowa czasteczke o unikalnych
wlasciwo$ciach. Dotychczasowe badania potwierdzaja skutecznoéé far-
makologiczna niektérych preparatéw. Modyfikacje pozycji sn-1 i/lub sn-2
oraz wbudowanie okreslonych zwiazkow biologicznie aktywnych nie
zmienia amfifilowych wtasciwoséci glicerofosfolipidéw 1 moze poprawic
transport do wnetrza komoérek. Dzieki temu modyfikowane fosfolipidy
moga znalezé zastosowanie w leczeniu nowotworow czy chordb neurode-
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generacyjnych. Ponadto zwiazki te nie kumulujg sie w organizmie, nie
wchodza w interakcje z innymi lekami 1 w zasadzie nie wykazuja skut-
kéw ubocznych [29].

Fosfolipidy sa substancjami endogennymi i zrozumienie ich przemian
in vivo z pewnoécig pozwoli na dokladniejsze projektowanie oraz szersze
ich stosowanie w leczeniu wielu schorzen.
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ZPE - energia punktu zerowego

1. Wprowadzenie

Biogeneza jest nauka o powstaniu zycia na Ziemi. Jest jednym
z bardziej interesujacych zagadnien nurtujacych naukowcéow w ostatnich
latach. Wiadomo, iz kwas deoksyrybonukleinowy (DNA), kwas rybonuklei-
nowy (RNA) 1 biatka sa molekulami, ktére zapewniaja przekazywanie in-
formacji genetycznej pokoleniom. Nasuwa sie jednak pytanie, czy te zlozo-
ne czasteczki organiczne mogly powstaé samorzutnie? Obecnie zaklada sie,
ze zarowno DNA, jak 1 RNA sg czasteczkami zbyt zltozonymi, aby mogly
powstaé¢ spontanicznie, w warunkach prymitywnych, jakie panowaly na
,mlodej” Ziemi. Istnieje hipoteza, iz przodkiem DNA 1 RNA byt TNA, czyli
kwas treonukleinowy. Twoérca tej hipotezy jest Albert Eschenmoser [1].
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Elementem strukturalnym TNA, do ktdérego zakotwiczone sg zasady
nukleinowe i reszty fosforanowe, jest L-treoza (rys. 1), cukier o budowie
prostsze] niz deoksyryboza i ryboza, poniewaz jego szkielet sklada sie
z czterech atoméw wegla. W TNA jednostki cukrowe polaczone sa, za
poSrednictwem reszty kwasu fosforowego, poprzez grupe hydroksylowa
na weglu C2 jednego pierécienia 1 grupe hydroksylowa na weglu C3’ dru-
giego pierscienia. W DNA 1 RNA analogiczne potaczenie ma miejsce po-
miedzy grupami hydroksylowymi na atomach wegla C3 1 C5’. Istotne jest
to, ze grupy OH L-treozy sa w potozeniu trans, podobnie jak grupy
3’-OH i1 4-CH20H w deoksyrybozie 1 rybozie, dzieki czemu ni¢ TNA moze
wykazywac duze podobienstwo strukturalne do DNA 1 RNA, a co za tym
1dzie — dobre dopasowanie tych struktur.

OH

OH

HO

Rys. 1. a-L-Treofuranoza

W toku wieloletnich badan wypracowane zostaly kryteria, ktore po-
zwalaja zaklasyfikowaé biomolekuty jako hipotetyczne czasteczki majace
zdolno$¢ przekazywania informacji genetycznej [1]. Kryteria te sa naste-
pujace:

— zdolno$¢ do parowania zasad,

— zdolnoéé¢ do samodzielnej replikacji,

— zapis fenotypowy,

— wlasciwoéci katalityczne,

— potencjal do rozwoju.

Uwaza sie, ze czasteczka TNA odznacza sie niektérymi z wymienionych
wladciwoscei 1 dlatego mozna ja uznaé za potencjalng forme zycia na Ziemi.
Na przyklad, istnieja doniesienia literaturowe, ze kwas treonukleinowy
moze tworzy¢ komplementarne wiazania pomiedzy zasadami swojej nici,
jak réwniez z czasteczkami DNA 1 RNA [2]. Przypuszcza sie réwniez, ze
TNA moze mieé¢ zdolnoé¢ do samoreplikacji 1 samoorganizacji [1]. Sa jednak
badacze, ktérzy neguja przypisywana TNA role prekursora DNA 1 RNA [3].

W ostatnich latach naukowcy staraja sie dowieéé, ze kwas treonukle-
inowy, oprocz roli jaka przypuszczalnie odegratl w rozwoju zycia na Ziemi,



Badania konformacyjne kwasu treonukleinowego z wykorzystaniem metod 143

ma wlasciwoéci, ktore mozna wykorzystaé¢ praktycznie. Naukowcy z In-
stytutu Biodesign ASU wykazali, iz w syntetycznych analogach tej ,,male]
formy zycia” istnieje wielki potencjal farmaceutyczny i leczniczy. TNA
odznacza sie wysoka odpornoscia na degradacje nukleazami w poréwna-
niu z naturalnie wystepujacymi czasteczkami DNA 1 RNA. Replikacja tej
czasteczki odbywa sie zaréwno z duza wydajnoscia, jak 1 dokladnoScia.
Warto w tym miejscu wspomniec, iz TNA zastosowano jako aptamer nu-
kleinowy do wiazania ze $ci§le okre§lonymi molekutami biologicznymi [4].

Grupa naukowcow z Instytutu Chemii Medycznej 1 Laboratorium Wi-
rusologii w Leuven w Belgii zajmowata sie badaniem o$miu fosforylowa-
nych nukleodytéw opartych na szkielecie treozy 1 deoksytreozy pod katem
aktywno$ci antywirusowej. Wykazali oni, iz fosfonian treozylowy nukleo-
zydu adeniny (PMDTA) wykazuje dziatlanie przeciwwirusowe wobec wi-
rusa HIV (rys. 2) [5].

[~ N NH,

N 4 \

i N N
HO— ?/\0 NS

Rys. 2. Fosfonian treozylowy nukleozydu adeniny (PMDTA) [5]

7 przedstawionych informacji, jak réwniez coraz liczniejszych publi-
kacji zamieszczonych w poczytnych periodykach naukowych, wynika, ze
tematyka ta jest aktualna i bardzo interesujaca, dlatego postanowiliSmy
wlaczy¢ sie w nurt tych badan.

1.1. Konformacja pierscienia furanozowego

Pierscien THF (tetrahydrofuranu) moze wystepowaé¢ w dwéch od-
mianach konformacyjnych — kopertowej i skreconej. Jesli pierScien THF
nie jest podstawiony zadnymi grupami, mozemy wyrdznié¢ pieé¢ nieiden-
tycznych konformacji kopertowych oraz pie¢ nieidentycznych konformacji
skreconych. Wprowadzenia do pierécienia furanozowego jednego lub wie-
cej podstawnikéw skutkuje podwojeniem liczby mozliwych konformacji.
Mozemy wiec wtedy wyrézni¢ 10 konformacji kopertowych 1 10 konfor-
macji skreconych. Opis wzajemnych przemian konformeréw furanozy
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przedstawiony zostal w postaci kola pseudorotacji (rys. 3). Nazwe kon-
formeru tworzy sie w spos6b nastepujacy: do symbolu okre§lajacego typ
konformacji (E, T) dopisuje sie indeksy cyfrowe wskazujace, ktory(e)
z atoméw znajduje(ja) sie poza plaszczyzna pierscienia [6].

Rys. 3. Koto pseudorotacji pier§cienia furanozowego

Konformacje pierScienia furanoidowego opisuje sie za pomocg dwoch
parametréw:

1) kata fazowego pseudorotacji (P),

2) amplitudy pseudorotacji (maksymalny kat torsyjny) (@m).

Aby wyznaczyé wartosci kata fazowego pseudorotacji, mozna skorzy-
staé¢ z nastepujacego rownania [7]:

(05 +9,) — (9, +95)]
[2¢,(sin36° + sin 72°)]

tan P =

katy @o, @1, @2, ®3, @4, @5 sa endocyklicznymi katami torsyjnymi pierscie-
nia THF (rys. 4).
Maksymalny kat torsyjny mozemy obliczy¢ z nastepujacego réwnania [7]:

__ %o
cos P

m
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Rys. 4. PierScien THF 1 jego katy torsyjne

Wartoé¢ fazowego kata pseudorotacji zawiera sie w przedziale wartosci
od 0 do 360°. W wypadku katéw odpowiadajacych wartoéci 0° 1 360° mamy
do czynienia z ta sama konformacja. Warto§¢é maksymalnego kata torsyjne-
go jest réwna promieniowi kota. Na §rodku okregu warto$é @m» wynosi 0°
(pierécien pltaski).

Konformacja ma bardzo duzy wplyw na wlasciwosci fizyczne, biolo-
giczne 1 chemiczne zwiazkéw chemicznych. W systemach biologicznych
konformacja przyjmowana przez biatka i DNA ma decydujacy wplyw na
aktywnoé¢ biologiczna. Niewielkie przypadkowe bledy konformacji DNA
1 bialek prowadza czesto do wielu choréb genetycznych.

2. Cel badan i realizacja

Strategicznym celem pracy jest zbadanie dopasowania struktu-
ralnego nici TNA do komplementarnej nici DNA i RNA na podstawie
metod obliczeniowych. Pierwszym etapem realizacji gtéwnego celu jest
przeprowadzenie pelnej analizy konformacyjnej szeéciu struktur budul-
cowych nici TNA (rys. 4). Monomeryczne uklady (cukier, zasada) rowniez
moga wykazywaé aktywno§é biologiczng, dlatego struktury te beda cen-
nym obiektem moich poczatkowych badan. Elementy budulcowe nici
TNA sa zwiazkami charakteryzujacymi sie znaczna swoboda konforma-
cyjna, obejmujaca zaré6wno ruchy wewnetrzne pierécienia furanozowego
(pseudorotacja), jak 1 rézne polozenia przestrzenne podstawnikéw dola-
czonych do tego pierScienia. Punktem wyjScia do realizacji zalozonego
celu bedzie zbudowanie czterech pierécieni furanozowych, rézniacych sie
miedzy soba wartoécia kata pseudorotacji (o 90°). Ze wstepnych badan
wiem, ze takie podejscie jest w zupelnoséci wystarczajace. Wybér jedynie
czterech konformacji sposréd mozliwych 20 zapewnia peten obraz prefe-
rencji konformacyjnych pierécienia THF badanych struktur.
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Do tak przygotowanych struktur bazowych zostana dolaczone odpo-
wiednie podstawniki. Nastepnie struktury te zostana poddane optymali-
zacjl w celu znalezienia formy pierScienia o najnizszej energii. Dla kazdej
z form przeprowadzona zostanie analiza konformacyjna, uwzgledniajaca
potozenie przestrzenne grup wzgledem pierScienia. Istotne jest, aby
sprawdzi¢, jakie konformacje przyjmuje pierscien treofuranozy i jakie jest
preferowane przestrzenne rozmieszczenia grup wokoél pierécienia treozy.

o) B o B
B = Adenina
OH OH Cytozyna
Uracyl
OH Guanina
O—P—OH
OH
i i
HO—P HO—FP
™ i ™o o |
on ° OH [~
i
OH O—T—OH
OH
I
CH,0—FP CH,0—P
3 [N o B TS B
OH |~ OCH, [ ©
O—P—0CH, O—P—0CH,
OH OCH,

Rys. 5. Modelowe struktury pochodnych podjednostek TNA

Wstepne obliczenia pokazaly sklonnosé ukladéw do tworzenia we-
wnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych. Obecnoéé tych wiazan w znacz-
nym stopniu wplywala na konformacje pierscienia THF, jak i1 na orientacje
przestrzenna, grup dolaczonych do pierScienia (zasada, grupy hydroksy-
lowe 1 reszty fosforanowe). PostanowiliSmy zbadaé¢ réwniez uktady, w kto-
rych tworzenie tego typu wiazan nie jest mozliwe. W tym celu dwie struk-
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tury zostaly zmodyfikowane poprzez dolaczenie do czasteczki dwéch lub
czterech grup metylowych. Dodatkowo atom wegla grup —OCHs imituje
wegle kolejnych podjednostek cukrowych w niciach.

Nastepnym krokiem bedzie utworzenie 1 optymalizacja struktur za-
wierajacych zasade nici TNA oraz komplementarna zasade nici TNA,
DNA 1 RNA. Dla przyktadu zaprezentowano uktad, ktéry znajduje sie
ponizej.
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Rys. 6. Fragment nici TNA o orientacji antyréwnoleglej z zasadami komplementarnymi
guanina i cytozyna

Ostatni etap to zbadanie dopasowania struktur nici macierzystej zto-
zonej z dwéch par zasad do nici komplementarne;j.

3. Metodyka badan

Program Molden wykorzystano do przygotowania zadanych struk-
tur TNA [8]. Struktury poddam optymalizacji z wykorzystaniem funkcjo-
nalu B3LYP [9] i dwéch baz: 6-31+G** oraz 6-311++G**. Funkcjonatl



148 J. Bednarko, J. Wielitiska, B. Liberek, A. Nowacki

B3LYP jest funkcjonatem bardzo popularnym, o szerokim spektrum wy-
korzystania w obliczeniach wiekszosci uktadow, w szczegdblnosci czaste-
czek organicznych. Obliczenia przeprowadzono w fazie gazowej, uzywajac
programu Gaussian 03.

Po przeprowadzeniu optymalizacji geometrii badanych struktur w fazie
gazowe] uzyskano energie calkowita FEi: badanego uktadu. W celu otrzy-
mania ZPE (warto$ci energii punktu zerowego) oraz F(o-298 (termicznej
poprawki do energii) przeprowadzono analize termochemiczna, oparta na
przyblizeniu harmonicznym. Wynikiem sumy energii catkowitej Ei: oraz
energii punktu zerowego ZPE jest skorygowana o warto$¢ energii punktu
zerowego energia Fo. WartoSci entalpii obliczono na podstawie réwnania:
H29s = Eo9s + RT, gdzie: E29s to suma energii elektronowej 1 termicznej
poprawki energii (Ko + E-298). Na podstawie rownania: Gees = H29s — T'S298
obliczono warto§¢é energii swobodnej Gibbsa (suma termicznej energii
swobodnej 1 energii elektronowej).

4. Spodziewane wyniki

W rezultacie poczatkowych obliczen dla struktur budulcowych
TNA, zawierajacych rézne podstawniki, bedzie mozna wskaza¢ prefero-
wane konformacje pierScienia cukrowego. Zestaw struktur o najkorzyst-
niejszych ulozeniach pierScienia cukrowego i1 dotaczonych grup bedzie
mozna wykorzystaé na kolejnych etapach badan do okreglenia preferowa-
nego ulozeniami nici macierzystej w stosunku do nici komplementarnej.
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Hasta do zapamietania: HPLC, witaminy rozpuszczalne w ttuszczach, wi-
tamina A, witamina D, witamina E, grzyby

Wykaz skrétéw:

BHT - butylohydroksytoluen (2,6-bis(1,1-dimetyloetylo)-4-metylofenol)
HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa

LDL - lipoproteiny niskiej gestosci

TFA  — kwas trifluorooctowy

1. Wstep

W ostatnich latach wzrasta é§wiadomo$¢ spoteczenstwa wartosci
zdrowotnych 1 odzywczych grzybéw. Jednak wciaz wiekszo$é oséb spozy-
wa je jedynie dla ich waloréw smakowych, bedac nieSwiadomymi, jakie
korzysci moga przynie§¢ ich zdrowiu. W niektérych starozytnych kultu-
rach (Grecja, Egipt) grzyby byly uwazane za pokarm bogéw, zbyt cenny
dla zwyklych $émiertelnikéw. W kulturze Chin, Japonii czy Malezji nato-
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miast uzywane byly czesciej w medycynie ludowej niz jako produkty spo-
zywceze [1]. W wielu placéwkach panstwowych 1 prywatnych instytutach
badawczych na calym éwiecie prowadzone sa obecnie badania nad sktla-
dem chemicznym grzybdéw, ich wlasciwos§ciami odzywczymi 1 prozdrowot-
nymi. Wzrost wiedzy na temat wplywu skladnikéw pokarmowych grzy-
bow jadalnych na fizjologie organizmu czlowieka pozwala na okreslenie
ich mianem zywnoéci funkcjonalnej [2—4].

2. Sktad chemiczny grzybow

Grzyby skladaja sie gléwnie z wody (ok. 90%) 1 suchej masy, kto-
ra waha sie w zalezno$ci od gatunku w granicach 6-14%. Ze wzgledu na
duza zawarto$é wody warto$§é energetyczna grzybow jest niska 1 oscyluje
w granicach 34—70 kcal/100 g §wiezego produktu. Gléwnymi sktadnikami
pokarmowymi wystepujacymi w czes$ciach jadalnych grzybow sa: weglo-
wodany, biatka, tluszcze (w tym nienasycone kwasy tluszczowe), witami-
ny 1 mineraly [1, 3-5].

Zakres zawartoéci bialek w suchej masie owocnika jest szeroki, plasu-
je sie w granicach 16,5-59% 1 zalezy od gatunku [5]. Bialka zawarte
w grzybach sa wysoce przyswajalne, a w ich sklad wchodza wszystkie
aminokwasy egzogenne [3].

Weglowodany sa dominujacym skladnikiem suchej masy owocnikéw
grzybéw. Ich zawarto$é¢ dochodzi do 74,3% dla maslaka ziarnistego (Suil-
lus granulatus). Obecnos$é chityny w $cianach komoérkowych grzybow,
ktérej ludzki organizm nie trawi, zmniejsza dostep do innych skladnikéw
pokarmowych [3, 5].

W sktad grzybéw, jak wspomniano, wchodzg ttuszcze. Ich zawartosé
jest mniejsza niz w przypadku biatek czy weglowodanéw 1 wynosi 2—6%
suchej masy, w zaleznos$ci od gatunku. W sklad tluszczéw spotykanych
w grzybach wchodza kwasy ttuszczowe, glicerydy, sterole i fosfolipidy
[1, 3, 5].

Grzyby sa bogatym Zrédlem sktadnikéw mineralnych, stanowiacych
56-70% popiotu. Zawartoé¢ sktadnikéw mineralnych rézni sie nie tylko
miedzy gatunkami grzybdéw, ale rowniez rozklada sie nieréwnomiernie
w poszczegllnych czeéciach owocnikéw 1 zalezy od poziomu zawartoSci
pierwiastka w glebie [1, 5]. Gléwnymi skladnikami mineralnymi ozna-
czonymi w grzybach sa: séd (Na), potas (K), wapn (Ca), magnez (Mg),
fosfor (P) 1 siarka (S). Dodatkowo pierwiastki wystepujace w ilo$ciach
§ladowych to: Ag, Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb,
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Rb, Sb, Se, Sr, T1, V, Zn [6, 7]. Niektore z nich to metale ciezkie, ktore
grzyby dzieki enzymom, gléwnie oksydoreduktazom, pobieraja z gleby
1 magazynuja w owocnikach [1].

3. Witaminy w grzybach

W ostatnich latach pojawia sie wiele nowych badan dotyczacych
zawarto$ci witamin w grzybach, jednak dane dotychczasowo publikowane
wciaz sg niekompletne [4]. Owocniki grzyboéw sa zrédlem wszystkich wi-
tamin z grupy B, w szczegdélnosci kwasu foliowego, ryboflawiny 1 niacyny,
dodatkowo kwasu askorbinowego, witaminy K i D, retinolu oraz tokofero-
Iu [8]. Witaminy sa zwigzkami chemicznymi, w wiekszo$ci niestabilnymi
pod wplywem dzialania podwyzszonej temperatury, Swiatla czy tlenu
z powietrza [9]. Najwiece] wartoSci odzywezych znajduje sie w grzybach
S§wiezych, dlatego zalecane jest ich spozywanie wkroétce po zebraniu [10].

3.1. Witamina D

Niedobér witaminy D stanowi ogdlnospoleczny problem dotyka-
jacy nie tylko osoby zamieszkujace czesci globu z nieduzym rocznym do-
stepem do promieni stonecznych [11]. Wérdd pacjentéw badanych w szpi-
talach az 57% przebadanych cierpi na niedobér witaminy D, a 27% ma
znaczace jej braki [12]. Zapotrzebowanie na witamine D wynosi 5 pg/d
dla oséb dorostych i1 10 pg/d dla oséb starszych, dzieci ponizej 3. roku zy-
cia 1 kobiet w cigzy. W przeciagu ostatniej dekady prowadzone sa badania
nad wplywem ergokalcyferolu i cholekalcyferolu na optymalne zdrowie
czlowieka [11]. Zawarto$é witaminy D w grzybach zalezy gltéwnie od do-
stepu promieni stonecznych do rosnacych osobnikéw [10]. Najnowsze ba-
dania prowadzone na grzybach uprawnych dowodza wzrostu zawartosci
witaminy D2 (rys. 1A) po naSwietlaniu zebranych okazéw promieniowa-
niem UV-C o dlugoséci fali 254 nm. Promieniowanie UV-A o dlugoéci fali
366 nm nie ma juz tak duzego wplywu na zawarto§é¢ ergokalcyferolu.
Naswietlanie promieniowaniem UV-C trwajace 2 h prowadzi do wzrostu
zawarto§ci witaminy Dz u Agaricus bisporus z 1,65 pg/g s.m. do 14,03
pg/g s.m. [13]. Badania Mattila na dwéch gatunkach grzybéw, pieprznika
jadalnego (Cantharellus cibarius) 1 trabkowego (Cantharellus tubaefor-
mis), dotyczace wplywu gotowania 1 mrozenia na zawarto$¢ ergokarcyfe-
rolu wykazuja nieznaczny wplyw obu proceséw na zawarto$¢ witaminy
D2, ktorej ubytek wynosit 11,7 pg D2/100 g s.m. 1 1,9 pg D2/100 g s.m. od-
powiednio dla pieprznika jadalnego i trabkowego [14].
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now™ 3-dehydroretinol
CHy

Rys. 1. A. Wz6r strukturalny ergokalcyferolu. B. Wzory strukturalne witamin z grupy A

3.2. Witamina A

W sklad witamin z grupy A (rys. 1B) wchodza zwiazki chemiczne
rozpuszczalne w tluszczach, zwane retinoidami [12]. Mozna je znalezé
w produktach pochodzenia zwierzecego, zoéttkach jaj, miesie, rybach
1 grzybach [3, 12]. Odpowiedni poziom retinoli jest niezbedny do prawi-
dlowych podziatéw komoérkowych, syntezy hormonéw steroidowych, wia-
§ciwego stanu nabtonka (réznicowanie, wzrost, rogowacenie), dziala tez
przeciwnowotworowo [12, 15]. Niedobér witaminy A prowadzi do ostabie-
nia ukladu immunologicznego, z czym wiaze sie wzrost podatno$ci na
infekcje 1 zwiekszona $miertelno§¢ u oséb chorych [16]. Hipowitamino-
za A przyczynia sie do kseroftalmi, élepoty zmierzchowej i keratomolacji
[12, 15]. Informacje na temat zawartos$ci witaminy A w grzybach sa nie-
petne. Jedyne dostepne dane dotycza pieprznika jadalnego (Cantharellus
cibarius), w ktérym oznaczona zawarto$¢ retinoli wynosita 0,217 mg/100 g
czesci jadalnej [3].

3.3. Witamina E

Tokoferole 1 tokotrienole (rys. 2) wykazuja silne wlasciwoséci anty-
oksydacyjne, chroniac przed wplywem wolnych rodnikéw [12, 17]. Zapo-
biegaja utlenianiu lipidowych blon komoérkowych i lipoprotein niskiej
gestosci (LDL) [12, 18]. Obecnoé¢ witaminy E w grzybach, jak w przypad-
ku witaminy A, jest nie do konca poznana. Z dostepnych danych wynika, ze



Oznaczanie witamin rozpuszczalnych w ttuszczach zawartych w grzybach 155

Ry

tokoferole

R, R, CH; CH; H H

tokotrienole

Rys. 2. Wzory strukturalne tokoferoli i tokotrienoli

zawarto$é te] witaminy w grzybach w poréwnaniu z warzywami i olejami
roélinnymi jest nieznaczna i1 wynosi 0,6 mg/100 g czeéci jadalnej dla bo-
rowika szlachetnego (B. edulis) i 0,1 mg/100 g czeéci jadalnej dla pieprz-
nika jadalnego (C. cibarius) [3].

4. Oznaczanie witamin w grzybach
przy uzyciu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC)

Oznaczanie ilo$ciowe witamin sprawia wiele trudnosci ze wzgle-
du na ich niestabilnoéé pod wptywem czynnikéw fizykochemicznych, jak
réwniez zawarto$¢ niewielkich ilo$ci analitéw w badanych prébkach.
Grzyby stanowia skomplikowana matryce, dodatkowo witaminy w nich
zawarte wystepuja gtéwnie w postaci zwigzanej. W celu wydzielenia wi-
tamin rozpuszczalnych w tluszczach z prébki przeprowadzone bedzie
zmydlenie 1 ekstrakcja w réznych warunkach (tab.).

Oznaczenie wyekstrachowanych analitéw przeprowadzone bedzie
przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja spektro-
fotometryczna (UV/VIS) w odwréconym uktadzie faz, z zastosowaniem
kolumny RP-C18. Przetestowane zostana trzy rodzaje fazy ruchome;j:
metanol, uktad woda (z dodatkiem kwasu trifluorooctowego — TFA) oraz me-
tanol lub woda (z dodatkiem TFA) i acetonitryl. W wypadku dwoch ostat-
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Tabela. Proponowane warunki zmydlania i ekstrakcji wykorzystywane przy oznaczaniu
witamin rozpuszczalnych w ttuszczach zawartych w grzybach

Zmydlanie Ekstrakcja Litera-

tura

8 g zhomogenizowanej prébki grzyba,

100 cm3 etanolu, 1 g askorbinianu sodu, | n-heksan 3 x 100 c¢cm3, przemywanie [19]

0,04 g siarczku sodu, 12 g KOH, 50 cm3 | wodg 4 x 100 cm3

wody, 80°C przez 30 min

12 g zhomogenizowanej probki grzyba,

30 cm3 etanolu, 30 cm3 metanolu, 0,1 g| Eter dietylowy 2 x 100 cm3, przemywa- [19]

kwasu askorbinowego, 30 cm3 50% KOH, | nie wodg 4 x 50 cm3

100°C przez 30 min

8 g zhomogenizowanej probki grzyba, | Mieszanina eteru naftowego i dietylo-

100 cm3 etanolu, 1 g kwasu askorbino- | wego (1:1), 2 x 200 cm3, przemywanie| [19]

wego, 50 cm3 50% KOH, 20°C przez 2 h |wodg 4 x 50 cm3

24 g zhomogenizowane] probki grzyba,

90 cm3 etanolu, 0,5 g askorbinianu | Eter dietylowy 1 x 150 cm3, 3 x 75 cm3, [19]

sodu, 30 cm3 60% KOH, 100°C przez|przemywanie wodg 4 x 200 cm3

45 min pod chtodnica zwrotna,

0,2-2 g zhomogenizowanej probki grzy- n-heksan 100 cm?, 60 cm?, 40 cmd,

ba, 50 cm3 metanolu, 0,03 g BHT, rzemywanie woda 4 x 100 ems [20]

50 cm3 30% KOH, 70°C przez 40 min p W woda

10 g zhomogenizowanej pI‘Obkll grzyba, Eter dietylowy 50 em?, 30 cm?, 20 em?,

70 cm3 etanolu, 1 kwasu askorbinowego, rzemywanie woda 2 x 200 cm? [20]

30 cm3 50% KOH, 50°C przez 40 min p y &

nich sprawdzone beda rézne stosunki objetosciowe eluentéw. Detekcja spek-
trofotometryczna przeprowadzona bedzie przy dlugosci fali dla witaminy
A A=325 nm, witaminy D3 A =254/265 nm 1 witaminy E A =280/290 nm.
Analiza iloSciowa witamin zawartych w badanych prébkach wybranych
gatunkéw grzybow przeprowadzona bedzie przy uzyciu metody wzorca
wewnetrznego [19-21].

5. Perspektywy

Wiele placowek naukowych prowadzi obecnie badania dotyczace
iloéciowej 1 jakoSciowe) zawarto$ci witamin w réznych rodzajach grzybéw
jadalnych, jednak informacje na ten temat sg wcigz niepetne. Brakuje
réwniez informacji na temat procedur analiz witamin w grzybach [4, 8].
Celem niniejszych badan jest opracowanie powtarzalnej metodyki analizy
witamin A, D 1 E w prébkach grzybéw.
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NP — uktad faz normalnych

RP — uktad faz odwrdéconych

SSRiI — selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny
1. Wstep

Zwiazki farmaceutyczne to grupa substancji aktywnych biolo-
gicznie, o mniej lub bardziej zlozonej budowie chemicznej. Lek sktadajacy
sie z substancji czynnej 1 substancji pomocniczej, wprowadzony do ustroju
w §SciSle okresélonej dawce prowadzi do osiggniecia pozadanego efektu
terapeutycznego [1]. Cze$¢ leku jest metabolizowana przez organizm,
pozostala czeéé (10-90%) zostaje wydalana w postaci macierzystej lub
w postaci metabolitéw. Dynamiczny postep w dziedzinie nauk biologicz-
no-chemicznych spowodowat gwaltowny wzrost liczby nowych zwiazkow
leczniczych, a tym samym ilos¢ ich zazywania. Wcigz wzrastajaca dystry-
bucja i eksploatacja zwiazkéw farmaceutycznych spowodowata ich niekon-
trolowane przenikanie do §rodowiska naturalnego [2]. Jedno z pierwszych
badan na obecno$¢ farmaceutykow w probkach srodowiskowych przepro-
wadzono w 1976 r. w Stanach Zjednoczonych, w ktérym stwierdzono
obecno$é kwasu klofibrowego, leku regulujacego gospodarke lipidowa [3].
W kolejnych latach podobne badania wykonano w wielu innych krajach,
w tym takze europejskich, gdzie poddano analizie probki wéd, Sciekéw
1 gleb. W préobkach stwierdzono znaczne iloSci kliku grup lekéw, przede
wszystkim byly to antybiotyki, hormony, niesteroidowe leki przeciwza-
palne, B-blokery oraz $rodki psychotropowe [4]. Gléwnym zZrédlem zanie-
czyszczen naturalnego érodowiska wodnego sa tradycyjne oczyszczalnie
$ciekéw, niemajace odpowiednio przystosowanych systeméw oczyszczania
dla tego rodzaju zwiagzkéw. Zwiazki farmaceutyczne trafiajace do kanaliza-
¢ji pochodza, gtéwnie z gospodarstw domowych, szpitali 1 hodowli zwierzat.
Po procesach oczyszczania $cieki zawierajace zwiazki farmaceutyczne
trafiaja bezposrednio do wéd powierzchniowych. Pomimo ze zwiazki te
wystepuja w iloéciach éladowych, ze wzgledu na ich wysoka aktywnosé
biologiczna moga stanowié zagrozenie dla organizméw wodnych. Dodat-
kowo wysoka stabilno$é, jaka wykazuja w Srodowisku wodnym, powoduje,
ze sg dlugotrwale w nim utrzymywane, czesto prowadzac do bioakumula-
¢ji. Ten fakt poérednio wplywa rowniez na zagrozenie dla zdrowia 1 zycia
cztowieka. Na dzien dzisiejszy trudno z cala pewnoScig stwierdzié, jakie
nastepstwa niesie z sobg, obecno$é farmaceutykéw w $rodowisku. Aktual-
nie wiadomo, ze zwiazki hormonalne z grupy estrogenéw sa przyczyna za-
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Tabela. Zwigzki farmaceutyczne najczesciej oznaczane w probkach waéd 1 éciekow [4, 6, 7]

Rodzaj Grupa Substancja aktywna

estradiol, etyloestradiol, estrol,

Leki hormonalne estrogeny estron

ibuprofen, naproksen, paraceta-
mol, diklofenak, ketoprofen, kwas
acetylosalicylowy

Leki przeciwb6lowe | niesteroidowe leki przeciwza-
1 przeciwzapalne palne

selektywne inhibitory wychwy-

Leki psychotropowe tu zwrotnego serotoniny

fluoksetyna, citalopram, setralina

ampicylina, amoksycylina, oksa-

B-laktamy cyklina, cefalosporyny
. tetracyklina, oksytetracyklina,
tetracykliny doksycyklina
Antybiotyki fluorochinolony norfloksacyna, ciprofloksacyna,
ofloksacyna, pefloksacyna
sulfonoamid sulfaguanidyna, sulfafurazol,
y sulfacetamid, sulfakarbamid
makrolidy erytromycyna
Leki nasercowe B-blokery metoprolol, atenolol, propranolol
Lelki praeciw- pochodne dibenzoazepiny karbamazepina

padaczkowe

burzen funkecji rozrodezych wielu gatunkéw ryb [4], natomiast szeroko
stosowane w lecznictwie 1 weterynarii antybiotyki powoduja wzrost leko-
odpornoéci bakterii chorobotwérczych, co moze doprowadzié do nieodwra-
calnych zmian w §rodowisku wodnym [5].

2. Metody oznaczania zwigzkéw farmaceutycznych
w prébkach wéd srodowiskowych

Zwiazki farmaceutyczne to grupa substancji o bardzo zrdznico-
wanym charakterze chemicznym. Dostosowanie odpowiednio selektywnej
1 czulej procedury analitycznej umozliwiajacej oznaczenie szerszego spek-
trum substancji jest trudnym i diugotrwalym procesem. Bardzo niski
poziom stezen oraz zlozono$§é matrycy, jakimi sq woda $rodowiskowa czy
$cieki, stanowi dodatkowe utrudnienie. W analizie wod wykorzystuje sie
gléwnie techniki chromatograficzne w potaczeniu z ré6znymi metodami
ekstrakeji. Pierwszym 1 bardzo istotnym etapem analitycznym jest proce-
dura przygotowania prébki obejmujaca wydzielanie, oczyszczenie 1 wzbo-
gacenie pozadanych analitow. Kolejnym krokiem jest dobranie odpo-
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wiedniej metodyki analitycznej, jej optymalizacji oraz sposobu detekcji.
W analizie zwiazkéw farmaceutycznych gléwnie wykorzystuje sie dwa
rodzaje chromatografii: chromatografie gazowa (GC) i chromatografie
cieczowg, (LC) [6]. Wiekszos$é¢ farmaceutykéw ulega rozkladowi w warun-
kach wysokotemperaturowych, z tego powodu zastosowanie chromatogra-
fii gazowe) jest mozliwe dopiero po przeprowadzeniu derywatyzacji,
w wyniku ktorej uzyskane pochodne wykazuja stabilno$é¢ w warunkach
prowadzonej analizy. Otrzymane wyniki czesto obarczone sa dodatko-
wym btedem wynikajacym z wydajno$ci reakcji chemicznej otrzymywania
derywatow. W chromatografii cieczowej derywatyzacja jest rzadko stoso-
wana, niekiedy wykorzystuje sie ja w celu poprawienia selektywnos$ci
1 czulo$ci metody lub w wypadku analizy zwiazkéw niemajacych wlasci-
woécl umozliwiajacych detekcje [8].

3. Zastosowanie chromatografii cieczowej
w analizie zwigzkéw farmaceutycznych

W chromatografii cieczowej mechanizm rozdzialu analitéw jest
uwarunkowany rodzajem zastosowanych faz tworzacych uktad chroma-
tograficzny, gléwnie opierajacych sie na oddzialywaniach o charakterze
adsorpcyjnym (NP, RP) lub jonowymiennych (IC, IEC). Stosunkowo nowy
rodzaj chromatografii — chromatografia oddzialywan hydrofilowych (HILIC)
wykorzystuje cechy posrednie pomiedzy NPLC, RPLC i IC. Podobnie jak
w NP w HILIC faze stacjonarna stanowi hydrofilowe zloze, ktérym moze
by¢ zel krzemionkowy, zel krzemionkowy modyfikowany grupami hy-
droksylowymi, aminowymi, amidowymi, cyjanowymi lub hydrofilowy
sorbent polimerowy. Faza ruchomg jest mieszanina polarnych rozpusz-
czalnikow organicznych ze znacznie mniejsza iloScia wody lub wodnego
roztworu buforowego. Wzrost zawartoéci wody w eluencie powoduje
wzrost sity elucyjnej fazy ruchomej. Rozdzial zachodzi pomiedzy cienka
warstwg, wody zaadsorbowanej 1 unieruchomionej na fazie stacjonarnej
a polarnym rozpuszczalnikiem organicznym fazy ruchomej. W warun-
kach wzglednie wysokich zawarto$ci wody mechanizm rozdziatu opiera
sie gléwnie na oddzialywaniach hydrofilowych, o charakterze podziato-
wo-adsorpcyjnym. Dodatkowy wplyw na efekt rozdziatu maja takze od-
dziatywania adsorpcyjne i jonowymienne pomiedzy analitami a faza
stacjonarna. Wplyw poszczegblnych oddziatywan zalezy od sktadu fazy
ruchomej, rodzaju fazy stacjonarnej i charakteru analitéw [9-12]. Tech-
nika HILIC jest metoda umozliwiajaca rozdzial zwiazkéw o charakterze
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hydrofilowym, §rednio hydrofobowym, zwiazkéw jonowych 1 niejonowych.
Wiele z tych wlaéciwos$ci pozwala na wytypowanie tej metody, jako prefe-
rencyjnej do oznaczania zwiazkéw farmaceutycznych [8].

4. Dwuwymiarowa chromatografia cieczowa (2DLC)
w analizie zwigzkéw farmaceutycznych

Woda Srodowiskowa zawiera pelne spektrum réznorodnych sub-
stancji rézniacych sie powinowactwem, wielko$cia czasteczek, charakte-
rem jonowym, zaréwno tych bedacych celem badan, jak i pozostalych,
mogacych wptywaé na forme ich wystepowania. Farmaceutyki dziela sie
gléwnie na zwigzki hydrofilowe, hydrofilowe w postaci jonowej oraz hy-
drofobowe. Jednoetapowa analiza z wykorzystaniem jednej z technik LC
nie jest w pelni wystarczajaca do uzyskania pelnego rozdzialu mieszani-
ny o zréznicowanym skladzie. Do rozdziatu prébek zawierajacych zwiazki
farmaceutyczne o odmiennych wlasciwo$ciach stosuje sie chromatografie
wielowymiarowa (MDLC). Chromatografia wielowymiarowa taczy co
najmniej dwie techniki rozdzialu w jednoetapowej analizie [13]. MDLC
w zalezno$ci od mozliwos$ci aparaturowych, rodzaju uzytych ukladéw oraz
sktadu probki umozliwia prowadzenie analizy przy wielu zmiennych,
takich jak: tryb przeptywu probki, liczba, rodzaj, rozmieszczenie ukta-
déw, kierunek przeplywu eluatu oraz liczba, rodzaj i rozmieszczenie de-
tektoréw (rys. 1). Przeplyw probki pomiedzy ukladami moze odbywacé sie
w trybie on-line lub off-line. W trybie on-line probka stale przebywa
w systemie chromatograficznym, a jej przemieszczanie sie pomiedzy
ukladami zachodzi automatycznie, natomiast w trybie off-line prébka po
pierwszym rozdziale jest manualnie odbierana i wprowadzana do kolej-
nego. Kluczowym elementem tej techniki jest prawidlowo zaplanowany
rozktad ukladéw oraz kierunki i czasy przeplywu fazy ruchomej. Kolej-
no$é¢ ukladéw musi umozliwiaé zmiane sktadu fazy ruchomej wymagane;j
do rozdzialu w kolejnych wymiarach. Anality po opuszczeniu pierwszego
wymiaru moga by¢ kierowane bezposrednio do kolejnego uktadu lub de-
tektora, zatrzymywane w petli, ponownie zawracane do ukltadu lub usu-
wane do Sciekéw. W zaleznoéci od liczby ukladéw i stopnia zlozonoSci
prébki, manewrujac kierunkiem przeptywu odpowiednich frakeji, istnieje
mozliwoé¢ zoptymalizowania metody dajacej oczekiwany rezultat.

Metoda oznaczenia réznych klas farmaceutykéw musi byé¢ wysoce se-
lektywna. Prowadzone badania ciagle zmierzaja do opracowania techniki
niewymagajacej zastosowania skomplikowanej i1 drogiej aparatury. De-
tekcja przy uzyciu spektroskopii mas (MS) jest metoda umozliwiajaca ozna-
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. Kierunek Liczba, rodzaj,
Tryb Wymiarowos¢ Kut?(lieajcr;g\?vc przeptywu kolejnos¢
eluatu detektorow
( ) ( ) ( ) Bezposrednio
do kolejnego UVv-vIS
uktadu
on-line 2D HILIC-RP
Zatrzymanie
w petli MS
\. y, \. J \. J
( ) ( ) ( ) Zwrotny
przeptyw na FLD
kolumne
off-line MD RP-HILIC
Bezposrednio
do dgtgktqra ECD
L ) L ) L ) lub $ciekow

Rys. 1. Plan teoretyczny warunkéw prowadzenia wielowymiarowych analiz LC

czenia ilosciowe 1 jako$ciowe analitéw na bardzo niskim poziomie stezen,
jednak wysoki koszt aparatury oraz eksploatacji uniemozliwia powszech-
ne jej zastosowanie. W klasycznej chromatografii cieczowej wykorzysty-
wane sa najczesciej detektory UV-VIS o znacznie nizszej czuloéci, w kto-
rej jedynym potwierdzeniem jakoSciowym uzyskanych wynikéw jest
warto§¢ wspélczynnika retencji (kr) wzorca. Uzyskanie duzej liczby syg-
naléw o bardzo zblizonych wartoSciach kr moze uniemozliwié¢ jedno-
znaczng, interpretacje otrzymanych wynikéw. Zwiazki farmaceutyczne
nalezace do samej grupy lekéw czesto maja bardzo podobng strukture,
a ich wartoSci kr sa zblizone. Przeprowadzanie rozdzialéw na wieksze]
liczbie zt6z pozwala dostatecznie rozdzieli¢ i zidentyfikowaé obie substan-
cje. Jednoetapowa metoda oznaczania kilku grup farmaceutykéw moze
by¢ stosunkowo prosty uktad — on-line HILIC-RP-HPLC-UV-VIS. Dla
probek o niskich stezeniach analitéw w celu maksymalnego ograniczenia
bledéw najlepszym rozwigzaniem jest zastosowanie trybu on-line, ktory
eliminuje ewentualne straty zwiazane z procesem przenoszenia probki.
Wstepnego rozdziatu analitéw o wlasciwosciach hydrofobowych 1 hydrofi-
lowych dokonuje sie w uktadzie HILIC. Zwiazki silnie hydrofobowe prak-
tycznie nie oddzialywuja z kolumna chromatograficzna 1 sa wymywane
w czasie zblizonym do czasu martwego, pozostale zwiazki o charakterze
mniej lub bardziej hydrofilowym rozdzielajg, sie na ztozu. Eluat zawiera-
jacy anality silnie hydrofobowe kierowany jest do kolejnego ukladu — RP.
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ACN:H20 HILIC
90/10

H20

Rys. 2. Plan teoretyczny on-line HILIC-RP-HPLC-UV-VIS

PETLAZATRZYMANIA
ELUATU

Rys. 3. Plan teoretyczny HILIC-RP-HPLC z wykorzystaniem petli zatrzymania eluatu [17]

ACN/H20
95/10

SCIEKI

H20

Rys. 4. Plan teoretyczny HILIC-RP-HPLC-UV-VIS z wykorzystaniem zwrotnego przeptywu
eluatu na kolumne



166 E. Kirejezyk, P.P. Wieczorek

Faza ruchoma z wysoka zawarto$cig rozpuszczalnika organicznego z pierw-
szego wymiaru jest mieszana w ukladzie pomp z woda w celu uzyskania
odpowiedniego skladu do rozdziatu w RP. Zwigzki o mniej hydrofilowym
charakterze, ktore nie zostaly dostatecznie rozdzielone na kolumnie
HLIIC, sa kierowane do ponownego rozdzialu na kolumne RP, pozostate
po opuszczeniu detektora UV-VIS trafiaja do éciekéw [14—-20].

5. Zalety wykorzystania HILIC-RP-HPLC-UV-VIS
W oznaczaniu zwigzkéw farmaceutycznych
w prébkach wod i Sciekow

Zastosowanie dwuwymiarowe] chromatografii cieczowe] daje
mozliwo$§¢é wykorzystania dwéch technik rozdziatu analitéw podczas jed-
noetapowej analizy. Chromatografia oddzialywan hydrofilowych (HILIC),
opierajaca sie na oddzialywaniach hydrofilowych oraz jonowymiennych,
doskonale sprawdza sie w analizie zwiazkéw polarnych wystepujacych
w postaci obojetnej lub jonowej. Wysoka zawarto$é rozpuszcezalnika orga-
nicznego w fazie ruchomej umozliwia polaczenie jej z chromatografia
faz odwroéconych (RP) w trybie on-line poprzez zwiekszenie ilosci wody
w eluencie. Odpowiedni program przeplywu prébki i jej poszczegdlnych
frakeji umozliwia peten rozdzial analitow o zréznicowanym charakterze
fizykochemicznym podczas jednoetapowe] analizy. Zastosowanie trybu
on-line zapobiega powstawaniu bledéw wynikajacych z ewentualnych
strat w trakcie przenoszenia probki miedzy ukladami, a takze pozwala
na zautomatyzowanie metody, skrécenie czasu analizy i zminimalizowa-
nie ingerencji analityka. Wykorzystanie spektroskopii UV-VIS sprawia,
ze opracowana metoda staje sie tatwo dostepna i moze znalezé zastoso-
wanie w tradycyjnych laboratoriach §rodowiskowych. Wada w poréwna-
niu do MS czy MS/MS sa wyzsze granice wykrywalnoéci (LOD) 1 ozna-
czalnoéci (LOQ), a takze brak pewnos$ci uzyskanych wynikéw dla prébek
o bardzo ztozonym sktadzie. W sytuacji, gdy liczba pikéw na chromato-
gramie jest zbyt wysoka, a ich wspélczynniki retencji sa bardzo zblizo-
ne, jednoznaczna interpretacja wynikow moze by¢ niemozliwa. WyjSciem
z tej sytuacji jest zrewalidowanie metody poprzez zmiane warunkow elu-
¢ji w taki sposéb, by odleglo$ci pomiedzy pikami staly sie wieksze, a syg-
natl pochodzacy od wzorca byl jednoznaczny. Podczas walidacji warto wy-
korzystaé¢ MS w celu potwierdzenia poprawnosci metody.
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6. Podsumowanie

Opracowanie 1 zwalidowanie jednoetapowej metody pozwalajace;j
na uzyskanie szybkiego, ogélnego stanu jakoSciowego i iloSciowego wod
srodowiskowych 1 $éciekéw pod katem zanieczyszczen farmaceutykami
przyczyniloby sie do mozliwoéci stalego kontrolowania ich zawartoéci
w $rodowisku naturalnym. Wykorzystanie chromatografii dwuwymiaro-
wej oparte] na dwoch technikach, takich jak HILIC 1 RP, umozliwia roz-
dzial analitéw o odmiennym powinowactwie. Wykorzystanie detektoréw
UV-VIS nie wymaga wielkich nakladéw finansowych, dzieki czemu
metoda staje sie latwo dostepna dla klasycznych laboratoriach érodo-
wiskowych. Technika on-line HILIC-RP-HPLC-UV-VIS mogtaby by¢ po-
wszechnie stosowana przez laboratoria Srodowiskowe w monitoringu wod
1 Sciekow.
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Wykaz skrétow:

EDCs — zwigzki endokrynne (Endocrine Disrupting Compounds)
PPCPs — farmaceutyki i produkty higieny osobistej
(Pharmaceuticals and Personal Care Products)
NOM — naturalna materia organiczna (Natural Organic Matter)
CE — elektroforeza kapilarna (Capillary Electrophoresis)
HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa
(High Performance Liquid Chromatography)
GC — chromatografia gazowa (Gas Chromatography)
MS — spektrometria mas (Mass Spectrometry)
DAD — detektor z matryca diodowa (Diode Array Detector)
ECD — detektor wychwytu elektronéw (Electron Capture Detector)
FID — detektor ptomieniowo-jonizacyjny
(Flame lonization Detector)
LLE — ekstrakcja ciecz-ciecz (Liquid-Liquid Extraction)
SPE — ekstrakcja do fazy statej (Solid-Phase Extraction)
MIPs — polimery z wdrukowanym $ladem czgsteczki
(Molecularly Imprinted Polymers)
SPME — mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej
(Solid-Phase Microextraction)
DLLME — dyspersyjna mikroekstrakcja w ukfadzie ciecz-ciecz

(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction)
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DLLME-SFO - dyspersyjna mikroekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz oparta
na zestaleniu kropli organicznego rozpuszczalnika
(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction Based
on Solidification of Floating Organic Drop)

SLM — immobilizowane membrany ciekte
(Supported Liquid Membranes)

MMLLE — ekstrakcja przy uzyciu mikroporowatych membran
w uktadzie ciecz-ciecz (Microporous Membrane
Liquid-Liquid Extraction)

LOD — limit detekgciji (Limit of Detection)

1. Wstep

W ostatnich latach ksenobiotyki staty sie jednym z gtéwnych te-
matéw badan w naukach przyrodniczych ze wzgledu na ich stale przedo-
stawanie sie do $rodowiska 1 potencjalnie szkodliwe skutki dla zdrowia
ludzkiego. Wiele z tych substancji powszechnie wystepuje w naszym oto-
czeniu oraz moze sie w nim utrzymywaé przez miesiace 1 lata [1]. Ich
absorpcja ze $rodowiska zewnetrznego do wewnetrznego moze zachodzié
poprzez oddychanie, skére oraz spozywanie skazonej zywnosci [2]. Do
s§rodowiska zewnetrznego natomiast wnikaja gltéwnie poprzez $cieki ko-
munalne, rolnicze i1 przemystowe, a stamtad przedostaja sie do wod po-
wierzchniowych 1 gruntowych [3]. Ponadto, wiekszoé¢ tych zwigzkdéw nie
podlega programom rutynowego monitorowania, tak wiec ich analiza
oraz badania toksyczno$ci moga by¢ wykorzystane do przysztych regulacji
prawnych, a tym samym przyczynié sie do ochrony érodowiska i ludzi [5].

Pojecie ksenobiotyku celnie okreS§la nazwa powstala z potaczenia
dwoch greckich stéw xenos — obey 1 bios — zycie, tak wiec ksenobiotyki sa
definiowane jako zwiazki chemiczne obce dla organizméw zywych [4].
Mozna je zaliczyé¢ do kilku grup w zaleznoéci od ich Zrédia pochodzenia
oraz zastosowania, takich jak np. farmaceutyki, dodatki do zywnoSci,
agrochemikalia, kosmetyki, przemystowe S§rodki chemiczne, chemikalia
gospodarstwa domowego 1 wiele innych [5].

Duza grupa ksenobiotykéw to zwigzki endokrynne (EDCs), dlatego
czesto sa okreslane jako ksenoestrogeny. Wykazujac podobienstwo do
naturalnych estrogenéw, moga ingerowac¢ w synteze hormonéw endogen-
nych, prowadzi¢ do zaburzen funkcjonowania ukladu dokrewnego 1 im-
munologicznego oraz sprzyjaé¢ rozwojowi niektorych typéw nowotwordw.
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Wéréd nich wyrdézniamy m.in. polichlorowane bifenyle, ftalany, bisfenol A,
alkilofenole, dioksyny, pestycydy chloroorganiczne, leki, metale ciezkie,
filtry UV oraz wielopierécieniowe weglowodory aromatyczne [5].

Sposérdéd zanieczyszezen chemicznych istotna grupe stanowig farma-
ceutyki 1 produkty higieny osobistej (PPCPs). Grupa ta obejmuje tysigce
réznych zwiazkow chemicznych stosowanych w medycynie, weterynarii,
kosmetyce 1 farmaceutyce. Termin PPCPs odnosi sie do kazdej substan-
¢ji, ktora jest stosowana z powoddéw zdrowotnych 1 kosmetycznych. Sa to
m.in.: leki na recepte 1 bez recepty, nutraceutyki, leki weterynaryjne,
srodki zapachowe, filtry UV oraz r6znego rodzaju kosmetyki. W poréw-
naniu do pestycydéw 1 metali ciezkich niewiele uwagi po$wiecato sie ba-
daniu tej grupy zwigzkéw jako potencjalnych zanieczyszczeniach Srodo-
wiska. Zainteresowanie ta grupa rozpoczelo sie w latach 70. ubieglego
wieku, kiedy pojawily sie pierwsze prace dotyczace oznaczania pozostatoéci
leké6w w prébkach érodowiskowych przy niskich stezeniach na poziomie
ppb. Jednakze dopiero od niedawna temat przyciagnat znaczna uwage ze
wzgledu na ich wyrédzniajaca sie aktywnos$é biologiczna, wysoka rozpusz-
czalno$é, cze$ciowe metabolizowanie i1 biodegradowalno$é oraz wzrost
odpornoéci bakterii na niektére farmaceutyki. Aktualna literatura wy-
raznie wskazuje, ze istniejace technologie oczyszczania $ciek6w nie sa
w stanie poradzié¢ sobie z usunieciem wiekszoéci tych substancji, ich meta-
bolitéw oraz produktéw ubocznych. W zwiazku z tym tatwo docierajg one
do wéd érodowiskowych, a co najgorsze — do wody pitnej 1 zywnoéci [3, 6].

2. Metody przygotowania prébek
— izolacja, wzbogacanie i oczyszczanie

Prébki Srodowiskowe zawieraja w swoim skladzie substancje
interferujace zwane naturalng organiczna materia (NOM), takie jak np.:
substancje humusowe, barwniki, hormony ro§linne, tluszcze, biatka,
cukry 1 inne. Ponadto, wystepowanie wiekszoéci oznaczanych analitow
w bardzo niskich stezeniach i réznice we wlaéciwoéciach fizykochemicz-
nych utrudniajq ich bezpoérednig analize. Dlatego przygotowanie prébek
(ang. sample pretreatment) jest najwazniejszym etapem procedury anali-
tycznej (rys. 1). W duzej mierze decyduje o jakosci wynikéw analizy 1 jest
procesem czasochlonnym. Gléwnymi zatozeniami tego skomplikowanego
etapu sa: zmiana matrycy na mniej ztozona, izolacja analitéw, usuniecie
substancji przeszkadzajacych oraz wzbogacenie probki [2, 7].
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Pobieranie probki reprezentatywnej

A
Przygotowanie probki

Konserwacja, izolacja analitow, oczyszczanie,
wzbogacanie, frakcjonowanie, derywaty zacja

N4
Przechowywanie prébki

A4
Analiza jakoéciowa i ilosciowa

y
Potwierdzenie wynikéw

v
Obrébka danych

Rys. 1. Ogélny schemat procedury analitycznej

2.1. Techniki ekstrakcyjne

Ze wzgledu na tatwo$é uzycia 1 szerokie zastosowanie do najpo-
wszechniej stosowanych metod izolacji zwigzkéw organicznych z prébek
srodowiskowych zalicza sie techniki ekstrakcyjne. Ekstrakcja analitéw
jest bardzo waznym etapem przygotowania prébki, pozwalajacym na wy-
dzielenie pozadanych zwiazkdéw z probki pierwotnej 1 przeniesienie ich do
matrycy mniej ztozonej. Ponadto moze stanowié etap oczyszczania probki,
umozliwiajac identyfikacje substancji podczas oznaczenia koncowego.
Wybér odpowiedniej techniki zalezy od rodzaju analitow, interferentéw
oraz ich witadciwoséci fizykochemicznych. Na wydajnoéé ekstrakeji maja,
wplyw czynniki takie, jak rodzaj rozpuszczalnika, temperatura, czas eks-
trakeji oraz natura badanej prébki [8].

2.1.1. Klasyczne techniki ekstrakcyjne — LLE i SPE

Do metod znajdujacych szerokie zastosowanie w analizie kseno-
biotykéw naleza ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE) oraz ekstrakcja do fazy sta-
lej (SPE). Te klasyczne techniki sg zazwyczaj uzywane dla wiekszych
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objetoSci probek. Niestety tradycyjna, prosta i1 powszechnie stosowana
dla wielu grup zwiagzkéw organicznych ekstrakcja LLE ma kilka wad.
Jest to metoda czasochlonna, z ograniczong selektywno$cia w analizie
sladowej, wysokim kosztem 1 zuzyciem rozpuszczalnikow organicznych
oraz z mozliwoécia, do tworzenia emulsji [9].

7 tego powodu do wydzielania 1 wzbogacenia $ladowych ilo§ci zwigz-
kéw organicznych z probek ciektych lub roztworéw preferowana metoda
jest ekstrakcja do fazy stalej. Jej gléwna zaleta jest dostepno$é wielu
typéw sorbentéw umieszczonych w kolumienkach lub dyskach, ktére
w zalezno$ci od mechanizmu separacji dzielg sie na polarne, niepolarne
1 wymieniacze jonowe [8]. Ksenobiotyki o charakterze hydrofobowym mo-
ga by¢ latwo zatezone metoda SPE, stosujac dowolny sorbent w ukladzie
faz odwrdconych, taki jak np. zel krzemionkowy modyfikowany grupami
alkilowymi. Niestety wiekszo§¢ zwiazkow, w tym z grupy PPCPs, ma
wlasciwo$ci bardzo polarne. W tym wypadku preferowane sa jonowy-
mienne sorbenty polimerowe 1 materialy w trybie mieszanym. Jednym
z najczeéciej stosowanych sorbentéw do ekstrakeji pozostatoéci farmaceu-
tykow jest Oasis HLB (kopolimer diwinylobenzenu i winylopirolidonu),
wykazujacy réwnowage hydrofilowo-lipofilowa [6]. Coraz czeSciej do po-
prawy odzysku analitow polarnych stosowane sg selektywne sorbenty,
znane jako tzw. polimery z wdrukowanym $ladem czgsteczki (MIPs). Ich
dziatanie polega na rozpoznawaniu czasteczkowym, a materialy sorpcyj-
ne otrzymuje sie w stosunkowo prostym procesie polimeryzacji poprzez
utworzenie kompleksu czasteczki wzorca z grupami funkecyjnymi mono-
meréw. Technika SPE z wykorzystaniem MIPs znalazta zastosowanie
m.in. do izolacji i zatezenia alkilofenoli oraz réznego rodzaju farmaceuty-
kéw z probek wody, a takze pestycydéw fosforoorganicznych z prébek
zywnosci [2, 6].

2.1.2. Techniki mikroekstrakgciji

Aktualne badania dotyczace analizy §ladowej koncentruja sie na
miniaturyzacji, efektywno$ci, prostocie i1 przyjaznych dla Srodowiska
technikach ekstrakcyjnych, ktére doprowadzily do rozwoju metod mikro-
ekstrakcji. Metody te znajduja zastosowanie przede wszystkim do wy-
dzielania zwiazkéw organicznych z probek wodnych. Przyktadem technik
mikroekstrakeji, ktére daty dobre wyniki w oznaczeniu pozostatoéci kse-
nobiotykéw, np. z grupy pestycydow, sa dyspersyjna ekstrakcja ciecz-
-ciecz (DLLME) oraz mikroekstrakcja do fazy statej (SPME). Obydwie
metody maja wiele zalet. SPME jest technika prosta, bezrozpuszczalni-
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kowa, z krotkim czasem ekstrakc)i 1 desorpcji. Co wazne, umozliwia bez-
po$rednie polaczenie z chromatografem (w szczegdlnosci gazowym) 1 sto-
suje sie ja zaréwno do polarnych, jak i niepolarnych analitéw w szerokim
zakresie stezen. Niestety wada tej metody jest kruchos§é 1 tamliwo$é wio-
kien oraz wspélzawodnictwo w sorpcji analitéw. W technice DLLME
wykorzystuje sie mieszanine rozpuszczalnika o wysokiej gestosci (ekstra-
henta) oraz polarnego rozpuszczalnika mieszajacego sie z woda (dysper-
gatora), dlatego tez jej wydajno$é w duzej mierze zalezy od doboru odpo-
wiedniej mieszaniny rozpuszczalnikéw. Zaletami tej mikroekstrakeji sa
przede wszystkim: prostota operacji, szybko$é, niski koszt, duzy odzysk
oraz wysoki wspoétczynnik wzbogacenia. Dobér ekstrahenta oraz mikroli-
trowe objetosci lotnych rozpuszczalnikow organicznych przy wyzsze]
temperaturze otoczenia mogg stanowi¢ utrudnienia [10-12]. Z powodze-
niem wykorzystuje sie ja do ekstrakeji 1 wzbogacenia polarnych zwiazkow
organicznych, a w polaczeniu z innymi technikami moze byé¢ stosowana
réwniez do ekstrakeji nieorganicznych ksenobiotykow, takich jak metale
ciezkie (np. zastosowanie techniki DLLME-SFO) [13].

2.1.3. Ekstrakcja membranowa

Techniki membranowe stanowia grupe technik, ktére moga po-
tencjalnie rozwiazaé¢ problemy tradycyjnych metod ekstrakcyjnych. Dzieli
sie je najczescie] w zaleznoéci od rodzaju 1 porowatos$ci stosowanej mem-
brany. Ogélnie membrane definiuje sie jako selektywna bariere stuzaca
do pasywnego badz aktywnego transportu masy pomiedzy dwiema faza-
mi. Sposréd réznych technik membranowych powszechnie stosowanag
metoda jest ekstrakcja wykorzystujaca immobilizowane membrany cieklte
(SLM). Ich gtéwna zaleta jest mozliwo$é jednoczesnego wydzielania, za-
tezania 1 oczyszczania, natomiast wada — niestabilno$é cieklej membra-
ny. Znajduja zastosowanie gtéwnie dla $redniopolarnych oraz polarnych
zwigzkow jonowych. Membrany ciekle z powodzeniem wykorzystano do
izolacji, wzbogacenia oraz oczyszczenia ksenobiotykow, takich jak herbi-
cydy, jony metali, nitrofenole czy fluorochinolony z prébek $rodowisko-
wych. Innym przykladem techniki membranowej stosowanej w analizie
ksenobiotykéw jest ekstrakcja przy uzyciu mikroporowatych membran
w ukladzie ciecz-ciecz (MMLLE). Stosuje sie ja gléwnie do niejonowych
zwiazkow hydrofobowych (np. surfaktantéw). Technika ta wykorzystuje
male objetosci probek, umozliwia polaczenie on-line z analitycznymi in-
strumentami, ale w poréwnaniu z SLM zwiazki te nie sa ponownie eks-
trahowane [2, 9].
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3. Metody oznaczania ksenobiotykow
w probkach o ztozonym sktadzie matrycy

W ciggu ostatnich lat opracowano wiele metod oznaczania che-
micznych zanieczyszczen w prébkach $rodowiskowych 1 zywno$ci. Ze
wzgledu na fakt, iz wiekszo§é probek rzeczywistych charakteryzuje sie
ztozonym skladem matrycy, istnieje konieczno$¢ opracowania lub dopra-
cowania juz istniejacych metod w celu osiagniecia wystarczajaco niskich
granic wykrywalnoéci. Do jakos$ciowego 1 ilo$ciowego oznaczania pozosta-
lo$ci ksenobiotykow wykorzystuje sie gtéwnie techniki separacyjne, takie
jak techniki chromatograficzne (HPLC, GC) czy elektroforeze kapilarna
(CE) z tendencja do miniaturyzacji oraz w kombinacji z réznym typem
detekeji (np.: MS, DAD, ECD, FID). Techniki te tacza wspoélne cechy, ta-
kie jak np.: mozliwo$é rozdzialu zlozonych mieszanin, w tym izomerdéw
1 homologéw, zdolnoé¢ polaczenia z szerokim zakresem selektywnych
1 czulych detektoréw, dostosowanie procedury do objetosci prébki, zarow-
no mikro jak 1 makro oraz mozliwo§¢ automatyzacji [14—15]. Wymienione
zalety powoduja, ze metody te géruja nad tradycyjnymi technikami anali-
tycznymi. Ze wzgledu na mniejsza czulo§é oraz fakt, ze znaczna czesc
ksenobiotykéw jest obojetna w szerokim zakresie pH, techniki elektrofo-
retyczne sa rzadziej stosowane w poréwnaniu np. z chromatografia, cie-
czowa. Jednakze po optymalizacji odpowiednich warunkéw moga byé
interesujaca, alternatywa i stanowié¢ druga niezalezna metode potwier-
dzenia wynikéw. W wypadku chromatografii gazowej czesto konieczne
jest zastosowanie dodatkowego etapu, derywatyzacji (np. do oznaczania
farmaceutykéw). Metoda ta jest odpowiednia do analizy lotnych lub pét-
lotnych oraz termicznie stabilnych zwigzkéw, dlatego z powodzeniem
znajduje zastosowanie w analizie pestycydéw [6, 16].

W odniesieniu do zwiazkéw PPCPs interesujaca grupa sa filtry prze-
ciwstoneczne. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze niektére z nich wy-
kazuja dzialanie endokrynne, a ze wzgledu na swoja budowe 1 lipofilo-
woS¢ sa latwo wchlaniane przez skére 1 moga by¢ przenoszone z mlekiem
matki. W zwigzku z tym systemy wodne (np. baseny kapielowe) staly sie
obiektem monitorowania obecnoéci tych zwiazkéw. Przykladem jest
oznaczenie 4-benzylidenokamfory, benzofenonu-3 i 4-metoksycynamonia-
nu 2-etyloheksylu w prébkach wody z basenu kapielowego. Jako metode
przygotowania probki wykorzystano SPE z zastosowaniem sorbentu C18,
a oznaczenie koncowe wykonano przy uzyciu chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS). Uzyskany limit detekcji (LOD)
dla badanych zwiazkéw byl na poziomie ng/l [17].
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Innym przykladem jest oznaczenie antybiotykéw penicylinowych
w probce takiej zywnos$ci, jak mieso wolowe. Zhomogenizowana prébke
miesa poddano ekstrakeji rozpuszezalnikowe) (woda, acetonitryl). Nastep-
nie, po odwirowaniu, zatezeniu 1 doprowadzeniu do odpowiedniego pH, eks-
trakt oczyszczano na réznego typu kolumienkach SPE (ISOLUTE® ENV+,
Oasis HLB, Oasis Max, C18) 1 poddano analizie przy uzyciu HPLC-MS.
Uzyskany LOD byl na poziomie pg/kg [18].

Niektére procedury wymagaja zastosowania kilku technik ekstrak-
cyjnych. Interesujacym przykladem jest analiza herbicydéw triazyno-
wych w prébkach sokéw owocowych. Za pomoca metody elektroforetycz-
nej (CE) oraz z wykorzystaniem potaczenia dwoéch metod wydzielania,
oczyszczania 1 zatezania — SLM i SPE zidentyfikowano oznaczane zwiaz-
ki, uzyskujac wysoki wspdlczynnik wzbogacenia oraz satysfakcjonujace
limity oznaczalno$ci 1 wykrywalnos$ci (na poziomie pg/l). Gdzie wczeéniej
wykorzystanie jedynie techniki SLM dalo staby efekt zatezenia, a zasto-
sowanie wylacznie SPE nie pozwolilo na odpowiednie oczyszczenie ma-
trycy sokéw pozwalajace na ich oznaczenie 1 identyfikacje [2].

4. Perspektywy

Ksenobiotyki to liczna i zréznicowana grupa zwigzkéw chemicz-
nych, przyczyniajaca sie w wyrazny sposéb do rozwoju gospodarki, a jed-
noczeénie stanowiaca zagrozenie dla érodowiska naturalnego i zdrowia
czlowieka. Ze wzgledu na toksyczno$é tych zwiazkdéw, ich trwatoéé, zdol-
no&¢ do bioakumulacji w tkankach organizméw zywych, tatwos¢ przenika-
nia do érodowiska, odpornosé na warunki biochemiczne 1 atmosferyczne
zwiazki te zastuguja na szczegdlng uwage w chemii analitycznej 1 $érodowi-
skowej. Istotne jest zatem opracowanie prostych, czulych, efektywnych,
a co wazne zgodnych z zasadami zielonej chemii metod izolacji 1 oznacza-
nia ksenobiotykéw w prébkach o ztozonym sktadzie matrycy. Opracowane
nowe metody moga zatem stanowié uzyteczne narzedzia do oceny stopnia
zanieczyszczenia srodowiska oraz pozwoli¢ na monitorowanie wielu zwigz-
kéw organicznych wystepujacych w bardzo niskich stezeniach.
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Hasta do zapamietania: 5-fluorouracyl, stata kwasowosci

1. Wstep

Nowotwory naleza do najgrozniejszych 1 najpowazniejszych cho-
réb cywilizacyjnych dzisiejszych czaséw. Skuteczna i1 bezpieczna terapia
przeciwnowotworowa stanowi cel pracy wielu zespoléw badawczych na
calym $wiecie. Wérdd réznych metod leczenia raka wazne miejsce zajmu-
je chemioterapia [1, 2], w ktérej wykorzystuje sie leki cytostatyczne [3, 4].
Zasada ich dzialania polega na zaburzeniu cyklu komoérkowego 1 powo-
dowaniu $mierci komorki badz zahamowaniu jej rozwoju. Niestety, leki
te uszkadzajg rowniez zdrowe komoérki, skad nieustannie trwaja badania
nad nowszymi cytostatykami, ktére beda dzialaly bardziej wybidrczo
1 mniej toksycznie w stosunku do zdrowych komoérek.

Wiekszosé lek6w moze by¢ klasyfikowana jako stabe kwasy badz stabe
zasady. Dlatego jednym z podstawowych parametréw charakteryzujacych
farmaceutyk jest warto§¢ stalej kwasowoséci (pKa) [5], zdefiniowanej jako
ujemny logarytm dziesietny ze stalej réwnowagi dysocjacji kwasu (Kq).
Od tej wartosci oraz od pH roztworu zalezy postaé farmaceutyku, ktéry
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w danych warunkach moze byé¢ obojetna czasteczka badz wystepowaé
w formie zjonizowanej. Forma zjonizowana leku zapewnia rozpuszczal-
no$¢ w Srodowisku wodnym, zwigzany z tym transport w krwioobiegu
1 umozliwia oddzialywanie z receptorami. Z kolei forma niezjonizowana
umozliwia przenikanie blon komérkowych. Dotarcie lekéw doustnych do
krwioobiegu jest mozliwe dzieki wchlonieciu w zotadku (pH 1-3) lub
w jelicie (pH 7-8) [5]. Aby byto to mozliwe, farmaceutyk musi pokonaé
fosfolipidowa warstwe o charakterze hydrofobowym. Dlatego leki pokonu-
ja bariere ttuszczowa w formie niezjonizowanej (rys. 1).

HA + H;0 — H;0"+A BH"+ H,0— H;O +B

|

HA +H;0 = H;0"+A"- BH' +H,0— H;0"+B

oo o e e e e e e =

bariera lipidowa . blona komérkowa i bariera lipidowa H
i bariera krew-mozg (BBB) |
. bariera lozyskowa |

Rys. 1. Przekraczanie bariery lipidowej przez kwasy i zasady [5]

W wypadku lekéw przeciwnowotworowych istotny jest jeszcze jeden
aspekt zwiazany z ich kwasowoscia. Poniewaz wewnatrz komérki nowo-
tworowe) pH jest mniejsze od 7, a na zewnatrz jest bliskie neutralnemu,
to transport farmaceutyku do takiej komoérki jest bardzo silnie uzalez-
niony od jego kwasowoséci [6]. Dlatego tak istotne jest zglebienie proble-
mu kwasowosci lekéw przeciwnowotworowych.

Wtasciwosci kwasowo-zasadowe maja tez ogromny wplyw na sposéb
dystrybucji farmaceutyku w Srodowisku. W ostatnich latach bardzo duzo
prac po$wieca sie ryzyku zwiazanemu z rozprzestrzenianiem sie lekow
przeciwnowotworowych w $érodowisku [7-9]. Ich silne dzialanie cytoto-
ksyczne nie moze by¢ obojetne dla ekosystemu. Rozprzestrzenianie far-
maceutyku w §rodowisku odbywa sie gtéwnie droga wodna, a wiec postac
zjonizowana leku przeciwnowotworowego ma wieksze mozliwosci prze-
mieszczania sie.

2. Cel badan

Naszym celem bylo zbadanie réwnowag kwasowo-zasadowych,
w tym wyznaczenie statych kwasowoS$ci pKa oraz okreslenie preferowa-
nych miejsc potonowania i deprotonowania powszechnie stosowanego leku
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Rys. 2. Struktura 5-fluorouracylu

cytostatycznego, jakim jest 5-fluorouracyl (rys. 2) za pomoca metod obli-
czeniowych. Znajomo$¢é precyzyjnej wartosci pKa farmaceutyku umozliwi
dokladne przewidywanie stezenia jego postaci kationowej, anionowe;j
badz obojetnej w réznych warto$ciach pH. Wskazanie miejsca protono-
wania badz deprotonowania farmaceutyku pozwoli tez lepiej poznac za-
leznoéé¢ pomiedzy struktura leku a jego aktywnoécia. Wiedza tego rodzaju
jest niezbedna do zrozumienia mechanizmu dziatania leku, mechanizmu
uodporniania sie organizmu oraz do umiejetnego projektowania nowych
farmaceutykéow.

3. Metodyka

Strukture podstawowa oraz struktury tautomeryczne 5-fluoro-
uracylu przygotowaliSmy w programie MOLDEN [10]. Do obliczen wyko-
rzystaliSmy Metody Teorii Funkcjonatéw Gestosci (DFT) [11]. Zbudowane
struktury poddaliSmy optymalizacji w fazie gazowej za pomoca dwdch
funkcjonatéow: B3LYP [12-13] 1 M062X [14]. Pierwszy z nich jest funkcjo-
natem bardzo popularnym, o szerokim spektrum wykorzystania w roz-
wiazywaniu zagadnien chemicznych. Drugi z nich to funkcjonal nowszej
generacji, ktéry pozwala uwzgledni¢ w obliczeniach oddziatywania dys-
persyjne. Optymalizacje wykonaliSmy réwniez w wodzie, wykorzystujac
do tego model solwatacyjny SCRF-PCM (Self-Consistent Reaction Field —
Polarizable Continuum Model) [15]. Obliczenia przeprowadziliSmy z uzy-
ciem dwoéch baz funkcyjnych: 6-311++G** oraz aug-cc-pVDZ. Znalezione
podstawowe struktury niskoenergetyczne postuzyly mi do przygotowania
odpowiednich struktur protonowanych 1 deprotonowanych, z uwzglednie-
niem wszystkich miejsc potencjalnie zdolnych do przylaczania/oddawania
protonéw. Struktury te zostaly nastepnie zoptymalizowane w fazie gazo-
we)j oraz w fazie wodne;.



182 J. Wieliniska, J. Bednarko, A. Nowacki, B. Liberek

4. Wyniki

5-Fluorouracyl jest czasteczka sztywna, pozbawiong swobody
konformacyjnej. Lek ten natomiast moze wystepowaé w czterech formach
tautomerycznych (rys. 3).

Q OH 0 OH
F F S
I \LAN O by
N~ o N o N~ SOH N” “OH
Struktura 1 Struktura 2 Struktura 3 Struktura 4

Rys. 3. Struktury czterech form tautomerycznych 5-fluorouracylu

Wartoéci energii wzglednej, otrzymane w wyniku optymalizacji po-
szczegblnych struktur, zostaly przedstawione na rysunku 4. Niezaleznie
od wybranej metody zdecydowanie najnize] energetyczna okazala sie
struktura 1.

AE [kcal/mol]

13,0
12,0 -
11,0 -
10,0 B Struktura 1
9,0 -
8,0 1 B Struktura 2
70 -
6,0 -
5,0 -
4,0 -
3.0
2,0
1,0
0,0

B Struktura 3

B Struktura 4

DB3LYD/ B3LYD/ AUG- MO62x/ MO62x/ AUG-
6-311++G** cc-pvDZ 6-311++G** cC-pvVDZ

Rys. 4. Energie wzgledne [kcal/mol] struktur tautomerycznych 5-fluorouracylu
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Rys. 5. Struktury protonowane i deprotonowane podstawowej struktury 5-fluorouracylu

Na kolejnym etapie ze struktury 1 zbudowaliémy struktury protono-
wane 1 deprotonowane (rys. 5).

W tabeli przedstawiono wartoSci energii swobodnej Gibbsa oraz pKa
struktury 1 obliczone za pomoca dwéch funkcjonaléw.

Tabela. Energie swobodne Gibbsa [a.u.] oraz pKa struktury 1 obliczone za pomocg funk-
cjonatéw: BALYP/6-311++G** oraz M062x/6-311++G**

B3LYP/6-311++G** M062x/6-311++G**
Struktura 1 | S1 deprot. N3 | S1 deprot. N1 | Struktura 1 |S1 deprot. N3| S1 deprot. N1
G fgaz. | —514,1540 -513,6164 -513,6337 -513,9618 —513,4247 —513,443
pKa 7,58 5,05 5,56 2,45
Struktura 1| S1 prot. O4 S1 prot. 02 | Struktura 1| S1 prot. 04 | S1 prot. O2
G fgaz. | —514,1540 —514,4701 —514,4576 -513,9618 -514,2745 -514,2633
pKa —25,43 —27,04 -28,41 -30,45

Z wynikéw otrzymanych metoda B3LYP mozna wywnioskowac, iz
struktura 1 5-fluorouracylu tatwiej oddaje proton z atomu azotu N1 (war-
tos¢ pKa 5,05) niz z atomu azotu N3 (wartos¢ pKa 7,568). Te sama tendencje
mozna zaobserwowaé¢ w wypadku metody M062x, wedlug ktérej state
kwasowoéci tych samych protonéw wynosza odpowiednio 2,45 (N1) 1 5,56
(N3). Wieksza kwasowos¢é protonu zlokalizowanego na azocie N1 prawdo-
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podobnie spowodowana jest obecnoscig fluoru w pozycji C5 pierécienia.
Obie deprotonowane struktury N1 i N3 sg stabilizowane rezonansem
(rys. 6), przy czym struktura deprotonowana N3 ma tadunek zdelokali-
zowany na atomy tlenu dwoch grup karbonylowych. Struktura deproto-
nowana N3 réwniez ma ladunek zlokalizowany na atomy tlenu dwéch
grup karbonylowych, ale dodatkowo takze na atom wegla C5. Sgsiaduja-
cy z atomem wegla C5 fluor efektem indukcyjnym powoduje dodatkowe
rozmycie ladunku ujemnego, stabilizujac odpowiadajaca tej sytuacji
strukture rezonansowa.

Struktura deprotonowana N1

Rys. 6. Struktury rezonansowe deprotonowanych postaci N3 1 N1

Poréwnujac otrzymane wyniki z danymi eksperymentalnymi (pKa
5-fluorouracylu 7,6-8,0) [8, 16], wnioskujemy, ze metoda B3LYP daje
poprawniejsze wartosci pKa.

5. Perspektywy

Kolejnym etapem naszych prac bedzie wyznaczenie statych kwa-
sowoéci pieciu innych lekéw przeciwnowotworowych, jakimi sa: cyklofos-
famid, ifosfamid, metotreksat, imatinib oraz tamoksyfen (rys. 7).

Budujac struktury podstawowe cyklofosfamidu oraz ifosfamidu,
uwzglednimy dwie mozliwe konformacje krzeslowe pierécienia szeScio-
czlonowego, rozpatrujac tym samym polozenie aksjalne 1 ekwatorialne
podstawnikow fosforu. Wykonamy takze rotacje wokél wszystkich wiazan
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Rys. 7. Pozostale badane leki przeciwnowotworowe

pojedynczych. Uzyskamy w ten sposéb pelna reprezentacje rotamerdéw
tych zwiazkéw, a struktury niskoenergetyczne postuzg nam do zbudowa-
nia czterech struktur protonowanych i jednej deprotonowane;j.

Podczas budowania struktur wyjSciowych tamoksyfenu uwzglednia-
my dwie mozliwe geometrie wigzania podwdjnego (Z 1 E) oraz wykonuje-
my rotacje woko6l wiazan pojedynczych. Blisko$§é przestrzenna pierscieni
aromatycznych w tamoksyfenie uniemozliwia ich ulozenie koplanarne
wzgledem wiazania podwdjnego. Podobnie jak w przypadku poprzednich
zwiazkow, uzyskane struktury najnizej energetyczne wykorzystamy do
zbudowania uktadéw protonowanych.

Metotreksat oraz imatinib sg lekami strukturalnie bardzo ztozonymi.
Charakteryzuja sie duza swoboda konformacyjna. W celu znalezienia
najtrwalsze] struktury wykonujemy rotacje woko6t wiazan pojedynczych.
Struktury o najnizszej energii postuza nam do zbudowania struktur pro-
tonowanych lub deprotonowanych.
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Hasta do zapamietania: lantanowce, zwiazki kompleksowe lantanowcéw,
substancje antynowotworowe, zwigzki kontrastowe, rezonans magnetyczny

Wykaz skrotow:

ATP — zwitdknienie uktadowe adenozyno 5’-monofosforan
MIC — minimalne stezenie hamujace

MBC — minimalne stezenie bakteriobdjcze

1ZD — $rednica strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow
MGd — moteksafiryna gadolinu

NADPH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

ROS — reaktywne zwigzki tlenu

MRI — magnetyczny rezonans jadrowy

DOTA —kwas 1,4,7,10-tetraazacyclododekane-1,4,7,10-tetra octowy
DO3A  —kwas 1,4,7,10-tetraazacyclododekane-1,4,7-tri octowy

DTPA - kwas dietyleno triamino penta octowy
BMA — bis-metyloamid

HP — 10-2-hydroksopropy!

NSF — nefrogenne

1. Wstep

Badania nad medycznym zastosowaniem zwigzkow zawieraja-
cych jony lantanowcéw (jondéw metali ziem rzadkich) jest bardzo waznym
nurtem badan od XIX w. Od 1960 r. znane sa kompleksy lantanowcéw
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wykazujace wtasciwoséci farmakologiczne, takie jak: antykoagulacyjne,
przeciwzapalne, antybakteryjne, antyalergiczne i przeciwnowotworowe.
Kompleksy jonéw lantanowcéow wykorzystywane sa takze jako $rodki
w leczeniu oparzen [1].

Wtasciwosci biologiczne jonéw lantanowcéw opieraja sie gléwnie na
podobienstwach do jonéw wapnia, co stalo sie podstawa do badan nad
potencjalnymi zastosowaniami tych jonéw w medycynie.

Jednym z najwczeéniejszych zastosowan terapeutycznych jonéw lan-
tanowcow bylo wykorzystanie szczawianu ceru jako $rodka przeciwwy-
miotnego. Po raz pierwszy opisany w polowie XIX w. preparat ten do-
stepny byl az do potowy XX w. Mechanizm dziatania tego zwiazku nigdy
nie zostal wyjasniony ale, jako substancja nierozpuszczalna, najprawdo-
podobniej dziala lokalnie w obrebie uktadu pokarmowego. Ponadto, na
poczatku XX w. sole metali ziem rzadkich byly uzywane do leczenia gruz-
licy. Pézniej stwierdzono, ze lantanowce maja wladciwoéci przeciwzakrze-
powe, ale ich stosowanie utrudnialy powazne skutki uboczne wywotywane
dzialaniem preparatéw zawierajacych jony lantanowcow. Stwierdzenie, iz
chlorek lantanu zmniejsza nadmierne osadzanie wapnia, czym opdznia
proces powstawania blaszki miazdzycowej, doprowadzito do badania wita-
Sciwoéci przeciwmiazdzycowych tej grupy zwiazkow. Weglan lantanu
(Fosrenol) stosuje sie jako érodek wiazacy fosforany w leczeniu hiperfos-
fatemii u dializowanych pacjentéw (zatwierdzony w USA i Europie). Lek
jest alternatywa, bez negatywnych skutkéow, dla dotad stosowanych pre-
paratéw zawierajacych sole wapnia i glinu [2].

Najszersze zastosowanie medyczne, zwlaszcza w diagnostyce obrazo-
wej, znalazly zwiazki kompleksowe gadolinu. Substancje te sa szeroko
stosowane w obrazowaniu za pomoca rezonansu magnetycznego zardéwno
w profilaktyce w celu zdiagnozowania ewentualnych stanéw chorobo-
wych, jak réwniez w celu monitorowania postepéw leczenia.

W niniejszej pracy przedstawiono najnowsze postepy 1 sukcesy w ba-
daniach nad terapeutycznym zastosowaniem jonéw lantanowcow.

2. Biochemia jonéw lantanowcow

Biologiczne witasciwoéci jonéw lantanowcéw w glowne] mierze
opieraja, sie na ich podobienstwie do jonu wapnia. Podobienstwo jonéw
jest efektem zblizonego promienia jonowego kationu wapnia (99 pm)
1 kationéw lantanowcéw (od 103 pm dla jonu lantanu do 86 pm dla jonu
lutetu), rézniacych sie tadunkiem, ktéry w wypadku jonéw lantanowcow
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jest wyzszy. Wraz ze wzrostem tadunku jadra od lantanu do lutetu przy
niezmiennej liczbie powlok elektronowych, a jedynie zmianie liczby elek-
tronéw walencyjnych, roénie elektrostatyczne przyciaganie elektrondéw
przez jadro, czego konsekwencja jest zmniejszenie promienia atomowego
1 jonowego lantanowcéw. Zjawisko to nazwano kontrakeja lantanowcéw.

Jony lantanowcéw wystepuja na trzecim stopniu utlenienia w warun-
kach fizjologicznych, z wyjatkiem ceru i1 europu, ktére w tych warunkach
preferuja czwarty stopien utlenienia. Ze wzgledu na duze podobiehstwo
jonéw lantanowcéw do jonu wapnia wykazuja one powinowactwo do
miejsc wigzacych te jony i charakteryzuja sie wyzszym niz jon wapnia
powinowactwem do wiazania czasteczek wody.

Jony lantanowcéw tworza zwigzki kompleksowe o trwato$ci podobnej
jak jony wapnia. Trwato§é tych kompleks6w roénie ze zmniejszaniem sie
promienia jonowego, przeciwnie niz liczba koordynacyjna, ktéra w obre-
bie grupy maleje od lantanu do lutetu. Stosunkowo duze rozmiary jonow
lantanoweéw powoduja, ze moga one tworzyé zwiazki kompleksowe,
w ktérych osiagaja wysokie liczby koordynacyjne, nawet do 12. Jednak
preferowane liczby koordynacyjne to 8-9, podczas gdy typowa liczba ko-
ordynacyjna dla jonu wapnia wynosi 6 [3, 4].

Jony lantanowcéw nie maja mozliwosci przenikania przez blone ko-
moérkowa, 1 wnikania do wnetrza komoérki, ale maja zdolno$é do selektyw-
nego blokowania kanaléw transportujacych jony wapnia do wnetrza ko-
morki. Ponadto, moga utrudniaé skurcze mieéni gtadkich, szkieletowych
oraz mie$nia sercowego poprzez blokowanie wigzania jonu wapnia
z adenozyno-5'-trifosforanem (Ca2+-ATP) w retikulum endoplazmatycz-
nym komoérek mieSniowych. Pomimo ze jony lantanowcéw nie maja do-
stepu bezpo$rednio do organelli komérkowych, sa stosowane jako sondy
w badaniu transportu jonéw wapnia w mitochondriach i innych organel-
lach. Tendencja do blokowania kanaléw transportujacych zwieksza sie
wraz ze wzrostem promienia jonowego lantanowca Ho3+ = Y3+ = Yb3+ > Er3+ >
> (Gd3+ > Nd3+ > Ce3* > La3+,

Kolejnym efektem dzialania jonéw lantanowcéw jest blokowanie wa-
zopresyny, hormonu antydiuretycznego odpowiedzialnego za zageszcza-
nie moczu oraz stymulujacego wydzielanie jonéw wapnia 1 manganu(Il)
poprzez blone hepatocytow. Wpltywaja takze na wydzielanie neurotrans-
miteréw, takich jak epinefryna, dopamina czy serotonina, ktére sa przy-
ktadami receptoréw blokujacych kanaly wapniowe. Blokowanie tych
kanaléw w miesniach ma potencjalne zastosowanie terapeutyczne np.
w dystrofii mieéniowej Duchennego, powodujacej nieodwracalny zanik
mieéni (rys. 1) [5].
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Rys. 1. Funkcje jonu wapnia w organizmie [6]

Inna wazna funkcja jonéw lantanowcoéw jest zdolnosé do zastepowania
jonéw wapnia, a takze innych jonéw metali, takich jak magnez, zela-
zo(III) czy mangan(I), w bialkach [4]. Stwierdzono, ze dzialanie enzy-
moéw wapniowozaleznych moze by¢ inhibitowane przez jony lantanowcéw.
W niektérych wypadkach dzialanie enzyméw wapniowozaleznych jest
aktywowane znacznie mocniej przez jony lantanowcow niz przez jony
wapnia. Sugeruje sie, ze efekt hamujacy lub stymulujacy jonéw lanta-
nowcéw moze wynikaé z funkeji, jaka pelni wapn w naturalnych enzy-
mach. W przypadku, gdy jony wapnia pelnia role katalityczna, zastapie-
nie go lantanowcem prowadzi do dezaktywacji enzymu, natomiast gdy
jon wapnia pelni role inhibitujaca, wzmocnienie dziatania wynikajace
z wprowadzenia jonu lantanowca uzaleznione jest od jego promienia jo-
nowego. Jezeli jednak jon wapnia pelni role czynnika strukturalnego,
zastapienie go jonem lantanowca w wielu wypadkach prowadzi do zaniku
aktywnoéci enzymu. Przykladem enzymu, ktérego aktywno§é blokowana
jest przez jony lantanowcéw, jest nukleaza stalifokokowa nalezaca do
enzymoOw typu cytochromu P450 — zaangazowanych w procesy krzepnie-
cia krwi, takie jak aktywacja protrombiny. Inny mechanizm, w ktérym
czynny udzial biorg jony lantanowcéw to, koagulacja. Enzymy odpowie-
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dzialne za te procesy zawierajace trypsyne oraz acetylocholinostaze sa
stymulowane jonami lantanowcéw, np. wplywaja na kalmoduline (biatko
zawierajace wapn), powodujac polimeryzacje kolagenu oraz aktyny G [2].

3. Wiasciwosci antybakteryjne
komplekséw lantanowcow

W kilku ostatnich dekadach w medycynie i farmacji obserwowa-
ny jest intensywny rozwdj badan nad nowymi materiatami, ktére wyka-
zuja, aktywnoéé antybakteryjna. Kompleksy lantanowcéw sa zwiazkamai,
ktére moga znaleZzé zastosowanie jako aktywne biologicznie materiaty
ze wzgledu na specyficzna konfiguracje elektronowa (mozliwo$¢ osiagania
wysokich liczb koordynacyjnych), duza elastyczno§é otoczenia koordy-
nacyjnego jonéw metali (mozliwo$§¢ doé¢ tatwej zmiany budowy sfery ko-
ordynacyjnej) oraz ze wzgledu na ich szczegdlne fizykochemiczne witasdci-
woéci [7].

Wtasciwosci antybakteryjne zwigzkéw badane sa metoda seryjnych
rozcienczen w roztworze oraz metoda dyfuzyjno-krazkowa (metoda Kirby-
-Bauera) na noénikach statych. Parametrami charakteryzujacymi wia-
Sciwosci bakteriobdjcze komplekséw sa minimalne stezenie hamujace
(MIC [ug/mL], ang. Minimal Inhibitory Concentration) — najmniejsze
stezenie Srodka bakteriobdjczego hamujace wzrost drobnoustrojéw; mi-
nimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC [mg/mL], ang. Minimal Bactericidal
Concentration) — najmniejsze stezenie Srodka bakteriobdjczego oznaczone
w warunkach in vitro, przy ktérym ginie 99% drobnoustrojéw oraz $red-
nica strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow (IZD [mm; cm], (ang.
Inhibition Zone Diameters) — jest to obszar, w ktérym bakterie nie sg
w stanie sie rozwija¢ [8]. Ligandy oraz tworzone przez nie kompleksy
z jonami lantanowcéw testuje sie zwykle przeciwko bakteriom Gram-do-
datnim (Salmonella typhi, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae 1 Bacillus subtilis) 1 Gram-ujemym (Escherichia
coli, Aeromonas aquariorum, Serratia marcescens i Pseudomonas aerugi-
nosa), wykorzystujac antybiotyki (Kanamycine, Chloramphenicol, Ampi-
cillin, Amoxicillin and Gattifloxacin) jako uktad odniesienia [9, 10].

Ligand typu zasady Schiffa (rys. 2) oraz sze$é¢ jego komplekséw z jo-
nami lantanowcéw o ogélnym wzorze [LnL}(NOs3)z- H2O]NOs, gdzie: Ln to
Pr(III), Sm(III), GA(III), Th(II), Er(III) oraz Yb(II); L! to sél sodowa kwa-
su 2-[(5-bromo-2-hydroksy-benzylideno)-amino]-3-hydroksypropionowego,
poddano testom antybakteryjnym, wykorzystujac metode dyfuzyjno-kraz-
kowa, okreslajac $rednice strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow.
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Rys. 2. Wzdr soli sodowej kwasu 2-[(5-bromo-2-hydroksy-benzylideno)-amino]-3-hydroksy-
propionowego — liganda L1

Roztwory badanych substancji o stezeniu 1 mg-mL-! (soli sodowej kwa-
su 2-[(5-bromo-2-hydroksy-benzylideno)-amino]-3-hydroksypropionowego —
liganda L1 i jego komplekséw) zostaly przygotowane w dimetyloformami-
dzie, nastepnie rozcienczone woda destylowana do 60, 40 do 20 ug-mL-1,
Stwierdzono, ze s6l sodowa kwasu 2-[(5-bromo-2-hydroksy-benzylideno)-
-amino]-3-hydroksypropionowego — ligand 1! jest aktywny biologiczne, jego
aktywnoé¢ wynika z obecno$ci grupy iminowej. Jednak otrzymane kom-
pleksy lantanowceéw z tym ligandem wykazuja znacznie lepsze dziatanie
antybakteryjne. Thumaczone jest to chelatacja metalu z ligandem organicz-
nym, co synergistycznie zwieksza efekt bakteriobdjczy. Efekt chelatowa-
nia zmniejsza polarno$¢ jonu metalu gtéwnie dlatego, ze jego tadunek do-
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Rys. 3. Wyniki testéw antybakteryjnych dla soli sodowej kwasu 2-[(5-bromo-2-hydroksy-
benzylideno)-amino]-3-hydroksypropionowego — liganda L! i jego komplekséw lantanow-
céw (stezenie badanej prébki 60 mg - ml-1)
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datni jest czeSciowo dzielony z atomami donorowymi liganda, a elektrony
zostaja zdelokalizowane na powstaly w wyniku koordynacji jonu metalu
przez ligand pierScien chelatowy. W szeregu Pr(IIl), Sm(II), Gd(III),
Tb(III), Er(II), Yb(III) najlepsze wlasciwosci antybakteryjne obserwuje
sie dla kompleksow jonéw Sm(III) 1 GA(III) (rys. 3) [11].

Kolejnymi przykladami zwigzkow lantanowcéw, dla ktérych zbadano
wlasciwo$ci antybakteryjne, sa kompleksy czterofunkeyjnego liganda
N,N'-bis(1-naftalenodiamino)-o-fenylenodiaminy — L2 (rys. 4) typu zasady
Schiffa, ktéry otrzymano w wyniku reakcji kondensacji 2-hydroksynaf-
talenu 1 o-fenylenidiaminy. Otrzymano osiem komplekséw o ogblnym
wzorze [LnL2(NO3)2(H20):](NOs), gdzie Ln = Nd(III), Dy(II), Sm(II),
Pr(III), GA(III), Tb(III), La(IIl) and Er(III), x = 0 dla Nd(III), Sm(III); 1 dla
La(II), GA{II), Pr(III), Nd(III), Dy(III) i 2 dla Tb(III).

Rys. 4. Wz6r liganda N,NN'-bis(1-naftalenodiamino)-o-fenylenodiaminy — L2

Dzialanie antybakteryjne liganda N,IN'-bis(1-naftalenodiamino)-o-feny-
lenodiaminy — 1.2 i jego komplekséw oszacowano przez minimalne stezenie
hamujace (MIC pg/mL) z zastosowaniem metody seryjnych rozcienczen.
MIC oznaczano dla liganda NV,N'-bis(1-naftalenodiamino)-o-fenylenodiami-
ny — L2 1 jego komplekséw wobec réznych typéow Gram-dodatnich i Gram-
-ujemnych bakterii, a wyniki badan zestawiono w tabeli.

Przedstawione dane wskazuja, ze ligand N,N'-bis(1-naftalenodiami-
no)-o-fenylenodiamina — L2 wykazuje dzialanie antybakteryjne przeciwko
P. aereuguinosa 1 E. coli, natomiast nie wykazuje tych wlasciwosci w sto-
sunku do P. vulgaris, S. dysenteriae, S. aureus, Klebsiella 1 Serratia. Wszyst-
kie otrzymane kompleksy lantanowcoéw, z wyjatkiem komplekséw jondéw
Er(IIT) 1 Dy(III), odznaczajq sie dobra aktywnoscia antybakteryjna w sto-
sunku do S. aureus. Kompleksy jonéw La(Ill) 1 Pr(IIl) wykazuja najwyz-
sza aktywno$é przeciwko S. aureus, a minimalne stezenie hamujace wy-
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nosi odpowiednio 1,95 dla kompleksu jonu La(III) i 3,90 ng/mL dla kom-
pleksu jonu Pr(III). Otrzymane zwigzki nie wykazuja aktywnosci albo
jest ona bardzo niska przeciwko gram-negatywnym bakteriom. Poréwna-
no wlasciwosci antybakteryjne otrzymanych zwiazkéw ze standartowymi
antybiotykami (Cephalexin 1 Cephradine) 1 stwierdzono, ze wlasciwosci
antybakteryjne komplekséw jonéw La(IIl) 1 Pr(III) przeciwko S. aureus,
Sm(III) przeciwko Serratia oraz jonéw Gd(III), La(IIl) przeciwko P. aeru-
guinosa sg znacznie lepsze niz zastosowanych antybiotykéw. Pozostale
kompleksy wykazuja nieznaczng aktywno$§é antybakteryjna. Podobnie
jak w przytoczonym przykladzie kompleksy charakteryzuja sie znacznie
wyzsza aktywnoscia antybakteryjng w poréwnaniu z ligandem [12].

Tabela. Wyniki MIC (ug/mL) dla otrzymanego liganda N,N'-bis(1-naftalenodiamino)-o-
-fenylenodiaminy — 1.2 i jego komplekséw

MIC, pg/mL Gram (+)
Badany zwiazek Gram (-) bakterie bakterie
Sd Ps Pv | E. coli | Serratica | Klebsiella Sa
L N 625| N | 625 N N N
[DyL(NO3)2(H20)](NO3) | 250 250 | 125 250 N N N
[SmL(NO3)2](NO3) N 250 N 250 62,5 N 15,6
[PrL(NO3)2(H20)](NOs) N 125 N 125 N N 3,9
[NAL(NOs3)2](NOs) N 62,5 N 62,5 N 125 7,8
[LaL(NO3)2(H20)](NOs) N 62,5 N 125 N 125 1,95
[ErL(NOs)2(H20)](NO3) N 125 N 125 N 125 250
[GAL(NO3)2(H20)](NOs) | N 31,5 N 250 N 125 15,6
Cephalexin 7,8 | 125 125 15,6 125 7,8 7,8
Cephradine 15,6 | 125 125 15,6 125 15,6 7,8

Sa — Staphylococcus aureus, Ps — Pseudomonas aeruguinosa, E. coli — Escherichia coli, Sd — Shi-
gella dysenteriae, Pv — Proteus vulgaris; Cephalexin and Cephradine — standartowe antybiotyki;
N - dzialanie niewykryte

Wyniki testow antybakteryjnych komplekséw lantanowcéw wskazuja
na ich umiarkowane wlasciwosci antybakteryjne w poréwnaniu z aktyw-
noscig ogdlnie stosowanych antybiotykow. Dlatego projektowanie 1 synte-
za nowych zwiazkéw, ktére moga staé sie potencjalnymi nowymi lekami
antybakteryjnymi, wymaga dalszych badan.
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4. Zastosowanie zwigzkéw lantanowcow
w leczeniu choréb nowotworowych

Lantanowce (radioizotopy), jak réwniez ich potaczenia odgrywaja
niezmiernie istotna role w diagnostyce 1 leczeniu choréb nowotworowych.
Na szczegblnag uwage zastuguja zwiazki gadolinu, ktére pelnia wazna
role jako czynniki kontrastowe w diagnostyce medycznej. Zwigzki jonow
lantanoweéw ze wzgledu na swoje potencjalne dzialanie antynowotworo-
we naleza do grupy preparatéw podlegajacych intensywnym badaniom.
Pierwsze proby kliniczne dowiodly, ze nawet prosta sél ceru Cels wykazu-
je zdolnosci do zwalczania tzw. guzkoéw litych. Kompleksy jonéw ceru(IIl),
lantanu(III) 1 neodymu(IIl) z kumaryna 1 jej pochodnymi, takimi jak hy-
mekromon (silny lek o dzialaniu rozkurczajacym), umbeliferon, warfaryna
(antagonista witaminy K — §rodek przeciwzakrzepowy) oraz kumachlor
(antykoagulant blokujacy protrombine) — rysunek 5, okazaly sie w pierw-
szej fazie badan klinicznych substancjami skutecznie niszczacymi ko-
morki ludzkiej biataczki. Takze kompleksy jonu ceru(IIl) z bipirydyna
oraz fenantroling, sg opisywane jako skuteczne czynniki hamujace in vitro
rozwo6j komoérek nowotworowych. Ponadto stwierdzono, ze jon terbu(III)
wykazuje wladciwoSci wzmacniajace dzialanie cis-platyny, powodujac
zwiekszenie jej akumulacji w komoérkach normalnie wykazujacych od-
pornoé¢ na dziatanie tego zwiazku [3].

0.__0 0.0 OH o._ .0 OH 0.. O

HO
O
Kumaryna Hymekromon Umbeliferon Warfaryna
0. OH Cl 78I\ 7\ NZ |
Oyt Q0 LK
O .
o}
Kumachlor Bipirydyna Fenantrolina

Rys. 5. Wzory ligandéw tworzacych kompleksy z jonami lantanowcéw o dzialaniu antyno-
wotworowym



198 M.T. Kaczmarek, M. Zabiszak, R. Jastrzab

Jedng z wazniejszych grup zwiazkéw, ktora przeszia III faze testow
klinicznych, wykorzystywana w leczeniu przerzutéw komoérek nowotworo-
wych z ptuc do mézgu, sa kompleksy teksafiryny z jonami lantanowcami.
Kompleks Gd (III) z teksafiryng (rys. 6), zwany moteksafiryna gadolinu
(MGd), swoje dzialanie antynowotworowe jako radio- i chemioterapeutyk
zawdziecza wyjatkowym wlasciwosciom redoks [13].

OH

OH

Rys. 6. Kompleks gadolinu (III) z teksafiryna [14]

Kompleks MGd moze przyjmowac elektrony np. z czasteczek Oz 1 ule-
gat redukcji. W wypadku beztlenowego $rodowiska kompleks MGd moze
usuwacé elektrony powstajace w wyniku oddzialywania promieniowania
jonizujacego z woda, powodujac zwiekszenie stezenia jonéw hydroksylo-
wych. W obecnoéci tlenu natomiast te same inicjujace elektrony tworza
z tlenem jon ponadtlenkowy i zregenerowana forme kompleksu MGd [15].
Zwiazek gadolinu z teksafiryng uwazany jest za substancje, ktéra reagu-
jac z antyoksydantami, wytwarza reaktywne zwiazki tlenu (ROS), takie
jak Oz, H202 czy OH". Zwiazki te oddziatujg z takimi bioczasteczkami,
jak bialka czy kwasy nukleinowe, powodujgac ich zniszczenie i w konse-
kwencji prowadzac do apoptozy komérki. Farmakologiczna regulacja pro-
ceséw redoks, zachodzacych w komoérkach rakowych, za pomocag kom-
pleksu MGd powoduje wzrost stezenia substancji ROS, co znacznie
zwieksza stres oksydacyjny stanowiacy naturalny sposéb na zwiekszenie
$miertelnosci komérek nowotworowych. W badaniach in vitro stwierdzo-
no, ze kompleks MGd powoduje przyspieszenie procesu utlenienia kwasu
askorbinowego oraz dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH)
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w warunkach beztlenowych, a takze utlenienie glutationu i biatek tiolo-
wych [16]. Podobne dziatanie jak MGd wykazuje kompleks teksafiryny
z jonem lutetu, ktéry oprécz wlasciwoSci antynowotworowych stosowany
jest takze w leczeniu miazdzycy przy chorobach serca oraz degradacji
plamki zo6ttej oka [15, 17]. Ponadto, do leczenia nowotworéw pochodzenia
neuroendokrynnego w ostatnich latach zaczeto stosowaé izotop lutetu 177Lu
w polaczeniu z analogami somatostatyny.

5. Diagnostyka obrazowa
a zwiazki kompleksowe jonoéw lantanowcow

Diagnostyka obrazowa (tomografia) to dziat medycyny zajmujacy
sie obrazowaniem zmian fizjologicznych, jak réwniez patologicznych za-
chodzacych w organizmie. Wéréd metod obrazowania magnetyczny rezo-
nans jadrowy MRI (ang. magnetic resonance imaging) jest jedna z pod-
stawowych technik diagnostyki.

Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego zostalo odkryte w 1938 r.
przez Isidora Rabiego, a nastepnie w 1946 rozszerzone do badania cieczy
1 cial stalych przez Felixa Blocha i Edwarda Millsa Purcella. W 1974 r.
Paul Lauterbur oficjalnie opublikowal pierwszy obraz uzyskany dzieki
zjawisku jadrowego rezonansu magnetycznego, przedstawiajacy przekrdj
poprzeczny zywej myszy. Pierwsze obrazy ciala ludzkiego uzyskane za
pomoca, magnetycznego rezonansu jadrowego, ktore miaty wartos¢ dia-
gnostyczna, otrzymali w 1977 r. Larry Minkoff, Michael Goldsmith oraz
amerykanski fizyk Raymond Vahan Damadian (uwazany za tworce
pierwszego aparatu MRI).

Rys. 7. Zdjecie MRI mézgu, bez kontrastu (1), z kontrastem (2), ukazujace istnienie oponiaka
(tagodnego nowotworu o$rodkowego ukladu nerwowego) [18]
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Pierwsze instalacje kliniczne aparatury do badan MRI na Swiecie
mialy miejsce na poczatku lat 80. XX w., natomiast w Polsce pierwszy
aparat zostal uruchomiony w roku 1991. Dzieki wysokiej czuto$ci 1 swoi-
stosci MRI stat sie jedng z najdokladniejszych metod obrazowania 1 jest
wykorzystywany m.in. w diagnozowaniu nowotworéw we wczesnych fa-
zach rozwoju, jak rowniez w diagnostyce ukladu sercowo-naczyniowego.
Niezwykle istotne w uzyskaniu medycznie wartoSciowego obrazu jest
zastosowanie odpowiednich §rodkéw kontrastowych (rys. 7).

Wzmocnienie obrazu MRI po podaniu $rodkéw kontrastowych zawie-
rajacych jony gadolinu znalazlo zastosowanie w diagnostyce chordb:
osrodkowego ukladu nerwowego, ukladu mie$niowo-stawowego, serca,
watroby, nerek 1 nadnerczy oraz narzadu rodnego. Gléwnym zadaniem
MRI jest identyfikacja guzéw, zmian zapalnych, a takze zmian niedo-
krwienia. Podany dozylnie roztwér kompleksu gadolinu wzbogaca angio-
grafie rezonansu magnetycznego, znacznie zwiekszajac jakoé¢ obrazowa-
nia, zwlaszcza malych naczyn. Zwiazki gadolinu moga by¢ stosowane do
uwidocznienia, wykrycia 1 charakteryzacji guzéw nowotworowych lub
zmian chorobowych w obrebie glowy 1 kregostupa. Wykorzystywane sa
réwniez do obrazowania naczyn krwiono$nych (z wyjatkiem tetnic serca)
w celu diagnostyki zwezenia 1 niedrozno$ci naczyn (angiografia metoda
rezonansu magnetycznego).

Jako §rodki kontrastowe w badaniach magnetycznego rezonansu sto-
suje sie zwiazki zawierajace niesparowane elektrony o relatywnie matym
lokalnym polu magnetycznym. Pole to powoduje skrocenie czasow relaksa-
¢ji T1 1 T2 protonéw otoczenia, wynikajace z wymiany pomiedzy woda
wolng 1 woda zwiazana przez $rodek kontrastowy. Tkanka kumulujaca
$rodek kontrastowy w zaleznoéci od sekwencji pomiarowe] moze wyka-
zywaé hiperintensywnoéé sygnatu (obrazy T1 zalezne) lub hipointensyw-
no$é¢ (obrazy T2 zalezne), co umozliwia uzyskanie obrazu z lepszym kon-
trastem miedzy tkankami patologicznymi i prawidlowymi. Ze wzgledu na
wlasciwosci magnetyczne Srodki kontrastowe mozna podzieli¢ na pozy-
tywne 1 negatywne. Do érodkéw kontrastowych pozytywnych zaliczamy
paramagnetyki skracajace czas relaksacji T1, zawierajace jony gadolinu,
manganu, dysprozu i zelaza. W praktyce klinicznej gtéwnie wykorzysty-
wane sg paramagnetyki, ktérych podstawowym sktadnikiem jest gadolin.
Komercyjne zwiazki kompleksowe gadolinu stosowane w diagnostyce na
szeroka, skale to: megluminian gadoteratu (Gd-DOTA; Dotarem), dimeglu-
minian gadopentatu (Gd-DTPA; Magnevist), gadodiamid (Gd-DTPA-BMA;
Omniscan), gadoteridol (Gd-HP-D03A; ProHance), dimegluaminina ga-
dobenasu (MultiHance), gadoresetamide (Optimark) oraz gadobutulum
(Gadovist) — rysunek 8 [19, 20].
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Rys. 8. Zwiazki kontrastowe gadolinu wykorzystywane w obrazowaniu MRI

Zwiazki kontrastowe gadolinu sg to substancje dobrze rozpuszczalne
w wodzie, tatwo wchlaniajace sie z ukladu krazenia oraz przewodu po-
karmowego do przestrzeni miedzykomoérkowych 1 relatywnie szybko wy-
dalane przez nerki. Na uwage zastuguje fakt, ze ich podaniu praktycznie
nie towarzysza objawy niepozadane. Jedyne zaobserwowane efekty
uboczne to bél glowy 1 uczucie goraca (u ok. 1-2% pacjentéw). Istotne
reakcje niepozadane odnotowano zaledwie u okolo 0,01% badanych.
7 drugiej strony sugeruje sie, ze ekspozycja na gadolin zawarty w prepara-
tach kontrastowych moze byé przyczyna rozwoju nefrogennego zwtdknie-
nia uktadowego (NSF). Pierwsze doniesienia na ten temat opublikowano
w 2006 r. U wiekszos$ci pacjentéw z przewlekla choroba nerek, ktorym
podano kompleksy jonu gadolinu, nie zaobserwowano objawéw NSF, jed-
nak oszacowano, ze ryzyko zachorowania na NSF u pacjentéw w zaawan-
sowanym stadium przewleklej choroby nerek po ekspozycji na gadolin
wynosi okolo 2,4% 1 wzrasta po kazdej kolejnej ekspozycji lub w przy-
padku wiekszej dawki preparatu kontrastowego podanego jednorazowo.
U chorych na NSF gadolin lgczy sie z G-proteinowymi receptorami
typu C, w tym wapniowymi oraz glutaminianowymi. Uwolnienie jonéw
gadolinu z preparatéw kontrastowych w organizmie $ciéle zwiazane jest
z rodzajem liganda i warto$cig stalej trwaloSci utworzonego kompleksu.
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Gadodiamid (Omniscan), gadowersetamid (OptiMark) oraz gadopentat
(Magnevist) charakteryzujq sie latwym uwalnianiem jonéw Gd3* poprzez
transmetylacje, z nastepcza ich chelatacja w ustroju. Zdecydowanie mniej-
szym stopniem uwalniania jonéw Gd3+ odznaczajq sie: gadobenat (Multi-
-Hance), kwas gadoksetowy (Primovist), gadofosfeset (Vasovist), ga-
doterydol (ProHance), gadobutrol (Gadovist), gadoterat (Dotarem). Nie
opisywano przypadkéw NSF po zastosowaniu tych preparatéw. Im diuzej
srodki zawierajace jon gadolinu znajdujq sie w organizmie, tym wieksze
prawdopodobienstwo uwolnienia jonéw Gd3+ 1 wystapienia nefrogennego
zwléknienia ukladowego.

6. Perspektywy

Lantanowce 1 ich zwiazki nalezg do grupy substancji intensywnie
badanych zwlaszcza ze wzgledu na ich wlasciwoséci, jakie pelnia w orga-
nizmach zywych. Ich zdolnoéé do zastepowania jonu wapnia oraz wiaza-
nia czasteczek wody powoduje, ze sa to zwiazki intensywnie badane pod
wzgledem ich zastosowania w medycynie. Nie ulega watpliwosci rola
zwiazkow kompleksowych jako substancji antybakteryjnych, jak rowniez
preparatow wykorzystywanych w diagnostyce medycznej. Niezwykle
istotne wydaje sie zastosowanie zwiazkow lantanowcow jako zwigzkow
nowej generacji w leczeniu choréb nowotworowych, szczegdlnie z zasto-
sowaniem zwigzkow biologicznie czynnych jako ligandéow. Wlasciwosci
nowych zwigzkéw kompleksowych lantanowcow moga stanowié grupe
aktywnie czynnych nie tylko in vitro substancji antynowotworowych.
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1. Wstep

1.1. Mikroelementy niezbedne dla organizmu ludzkiego

Niektore pierwiastki sladowe, takie jak np. miedz, cynk czy man-
gan, wchodza w sktad komoérek jako material budulcowy, w sklad hormo-
néw, a takze wielu enzyméw uczestniczacych w procesach warunkujacych
zycie. MiedZz 1 mangan sa nieodzowne w syntezie katecholamin, a cynk
przy wytwarzaniu, magazynowaniu 1 wydzielaniu insuliny. Pierwiastki
s§ladowe moga by¢ uwazane za wazniejsze od witamin, gdyz nie moga by¢
syntezowane przez zywy organizm. Istotne jest, aby dostarczane byty do
organizmu ludzkiego przede wszystkim za pomoca dobrze zbilansowanej
diety [1]. Z drugiej strony pierwiastki, ktére sg niezbedne dla ludzkiego
zycia, moga takze by¢ toksyczne, jezeli beda wystepowaé w organizmie
w nadmiarze. Dlatego wazna jest kontrola ich zawarto$ci w zywnosci, jak
réwniez kontrola pozostaltych sktadnikéw pokarmowych (np. bialek, ttusz-
czbéw, witamin) [2].
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1.2. Biodostepnos¢ jako potaczenie bioprzyswajalnosci
i bioaktywnosci

Informacje na temat catkowite] zawartoéci pierwiastkéw obec-
nych w produktach zywnoéciowych mozna uzyskaé¢ z wykorzystaniem
réznych technik analitycznych, takich jak absorpcyjna spektrometria
atomowa (AAS), optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem
w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP OES) lub spektrometria mas
z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP MS) [1]. Oznaczenie
calkowite] zawartosci pierwiastkOw nie jest rownoznaczne z okresleniem
ich biodostepnoséci, bowiem jedynie cze$é zwigzkéw dostarczanych z po-
karmem jest wchlaniana przez organizm ludzki [3]. Oprécz oznaczania
catkowite] zawartoSci istotne jest poznanie formy chemicznej pierwiast-
kow, ktore sa absorbowane z przewodu pokarmowego; zalezy od tego ich
przyswajanie badz toksyczno$§é. Informacje na temat wchlanianych
zwigzkow pierwiastkow uzyskiwane sa dzieki badaniom nad biodostep-
noécia. Biodostepnosé moze by¢ zdefiniowana jako ilo§¢ maloczasteczko-
wych zwigzkéw powstajacych w trakcie procesu trawienia, ktére moga
uzyskaé dostep do strumienia krwi 1 bra¢ udzial w procesach metabolicz-
nych zachodzacych w organizmie ludzkim. Biodostepnosé jest pojeciem
obejmujacym bioprzyswajalno$é oraz bioaktywnoéé, jednak ze wzgledu na
trudnoéci praktyczne oraz etyczne pojawiajace sie podczas badania aktyw-
noéci biologicznej sktadnikow pozywienia biodostepno$é sprowadza sie
bardziej do okresélania bioprzyswajalnosci. Pomimo ze terminy biodostep-

BIODOSTEPNOSC
!

Biodostepnoseé jest kluczowa w kwestii wartosci odzywczych.
Jedynie czesé sktadnikéw dostarczanych z pozywieniem jest przyswajana oraz wykorzystywana
przez organizm

| BIOPRZYSWAJALNOSC | BIOAKTYWNOSC |
R iy v P T T T T L o A T AT O T T S ]
R trakcie procesu trawienia —-powstanie frakcji 1) » po zakonczeniu procesu trawienia — oddzialywanie 1
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1
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Rys. 1. Biodostepno$§¢ jako ‘suma’ bioprzyswajalnosci oraz bioaktywnosci
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no$¢ oraz bioprzyswajalno§¢ czesto sg stosowane zamiennie, nalezy pa-
mietaé, iz w biodostepnoéci zawarta jest dodatkowo bioaktywnos§é (rys. 1)
[4, 5]. Okreslenie bioaktywnosci jest istotne w wypadku badan nad nie-
trawionymi sktadnikami pozywienia, np. wielocukrami oraz oligocukra-
mi, ktére pomimo ze nie sa wchlaniane przez organizm, to maja korzyst-
ny wplyw na ludzkie zdrowie [6].

1.3. Bioprzyswajalnos¢

Miarg, bioprzyswajalnoéci jest wielkoéé frakeji rozpuszezalnych
w plynach trawiennych zwiazkéw pierwiastkéw zdolnych do przenikania
przez $ciany jelita cienkiego, uwalnianych z matrycy produktu zywnoécio-
wego 1 obecnych w przewodzie pokarmowym czlowieka [7]. Rozpuszczal-
noé¢ zwiazkéw pierwiastkéw w pltynach trawiennych czlowieka umozliwia
ich absorpcje, tak wiec bioprzyswajalnoéé jest wskaznikiem biodostepnosci.
Badania bioprzyswajalnoéci dostarczaja informacje na temat zawarto$ci
oraz formy pierwiastkow dostepnych oraz potencjalnie wchlanianych przez
organizm ludzki; pomagaja wykazaé, czy sktadnik pozywienia jest efektyw-
nie trawiony oraz przyswajany. Na rzeczywista 1lo§¢ substancji odzywczych
przyswajanych przez organizm ludzki wpltyw maja: (1) czynniki zwigzane
ze stosowana dietq (np. oddzialywanie analizowanych substancji z innymi
skladnikami pozywienia lub stopien ich uwolnienia z matrycy produktu
spozywczego) oraz (2) czynniki fizjologiczne (np. pleé, wiek, geny, przebyte
choroby). Szacowanie bioprzyswajalnoéci jest pomocne w dobieraniu odpo-
wiedniej dawki oraz zrdédla pozywienia tak, aby zapewnié¢ jak najwiekszy
efekt odzywcezy, co ma korzystny wplyw na zdrowie cztowieka [5, 7, 8].

1.4. Badanie trawienia metoda in vivo

Badania procesu trawienia pokarmu sa stosowane w naukach
0 zywnoséci. Prowadzi sie je dwoma metodami — in vivo oraz in vitro. Tra-
wienie in vivo prowadzone jest na ludziach badz zwierzetach. Badany
skladnik jest podawany jako komponent zbilansowanej diety, a nastepnie,
po ustalonym czasie, okre§lana jest jego ilo$¢ zatrzymana przez organizm
ludzki (na podstawie oznaczenia réznicy zawartosci skladnika w spozytym
pokarmie oraz w wydalonym kale 1 moczu). Prowadzenie badan na
ludziach lub zwierzetach jest czesto kosztowne, zasobo- i czasochtonne,
a takze etycznie dyskusyjne. Dlatego w wiekszoSci wypadkoéw stosowany
jest model trawienia in vitro, symulujacy procesy zachodzace w przewodzie
pokarmowym czlowieka [8].
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1.5. Badanie trawienia metoda in vitro

Trawienie pokarmu jest skomplikowanym procesem, w trakcie
ktérego wielkoczasteczkowe zwigzki obecne w spozytej zywnosci ulegaja
przeksztalceniu w skladniki odzywcze, ktére wykorzystywane sa do
wzrostu 1 ochrony komérek ciata ludzkiego. Podczas trawienia pokarmu
dwa gléwne procesy zachodza w tym samym czasie: (1) mechaniczne —
zmniejszanie rozmiaréw czastek zywnosci (gtéwnie jama ustna oraz zola-
dek) oraz (2) enzymatyczne — hydroliza makroczasteczek do zwigzkéw,
ktére wchtaniane sa do krwiobiegu (gléwnie zoladek oraz jelito cienkie).
Badanie tych proceséw mozliwe jest dzieki zastosowaniu metod in vitro,
ktére zostaly opracowane jako proste narzedzia do badania drogi pokar-
mu w przewodzie pokarmowym cztowieka. Oparte sg one na fizjologii
czlowieka 1 obejmuja transport pozywienia przez $ciany jelit, metabolizm,
a takze przewidywanie biodostepnosci réznych sktadnikéw zywnosci [9].
Zasadniczo metody trawienia in vitro stanowia szybka oraz niedroga
alternatywe dla badan in vivo, prowadzonych na ludziach lub zwierze-
tach. Modele in vitro pozwalaja na uzyskanie dokladnych rezultatéw
w krétkim czasie 1 dlatego moga by¢ odpowiednim narzedziem do kontroli
spozywanych produktow spozywczych. Wyniki otrzymywane za pomoca
tych metod oparte sa na tworzeniu frakcji przyswajalnej, ktéra reprezen-
tuje maksymalne stezenia pierwiastkow rozpuszczalnych w plynach tra-
wiennych [10]. Postepowanie in vitro powinno nasladowaé procesy zacho-
dzace w dwoch lub trzech obszarach ukladu pokarmowego (tj. jama
ustna, zoladek, jelito cienkie). Najbardziej popularne jest dwuetapowe
postepowanie majace na celu odwzorowanie trawienia zoladkowego oraz
jelitowego z zastosowaniem roztworéw enzymoéw trawiennych, w sklad
ktérych wchodza gléwnie amylaza (obecna w jamie ustnej, odpowiedzial-
na za wstepna hydrolize weglowodanéw), pepsyna (obecna w zoladku,
powoduje wstepny rozklad wielkoczasteczkowych bialek), pankreatyna
(obecna w jelicie cienkim mieszanina lipazy — trawienie ttuszczéw, prote-
azy — trawienie bialek, amylazy — trawienie cukrow), a takze sole zéblcio-
we (powoduja emulgacje tluszczéw oraz wspomagaja ich wchianianie
w jelicie cienkim) i zwigzki nieorganiczne. Wazne jest, aby warunki
(temperatura, srodowisko, czas poszczegdlnych etapéw, wykorzystywane
enzymy) stosowane podczas symulacji procesu trawienia byly jak naj-
bardziej zblizone do warunkéw rzeczywistych procesow zachodzacych
w przewodzie pokarmowym czlowieka. Probki sa inkubowane w takich
warunkach, aby nasladowac perystaltyke zotadka i jelit. W celu symu-
lacji procesu mieszania pokarmu na kazdym etapie ekstrakcji enzyma-
tyczne] wykorzystywane sa rbézne techniki wytrzasania. Proces najcze-
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§ciej prowadzony jest w tazni wodnej z tagodnym mieszaniem. Podczas
procesu ekstrakeji probki inkubowane sq w temperaturze normalnie pa-
nujace] w ludzkim ciele, co pozwala enzymom trawiennym na skuteczne
dzialanie [11-13].
Podsumowujac, badania proceséw zachodzacych w przewodzie po-
karmowym czlowieka powinny by¢ prowadzone w nastepujacy sposob:
— temperatura 37°C podczas wszystkich etapéw procesu trawienia;
—pH 6,5 w obecnoéci §liny w ciagu okoto 2 min (etap czesto pomijany
ze wzgledu na krotki czas przebywania pokarmu w jamie ustnej);
—pH 1-4 w obecnos$ci kwasu chlorowodorowego oraz pepsyny w ciagu
okoto 3 h (symulacja trawienia zoladkowego);
—pH 4-7,5 w obecnosci sokow jelitowych w ciagu okoto 7 h (symulacja
trawienia zachodzacego w jelicie cienkim).
Przed analiza frakcji uzyskanych na kazdym etapie badania obecne
w nich zwigzki metali musza zosta¢ oddzielone. Zwiazki przyswajalne
oddzielane sg najczeéciej za pomoca wirowania, filtracji i/lub dializy. Za-
stosowanie tych technik moze wplywaé na odzysk metali, co trzeba wziaé
pod uwage podczas opracowywania metod trawienia in vitro pierwiast-
kow éladowych. Frakcje uzyskane w wyniku symulacji trawienia moga
by¢ takze poddawane kolejnym procesom imitujacym wchlanianie zwiaz-
kéw pierwiastkow do organizmu czlowieka. Postepowania te realizowane
sa gléwnie za pomoca ultrafiltracji lub przy uzyciu membran dializacyj-
nych o odpowiedniej §rednicy poréw, zaleznej od rozmiaréw strawionych
produktéw zywnoéciowych. Nieliczne grupy badawcze prowadza takze
badania z etapem symulujacym wchlanianie pokarmu poprzez zastoso-
wanie kultur komérek nablonka jelitowego (gtéwnie Caco-2) [11].

2. Badania wtasne — oszacowanie bioprzyswajalnosci
zwigzkéw manganu obecnych w jagodzie czarnej

Jagody czarne (Vaccinium Myrtillus L.) wykorzystywane sa gtéw-
nie ze wzgledu na swoje prozdrowotne wiladciwoéci, m.in. wspomagaja,
leczenie chordb oczu, poprawiaja prace ukladu krazenia. Znajdujace sie
w jagodach flawonoidy maja dziatanie przeciwnowotworowe, natomiast
garbniki neutralizuja toksyny pokarmowe. Celem prezentowanych badan
byla ocena bioprzyswajalno$ci wybranych pierwiastkéw obecnych w jago-
dach (na przyktadzie manganu — duza zawarto$¢ w badanych owocach)
poprzez zastosowanie dwuetapowej symulacji procesu trawienia in vitro
przy uzyciu roztworu pepsyny jako soku zoladkowego oraz pankreatyny
jako soku jelitowego. Aby okre§li¢ bioprzyswajalno§¢ waznych skladni-
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kéw odzywezych z jagody czarnej, oszacowana zostala wydajno$é ekstrak-
¢ji enzymatycznej poprzez poréwnanie zawartosci pierwiastkéw obecnych
w ekstraktach trawiennych oraz calkowitej zawartoéci pierwiastkéw
w probkach po mineralizacji.

Badania wykonywane byly z wykorzystaniem chromatografii rozmia-
réw wykluczania (SEC), pozwalajacej na rozdzielenie sktadnikéw pokarmu
w zalezno$ci od ich masy czasteczkowe], w poltaczeniu ze spektrometrem
mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej ICP MS). Oznaczenie
catkowitych zawartos$ci metali oraz ich zawartoéci w roztworach trawien-
nych prowadzone bylo przy uzyciu ICP MS jako detektora specyficznego
pierwiastkowo.

W celu oznaczenia catkowite] zawartoSci wybranych pierwiastkéw
proébki jagéd poddawano mineralizacji na mokro w ukladzie zamknietym,
w obecnoéci stezonego kwasu azotowego(V) oraz nadtlenku wodoru. Po
mineralizacji probki rozcienczano woda, a nastepnie dokonywano kole;j-
nych rozcienczen przed analiza ICP MS. Roztwory prébek oraz wzorcow
przygotowane byly z dodatkiem itru (89Y) jako wzorca wewnetrznego.

Jagody czarne poddawane symulacji procesu trawienia byly uprzed-
nio liofilizowane oraz homogenizowane, co pozwalalo imitowaé proces
rozdrabniania pokarmu w jamie ustnej. Trawienie zolagdkowe symulowa-
ne bylo z wykorzystaniem roztworu pepsyny o pH 1,8 (ustalone za pomo-
ca kwasu chlorowodorowego) przygotowanej w roztworze chlorku sodu.
Symulacja trawienia jelitowego prowadzona byla za pomoca roztworu
pankreatyny (mieszanina trypsyny, amylazy oraz lipazy) dodawanej do
ekstraktu zoladkowego. Enzymy obecne w jelicie cienkim sa aktywne
w pH okolo 7, dlatego roztwér wodoroweglanu sodu zostal uzyty w celu
ustalenia odpowiedniego pH. Symulacja procesu trawienia byta prowa-
dzona w temperaturze 37°C, w tazni wodnej z wytrzasaniem, przez 3 h
na kazdym etapie ekstrakcji. Frakcje przyswajalnych zwiazkoéw pier-
wiastkow byly wydzielane za pomoca wirowania oraz saczenia przez fil-
try nastrzykawkowe, a otrzymane roztwory byly analizowane przy uzyciu
techniki SEC ICP MS.

Tabela. Catkowita zawarto§¢ manganu oraz jego zawarto$¢ w ekstraktach trawiennych

Catkowita zawarto$é Ekstrakt zotadkowy | Ekstrakt zotgdkowo-jelitowy
[ng-g] (ug-g1(%)] (ng- g1 (%)]

Mangan 589,2 538,1 (91%) 613,9 (104%)

% calkowitej zawartoéci manganu
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Owoce czarnej jagody sa bogatym zrédlem manganu. W tabeli przed-
stawiono wyniki calkowitej zawarto$ci manganu w jagodach, oszacowano
takze bioprzyswajalno$¢ manganu z czarnej jagody poprzez okreSlenie
wydajnoéci ekstrakcji enzymatycznej (poréwnanie zawarto$ci manganu
w ekstraktach trawiennych z jego catkowita zawarto$cia w jagodach —

. . ,, _ frakcja wyekstrahowana
bioprzyswajalnosé =

: x 100%).
catkowita zawartosé

Analiza danych otrzymanych po przeprowadzeniu symulacji trawie-
nia zoladkowo-jelitowego pozwala stwierdzi¢, ze juz po symulacji trawienia
zoladkowego wydajnoéé ekstrakcji manganu uzyskuje warto$é powyzej
90%, natomiast po zakonczeniu symulacji procesu trawienia wartos$é¢ ta
wynosi 104%. Prowadzi to do wniosku, ze wszystkie zwigzki manganu
obecne w jagodzie czarnej sa rozpuszczalne w ptynach trawiennych, a wiec
sa przyswajalne 1 moga, zostaé¢ zaabsorbowane przez organizm ludzki.

x108
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4 A zotadkowe
3 & e strawienie
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Rys. 2. Profile chromatograficzne ekstraktow trawiennych uzyskane dla 55Mn

Na rysunku 2 przedstawiono profile chromatograficzne manganu uzy-
skane po analizie ekstraktéw trawiennych z wykorzystaniem techniki
SEC ICP MS. Na chromatogramach mozna zaobserwowaé jeden wsp6lny
sygnal dla obu ekstraktow, przy ¢ =29,5 min, prawdopodobnie od zwigz-
kéw manganu z produktami rozpadu bialek lub enzymu pepsyny, ktéra
moze ulegaé¢ samotrawieniu. Poniewaz pepsyna jest enzymem odpowie-
dzialnym za wstepne trawienie biatek, sygnaty przy = 26,5 oraz 46,5 min,
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odpowiadaja prawdopodobnie kompleksom ze zwigzkami powstatymi
w wyniku rozpadu biatek. Sygnaly przy ¢ = 26,5 oraz 29,5 min, uzyskane
po analizie ekstraktu zoladkowego, znajduja sie w obszarze mas cza-
steczkowych pomiedzy 44 a 17 kDa, co moze by¢ potwierdzeniem obecno-
§ci komplekséw manganu z zastosowanymi enzymami trawiennymi lub
z produktami ich rozpadu. Dodatkowy sygnal przy ¢ = 24,5 min, obecny
na chromatogramie po analizie ekstraktu jelitowego, odpowiada prawdo-
podobnie potaczeniom manganu z produktami rozpadu cukréw lub kwa-
séw organicznych, ktérych duza zawartosé¢ oznaczono w jagodzie czarnej.
Przeprowadzone badania dostarczyly informacji o wysokiej przyswa-
jalno$ci zwigzkéw manganu obecnych w czarnych jagodach. Analiza eks-
traktéw trawiennych za pomoca techniki SEC ICP MS wskazala, iz
zwigzki manganu obecne w roztworach uzyskanych w wyniku symulacji
trawienia maja Srednie 1 mate masy czasteczkowe, pomiedzy 44 1 1 kDa.

3. Perspektywy

W ciggu ostatnich lat opracowano modele trawienia in vitro, kto-
re znalazly zastosowanie w wielu badaniach zywieniowych oraz zdrowot-
nych. Prowadzone badania dostarczaja cennych informacji na temat bio-
dostepnosci sktadnikéw odzywezych obecnych w spozywanym pokarmie,
a takze zanieczyszczen wystepujacych w zywnosci. Niestety, w dalszym
ciagu nie jest mozliwa symulacja wszystkich parametréw trawiennych
in vivo z zastosowaniem jednego modelu in vitro. Niezbedne sa dalsze
badania, ktére pozwola na rozszerzenie potencjatu sztucznych modeli
trawiennych 1 lepsze zblizenie sie do rzeczywistych proceséw zachodza-
cych w organizmie czlowieka podczas trawienia pokarmu. Opracowanie
odpowiednich, bardziej szczegbélowych metod in vitro moze doprowadzié
do powstania materiatéw certyfikowanych (CRM) wraz z wytycznymi do
ich stosowania. Rozwé) CRM pozwolilby na odpowiednia kontrole jakosSci
we wszystkich laboratoriach.
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1. Wstep

Chemioterapia obok chirurgii i radioterapii jest w dalszym ciagu
jedna z podstawowych metod leczenia nowotworéw. Leki przeciwnowo-
tworowe, zwane roéwniez cytostatykami, wykazuja dziatanie antyprolife-
racyjne. Na skutek zmian zachodzacych w strukturze DNA dochodzi do
Inicjacji apoptozy, czyli tzw. programowanej Smierci komérki [1].

1.1. Cisplatyna

Cisplatyna (cis-Pt) ze wzgledu na fakt, iz nalezy do grupy lekéw
alkilujacych wymaga obecnosci w swej strukturze dwéch ligandéw (anio-
néw chlorkowych) aktywnych chemicznie, bedacych wzgledem siebie
w potozeniu cis oraz dwdéch ligandéw niereaktywnych (np. grupy amino-
we). Oddziatywanie lekow platynowych z ni¢émi DNA jest zawsze poprze-
dzone procesem hydrolizy 1 zawsze prowadzi do otrzymania aktywnych
metabolitéw (rys. 1). Mechanizm dzialania komplekséw platyny polega na
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Rys. 1. Mechanizm oddziatywania cis-Pt z DNA
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inhibicji replikacji DNA poprzez tworzenie krzyzowych wigzan we-
wnatrzniciowych miedzy sasiadujacymi ni¢émi DNA, jak 1 w obrebie tej
samej nici. GIéwnym miejscem ataku cisplatyny jest przede wszystkim
silnie nukleofilowy atom N(7) guaniny (rys. 1). Utworzenie licznych po-
przecznych, dwufunkcyjnych, 1,2-wewnatrzniciowych wiazan stanowia-
cych az 65% sposrdéd wszystkich mozliwych wiazan, jakie moga zostaé
wytworzone miedzy atomem guaniny a czasteczka cisplatyny uniemozli-
wia replikacje DNA, a tym samym podzial komérki. Oprocz tego wplywa
na funkcje metaboliczne, prowadzac do apoptozy komorki.

Cisplatyna jest wysoce skuteczna w leczeniu raka jader i jajnika,
a takze jest powszechnie stosowana w leczeniu raka pecherza moczowe-
go, szyjki macicy, mézgu i ptuc. Pomimo sukceséw cis-Pt powoduje wiele
skutkéw ubocznych, takich jak: nefro-, neuro- 1 ototoksyczno$é oraz nud-
noéci 1 wymioty [2—4]. Najbardziej niekorzystna jest jednak coraz czesciej
wystepujaca lekoopornosé.

1.2. Auranofina

Auranofina (1-tio-2,3,4,6-tetraacetylo-8-D-glukozo-trietylofosfina
ztota(I), AUF) jest kompleksem zlota — aurotioglukoza zawierajaca ak-
tywna grupe trietylofosfinowa, ktéra tatwo ulega odlaczeniu, odstaniajac
aktywne centrum koordynacyjne w postaci zlota (rys. 2). Zwiazek ten
stosowano z powodzeniem w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawéw.
Hamuje on reduktaze tioredoksynows, mitochondriéw (TrxR) i katepsy-
ny B. Oprécz tego auranofina ma zdolno$¢ do generowania reaktywnych
form tlenu (ROS), ktére prowadza do uszkodzenia lancucha DNA,
a takze do blokowania fosforylacji kinaz Akt 1 ERK [4-6]. Uwaza sie, ze
auranofina, jak 1 inne kompleksy zlota, hamuje dziatanie biatka kinazy C
oraz metaloenzyméw wigzacych cynk(Il). Kinaza C jest ponadto odpowie-
dzialna za wewnatrzkomoérkowy proces transdukeji sygnatu poprzez fos-
forylowanie reszt serynowej i treoninowej w biatku p53 [5-8]. Biatko to
odpowiedzialne jest za uruchomienie wielu proceséw naprawczych DNA
(supresje nowotworu). W wypadku braku efektéw inicjowana jest apopto-
za komorki poprzez zwiekszona ekspresje genéow Bcel-2, Bel-XL 1 inhibicje
genéw Bax 1 Bad prowadzacych do uwalniania z mitochondrium cyto-
chromu C odpowiedzialnego za aktywacje kaspaz i1 Smieré komorki.
Aktywacja kaspaz prowadzi do proteolizy istotnych biatlek komérkowych
(np. PARP), a to do apoptozy komoérki (rys. 2).
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Rys. 2. Spodziewany mechanizm dziatania auranofiny w komérkach nowotworowych

Wydajnoéé dziatania metalolekéw jest zalezna od stopnia akumulacji
tych zwiazkéw przez komorki 1 reaktywnosci produktéw przemiany meta-
lolek6ow w $rodowisku komorki.

1.3. Techniki rozdzielania sprzezone z ICP MS

Do najbardziej popularnych technik oznaczania metali zalicza sie
spektrometrie mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej, ICP MS.
Oferuje ona doskonala czutoéé ze wzgledu na wydajne Zrédlo jonizacji
atoméw oraz dobra selektywno§é zapewniang, przez rozrézniajacy izotopy
analizator mas. ICP MS jest zatem doskonalym narzedziem do wykry-
wania 1 oznaczania ex vivo metali w réznych ptynach ustrojowych, tkance
biologicznej, jak 1 w pojedynczych komoérkach. Ponadto, metody przy ich
uzyciu sa powtarzalne i latwo odtwarzalne. Oznaczane moga by¢ nie tyl-
ko metale toksyczne, ale takze mikroelementy o duzym znaczeniu biolo-
gicznym (Fe, Zn, Cu, Mn).

W wypadku badania przemian zwiazkéw zawierajacych metale
w organizmach zywych konieczna jest analiza specjacyjna pozwalajaca
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na rozréznienie form badanego metalu. Poniewaz specjacja badana jest
w probkach pochodzenia biologicznego na poziomie Sladowym 1 ultrasla-
dowym, konieczne jest stosowanie réznych technik rozdzielania w pola-
czeniu z czula detekcja, jak ICP MS. Techniki te dzielimy na dwie gltéwne
grupy [9-11]: chromatograficzne i elektromigracyjne. Do gléwnych technik
rozdzielania chromatograficznego zwiazkéw pochodzenia biologicznego
nalezy chromatografia cieczowa: wykluczania (SEC) lub w odwréconym
uktadzie faz (RPLC). Podstawowymi technikami elektromigracyjnymi
natomiast sa strefowa elektroforeza kapilarna (CZE) 1 micelarna chroma-
tografia elektrokinetyczna (MEKC). Spos$réd wymienionych technik roz-
dzielania chromatografia wykluczania pozwala na szybkie okreslenie
powinowactwa badanego kompleksu metali do biatek.

Celem badan jest opracowanie metod badania cytotoksycznosci wy-
branych metalolekéw, ich reaktywnosci 1 wplywu na homeostaze metali
w komorkach rakowych badanych in vitro. Uzyskane wyniki maja za
zadanie pozwoli¢ scharakteryzowacé zltozony mechanizm transportu kom-
pleks6w metali do komorki i ich aktywacji.

2. Czes¢é eksperymentalna

2.1. Stosowane roztwory

Roztwér cisplatyny o stezeniu 1,79 mM przygotowywano w roz-
tworze pozywki. Proces wspomagano poprzez intensywne mieszanie roz-
tworu w temperaturze 37°C, co mialo za zadanie przyspieszy¢ proces
aktywacji cisplatyny poprzez jej hydrolize. Roztwdr auranofiny o stezeniu
0,114 mM przygotowywano poprzez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci
zwigzku w dimetylosulfotlenku (DMSO) 1 dodaniu roztworu pozywki
tak, aby zawarto$§¢ DMSO w koncowym roztworze nie przekraczata 1%
1 nie wplywala na zywotnoéé komoérek. Auranofina jest zwigzkiem $wiatlo-
czulym, dlatego wszystkie etapy pracy wykonywano w ciemnym pomiesz-
czeniu.

2.2. Linie komorkowe i ich hodowla

Linie komérkowe A549 1 MRC-5 (nowotworowe 1 prawidlowe
ludzkie komoérki ptuc) pozyskano z Amerykanskiej Kolekeji Hodowli Ko-
moérkowych — ATCC. Komérki byly utrzymywane w hodowli ciaglej
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w monowarstwie, w temperaturze 37°C 1 atmosferze zawierajacej 5%
ditlenku wegla. Medium hodowlane stanowila baza EMEM (ang. Eagle
Minimal Essential Medium) z dodatkiem 10-procentowej bydlecej surowi-
cy plodowej (FBS), 1 mM mieszanki antybiotykéow penicyliny/streptomy-
cyny 1 0,25 mM L-glutaminy. Dodatkowo w medium hodowlanym prze-
znaczonym dla komérek MRC-5 znajdowatly sie aminokwasy endogenne
(NEAA). Komoérki obu linii byly pasazowane co drugi dzien. Po 24 h do
hodowli dodawano roztwory cisplatyny lub auranofiny, tak aby ich steze-
nie w medium hodowlanym wynosito odpowiednio: 0,1; 6; 10; 25 uM dla
cis-Pt, natomiast 0,1; 0,6; 1; 1,4 uM dla AUF. Komoérki inkubowano przez
24 lub 72 h 1 zbierano w postaci dwoch frakeji: (1) te, ktore same odkleily
sie od podloza oraz (2) komoérki odklejane trypsyna. Komoérki odwirowy-
wano 1 zawieszano w wodzie tak, aby gestoé¢ komorek nie byla mniejsza
niz 1x 105 komoérek/ml. Zawieszone komoérki poddawano lizie za pomoca
szklanej sondy ultradzwiekowej wyposazonej w szklana koncéwke, ktora
nie zanieczyszcza probki jonami metali. Otrzymane lizaty, po dwukrot-
nym odwirowaniu i przesaczeniu, poddawano analizie za pomoca, ICP MS
1 SEC-ICP MS na réznych stopniach rozcienczenia (1:1, 1:3, 1:10,
1:20). Odpowiednie rozcienczenia byly ustalane poprzez poréwnanie
$rednich stezen (n=3) 1 wyznaczonych dla nich odchylen standardowych.

2.3. Oznaczanie zawartosci Au i Pt w komorkach
za pomoca ICP MS

Ze wzgledu na bogaty sktad lizatéw, ktéry moze wplywaé na wy-
dajno$é rozpylania prébki i jednorodnosé aerozolu, sprawdzono natezenie
sygnaléw 1 poziom szumoéw dla trzech rozpylaczy: V-groove, koncentrycz-
nego 1 krzyzowego. Stwierdzono, ze najlepszy stosunek sygnatu do szumu
(S/N=50-60 dla 10 ppb 89Y) uzyskano dla rozpylaczy koncentrycznego
1 krzyzowego, pracujacych w trybie aspiracji (moc plazmy 1290 W, prze-
plyw gazu rozpylajacego 1,1 L - min-1t). Rozpylacz krzyzowy zuzywatl jed-
nak dwa razy mniejsze objetosci probki 1 zostat wybrany do dalszych po-
miaréw. Podczas prowadzonych badan stosowano niklowy prébnik w celu
oznaczenia platyny (granica wykrywalnosci 0,05 ng/ml), natomiast préob-
nik platynowy pozwolit zmniejszy¢ szumy oraz granice wykrywalnosci
(ponizej 0,2 ng/ml) dla Cu, Mo, Ni i Au. Efekt matrycowy kompensowano
poprzez kalibracje aparatu przy uzyciu roztworéw substancji wzorcowych
przygotowanych w odpowiednich kwasach oraz dodanie oczyszczonych
skladnikéw cytozolu.
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2.4. Badanie przemian auranofiny i cisplatyny
za pomoca SEC-ICP MS

Podczas pomiaréw prowadzonych w celu zarejestrowania prze-
mian zachodzacych w komoérkach podczas stosowania metalolekéow
za pomoc techniki SEC ICP MS wykorzystano kolumne Superdex™ 200
10/300 GL, faza ruchoma byl roztwoér Tris-HsPOs4 o pH="7,4 (przeplyw
0,5 ml/min).

3. Wyniki i dyskusja
Po oznaczeniu zlota i1 platyny w lizatach stwierdzono, ze zar6wno

w wypadku komoérek rakowych, jak 1 prawidlowych rosta zawarto$é obu
metali w cytozolu komérkowym (rys. 3).
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Stopien akumulacji auranofiny przez komorki rakowe byl jednak
wiekszy niz cisplatyny, gdyz podobne zawartosci obu metali (23,1 fg Au
1 19,7 fg Pt w komoérce) zostaly osiagniete dla 20-krotnie mniejszej dawki
auranofiny niz cis-Pt. Uzyskane wyniki sa zgodne z testami na aktyw-
noé¢ enzymatyczna (MTT), ktore potwierdzily wieksza cytotoksycznosé
auranofiny (IC-50 1 uM) w poréwnaniu z cisplatyna (IC-50 10 pM) wobec
komorek raka pluc (nie pokazano). Nalezy takze zaznaczyé, ze komoérki
Ab549 (nowotworu pluc) byty bardziej wrazliwe na dziatanie metalolekow
niz komorki prawidlowe MRC-5. Ciekawym zjawiskiem jest zaburzona
homeostaza metali w wypadku komoérek rakowych — zawarto$ci mikro-
elementow (Fe, Zn, Ni, Cu 1 Mo) sq 10-krotnie mniejsze niz w komérkach
prawidlowych, w ktorych zawarto$é zmniejszata sie na skutek zwieksza-
nia sie dawek metalolekéw (nie pokazano).

Uzyskane chromatogramy za pomoca SEC réznily sie w wypadku obu
rodzajéw metalolekéw. Dla auranofiny zaobserwowano wiecej pikéw o cza-
sach retencji odpowiadajacych zwiazkom wielkoczasteczkowym: pierwszy
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Rys. 4. Chromatogramy lizatéw komérek rakowych
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pik >100 kDa, drugi 60 kDa 1 trzeci 20 kDa (rys. 4). W wypadku cispla-
tyny chromatogram byt ubozszy i zawieral tylko jeden pik odpowiadajacy
zwiazkom o masie czasteczkowej 20 kDa.

Nalezy zaznaczy¢, ze w wypadku komoérek inkubowanych po dodaniu
auranofiny liczba pikéw chromatograficznych jest wieksza w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, do ktérej auranofina zostata dodana po przeprowa-
dzeniu lizy. Swiadczy to o tym, ze na skutek obecnosci kompleksu zlota
cytozol komérki ulega wzbogaceniu przez wielkoczasteczkowe biatka
(najprawdopodobniej zawierajace cysteine). Takiego efektu nalezaloby sie
spodziewaé przy mitochondrialnym mechanizmie apoptozy komoérki.

4. Perspektywy

Opracowana metoda oznaczania zawartoSci metali w lizatach
komoérkowych pozwolita okreslié¢ stopien akumulacji metalolekéw przez
komoérki rakowe. Ze wzgledu na realizacje badan w warunkach in vitro
oznaczenia powinny by¢ wykonywane wzgledem komérek prawidlowych,
co pozwala na wstepne okre§lenie selektywnosci leku. Pionierskie ozna-
czenia mikroelementéw w lizatach, oparte sa na hipotezie, ze metale po-
winny wymienia¢ inne podobne pod wzgledem chemicznym mikroelemen-
ty, okazaly sie udanym przedsiewzieciem, zwlaszcza w wypadku zelaza,
cynku 1 miedzi. Do zaobserwowania réznic w dziataniu obu metalolekow
konieczne jest zastosowanie technik sprzezonych. Chromatogramy uzy-
skane za pomoca, SEC-ICP MS pozwolily stwierdzié, ze: cis-Pt w lizacie
komérkowym tworzy przede wszystkim addukty ze zwiazkami wielkocza-
steczkowymi o zblizone] masie czasteczkowej (ok. 20 kDa), natomiast
auranofina potrafi tworzyé addukty ze zwiazkami wielkoczasteczkowymi
o réznych masach czasteczkowych, ktére pojawiaja sie w cytozolu na sku-
tek obecnos$ci auranofiny. Wplyw metalolekéw na mikroelementy w Sro-
dowisku cytozolu nie jest jednoznaczny 1 wymaga dalszych badan.

Otrzymane wyniki za pomoca opracowanych metod wskazuja, ze
identyfikacja bioligandéw wymaga przeprowadzenia postepowania anali-
tycznego z zakresu proteomiki. Wskazuja na to wyznaczone masy cza-
steczkowe za pomoca SEC i1 wplyw na mikroelementy, ktére czesto sa
kofaktorem enzymow.
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1. Wprowadzenie

Siarka jest pierwiastkiem rozpowszechnionym we wszystkich
elementach $rodowiska: litosferze, hydrosferze 1 atmosferze [1]. Jest ona
uznawana za makroskladnik niezbedny dla wszystkich organizméw zy-
wych. Do niedawna problematyka zwigzana z siarka rozpatrywana byla
jedynie w aspektach jej nadmiaru [2—4]. Wynikalo to ze znacznej emisji
tego pierwiastka z wielu zakladdéw przemystowych wykorzystujacych
surowce kopalne, a gtéwnie wegiel. Emisja wlasna oraz transgraniczna
powodowala, ze na znacznym obszarze Polski doplyw siarki z tego zrédia
znaczaco przekraczal wymagania pokarmowe, nawet gatunkéw roslin
0 duzym zapotrzebowaniu na ten pierwiastek [3, 5]. Depozycja siarki
w postaci kwasnych deszczy oraz opadu suchego w latach 80. XX w., wy-
noszaca 60-80 kg S-ha-!-rok-! [6], powodowala wiele niekorzystnych
zmian w §rodowisku, w tym m.in.: wzrost zakwaszenia gleb, a w kon-
sekwencji ograniczenie dostepnosci wielu skladnikéw pokarmowych,
zwiekszenie rozpuszczalno$ci zwigzkow glinu, manganu 1 innych me-
tali ciezkich, zwiekszenie wymywania skladnikéw zasadowych, zmiany
w skladzie iloSciowym 1 jako$ciowym mikroorganizmoéw glebowych, co
prowadzilo do zakl6cenia naturalnego obiegu pierwiastkéw [7—11]. Mo-
dernizacja 1 restrukturyzacja przemyshu, a takze podjete na poczatku lat
80. XX w. dziatania proekologiczne przyczynily sie do redukcji emisji
zwiazkow siarki do atmosfery. W poréwnaniu do roku 1980, kiedy to we-
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dtug danych GUS wyemitowanych zostato 4132 tys. Mg SOz, emisja
w 2012 r. byla mniejsza o blisko 80% 1 wynosita 853,3 tys. Mg [6]. Ogra-
niczenie doplywu siarki na tej drodze, straty w wyniku wymywania do
wod gruntowych, spadek zuzycia nawozéw naturalnych, mineralnych
oraz pestycyddéw zawierajacych w swoim skladzie ten pierwiastek, a tak-
ze wzrost arealu uprawy roslin o duzym zapotrzebowaniu na ten sktad-
nik, gléwnie rzepaku (2000 r. — 437 tys. ha, 2013 r. — 920 tys. ha), staly sie
przyczyna zmniejszenia zasobéw siarki w glebach [2, 4, 6, 12-17]. Zalez-
no$¢ taka potwierdzaja badania przeprowadzone przez Siebielca 1 in. [18]
w ramach ,Monitoringu chemizmu gleb ornych Polski”. Wykazaty one, ze
w 2010 r. 94% z 216 analizowanych profili glebowych charakteryzowato
sie niska zawartoscig tego makrosktadnika. Szulc [19] na podstawie obli-
czonych bilanséw siarki na powierzchni pola stwierdzil, ze dla warun-
kéw Polski w latach 2000-2003 byly one ujemne. Przykladowo dla rze-
paku ozimego érednio wynidst on —49,4 kg S-ha-1, a dla zb6z od -7 do
—-13 kg S-ha-t.

W warunkach wzrostu areatu upraw ro$lin o duzym zapotrzebowaniu
na siarke oraz intensyfikacji produkcji konieczne staje sie poszukiwanie
rozwigzan majacych na celu optymalizacje nawozenia tym makrosktad-
nikiem, zwiekszenie efektywnos$ci jego wykorzystania z nawozow 1 tym
samym wlasciwe zabezpieczenie roslin przed negatywnymi skutkami jego
niedoboru [2, 3, 13, 15, 19, 20].

2. Znaczenie siarki dla roslin

Rosliny maja zdolno§¢ pobierania siarki zaréwno z gleby, jak
1 atmosfery. Podstawowym zrédlem tego makroskladnika dla roslin
jest SO obecny w roztworze glebowym [20, 21]. Jedynie w warun-
kach znacznej emisji zwigzkow siarki, przy jednoczeénie niskiej za-
sobnosci gleb w ten pierwiastek, lub w warunkach dokarmiania do-
listnego roéliny moga adsorbowac ditlenek siarki przez liscie [21].
Siarka bierze udzial w wielu procesach metabolicznych 1 fizjolo-
gicznych — jest niezbedna w procesie fotosyntezy, uczestniczy w synte-
zie chlorofilu i ligniny oraz bierze udzial w procesach oksyredukcyj-
nych zachodzacych w komoérkach [2, 4, 14, 21-23]. Wplywa nie tylko
na wielko§¢ plonu, ale réwniez na jego jakos¢ [24, 25]. Od dawna zna-
ny jest problem hamowania syntezy biatka na skutek deficytu siarki,
ktorego konsekwencja jest redukeja plonu [2, 8, 10, 19, 22, 24, 26, 27].
Wérod najwazniejszym zwiazkéw, w sktad ktorych wchodzi ten pier-
wiastek, mozna wymieni¢ niezbedne do syntezy bialek aminokwasy,
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tj. metionina, cysteina i cystyna. Oprocz tego stanowi on sktadnik bu-
dulcowy sulfolipidow, witamin, glukozynolanéw, ukiadow redukuja-
cych: glutationu, ferrodoksyny czy olejkéw gorczycznych i czosnkowych
[1, 2, 4, 22, 23].

Odpowiednie zaopatrzenie ro$lin w siarke pelni dodatkowo wazna,
role w procesach ich adaptacji do niekorzystnych warunkéw érodowi-
ska [14, 23], zwieksza odporno$¢ na choroby bakteryjne i grzybowe
oraz szkodniki [17, 21, 22, 28].

W literaturze coraz czes$ciej podkreslany jest wplyw siarki na me-
tabolizm innych sktadnikéw pokarmowych [2, 29]. W warunkach defi-
cytu siarki w glebie rosliny stabiej wykorzystuja azot, z kolei deficyt
azotu moze zmniejszy¢ efektywno$é wykorzystania siarki [2, 14, 24, 29].
Intensywne nawozenie azotem w warunkach niedoboru siarki prowa-
dzi do zawezenia stosunku N : S, co jest wynikiem zwiekszenia zawar-
toéci w tkankach azotu niebiatkowego [24]. Siarka ma takze wplyw na
przebieg procesu wiazania azotu przez bakterie brodawkowe. W wa-
runkach niedostatecznego zaopatrzenia roslin w ten pierwiastek spa-
da aktywno$¢ nitrogenazy oraz hamowany jest rozwdj brodawek ko-
rzeniowych [2, 23, 26].

Wielokierunkowy wplyw siarki na ro§liny uprawne dowodzi, ze
w warunkach postepujacego deficytu tego makrosktadnika konieczne
staje sie rozpoznanie czynnikow decydujacych o formie wystepowania
tego skladnika w glebie, a tym samym o jego dostepnoséci [3].

3. Siarka w glebie

Zawarto$¢ siarki ogblnej w glebach zalezy od ich pochodzenia
oraz wielu wlasciwosci fizycznych 1 chemicznych, ale najczeséciej w glebach
mineralnych miesci sie ona w zakresie 0,02—0,20%, natomiast w glebach
organicznych moze dochodzié¢ do 3,56% [3, 19, 30, 31]. W glebach mineral-
nych uzytkowanych rolniczo stwierdzono zawarto$é¢ od 0,007 do 0,108%
[32], a $rednia na poziomie 0,022%, przy wahaniach od 0,008 do 0,079%
[18]. Dane te wskazuja, ze wiekszo$é polskich gleb uprawnych (ponad
60%) charakteryzuje sie niska naturalna zawartos$cia tego makrosklad-
nika. Deficyt siarki stwierdzany jest przede wszystkim na glebach bardzo
lekkich 1 lekkich, wykazujacych niska zawarto$¢ materii organicznej
[1, 31]. Znacznie wiecej tego skladnika zawieraja gleby wytworzone z glin
$rednich i ciezkich, a takze mady i redziny [33]. Siarka w glebach wyste-
puje w polaczeniach organicznych 1 mineralnych, a wzajemny udzial po-
szczegoblnych form tego pierwiastka jest uzalezniony od wielu czynnikéw,
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wérod ktorych najczeséciej w literaturze wymieniane sa: zawarto$¢ czesci
splawianych, wegla organicznego, azotu ogdlnego, odezyn, forma i dawka
stosowanego nawozenia [1, 3, 19, 27, 31, 34—41].

Dominujaca forma wystepowania siarki w glebach sa jej potaczenia
organiczne. Zawarta jest ona w resztkach ro§linnych, zwierzecych, mi-
kroorganizmach, wystepuje takze w formie zwiazkéw organicznych, tj.
aminokwasy, biatka, polipeptydy. W zaleznosci od typu i wlasciwosci gle-
by forma ta moze stanowi¢ od 50 do nawet 97% catkowite] zawartosci
tego makrosktadnika [1, 30, 34, 36, 40]. Wykazano, ze w grupie polaczen
organicznych wystepujacych w glebach mozna wyr6znié: polaczenia es-
trowe (-C—0-S-), sulfaminiany (—-C—0-S-), cysteine (—-C—S—S-), ulegaja-
ce redukcji do HeS pod wptywem HJ [42]. W tej postaci moze by¢ zwiaza-
ne od 30 do 70% siarki organicznej. Druga grupa to polaczenia z weglem
(-C-S-), tj. aminokwasy siarkowe, dwusiarczki, merkaptany, sulfony,
kwasy sulfonowe — ulegajace redukeji do nieorganicznych siarczkéw oraz
polaczenia nieulegajace temu procesowi.

Siarka w polaczeniach mineralnych wystepuje w glebach gtéwnie
w postaci siarczandéw(VI), a jedynie w glebach podmoktych, w warunkach
beztlenowych w postaci siarczkow lub jako siarka elementarna [3, 36].
Formy zredukowane S to w wiekszoSci polaczenia nierozpuszczalne,
a tym samym nie stanowia one dostepnego zrddla tego pierwiastka dla
roélin. Siarka siarczanowa(VI) wystepuje w roztworze glebowym w posta-
ci soli rozpuszczonych oraz polaczen nierozpuszczalnych, tj. zwiazki
z wapniem, magnezem, barem, strontem [36]. Forma rozpuszczalna moze
ulegaé w glebach procesom adsorpcji przez koloidy glebowe [34]. Inten-
sywnos$¢ zachodzenia tego procesu uwarunkowana jest zawartoscig, tlen-
kéw glinu 1 zelaza oraz odczynem. W glebach wykazujacych odezyn > 6,5
adsorpcja SOZ™ jest niewielka, wzrasta natomiast wraz ze wzrostem za-
kwaszenia gleby, a najwieksza intensywno$¢ zachodzenia tego procesu
ma miejsce w warunkach pH 3,0 [3, 34, 36, 40].

Zawarto$é siarki siarczanowej(VI), formy najistotniejszej z punktu
zywienia ro§lin, w wiekszosci gleb uprawnych waha sie od 5 do 8% 1 z re-
guly nie przekracza 10% zasobdéw siarki catkowitej [1, 3, 18, 19, 31, 33,
34, 40]. W zaleznoéci od kierunku 1 intensywnoéci zachodzacych w glebie
procesow zawarto$¢ siarczanow(VI) moze podlegaé duzej zmiennoSci
w czasie [1, 3, 21, 34, 36, 40]. Wsrdd czynnikéow decydujacych o zawartosci
tej formy siarki istotna role odrywaja te, ktére decyduja o rodzaju 1 aktyw-
nosci mikroorganizméw wystepujacych w glebie, a tym samym posrednio
wplywaja na kierunek i intensywno$¢ zachodzacym w glebie proceséow
przemian tego sktadnika [35, 37, 43], ale takze te, ktére decyduja o inten-
sywnoéci jego wymywania [1, 2]. Na podstawie literatury Mc Grath [3]
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podaje, ze w zalezno$ci od typu gleby 1 jej wlasciwosci, klimatu, inten-
sywnoscl uprawy, stosowanego nawozenia straty tego skladnika wahaja
sie od 1iloéci §ladowych do nawet 310 kg-ha-1-rok-1. Na podstawie prze-
prowadzonych badan lizymetrycznych, z wykorzystaniem S znakowanej,
wykazano, ze w ciagu roku z gleby plowe] wymyciu uleglo 3—-18% iloSci
wprowadzonej siarki [16], natomiast rocznie z gleb uprawnych wymywa-
ne jest 30-80 kg S-ha-1 [17].

4. Przemiany siarki w glebie

Przemiany zwiagzkéw siarki w glebach charakteryzujg sie duza
ztozonoécia oraz dynamika w czasie 1 obejmuja procesy mineralizacji,
immobilizacji, utleniania oraz redukcji [3, 30, 36]. Za krazenie tego pier-
wiastka w glebie odpowiedzialne sa procesy biochemiczne, jednak gléwna
role odgrywaja w nim procesy biologiczne, prowadzone przy udziale mi-
kroorganizméw, promieniowcoéw oraz grzybéw [1, 3, 30, 44]. Dlatego tez
wzajemny uklad proceséw przemian uzalezniony jest od rodzaju i liczeb-
noéci wystepujacych w glebie mikroorganizméw, o ktérych decyduja
z kolel panujace w glebie stosunki wodno-powietrzne, temperatura 1 od-
czyn gleby oraz zasobnoéé w sktadniki pokarmowe 1 energetyczne [3, 30,
34, 35, 37, 43, 44].

4.1. Mineralizacja

Mineralizacja potaczen siarki, czyli zesp6t proceséw prowadza-
cych do rozkladu organicznych zwiazkow tego pierwiastka, pelni waznag
role w udostepnianiu ro§linom skladnikéw pokarmowych [1, 30, 34, 44].
Jest to proces zachodzacy gltéwnie na drodze przemian mikrobiologicz-
nych, prowadzony zaréwno przez bakterie tlenowe, jak i1 beztlenowe
(Pseudomonas, Clostridium) oraz przez grzyby (Aspergillus) [30]. Jezeli
jednak zawarto$é siarki w rozkladanym materiale nie przekracza 0,13%,
to cala jej uwolniona iloé¢ jest asymilowana przez mikroorganizmy, co
ogranicza jej dostepno$¢ dla roélin [45].

W literaturze najczeéciej podawany jest przebieg mineralizacji za-
proponowany przez McGilla 1 Cole’a (1981). Autorzy ci wyrdzniaja dwie
podstawowe drogi przemian: biologiczna 1 biochemiczna. Biochemiczna
polega na uwolnieniu siarczanéw z polaczen typu —C—O-S na drodze hy-
drolizy, zachodzacej pod wplywem enzymu sulfatazy wydzielanej przez
bakterie w warunkach niedoboru siarki. Arylosulfataza hydrolizuje estry
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siarczanowe (R—-0—S0Z2") do fenoli (R—OH) i nieorganicznych siarczanéw
(SOZ) [35, 37, 46, 47]. Aktywnoéé tego enzymu w glebie moze byé mody-
fikowana na drodze stosowanego nawozenia. Zawarto§¢ arylosulfatazy
w glebach nawozonych obornikiem zwiekszata sie, a w wyniku wprowa-
dzenia nawozéw mineralnych ulegata ograniczeniu [35, 37, 46, 48]. Nega-
tywny wplyw na aktywnoéé enzymatyczna gleb jonéw: NOz, NOgz, PO?",
SOZ, Cl- stwierdzili Gerimda i in. [47]. Druga droga — biologiczna, doty-
czy glownie siarki bezpoSrednio zwiazanej z weglem 1 wynika z dziatalno-
§ci mikroorganizméw, ktére swoje zapotrzebowanie na energie w postaci
wegla pozyskuja z rozkladu materii organicznej. Obydwa procesy, mimo
istotnych réznic, sa z soba SciSle powiazane, gdyz wiele zwigzkéw orga-
nicznych zanim ulegnie transportowl przez membrany komérkowe, musi
zostaé roztozone do mniejszych czasteczek [1, 3].

Pozytywnie na intensywnoéé zachodzenia procesu mineralizacji wpty-
wa wzrost pH gleby. Wapnowanie przyspiesza proces mineralizacji orga-
nicznych polaczen siarki, ale nie prowadzi to do zwiekszenia zawartoSci
siarczandéw(VI) w roztworze glebowym, bowiem powstajacy CaSO: jest
sola nierozpuszczalna [30]. Sposéb uprawy gleby oraz stosowane nawoze-
nie z kolei przyczyniaja sie do modyfikacji zawartoéci substancji orga-
nicznej w glebie, a tym samym zawarto$ci w niej wegla. Z reguty tempo
mineralizacji jest wyzsze w glebach uprawnych niz odtogowanych [40, 45].

Przebieg procesu mineralizacji, zaréwno na drodze biochemicznej, jak
1 biologicznej, jest uzalezniony w duzej mierze od temperatury, ktéra de-
cyduje o tempie jej przebiegu oraz od dostepu tlenu, ktéry wplywa na
rodzaj otrzymywanych produktéw. W obecnoSci tlenu jest to siarczan,
natomiast przy jego braku siarczki, siarczany i merkaptany [3]. Minera-
lizacja zachodzi najsprawniej w temperaturze 20-35°C [3, 43].

4.2. Immobilizacja

Immobilizacja, bedaca procesem przeciwstawnym do mineraliza-
¢ji, pelni wazna role w zatrzymywaniu siarczanéw w glebie. Proces ten
prowadzi do znacznego ograniczenia ich wymywania, jednak jednoczesnie
ogranicza mozliwo$¢ pobrania tego sktadnika przez ro§liny [1, 30]. Prze-
bieg procesu immobilizacji zalezny jest od rodzaju prowadzacych go mi-
kroorganizméw. Jednak we wszystkich przypadkach mozna wyréznié
dwa podstawowe etapy [1, 3, 30, 34, 44]: w pierwszym siarka wystepuja-
ca w polaczeniach nieorganicznych (a w niektérych przypadkach takze
siarka zwigzana w aminokwasach 1 innych prostych zwiazkach organicz-
nych) jest asymilowana przez mikroorganizmy i roéliny, a w kolejnym, po
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cze$ciowym rozkladzie obumartego materialu mikrobiologicznego, naste-
puje ich przeksztalcenie w zlozone zwiazki organiczne.

Najwazniejszym czynnikiem decydujacymi o stanie dynamicznej réwno-
wagi miedzy procesami mineralizacji 1 immobilizacji sa: rodzaj i liczebnosé
mikroorganizméw wystepujacych w glebie, wzajemny stosunek C:N:S,
wilgotnoé&é, odezyn, okrywa ro§linna oraz stosowane zabiegi uprawowe [1,
19, 44]. Jak wskazuje Barrow (1960) [1, 40], gdy: C:S > 400: 1 — wystepuje
przewaga procesu immobilizacji w wyniku intensywnego namnozenia mi-
kroorganizméw heterotroficznych; przy stosunku C:S = 200-400:1 —
procesy immobilizacji 1 mineralizacji zachodza w $cistej réwnowadze; jesli
C:S < 200:1 — dominuja procesy mineralizacji i uwolnienie S—SOZ~ do
roztworu glebowego.

Przewaga proceséw immobilizacji ma miejsce réwniez w warunkach
zbyt wysokiej zawartosci azotu w stosunku do siarki. Dodatek azotu
wplywa dodatnio na wzrost mikroorganizméw, ktore zuzywaja wiekszos$é
wystepujace] w glebie siarki na wlasne potrzeby [41, 44]. Oprocz zabie-
géw uprawowych [40, 45] znaczenie ma takze gatunek uprawianej rosli-
ny, a dokladniej iloé¢ 1 sktad wydzielin korzeniowych decydujacy o skta-
dzie i liczebno$ci mikroorganizméw wystepujacych w ryzosferze [23, 44].

4.3. Utlenianie

Utlenianie jest drugim obok mineralizacji procesem prowadza-
cym do udostepniania roélinom siarki [1, 30, 36, 44]. Zredukowane zwiazki
tego pierwiastka w warunkach dostepu tlenu sa tatwo utleniane przez
organizmy wykorzystujace powstajaca w tym procesie energie na wlasne
potrzeby. Uwolniony w procesie mineralizacji H2S, a takze S° (obecna
w glebie lub wprowadzona w postaci nawozu mineralnego) przy wspol-
udziale bakterii z rodzaju Thiobacillus oraz grzybéw i promieniowcow
ulega utlenieniu do SOZ™ [3, 30, 36, 44, 47, 49]. Na tempo procesu utle-
niania polaczen siarki istotny wplyw ma temperatura, odczyn i1 wilgot-
noéc¢. Zbyt niska temperatura istotnie obniza intensywnoé¢ zachodzenia
procesu utleniania siarki elementarnej (S°). Fox 1 in. (1964) stwierdzili,
ze w temperaturze 23° proces utleniania zachodzi 15 razy szybciej niz
w temperaturze 4°. Ci sami autorzy wykazali, ze postepujacy proces
utleniania siarki skutkuje obnizeniem odczynu gleb, co z kolei ma nega-
tywny wplyw na rozwdj mikroorganizméw biorgcych udzial w tym proce-
sie. Limitujaco na ich aktywno$é moze wplywaé réwniez zbyt niska wil-
gotno$é. Zbyt wysoka sprzyja natomiast intensyfikacji zachodzenia
proceséw redukeji siarczanéw [30].
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4.4. Redukcja

Bakterie redukujace siarczany sa charakterystyczne dla siedlisk
beztlenowych 1 bogatych w substancje organiczna, np. gleby bagienne.
Odgrywaja istotna role w obiegu materii organiczne] w przyrodzie.
W takich warunkach siarczany redukowane sg do siarczkéw, siarkowodo-
ru lub siarki rodzimej. Podobnie jak w przypadku bakterii utleniajacych
ten pierwiastek, bakterie redukujace wykorzystuja powstajaca w tym
procesie energie na wlasne potrzeby zyciowe [30].

5. Perspektywy

Zachodzace przemiany zwiazkow siarki decyduja o udziale po-
szczegblnych form tego skladnika w glebach uprawnych, a stosowane
przez czlowieka zabiegi uprawowe maja istotny wplyw na ich kierunek.
Czynnikiem decydujacym bezpoérednio o wzajemnym uktadzie tych pro-
ceséw jest jednak liczebno$é 1 rodzaj mikroorganizméw wystepujacych
w glebie. Istotna rola mikroorganizméw glebowych w przemianach siarki
wskazuje, ze proponowane coraz czeSciej mikrobiologiczne preparaty,
stuzace w praktyce rolniczej do poprawy zyznoéci, moga istotnie modyfi-
kowa¢é dostepnosé siarki dla roslin.
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1. Wstep

Choroba nowotworowa jest jedna z najmniej poznanych choréb
pod wzgledem mechanizmu rozwoju oraz technik zapobiegania i zwalcza-
nia. Do tej pory opracowano trzy metody jej leczenia: radioterapia, chi-
rurgia oraz najmltodsza — chemioterapia. Ta ostatnia, z wykorzystaniem
lek6éw o dzialaniu cytostatycznym, czesto wspomaga inne metody. Zwiaz-
ki cytostatyczne maja za zadanie uniemozliwié¢ replikacje DNA poprze-
dzajaca podzial komoérek poprzez odpowiednia modyfikacje nici DNA lub
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inhibicje enzymoéw koniecznych do podzialu mitotycznego komoérki [1].
Ze wzgledu na to, ze skuteczno$é, aktywno$é i1 toksyczno$é badanego
zwiazku zaleza od wydajnoéci jego transportu [2] 1 ze wiekszo$é lekow
cytotoksycznych podawanych jest dozylnie, nacisk kladzie sie na badanie
oddzialywan komplekséw metalu z bialkami transportujacymi wystepu-
jacymi w surowicy krwi. Wiekszo§¢ zwigazkow o wlasciwosciach cytosta-
tycznych bylo wykrywanych przypadkowo. Stanowily one jednak punkt
wyjéciowy do dalszych poszukiwaniach substancji o okre$lonej bioaktyw-
nosSci. Jednym z przykladéw jest kompleks cis-[diaminodichloroplatyny(II)]
— znany jako cisplatyna oraz jej analogi karboplatyna 1 oksaliplatyna [1].
7Z uwagi na powazne skutki uboczne wywolane stosowaniem lekéow za-
wierajacych platyne poszukiwane sa zwiazki o lepsze] selektywnosci
1 poréwnywalnej skutecznoéci. Sposrod licznie otrzymywanych zwiazkéw
o potencjalnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych tylko niewiele
z nich daje pozadane efekty w testach klinicznych. Najlepsze wyniki
osiagane sa w przypadku komplekséw metali przejsciowych zawieraja-
cych jony: galu(Ill), tytanu(IV), rodu(Il), rutenu(ll, III) oraz jednych z naj-
bardziej obiecujacych — ztota(l) 1 ztota(III) [2].

2. Kompleksy ztota jako cytostatyki

Kompleksy zlota stanowia obiecujaca klase substancji biologicz-
nie czynnych o potencjalnym dzialaniu przeciwrakowym. Mechanizm ich
dzialania nie jest jeszcze w pelni poznany, ale na podstawie dotychczaso-
wych prac badawczych stwierdzono, ze kompleksy zlota wykazuja inny,
tzw. niezalezny od DNA mechanizm hamowania rozwoju raka, co czyni je
atrakcyjna alternatywa dla obecnych lekow na bazie platyny [3]. Badane
sq kompleksy zaréwno na +I, jak 1 na +III stopniu utlenienia, jedno- lub
dwurdzeniowe (rys. 1).

Auranofina (kompleks 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-1-tio-B-D-glukopiranozo-
-S-(trietylo-fosfina) zlota(l)) jest jednordzeniowym kompleksem zlota(l),
ktéry od ponad 20 lat jest stosowany w leczeniu reumatoidalnego zapale-
nia stawow. Dopiero niedawno zwrocono szczegdlna uwage na jego prze-
ciwnowotworowe wlasciwosci w stosunku do biataczki P388 oraz poten-
cjalnie hamujace rozwé) w stosunku do HIV. Auranofina jako prolek
podawany jest glownie dozylnie, ale moze by¢ tez podawany doustnie.
Auranofina jest kompleksem bardzo reaktywnym. Jej ligandy moga by¢
wymieniane przez endogenne ligandy zawierajace grupy tiolowe, ktore
moga wplywaé na jej reaktywnosc i zachowanie w organizmie. W roztworze



Analiza jakosciowa metabolitéw komplekséw zlota o potencjalnych wtasciwosciach 237
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Rys. 1. Kompleksy zlota (od lewej): Auranofina, AuBipyC, AuOx06, AuzPhem [3]
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Rys. 2. Najbardziej prawdopodobne produkty rozpadu Auranofiny [4]

kompleks ten moze ulegaé¢ degradacji na skutek wymiany ligandu oraz
deacetylacji reszty cukrowej (rys. 2) [4].

Mechanizm dzialania Auranofiny na komérki nowotworowe opiera sie
prawdopodobnie na selektywnym hamowaniu wlasciwosci redukujacych
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enzymu mitochondrialnego — reduktazy tioredoksyny. Reduktaza ta na-
lezy do selenoenzymoéw, ktére katalizuja redukcje zalezne od NADPH
1 odpowiadaja za utrzymanie bialek w ich zredukowanym stanie. Zaha-
mowanie dzialania tego enzymu powoduje, iz tioredoksyna nie jest prze-
ksztalcana w aktywna, zredukowana forme, co uniemozliwia usuwanie
nadtlenku wodoru utworzonego przez mitochondrialny tancuch oddecho-
wy. Prowadzi to do obrzeku mitochondrialnego, zwiekszenia przepusz-
czalnoéci blony zewnetrznej mitochondriéw i uwolnienia cytochromu c.
W rezultacie dochodzi do zahamowania syntezy DNA 1 apoptozy komérki
nowotworowej. Najnowsze badania dowodza, ze zwiekszone wytwarzanie
reduktazy w mitochondriach komérki nowotworowej odpowiada za leko-
oporno$¢. Auranofina jest zatem niezwykle obiecujaca ze wzgledu na
zmniejszenie ryzyka wystepowania lekoopornoéci [5].

Drugim badanym kompleksem ztota(IIl) jest AuBipyC [(bipydmb-H)Au
(OH)][PF¢] (gdzie bipydmb-H = zdeprotonowana 6-(1,1-dimetylobenzylo)-2,2'-
-bipirydyna). Kompleks ten, w przeciwienstwie do Auranofiny, jest trwaty
w fizjologicznych warunkach osocza krwi. Badania wykazaly, ze przeja-
wia znaczna cytotoksyczno§é wobec linii ludzkich komérek raka jajnika
1 ptuc. Ponadto, jego mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci opiera
sie, tak jak w przypadku Auranofiny, na mitochondrialnym szlaku apop-
tozy [6].

3. Badanie reaktywnosci kompleksow ztota
w warunkach fizjologicznych

Wydajno§é dzialania leku jest $cisle zwiazana z wydajnoscia jego
transportu, a co za tym idzie — z powinowactwem kompleksu lub jego
metabolitéw do biatek transportujacych, obecnych we krwi. Badanie trwa-
loéci 1 reaktywnos$ci substancji biologicznie czynnych w warunkach fizjo-
logicznych jest niezwykle wazne. Zazwyczaj, w warunkach fizjologicz-
nych, badane sa przemiany prowadzace do aktywacji proleku, a nastepnie
kinetyka tworzenia adduktéw z biatkami osocza. Identyfikacja nowych
zwigzkow jest najczeSciej realizowana z udzialem spektrometréw mas
z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie (ESI MS). Bogaty sktad plynow
ustrojowych (moczu lub krwi) przysparza wiele trudnosci podczas procesu
rozpraszania, jonizacji, rozdzielania jonéw w fazie gazowej 1 interpretacji
widm. W przypadku wiekszos$ci metalokomplekséw, podczas interpretacji
widm, z pomoca przychodzi obwiednia izotopowa, czyli specyficzny dla
danego metalu uklad sygnatéw pochodzacych od jego izotopéw. Niestety
zloto jest monoizotopowe, co utrudnia selekcje sygnaléw do interpretacji.
Etapy oczyszczania zwiazkOw natomiast czesto prowadza do rozpadu wielu
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form 1 utraty informacji. Poczatkowe prace nalezy zatem prowadzi¢ w pro-
stych roztworach odtwarzajacych warunki fizjologiczne (pH, temperatura,
obecno§é zwigzkéw o wlasciwosciach utleniajacych lub redukujacych).

3.1. Elektrochemiczna komora reakcyjna ROXY

Komora elektrochemiczna ROXY firmy Antec stuzy do symulowa-
nia warunkéw utleniajaco-redukujacych panujacych w organizmach zy-
wych 1 powstawania potencjalnych metabolitow. Uklad sktada sie z trzech
elektrod: roboczej, na ktorej zachodzi reakcja, odniesienia 1 pomocniczej.
Potencjal roboczy ustala sie pomiedzy elektroda robocza 1 pomocnicza.
Trzecia elektroda ma kompensowaé efekt polaryzacji prowadzacej do de-
stabilizacji pracy komory reakcyjnej lub komory jonizacyjnej ESI (rys. 3).
Mozliwe jest zatem bezpoSrednie polaczenie komory reakcyjnej z ESI MS,
umozliwiajace natychmiastowa rejestracje produktéw reakeji redoks.
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Rys. 3. A. Przekrdj komory reakcyjnej. B. Rzeczywisty wyglad komory reakcyjnej z wi-
doczna, cela pomiarowa (7 pL roztworu) oraz elektrodami roboczymi — krazki wykonane
z wegla, zlota platyny i ,,magicznego diamentu” (diament na no$niku krzemowym)

4. Metody analityczne

Przygotowanie prébek metalokomplesdéw: Roztwér za-
wierajacy odpowiedni kompleks ztota o stezeniu 10 pM przygotowywano
w roztworze mroéwczanu amonu o stezeniu 10 mM 1 pH 7,4 symulujacym
fizjologiczne warunki osocza krwi. Nastepnie do probki dodawano aceto-
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nitryl — lotny zwiazek wspomagajacy proces jonizacji — tak, aby jego za-
warto$¢ wynosita 30% (v/v).

Metodyka badan: Probki wprowadzane byty do komory reakcyjne;j
(a nastepnie do ESI MS) za pomoca pompy strzykawkowej z predkoscia
10 uM - min-1. Parametry pracy aparatow zamieszczone w tabeli.

Tabela. Parametry pracy komory reakcyjnej ROXY i ESI MS

ESI QqQ MS

Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS Jet
Stream

Aparat

Temperatura gazu rozpylajacego |300°C

Przeptyw gazu rozpylajacego 8 L-minl-
Ciénienie gazu nebulizujacego 50 psi
Temperatura gazu ostonowego 250°C
Przeptyw gazu ostonowego 7 L-min-1
Napiecie na kapilarze i?é)fln\;c }(1t)ryb jonéw dodatnich), 1500 V (tryb jonéw
Napiecie koncowe 500 V
Tryb jonizacji dodatni lub ujemny
Tryb zbierania jonow przemiatanie
Napiecie na fragmentatorze 90V

Komora reakcyjna ROXY
Przeptyw cieczy 10 mL-h-1
Potencjal utleniajacy 0od0do 3,56V
Potencjal redukujacy od 0do—-2,5V
Zmiana potencjatu skokowo co 0,1 V
Elektroda robocza ,magiczny diament”

5. Wyniki badan i dyskusja

Widma mas dla probek kompleksow zlota wykonywane byly w try-
bie jonéw dodatnich i ujemnych, przy wszystkich mozliwych potencjalach
przykladanych w komorze reakcyjnej ROXY. Otrzymane widma oczysz-
czano poprzez odejmowanie tla i widm §lepych préb, a otrzymane wyniki
zestawiono na wykresie wraz z propozycja interpretacji sygnalow.
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5.1. Produkty przemiany Auranofiny

W przypadku widm mas otrzymanych dla Auranofiny uzyskano
cztery gléwne sygnaly. Obserwujac zmiany wysokosci sygnaléw, zauwaza
sie zaleznoé¢ poszczegdlnych sygnalow od przytozonego napiecia, co przed-
stawiono na rysunku 4. Sygnatowi o m/z 586 przyporzadkowano kom-
pleks zlota AUF, w ktorym grupa trietylofosfinowa zostala wymieniona
przez grupe nitrylowa. Jest ona jednak na tyle reaktywna, ze latwo przy-
lacza sie ponownie do zlota, co mozna zaobserwowaé w postaci sygnatu
o m/z 215, pochodzacego od kompleksu zlota z dwiema grupami trietylo-
fosfinowymi. Mniejsze sygnaly pochodza od rozpadu podstawnikéw grupy
cukrowej Auranofiny (m/z 249 1 271), ktérych wysoko$é ro$nie wraz
z potencjalem utleniajacym. Intensywnosé zas sygnatu pochodzacego od
kompleksu zlota z dwiema grupami trietylofosfinowymi (m/z 215) maleje.
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Rys. 4. Widma mas ESI MS w trybie jonéw ujemnych dla roztworu Auranofiny w roztworze
10 mM mréwczanu amonu, pH 7,4 uzyskane dla potencjatéw utleniajacych

Dla poszczegdélnych sygnaléw przeprowadzono fragmentacje w celu
potwierdzenia zaproponowanej struktury. Na rysunku 5 przedstawiono
przyktadowe widmo fragmentacyjne dla jonu o m/z 586, ktére ukazuje ko-
lejne rozpady metabolitu Auranofiny poprzez rozpad reszty cukrowej oraz
oderwanie catego pierécienia cukrowego, potwierdzajac tozsamo$é zwigzku.
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Rys. 5. Widmo fragmentacyjne ESI MS/MS w trybie jonéw ujemnych jonu macierzystego
o m/z 586, potencjal w komorze reakcyjnej réwny 0,5V
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Rys. 6. Widma mas ESI MS w trybie jonéw dodatnich dla roztworu AuBipyC w roztworze
10 mM mréwczanu amonu, pH 7,4 uzyskane dla potencjatéw utleniajacych

5.2. Produkty przemiany AuBipyC

AuBipyC jest kompleksem zlota na +III stopniu utlenienia. Ma on
koordynacyjnie przytaczone dwie czasteczki pirydyny oraz kowalencyjnie
zwiazany benzen, ktory z pirydyna laczy lancuch alifatyczny. Dodatkowo
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ma takze grupe hydroksylowa przy atomie zlota 1 w efekcie kompleks ma
ladunek pojedynczy dodatni, co powoduje, ze sygnaly sa obserwowane tylko
w trybie jonéw dodatnich. AuBipyC jest doéé trwatly, rozpada sie w nie-
znacznym stopniu, gdzie w Srodowisku stabo utleniajacym nalezy spodzie-
wac sie sygnatu pochodzacego od wyjéciowej formy kompleksu z dodatkowa,
grupa hydroksylowa (m/z 527), co stabilizuje kompleks. W wypadku, gdy
grupa hydroksylowa zostala odlaczona, kompleks ulega rozpadowl poprzez
odlaczanie sie czasteczek pirydyny (m/z 157), a w $rodowisku silnie utlenia-
jacym odlaczeniu ulegajg takze grupy alifatyczne (m/z 273) (rys. 6).

Dla wszystkich sygnaléw otrzymano widma fragmentacyjne, a przy-
ktadowe widmo dla sygnatu o m/z 527 ukazuje $ciezke rozpadu komplek-
su, potwierdzajac jego tozsamosé (rys. 7).
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Rys. 7. Widmo fragmentacyjne ESI MS/MS jonu macierzystego m/z 527, potencjal w ko-
morze reakcyjnej rowny 3V

6. Wnioski

Zastosowanie potencjometrycznej komory reakcyjnej ROXY umoz-
liwito zaproponowanie form gléwnych metabolitow tworzonych przez
kompleksy ztota w réznych warunkach redoks. Réznice w budowie i stop-
niu utlenienia zlota w badanych kompleksach powoduja, iz wykazuja one
inng trwalo$¢ i ich reaktywnoéé wzgledem tworzenia komplekséw z biat-
kami transportujacymi powinna by¢ inna.
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7. Perspektywy

Dalszy plan badawczy zaklada zbadanie in vitro kinetyki two-
rzenia adduktéw kompleksow zlota z bialkami osocza krwi ludzkiej i cy-
tozolu komoérkowego (zaréwno dla zdrowych, jak 1 rakowych komorek).
Nastepnie przeprowadzone zostana badania poréwnawcze w celu po-
twierdzenia tozsamos$ci metabolitow komplekséw zlota i ich wplyw na
mechanizm dziatania oraz skutecznoéé potencjalnego leku. Otrzymane
wyniki w warunkach modelowych ulatwia interpretacje widm otrzyma-
nych dla prébek pochodzenia biologicznego.
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1. Wstep

Wzrost wyjatowienia gleb 1 zubozenie zywno$ci w mikroelementy
spowodowaly, ze konieczne sa coraz czeéciej: dywersyfikacja diety, suple-
mentacja lub tzw. biofortyfikacja, czyli wzbogacanie zywnos$ci w substan-
cje niezbedne do zapewnienia w pelni zbilansowanej diety czlowieka [1].
Takie wzbogacanie moze byé dokonywane poprzez optymalizacje zabie-
géw agrotechnicznych lub wykorzystanie ro§lin transgenicznych w celu
selektywnego zwiekszenia fitodostepnoéci mikroelementéw z gleby [2];
przy zmniejszonej akumulacji pierwiastkéw toksycznych. Innym rozwia-
zaniem jest zastosowanie ro§lin niejadalnych do rekultywacji gleb (fito-
remediacji) lub unieruchomienia skazenia [3].

Zastosowanie roslin w celu biofortyfikacji lub fitoremediacji wymaga
dokladnego poznania i1 zrozumienia procesOw zaangazowanych w utrzy-
manie homeostazy metali w roélinach, do ktérych nalezy pobieranie,
transport dalekodystansowy, transport miedzykomérkowy oraz wewnatrz-
komoérkowy. Jony metali sq w ro§linach kompleksowane przez bioligandy
(u traw zwykle chelatujace fitosiderofory), ktére mozna podzieli¢ na kilka
grup ze wzgledu na atom bedacy donorem elektronéw [4]: tlen — matocza-
steczkowe kwasy organiczne 1 flawonoidy; siarka — cysteina 1 peptydy
zawierajace cysteine; tlen 1 azot — histydyna, nikotianamina 1 inne jej
pochodne.

1.1. Rola nikotianaminy w metabolizmie metali

Nikotianamina (NA) jest niebialkowym aminokwasem powszech-
nie wystepujacym w roslinach [5, 6]. Jest syntetyzowana poprzez reakcje
enzymatyczna kondensacji trzech grup amino-karboksypropylowych trzech
czasteczek S-adenozylo-metioniny [6]. NA w swojej budowie zawiera trzy
grupy aminowe 1 karboksylowe (rys. 1), co daje mozliwos$é tworzenia stabil-

o N- H\ NH3
(T
o /=0
o 0 ’

Rys. 1. Struktura nikotianaminy (NA)
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nych chelatéw z jonami takich metali, jak: Mn, Fe, Co, Zn Ni i Cu [6].
Trwatoé¢ kompleksow z badanymi metalami jest najwieksza przy pH
powyzej 6,5 zalezy tez od rodzaju i1 stopnia utlenienia metali [5, 6].

Znaczenie NA w ros$linach potwierdzono, badajac rosliny pomidora
zwyczajnego (Lycospericumesculentum Mill.) 1 jego mutanta chloronerva
niezawierajacego w sobie nikotianaminy na skutek zmiany w genie Nas
kodujacym enzym — syntaze nikotianaminy [6]. U ro§lin tych obserwuje
sie sterylno$é, zredukowany wzrost oraz silne chlorozy miedzywiazkowe
mtodych liSci — objawy podobne do towarzyszacych niedoborowi zelaza [6],
ktére sa odwracalne po wprowadzeniu nikotianaminy do roéliny [7]. Po-
dobne objawy zaobserwowano w wypadku tytoniu, ktory zawieral gen
syntezy hvnaat (enzymu transferazy nikotianaminy do kwaséw muige-
nowych) [7]. Chloroza byta odwracalna tylko po podaniu zelaza razem
z nikotianaminga. Wskazuje to na uczestnictwo NA w transporcie zelaza
w roélinie [6]. Stwierdzono takze bardzo malg zawarto§é enzymoéw zawiera-
jacych miedZz — dysmutazy ponadtlenkowej oraz plastocyjaniny [6]. Te
wyniki wskazuja na bezpoéredni udziat NA w transporcie Cu z korzenia
do pedu — najprawdopodobniej ksylemowego, poniewaz kompleks NA-Cu
jest trwaly takze w érodowisku lekko kwaénym [5].

1.2. Techniki instrumentalne w badaniu kompleksow metali
z bioligandami roslinnymi

Badanie komplekséw bioligandéw z metalami (analiza specjacyj-
na) wymaga zastosowania metod selektywnych i czulych ze wzgledu na
male stezenia réznorodnych komplekséw (stechiometrycznych i nieste-
chiometrycznych) w ekstraktach roSlinnych o bogatej matrycy [8-10].
Do identyfikacji zwiazkdéw zatem stosowane sa czasteczkowe spektrome-
try mas polaczone z technika rozdzielania zwiazkéw (chromatografia
cieczowa 1 elektroforeza kapilarna) — nazywane czesto technikami taczo-
nymi [8, 9]. W wypadku wzbogacania komplekséw metali rozdzielanie
moze byé¢ realizowane w polaczeniu ze spektrometrem mas z jonizacja
w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP MS), pozwalajac na wydzielenie
frakcji zwiazkéw zawierajacych metal 1 rézniacych sie masa czasteczkowa
lub hydrofobowoécia, co pozwolito na identyfikacje kompleksu NA-Ni za
pomoca, ESI MS/MS w ekstraktach Thlaspicearulescens [8].

Nikotianamina 1 jej kompleksy to zwigzki polarne. W celu umozliwie-
nia ich detekcji za pomoca ESI MS i jednocze$nie odpowiedniego rozdzie-
lenia mozna zastosowaé chromatografie oddziatywan hydrofilowych (HILIC)
bez lub po wstepnym rozdzieleniu zwiazkéw za pomoca SEC (dwuwymia-
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rowa chromatografia). Takie postepowanie pozwolito na identyfikacje
biokomplekséow niklu w ekstraktach 7. cearelulescens [9] 1 ptynie ksyle-
mowym 7. cearelulescens za pomoca, ESI QqTOF [10].

Jednym z wiekszych probleméw zwiazanych z badaniem komplekséw
metali z bioligandami jest ich ograniczona trwalo$é 1 wspélzawodnictwo
pomiedzy ligandami i metalami prowadzace do ich wymiany lub zmian
stechiometrii. Stad tez czesto badane jest powinowactwo metali do wy-
krytych bioligandéw w warunkach in vitro w celu potwierdzenia mozli-
woscl tworzenia sie zidentyfikowanych uprzednio komplekséw. Badania
takie, w wypadku wplywu mikroelementéw na trwatoé¢ kompleksu
Fe-NA za pomoca ESI MS, przeprowadza sie dla mieszanin substancji
wzorcowych przygotowanych in vitro [5].

W prezentowanej pracy zastosowano rozdzielanie za pomoca HILIC
oraz detekcje za pomoca tandemowego spektrometru mas ESI MS/MS do
identyfikacji komplekséw nikotianaminy z kadmem, miedzia oraz cyn-
kiem w ekstraktach korzeni 1 lisci hydroponicznie uprawianego pomido-
ra. Celem przeprowadzonych badan byto zbadanie wptywu deficytu zela-
za oraz nikotianaminy na wydajno$¢ transportu wyzej wymienionych
metali do czeSci nadziemnych rosliny.

2. Czes¢ eksperymentalna
2.1. Uprawa roslin

Pomidory uprawiano hydroponicznie przez 13 dni w czterech wa-
riantach pozywki: (1) % Knopa (warunki kontrolne), (2) % Knopa bez zela-
za, (3) %4 Knopa 1 z dodatkiem kadmu (0,1 uM) oraz (4) %4 Knopa bez ze-
laza i z dodatkiem kadmu (0,1 pM).

2.2. Przygotowanie materiatu roslinnego do analiz

Roéliny, po zebraniu byly dzielone na korzenie oraz liScie, za-
mrazane w cieklym azocie 1 przechowywane w temperaturze —80°C do
rozpoczecia procesu liofilizacji, ktéry trwat dwie doby. Nastepnie korzenie
oraz liScie byly ucierane na proszek w mozdzierzu. Do probek zawieraja-
cych okoto 25 mg odwazonego proszku dodawano 0,5 mL roztworu Tris
o stezeniu 30 mM i pH 7,4 (w wypadku analiz za pomoca SEC dodawano
jeszcze NaCl-, stezenie koncowe 10 mM). Probki lisci wytrzasano z roz-
tworem ekstrahenta, natomiast prébki korzeni poddawano dziataniu
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ultradzwiekéw przez 30 min. Nastepnie probki wirowano w temperaturze
4°C z predkoscia 10000 rpm przez 15 min. Roztwér znad osadu przed
analiza saczono przez saczek o wielkoéci poréw 0,22 um (pierwsza krople
odrzucano).

2.3. Przygotowanie mieszanin substancji wzorcowych
w warunkach in vitro

Kompleksy in vitro otrzymywano poprzez przygotowanie miesza-
niny nikotianaminy o stezeniu 10 ppm z wzorcami jonéw metali w sto-
sunku molowym 1:1 w roztworze octanu amonu o stezeniu 10 mM i1 pH 7,4.
Roztwory inkubowano 30 min w temperaturze 25°C.

2.4. Warunki realizacji chromatografii wykluczania
i detekcji ICP MS

Do wstepnego rozdzielania kompleksow metali w ekstraktach
pomidora zastosowano kolumne Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)
poditaczona do wysokosprawnej pompy chromatograficznej model Agilent
1100 1 wyposazonej w dozownik prébek o objetosci 100 uL.. Faze ruchoma
wprowadzanag, z predkoécig 0,5 ml- min-! stanowil roztwoér Tris o stezeniu
30 mM, 10 mM NaCl i pH 7,4. Eluat z kolumny rozpylany byt za pomoca,
rozpylacza koncentrycznego (przeplyw gazu rozpylajacego 1,09 L - min-1)
do plazmy indukcyjnie sprzezonej o mocy 1300 W spektrometru mas ICP
MS (model HP7500 AT, Japonia), a jony wybranych izotopéw metali
(83Cu, 66Zn, 112Cd) byly sekwencyjnie rozdzielane za pomoca kwadrupolo-
wego analizatora mas w czasie 300 ms.

2.5. Warunki chromatografii oddziatywan hydrofilowych

Kompleksy nikotianaminy, wprowadzane w postaci ekstraktu
o0 objetosci 20 uL, byly oddzielane od matrycy poprzez oddziatywania hy-
drofilowe przy uzyciu kolumny Ascentis Express HILIC z krzemionkowa
faza stacjonarna. Stosowano elucje gradientowa przy uzyciu dwoéch roz-
tworéw: (A) wodnego z octanem amonu o stezeniu 5 mMi (B) i1 jego mie-
szaniny z acetonitrylem o stosunku 5:95 (v/v). Stosowano nastepujacy
program gradientowy: 3 min — 100% B, 30 min — 33% B, 35 min — 33% B,
40 min — 100% B i 50 min — 100% B.



250 K. Brama, K. Tracz, D.M. Antosiewicz, K. Pawlak

2.6. Warunki pracy tandemowego spektrometru mas
z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie (ESI MS/MS)

Identyfikacji komplekséw nikotianaminy z metalami dokonano
z wykorzystaniem spektrometru mas ESI MS/MS wyposazonego w dodat-
kowy strumien gazu ogniskujacego aerozol oraz w siedem kapilar desolwa-
tacyjnych i1 tunelu ogniskujacego ekstrahowane jony (Jetstream i1 iFunnel).
Wszystkie analizy na ESI MS/MS wykonywano w trybie jonéw dodatnich
ze wzgledu na uzyskane wyzsze sygnaly. Poniewaz nikotianamina moze
tworzy¢ kompleksy z ré6znymi metalami, konieczne bylo zastosowanie se-
lektywnego trybu pracy analizatorow mas poprzez rejestracje charaktery-
stycznego jonu fragmentacyjnego uzyskanego dla wybranego macierzy-
stego (MRM). Pary zostaly wybrane na podstawie widm mas produktéw
fragmentacji jonéw macierzystych otrzymanych dla komplekséw utwo-
rzonych in vitro. Tozsamo§é sygnaléw zweryfikowano poprzez poréwnanie
czasow retencji dla odtworzonych pikéw chromatograficznych poréwny-
wano z uzyskanymi dla ekstraktéw ros§linnych. Warunki pracy spektro-
metru mas przedstawiono w tabeli.

Tabela. Parametry pracy tandemowego spektrometru mas ESI MS/MS

Parametr Wartosé
Temperatura gazu 260°C
Przeptyw gazu 16 L' min-!
Ciénienie w rozpylaczu 40 psi
Temperatura gazu ogniskujacego 400°C
Przeptyw gazu ogniskujacego 11 L min-!
Napiecie jonizacji w trybie jonéw dodatnich 2500V
Napiecie jonizacji w trybie jonéw ujemnych 2000 V
Napiecie ogniskujace aerozol 1000 V
Napiecie (w kryzie) transmisji jonéw 380V
Napiecie w strefie wyzszego ci$nienia w ifunnelu +200 (-150) V
Napiecie w strefie nizszego ci$nienia w ifunnelu +110 (-60) V

3. Wyniki i dyskusja

Na rysunku 2A przedstawiono fragment widma mas 1 chromato-
gram uzyskany w trybie przemiatania (SCAN) dla kompleksu NA z cyn-
kiem otrzymanym in vitro 1 odtworzony dla m/z 366. Widmo jest zgodne
z teoretycznym profilem izotopowym cynku, potwierdzajac obecno$é cyn-
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ku w zwigzku, od ktérego pochodzi sygnal chromatograficzny. Jony o warto-
§ci m/z 366 oraz 368 — odpowiadajace kompleksom NA-64Zn 1 NA-66Zn —
zostaly sfragmentowane. Na podstawie widm fragmentacyjnych (rys. 2B)
zostaly wybrane pary jonéw macierzystych i otrzymanych dla nich frag-
mentacyjnych o najwiekszej intensywnoéci (transmisje MRM). Dla kom-
plekséw NA z cynkiem byly to pary 366 — 294, 366 — 56 oraz 368 — 296.
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Rys. 2. Wyniki otrzymane dla kompleksu NA-Zn za pomocg ESI MS/MS: A — chromato-
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Na rysunku 2C i D przedstawiono chromatogramy otrzymane dla po-
szczegbélnych par jonéw dla komplekséw NA z cynkiem uzyskanych in
vitro (C) oraz w ekstrakcie lisci (D). Taki sam sposéb postepowania wyko-
rzystano w analizie kompleksow Cu 1 Cd. Wyniki uzyskane dla ekstrak-
tow roélinnych zestawiono w postaci wykresow slupkowych (rys. 3), ktore
odpowiadaja wzglednym polom powierzchni sygnatéw chromatograficz-
nych dla nastepujacych par jonéw otrzymanych przy optymalnych ener-
giach kolizji (jon macierzysty — jon fragmentacyjny): NA-Zn366 — 294 (18
eV), NA-Cu 365 — 222 (22 eV), NA-Cd 416 — 217 (30 eV).
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Na podstawie wynikéw otrzymanych dla ekstraktéw roslinnych
(rys. 3) mozna stwierdzi¢, ze w warunkach stresowych zawartosci kom-
pleksow NA-Me w lisciach byly znaczaco mniejsze niz w korzeniach,
zwlaszcza w poréwnaniu do grupy kontrolnej roélin uprawianych w wa-
runkach korzystnych dla rozwoju. Oznacza to, ze rosliny staraja sie
zmniejszy¢ wydajno$é transportu toksycznych metali do czeéci nadziem-
nej. W wypadku deficytu zelaza w pozywce reakcja jest podobna, co
wskazuje na powigzanie jondéw zelaza z procesem syntezy NA. Mimo to
wplyw pozostatych mikroelementéw, jak miedz i cynk, nie moze byé wy-
kluczony, zwlaszcza ze NA tworzy wykrywalne kompleksy z kadmem
jedynie w warunkach deficytu zelaza.
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Rys. 3. Wzgledne pola powierzchni pikéw chromatograficznych otrzymanych dla komplek-
séw NA z Cu, Zn lub Cd w korzeniach (kreski ukoéne) oraz liciach (kropki) za pomoca:
HILIC EST MS/MS iSEC ICP MS

D — deficyt, K — grupa kontrolna

Wyniki uzyskane dla kompleks6w NA-Me, skorelowane z wynikami
otrzymanymi za pomocg SEC ICP MS, wskazuja na pozorna niezgodno§¢.
W wypadku kompleksé6w NA obserwuje sie mala wydajnoéé transportu
jonéw metali do cze$ci nadziemnej roS§liny uprawianej w obecnoéci kadmu
w pozywce pelnej. Ogdélna natomiast suma komplekséw metali, obserwo-
wana za pomoca SEC ICP MS, wskazuje na intensywny transport tych
metali do lici. Prawdopodobnie sa to fitochelatyny, ktore sa syntetyzo-
wane przez ro$liny w warunkach stresu kadmowego. Ciekawostka, jest to,
ze wydajnoéé transportu kadmu w postaci innych komplekséw do czeéci
nadziemnej rosliny takze wymaga obecnosci zelaza w pozywce.
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4. Perspektywy

Badania podstawowe nad poznaniem mechanizméw regulujacych
w ro$linach transport jonéw metali z czeSci podziemnych do czesci nad-
ziemnych sa bardzo wazne w wypadku prawidlowego wykorzystania zja-
wiska fitoekstrakcji. W poczet takich badan mozna wpisa¢ rowniez badania
prowadzone nad kompleksami NA z niektérymi metalami w pomidorze
zwyczajnym. Uzyskane wyniki potwierdzaja teze, ze metale sg transpor-
towane w roslinie w postaci komplekséw utworzonych przez bioligandy,
ktérych synteza jest powiazana z ilo$cig pobieranego zelaza 1 nie jest to
tylko nikotianamina.
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1. Wstep

Korozja jest zjawiskiem naturalnym, ktérego nie mozna catkowi-
cie wyeliminowacé, jednak powinno sie w znaczacy sposob ograniczyé. De-
gradacja materialéw 1 érodowiska na skutek korozji moze byé skutecznie
obnizona poprzez umiejetne 1 konsekwentne jej zapobieganie. Gléwnie
poprzez zastosowanie metod ochrony przeciwkorozyjnej oraz wlasciwy
dobér materiatéw. Kwestia odpowiedniego zabezpieczania konstrukeji
stalowych przed korozja jest problemem dotyczacym nie tylko wytwor-
céw, ale takze inwestoréw, projektantéw, firm wykonujacych powloki
antykorozyjne oraz dostawcéw sprzetu wykorzystywanego do tych prac.
W skali globalnej korozja powoduje niszczenie ogromnych ilosci stali
(10—25 mln ton rocznie). Badania wykazaty, ze 20% energii w skali §wia-
towej 1 §rednio 4,2% globalnego PKB jest tracone kazdego roku z powodu
korozji [1]. Zgodnie z doniesieniami naukowcéw, stosujac odpowiednie
zabezpieczenia antykorozyjne, w tym powloki, mozna zredukowaé calo-
$ciowe wydatki zwiazane z korozja o 25—-30%.

Korozje mozna ograniczy¢, stosujac inhibitory zmniejszajace szybko§é
korozji w wyniku zahamowania procesu anodowego i/lub katodowego [2].
Wyréznia sie inhibitory anodowe, katodowe oraz o dziataniu mieszanym.
Do tych pierwszych zalicza sie aniony nieorganiczne: fosforany(V), krze-
miany, azotany(V), chromiany(VI) oraz organiczne, np. benzoesany. Poli-

* Projekt sfinansowany ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki (nr TANGO1/266477/
NCBR/2015).
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fosforany(V) natomiast naleza do inhibitoréow o dzialaniu mieszanym [3].
Dla skutecznej ochrony antykorozyjnej maszyn, aparatow i konstrukeji
stalowych eksploatowanych w warunkach atmosferycznych stosuje sie
gltéwnie lakierowe powloki ochronne, powodujace odciecie dostepu tlenu
1 wody do powierzchni podloza metalowego. Zaktada sie, ze tylko powloki
zawierajace inhibitory korozji zapewniaja efektywna ochrone antykoro-
zyjna, stali. Powloka taka ma wlaSciwosci barierowe 1 hamujace procesy
korozyjne [4]. Inhibitory wprowadza sie do powlok ochronnych w niewiel-
kim stezeniu. Powinny one nie tylko spowalniaé¢ proces korozji, ale 1 by¢
przyjazne dla §rodowiska [5]. Nieustannie poszukuje sie nowych, sku-
tecznych pigmentéw antykorozyjnych, ktore przyczynityby sie do pod-
wyzszenia odporno$ci materialéw 1 urzadzen na dzialanie warunkoéow
atmosferycznych, a co za tym idzie — wydtuzyly ich zywotnos¢ 1 reduko-
waly 1lo§¢ odpadéw [6].

Wzgledy ekologiczne spowodowaly, ze od pigmentéw antykorozyjnych
oczekuje sie nie tylko doskonatych wlasciwosci ochronnych, ale réwniez
braku toksyczno$ci dla organizméw zywych (w tym wodnych) zaréwno na
etapie otrzymywania, jak 1 stosowania gotowego produktu. Ponadto po-
zada sie, aby takie pigmenty mogly by¢é wprowadzane zaréwno do farb
wodorozcienczalnych, jak 1 uktadéw rozpuszczalnikowych zawierajacych
spoiwa epoksydowe, alkidowe, poliuretanowe, chlorokauczukowe, poliwi-
nylowe, akrylowe, z poli(octanu winylu) oraz aby farby przygotowane z ich
udziatlem byly trwale/stabilne w czasie przechowywania. Do stosowanych
aktualnie ekologicznych pigmentéw antykorozyjnych zalicza sie m.in.:
borany (borokrzemiany, metaboran, boran cynku), molibdeniany(VI) (zasa-
dowy molibdenian(VI) cynku, zasadowy molibdenian(VI) wapnia i1 cynku),
ferryty (cynku i wapnia), tlenek wapnia, pyt cynkowy oraz fosforany(V)
[7]. Dwa ostatnie stanowia najliczniejsza grupe S$rodkéw aplikowanych
w cieklych oraz proszkowych materialach powlokowych.

Celem pracy bylo otrzymanie fosforanéw(V) glinu modyfikowanych
amonem, wapniem 1 molibdenem oraz zbadanie ich przydatnos$ci jako
pigmentéw antykorozyjnych.

2. Czes¢ doswiadczalna

W badaniach dotyczacych otrzymywania antykorozyjnych pig-
mentéw fosforanowych zastosowano planowanie do$wiadczen dla planu
frakcyjnego trojwartosciowego 3(k—p) oraz Metode Powierzchni Odpowie-
dzi (RSM, Response Surfce Methology). Metoda ta jest zbiorem staty-
stycznych 1 analitycznych technik obliczeniowych uzytecznych w trakcie
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prac eksperymentalnych w celu otrzymania produktu o jak najlepszych
wlasciwosciach. RSM pozwala wyznaczy¢ badane czynniki, ktore w istot-
ny sposéb wplywaja na wartoéé analizowanych zmiennych zaleznych [8].
Zmiennymi parametrami procesu (zmienne niezalezne) byly: x1 — czas
reakcji (90+30 min), x2 — stosunek molowy Ca2?t:PO?” w substratach
(0,3:1;0,4:1; 0,5:1). W tabeli 1 zamieszczono analizowane zmienne nie-
zalezne (x1-2) oraz zalezne (y1-s) okreslajace wtasciwosci fizykochemiczne
otrzymanych produktéw.

Tabela 1. Otrzymywanie antykorozyjnych pigmentéw fosforanowych — plan eksperymentéw

Zmienne rzeczywiste (niezalezne)
. X1 x2 .
Akronim Zmienne zalezne
Stosunek molowy Czas
Ca*2: PO, w substratach [min]
AACMP1 60
AACMP2 0,5:1 90 y1 —zawarto§é Al [% mas]
AACMP3 120 y2 —zawarto$é Ca [% mas]
AACMP4 60 y3 — zawarto$é NHs [% mas]
. ys — zawarto§é Mo [% mas]
AACMP5 0.4:1 90 ys5 — zawarto§é P2Os [% mas]
AACMP6 120 ye — powierzchnia wlaSciwa [m?/g]
AACMP7 60 y7 — liczba olejowa [g/100 g]
AACMPS 03:1 90 ys — wielko§é ziarna [nm]
AACMP9 120

Celem zatozonego planu frakcyjnego tréjwartosciowego bylto otrzyma-
nie pigmentdéw antykorozyjnych o zréznicowanych wlasciwosciach fizyko-
chemicznych oraz zbadanie istotnych czynnikéw majacych wplyw na ana-
lizowane parametry i1 znalezienie odpowiednich wartoéci wejSciowych
umozliwiajacych otrzymanie produktu o oczekiwanym skladzie chemicz-
nym 1 fazowym. Wyniki uzyskane z przeprowadzonych doéwiadczen ze-
stawiono w tabeli 2.

W badaniach stosowano surowce o czystosci odczynnikowej: (NH4)2
HPO4, (NH1)6Mo07024-4H20, Al2(SO4)s-18H20, CaCOs, wodny roztwor
amoniaku (25% mas. NHs). Proces otrzymywania antykorozyjnych pig-
mentéw fosforanowych prowadzono w szklanym reaktorze, w temperatu-
rze 23°C, przy stalej predkoSci mieszania. Sumaryczne stezenie soli we
wszystkich doéwiadczeniach wynosito 40% mas. W kazdym wypadku pH
mieszaniny reakcyjnej doprowadzano do pH=7, a nastepnie po odpo-
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wiednim czasie, wytracony osad oddzielano przez filtracje od roztworu
macierzystego 1 przemywano trzykrotnie woda, przy stosunku fazy cieklej
do fazy statej jak 3 : 1. Osad suszono w temperaturze 70°C przez 3 h.

Tabela 2. Wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanych fosforanéw

Zawarto$é [% mas] Powierzchnia | Liczba olejowa | Wielko§é

Akronim wlaéciwa Sper| [g oleju para- ziarna

Al | Ca | NHs | Mo | P20s [m%/g] finowego/100 g] [nm]
AACMP1 |11,0 | 84 1,2 1,1 | 29,3 105 107 263
AACMP2 (11,6 | 87 | 0,9 | 1,6 | 27,7 87 106 255
AACMP3 [11,5 | 87 | 0,8 | 1,4 | 29,7 76 114 285
AACMP4 (11,5 | 6,8 | 1,1 | 0,8 | 28,2 70 99 278
AACMP5 (12,7 | 6,9 1,2 0,7 | 29,2 109 116 223
AACMP6 |10,9 | 6,0 | 1,2 | 0,9 | 27,9 59 109 245
AACMP7 (12,0 | 5,8 | 1,4 | 0,6 | 30,2 85 109 277
AACMPS8 (13,3 | 5,9 | 1,7 | 0,6 | 30,3 96 107 262
AACMPY9 |11,9 | 58 | 1,5 | 0,7 | 26,8 75 115 260

3. Stosowane metody analityczne

W otrzymanych produktach oznaczano zawarto$é glinu, molibde-
nu i wapnia metoda spektrometryczna ICP-AES (Optima 5300DV, Perkin
Elmer), fosforanéw spektrofotometryczna wanadowo-molibdenianowa, [9]
oraz amoniaku przy uzyciu jonoselektywnej elektrody Orion typ 11-35
[10]. Do okre$lenia sktadu fazowego produktéw wykorzystano rentge-
nowska analize dyfrakcyjng (dyfraktometr X'Pert PRO Philips, promie-
niowanie CuKa). Powierzchnie wlaéciwa Sser wyznaczono metoda nisko-
temperaturowej adsorpcji i desorpcji azotu (Micrometrics Quadrasorb SI
Quantachrome Instrument). Liczbe olejowa oznaczono wedlug normy
PN-EN ISO 787-5 [11]. Wielko$é¢ ziarna otrzymanych materiatéw wyzna-
czono za pomoca, laserowego mikroskopu elektronowego (Keyence VK-9710k
Colour 3D Laser Scanning Microscope, Canada).

Antykorozyjne wtasciwoéci modyfikowanych fosforanéw(V) glinu
wzgledem stali weglowe] (zimnowalcowa typu CR1) badano metodg pola-
ryzacji potencjodynamicznej. W tym celu przygotowywano ekstrakty
wodne badanych fosforanéw(V). Otrzymywano je w wyniku rozpuszcza-
nia fosforanéw (2,5 g/100 g 3,56% mas. wodnego roztworu chlorku sodu)
w czasie 22 h (z dwukrotnym wytrzasaniem w odstepie 20 h) i oddziele-
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nia na wiréwce (MLW typ K23D, Engelsdorf, 10 min, 5000 obr./min) fazy
statej od fazy cieklej. Jako elektrolit odniesienia stosowano 3,5% mas.
roztwoér chlorku sodu. W celach poréwnawczych przygotowano takze eks-
trakt komercyjnego antykorozyjnego pigmentu fosforanowego dwuwod-
nego fosforanu(V) cynku FC-M2 1 fosforanu(V) glinu i cynku FAC (Ztoty
Stok Antykorozja Sp. z 0.0. w Ztotym Stoku).

4. Dyskusja i wyniki

Analiza skladu fazowego otrzymanych pigmentéw wykonana me-
toda rentgenowskiej analizy dyfrakcyjnej wykazala obecnoéé molibdenia-
nu(VI) wapnia, weglanu wapnia i fazy amorficznej. Opierajac sie na ba-
daniu skladu chemicznego, stwierdzono, ze uzyskane produkty zawieraty
azot, glin, wapn, molibden 1 fosfor w zréznicowane;j ilosci (tab. 2). Zawar-
to§¢ w nich glinu mieécila sie w przedziale 10,9% mas.+13,3% mas.,
wapnia 5,8% mas.+8,7% mas, natomiast molibdenu 0,6% mas.+1,5%
mas., a azotu amonowego oscylowala w zakresie 0,8+1,7% mas. NHs.
Zawarto$é fosforu wynosita od 26,8% mas. P205-+30,3% mas. P20s. Stra-
cone fosforany(V) znaczaco réznily sie nie tylko sktadem chemicznym, ale
1 wlaéciwoéciami fizycznymi. Powierzchnia wlasciwa Sper otrzymanych
pigmentéw mieécila sie w przedziale 59 + 109 m2/g, natomiast liczba ole-
jowa w zakresie 99+ 16 g oleju parafinowego/100 g pigmentu. Wielko§¢é
ziarna mieS$cila sie w przedziale 223 + 285 nm.

Stosujac metode powierzchni odpowiedzi (RSM), wyznaczono potoze-
nie punktu ekstremum dla badanych zmiennych zaleznych (rys. 1). Ana-
lizujac wykresy przestrzenne, stwierdzono, ze fosforany charakteryzujace
sie najwyzsza, zawartoScig glinu, otrzymano po czasie reakcji 90 min
i przy stosunku molowym reagentéw Ca*2:PO,;® réwnym 0,3:1 (rys. la).
Najwyzsza zawarto$¢ wapnia zaobserwowano przy stosunku molowym
Ca*2:PO,* w substratach réwnym 0,3: 1. W tym wypadku nie odnotowa-
no wplywu czasu procesu na ten parametr (rys. 1b). Pigmenty charakte-
ryzujace sie najwyzsza zawarto$cia azotu otrzymano przy stosunku mo-
lowym Ca*2 : PO;® w substratach réwnym 0,3:1. Odnotowano réwniez
nieznaczny wplyw czasu reakcji na ta zmienna (rys. 1lc). Na podstawie
wykresu powierzchni odpowiedzi mozna stwierdzié, ze zawarto§¢ molib-
denu byla najwyzsza przy stosunku molowym w substratach Ca*2:PO;?
réwnym 0,4:1 (rys. 1d). Najnizsza zawarto$cia fosforu charakteryzowaly
sie pigmenty stracone w czasie 120 min oraz stosunku molowym
Ca*2: PO,® w substratach wynoszacym 0,4 : 1 (rys. le).
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Rys. 1. Wykres powierzchni odpowiedzi przedstawiajacy wplyw stosunku molowego Ca*2: PO;3

wa, liczbe olejowa

Fosforany(V) o najwyzszej powierzchni wtaéciwej stracono, zachowu-
jac czas reakcji réwny 90 min przy stosunku molowym Ca*2:PO,? jak
0,5:1 (rys. 1f). Przy stosunku molowym substratéw Ca*2:PO;” réwnym
0,4:1 otrzymano pigmenty o najnizszej liczbie olejowej po nizszym cza-
sie syntezy — 60 min, a o najmniejszej wielkoéci ziarna w czasie 90 min
(rys. 1g-h).

W tabeli 3 zestawiono wyniki badan witasciwoséci antykorozyjnych
ekstraktéw uzyskanych z otrzymanych materialéw w wodnym roztworze
chlorku sodu. Poréwnano je do dwuwodnego fosforanu(V) cynku FC-M2

1 fosforanu(V) glinu i cynku FAC (Zloty Stok Antykorozja Sp. z o.o.
w Zlotym Stoku).
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w substratach oraz czasu na zawarto$§é Al, Ca, NHs, Mo, P2O5 [% mas], powierzchnie wtasci-
oraz wielko§¢ ziarna

Najnizsza korozje, w odniesieniu do otrzymanych fosforanéw(V) glinu

modyfikowanych amonem, wapniem 1 molibdenem, zaobserwowano
w przypadku badania ekstraktu pigmentu straconego w eksperymencie

AACMP1 (gestoé¢ pradu korozyjnego 2,53 pA/ecm?2, szybkos§é korozji
0,029 mm/rok). Zarejestrowany potencjal korozyjny byl najnizszy i wyno-
sit =791 mV. Najnizsza efektywno§¢ inhibitowania korozji wyznaczono
w odniesieniu do fosforanu(V) zastosowanego w doswiadczeniu AACMP7
(-186%). Nie dopatrzono sie zadnej zalezno$ci miedzy wlasciwosciami
chemicznymi testowanych fosforanéw 1 efektywnoscig inhibitowania ko-
rozji stali w badaniach potencjodynamicznych.
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Tabela 3. Potencjal, prad korozyjny i szybko$é korozji podloza stalowego w wodnych eks-
traktach zawierajacych badane pigmenty fosforanowe

. Gestosé ‘prakdu Potenc; at Szybko”sc Efektywnodé
Napelniacz korozyjnego korozyjny korozji [%]
[RA/em?2] [mV vs. SCE] [mm/rok] °
Brak NaCl 2,17 —799 0,025 -
Pigmenty |FAC 1,1 -725 0,013 49
komercyjne | FC-M2 1,2 -796 0,014 45
AACMP1 2,53 =791 0,029 -17
AACMP2 2,57 =779 0,030 -118
AACMP3 2,48 -786 0,029 -114
AACMP4 3,43 —774 0,040 —158
Otrzymane %) cvips 3,88 782 0,045 ~179
pigmenty
AACMP6 2,57 =775 0,030 -118
AACMP7 4,04 -781 0,047 -186
AACMP8 3,07 -781 0,036 -141
AACMP9 2,28 -752 0,027 -105

5. Wnioski

Przeprowadzone badania umozliwiaja dobdr sposobu prowa-
dzenia procesu w kierunku otrzymania fosforanéw(V) glinu modyfi-
kowanych amonem, molibdenem i wapniem, o oczekiwanych wtasci-
wosciach fizykochemicznych 1 antykorozyjnych. Najwyzsza uzyskana
efektywnos$¢ inhibitowania korozji z wykorzystaniem oméwionych
fosforanéw wynosila —17%, ale byla znacznie nizsza niz poréwnywa-
nych komercyjnych.

6. Perspektywy

Realizowane sa badania w kierunku uzyskania pigmentéw
o korzystniejszych wlasciwoSciach antykorozyjnych.

Literatura

[1] Dias S.A.S., Lamaka S.V., Nogueira C.A., Diamantino T.C., Ferreira M.G.S. (2012)
Sol-gel coatings modified with zeolite fillers for active corrosion protection of AA2024,
Corros. Sci. 62, 153—-162.



Badania antykorozyjnych pigmentéw fosforanowych 263

[2] Hao Y., Liu F., Han E., Anjum S., Xu G. (2013) The mechanism of inhibition by zinc
phosphate in an epoxy coating, Corros. Sci. 69, 77-86.

[3] Wranglén G. (1985) Podstawy korozji i ochrony metali, WNT, Warszawa.

[4] Gluszko M., Szymanski W. (2009) Ochrona przed korozja 4-5, 146-151.

[6] Sastri V.S. (2011) Green corrosion inhibitors: theory and practice, John Wiley and
Sons, Inc, Hoboken New Jersey, 180-181.

[6] Liuczka K., Grzmil B., Michalkiewicz B., Kowalczyk K. (2015) Studies on obtaining of
aluminium phosphates modified with ammonium, calcium and molybdenum, J. Ind.
Eng. Chem. 23, 257—264.

[7] Spychaj T., Spychaj S. (1996) Farby i kleje wodorozciericzalne, WNT, Warszawa.

[8] Box G.E.P., Hunter J.S., Hunter W.G. (2005) Statistics for Experimenters, Wiley-
Interscience, Hoboken, NdJ.

[9] Minczewski dJ., Marczenko Z. (2005) Chemia analityczna, Wyd. Nauk. PWN, War-
szawa.

[10] Orion Ammonia Electrode, Instruction manual (2003) Thermo Electron Corporation,
Cambridgeshire.

[11] Polska Norma, Ogélne metody badar pigmentéw i wypetniaczy — Oznaczanie liczby
olejowej, PN-EN ISO 787-5: 1995.



ISBN 978-83-232-2989-6

7883231229896




	Na pograniczu chemii i biologii XXXV_2015
	01_KACZMARCZYK
	02_Tesmar
	03_Pranczak
	04_Zauszkiewicz-Pawlak
	05_Skora
	06_Stronska
	07_Urbanczyk
	08_Pallach
	09_Lubowiecka
	10_Burek
	11_OSSOWSKA
	12_Klobucki
	13_BEDNARKO
	14_Bojko
	15_KIREJCZYK
	16_Kucab
	17_Wielinska
	18_KACZMAREK
	19_Wojcieszek
	20_JAKUBCZAK
	21_KARMOWSKA
	22_Kupiec
	23_Brama
	24_Luczka
	01.pdf
	Strona 1

	Na pograniucz chemii i biologii 35 okladka.pdf
	Strona 1


