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Niniejszy XXXV tom serii Na pograniczu chemii i biologii jest 
zbiorem 24 krótkich artykułów, eksperymentalnych lub przeglądowych, 
przygotowanych i przedstawionych przez doktorantów podczas corocznej 
konferencji w Karpaczu. Tom ten podzielony jest na trzy części: biologię 
chemiczną, chemię organiczną i chemię bionieorganiczną. 

W pracach zaprezentowano wyniki badań z realizacji pojedynczych 
projektów badawczych, a także krytyczne opracowania ważnych proble-
mów naukowych. Przypisanie danego artykułu do określonej części nie 
jest oparte na ostrych kryteriach. Heterogenność tematyczna oraz różno-
rodność stosowanych metod doświadczalnych pokazują wielki potencjał 
badawczy młodych pracowników nauki oraz naszych polskich instytutów. 

Mamy nadzieję, że lektura tego tomu będzie źródłem wiedzy o nowych 
zagadnieniach i zjawiskach biologicznych oraz podejściach doświadczal-
nych mających na celu rozpoznanie problemów biologicznych. Opracowa-
nia są dobrą podstawą do uzupełnienia wiedzy z wybranych dziedzin. 
Kierujemy je do studentów i młodych pracowników nauki. 

Henryk Koroniak 
Jan Barciszewski 

Redaktorzy Na pograniczu chemii i biologii 
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KOMBUCHA BROTH  
AS A NATURAL SOURCE  
OF ORGANIC ACIDS1 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

DARIA KACZMARCZYK1,2*, STANISŁAW LOCHYŃSKI1,2 
1 Department of Bioorganic Chemistry, Faculty of Chemistry, 
Wroclaw University of Technology 
ul. Wybrzeże Wyspiańskiego 27, 50-370 Wrocław, Poland 
2 Institute of Cosmetology, Wrocław College of Physiotherapy 
ul. Kościuszki 4, 50-038 Wrocław, Poland 
* e-mail: daria.kaczmarczyk@pwr.wroc.pl 

Keywords: tea infusion, Kombucha, titration 

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-
torantów i młodych doktorów” funds, being a part of ”Rozwój potencjału dydaktyczno-nauko-
wego młodej kadry akademickiej Politechniki Wrocławskiej” project, co-financed by European 
Union as a part of European Soscial Fund. Agreement number: MK/SN/496/IX/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) 

Tea Sucrose content [g] per 1000 ml 
of distilled water 

Sample symbol 

Black 

50 

Bk 50 

Green Gr 50 

White Wh 50 

Black 

100 

Bk 100 

Green 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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a b

c d 

e f 

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 

 

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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Wykaz skrótów: 
RFT (ROS)  – reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species) 
Q•  – wolny rodnik atakujący cząsteczkę RH 
RH  – atakowana cząsteczka 
Ar  – pierścień aromatyczny 
SOD  – dysmutaza ponadtlenkowa 
GPX  – peroksydaza glutationowa 
APX  – peroksydaza askorbinianowa 
CAT  – katalaza, 
PCD  – programowana śmierć komórki (programmed cell death)  
HR  – reakcja nadwrażliwości (hypersensitive reaction)  

1. Wstęp 

Komórki roślinne to podstawowe jednostki budulcowe roślin. 
Spełniają one również wiele innych funkcji. Do najważniejszych z nich 
zalicza się pobieranie substancji odżywczych, które zamieniane są  
________________ 
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w przemianach biologiczno-chemicznych na energię (metabolizm). Inną 
funkcją komórek roślinnych jest wytworzenie specjalnych organelli (chlo-
roplastów) zdolnych do przeprowadzania fotosyntezy oksygenicznej: 

6CO2 + 6H2O    energia  C6H12O6 + 6O2. 

Obecnie uważa się, że proces ten przyczynił się do zmiany składu at-
mosfery, co w konsekwencji spowodowało ewolucję życia na Ziemi. Dzięki 
obecności tlenu mogły rozwinąć się nowe organizmy – w tym człowiek.  
Z drugiej jednak strony tlen cząsteczkowy jest utleniaczem, a w wyniku 
reakcji z innymi związkami redukuje się, pobierając od nich elektrony. 

Badania przeprowadzone na przełomie ostatnich dziesięcioleci wska-
zują jednoznacznie, że reaktywne formy tlenu uważane są za jedną  
z przyczyn chorób neurodegeneracyjnych oraz nowotworowych. Ponadto, 
RFT powodują utlenianie kwasów tłuszczowych, steroidów. Są one rów-
nież odpowiedzialne za: uwalnianie żelaza z białek, uszkodzenia błon 
komórkowych, zmiany strukturalne i funkcjonalne białek enzymatycz-
nych i nieenzymatycznych, a także za zaburzenia w budowie DNA.  
Z drugiej strony RFT w stężeniu fizjologicznym wywierają pozytywne 
działanie w sygnalizacji komórkowej czy w generowaniu wzrostu roślin [1]. 

2. Reaktywne formy tlenu 

W wyniku przyłączenia do nisko reaktywnego tlenu cząsteczko-
wego (O2) jednego elektronu powstaje wysoce reaktywny anionorodnik 
ponadtlenkowy (O2

–•), który jest prekursorem wielu innych ROS, w szcze-
gólności powstającego w reakcji dysmutacji (dysproporcjonowania) nad-
tlenku wodoru H2O2: 

O2
–• + O2

–• + 2H2O → O2 + H2O2. 

Powstający H2O2 może dalej ulegać dysproporcjonowaniu z wytworze-
niem wody i tlenu: 

H2O2 + H2O2 → O2 + 2H2O. 

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

Wraz z dostarczeniem następnego elektronu nadtlenek wodoru roz-
pada się z wytworzeniem rodnika hydroksylowego OH•, który jest naj-
bardziej reaktywnym utleniaczem spotykanym w organizmach żywych. 
Właściwość ta jest przyczyną reakcji opisywanego rodnika z większością 
substancji organizmu ludzkiego. Jest szczególnie niebezpieczny z powodu 
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Rys. 1. Reakcje pomiędzy poszczególnymi stadiami redukcji tlenu 

dużej reaktywności z DNA i RNA, co może powodować mutacje [3].  
Na ostatnim etapie rodnik ten ulega przekształceniu do cząsteczki wody. 

W przemianie tlenu do cząsteczki wody z wytworzeniem pośrednich 
reaktywnych produktów powstaje tylko niewielka cześć wszystkich po-
znanych rodników. Istnieje wiele innych reaktywnych form powstających 
w różnych reakcjach chemicznych. Wybrane przykłady rodników oraz 
reaktywnych form tlenu i azotu przedstawiono w tabeli 1. 

Tabela 1. Przykłady reaktywnych form tlenu i azotu 

Nazwa związku Wzór Klasyfikacja 

Anionorodnik ponadtlenkowy O2
–• 

RODNIKI  
NIEORGANICZNE 

Rodnik wodoronadtlenkowy NO2
• 

Nadtlenek wodoru H2O2

Rodnik hydroksylowy •OH 

Tlen singletowy 1O2

Ozon O3

Nadtlenek azotu NO• 

Ditlenek azotu NO2
• 

Rodniki alkoksylowe R–O• 

RODNIKI ORGANICZNE 
R = szkielet węglowy 

Rodniki nadtlenkowe R1–CH(OO•)–R2 

Epoksydy 
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Znaczne ilości toksycznych rodników hydroksylowych OH• powstają  
w wyniku reakcji Fentona. Proces ten jest katalizowany jonami miedzi(II) 
lub żelaza(II) i przebiega następująco [4]: 

H2O2 + Fe2+→ OH• + OH– + Fe3+. 

W wyniku redukcji jonów żelaza(III) za pomocą anionorodnika ponad-
tlenkowego powstają jony żelaza(II), od ilości których zależy wydajność 
reakcji Fentona [5]: 

O2
–• + Fe3+ → O2 + Fe2+. 

Poprzez połączenie powyższych dwóch równań otrzymuje się równa-
nie opisujące reakcję Habera–Weissa [6]: 

H2O2 + O2
–• → OH• + OH– + O2. 

2.1. Właściwości chemiczne reaktywnych form tlenu 

Większość rodników powstaje poprzez reakcje z innymi rodnika-
mi w reakcjach łańcuchowych. Wyróżniamy trzy typy takich reakcji. Są 
to reakcje: inicjacji, propagacji (prolongacji) oraz terminacji [2]. W reak-
cjach inicjacji z cząsteczek niebędących wolnymi rodnikami powstają wol-
ne rodniki. Czynnikami inicjującymi reakcje łańcuchowe mogą być: pro- 

Tabela 2. Główne typy reakcji propagacji 

Nazwa reakcji Schemat Opis 

Przeniesienie 
atomu lub gru-
py atomów 

Q• + RH → QH + R• Atak wolnego rodnika na atom wodo-
ru drugiej cząsteczki. 

Addycja Q• + R–CH=CH–R` → R–CH–C•(Q)–R’ Przyłączenie wolnego rodnika do czą-
steczki zawierającej podwójne wiązanie. 

Β‐eliminacja R–C–C• → R• + C=C 

Rozerwanie wiązania w położeniu β 
względem niesparowanego elektronu 
w stabilnej cząsteczce przekształconej 
w wolny rodnik. 

Jednoelektro-
dowe reakcje 
redoks 

R• + Q → Q• + R Przeniesienie elektronów w wyniku 
reakcji redoks. 

Przegrupowania 
rodników  
alkilowych 

(Ar)3–C – CH2• → (Ar)2 –C–CH2–Ar 

Wewnątrzcząsteczkowe przegrupowa-
nia mniej stabilnych wolnych rodni-
ków do bardziej stabilnych. (Im wyż-
sza rzędowość rodnika, tym większa 
stabilność.) 
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mieniowanie gamma (radioliza), promieniowanie elektromagnetyczne – 
światło (fotoliza), promieniowanie nadfioletowe – prowadzące do jonizacji 
cząsteczek tlenu i utworzenia ozonu oraz ultradźwięki (sonoliza). 

W reakcjach propagacji sumaryczna liczba wolnych rodników nie ulega 
zmianie, zmieniają się natomiast cząsteczki będące nosicielami niesparowa-
nych elektronów. W tabeli 2 przedstawiono pięć głównych typów propagacji. 

W procesie terminacji reagują z sobą dwa rodniki, co prowadzi do wy-
gaszenia ich aktywności: 

R1• + R2• → R1–R2. 

W wyniku takiej przemiany powstają nowe związki chemiczne, któ-
rych aktywność biologiczna względem komórek może być szkodliwa. 

3. Miejsca powstawania RFT  
w komórkach roślinnych 

Istnieje wiele rodzajów komórek roślinnych różniących się mię-
dzy sobą pochodzeniem i spełnianymi funkcjami, jednak wszystkie cha-
rakteryzują się podobną budową. Zawierają określone struktury podko-
mórkowe, takie jak: jądro komórkowe, plastydy, mitochondria, retikulum 
plazmatyczne, aparat Golgiego, wakuole, cytoplazma, ściana komórkowa. 
Schemat budowy komórki roślinnej przedstawiono na rysunku 2. 

 
Rys. 2. Schemat budowy komórki roślinnej [16] 

1 – wodniczka, 2 – błona komórkowa, 3a – retikulum endoplazmatyczne gładkie, 3b – retikulum endo-
plazmatyczne szorstkie, 4 – jądro komórkowe, 5 – jąderko, 6 – aparat Golgiego, 7 – mitochondrium,  
 8 – cytozol, 9 – chloroplast, 10 – ściana komórkowa 11 – peroksysomy 



28 A. Tesmar, D. Wyrzykowski, D. Jacewicz, J. Pranczk, L. Chmurzyński 

Najważniejszym miejscem powstawania reaktywnych form tlenu w ko-
mórce roślinnej są chloroplasty i peroksysomy [7–9]. W chloroplastach po-
wstaje głównie anionorodnik ponadtlenkowy, który wytwarzany jest w reak-
cji Mehlera [2, 10, 11]. W peroksysomach wytwarzany jest przede wszystkim 
nadtlenek wodoru, którego źródłem są oksydazy flawinowe [9, 12]. 

Około 2% tlenu, biorącego udział w mitochondrialnym cyklu oddecho-
wym, przekształca się w formy reaktywne [13, 14]. Produkcja RFT w mi-
tochondriach u roślin zachodzi w mniejszym stopniu w porównaniu  
z komórkami zwierzęcymi [12]. Spowodowane jest to występowaniem 
alternatywnej oksydazy, która sprawuje kontrolę nad generowaniem no-
wych rodników tlenowych [9]. 

Znane są również przypadki powstawania reaktywnych form tlenu  
w błonach komórkowych, w reakcjach katalizowanych przez oksydazę 
NADPH nazywaną oksydazą fagocytów [15]. 

4. Mechanizmy obronne roślin przeciwko RFT 

Reaktywne formy tlenu reagują ze składnikami komórek, mody-
fikując je i uszkadzając. W każdym organizmie zostaje wytworzony stan 
równowagi pomiędzy szybkością produkowania reaktywnych form tlenu  
a potencjałem przeciwutleniającym, który chroni komórki przed znisz-
czeniem [3]. Proces przesunięcia równowagi w stronę zwiększania ilości 
reaktywnych form tlenu, czyli niekontrolowanego wzrostu reaktywnych 
metabolitów nazywany jest stresem oksydacyjnym. W konsekwencji stre-
su oksydacyjnego w roślinach może powstać wiele chorób i stanów pato-
logicznych. Na przełomie lat rośliny wytworzyły wiele mechanizmów 
obronnych, pozwalających chronić komórki przed działaniem RFT. 

4.1. Enzymy chroniące komórki przez RFT 

Do enzymów wykazujących działanie ochronne przeciwko RFT 
zalicza się m.in.: dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), peroksydazę glutatio-
nową (GPX), peroksydazę askorbinianową (APX) oraz katalazę (CAT) [17]. 

Jednymi z najważniejszych enzymów pełniących rolę regulatorów RFT  
w komórkach są dysmutazy ponadtlenkowe. Ich działanie polega na katali-
zowaniu reakcji dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku 
wodoru i tlenu [2, 18]. Enzymy z grupy SOD zalicza się do metaloprotein. 
Składają sie z części białkowej (apoenzym) oraz katalitycznej grupy proste-
tycznej w formie jonu metalu, pełniącego funkcję centrum aktywnego. Ist-
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nieją trzy formy izomeryczne dysmutazy ponadtlenkowej. Różnią sie one 
między sobą miejscem występowania w komórce oraz rodzajem jonu metalu 
zajmującym centrum aktywne. Zaliczamy do nich enzymy: 

 cytoplazmatyczny, zawierający jony cynku i miedzi (CuZn – SOD, 
SOD – 1), 

 mitochondrialny, zawierający jony manganu (Mn – SOD, SOD – 2), 
 zewnątrzkomórkowy, z jonami cynku i miedzi (EC – SOD, SOD – 3). 
Działanie pozostałych enzymów (GPX, APX, CAT) polega głównie na 

usuwaniu nadtlenku wodoru powstałego w reakcji dysproporcjonowania. 

4.2. Nieenzymatyczne antyoksydanty 

Nie tylko enzymy mogą chronić komórkę przed uszkodzeniami 
spowodowanymi przez RFT. Takie związki, jak kwas askorbinowy (rys. 3), 
glutation (rys. 4), karotenoidy, a także alkaloidy, witamina E (tokoferole) 
czy flawonoidy pełnią rolę aktywnych antyoksydantów. 

 

Rys. 3. Wzór strukturalny kwasu askorbinowego 

Glutation (γ-glutamylo-cysteinylo-glicyna) to tripeptyd o właściwościach 
przeciwutleniających, zbudowany z reszt aminokwasowych kwasu gluta-
minowego, cysteiny i glicyny. Swoje działanie antyoksydacyjne przejawia  
w odtwarzaniu grup tiolowych −SH w białkach [19]. Największe stężenie 
glutationu pośród składników komórkowych znajduje się w cytoplazmie, 
mitochondriach i jądrze, a najniższe w siateczce śródplazmatycznej [20]. 

 

Rys. 4. Wzór strukturalny glutationu 
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Bardzo ważną rolę w komórkach pełni kwas askorbinowy, powszech-
nie nazywany witaminą C. Związek ten wykazuje właściwości hydrofilo-
we, dlatego jego działanie będzie największe w cytoplazmie komórki. Jest 
zaliczany do najmniej toksycznych, ale jednocześnie najsilniej działają-
cych przeciwutleniaczy. Bierze udział w dezaktywacji większości reak-
tywnych form tlenu. Związek ten ma również zdolność regeneracji rodni-
ka ‐tokoferolowego, powstającego w reakcji witaminy E z produktami 
autooksydacji tłuszczy. 

Karotenoidy należą do związków lipofilowych. Jest to grupa barwni-
ków roślinnych odpowiedzialnych za żółtą, pomarańczową i czerwoną 
barwę wielu warzyw i owoców. Ich budowa oparta jest na połączeniu 
ośmiu jednostek izoprenowych. Wykazują aktywność prowitaminową 
oraz szeroką aktywność antyoksydacyjną. Wśród karotenoidów o charak-
terze prowitaminy A wyróżnia się -karoten, -karoten i -kryptoksantynę. 
Przykładem natomiast karotenoidów niemających własności prowitami- 
ny A są: likopen, luteina, zeaksantyna, astaksantyna, kantakstantyna, 
fukoksantyna [21]. Wzory strukturalne wybranych przedstawicieli karo-
tenoidów przedstawiono na rysunku 5. 

 

Rys. 5. Wzory strukturalne wybranych karotenoidów 
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5. Pozytywny wpływ RFT na rośliny 

Jak wynika z badań prowadzonych w ostatnich latach, reaktyw-
ne formy tlenu mają również pozytywny wpływ na komórki. Odgrywają 
kluczową rolę w przekazywaniu sygnałów w komórce roślinnej. Proces 
ten pozwala na sterowanie tak ważnymi funkcjami, jak: programowanie 
śmierci komórki (PCD), odpowiedź na stres biotyczny i abiotyczny (udział 
RFT w odpowiedzi na atak patogenów), ruchy aparatów szparkowych, 
wzrost czy cykl komórkowy [17, 22, 23]. 

Duże znaczenie w walce z patogenami ma udział nadtlenku wodoru. 
Wysoki poziom H2O2 w miejscu infekcji jest toksyczny zarówno dla zdro-
wych tkanek, jak i komórek inwazyjnych. Pozwala to na zahamowanie 
rozprzestrzeniania się infekcji [24]. Znany jest pozytywny wpływ działa-
nia reaktywnych form tlenu na proces kiełkowania nasion. W zależności 
od stężenia RFT nasiona mogą pozostać w stanie spoczynku lub może 
rozpocząć się ich wzrost [25]. 

Programowana śmierć komórki (PCD) to zjawisko, które towarzyszy 
każdej komórce, zachodzące podczas jej niezaburzonego rozwoju. Reakcja 
nadwrażliwości HR jest specyficzną formą programowanej śmierci ko-
mórki. Wywołują ją czynniki chorobotwórcze, takie jak bakterie, wirusy  
i grzyby. Reakcja HR obejmuje tylko zainfekowane tkanki. Poprzez 
śmierć chorych i uszkodzonych komórek organizm zatrzymuje rozprze-
strzenianie się patogenów. Jak wynika z doniesień literaturowych, wolne 
rodniki tlenowe mają swój udział w indukowaniu reakcji HR [8, 18]. 

6. Podsumowanie 

Komórki roślinne wykształciły system polegający na kontroli 
produkcji i usuwaniu reaktywnych form tlenu. Zaburzenie tej równowagi 
(stres oksydacyjny) prowadzi do wielu groźnych chorób. Odkrycia ostat-
nich dziesięcioleci pokazały inną – pozytywną zależność między RFT  
a funkcjonowaniem komórek. Reaktywne formy tlenu generowane są 
głównie w chloroplastach, peroksysomach, mitochondrium oraz błonach 
komórkowych. Ich rola w komórkach roślinnych może przyjmować dwie 
drogi działania: pozytywną, opierającą się na walce z patogenami, jak 
również negatywną, prowadzącą do śmierci komórki (rys. 6). Wiedza na 
temat RFT, jak również ich pozytywnego i negatywnego wpływu na ko-
mórki roślinne, jest ciągle w toku badań i stanowi szeroki pole do dysku-
sji dla chemików i biologów. 
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Rys. 6. Wpływ reaktywnych form tlenu na komórki roślinne 
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Wykaz skrótów: 
RFT  – reaktywne formy tlenu 
NBT  – błękit nitrotetrazoliowy 
BHA  – butylohydroksyanizol 
BHT  – butylohydroksytoluen 
TBHQ  – butylohydrochinon 
MnTMPyP  – porfiryna tetrakis(1-metylo-4-pirydyl) manganu(III) 
MnTBAP  – chlorek porfiryny tetrakis(4-benzoesowy) manganu(III) 
SOD-1  – dysmutaza cytoplazmatyczna 
SOD-2  – dysmutaza mitochondrialna 
SOD-3 / EC SOD  – dysmutaza zewnątrzkomórkowa 

1. Wstęp 

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

* Projekt sfinansowany ze środków Narodowego Centrum Nauki, przyznanych na pod-
stawie decyzji numer DEC-2012/07/B/ST5/00753. 
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RFT występują także w organizmach żywych, np. w komórkach roślin-
nych. Pełnią liczne funkcje metaboliczne, występując jako substraty i pro-
dukty wielu szlaków metabolicznych, np. szlak łańcucha oddechowego [3]. 
RFT uczestniczą w bardzo ważnych dla komórek procesach, takich jak 
wzrost komórki, proliferacja czy różnicowanie komórki. Zaburzenie me-
chanizmów szlaków metabolicznych przez różne czynniki chorobotwórcze 
lub czynniki zewnętrzne powoduje nagły wzrost stężenia RFT w komór-
kach [4]. Kiedy stężenie RFT w organizmie jest wyższe od stężenia fizjo-
logicznego, wtedy obserwuje się tzw. stres oksydacyjny [5, 6]. Długotrwa-
łe występowanie stresu oksydacyjnego ma bardzo negatywne skutki dla 
komórek żywych. Doprowadzić może nawet do apoptozy i nekrozy komó-
rek. W organizmie stres oksydacyjny jest zwalczany naturalnie przez 
systemy antyoksydacyjne, np. systemy enzymatyczne złożone z dysmutaz 
i kinaz [7–10]. Wysokie stężenie RFT niszczy każdy rodzaj biocząsteczek. 
RFT powodują mutacje oraz indukują procesy cytotoksyczne [11, 12]. 
Często zdarza się tak, że efekt działania RFT występuje w miejscu bardzo 
odległym od miejsca występowania w komórce. Takie zjawisko jest moż-
liwe, ponieważ centrum rodnikowe zostaje przeniesione w obrębie czą-
steczki, wykorzystując aminokwasy takie, jak tryptofan, histydyna lub 
tyrozyna. Do przeniesienia RFT wykorzystywane są też aminokwasy za-
wierające atom siarki, np. cysteina lub metionina [13–15]. Wolne rodniki 
zakłócają wzrost tkanki, powodując zmiany w funkcjonowaniu i metabo-
lizmie komórek. Stres oksydacyjny, oprócz niszczącego wpływu na orga-
nizm człowieka, ma negatywne znaczenie także dla roślin: stymuluje 
opadanie liści, hamuje rozwój chloroplastów, ogranicza wzrost korzeni, 
zmniejsza żywotność nasion i zwiększa częstość występowania nieprawi-
dłowego wzrostu. 

Rośliny odgrywają w życiu człowieka ogromną rolę nie tylko jako po-
żywienie, ale także są wykorzystywane do produkcji leków i kosmetyków. 
Ochrona komórek roślinnych jest bardzo ważna, dlatego współcześnie ze 
względu na zwiększone występowanie różnych czynników środowisko-
wych, związanych z zanieczyszczeniami środowiska, i czynników chorobo-
twórczych poszukuje się nowych substancji o właściwościach antyoksyda-
cyjnych, antyapoptycznych oraz antynekrotycznych. 

2. Antyoksydanty 

Mianem antyoksydantów określa się substancje przyczyniające 
się do obniżenia stężenia wolnych rodników, w tym RFT. Przeciwutlenia-
cze dzielą się na przeciwutleniacze enzymatyczne (dysmutaza ponadtlen-
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kowa, peroksydaza glutationowa), nieenzymatyczne (witamina A, E i C, 
glutation, ubichinon i karotenoidy, ksantofile) oraz środki syntetyczne 
(syntetyzowane przez chemików, np. butylowany hydroksytoluen), w tym 
mimetyki dysmutazy ponadtlenkowej. Antyoksydantami o największej 
zdolności do usuwania RFT są witamina E, której najbardziej aktywną 
formą spośród wielu odmian jest ‐tokoferol (rys. 1), witamina C (rys. 2), 
flawonoidy, karotenoidy oraz związki fenolowe [16]. Naturalnie występu-
jące przeciwutleniacze pochodzące z owoców i warzyw odgrywają ważną 
rolę w profilaktyce wielu chorób, a także podczas samego procesu lecze-
nia [17]. Związki chemiczne pochodzenia roślinnego wykazują dużą zdol-
ność do usuwania RFT. Organizm ludzki jest wspomagany przez bezpo-
średnie dostarczanie antyoksydantów w postaci pożywienia. Jest to 
ważny element zróżnicowanej diety [18]. 

 

Rys. 1. Wzór strukturalny ‐tokoferolu 

 

Rys. 2. Wzór strukturalny witaminy C 

Usuwanie nadmiaru RFT jest bardzo istotne, ponieważ RFT silnie 
oddziałują z fosfatazami tyrozynowymi (PTPs) przez reakcję z elementa-
mi cysteiny, co powoduje odwracalną inaktywację. W ten sposób wpływają 
na regulację komórkowych procesów utleniania i redukcji [19]. W przy-
padku osłabienia organizmu, spowodowanego np. chorobą, aktywność 
enzymów przeciwutleniających jest znacznie niższa niż w przypadku 
zdrowego organizmu. Niska aktywność katalazy i dysmutazy ponadtlen-
kowej DNA jest bardzo niekorzystna dla komórek. Jednak nadekspresja 
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S-transferazy glutationowej, uczestniczącej w procesach detoksykacji, 
umożliwia przeżycie komórek, stanowiąc mechanizm obronny [20]. W wy-
niku stresu oksydacyjnego w komórkach nowotworowych może zachodzić 
aktywacja onkogenów lub oporność na leki. 

2.1. Antyoksydanty nieenzymatyczne 

Kwas askorbinowy, znany jako witamina C, jest jednym z naj-
bardziej znanych przeciwutleniaczy. Jest związkiem rozpuszczalnym w wo-
dzie i znajduje się w wielu owocach i warzywach, np. w takich cytrusach, 
jak grejpfruty, cytryny, pomarańcze; ponadto bogata w witaminę C jest 
także czerwona papryka, czarna porzeczka, dzika róża, a nawet natka 
pietruszki [21–24]. Kwas askorbinowy wykazuje silne właściwości redu-
kujące. W wypadku niektórych enzymów występujących w organizmach 
żywych właściwości redukcyjne kwasu askorbinowego pozwalają utrzy-
mać jony metali w postaci zredukowanej, np. kation żelaza(II). Ma to 
istotne znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania enzymów. Witaminę C 
stosuje się często jako substancję wzorcową w badaniach właściwości 
antyoksydacyjnych różnych substancji. Witamina C pełni rolę substancji 
odniesienia m.in. w metodzie redukcji błękitu nitrotetrazoliowego (NBT) 
[25]. Kolejną grupą przeciwutleniaczy nieenzymatycznych są karotenoi-
dy. Karotenoidy to grupa barwnych związków, które mają pochodzenie 
roślinne, np. znajdują się one w marchwi. Należą do prekursorów wita-
miny A. Zaliczane są też do substancji stanowiących główne źródło witami-
ny A. Bardzo dobrze rozpuszczają się w tłuszczach, natomiast są prak-
tycznie nierozpuszczalne w wodzie. Do głównych ról witaminy A można 
zaliczyć wspomaganie stabilności błon komórkowych, przeciwdziałanie 
fotooksydacji w komórce, udział w procesie fotosyntezy [26, 27]. 

Inną grupą związków zaliczanych do przeciwutleniaczy są związki fe-
nolowe. Fenole to związki, które mają w swojej strukturze grupę hydro- 
ksylową bezpośrednio związaną z pierścieniem aromatycznym. Tego typu 
związki chemiczne znane są ze swoich właściwości antyoksydacyjnych, 
przeciwnowotworowych, hipotensyjnych, a także przeciwzapalnych. Do 
związków fenolowych należą garbniki, flawonoidy oraz fenolokwasy. Do bar-
dzo silnych antyoksydantów należy katechina (rys. 3) oraz kwertecyna 
[28]. Katechiny biorą udział w pochłanianiu promieniowania UV. Kate-
china i kwertecyna mają właściwości chelatujące jony metali, a także 
spowalniania procesów starzenia się komórki. 
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Rys. 3. Wzór strukturalny katechiny 

Kolejną grupą antyoksydantów nieenzymatycznych są przeciwutle-
niacze syntetyczne. Do tej grupy należą butylohydroksyanizol (BHA), 
butylohydroksytoluen (BHT) i butylohydrochinon (TBHQ). Są szeroko 
stosowane jako antyutleniacze do konserwowania i stabilizacji żywności. 
Do syntetycznych antyoksydantów ponadto zalicza się związki komplek-
sowe porfiryna tetrakis(1-metylo-4-pirydyl) manganu(III) (MnTMPyP)  
i chlorek porfiryny tetrakis(4-benzoesowy) manganu(III) (MnTBAP) [29]. 
Wymienione związki zmiatają w głównej mierze anionorodnik ponad-
tlenkowy oraz niektóre inne reaktywne formy tlenu i azotu. 

2.2. Antyoksydanty enzymatyczne 

Do enzymatycznych przeciwutleniaczy należą katalazy, peroksy-
dazy oraz dysmutazy ponadtlenkowe. Katalazy indukują rozkład nad-
tlenku wodoru na tlen i wodę, przez co obniżają stężenie nadtlenku wodo-
ru w komórkach. Peroksydaza askorbinowa i glutationowa wspomaga 
unieczynnianie wolnych rodników. Peroksydaza rozkłada nadtlenek wo-
doru oraz rodniki organiczne, a także wraz z witaminą E bierze udział  
w zapobieganiu peroksydacji lipidów. Dysmutazy ponadtlenkowe nato-
miast stanowią grupę enzymów unieczynniających przede wszystkim 
anionorodnik ponadtlenkowy. 

Dysmutaza cytoplazmatyczna (SOD-1) o masie cząsteczkowej równej 
32 kDa jest jednym z rodzajów dysmutaz ponadtlenkowych, która w struk-
turze chemicznej zawiera kationy cynku(II) i miedzi(II) [30]. SOD-1 ma 
strukturę homodimeryczną. Stabilizacja trzeciorzędowej struktury białka 
w SOD-1 jest możliwa dzięki obecności kationu cynku(II). Z kolei kation 
miedzi(II) umożliwia SOD-1 pełnienie funkcji katalitycznych. W reak-
cjach utlenienia i redukcji kation cynku(II) nie bierze udziału w reakcji, 
jedynie kation miedzi(II) uczestniczy czynnie w reakcjach redoks SOD-1. 



40 J. Pranczk, D. Jacewicz, D. Wyrzykowski, A. Tesmar, L. Chmurzyński 

SOD-1 jest obecna w komórkach żywych w międzybłonowej przestrzeni 
mitochondrialnej, jądrze komórkowym oraz w cytoplazmie. SOD-1 wyka-
zuje wysoką wrażliwość na jony cyjankowe. 

Kolejną dysmutazą jest dysmutaza mitochondrialna – SOD-2 o masie 
cząsteczkowej równej 96 kDa. W strukturze chemicznej, w centrum ak-
tywnym dysmutazy mitochondrialnej występuje kation manganu(II). 
Centralnie występujący kation manganu(II) odpowiada za właściwości 
katalityczne SOD-2, a ponadto pełni rolę stabilizującą strukturę trzecio-
rzędową SOD-2. Dysmutaza mitochondrialna nie jest czuła na jony cy-
jankowe, tak jak to ma miejsce w przypadku dysmutazy ponadtlenkowej 
cytoplazmatycznej. W SOD-2 ma miejsce tzw. sekwencja sygnałowa. Jej 
zadaniem jest uruchomienie transportu mitochondrialnego [31]. 

Trzecim typem dysmutazy ponadtlenkowej jest dysmutaza zewnątrz-
komórkowa SOD-3 o masie cząsteczkowej 135 kDa. SOD-3 jest wydziela-
na poza komórkę. Najwyższe stężenie SOD-3 znajduje się na powierzchni 
komórek. Kationy miedzi(II) i cynku(II) stanowiące centrum aktywne 
SOD-3 są umieszczane w enzymie dopiero podczas transportowania EC 
SOD poza komórkę. SOD-3 tworzy struktury dimerowe, ale niewykluczone 
jest tworzenie przez SOD-3 struktur multimerowych. Spośród wszystkich 
dysmutaz SOD-3 ma największe zdolności przeciwutleniające [32]. 

3. Metody badań nad środkami ochrony roślin 

Analiza składników substancji stosowanych do ochrony komórek 
roślinnych jest wykonywana za pomocą różnych metod, tj.: 

 spektrometrii w bliskiej podczerwieni NIR, 
 chromatografii w układzie gaz–ciecz sprężonej ze spektrometrią 

masową (GC-MS), 
 chromatografii w układzie ciecz–ciecz – chromatografia cieczowa 

(HPLC, RR-HPLC, LC/MS), 
 metod klasycznych, 
 chromatografii w układzie gaz–ciecz – chromatografia gazowa (GC), 
 chromatografii planarnej – chromatografia cienkowarstwowa (TLC  

i HPTLC) [33]. 
Wprowadzanie na rynek nowych substancji ochrony komórek roślinnych, 

a nawet zmiana rozpuszczalnika czy zmiana substancji powierzchniowo- 
czynnej w środku ochronnym jest związana z koniecznością przepro- 
wadzenia licznych analiz jakościowych oraz testów identyfikacyjnych. 
Podczas wykonywania testów w laboratorium stosuje się tzw. materiały 
odniesienia, a są nimi głównie certyfikowane wzorce analityczne sub-
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stancji czynnych środków ochrony roślin. Do badań in vitro na materiale 
roślinnym zaleca się prowadzenie tzw. uprawy na szkle – metoda kultury  
in vitro [34–36]. Ten typ hodowli pozwala otrzymać materiał biologiczny 
w warunkach sterylnych. Główną zaletą prowadzenia takich hodowli jest 
uzyskanie zdolności komórek roślinnych do nieograniczonych możliwości 
dzielenia się tzw. efektu totipotencji [37]. W tym celu należy stosować 
specjalne odżywki roślinne bogate w substancje przyspieszające wzrost 
komórek. Do takich substancji należy mleczko kokosowe oraz mleczko 
kukurydziane. Komórki wykazujące zdolności do totipotencji nazywane 
są komórkami kompetentnymi. Aby uzyskać efekt totipotencji, bardzo 
ważne jest odpowiednie dobranie rodzaju substancji wzrostowych oraz 
dopasowanie ich w określonym stosunku do danego rodzaju komórek 
roślinnych. 

RFT w wysokich stężeniach mają negatywny wpływ na komórki roś-
linne. Powodują zakłócenie prawidłowego działania organelli komórko-
wych. Są przede wszystkim przyczyną uszkodzeń DNA komórki roślinnej 
w bardzo szerokim zakresie działania. Nadmiar RFT ulega licznym reak-
cjom w komórce roślinnej, powodując m.in. powstawanie hydroksynad-
tlenków lipidów [38, 39]. Istotnym efektem utrzymywania się stresu ok-
sydacyjnego w komórkach roślinnych jest zmiana przepuszczalności 
błony mitochondrialnej, a co za tym idzie – obniżenie potencjału błono-
wego. RFT ponadto powodują programowanie śmierci komórki roślinnej. 

4. Podsumowanie 

RFT występują naturalnie w komórkach żywych. Jednakże nagły 
wzrost ich stężenia w komórce uszkadza błonę komórkową oraz może 
prowadzić do apoptozy i nekrozy komórki. Ze względu na zmiany środo-
wiskowe zachodzące współcześnie organizmy żywe są narażone na wy-
stępowanie stresu oksydacyjnego. Dlatego antyoksydanty odgrywają bar-
dzo ważną rolę dla organizmów żywych, np. komórek roślinnych. 
Przeciwutleniacze obniżają stężenie RFT. Stres oksydacyjny ma wpływ 
na wiele szlaków metabolicznych zachodzących w komórkach roślinnych, 
m.in. na wzrost komórki i jej różnicowanie. RFT wpływają na powstawa-
nie mutacji w DNA. Dlatego działanie antyoksydantów jest nieocenione. 
Rośliny to bardzo ważny dla człowieka element przyrody, dlatego ulep-
szanie sposobów ich ochrony jest współcześnie często 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. Wstęp 

1.1. Utleniacze: wodoronadtlenek tert-butylu  
i wodoronadtlenek kumenu 

W organizmach żywych wodoronadtlenki towarzyszą przemia-
nom metabolicznym tlenu oraz występują jako formy pośrednie w reak-
cjach enzymatycznych. Dotyczy to zarówno nadtlenku wodoru, jak i or-
ganicznych wodoronadtlenków, takich jak wodoronadtlenki tert-butylu 
(TBHP) i kumenu (CHP), które biorą udział w peroksydacji lipidów oraz 
powodują uszkodzenia błon komórkowych i białek. Z tego względu nadają 
się świetnie do odtworzenia modelu peroksydacji lipidów i badania 
uszkodzeń błon w komórkach. TBHP jest bardziej polarny, łatwiej prze-
chodzi przez błony oraz ma większe powinowactwo do hydrofilowych czę-
ści lipidów i białek. Aromatyczny CHP jest bardziej hydrofobowy, ma 
więc większe powinowactwo do lipidów. Organiczne wodoronadtlenki 
redukowane są przez enzym peroksydazę glutationu (GPx). Ponieważ nie 
reagują z katalazą, posłużyły do badania komórkowych szlaków metabo-
lizmu wodoronadtlenków, w których katalaza nie bierze udziału [1]. Ba-
dano wpływ obu wspomnianych wodoronadtlenków na perfundowanej 
wątrobie szczura, izolowanych szczurzych hepatocytach, a także frakcji 
mitochondriów i mikrosomów [1]. Wykazali oni, że wątroba zdolna jest do 
usuwania organicznych wodoronadtlenków, jednocześnie zaobserwowali 
wzrost disulfidu glutationu (GSSG) w przestrzeni zewnątrzkomórkowej, 
świadczący o wzmożonej aktywności peroksydazy glutationu. Zaobser-
wowali również udział siateczki śródplazmatycznej w usuwaniu TBHP  
i CHP poprzez redukujące właściwości cytochromu P-450. Zostało to po-
twierdzone również w późniejszych pracach, tzn. że TBHP i CHP w hepa-
tocytach metabolizowane są przy udziale enzymów cytochromu P-450 do 
wysoce reaktywnych cytotoksycznych rodników powodujących peroksyda-
cję lipidów i białek [2–5]. Zbadano, że w wyniku rozpadu homolitycznego 
wiązania O–O powstaje rodnik alkoksylowy (RO•), który inicjuje proces 
peroksydacji lipidów w komórce poprzez oderwanie protonu od niena- 
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Rys. 1. (A) Struktura chemiczna wodoronadtlenku tert-butylu i wodoronadtlenku kumenu. 
(B) Metabolizm wodoronadtlenków w komórce przy udziale cytochromu P-450 na przykła- 
 dzie TBHP. Według Weissa i Estabrooka; R = CH3; (CH3)3C•; C6H5C•(CH3)2 

A 

B 

peroksydacja
lipidów 

– rodnik alkilowy 
– rodnik alkosylowy 
– rodnik peroksylowy 
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syconych kwasów tłuszczowych lub ulega β-cięciu do rodnika metylowego 
(•CH3) i acetonu bądź acetofenonu (rys. 1) [6, 7]. 

W izolowanych hepatocytach szczurzych traktowanych TBHP zaobser-
wowano intensywne pączkowanie błony komórkowej oraz towarzyszący 
mu spadek ilości aktyny związanej z błoną [8, 9]. Ponadto zaobserwowano 
utratę równowagi wapniowej, gwałtowny wzrost cytozolowego stężenia 
wolnego wapnia oraz aktywację endonukleaz jako początek uszkodzeń 
cytotoksycznych [10]. Poza tym, TBHP prowadzi do uwolnienia kwasu 
arachidonowego z błonowych fosfolipidów i tworzenia malonylodialdehy-
du (MDA), a więc do peroksydacji lipidów i w konsekwencji do śmierci 
komórki [11]. Zaobserwowano również uszkodzenia mitochondriów,  
a ściślej załamanie mitochondrialnego potencjału błonowego i związaną  
z tym ucieczkę cytochromu c do cytoplazmy [12]. 

 

Rys. 2. Struktura chemiczna rodników alkilowych 

TBHP zastosowany w modelu doświadczalnym wywoływał ostre zapa-
lenie trzustki (OZT) u szczurów, związane z nekrozą komórek trzustko-
wych oraz wzrostem poziomu grup karbonylowych i spadkiem poziomu 
grup tiolowych (SH), co było odzwierciedleniem oksydatywnych uszko-
dzeń białek [13, 14]. Prace nad utlenianiem białek prowadzili również 
Temple i współpracownicy, badając wpływ stresu oksydacyjnego na biał-
ka ludzkiej albuminy osocza (HSA) [15]. Wykazali oni, że utlenianie reszt 
lizyny katalizowane jonami metali było bardzo selektywne, gdyż tylko 
dwie z 59 reszt, tj. Lys-97 i Lys-186, uległy utlenieniu do semialdehydu  
2-aminoadypinowego mającego grupę karbonylową [15]. W niniejszej 
pracy wybrano ludzką albuminę osocza oraz izolowane błony komórkowe 
do stworzenia modelu indukowanej wodoronadtlenkami TBHP i CHP 
peroksydacji białek i lipidów (rys. 3). Wybór HSA jako modelu oksyda-
tywnej modyfikacji białka podyktowany był tym, iż jest ona białkiem wy-
kazującym oddziaływania polarne (wiązanie jonów żelaza) i niepolarne 
(wiązanie kwasów tłuszczowych). Podobnie cytoszkielet aktynowy w ko-
mórce, który z jednej strony kotwiczy w cytoplazmie, a z drugiej w błonie 
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komórkowej, jest strukturą o silnie polarnym charakterze. Z uwagi na 
silnie polarny charakter HSA w miejscu wiązania żelaza postawiono  
pytanie, jaka będzie efektywność niepolarnego TEMPO (2,2,6,6-tetrame-
tylopiperydyno-1-tlenek) i polarnego TEMPOL (4-OH-TEMPO, 4-hydro- 
ksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-tlenek) w ochronie przed stresem 
oksydacyjnym. Uwzględniono zróżnicowane powinowactwo aminooksyli 
do polarnych domen białka ulegającego oksydacji. 

 

Rys. 3. Schemat reakcji utleniania reszt lizyny przez rodnik alkilowy (R•) do emialdehydu  
 2-aminoadypinowego (z resztą karbonylową) oraz TEMPOL jako inhibitor reakcji 

1.2. Przeciwutleniacze: TEMPO i TEMPOL 

Przeciwutleniacz to każdy związek, który opóźnia, zapobiega lub 
usuwa uszkodzenia powstałe w procesie utleniania [16]. TEMPO i TEMPOL 
to drobnocząsteczkowe syntetyczne aminoksyle cykliczne, mimetyki SOD, 
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stabilne rodniki nitroksylowe o właściwościach zmiataczy wolnych rodni-
ków. Charakteryzują sie dużą łatwością przenikania do wnętrza komórek 
przez błony ze względu na niewielką masę cząsteczkową. Wykorzystywa-
ne są powszechnie w EPR jako znaczniki spinowe w badaniach nad 
strukturą błon. Komórkowe reakcje redoks redukują rodnik nitroksylowy 
do hydroksylaminy lub utleniają do kationu oksoamoniowego. Ta dyspro-
porcja powoduje utratę paramagnetycznych właściwości TEMPO i TEMPOL 
(rys. 4). Ponadto, nie reagują one z rodnikami tlenkowymi, a jedynie z rod- 

R• + O2 ↔ ROO• 

         

 

Rys. 4. Piperydynowe rodniki nitroksylowe TEMPO i TEMPOL. (A) Struktura chemiczna 
rodników nitroksylowych. (B) Podstawowa reakcja redoks wolnych rodników nitroksy- 
 lowych [20] 
Rodnik nitroksylowy utleniany jest do kationu oksoamoniowego (formy pośredniej) lub redukowany do  
 hydroksylaminy w zależności od stanu redoks układu, w którym się znajduje (np. w komórce) 

A 

B 
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nikami alkilowymi, tj. węglowymi oraz anionorodnikiem ponadtlenko-
wym (rys. 5). Dzięki tym właściwościom są znakomitymi zmiataczami 
wolnych rodników w modelu oksydatywnych uszkodzeń wywołanych wo-
doronadtlenkami; zwłaszcza jeśli weźmiemy pod uwagę ich zdolność do 
wiązania rodników alkilowych (butylowego i kumylowego), powstających 
jako produkt metabolizmu TBHP i CHP. Stałe szybkości reakcji z rodni-
kami nitroksylowymi wynoszą: dla rodnika metylowego •CH3 109 M–1  s–1; 
butylowego (CH3)3C• 7,6108 M–1  s–1; kumylowego C6H5(CH3)3C• 
1,2108 M–1  s–1 [19, 20], natomiast dla anionorodnika ponadtlenkowego 
O2

•– jest rzędu 106 M–1  s–1 [21]. Tłumaczy to wybór wymienionych rodni-
ków nitroksylowych TEMPO i TEMPOL na przeciwutleniacze mające 
zapobiegać stresowi oksydacyjnemu generowanemu przez wodoronad-
tlenki w modelu doświadczalnym przyjętym w niniejszej, pracy. Ponie-
waż w warunkach tlenowych stężenie O2 w tkankach jest znacznie niższe 
niż w płucach i krwi tętniczej, powstające rodniki alkilowe pozostają  
w równowadze z O2 według poniższego schematu reakcji [16]. 

W obszernej pracy przeglądowej Wilcox [21] opisał i uszeregował 
ochronne działanie TEMPOL na komórki i tkanki różnego typu. Okazało 
się, że TEMPOL przeciwdziałał uszkodzeniom spowodowanym RFT i RFA 
w różnych typach komórek, tkanek i całych organizmach zwierzęcych; w róż-
nych typach modeli doświadczalnych związanych ze stresem oksydacyjnym. 

 

Rys. 5. Schemat właściwości rodnika nitroksylowego jako zmiatacza wolnych rodników, na 
przykładzie TEMPO. RO• =rodnik alkoksylowy, ROO• =rodnik nadtlenkowy, R•=rodnik  
 alkilowy, O2

• ̶ =anionorodnik ponadtlenkowy 
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TEMPOL m.in. katalizował dysmutację O2
•–, metabolizował H2O2 w obec-

ności hemoprotein i zapobiegał powstawaniu •OH w reakcji Fentona. 
Tym właściwościom towarzyszyły: ograniczenie peroksydacji lipidów, oksy-
datywnych uszkodzeń białek (tworzenia grup karbonylowych), nitracji 
reszt tyrozynowych i uszkodzeń DNA oraz wzmożona bioaktywność tlen-
ku azotu NO w ścianach naczyń i narządach wewnętrznych [22]. Badania 
na modelach zwierzęcych wykazały, że TEMPOL ograniczył lub zapobiegł 
uszkodzeniom spowodowanym reperfuzją po niedokrwieniu wielu narzą-
dów (nerek, serca, mózgu, układu trawiennego). Zachował również funkcjo-
nalność mitochondriów i zapobiegł zmianom naczyniowym towarzyszą-
cym nadciśnieniu tętniczemu [23]. TEMPOL wykazał także pozytywne 
działanie w chorobach metabolicznych dzięki ochronie funkcji mitochon-
driów i błon komórkowych oraz aktywności NO. W zwierzęcym modelu 
cukrzycy wydajnie chronił nerki i naczynia przed uszkodzeniami oraz 
korzystnie wpływał na wydzielanie insuliny i przyswajanie glukozy  
w insulinooporności [21]. W modelu cukrzycy u otyłych szczurów (będą-
cych na wysokotłuszczowej diecie) doustnie podawany TEMPOL obniżył 
poziom glukozy i insuliny w osoczu u tych zwierząt, jak również spowo-
dował obniżenie ciśnienia krwi [24, 25]. TEMPOL był skuteczny w ochro-
nie wątroby przed uszkodzeniami spowodowanymi alkoholem oraz w nie-
alkoholowej stłuszczeniowej chorobie wątroby [26]. Ponadto, TEMPOL 
zapobiegł peroksydacji lipidów w hepatocytach szczurzych indukowanej- 
-CHP oraz utracie integralności błony komórkowej, jak również zapobiegł 
apoptozie indukowanej TBHP w tymocytach izolowanych ze szczurów  
[2, 27]. Ponadto, zapobiegł OZT indukowanemu L-argininą lub TBHP  
u szczurów [28, 29]. Co więcej, TEMPOL przeciwdziałał tworzeniu mega-
mitochondriów w hepatocytach szczurzych po indukcji stresu oksydacyjne-
go chloramfenikolem, etanolem lub hydrazyną [30, 31]. 

Obecnie TEMPOL jest stosowany u pacjentów poddawanych radioterapii 
w celu zapobiegania łysieniu wywołanym promieniowaniem. Chroni zdrowe 
komórki przed promieniowaniem, nie wpływa natomiast na wrażliwość (na 
promieniowanie) komórek nowotworowych. Ma to związek z niskim ciśnie-
niem parcjalnym tlenu i wysokim poziomem rodnika ponadtlenkowego O2• 

w komórkach nowotworowych, przez co następuje redukcja TEMPOL do 
hydroksylaminy i utrata jego właściwości paramagnetycznych [21]. 

2. Oksydatywna modyfikacja białek 

Jednym ze skutków oddziaływań RFT z białkami jest utlenianie 
grup aminowych reszt aminokwasowych do grup karbonylowych. Ozna-
czenie zawartości grup karbonylowych w próbie pozwala ocenić stopień 
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oksydatywnej modyfikacji białek. Zbadano stopień utlenienia białek 
ludzkiej surowicy HSA podczas oksydacji katalizowanej jonami metali 
(Fe3+ /Fe2+) w obecności i przy braku ochronnego wpływu przeciwutlenia-
czy. Zastosowany model miał na celu poznanie stopnia oksydatywnych 
uszkodzeń białek wchodzących w skład cytoszkieletu i błon komórkowych 
oraz ich inhibicji przez TEMPO i TEMPOL (rys. 6). 

Wykazano, że FeCl3 w obecności kwasu askorbinowego spowodował 
utlenienie białka HSA. Po 1 h inkubacji zanotowano wzrost poziomu grup 
karbonylowych. Osiągnął on wartość 6,23 ± 0,12 nmoli C=O/mg białka, 
przy czym w próbie kontrolnej wynosił 1,37 ± 0,10 nmoli C=O/mg białka. 
TEMPO i TEMPOL wykazały natomiast działanie ochronne. TEMPOL 
działał skuteczniej pod względem hamowania oksydacji albuminy w po-
równaniu z TEMPO (rys. 6). 

 

Rys. 6. Oksydacja ludzkiej albuminy osocza po 1 h inkubacji z 100 µM FeCl3 w obecności  
 25 mM kwasu askorbinowego oraz w obecności 10 µM TEMPO lub TEMPOL (** p<0,01) 

Na wykresie przedstawiono wartości średnie ± SD 

3. Peroksydacja lipidów w błonach komórkowych 

Zbadano stopień oksydatywnych uszkodzeń lipidów spowodowa-
nych działaniem wodoronadtlenków TBHP i CHP [50 µM] przez 30 min 
oraz ochronnego wpływu TEMPO i TEMPOL [50 µM]. W tym celu frakcję 
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błon komórkowych wyizolowanych z komórek ludzkiej linii kostniakomię-
saka 143B poddano działaniu wymienionych związków i zmierzono po-
ziom MDA i 4-HNE (rys. 7). 

Zaobserwowano, że CHP spowodował dwukrotny wzrost poziomu  
produktów peroksydacji lipidów MDA+4-HNE w stosunku do TBHP 
(6,60 ± 0,83 wobec 3,0 ± 0,5 odpowiednio). TEMPO i TEMPOL natomiast 
zahamowały istotnie stopień oksydatywnych uszkodzeń lipidów błono-
wych, przy czym TEMPO skuteczniej hamował tworzenie MDA i 4-HNE 
w obu badanych próbach. Wszystkie wyniki wyraźnie różniły się od próby 
nietraktowanej wodoronadtlenkami (rys. 7). 

 

Rys. 7. Inhibicja peroksydacji lipidów w izolowanych błonach komórkowych z komórek 
143B. TEMPO zahamował o 50% i 56%, TEMPOL zaś o 20% i 31% w stosunku do TBHP  
 i CHP odpowiednio (** p<0,01) 

Na wykresie przedstawiono wartości średnie ± SD 

4. Wnioski i dyskusja 

TEMPO i TEMPOL to syntetyczne lipofilne antyoksydanty, mi-
metyki SOD, w związku z czym ich działanie ochronne wynika z podob-
nego mechanizmu [32, 33]. Fosfolipidy błonowe są bardzo wrażliwe na 
ataki wolnych rodników, które prowadzą do peroksydacji lipidów, zabu-
rzenia płynności błony – dwuwarstwy lipidowej, a w końcu do śmierci 
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komórki. Dlatego TEMPO i TEMPOL wydawały się doskonałymi anty- 
oksydantami, które miały przeciwdziałać peroksydacji lipidów błonowych 
spowodowanej przez wodoronadtlenki TBHP i CHP. Istotnie, po zastoso-
waniu TEMPOL wobec komórek 143B stwierdzono działanie ochronne 
tego związku. Do podobnych wniosków doszli badacze, którzy wykazali 
antyoksydacyjne i ochronne działanie flawonoidu – hesperydyny na ludz-
kie hepatocyty poddane działaniu TBHP [8]. Wykazano ponadto, że TEM-
POL chronił przed uszkodzeniami spowodowanymi O2

• ̶ i NO2 w modelu 
OZT wywołanego L-argininą [34]. TEMPOL miał ochronny wpływ rów-
nież na proces tworzenia megamitochondriów w komórkach hepatocytów 
szczurzych linii RL-34 poddanych stresowi oksydacyjnemu indukowane-
mu cykloheksymidem lub chloramfenikolem [35]. Badania przedstawione  
w niniejszej pracy potwierdziły obserwacje przytoczonych autorów na 
temat antyoksydacyjnego działania tych związków. Za różnice pomiędzy 
działaniem TEMPO i TEMPOL odpowiada grupa hydroksylowa obecna 
przy węglu C4. Jak wiadomo, podlegająca oksydacji albumina zawiera 
polarne łańcuchy boczne (ujemnie naładowane Glu, Asp i Asn) wiążące 
żelazo [15]. Ponieważ TEMPOL jest również polarny, a dzięki grupie OH 
bardziej hydrofilowy niż TEMPO, ma on większe powinowactwo do białek 
i jest bardziej efektywny, jeśli chodzi o ich oksydację. TEMPO z kolei jest 
bardziej efektywny w ochronie przed peroksydacją lipidów spowodowaną 
działaniem rodników węglowych generowanych podczas metabolizmu 
wodoronadtlenków TBHP i CHP w komórce [36]. 

5. Perspektywy 

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy są częścią pracy doktor-
skiej pt. Zmiany w strukturze błony komórkowej i budowie cytoszkieletu 
pod wpływem stresu oksydacyjnego i przeciwutleniaczy, poświęconej me-
chanizmowi pączkowania błony komórkowej związanemu ze stresem oksy-
dacyjnym. Jak wykazano, u podłoża opisywanych zmian leżały oksyda-
tywne modyfikacje białek budujących cytoszkielet oraz białek i lipidów 
budujących błony komórkowe. Za modyfikacje te przypuszczalnie odpo-
wiedzialne były rodniki alifatyczne, ponieważ użyte zmiatacze wolnych 
rodników TEMPO i TEMPOL skutecznie je wyłapywały. Opierając się na 
wynikach powyższych badań oraz na wcześniejszych doniesieniach, moż-
na przypuszczać, że TEMPOL może być stosowany terapeutycznie w pro-
filaktyce chorób związanych z oksydatywnymi uszkodzeniami tkanek,  
m.in. hepatocytów i związanymi z nimi zaburzeniami czynności wątroby. 
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Wykaz skrótów:  
HSPs – białka szoku termicznego 
APCs – komórki prezentujące antygeny 
MHC – układ zgodności tkankowej 
GIST – nowotwór podścieliskowy przewodu pokarmowego 
MB – medulloblastoma 
OS – osteosarcoma 
NB – neuroblastoma 
17-DMAG – alvespimycyna 
17-AAG – tanespimycyna  
IPI-504 – retaspimycyna 
NVP-AUY922 – luminespib 

1. Wstęp 

Białka szoku termicznego (HSPs), tzw. molekularne chapero-
ny, należą do grupy białek odpowiedzialnych za regulację wielu proce-
sów wewnątrzkomórkowych. HSPs są sklasyfikowane w sześć pod-
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grup w zależności od ich masy molekularnej: HSP100, HSP90, 
HSP70, HSP60, HSP40 i małe HSPs (sHSPs) od 12 do 42 kDa. Se-
kwencja aminokwasowa powyższych białek wykazuje wysoce konser-
watywną strukturę pierwszorzędową. Funkcja poszczególnych chape-
ronów zależy od ich lokalizacji. Wewnątrzkomórkowe HSPs biorą 
udział w fałdowaniu nowo zsyntetyzowanych protein, transportowa-
niu ich do poszczególnych organelli i naprawie uszkodzonych białek 
lub kierowaniu ich na drogę eliminacji. Zewnątrzkomórkowe HSPs są 
odpowiedzialne za indukowanie odpowiedzi immunologicznej przez 
prezentację antygenów, aktywację limfocytów i makrofagów oraz 
udział w dojrzewaniu komórek dendrytycznych. To tylko nieliczne  
z zadań, jakie spełniają. 

Synteza większości HSPs zachodzi konstytutywnie, ale ich nad-
ekspresja jest obserwowana podczas ekspozycji komórek na czynniki 
stresowe (wzrost temperatury, toksyny, UV, promieniowanie, niedo-
tlenienie) [1–5]. Nadprodukcja HSPs umożliwia tym komórkom prze-
trwać w warunkach skrajnie niekorzystnych poprzez udział w napra-
wie nieprawidłowo sfałdowanych białek bądź ich eliminacje, jeżeli są 
nieodwracalnie uszkodzone oraz bezpośredni i pośredni wpływ na re-
gulację procesu apoptozy [6, 7]. 

Zauważalne w ostatnich latach zwiększenie zainteresowania HSPs 
jest spowodowane obiecującymi wynikami doniesień dotyczących po-
tencjalnego udziału tych protein w patogenezie niektórych schorzeń,  
tj. niewydolności nerek [8], miażdżycy [9], choroby Alzheimera [10] 
oraz chorób onkologicznych [11]. Na podstawie rozlicznych ekspery-
mentów wysunięto hipotezę, że HSPs mogą być zaangażowane w pro-
cesy kancerogenezy i wzrost chemiooporności komórek nowotworowych. 
Obecnie trwają badania nad zastosowaniem inhibitorów białek szoku 
termicznego w terapii przeciwnowotworowej, a łączenie niewielkich da-
wek inhibitorów białek HSP ze standardową chemioterapią w wielu 
przypadkach jest skuteczną drogą leczenia postaci opornych [12]. 

2. Krótka charakterystyka poszczególnych 
grup HSPs 

HSPs mimo udowodnionego udziału w regulacji procesów 
apoptozy spełniają wiele innych funkcji w organizmie. Do jednych  
z lepiej poznanych białek szoku termicznego należy zaliczyć grupę 
białek HSP90. Znane są dwie izoformy tego białka: HSP90 alfa, która 
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podlega konstytutywnej ekspresji w cytoplazmie komórek większości 
ssaków oraz HSP90 beta – indukowana przez czynniki stresowe [13]. 
Wzrost stężenia HSP90 wykazywany jest w komórkach raka jajnika, 
piersi, trzustki czy raka żołądka [14]. HSP90, podobnie jak HSP70, 
jest stwierdzana w cytoplazmie komórek prezentujących antygeny 
(APCs). Wraz z wieloma innymi białkami HSPs tworzą kompleksy, 
które po „obróbce” przez komórki APC prezentowane są komórkom 
głównego układu zgodności tkankowej MHCI. Wszystkie te procesy 
prowadzą do aktywacji limfocytów T cytotoksycznych [15–17]. Ponad-
to, HSP70 są wydzielane do przestrzeni międzykomórkowej, a poprzez 
wiązanie do specyficznych receptorów uruchamiają syntezę i wydzie-
lanie cytokin prozapalnych [18]. W wielu badaniach udowodniono 
jednoznaczny związek pomiędzy zwiększoną ekspresją HSP27 a opor-
nością na leki przeciwnowotworowe, agresywnością przebiegu procesu 
nowotworowego, przerzutami i gorszymi rokowaniami co do przeżycia 
[19–22]. 

Tabela. Inhibitory białek szoku termicznego HSP90 w badaniach klinicznych 

Inhibitor HSP90 Nowotwór Faza badania  
klinicznego 

Tanespimycyna + transtuzumab przerzutowy rak piersi z dodatnią 
ekspresją receptora HER2 II 

Tanespimycyna + bortezomib 
nawrotowy chemiooporny szpiczak 
mnogi II/III 

Tanespimycyna + bortezomib zaawansowane guzy lite, chłoniaki I 

Tanespimycyna + transtuzumab przerzutowy rak piersi z dodatnią 
ekspresją receptora HER2 II 

BIIB021 + eksemestan (aromazyna) hormonozależny przerzutowy rak piersi II 

BIIB021 GIST oporny na imatinib i sunitinib II 

Luminespib + transtuzumab zaawansowany rak piersi z dodatnią 
ekspresją receptora HER2 

I/II 

Większość doniesień koncentruje się na badaniach przeprowadzo-
nych wśród dorosłych, jednak ze względu na różnice w epidemiologii  
i patogenezie nowotworów wśród pacjentów pediatrycznych wymagają 
one odrębnej analizy. Dlatego w niniejszym rozdziale chcielibyśmy 
skupić się na przedstawieniu najnowszych wyników badań dotyczą-
cych udziału HSPs w schorzeniach onkologicznych wieku dziecięcego. 
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3. Zastosowanie białek szoku termicznego  
w diagnostyce i terapii chorób nowotworowych  
u dzieci 

3.1. Ostre białaczki dziecięce 

Choroby układu krwiotwórczego to najczęstsze choroby nowo-
tworowe wieku dziecięcego. Stanowią około 26% wszystkich schorzeń 
onkologicznych w grupie wiekowej do 18. r.ż. Ostra białaczka limfo-
blastyczna występuje najczęściej, jest przyczyną około 80% wszystkich 
białaczek dziecięcych. Ostre białaczki nielimfoblastyczne to pozostałe 
15–20% chorych [23]. Istnieje wiele hipotez dotyczących etiopatogene-
zy białaczki, jednak żadna z nich, mimo znacznych postępów w medy-
cynie, nie wydaje się jednoznaczna. 

Na podstawie badań można wysnuć wniosek, że jedno z białek 
szoku termicznego – HSP27 odgrywa ważną rolę w patogenezie ostrej 
białaczki szpikowej i generowaniu chemiooporności na terapię prze-
ciwnowotworową. Wśród chorych z wysoką ekspresją HSP27 częstość 
wznów jest zdecydowanie większa. Ponadto, wrażliwość komórek  
i efektywność leczenia przeciwnowotworowego wzrasta wraz ze spad-
kiem ekspresji HSP27 [24–27]. 

We wszystkich liniach białaczkowych stwierdza się także wysoką 
ekspresję HSP60, największą w komórkach linii Jurkat i CCRF-CEM 
(obie od chorych z ALL) [25]. HSP60 współoddziałują z HSP10. Jest to 
stosunkowo nowo odkryta proteina grupy białek szoku termicznego. 
Udowodniono, że HSP10 są obecne w prekursorach linii mieloidalnej  
i megakariocytarnej, podczas gdy nie stwierdza się ich obecności  
w komórkach dojrzałych [28]. 

Do niedawna uważano, iż HSP72 wykazuje ekspresję na po-
wierzchni komórek nowotworowych, co stanowiłoby ogromny przełom 
w diagnostyce i leczeniu onkologicznym, jednakże według ostatnich 
doniesień obecność HSP72 na powierzchni komórek zależy od stoso-
wanych metod badawczych. Zaobserwowano bowiem, że wszelkie ma-
nipulacje, tj. stosowanie poszczególnych odczynników chemicznych, 
mrożenie czy rozmrażanie komórek ma wpływ na ekspresję HSP72 na 
ich powierzchni [25]. Ponadto, dodatnia ekspresja HSP o masie czą-
steczkowej 70 kDa wykazywana jest na komórkach blastycznych  
u pacjentów po chemioterapii i radioterapii [29]. Odkryto jednak nowy 
parametr, który może być wykorzystany w praktyce klinicznej – 
cHSP70, czyli krążące w osoczu HSP, którego stężenie odzwierciedla 
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stopień zaawansowania białaczki. Stężenie cHSP koreluje z poziomem 
beta2-mikroglobuliny, LDH i leukocytozą. Z tego powodu wolne 
HSP70 może być użytecznym wskaźnikiem diagnostycznym i rokow-
niczym niezależnym od chemicznych i fizycznych manipulacji [30]. 

Wysoka ekspresja HSP90 jest natomiast stwierdzana w komór-
kach nowotworowych obecnych we krwi obwodowej chorych na ostrą 
białaczkę limfoblastyczną, co różni je od prawidłowych komórek krwi 
[31]. HSP90 może stanowić w przyszłości również użyteczny czynnik 
rokowniczy, ponieważ nadekspresja izoformy alfa i beta jest obserwo-
wana w źle rokujących podtypach ostrej białaczki szpikowej [32]. 

3.2. Guzy ośrodkowego układu nerwowego 

Guzy centralnego układu nerwowego zajmują drugie miejsce 
wśród najczęstszych chorób nowotworowych u dzieci i pierwsze wśród 
guzów litych. Medulloblastoma (rdzeniak zarodkowy) jest jednym  
z najgorzej rokujących z nich, stąd ogromna część badaczy skupia się 
na poszukiwaniu nowych czynników prognostycznych i terapii prze-
ciwnowotworowych stosowanych w leczeniu tego schorzenia. 

Wyniki badań nad udziałem HSP w patogenezie guzów o.u.n.  
i wykorzystaniem tych białek w praktyce klinicznej do celów diagno-
stycznych są niejednoznaczne. Według doświadczenia przeprowadzo-
nego przez zespół Hauser i in. [33]w komórkach rdzeniaka zarodko-
wego obserwuje się wysoką ekspresję białek szoku termicznego  
o masie cząsteczkowej 27 kDa, 70 kDa oraz 90 kDa, jednak poziom 
ekspresji tych protein nie korelował z poznanymi już czynnikami pro-
gnostycznymi czy typem histologicznym medulloblastoma. Z drugiej 
strony, wyniki ostatnich doniesień, przeprowadzonych przy użyciu 
mikromacierzy, dowodzą, że białka szoku termicznego wykazują zróż-
nicowaną ekspresję poszczególnych grup białek w zależności od typu 
histopatologicznego MB. Podtyp extensive nodularity – prezentujący 
silnie wyrażoną guzkowość, charakteryzuje się lepszym rokowaniem 
niż rdzeniak klasyczny. Stwierdza się w nim niską ekspresję HSP27 
(pSer15) i wysoką HSP60. Znacznie wyższą ekspresję HSP70 wyka-
zano w wariancie wielkokomórkowym rdzeniaka, który wiąże się ze 
złą prognozą i rozsiewem choroby nowotworowej [34, 35]. Wysokie 
HSP70 korelowało z dodatnim indeksem Ki-67, który jest komórko-
wym markerem proliferacji i niekorzystnego rokowania u chorych  
z MB. Ponadto, podczas analizy wszystkich podtypów MB stwierdzono 
dodatnią korelację pomiędzy ekspresją HSP40 a białkiem p53 [35]. 
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Według raportu Ray i in. [36] białko p53 stanowi wskaźnik korzyst-
nego rokowania u chorych na rdzeniaka zarodkowego. 

Zwiększona ekspresja HSP 90 jest obserwowana w wielu typach 
nowotworów, także w MB. Udowodniono, że poprzez wielosygnałowe 
oddziaływania inhibitory HSP90, tj. 17-DMAG oraz 17-AAG, skracają 
życie komórek neoplazmatycznych MB, sugerując, że leki te mogą 
stanowić w przyszłości obiecującą opcję terapeutyczną [37, 38]. 

Aktualnie w eksperymentalnym leczeniu guzów mózgu wykonuje 
się próby miejscowej podaży rekombinowanego HSP70 do loży po re-
sekowanym nowotworze mózgu. Po 12 miesiącach oceniono wyniki 
leczenia. Kompletną odpowiedź obserwowano u jednego pacjenta, czę-
ściową u kolejnego, 9 pacjentów wykazywało stabilny obraz choroby. 
Tylko u jednego chorego stwierdzono progresję choroby [39]. 

3.3. Osteosarcoma – kostniakomięsak kości 

Osteosarcoma to stosunkowo rzadko rozpoznawany nowotwór, 
jednak u dzieci, młodzieży i młodych dorosłych stanowi najczęstszy 
złośliwy guz kości. Zgodnie z klasyfikacją WHO osteosarcoma dzieli 
się na kilka typów różniących się pod względem wyglądu histopato-
logicznego i agresywności przebiegu klinicznego: wariant konwen-
cjonalny, teleangiektyczny, drobnokomórkowy, wysoko różnicowany 
wewnątrzszpikowy, okostnowy, przykostny i nisko różnicowany po-
wierzchowny [40]. Najczęstszym typem jest typ konwencjonalny, inne 
występują zdecydowanie rzadziej [41]. Mimo znacznego progresu  
w leczeniu tego typu nowotworu, poprzez rozwój technik chirurgicz-
nych, zastosowanie chemioterapii adjuwantowej i neoadjuwantowej, 
pięcioletnie przeżycie pacjenta nadal waha się w granicach 50–70%  
[42, 43]. Trudno ocenić rokowanie chorych na osteosarcoma, ponieważ 
obecne czynniki prognostyczne nie są pomocne w ocenie korzyści  
z intensyfikacji terapii przeciwnowotworowej bądź podawania zredu-
kowanych dawek chemioterapii celem oszczędzenia organizmu przed 
skutkami powikłań po chemioterapii. 

Wysoką ekspresję HSP27 i HSP70 wykazuje się w wariancie kon-
wencjonalnym OS – podtypie wymagającym agresywnego leczenia [44]. 
Co więcej, poziom ekspresji HSP27 koreluje z obecnością odległych 
przerzutów [45] i zdecydowanie gorszymi wartościami prognostycz-
nymi [46]. Potwierdza to hipotezę, że białko szoku termicznego o ma-
sie cząsteczkowej 27 kDa może stanowić biomarker agresywności 
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przebiegu choroby nowotworowej. Ponadto, Trieb z zespołem [47] ana-
lizował obecność przeciwciał anty-HSP60, anty-HSP70 oraz anty-
HSP90 w osoczu chorych z OS. Wykazał, że stężenie anty-HSP60  
w momencie rozpoznania choroby jest znacznie większe u pacjentów  
z osteosarcoma w porównaniu do chorych z mięsakiem Ewinga, 
chrzęstniakomięsakiem czy w porównaniu do grupy kontrolnej. Zaob-
serwowano także dodatnią korelację między stężeniem przeciwciał 
anty-HSP70 a obecnością przerzutów odległych do płuc u chorych na 
OS, wysokie miano przeciwciał anty-HSP90 wiąże się z dobrą odpo-
wiedzią na chemioterapię. Ich brak łączy się z ryzykiem wystąpienia 
odległych przerzutów [48]. Przeciwciała anty-HSP stanowią więc obie-
cujący wskaźnik złośliwości OS. Niezbędne jest przeprowadzenie ba-
dań wśród większej liczby pacjentów celem potwierdzenia danej teorii. 

Inhibitory HSPs – geldanamycyna i jej analogi są obecnie szeroko 
testowane w badaniach klinicznych nad zastosowaniem ich w terapii OS. 
Obiecujące wyniki dostarcza zespół Lamourex [49], który wykorzystał 
do swoich doświadczeń nowy syntetyczny inhibitor HSP90 –  
PF-04942847. W odróżnieniu od innych inhibitorów, tj. geldanamycy-
na, 17-AAG, PF-04942847 selektywnie hamuje proces różnicowania 
osteoklastów. W badaniu przeprowadzonym przez nasz zespół [50] 
wykazaliśmy, że przeciwnowotworowe działanie geldanamycyny, któ-
re prowadzi do indukcji apoptozy komórek linii osteosarcoma, ma 
związek z hiperacetylacją HSP60. 

Inhibitory białek szoku termicznego są wykorzystywane w połą-
czeniu z lekami przeciwnowotworowymi, których działanie skupia się 
na hamowaniu aktywności telomerazy, tj. imetelstad. 

W komórkach nowotworowych działanie telomerazy jest zdecydo-
wanie niepożądane, ponieważ zahamowuje ona proces starzenia ko-
mórki. Z ostatnich doniesień wynika, że HSP90 wpływa na biologię 
telomerów i oddziaływuje z podjednostką hTERT telomerazy ludzkiej. 
Kompleks promuje wiązanie DNA i nukleotydów do telomerazy, a tym 
samym przyczynia się do utrzymania długości telomerów. Zastosowa-
nie inhibitorów białek szoku termicznego skutkuje zahamowaniem 
procesu [51]. 

Zarówno inhibitory telomerazy, jak i inhibitory HSPs potencjalizu-
ją swoje działanie i skutkują skróceniem telomerów w większym 
stopniu niż w przypadku działania każdej z tych substancji oddziel-
nie. Ma to swoje przełożenie na całkowite zahamowanie wzrostu  
linii komórkowych OS. Badania wymagają przełożenia na model 
zwierzęcy [52]. 
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3.4. Neuroblastoma – nerwiak zarodkowy 

Neuroblastoma – nerwiak zarodkowy jest trzecim co do czę-
stości występowania nowotworem wieku dziecięcego. Leczenie i zwią-
zane z tym rokowanie w dużej mierze zależy od stratyfikacji ryzyka. 
Wyniki przeprowadzanych badań skłaniają do redukowania dawek 
chemioterapii u pacjentów z NB niskiego ryzyka i na odwrót – pacjen-
ci z NB o wysokim stopniu zaawansowania powinni otrzymywać zde-
cydowanie bardziej agresywną chemioterapię. 

Stosunkowo niewiele informacji jest dostępnych na temat funkcji 
HSP w komórkach NB [53]. Stwierdzono, że GRP75, należące do bia-
łek szoku termicznego o masie cząsteczkowej 70 kDa, wykazuje 
znaczną nadekspresję w komórkach NB. Co więcej, odnotowano do-
datnią korelację między produkcją tej proteiny a stopniem zróżnico-
wania komórek nowotworowych oraz wczesnym stadium choroby  
i odwrotną korelację między amplifikacją MYCN. Z analiz wynika, że 
GRP 75 jest niezależnym dobrym czynnikiem rokowniczym w NB 
[54], co w obliczu doniesień o ekspresji HSP70 w innych nowotworach 
jest dość nietypowym zjawiskiem. 

4. Modyfikacje potranslacyjne HSPs 

Modyfikacje potranslacyjne, tj. hiperfosforylacja, acetylacja,  
S-nitrozylacja, oksydacja, mogą zmieniać chemiczne i fizyczne wła-
ściwości białek, wpływać na ich stabilność, aktywność oraz regulację 
funkcji HSPs i funkcji białek, z którymi oddziałują [55]. Najwięcej 
badań dotyczących modyfikacji potranslacyjnych białek szoku ter-
micznego dotyczy procesu fosforylacji. Supresja konstytutywnej fosfo-
rylacji HSP90beta w miejscach Ser-225 i Ser-226 może przyczyniać 
się do chemiooporności w komórkach białaczkowych poprzez wzmac-
nianie interakcji między HSP beta i Apaf-1, co chroni przed formowa-
niem struktury apoptosomu [56]. We wspomnianym doniesieniu fosfo-
rylowana forma seryny moduluje funkcję HSP27 i ma funkcję 
prognostyczną u chorych z medulloblastoma [35]. Acetylacja polega na 
dołączeniu grupy acetylowej najczęściej do reszty lizynowej białka.  
Yu i in. [57] wykazał, że acetylacja HSP90 destabilizuje interakcje  
z białkami, tj. ErbB2, Raf-1, p53 mającymi zasadniczy wpływ na mo-
dulacje procesów wewnątrzkomórkowych. 
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5. Perspektywy 

HSPs należą do grupy białek odpowiedzialnych za regulację 
wielu procesów wewnątrzkomórkowych. Ekspresja tych białek jest 
indukowana stanami patofizjologicznymi, dlatego HSPs, ze względu 
na aktywność oraz nadekspresję w wielu typach komórek nowotwo-
rowych, mogą być rozważane pod kątem użycia ich jako biomarkery 
nowotworowe oraz markery efektywności chemioterapii. 
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1. Wstęp 

Ból według Międzynarodowego Stowarzyszenia Badania Bólu 
(IASP, International Accociation for the Study of Pain) definiowany jest 
jako subiektywne, negatywne doznania zmysłowe i uczuciowe spowodo-
wane rzeczywistym lub zagrażającym uszkodzeniem tkanek lub też od-
czuwane jako uszkodzenie [1]. 

Istnieje wiele teoretycznych modeli bólu, a najbardziej uniwersalnym 
wydaje się ten zaproponowany przez Wade’a i Price’a [2]. Zgodnie z tym 
modelem ból opisywany jest jako proces złożony z czterech etapów: do-
znania zmysłowo-dyskryminacyjnego (czyli nieprzyjemnego uczucia, któ-
rego będziemy chcieli w przyszłości unikać), reakcji przykrości (która jest 
rodzajem prostej reakcji uczuciowej), cierpienia oraz behawioralnej eks-
presji bólu. Cierpienie w tym wypadku jest zjawiskiem bardzo złożonym, 
gdyż zawiera w sobie rozbudowane reakcje uczuciowe, takie jak depresja, 
lęk czy gniew. Natomiast behawioralna ekspresja bólu, która bywa także 
określana jako zachowanie bólowe, wyrażana jest m.in. w aktywności co-
dziennej i sprawności ruchowej. 
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Opisany model bólowy ułatwia dogłębne zrozumienie uczucia bólu 
oraz umożliwia rozwój działań terapeutycznych tak, aby stały się one 
bardziej efektywne. Szczegółowe informacje o zależności między odczu-
waniem bólu a jego uzewnętrznieniem oraz aspektem psychologicznym 
mogą ułatwić bardziej adekwatną charakterystykę bólu, co z kolei wpły-
wa na zwiększenie skuteczności prowadzonego leczenia [3]. 

2. Leczenie bólu 

Generalnie leczenie bólu typowymi farmakologicznymi środkami 
przeciwbólowymi polega na znoszeniu bólu lub też znacznym podwyższa-
niu progu jego odczuwania. Na ogół takie leczenie jest wystarczająco 
efektywne. Niestety zdarza się też tak, że niezbędne jest uzupełnianie 
terapii o leki działające na psychikę, z uwagi na złożony charakter tegoż 
zjawiska. Wskazane jest tu stosowanie środków uspokajających, przeciw-
lękowych i przeciwdepresyjnych, dzięki którym możliwe jest podwyższe-
nie progu tolerancji na ból, gdyż, jak wiadomo, negatywne emocje powo-
dują dużo większe przeżywanie uczucia bólu [3]. 

Omawiając psychologiczne aspekty bólu, należy też wspomnieć o bar-
dzo ważnym czynniku warunkującym skuteczność terapeutyczną – efek-
cie placebo. Powszechnie obserwuje się skuteczne działanie przeciwbólo-
we środków farmakologicznych, które pozbawione są takich właściwości. 
Zjawisko to jest wyrażeniem oczekiwania na efekt przeciwbólowy, które 
następnie dość często przeradza się w typowy odruch warunkowy, będący 
myśleniem typu: „zastrzyk zawsze uśmierza ból” [4–6]. Efekt ten tłuma-
czy się uczestnictwem opioidów endogennych. Obok efektu placebo należy 
wymienić równie istotny efekt nocebo. Jest to hiperalgezja powodowana 
przez oddziaływanie czynników pogarszających stan psychiczny osoby 
chorej. Bierze w tym udział układ cholecystokininowy, który oddziałuje 
na psychikę [7–9]. 

Ból jest sygnałem informującym o uszkodzeniu tkanek lub zagrożeniu 
ich uszkodzeniem. Rodzaj, umiejscowienie i nasilenie bólu najczęściej 
pozwalają ustalić rozległość uszkodzenia, jego rodzaj, a także narząd, 
który temu uszkodzeniu uległ. Doznania bólowe są bez wątpienia nie-
zbędne jako sygnał alarmowy. Jednak, gdy po wypełnieniu swojego zada-
nia nie ustępują, mogą powodować wystąpienie wielu niekorzystnych czy 
wręcz niebezpiecznych dla zdrowia i życia objawów [10]. Dlatego tak 
ważna jest walka z bólem, niezależnie od źródła jego pochodzenia. 
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2.1. Leki przeciwbólowe 

Leki stosowane w celu zmniejszenia natężenia bólu znane są już 
od bardzo dawna. Dla przykładu, morfina stosowana była już w III w. p.n.e., 
a co ciekawe nadal jest to niezastąpiony lek przeciwbólowy w niektórych 
przypadkach [11]. Aktualnie używane leki przeciwbólowe można podzie-
lić ze względu na ich siłę, mechanizm działania oraz budowę chemiczną 
na dwie główne grupy: opioidowe i nieopioidowe leki przeciwbólowe. 

Do pierwszej grupy należą takie farmaceutyki przeciwbólowe, które 
charakteryzują się silnym działaniem na ośrodkowy układ nerwowy. Leki 
te znoszą nawet bóle pochodzenia trzewnego o bardzo dużym natężeniu. 
W większych dawkach mogą powodować stan podobny do znieczulenia 
ogólnego (narkozy). Długotrwałe stosowanie tego typu preparatów grozi 
rozwojem tolerancji oraz lekozależności. Dlatego leki te zwane są narko-
tycznymi lekami przeciwbólowymi [11]. 

Drugą grupę tworzą nienarkotyczne farmaceutyki przeciwbólowe, 
które działają słabiej ośrodkowo oraz z reguły nie powodują rozwoju tole-
rancji i nigdy – nałogu. Ponadto charakteryzują się działaniem przeciw-
gorączkowym i przeciwzapalnym. Leki te znoszą bóle o stosunkowo ma-
łym natężeniu, jak np. bóle głowy czy bóle mięśniowe, nie uśmierzają 
natomiast bardzo silnych bólów, takich jak np. bóle pooperacyjne czy no-
wotworowe. Ich aktywność przeciwbólowa ma charakter tzw. pułapowy, 
co oznacza, że po przekroczeniu pewnych konkretnych dawek efekt prze-
ciwbólowy nie zwiększa się [10]. 

3. Opioidy i lekozależność 

Lecznicze zastosowanie opium miało swoje początki już w staro-
żytności. Od momentu natomiast wyizolowania głównego alkaloidu fe-
nantrenowego opium – morfiny przez Friedricha Sertürnera w 1805 r. 
[12] wciąż trwają badania nad mechanizmem działania opioidów oraz ich 
właściwościami. Spośród wielu naturalnych alkaloidów fenantrenowych 
opium obecnie w lecznictwie zastosowanie mają morfina oraz kodeina. 
Związki te należą do silnych opioidowych leków przeciwbólowych, a po-
nadto wykazują właściwości przeciwkaszlowe i zapierające. 

Morfina otrzymywana jest naturalnie z soku mlecznego niedojrzałych 
makówek maku lekarskiego (Papaver somniferum). Wykazuje ona powi-
nowactwo głównie do receptorów opioidowych podtypu . Obok silnego 
działania ośrodkowego (przeciwbólowego), które dominuje w wypadku 
morfiny i innych leków morfinopodobnych, występuje także działanie na 
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narządy obwodowe, a szczególnie na przewód pokarmowy. Po zastosowa-
niu przeciętnych dawek leczniczych morfiny pojawia się działanie uspo-
kajające. Objawia się ono sennością, trudnościami w koncentracji, spo-
wolnieniem procesów myślenia oraz zmniejszeniem aktywności fizycznej. 
Przy dużych dawkach natomiast występuje stan podobny do znieczulenia 
ogólnego. Innym istotnym efektem ubocznym stosowania tego farmaceu-
tyku jest występowanie depresji czynności oddechowej. Kodeina zaś wy-
kazuje dużo słabsze działanie przeciwbólowe i przeciwbiegunkowe, a w 
lecznictwie stosowana jest głównie jako lek przeciwkaszlowy. 

Przy omawianiu działań niepożądanych towarzyszących przyjmowaniu 
morfiny oraz farmaceutyków morfinopodobnych nie można pominąć takich 
efektów, jak tolerancja i lekozależność. Danysz i Gryglewski definiują  
lekozależność jako stan zarówno psychiczny, jak i fizyczny, który wynika  
z interakcji leku z żywym organizmem i charakteryzuje się zmianą za-
chowania, a także innymi reakcjami. Ściśle związana jest z tym tendencja, 
tudzież pożądanie regularnego zażywania danej substancji w celu do-
znawania jej efektów psychofarmakologicznych lub też w celu nie dopusz-
czenia do wystąpienia nieprzyjemnych doznań wynikających z odstawie-
nia leku [11]. W powstaniu lekozależności bardzo ważną rolę odgrywa 
dawka leku. Podczas gdy w wypadku narkotycznych farmaceutyków 
analgetycznych nawet kilkunastodniowa terapia dawkami leczniczymi 
może doprowadzić do lekozależności, w wypadku innych leków dawka ta 
musi być przekroczona 2–8-krotnie, aby wywołać taki efekt. 

Niestety mechanizm zjawiska lekozależności nie jest jeszcze dobrze 
poznany. Niektóre różnice w budowie chemicznej związków, nawet  
w przypadku tej samej grupy leków, powodują utratę lub nasilenie wła-
ściwości uzależniających. Najlepszym przykładem jest tutaj morfina i jej 
pochodne. Wskutek podstawienia grupy metylowej do morfiny (rys. a) 
powstaje kodeina (rys. b), którą cechuje dużo słabsze działanie uzależnia-
jące. Przez podstawienie dwóch grup acetylowych do morfiny otrzymuje-
my heroinę (rys. c), która z kolei charakteryzuje się jeszcze silniejszym 
efektem uzależniającym niż morfina. 

 

Rys. Struktury leków opioidowych:  a) morfina; b) kodeina; c) heroina 

a b c
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Bardzo ważnym czynnikiem ułatwiającym rozwój lekozależności jest 
tolerancja wytworzona na dany związek. Pod pojęciem tolerancji rozumie 
się zmniejszenie oczekiwanego efektu danej dawki leku, co implikuje ko-
nieczność jej zwiększenia, celem uzyskania pożądanego rezultatu lecze-
nia. Dla niektórych środków farmakologicznych wzrost tej tolerancji by-
wa bardzo duży. Dla przykładu, narkomani są w stanie przyjąć takie 
dzienne dawki, które kilkakrotnie przewyższają dawki śmiertelne [11]. 

4. Peptydy opioidowe 

Fakt istnienia w organizmie ludzkim receptorów specyficznych 
dla egzogennych związków opioidowych, takich jak morfina i kodeina, 
skłonił naukowców do wysunięcia hipotezy, iż muszą istnieć także endo-
genne związki wykazujące powinowactwo do receptorów opioidowych [11]. 
Rozpoczęto więc poszukiwania, które z czasem doprowadziły do odkrycia 
wielu endogennych związków o charakterze opioidowym mających właści-
wości przeciwbólowe. Przez długi czas określano je wspólnym mianem 
„endorfin” [10]. Obecnie wszystkie związki wykazujące powinowactwo do 
receptorów opioidowych nazywane są opioidami, a wśród nich rozróżnia 
się opioidy egzo- oraz endogenne. Nie trudno się domyślić, że do pierwszej 
grupy zaliczane są substancje pochodzenia roślinnego, takie jak wspo-
mniane morfina i kodeina. Do endogennych opioidów obecnych natural-
nie w organizmie należą m.in. peptydy opioidowe. 

Peptydy opioidowe to związki niezwykle aktywne biologicznie. Przed-
stawicielami tej grupy są m.in. endorfiny, enkefaliny i dynorfiny. Sub-
stancje te, mimo przynależności do jednej grupy, charakteryzują się nieco 
zróżnicowanymi właściwościami, a także odmiennym miejscem pocho-
dzenia. Dla przykładu, -endorfiny powstają w przysadce mózgowej, pod-
czas gdy enkefaliny zarówno w przysadce, jak i rdzeniu nadnerczy. 
Związki te różnią się także miejscem występowania – -endorfiny głównie 
występują w jądrze łukowatym podwzgórza oraz w istocie szarej, enkefa-
liny zaś znajdują się zarówno w podwzgórzu, jak i w innych strukturach 
mózgu oraz tkankach obwodowych. Wspólną cechą peptydów opioidowych 
jest wywoływanie silnego działania przeciwbólowego, charakterystyczne-
go dla związków typu morfiny [10]. 

Z uwagi na wysokie ryzyko wystąpienia uzależnienia oraz innych 
bardzo uciążliwych efektów ubocznych, w wypadku stosowania leków 
opioidowych znanych dotychczas, zaczęto szukać swego rodzaju alterna-
tywy, która wyeliminowałaby w możliwie najwyższym stopniu wszystkie 
(a przynajmniej większość) działań niepożądanych. Z tego właśnie powo-



76 H. Strońska, Z. Maćkiewicz 

du uwaga badaczy skierowała się na peptydy opioidowe. Udowodniono, że 
endogenne krótkołańcuchowe peptydy zwane enkefalinami [13] wykazują 
bardzo silne działanie przeciwbólowe, gdyż reagują z wieloma receptora-
mi opioidowymi [14]. Niestety okazało się, iż związki te cechuje bardzo 
krótki okres półtrwania, ponieważ szybko ulegają one rozkładowi pod 
wpływem enzymów zwanych enkefalinazami. Nowym kierunkiem w wal-
ce z bólem stało się więc poszukiwanie i projektowanie takich związków, 
które blokowałyby te enzymy, wskutek czego naturalne enkefaliny byłyby 
chronione przed rozkładem. Obiecującymi związkami tego typu okazały 
się rozmaite inhibitory enkefalinaz [47]. 

5. Inhibitory enkefalinaz 

Inhibitory enkefalinaz można podzielić na trzy główne grupy – 
inhibitory specyficzne względem jednego z przedstawicieli enkefalinaz, 
multiinhibitory oraz inhibitory podwójne, wykazujące aktywność inhibi-
cyjną względem dwóch lub więcej enzymów. Największą efektywnością 
cechują się inhibitory podwójne i multiinhibitory, dlatego właśnie w nich 
pokładane są największe nadzieje na stworzenie grupy leków przeciwbó-
lowych nowej generacji. 

Inhibitorem podwójnym znalezionym w organizmie człowieka jest 
ludzka opiorfina, która blokuje działalność takich enzymów, jak nepryli-
zyna (NEP) i aminopeptydaza N (APN). Peptyd ten składa się z pięciu 
aminokwasów o sekwencji Gln-Arg-Phe-Ser-Arg i wyizolowany został  
z ludzkiej śliny [16]. Opiorfina wykazuje potencjalną aktywność przeciw-
bólową w bólowych modelach chemicznych i mechanicznych [15]. Bada-
nia in vitro potwierdziły jej aktywność inhibicyjną względem ektopepty-
daz NEP i APN, co z kolei potwierdza hipotezę, iż peptyd ten chroni 
endogenne enkefaliny przed rozkładem enzymatycznym [17, 18]. 

5.1. Spinorfina 

Niezwykle interesującym multiinhibitorem względem enkefali-
naz jest spinorfina [15]. Peptyd ten składa się z siedmiu aminokwasów  
o sekwencji Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr i należy do rodziny hemorfin. 
Związki te są grupą endogennych peptydów opioidowych powstających 
wskutek hydrolizy enzymatycznej jednego z sześciu łańcuchów hemoglo-
biny (łańcucha ). Za opioidowy charakter hemorfin odpowiedzialny jest 
w sekwencji rdzeń Tyr-Pro-Trp-Thr [19]. Badania potwierdziły, iż ten  
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4-aminokwasowy fragment nie tylko stanowi pozycje 34.–37. łańcucha  
hemoglobiny wołu, ale też występuje w niektórych pozostałych łańcu-
chach hemoglobiny [20]. 

Spinorfina jest peptydem dobrze rozpuszczalnym zarówno w wodzie, 
jak i rozpuszczalnikach organicznych [21]. Została wyizolowana po raz 
pierwszy z rdzenia kręgowego wołu za pomocą chromatografii kolumno-
wej [22]. Potwierdzono, iż związek ten wykazuje aktywność inhibicyjną 
względem enzymów APN i NEP, a także peptydazy dipeptydylowej III 
(DPP III) wyizolowanych z mózgu małpy [23]. Wartości IC50 dla spinor-
finy względem poszczególnych enzymów wynoszą odpowiednio: 3,3 g/ml 
dla APN, 10 g/ml dla NEP oraz 1,4 g/ml dla DPP III [22]. Peptyd ten, 
obok silnego działania przeciwbólowego, prawdopodobnie wykazuje także 
działanie przeciwzapalne, które polega na hamowaniu niektórych funkcji 
wielojądrzastych granulocytów obojętnochłonnych (PMNs) biorących udział 
w regulowaniu stanu zapalnego, co potwierdzono w badaniach zarówno 
in vitro, jak również in vivo w modelu zapalnym, przy stosunkowo wyso-
kiej dawce efektywnej [21]. Badania te jednak były wykonywane, jak do 
tej pory, wyłącznie z wykorzystaniem tkanek zwierzęcych, zatem na 
chwilę obecną nie można określić dawki efektywnej dla ludzi. 

6. Perspektywy 

Ból może być definiowany w skrócie jako negatywne doznanie 
zmysłowe spowodowane rzeczywistym lub potencjalnym uszkodzeniem 
tkanek organizmu. Pełni niezastąpioną rolę alarmującą, jednak gdy po 
wypełnieniu tej funkcji występuje nadal, sam staje się problemem, który 
może prowadzić do wielu niekorzystnych następstw. Dlatego walka  
z bólem, szczególnie takim o dużym nasileniu, który utrudnia normalne 
funkcjonowanie, jest konieczna. Środki farmakologiczne spełniające to 
zadanie znane były już w starożytności, jednak do chwili obecnej nie zna-
leziono leku idealnego. Obecna medycyna zna wiele farmaceutyków  
z grupy opioidów potrafiących uśmierzać nawet najbardziej uciążliwe 
bóle (np. pooperacyjne czy nowotworowe), niestety stosowanie takich 
środków niesie z sobą wiele niekorzystnych efektów ubocznych, z których 
najpoważniejszymi są rozwój tolerancji oraz uzależnienia. Z tego względu 
celem wielu badań stało się poszukiwanie substancji, które jednocześnie 
charakteryzowałyby się równie silnym efektem analgetycznym, jak opoi-
idy i brakiem działań niepożądanych. Związkami spełniającymi te kryte-
ria okazały się występujące naturalnie w organizmie człowieka endogen-
ne peptydy opioidowe – enkefaliny. Badania ukazały jednak, że związki 
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te są szybko degradowane in vivo przez enzymy zwane enkefalinazami. 
Powstała zatem hipoteza, zgodnie z którą inhibicja tych enzymów uchro-
niłaby endogenne enkefaliny przed rozkładem, a co za tym idzie – umoż-
liwiłaby naturalne, fizjologiczne zniesienie bólu. Substancjami mającymi 
zdolność hamowania aktywności wspomnianych enzymów okazały się 
naturalnie występujące inhibitory enkefalinaz, takie jak np. spinorfina. 
Badania potwierdziły, iż siedmiopeptyd ten jest multiinhibitorem wzglę-
dem kilku enkefalinaz obecnych w mózgu małpy. Niestety, badania nad 
spinorfiną przeprowadzone były do tej pory jedynie na tkankach zwierzę-
cych, przez co na chwilę obecną nie jest możliwe określenie efektywności 
tego związku wobec organizmu człowieka. Nie mniej jednak peptyd ten 
jest interesującym i niezwykle obiecującym obiektem badań. 
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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 β-D-galactosyl-(1→3)-α-N-acetyl-D-galactosamine (Fig. 1). 
The molecular mass of these unique materials ranges from 2.6 to 33.7 kDa. 

 

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 



 Synthesis of antifreeze glycopeptides (AFGP) 83 

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 (10–4 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]. 

 

Fig. 2. Ice growth inhibition process based on a) 2 dimensional b) 3 dimensional Kelvin  
 effect [10] 

 

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); 
• 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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Fig. 4. SPPS of antifreeze glycopeptides [16] 
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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. Wstęp 

Prozdrowotne właściwości grzybów są znane ludzkości od wielu 
lat. W krajach Dalekiego Wschodu już przed wiekami stosowano rozpusz-
czone w wodzie ekstrakty takich gatunków grzybów, jak twardnik japoń-
ski (Shiitake) (Lentinus edodes), lakownica żółtawa (Ganoderma luci-
dum) czy grzyby chaga (Inonotus obliquus) [1]. Pomimo zastosowań  
w medycynie ludowej grzyby, a właściwie ich właściwości, stały się obiek-
tem badań dopiero w drugiej połowie XX w. [2]. Obecnie znana jest ak-
tywność biologiczna wielu gatunków spośród tej grupy grzybów. Wykaza-
no, że odpowiedzialne za te właściwości są m.in. niektóre polisacharydy  
w nich występujące. Związki te zalicza się do grupy BRM (biological re-
sponce modifiers), czyli modyfikatorów odpowiedzi biologicznej. Są to 
związki wykazujące możliwość aktywowania niespecyficznych reakcji sys- 

 

 
Rys. 1. Wzory strukturalne lentinanu (a) oraz schizofylanu (b) 

a 

b 
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temu odpornościowego przeciw komórkom nowotworowym oraz infekcjom 
wirusowym i bakteryjnym. Mogą one indukować syntezę hormonów i ko-
mórek układu odpornościowego [3]. To właśnie dzięki swoim właściwoś-
ciom immunostymulującym oraz przeciwnowotworowym polisacharydy 
zyskały obecnie zainteresowanie badaczy na całym świecie. Pierwszy raz 
dowiedziono ich aktywności przeciwko komórkom nowotworowym mięsa-
ka u myszy w latach 50. ubiegłego wieku [2, 4]. Kolejne badania wykazały 
ich aktywność w stosunku do wielu innych nowotworów, m.in. czerniaka 
złośliwego [5], raka płuc [6], piersi [7], prostaty [7–9] czy szyjki macicy [10]. 

Najlepiej poznaną grupą biologicznie aktywnych polisacharydów  
w materiale grzybowym są β-glukany, czyli takie polisacharydy, które 
składają się z połączonych z sobą jednostek β-glukozy. Do tej grupy nale-
żą 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 polisacharydów 
grzybowych 

Wykazano, iż właściwości biologiczne polisacharydów są ściśle 
związane ze strukturą chemiczną (liczba i rodzaj reszt cukrowych oraz 
sposób ich powiązania, długość łańcuchów bocznych, struktura trze-
ciorzędowa czy rozpuszczalność) [2]. Zauważalny jest wzrost efektu  
biologicznego wraz ze zwiększeniem masy cząsteczkowej związku [3]. 
Niemniej jednak wspomniane polisacharydy, lentinan i schizofylan o re-
latywnie niskiej masie cząsteczkowej (na poziomie 100–200 kDa) wyka-
zują podobne działanie przeciwko mięsakom jak te z wyższą masą czą-
steczkową [11]. 

Polisacharydy grzybowe mogą być homopolimerami (najczęściej glu-
kanami) lub tworzyć różnego rodzaju kopolimery glukozy, galaktozy, 
mannozy, ksylozy, arabinozy, fukozy, rybozy czy kwasu glukuronowego 
[2, 3]. Polisacharydy grzybowe niekiedy tworzą również kompleksy z pep-
tydami. Takim przykładem jest krestin izolowany z grzyba Trametes ver-
sicolor – komercyjnie wykorzystywany środek wspomagający terapię prze-
ciwnowotworową, będący β-glukanem połączonym z peptydem [2]. 

Aktywność biologiczna zauważana jest dla sacharydów rozpuszczal-
nych w wodzie. Właściwość ta jest związana ze stopniem rozgałęzienia 
polisacharydu. Dla polimerów o wysokim stopniu rozgałęzienia zauważa-
ne jest zmniejszenie efektów biologicznych [3]. 
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Zauważalne jest również występowanie większego efektu biologiczne-
go w wypadku polisacharydów wykazujących konformację helikalną, po-
twierdzoną m.in. dla polisacharydów, w których łańcuch składa się  
z jednostek połączonych wiązaniami 1→ 3 β-glikozydowymi [2]. 

3. Metodyka badań 

Grzyby, będące materiałem do badań, zostały poddane ekstrakcji 
w celu izolacji rozpuszczalnej w wodzie frakcji polisacharydowej. Otrzy-
mane próbki zostały rozdzielone w wyniku sączenia molekularnego na 
złożu Bio-Gel P-100. Wyodrębnione frakcje monitorowano za pomocą  
1H NMR. Dla frakcji zawierających sygnały wskazujące na występowanie 
w niej polisacharydów zarejestrowano widma 2D 1H NMR. 

Po zarejestrowaniu zestawu widm przeprowadzono tzw. analizę cu-
krową, mającą na celu zidentyfikowanie monosacharydów wchodzących 
w skład badanego polisacharydu. Aby tego dokonać, wyizolowany polisa-
charyd został poddany hydrolizie w środowisku kwasu trifluorooctowego, 
następnie przeprowadzono redukcję produktów do alditoli za pomocą 
tetrahydroboranu sodu (NaBH4), po czym powstałe alditole poddano ace-
tylacji z bezwodnikiem octowym. Powstałe pochodne analizowano, wyko-
rzystując chromatografię gazową sprzężoną ze spektrometrem mas. Do 
badań zastosowano zestaw Shimadzu GC-MS QP2010SE wyposażony  
w kolumnę Restek Rtx-5MS (30 m; 0,25 mm; 0,25 μm). Temperatura ko-
lumny na początku analizy wynosiła 120C, narost 2C/min do 260C  
z izotermą 20 min. Jako gaz nośny użyty został hel. Zastosowano joniza-
cję strumieniem elektronów o energii 70 eV. Temperatura źródła jonów 
wynosiła 220C. Rejestrowany zakres mas to 30–650 m/z. 

4. Wyniki i dyskusja 

Dla wyizolowanej frakcji polisacharydowej zarejestrowane zostało 
widmo 1H NMR (rys. 2). Sygnały z zakresu 3,6–4,2 ppm są charaktery-
stycznymi sygnałami protonów związanych z atomami węgla pierścienia 
cukrowego. Na widmie widoczny jest jeden wyraźny sygnał o przesunię-
ciu chemicznym ~ 5,0 ppm. Jest to zakres charakterystyczny dla atomów 
wodoru związanych z anomerycznym atomem węgla. Występowanie jed-
nego sygnału w tym zakresie świadczy, że jednostka powtarzalna anali-
zowanego polisacharydu zbudowana jest najprawdopodobniej tylko z jed- 
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Rys. 2. Widmo 1H NMR frakcji polisacharydowej 

 
Rys. 3. Fragment chromatogramu analizy acetylowych pochodnych produktów hydrolizy  
 polisacharydu 

nej reszty cukrowej. Z kolei przesunięcie ~ 5,0 ppm sugeruje konfigurację 
anomeryczną α tej reszty cukrowej. 

W celu ustalenia składu cukrowego jednostki powtarzalnej wykonano 
analizę GC-MS pochodnych acetylowych produktów hydrolizy polisachary-
du. Otrzymano chromatogram, w którym dominuje jeden sygnał (rys. 3). Dla 
dominującego sygnału uzyskano widmo mas przedstawione na rysunku 4. 
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Rys. 4. Widmo mas 1,2,3,4,5,6-heksa-O-acetyl-heksitolu 

Otrzymane widmo mas wskazuje jednoznacznie, iż badana pochodna to 
1,2,3,4,5,6-heksa-O-acetyl-heksitol. Oznacza to, że badana jednostka cu-
krowa jest heksozą. Aby dokładniej ustalić rodzaj monosacharydu, ko-
nieczne będzie wykonanie analizy GC z acetylowymi pochodnymi heksoz 
jako wzorcami. 

5. Perspektywy 

Niezbędne są dalsze badania w celu określenia pełnej struktury 
analizowanego polisacharydu. Planowane jest wykonanie analizy metyla-
cyjnej, analiza widm dwuwymiarowych NMR, przyporządkowanie reszt 

 

Rys. 5. Schemat analizy polisacharydów 
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heksozy do szeregu konfiguracyjnego D lub L oraz oszacowanie masy 
cząsteczkowej analizowanego polisacharydu. Równolegle do badań struk-
turalnych prowadzone są testy, mające na celu wykazanie aktywności 
biologicznej frakcji polisacharydowej wyizolowanej z badanego grzyba.  
W dalszej perspektywie planowane jest określenie struktury chemicznej 
polisacharydów wyizolowanych z innych gatunków grzybów z gromady 
Basidiomycetes (rys. 5). 
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1. Wstęp 

Cukrzyca jest szeroko rozpowszechnioną chorobą cywilizacyjną, 
którą cechuje podwyższony poziom cukru we krwi. Brak odpowiedniej 
diagnozy lub skutecznego leczenia jest przyczyną przedwczesnego inwa-
lidztwa i zwiększonej umieralności. Długotrwała hiperglikemia jest uwa-
żana za jedną z głównych przyczyn chorób sercowo-naczyniowych [1, 2]. 
Powoduje ona nasilenie stresu oksydacyjnego, co prowadzi do dysfunkcji 
śródbłonka i przyspieszenia rozwoju miażdżycy. Pacjenci cierpiący na 
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cukrzycę są szczególnie narażeni na powikłania związane z funkcjonowa-
niem układu krążenia a dysfunkcja śródbłonka naczyniowego przez wielu 
uważana jest za pierwsze stadium rozwoju chorób naczyniowych [3, 4]. 

Mimo że dokładny mechanizm powikłań sercowo-naczyniowych wy-
wołanych cukrzycą wciąż pozostaje nieznany, doniesienia naukowe suge-
rują kilka istotnych przyczyn tych komplikacji, m.in. hiperglikemia oraz 
wzrost stężenia reaktywnych form tlenu (RFT) prowadzących do apopto-
zy komórek śródbłonka naczyniowego [5]. 

Grelina jest endogennym ligandem receptora uwalniającego hormon 
wzrostu (GHS-R), który działa poprzez swoiste receptory znajdujące się 
m.in. w: podwzgórzu, przysadce mózgowej, trzustce, nerkach, mięśniu 
sercowym czy naczyniach krwionośnych [6, 7]. Grelina, działając zarówno 
endokrynnie, jak i parakrynnie, wykazuje wielokierunkową aktywność. 
Obecnie wiadomo, że stymuluje ona m.in. wydzielanie prolaktyny, adre-
nokortykotropiny, hormonu luteinizującego, wpływa na procesy steroido-
genezy i na metabolizm węglowodanów. Grelina, wykazując działanie 
wazodylatacyjne, wpływa na czynność zewnątrz- i wewnątrzwydzielniczą 
trzustki oraz na układ sercowo-naczyniowy. 

Liczne badania naukowe sugerują udział tego hormonu w hamowaniu 
apoptozy komórek śródbłonka naczyniowego, będącej przyczyną powikłań 
naczyniowych wywołanych hiperglikemią. Dowiedziono, iż grelina chroni 
komórki śródbłonka naczyniowego przed wpływem metabolitów glukozy, 
takich jak końcowe produkty glikacji białek (AGEs) oraz znacząco obniża 
stężenie wolnych rodników tlenowych wywołujących stres oksydacyjny [8]. 
Ponadto działa antyapoptotycznie w komórkach traktowanych wysokimi 
stężeniami glukozy, aktywując sygnał zewnątrzkomórkowy regulowany 
poprzez ERK 1/2 oraz PI3K-AKT. W świetle tych doniesień działanie gre-
liny uwalnia nowe możliwości w leczeniu cukrzycy [9]. 

2. Grelina – powstawanie i budowa 

Grelina została odkryta w roku 1999 r. jako endogenny ligand re-
ceptora hormonu uwalniającego hormon wzrostu (GHS-R). Jest to hor-
mon peptydowy zbudowany z 28 aminokwasów i powstaje z 117-amino-
kwasowego prekursora – preprogrelin kodowanego przez gen ghrl [10, 11]. 
Gen ten znajduje się na chromosomie trzecim w rejonie 3p25-26. Proteo-
liza progreliny prowadzi do powstania 94-aminokwasowej progreliny, 
która jest modyfikowana przez O-acetylotransferazę greliny (GOAT),  
w wyniku czego do seryny-3 łańcucha peptydowego zostaje przyłączona 
grupa oktanylowa. Następnie dochodzi do enzymatycznego cięcia poprzez 
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proteazę PC1/3 w pozycji Arg28/Ala29 i tym samym powstania biologicznie 
aktywnej cząsteczki greliny [12, 13]. Wyróżnia się dwie postaci moleku-
larne greliny: acylowaną (z grupą oktanylową przyłączoną do seryny  
w pozycji trzeciej łańcucha peptydowego) oraz grelinę desacylowaną. Za-
równo jedna, jak i druga izoforma jest biologicznie aktywna [14]. 

Postać acylowana uwalniana jest głównie przez enterodenokrynne 
komórki okładzinowe w żołądku, a także m.in. z jelit, podwzgórza czy 
przysadki mózgowej. Grelina acylowana powoduje zwiększanie wydziela-
nia kwasu solnego w żołądku oraz uwalnianie gastryny, reguluje także 
perystaltykę jelit [15]. Ponadto, jest odpowiedzialna za indukcję uwal-
niania hormonu wzrostu, homeostazę energetyczną poprzez pobudzenie 
apetytu czy regulacje wydzielania insuliny przez komórki trzustki [16]. 
Zawiera n-oktaacylową modyfikację na serynie w pozycji trzeciej, która 
jest istotna dla wywołanej greliną stymulacji uwalniania GH, natomiast 
des-acylowana grelina w formie des-n-oktaacylowanej jest nieaktywna 
biologicznie. 

Badania na szczurach dowiodły, iż desacylowana grelina in vivo po-
budza adipogenezę bezpośrednio w szpiku kostnym, może wywoływać 
ujemny bilans energetyczny oraz redukcję masy ciała poprzez ogranicze-
nie apetytu. 

Udowodniono, iż obie izoformy są biologicznie aktywne w sposób po-
dobny, jak również niezależny od GHS-R1a. Działają cytoprotekcyjnie na 
kardiomiocyty oraz komórki endotelium, hamują proliferacje komórek 
raka piersi oraz prostaty [17]. Oprócz tego uczestniczą w homeostazie 
glukozy i wpływają na wydzielanie insuliny w komórkach trzustki, a po-
danie obu poznanych postaci greliny skutkuje wzrostem stężenia glukozy 
i wydzielanie insuliny zostaje znacząco zahamowany [18]. 

3. Funkcje greliny 

Wydzielanie greliny następuje w głównej mierze z komórek okła-
dzinowych trzonu i dna żołądka, a stamtąd jest ona uwalniania do 
krwiobiegu. Oprócz tego jest też w niewielkiej ilości uwalniana przez: 
przysadkę mózgową, jelita, komórki układu odpornościowego, płuca, ner-
ki, gonady, łożysko, korę nadnerczy, trzustkę i kardiomiocyty. Miejscem 
występowania greliny i jej receptorów są hepatocyty, komórki Leydiga, 
limfocyty T i B oraz neutrofile. Ponadto, jej występowanie stwierdzono  
w trzustce, w komórkach C tarczycy, w komórkach cytotrofoblastu łoży-
ska ludzkiego w pierwszym trymestrze ciąży oraz w komórkach nowo-
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tworowych W surowicy dorosłego człowieka znajduje się 100–120 fmol/ml 
greliny. Na jej stężenie we krwi wpływ ma wiele czynników, takich jak: 
styl życia, stanu odżywienia, stan chorobowy, aktywność fizyczna czy 
nawet ilość zażywanego snu [19, 20]. 

Hormon ten jest istotnym regulatorem gospodarki energetycznej or-
ganizmu, a prowadzone od lat badania dowodzą kolejnych jego funkcji 
pełnionych w organizmie. Grelina uczestniczy w licznych procesach bio-
logicznych, wpływając na prawidłowe funkcjonowanie układu pokarmo-
wego, endokrynologicznego, immunologicznego, krwionośnego czy ner-
wowego. Ma także wpływ na procesy wzrastania i dojrzewania komórek. 
Uczestniczy w procesie zapamiętywania, trawienia, w kontroli równowa-
gi energetycznej oraz w utrzymaniu prawidłowego stanu fizjologicznego 
snu i czuwania. 

Grelina jest znana badaczom przede wszystkim jako czynnik regulu-
jący łaknienie i regulator gospodarki energetycznej organizmu. Dowie-
dziono, iż wraz z innymi peptydami reguluje przyjmowanie pokarmów, 
inicjuje przyjmowanie posiłków, a także oszczędzanie nagromadzonej 
tkanki tłuszczowej [21]. Głód powoduje podwyższenie stężenia greliny, jej 
wysoką zawartość stwierdzono u osób chorych na anoreksję, bulimię czy 
choroby nowotworowe [22]. Oprócz tego stwierdzono wpływ greliny na 
tzw. ośrodek nagrody w mózgu – tym samym powodując dobre skojarze-
nie ze spożywanym pokarmem i znaczną poprawę nastroju. Dzieje się 
tak, ponieważ stymuluje ona wydzielanie kannabinoidów – grupy związ-
ków oddziałujących na receptory kannabinoidowe [22]. Grelina jest także 
odpowiedzialna za zwiększenie ilości wydzielanego w żołądku kwasu sol-
nego, uwalnianie gastryny czy regulację perystaltyki jelit. Uczestniczy  
w metabolizmie kości, działając bezpośrednio na chondrocyty, indukując 
tym samym wydzielanie cAMP, a to skutkuje zwiększoną produkcją pro-
teoglikanów i kwasu hialuronowego, jak również hamuje absorpcję kwa-
sów tłuszczowych przez komórki chrzęstne. Kwasy tłuszczowe będące 
prekursorami eikozanoidów uczestniczą w powstawaniu stanów zapal-
nych. Grelina działając poprzez GSH-R w limfocytach T i monocytach, 
hamuje ekspresję cytokin prozapalnych: IL-1, IL6, TNF-. Z tego powo-
du grelina zdaje się obiecującym lekiem o działaniu przeciwzapalnym  
w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawów i artretyzmu [23]. 

Dowiedziono również, iż grelina poprawia wydolność mięśnia serco-
wego poprzez wzrost stężenia hormonu wzrostu stymulującego wydziela-
nie insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF-1, co skutkuje zwiększe-
niem frakcji wyrzutowej serca. Oprócz tego reguluje napięcie naczyń 
krwionośnych i ciśnienie tętnicze krwi oraz hamuje agregację płytek krwi 
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i leukocytów. Jej obecność została także stwierdzona w tkankach zmie-
nionych nowotworowo, takich jak guzy neuroendokrynne, gruczolak 
przysadki czy w guzach płuc. 

4. Stres oksydacyjny w patogenezie cukrzycy 

Reaktywne formy tlenu (RFT) będące produktem przemian tlenu 
stanowią normalne produkty metabolizmu komórek. Ich obecność jest nie-
zbędna do prawidłowego funcjonowania organizmu [24]. Każdy żywy orga-
nizm dąży do utrzymywania redukcyjnego potencjału wewnątrzkomórko-
wego, jednak szybkość powstawania RFT powinna pozostać w równowadze 
z ich neutralizowaniem przez antyoksydanty. Zaburzenia w prawidło-
wym stanie redukcji mogą wywołać toksyczne działanie poprzez produkcję 
nadtlenków i wolnych rodników, powodujących oksydacyjne uszkodzenia 
wszystkich składników komórki, a szczególnie dotkliwe są uszkodzenia bia-
łek, lipidów i DNA [25]. 

Oprócz takich czynników, jak nadciśnienie tętnicze, otyłość czy hiper-
lipidemia stres oksydacyjny odgrywa kluczową rolę w rozwoju wielokie-
runkowych powikłań cukrzycowych, a w szczególności zaburzeń naczynio-
wych. Hiperglikemia nasila produkcję wolnych rodników, zwłaszcza anionu 
ponadtlenkowego, w obrębie mitochondriów. Konsekwencją jest hamowa-
nie aktywności dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanu (GAPDH) i dal-
sza kumulacja produktów pośrednich glikolizy. Anion ponadtlenkowy, 
reagując z NO, prowadzi do powstania nadtlenoazotynu (OONO–), związ-
ku toksycznego dla naczyń. Transport glukozy do endotelium i komórek 
mięśniówki gładkiej zachodzi na drodze dyfuzji i jest procesem zależnym 
od stężenia insuliny. Zatem wzrostowi stężenia glukozy we krwi towarzy-
szy wzrost stężania jej metabolitów. Przewlekła hiperglikemia w wyniku 
takich procesów, jak: autooksydacja glukozy, aktywacja przemian szlaku 
poliolowego i sorbitolu, nieenzymatyczna glikacja, stymulacja granulocy-
tów obojętnochłonnych, indukuje wytwarzanie reaktywnych form tlenu. 
Podczas hiperglikemii generowana jest nieproporcjonalnie duża ilość wol-
nych rodników poprzez utlenianie glukozy i nieenzymatycznej glikacji 
białek – grupa aldehydowa reagując z grupą aminową białka, tworzy 
pośrednio zasadę Shiffa, następnie Amadoriego i silnie stabilny kompleks 
Miliarda, który jest końcowym produktem glikacji białek (AGEs). Pro-
dukty glikacji białek ulegają utlenianiu i w konsekwencji stają się źró-
dłem RFT [26]. 
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5. Grelina a powikłania naczyniowe 

Udowodniono, iż dysfunkcja śródbłonka naczyniowego jest jedną 
z głównych przyczyn powikłań cukrzycowych, dlatego pacjenci cierpiący 
na cukrzycę są narażeni w sposób szczególny na zawał mięśnia sercowego 
czy udar. AGEs zdają się odgrywać kluczową rolę w patogenezie tego pro-
cesu – ich długotrwałe podwyższone stężenie indukuje apoptozę w ko-
mórkach śródbłonka naczyniowego. Końcowe produkty glikacji (AGEs) są 
związkami, które powstają w wyniku nieenzymatycznej reakcji między 
grupą aldehydową glukozy a resztami aminowymi aminokwasów łańcu-
chów białkowych i lipidami (glikacja). Reagując ze swoistym receptorem 
na komórkach śródbłonka, komórkach mięśni gładkich i makrofagów, 
pobudzają proliferację komórek śródbłonka naczyń, zwiększa się ich 
przepuszczalność i aktywność prozakrzepową. AGEs powodują peroksy-
dację lipidów – takie utlenione formy lipidów bezpośrednio uszkadzają 
śródbłonek, odkładając się w ścianie naczyń. 

Komórki śródbłonka, traktowane uprzednio przez 48 h za pomocą 
AGEs, wchodzą na szlak apoptotyczny, jednakże wcześniejsza ich stymu-
lacja za pomocą greliny skutecznie hamuje ten proces. Badania przepro-
wadzone przez Xiang i współpracowników dowiodły, iż komórki śród-
błonka, traktowane wcześniej greliną, wykazały zdecydowany spadek 
komórek apoptotycznych w warunkach podwyższonej glukozy w stosunku 
do kontroli. Oprócz tego grelina działała hamująco na stężenie kaspazy 3 
będącej elementem apoptotycznego szlaku sygnalizacyjnego. Zatrzymanie 
kaspazy następuje na drodze aktywacji szlaku sygnalizacyjnego ERK1/2  
i PI3K. Udowodniono także, że wysokie stężenie glukozy jest przyczyną 
wzrostu wewnątrzkomórkowej produkcji RFT, a grelina skutecznie ha-
muje ten proces [27]. 

Z kolei w badania na szczurach indukowana acetylocholiną wazore-
laksacja śródbłonka aorty została osłabiona przez niedobór hormonu 
wzrostu, a następnie podjęto próbę leczenia za pomocą greliny. Badania 
wykazały, iż grelina skutecznie indukuje wzrost poziomu syntazy tlenku 
azotu (NOS) w komórkach śródbłonka, przeciwdziałając dysfunkcji śród-
błonka naczyniowego [28–31]. 

6. Perspektywy 

Prawidłowe funkcjonowanie śródbłonka jest gwarancją homeo-
stazy naczyń krwionośnych. Jego dysfunkcja w następstwie aktywacji 
sygnalizacyjnych szlaków apoptotycznych może prowadzić do bardzo po-
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ważnych powikłań naczyniowych. W przypadku, gdy towarzyszy jej hi-
perglikemia, rozwijający się stres oksydacyjny uruchamia kolejne szlaki 
aktywujące kinazę białkową C czy procesy nieenzymatycznej glikacji, 
które doprowadzają do rozwoju zmian naczyniowych. Poznanie podłoża 
tych procesów jest niezbędne do wdrożenia terapii, które umożliwią za-
trzymanie postępu niekorzystnych zmian. U osób chorych na cukrzycę 
ryzyko takich powikłań jest bardzo duże, a wciąż niezbadany został  
w pełni mechanizm ich patogenezy. 

W świetle przedstawionych doniesień naukowych cząsteczka greliny 
zdaje się nie tylko hormonem peptydowym odpowiedzialnym za przeciw-
działanie stanom zapalnym, indukcję wydzielania hormonu wzrostu czy 
homeostazę energetyczną. Jej zdolność do hamowania procesu tworzenia 
się wolnych rodników oraz apoptozy spowodowanej hiperglikemią jest 
obiecująca w kontekście leczenia powikłań cukrzycowych wywołanych 
dysfunkcją śródbłonka naczyniowego. Dokładnie zbadanie mechanizmu 
działania greliny w prewencji uszkodzeń naczyniowych może otworzyć 
nowe możliwości w ich leczeniu. 
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1. Wstęp 

Substancje lecznicze wykazują oczekiwaną aktywność farma-
kologiczną, gdy ich stężenie w osoczu krwi mieści się w określonych 
granicach, tzw. zakresie terapeutycznym. Gdy jest ono za wysokie  
i wykracza poza ten zakres, lek może działać toksycznie. Z kolei gdy 
jest zbyt niskie, lek nie wykazuje efektów terapeutycznych. W przy-
padku konwencjonalnych postaci leku po ich przyjęciu stężenie sub-
stancji aktywnej zwykle gwałtownie wzrasta, osiągając często zakres 
zbliżony do stężeń toksycznych, a następnie szybko maleje poniżej 
zakresu stężeń terapeutycznych. Czas efektywnego działania leku jest 
zatem krótki, a uzyskanie pożądanego efektu terapeutycznego wyma-
ga wielokrotnego dawkowania. Inną wadą tradycyjnych postaci leku 
jest spadek aktywności biologicznej, spowodowany częściową degrada-
cją substancji aktywnej w wyniku hydrolizy chemicznej lub enzyma-
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tycznej. W przypadku leków doustnych często występują także trud-
ności w przenikaniu substancji leczniczych przez grube warstwy śluzu  
i warstwy nabłonkowe układu pokarmowego. W odpowiedzi na te pro-
blemy pojawiła się koncepcja systemów kontrolowanego uwalniania 
leków [1–3], w których substancja aktywna jest połączona w sposób 
chemiczny bądź fizyczny z nośnikiem. Podstawową rolą nośnika jest 
uwalnianie substancji aktywnej według założonego oraz powtarzalne-
go profilu, co ma na celu zapewnienie odpowiedniej farmakokinetyki 
leku. W ten sposób leczenie staje się efektywniejsze, a w rezultacie 
krótsze. Unika się również negatywnych skutków wywołanych fluk-
tuacjami stężenia oraz wielokrotnym przekraczaniem stężenia tok-
sycznego. Dodatkowo, zastosowanie nośnika zabezpiecza lek przed 
zbyt szybką utratą aktywności biologicznej, przez co możliwa jest re-
dukcja podawanej dawki. Minimalizuje to akumulację leków oraz 
produktów ich rozkładu w organizmie, co jest szczególnie istotne  
w leczeniu chorób przewlekłych.  

2. Hydrożelowe nośniki leków 

Najczęściej badanymi nośnikami substancji leczniczych są po-
limery [4]. Różnorodność możliwych kombinacji składu oraz topologii: 
od liniowej poprzez hiperrozgałęzioną i dendrymeryczną do struktur 
usieciowanych, a także możliwość określonej funkcjonalizacji pozwala 
na szerokie operowanie ich właściwościami i dostosowanie ich do kon-
kretnego zastosowania. Wśród nich bardzo dużą grupę biomateriałów

 

Rys. 1. Fotografia oraz schematyczne przedstawienie hydrożelu 
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proponowanych jako systemy kontrolowanego uwalniania leków sta-
nowią hydrożele [5–7]. Są to chemicznie bądź fizycznie usieciowane 
materiały polimerowe, których zasadniczą masę stanowi woda zaab-
sorbowana w porowatej strukturze (rys. 1). W rezultacie mają one 
właściwości fizyczne bardzo zbliżone do tkanek żywych i zwykle cha-
rakteryzują się wysoką biokompatybilnością. Ponadto, w środowisku 
płynów fizjologicznych ich silnie hydrofilowa powierzchnia charakte-
ryzuje się niską wartością swobodnej energii międzyfazowej, przez co 
wykazuje małą tendencję do adsorbowania komórek i białek. Dodat-
kowo delikatna struktura nie powoduje podrażnienia tkanek podczas 
bezpośredniego kontaktu, a jej porowatość oraz możliwość dostosowy-
wania wielkości porów przez zmianę stopnia usieciowania umożliwia 
inkluzję w ich wnętrze różnych cząsteczek chemicznych, od mało-
cząsteczkowych substancji leczniczych do terapeutycznych biomakro-
molekuł. 

2.1. Hydrożele zawierające jednostki cukrowe  
jako potencjalne nośniki leków 

Wbudowanie w strukturę polimerów związków naturalnych 
mających unikalne właściwości lub pełniących wyspecjalizowane 
funkcje biologiczne pozwala często na przeniesienie tych właściwości 
na materiały syntetyczne [8]. Efektywną biofunkcjonalizację prze-
prowadzono, wykorzystując takie związki, jak: białka, peptydy, kwasy 
nukleinowe, glikoproteiny czy węglowodany [9, 10]. Liczne badania 
wykazały wysoką użyteczność takich materiałów w wielu zastosowa-
niach, m.in. w diagnostyce, inżynierii tkankowej oraz procesach sepa-
racyjnych [9–11]. Szeroko badane jest również wykorzystanie ich jako 
nośników leków [12]. Występowanie specyficznych oddziaływań po-
między określonymi biomolekułami, charakterystyczne dla procesów 
rozpoznawania biologicznego, stwarza ogromne możliwości dla syste-
mów o zlokalizowanym działaniu bądź wykazujących wrażliwość na 
bodźce biologiczne – uwalniające substancję aktywną w odpowiedzi na 
obecność określonych biomolekuł. W tym aspekcie szczególnie intere-
sujące są węglowodany, gdyż ich oddziaływania z pewną grupą prote-
in, tzw. lektyn leżą u podłoża wielu procesów biologicznych, takich 
jak: embriogeneza, obrona immunologiczna, stany zapalne czy prze-
rzuty komórek rakowych [13]. Materiały funkcjonalizowane związ-
kami cukrowymi są również obiecujące jako nośniki, które poza speł-
nianiem podstawowych funkcji wpływają na efektywność działania 
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substancji leczniczej. Wiele cukrów oraz ich pochodnych odznacza się 
unikalnymi właściwościami, co daje możliwość uzyskania układów  
o rozmaitej bioaktywności. Pomijając wykorzystanie właściwości bio-
logicznych węglowodanów, wbudowywanie ich w sieć polimerową mo-
że również zapewnić (bio)degradowalność nośnika. Fragmenty takie 
mogą ulegać rozpadowi w następstwie hydrolizy enzymatycznej wią-
zań glikozydowych pomiędzy jednostkami cukrowymi [14] lub hydro-
lizy chemicznej wiązań, za pomocą których zostały połączone z łań-
cuchem polimerowym [15]. W wypadku niektórych typów nośników 
(bio)degradowalność jest wymagana dla umożliwienia usunięcia ich  
z organizmu po spełnieniu przewidzianej funkcji. Bywa również, że 
własność ta determinuje szybkość uwalniania substancji aktywnej.  

2.1.1. Nośniki hydrożelowe zawierające jednostki galaktozy  

Nieselektywne działanie leków i ich aktywność względem zdro-
wych komórek może wywoływać poważne skutki uboczne. Znamien-
nym przykładem jest chemioterapia nowotworów wykorzystująca leki 
cytostatyczne. Ich działanie skierowane jest przeciwko komórkom cha-
rakteryzującym się szybkimi podziałami, jakimi są komórki rakowe [16]. 
Jednakże cytostatyki uszkadzają również zdrowe szybko proliferujące 
komórki, takie jak: komórki szpiku kostnego, mieszków włosowych czy 
nabłonka wyściełającego drogi oddechowe oraz przewód pokarmowy. 
Powoduje to występowanie takich powikłań, jak: anemia, łysienie czy 
nudności i wymioty. Wiele leków wykazuje ponadto inne działania 
niepożądane, jak znana z kardiotoksyczności doxorubicyna [17] czy 
cis-platyna powodująca uszkodzenia nerek [18]. Badania dotyczące 
ograniczenia toksycznego działania cytostatyków koncentrują się 
głównie na dwóch strategiach: poszukiwaniu nowych, bardziej selek-
tywnych leków lub zapewnieniu selektywności działania leków już 
znanych przez zastosowanie nośników. Jednym z badanych typów 
nośników są układy bazujące na procesach rozpoznawania biologicz-
nego, które zawierają molekuły pełniące rolę ligandów kierujących do 
komórek nowotworowych [19].  

Dla ukierunkowania działania leku względem komórek raka wą-
troby kilka grup badawczych [20–24] zaproponowało nośniki hydroże-
lowe o wymiarach rzędu nanometrów, funkcjonalizowane różnymi 
pochodnymi galaktozy (rys. 2).  

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

wanych nośnikach wykazują istotnie większą aktywność przeciwno-
wotworową w porównaniu do nośników niemodyfikowanych. Co więcej, 
aktywność ta wzrasta ze wzrostem stopnia funkcjonalizacji [21]. Po-
wierzchnia hepatocytów charakteryzuje się wysoką ekspresją recepto-
rów asialoglikoprotein, selektywnie wiążących cząsteczki zawierające 
terminalne reszty galaktopiranozylowe. Wprowadzenie do struktury 
hydrożelu jednostek zakończonych resztami galaktozy powoduje więc, 
że są one rozpoznawane przez wspomniane receptory, co z kolei inten-
syfikuje ich endocytozę i skutkuje podwyższoną wchłanialnością  
[20–24]. Potwierdzają to badania przeprowadzone na komórkach in-
nych niż komórki nowotworu wątroby, w przypadku których efekty te 
nie są obserwowane [23, 24].  

2.1.2. Nośniki hydrożelowe zawierające jednostki glukozy 

Dużym wyzwaniem w obszarze kontrolowanego uwalniania 
leków są nośniki samoregulujące, które dostosowywałyby ilość wy-
dzielanej substancji aktywnej do zapotrzebowania organizmu [25]. 
Przedmiotem wielu badań są systemy dla diabetyków, uwalniające 
określoną ilość insuliny w odpowiedzi na wzrost stężenia glukozy we 
krwi [25, 26]. Stężenie to zmienia się bardzo dynamicznie i poza dietą 
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zależy od wielu czynników (np. aktywność fizyczna czy stres). W wy-
padku tradycyjnej formy leczenia cukrzycy ustalona dawka insuliny 
może być więc w danej chwili za niska lub zbyt wysoka, co prowadzi 
do występowania wielu powikłań. Jako potencjalne samoregulujące 
nośniki insuliny Miyata i współpracownicy zaproponowali hydrożele 
zawierające kowalencyjnie przyłączoną glukozę oraz wykazującą po-
winowactwo do reszt glukozylowych lektynę konkanawalinę A [27, 28]. 
Tworzą one z sobą kompleks, który pełni rolę dodatkowego, odwracal-
nego czynnika sieciującego. Wykazano jednak, że konkanawalina A 
chętniej wiąże wolną glukozę niż tę związaną z łańcuchem polimero-
wym. Dlatego, gdy w roztworze otaczającym nośnik pojawi się gluko-
za, dochodzi do wymiany w obrębie kompleksu, w konsekwencji czego 
zmniejsza się usieciowanie sieci polimerowej, a hydrożel pęcznieje 
(rys. 3). Dochodzi tym samym do zwiększenia wielkości porów, co  
z kolei przyspiesza dyfuzję do roztworu zawartości nośnika. 

 

Rys. 3. Hydrożel zawierający kowalencyjnie przyłączoną glukozę oraz konkanawalinę A 

2.1.3. Nośniki hydrożelowe zawierające jednostki trehalozy 

Poza wspomnianą insuliną, białka oraz polipeptydy terapeu-
tyczne są powszechnie stosowane w leczeniu takich chorób, jak reu-
matyzm, hemofilia czy anemia. Rosnąca jest również ich rola w nowo-
czesnej terapii przeciwnowotworowej. Niestety, w środowisku płynów 
ustrojowych ich delikatna struktura jest bardzo podatna na degrada-
cję chemiczną i proteolityczną oraz denaturację spowodowaną czynni-
kami fizycznymi [29]. Poza stosunkowo szybką utraty aktywności bio- 
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Rys. 4. Hydrożel sieciowany diacetalowymi pochodnymi trehalozy 

logicznej dezaktywacja białek egzogennych wywołuje często nasiloną 
odpowiedź immunologiczną, której działanie może zostać skierowane 
także na białka endogenne [30]. W organizmach żywych, gdy bioma-
kromolekuły znajdą się w warunkach stresu środowiskowego, synte-
zowane i kumulowane są związki o właściwościach bioprotekcyjnych. 
Jednym z takich związków jest trehaloza – naturalny disacharyd, 
zbudowany z dwóch jednostek glukozy. Dowiedziono, że ma ona zdol-
ność ochrony białek oraz hamuje ich agregację [31]. Biorąc pod uwagę te 
właściwości, dla poprawy stabilności białek terapeutycznych zapropono-
wane zostały nośniki hydrożelowe otrzymane z wykorzystaniem jako 
czynnika sieciującego diacetalowych pochodnych trehalozy (rys. 4) [32].  

Wobec wrażliwości ugrupowań acetalowych na hydrolizę kwasową 
uzyskane materiały ulegają degradacji w środowisku kwaśnym, której 
towarzyszy uwolnienie cząsteczek trehalozy. Z uwagi na bioprotekcyj-
ne właściwości, oczekuje się, że będzie ona zdolna tworzyć ochron- 
ne mikrośrodowisko zapobiegające dezaktywacji uwalnianych równo-
cześnie białek. 
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2.1.4. Nośniki hydrożelowe zawierające jednostki cyklodekstryn 

Jednym z najważniejszych czynników wpływających na bio-
dostępność leku jest jego rozpuszczalność w płynach ustrojowych, do 
których jest uwalniany. Z tego względu leki hydrofobowe wymagają 
zastosowania substancji pomocniczych zwiększających ich rozpusz-
czalność w roztworach wodnych [33]. Ciekawym przykładem takiego 
dodatku są cyklodekstryny – cykliczne oligomery cukrowe zbudowane 
z jednostek D-glukopiranozy połączonych wiązaniami α-(1,4)-O-gliko-
zydowymi. Do najpopularniejszych należą α-, β- oraz γ-cyklodekstryny 
składające się odpowiednio z 6, 7 oraz 8 jednostek cukrowych (rys. 5A).  

 

Rys. 5. Struktura chemiczna α-, β- oraz γ-cyklodekstryn (A). Toroid (B) 

Fenomen cyklodekstryn polega na ich amfifilowej budowie. Po-
łączenie między sobą cząsteczek glukozy z udziałem węgli C1 i C4 
warunkuje utworzenie sztywnej struktury, w której wszystkie pierw-
szorzędowe grupy hydroksylowe znajduję się po jednej stronie płasz-
czyzny wyznaczonej przez układ cykliczny, natomiast drugorzędowe 
po stronie przeciwnej. W konsekwencji cząsteczka przyjmuje kształt 
ściętego stożka typu toroidu, którego powierzchnia zewnętrzna ma 
charakter hydrofilowy, natomiast wnętrze jest hydrofobowe (rys. 5B). 
Dzięki tej właściwości cyklodekstryny mogą tworzyć kompleksy inklu-
zyjne ze związkami hydrofobowymi, które jako całość są rozpuszczal-
ne w roztworach wodnych [34]. Właściwości te są wykorzystywane do 
inkludowania leków hydrofobowych w nośnikach hydrożelowych [35–37]. 
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Pozwala to na znaczne rozszerzenie użyteczności hydrożeli, która ze 
względu na ich hydrofilowość ogranicza się do leków rozpuszczalnych 
w środowiskach wodnych. 

3. Perspektywy 

Hydrożele funkcjonalizowane węglowodanami są nie tylko 
ciekawym połączeniem chemii cukrów oraz chemii polimerów, ale 
również przykładem praktycznego wykorzystania wiedzy biologicznej 
w syntezie chemicznej biomateriałów. Dzięki coraz większej interdy-
scyplinarności rezultatem prowadzonych w ostatnich latach badań są 
układy, które coraz lepiej odwzorowują procesy zachodzące w organi-
zmie człowieka. Wiele aspektów wymaga wciąż dopracowania, jednak 
taki kierunek niesie z sobą realne szanse uzyskania efektywnych sys-
temów kontrolowanego uwalniania leków. 
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1. Wstęp 

Bakterie są jednymi z najstarszych i jednocześnie najpowszech-
niej występujących organizmów na Ziemi. Ich niewielkie rozmiary spra-
wiają, iż odznaczają się one wysokim poziomem adaptacyjnym, zasied-
lając niemal wszystkie dostępne nisze ekologiczne. Bakterie występują  
w wodzie, glebie, powietrzu, innych organizmach, a dzięki ich bardzo sze-
________________ 
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rokiej tolerancji ekologicznej także w tak ekstremalnych warunkach śro-
dowiska, jak oceaniczne kominy hydrotermalne, lodowce Antarktydy czy 
tereny radioaktywne [1]. 

Należy również wspomnieć o ogromnej roli, jaką bakterie pełnią w przy-
rodzie. Między innymi są one zarówno pierwszym, jak i ostatnim ogni-
wem łańcuchów pokarmowych. Pełniąc rolę destruentów, przyczyniają się 
do nieustannego krążenia materii w środowisku. Ponadto zdolność bakte-
rii do rozkładu, ale także syntezy wielu związków organicznych i nie-
organicznych jest wykorzystywana przez człowieka w wielu gałęziach 
przemysłu i gospodarki [1]. 

Jednakże bakterie w życiu człowieka, jak i szeroko rozumianego poję-
cia środowiska to nie tylko pozytywne aspekty. Wśród tej niezliczonej 
grupy mikroorganizmów występują także takie, które są patogenne, wy-
wołując różnego rodzaju choroby u ludzi, zwierząt czy roślin. 

1.1. Bakterie gatunku Dickeya solani 

Bakterie gatunku Dickeya solani to fitopatogeny należące do ro-
dziny Enterobacteriaceae. Są to Gram-ujemne fakultatywne beztlenowce 
niewytwarzające form przetrwalnikowych. Podczas infekcji mikroorgani-
zmy te produkują charakterystyczne enzymy pektynolityczne. Cechami 
typowymi dla opisywanych drobnoustrojów są także wysoka przeżywal-
ność w szerokim zakresie temperatur oraz duża odporność na zmiany 
temperatury i wilgotności [2–5]. 

Do roślin infekowanych przez D. solani należą ziemniaki. Bakterie te 
wywołują choroby zarówno bulw sadzeniaków, jak i całej rośliny na do-
wolnym etapie jej wzrostu ze względu na zdolność do przemieszczania się 
w tkance przewodzącej z korzeni do łodygi, liści i bulw potomnych. Jed-
nostki chorobowe, jakie wywołują D. solani to tzw. mokra zgnilizna, gdy 
proces gnicia dotyczy bulw oraz tzw. czarna nóżka, gdy więdnięciu ulega-
ją nadziemne części rośliny. Zakażenie ziemniaków bakteriami D. solani 
prowadzi do strat w ich uprawie, jak również podczas przechowywania  
i transportu. Obecność D. solani w uprawach ziemniaka stwierdzono  
w wielu krajach Europy, w tym w Polsce, ale również w wielu innych 
regionach świata [2–5]. 

1.2. O-antygen 

O-antygen, zwany także O-polisacharydem (OPS) lub łańcuchem 
O-swoistym, jest najbardziej wyeksponowanym na zewnątrz komórki 
bakteryjnej fragmentem cząsteczki lipopolisacharydu (LPS) – integralne-
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go składnika ściany komórkowej bakterii Gram-ujemnych [6]. W swojej 
strukturze chemicznej charakteryzuje się obecnością oligosacharydowej 
jednostki powtarzalnej, w skład której wchodzi od 1 do 8 reszt monosa-
charydowych. Dotychczas w strukturach tych zidentyfikowano kilkadzie-
siąt różnych monosacharydów oraz zaobserwowano, że częstymi składo-
wymi O-antygenów są aminocukry lub związki niecukrowe, takie jak: 
aminokwasy, fosforany, glicerol czy kwas sjalowy [6–8]. 

O-polisacharyd wykazuje dużą zmienność pod względem budowy, któ-
ra występuje nie tylko pomiędzy różnymi rodzajami czy gatunkami bak-
terii, ale może także wykazywać odmienną strukturę chemiczną pomię-
dzy szczepami w obrębie tego samego gatunku. Zmienność ta jest zależna 
od składu budujących OPS reszt cukrowych, ich konfiguracji, sekwencji, 
typu wiązań pomiędzy nimi (rozgałęzienia lub ich brak) czy obecności 
podstawników niecukrowych [8, 9]. 

OPS jest elementem silnie immunogennym. W obrębie jednej jednost-
ki powtarzalnej może znajdować się nawet kilka determinant antygeno-
wych. Ponadto rolę O-polisacharydu jako antygenu powierzchniowego 
bakterii odzwierciedla fakt, że mikroorganizmy pozbawione łańcucha  
O-swoistego wykazują zmniejszoną odporność w stosunku do odpowiedzi 
immunologicznej infekowanego gospodarza niż mikroorganizmy z długim 
łańcuchem O-polisacharydowym [8, 10]. 

2. Cel i metodyka badań 

Celem przeprowadzonych badań była izolacja O-antygenu bak-
terii Dickeya solani, a następnie określenie jego struktury chemicznej. 
Badania te składały się z trzech głównych etapów, do których należały:  
izolacja lipopolisacharydu ze ściany komórkowej bakterii, hydroliza  
LPS-u w celu wyodrębnienia O-polisacharydu oraz właściwe badania 
strukturalne. 

2.1. Izolacja lipopolisacharydu  
ze ściany komórkowej bakterii 

Suchą masę bakteryjną poddano ekstrakcji fenolowo-wodnej 
zgodnie z metodą opisaną przez Westphala i Janna [11]. Metoda ta wyko-
rzystuje fakt, iż płynny fenol jest dobrym rozpuszczalnikiem dla białek, 
natomiast takie składniki, jak kwasy nukleinowe i lipopolisacharydy są 
lepiej rozpuszczalne w wodzie. Dlatego przed wytrąceniem LPS-u z uzys-
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kanej po ekstrakcji warstwy wodnej należało usunąć kwasy nukleinowe. 
Zarówno kwasy nukleinowe, jaki i lipopolisacharyd wytrącono za pomocą 
alkoholu etylowego (warunki odpowiednio: dla kwasów nukleinowych 
pH = 4,5 Ckońcowe EtOH = 40%; dla LPS pH = 7 Ckońcowe EtOH = 80%). 

2.2. Izolacja O-antygenu 

Wyizolowany lipopolisacharyd poddano łagodnej hydrolizie w śro-
dowisku 1% kwasu octowego [13]. Z mieszaniny poreakcyjnej poprzez 
odwirowanie usunięto osad lipidu A, natomiast supernatant zawierający 
mieszaninę O-antygenu oraz pozostałych frakcji sacharydowych po hy-
drolizie LPS-u rozdzielono za pomocą chromatografii wykluczania (SEC). 
Zestaw SEC zawierał kolumnę szklaną (120 cm, ⌀ = 1 cm) podłączoną do 
detektora refraktometrycznego RI Detector 2031 plus (JASCO) oraz ko-
lektora frakcji FCC 60 (czas kolekcji 20 min/probówkę). Jako fazę stacjo-
narną użyto żel akrylowy (Bio-Gel P-100), natomiast fazą ruchomą była 
woda (przepływ: 5,4 ml/h). Następnie dla zebranych frakcji zarejestrowa-
no widma protonowe techniką spektroskopii magnetycznego rezonansu 
jądrowego (NMR) i na ich podstawie do dalszych badań strukturalnych 
wybrano frakcję zawierającą czysty O-polisacharyd. 

2.3. Badania strukturalne O-antygenu 

Badania strukturalne rozpoczęto od zarejestrowania zestawu 
jedno- i dwuwymiarowych widm NMR w temperaturze 303 K przy użyciu 
spektrometru Bruker Avance III 700 MHz. Jako rozpuszczalnika użyto 
99,9% wody deuterowanej (D2O), natomiast jako wzorzec do wyznaczenia 
wartości przesunięć chemicznych wykorzystano aceton. 

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

Podczas analizy cukrowej badany OPS został poddany hydrolizie  
w środowisku 2 M kwasu trifluorooctowego (TFA). Otrzymane w wyniku 
hydrolizy monosacharydy zostały poddane redukcji przy użyciu tetrahy-
droboranu sodu (NaBH4), a następnie uzyskane alditole zacetylowane za 
pomocą bezwodnika kwasu octowego. Jako katalizator tej reakcji wyko-
rzystano octan sodu [12, 13]. Otrzymane produkty w postaci acetylowych 
pochodnych alditoli analizowano techniką chromatografii gazowo-
cieczowej sprzężonej ze spektrometrią mas (GLC-MS). 
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Analiza metylacyjna na pierwszym etapie polegała na zmetylowaniu 
wszystkich wolnych grup hydroksylowych badanego O-polisacharydu.  
W tym celu wykorzystano metodę opisaną przez Ciucanu i Kereka [14]. 
Zmetylowany OPS oczyszczono za pomocą ekstrakcji rozpuszczalnikowej 
woda–chloroform, a następnie poddano hydrolizie, redukcji i acetylacji  
w sposób analogiczny jak opisano dla analizy cukrowej. Otrzymane czę-
ściowo zmetylowane octany alditoli analizowano techniką GLC-MS. 

3. Wyniki i wnioski 

Podstawowym założeniem wykonanej analizy cukrowej było usta-
lenie liczby reszt cukrowych jednostki powtarzalnej badanego OPS-u,  
a także ich identyfikacja. Zarejestrowany chromatogram przedstawiono 
na rysunku 1. 

 

Rys. 1. Fragment chromatogramu pochodnych otrzymanych z analizy cukrowej OPS-u  
 bakterii D. solani CH 99  
Warunki analizy: chromatograf sprzężony ze spektrometrem mas Shimadzu GC-MS-QP2010SE, kolumna 
Rtx-5: długość 30 m, średnica 0,25 mm, grubość filmu 0,25 µm (Restek); gaz nośny: hel (1 ml/min); 
temp. dozownika 260C; program temperaturowy: 120–260C, 2C/min, 260C 20min; jonizacja stru- 
 mieniem elektronów (70 eV), temp. źródła jonów 220C, rejestrowany zakres mas 43–650 m/z 

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

Podjęto próbę zidentyfikowania 6-deoksy-heksozy budującej badany 
O-polisacharyd, wykonując analizy GLC-MS z dodatkiem wzorców acety-
lowych pochodnych fukozy i ramnozy. Jednakże otrzymane wyniki jedno-
znacznie wykazały, iż O-antygen bakterii Dickeya solani jest homopo-
limerem zbudowanym z reszt innej 6-deoksy-heksozy, dotychczas nie 
zidentyfikowanej ze względu na brak odpowiedniego wzorca. 

 

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 miała na celu wyznaczenie miejsc glikozylowania 
reszt cukrowych badanego OPS-u. Na zarejestrowanym chromatogramie 
zaobserwowano obecność jednego głównego sygnału, który 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 połączone są 
wiązaniem 1→ 2 glikozydowym. 

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

 

Rys. 4. Widmo 1H NMR 700 MHz OPS-u bakterii D. solani CH 99 
Oznaczenia: 1 – zakres anomeryczny, 2 – zakres sygnałów protonów pierścieni cukrowych, 3 – zakres  
 sygnałów protonów z grupy CH3 6-deoksy-heksozy 

Podsumowując wszystkie dotychczas otrzymane wyniki dla badanego 
O-antygenu bakterii Dickeya solani, ustalono, iż jest to homopolimer 
zbudowany z reszt niezidentyfikowanej 6-deoksy-heksozy, które są połą-
czone wiązaniem 1→ 2 glikozydowym. 
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4. Perspektywy 

Zaproponowana struktura chemiczna O-antygenu bakterii Dickeya 
solani jest niekompletna i wymaga dalszych badań, które będą obejmo-
wały identyfikację jednostki cukrowej, przyporządkowanie jej do szeregu 
konfiguracyjnego D lub L oraz wyznaczenie konfiguracji α lub β anome-
rycznych atomów węgla. W dalszych badaniach zaplanowano także okreś-
lenie struktur chemicznych O-antygenów trzech kolejnych szczepów bak-
terii Dickeya solani. Znajomość tych struktur może w przyszłości posłużyć 
do stworzenia testów szybkiej identyfikacji tych mikroorganizmów. 
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1. Wstęp 

W 1846 r. Theodore Nicolas Gobley pracował nad składem che-
micznym żółtka jaja kurzego. Po jego odwodnieniu, a następnie ekstrakcji 
eterem oraz alkoholem i odparowaniu ekstraktu otrzymał oleistą, lepką 
ciecz. Końcowy produkt poddał filtracji, otrzymując związek obojętny 
wobec lakmusu, lecz popiół po spaleniu ekstraktu wykazywał odczyn 
kwaśny. W ten sposób autor zidentyfikował zawartość kwasu fosforowego 
w badanej mieszaninie. Dowiódł także obecności glicerolu, amoniaku oraz 
kwasu oleinowego w żółtku jaja kurzego. Jako pierwszy człowiek w histo-
rii użył nazwy „lecytyna” (od greckiego lekhitos – żółtko jaja), a przy po-
mocy innego badacza – Adolfa Streckera – ustalona została struktura 
fosfatydylocholiny (PC). Część jego wyników była oczywiście błędna, ale 
postęp w tej dziedzinie ogromny [1]. 

Dalsze lata przyniosły kolejne odkrycia. Oprócz sfingolipidów ustalo-
no strukturę 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). Następne lata wnikliwych analiz przyniosły odkrycie naj-
prostszego fosfolipidu, jakim jest kwas fosfatydowy (PA) oraz lizofosfaty-
dowy (LPA) (rys. 2), które są prekursorami wszystkich klas fosfolipidów, 
w tym również di- oraz triacylogliceroli [2]. 

 

Rys. 1. Wzory fosfolipidów, R1, R2, R3, R4 = reszty kwasów tłuszczowych 

 

Rys. 2. Wzór kwasu fosfatydowego, R1, R2 = reszty kwasów tłuszczowych 

Glicerofosfolipidy są podstawowym elementem budulcowym błon bio-
logicznych wszystkich organizmów żywych. Dla oznakowania pozycji kwa-
sów tłuszczowych przy asymetrycznym węglu we wszystkich acyloglice-
rolach stosuje się system stereospecyficznej numeracji (sn). Fosfolipidy 
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mają w pozycjach sn-1 oraz sn-2, kwasy tłuszczowe przyłączone wiąza-
niem estrowym, natomiast w pozycji sn-3 znajduje się kwas fosforowy 
bądź reszta tego kwasu zestryfikowana odpowiednim ugrupowaniem z gru-
pą hydroksylową: choliną, 2-aminoetanolem, seryną lub inozytolem. Pod-
stawniki te tworzą region hydrofilowy oraz określają typ fosfolipidu. 
Reszty kwasów tłuszczowych stanowią część hydrofobową cząsteczki. 
Wielkość, kształt, ładunek oraz skład chemiczny poszczególnych klas 
glicerofosfolipidów odgrywa znaczącą rolę w tworzeniu oraz prawidłowym 
funkcjonowaniu błony komórkowej. Różnorodne rozmieszczenie fosfoli-
pidów w błonie nadaje jej specyficzne właściwości funkcjonalne, ułatwia-
jące transport związków pomiędzy jej wewnętrzną a zewnętrzną częścią. 
Glicerofosfolipidy odpowiadają za zachowanie prawidłowej konformacji 
białek błonowych. Ponadto, pełnią funkcje kofaktorów w reakcjach enzy-
matycznych oraz przekaźników międzykomórkowych. Fosfolipidy są nie-
zbędne do wchłaniania, transportowania i magazynowania lipidów. Wy-
dzielane z żółcią mają na celu wspomaganie trawienia i wchłaniania 
tłuszczy. Glicerofosfolipidy służą jako źródło cząsteczek sygnałowych ta-
kich, jak: kwas arachidonowy, kwas fosfatydowy, diacyloglicerol czy tri-
fosforan inozytolu. 

Fosfolipidy występują w dużych ilościach nie tylko u zwierząt, ale 
również u roślin, gdzie przyczyniają się do prawidłowego funkcjonowania 
fotosyntezy. W komórkach eukariotycznych najbardziej rozpowszechnio-
ne są fosfatydylocholiny. U bakterii natomiast w największych ilościach 
występuje fosfatydyloetanoloamina. Interesującym jest, że archebakterie 
mają błony komórkowe zbudowane z fosfolipidów eterowych (rys. 3), za-
wierających długie i rozgałęzione łańcuchy alkilowe, w tym izoprenoido-
we oraz odmienny niż w pozostałych organizmach izomer glicerolu (S) [3]. 
W zależności od gatunku glicerofosfolipidy mają zróżnicowane kwasy 
tłuszczowe w pozycjach sn-1 oraz sn-2. Pozycja sn-2 zestryfikowana jest 
najczęściej nienasyconym kwasem tłuszczowym. W zależności od źródła 
fosfolipidów w pozycji sn-1 występują nasycone lub nienasyscone kwasy 
tłuszczowe [4–6]. 

 

Rys. 3. Wzór fosfolipidu eterowego, gdzie R1, R2 = reszty kwasów tłuszczowych lub łań- 
 cuchy izoprenowe 
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2. Otrzymywanie glicerofosfolipidów 

W literaturze zostało opisanych wiele metod otrzymywania fosfo-
lipidów z rdzeniem glicerolowym. Początkowo związki te pozyskiwano  
z naturalnych źródeł, metodami ekstrakcji za pomocą roztworów wod-
nych, alkoholu oraz eteru. Wraz z postępem w nauce i technice w latach 
60. XX w. otrzymano pierwsze syntetyczne glicerofosfolipidy [7, 8]. 

Fosfatydylocholina jest najbardziej rozpowszechnionym fosfolipidem  
i to ona została zsyntezowana jako pierwsza [9]. Najprostszą metodą 
otrzymywania diacyloglicerofosfocholin jest wykorzystanie jako substratu 
sn-glicero-3-fosfocholiny, która ma dwie wolne grupy hydroksylowe w po-
zycjach sn-1 oraz sn-2. Z uwagi na ogromną polarność tego związku, aby 
zwiększyć jego rozpuszczalność w rozpuszczalnikach organicznych, w syn-
tezach stosowane są głównie kompleksy z chlorkiem kadmu, chlorkiem 
tetrametyloamoniowym lub eteratem trifluorku boru [10, 11]. Najpopu-
larniejszą i najbardziej wydajną ścieżką syntezy jest zastosowanie estryfi-
kacji Steglicha, w której wykorzystuje się N,N’-dicykloheksylokarbodiimid 
(DCC) jako odczynnik sprzęgający oraz 4-(N,N-dimetyloamino)pirydynę 
(DMAP) jako katalizator (rys. 4) [12]. 

 

Rys. 4. Schemat syntezy diacylofosfatydylocholiny, gdzie związkiem wyjściowym jest  
 kompleks (R)-sn-glicero-3-fosfocholiny z chlorkiem kadmu 

Istnieje wiele modyfikacji tej metody, które sprowadzają się do wyko-
rzystania innych odczynników sprzęgających, rozpuszczalników, różnych 
temperatur czy zastosowania ultradźwięków [9, 13]. We wszystkich 
przypadkach osiągano wysokie wydajności reakcji, przekraczające 70%. 

Kolejną metodą jest synteza glicerofosfocholin mających różne kwasy 
tłuszczowe w pozycjach sn-1 oraz sn-2. Może być ona oparta na dwóch 
schematach. Pierwszy polega na zablokowaniu grup hydroksylowych 
glicerofosfocholiny za pomocą tlenku dibutylocyny (DBTO), a następnie 
selektywnym przyłączeniu kwasu tłuszczowego, stosując jego chlorek  
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w pozycji sn-1 (rys. 5). Pozycja sn-2 może być zestryfikowana odpowied-
nim kwasem [12]. Druga metoda opiera się na zablokowaniu pozycji sn-1 
chlorkiem trytylu oraz wbudowaniu wybranego kwasu w pozycję sn-2.  
Na kolejnym etapie prowadzi się odblokowanie grupy –OH w pozycji sn-1 
oraz jej estryfikację odpowiednim kwasem karboksylowym. Reakcję tę 
przeprowadza się w temperaturze 0C, aby ograniczyć wewnątrzczą-
steczkową migrację kwasu tłuszczowego pomiędzy grupami hydroksylo-
wymi przy C-1 i C-2 (pozycje sn-1 i sn-2) [10]. 

 

Rys. 5. Schemat syntezy 2-lizofosfatydylocholin z wykorzystaniem chlorku kwasu tłusz- 
 czowego 

Oprócz standardowych syntez fosfocholin istnieje wiele modyfikacji,  
w których wiązania estrowe pomiędzy glicerolem a kwasem tłuszczowym 
zostały zmienione na połączenia eterowe, tiolowe bądź amidowe. W więk-
szości tych reakcji związkiem wyjściowym jest glycidol oraz 1- lub 2-ami-
nopropandiol [14–17]. 

Otrzymanie glicerofosfatydyloetanoloamin oraz fosfatydyloseryn jest 
bardziej skomplikowane. Na pierwszym etapie należy zablokować grupy 
aminowe w 2-aminoetanolu czy serynie. Kolejne etapy polegają na włą-
czeniu odpowiednich kwasów w pozycję sn-1 oraz sn-2. Bardziej wydajną 
metodą otrzymywania tego typu glicerofosfolipidów wydaje się wykorzy-
stanie fosfolipazy D w reakcji transfosfatydylacji z odpowiednimi glicero-
fosfocholinami [18]. 

Opisane zostały również syntezy totalne glicerofosfolipidów, gdzie 
związkiem wyjściowym jest najczęściej mannitol lub solketal (zabloko-
wany glicerol) [17]. Reakcje te są złożone z wielu etapów, a ich całkowite 
wydajności nie są satysfakcjonujące. 

3. Farmakologicznie aktywne glicerofosfolipidy 

Prozdrowotne właściwości glicerofosfolipidów wynikają z ich bu-
dowy. Naturalne połączenia tej grupy zawierają np. cholinę i serynę. Ze 
względu na obecność w większości z nich nienasyconych kwasów tłusz-
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czowych mogą działać jako antyoksydanty. Ponadto fosfolipidy chronią 
przewód pokarmowy oraz układ nerwowy przed toksycznością niektórych 
leków. Znane są preparaty i suplementy diety oparte na lecytynie sojowej 
oraz z nasion rzepaku, które zalecane są w chorobie Parkinsona czy  
Alzheimera. Fosfatydylocholina jest źródłem choliny, która bierze udział 
w syntezie neuroprzekaźnika – acetylocholiny. Pobudza ona komórki 
układu nerwowego, a tym samym poprawia pamięć oraz łagodzi stany 
depresyjne. Fosfolipidy bogate w wielonienasycone kwasy tłuszczowe 
wspomagają leczenie chorób wątroby oraz zaburzeń czynnościowych dróg 
żółciowych. 

Fosfolipidy znajdują wiele zastosowań, szczególnie w przemyśle ko-
smetycznym, spożywczym oraz farmaceutycznym. Stosowane są jako 
emulgatory, biosurfaktanty, nośniki substancji aktywnych oraz przy pro-
dukcji liposomów [19]. 

Fakt wykorzystania glicerofosfolipidów jako nośnika substancji biolo-
gicznie aktywnych skłonił wielu badaczy do poszukiwania nowych prepa-
ratów o znaczeniu prozdrowotnym. Fosfolipidy o określonych właściwo-
ściach fizycznych lub aktywności farmakologicznej najczęściej otrzymuje 
się w wyniku syntezy chemoenzymatycznej [20]. 

Naukowcy z San Francisco otrzymali w 2008 r. glicerofosfocholiny 
mające cząsteczkę cholesterolu. W swojej pracy wykorzystali połączenia 
estrowe oraz eterowe, a także specyficzne linkery, za pomocą których 
przyłączyli wspomniany sterol do struktury fosfocholiny. Badaniami na 
myszach autorzy wykazali, iż modyfikowana cząsteczka glicerofosfolipidu 
nie zakłóca prawidłowego funkcjonowania naturalnych membran biolo-
gicznych. Ponadto fosfolipidy te mogą być z powodzeniem wykorzystywa-
ne jako liposomalne nośniki leków [17]. 

W 2000 r. otrzymano fosfatydylocholiny zawierające ibuprofen w róż-
nych konfiguracjach pozycyjnych [21], ale nie przedstawiono wyników 
badań aktywności farmakologicznej. Potwierdzona została natomiast 
teza o zachowaniu właściwości agregacyjnych i amfifilowych modyfiko-
wanych fosfolipidów. Badania potwierdziły również brak aktywności  
hydrolitycznej fosfolipazy A2 w stosunku do syntetycznych glicerofosfoli-
pidów. 

Synteza totalna, półsynteza czy syntezy z wykorzystaniem enzymów 
to metody, jakie wykorzystano do otrzymania glicerofosfolipidów mają-
cych w swojej budowie witaminę A [22], kwas liponowy [23] czy leki prze-
ciwwirusowe [24]. 

Ostatnio opisano syntezy glicerofosfolipidów ze sprzężonymi kwasami 
linolowymi (CLA) w pozycjach sn-1 i sn-2 [25]. Badania testowe na ak-
tywność antyproliferacyjną w stosunku do linii komórkowych niektórych 
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nowotworów (HL-60 i MCF-7) wykazały, że połączenia te były aktywne  
w stosunku do komórek ludzkiej białaczki promielocytowej i nieaktywne 
w stosunku do komórek zdrowych. 

Otrzymano również wiele połączeń z bioaktywnymi cząsteczkami: be-
tuliną oraz dehydroepiandrosteronem w pozycji sn-3 (rys. 6) [26, 27]. 

 

Rys. 6. Fosfolipidy zawierające betulinę i dehydroepiandrosteron w pozycji sn-3, R1, R2 = reszty  
 kwasów tłuszczowych 

Wiele farmaceutyków odznacza się niską rozpuszczalnością w wodzie 
oraz słabą przenikalnością przez błony. Proste i bardzo efektywne jest 
stosowanie kompleksów fosfolipid-lek. W metodzie tej wykorzystuje się 
najczęściej naturalne fosfolipidy izolowane z soi oraz aktywną substancję. 
Udowodniono, że kompleksy te charakteryzują się zwiększoną przepusz-
czalnością przez błony biologiczne, a przede wszystkim zmniejszają tok-
syczność leków oraz ułatwiają ich transport do komórek. Znane są takie 
połączenia z polifenolami, szczególnie flawonoidami czy niesteroidowymi 
lekami przeciwzapalnymi [19]. Wykazano, że kompleksy fosfolipid-reswe-
ratrol oraz fosfolipid-doksorubicyna mają aż o połowę zwiększoną aktyw-
ność w porównaniu do czystego leku [28]. 

4. Perspektywy 

Zmieniając profil kwasów tłuszczowych w pozycjach sn-1 oraz  
sn-2, jesteśmy w stanie stworzyć zupełnie nową cząsteczkę o unikalnych 
właściwościach. Dotychczasowe badania potwierdzają skuteczność far-
makologiczną niektórych preparatów. Modyfikacje pozycji sn-1 i/lub sn-2 
oraz wbudowanie określonych związków biologicznie aktywnych nie 
zmienia amfifilowych właściwości glicerofosfolipidów i może poprawić 
transport do wnętrza komórek. Dzięki temu modyfikowane fosfolipidy 
mogą znaleźć zastosowanie w leczeniu nowotworów czy chorób neurode-
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generacyjnych. Ponadto związki te nie kumulują się w organizmie, nie 
wchodzą w interakcje z innymi lekami i w zasadzie nie wykazują skut-
ków ubocznych [29]. 

Fosfolipidy są substancjami endogennymi i zrozumienie ich przemian 
in vivo z pewnością pozwoli na dokładniejsze projektowanie oraz szersze 
ich stosowanie w leczeniu wielu schorzeń. 
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Wykaz skrótów: 
THF – tetrahydrofuran 
TNA – kwas treonukleinowy 
DNA – kwas deoksyrybonukleinowy 
RNA – kwas rybonukleinowy 
ZPE – energia punktu zerowego  

1. Wprowadzenie 

Biogeneza jest nauką o powstaniu życia na Ziemi. Jest jednym  
z bardziej interesujących zagadnień nurtujących naukowców w ostatnich 
latach. Wiadomo, iż kwas deoksyrybonukleinowy (DNA), kwas rybonuklei-
nowy (RNA) i białka są molekułami, które zapewniają przekazywanie in-
formacji genetycznej pokoleniom. Nasuwa się jednak pytanie, czy te złożo-
ne cząsteczki organiczne mogły powstać samorzutnie? Obecnie zakłada się, 
że zarówno DNA, jak i RNA są cząsteczkami zbyt złożonymi, aby mogły 
powstać spontanicznie, w warunkach prymitywnych, jakie panowały na 
„młodej” Ziemi. Istnieje hipoteza, iż przodkiem DNA i RNA był TNA, czyli 
kwas treonukleinowy. Twórcą tej hipotezy jest Albert Eschenmoser [1].  
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Elementem strukturalnym TNA, do którego zakotwiczone są zasady 
nukleinowe i reszty fosforanowe, jest L-treoza (rys. 1), cukier o budowie 
prostszej niż deoksyryboza i ryboza, ponieważ jego szkielet składa się  
z czterech atomów węgla. W TNA jednostki cukrowe połączone są, za 
pośrednictwem reszty kwasu fosforowego, poprzez grupę hydroksylową 
na węglu C2 jednego pierścienia i grupę hydroksylową na węglu C3’ dru-
giego pierścienia. W DNA i RNA analogiczne połączenie ma miejsce po-
między grupami hydroksylowymi na atomach węgla C3 i C5’. Istotne jest 
to, że grupy OH L-treozy są w położeniu trans, podobnie jak grupy  
3’-OH i 4’-CH2OH w deoksyrybozie i rybozie, dzięki czemu nić TNA może 
wykazywać duże podobieństwo strukturalne do DNA i RNA, a co za tym 
idzie – dobre dopasowanie tych struktur. 

OH
O

OH

HO  

Rys. 1. α-L-Treofuranoza 

W toku wieloletnich badań wypracowane zostały kryteria, które po-
zwalają zaklasyfikować biomolekuły jako hipotetyczne cząsteczki mające 
zdolność przekazywania informacji genetycznej [1]. Kryteria te są nastę-
pujące: 

 zdolność do parowania zasad, 
 zdolność do samodzielnej replikacji, 
 zapis fenotypowy, 
 właściwości katalityczne, 
 potencjał do rozwoju. 
Uważa się, że cząsteczka TNA odznacza się niektórymi z wymienionych 

właściwości i dlatego można ją uznać za potencjalną formę życia na Ziemi. 
Na przykład, istnieją doniesienia literaturowe, że kwas treonukleinowy 
może tworzyć komplementarne wiązania pomiędzy zasadami swojej nici, 
jak również z cząsteczkami DNA i RNA [2]. Przypuszcza się również, że 
TNA może mieć zdolność do samoreplikacji i samoorganizacji [1]. Są jednak 
badacze, którzy negują przypisywaną TNA rolę prekursora DNA i RNA [3].  

W ostatnich latach naukowcy starają się dowieść, że kwas treonukle-
inowy, oprócz roli jaką przypuszczalnie odegrał w rozwoju życia na Ziemi, 
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ma właściwości, które można wykorzystać praktycznie. Naukowcy z In-
stytutu Biodesign ASU wykazali, iż w syntetycznych analogach tej „małej 
formy życia” istnieje wielki potencjał farmaceutyczny i leczniczy. TNA 
odznacza się wysoką odpornością na degradację nukleazami w porówna-
niu z naturalnie występującymi cząsteczkami DNA i RNA. Replikacja tej 
cząsteczki odbywa się zarówno z dużą wydajnością, jak i dokładnością. 
Warto w tym miejscu wspomnieć, iż TNA zastosowano jako aptamer nu-
kleinowy do wiązania ze ściśle określonymi molekułami biologicznymi [4]. 

Grupa naukowców z Instytutu Chemii Medycznej i Laboratorium Wi-
rusologii w Leuven w Belgii zajmowała się badaniem ośmiu fosforylowa-
nych nukleodytów opartych na szkielecie treozy i deoksytreozy pod kątem 
aktywności antywirusowej. Wykazali oni, iż fosfonian treozylowy nukleo-
zydu adeniny (PMDTA) wykazuje działanie przeciwwirusowe wobec wi-
rusa HIV (rys. 2) [5]. 

 

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

Z przedstawionych informacji, jak również coraz liczniejszych publi-
kacji zamieszczonych w poczytnych periodykach naukowych, wynika, że 
tematyka ta jest aktualna i bardzo interesująca, dlatego postanowiliśmy 
włączyć się w nurt tych badań. 

1.1. Konformacja pierścienia furanozowego 

Pierścień THF (tetrahydrofuranu) może występować w dwóch od-
mianach konformacyjnych – kopertowej i skręconej. Jeśli pierścień THF 
nie jest podstawiony żadnymi grupami, możemy wyróżnić pięć nieiden-
tycznych konformacji kopertowych oraz pięć nieidentycznych konformacji 
skręconych. Wprowadzenia do pierścienia furanozowego jednego lub wię-
cej podstawników skutkuje podwojeniem liczby możliwych konformacji. 
Możemy więc wtedy wyróżnić 10 konformacji kopertowych i 10 konfor-
macji skręconych. Opis wzajemnych przemian konformerów furanozy 
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przedstawiony został w postaci koła pseudorotacji (rys. 3). Nazwę kon-
formeru tworzy się w sposób następujący: do symbolu określającego typ 
konformacji (E, T) dopisuje się indeksy cyfrowe wskazujące, który(e)  
z atomów znajduje(ją) się poza płaszczyzną pierścienia [6]. 

 

Rys. 3. Koło pseudorotacji pierścienia furanozowego 

Konformacje pierścienia furanoidowego opisuje się za pomocą dwóch 
parametrów: 

1) kąta fazowego pseudorotacji (P), 
2) amplitudy pseudorotacji (maksymalny kąt torsyjny) (φm). 
Aby wyznaczyć wartości kąta fazowego pseudorotacji, można skorzy-

stać z następującego równania [7]:  

tan P = 
)]sin(sin[
)]()[(



72362 0

3124  

kąty φ0, φ1, φ2, φ3, φ4, φ5 są endocyklicznymi kątami torsyjnymi pierście-
nia THF (rys. 4). 

Maksymalny kąt torsyjny możemy obliczyć z następującego równania [7]: 

Pm cos
0  
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φ0: ∡ C1 – C2 – C3 – C4  
φ 1: ∡ C2 – C3 – C4 – O1 

φ 2: ∡ C3 – C4 – O1 – C1 

φ 3: ∡ C4 – O1 – C1 – C2 

φ 4: ∡ O1 – C1 – C2 – C3 
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Rys. 4. Pierścień THF i jego kąty torsyjne 

Wartość fazowego kąta pseudorotacji zawiera się w przedziale wartości 
od 0 do 360. W wypadku kątów odpowiadających wartości 0 i 360 mamy 
do czynienia z tą samą konformacją. Wartość maksymalnego kąta torsyjne-
go jest równa promieniowi koła. Na środku okręgu wartość φm wynosi 0° 
(pierścień płaski). 

Konformacja ma bardzo duży wpływ na właściwości fizyczne, biolo-
giczne i chemiczne związków chemicznych. W systemach biologicznych 
konformacja przyjmowana przez białka i DNA ma decydujący wpływ na 
aktywność biologiczną. Niewielkie przypadkowe błędy konformacji DNA  
i białek prowadzą często do wielu chorób genetycznych. 

2. Cel badań 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 głównego celu jest 
przeprowadzenie pełnej analizy konformacyjnej sześciu struktur budul-
cowych nici TNA (rys. 4). Monomeryczne układy (cukier, zasada) również 
mogą wykazywać aktywność biologiczną, dlatego struktury te będą cen-
nym obiektem moich początkowych badań. Elementy budulcowe nici 
TNA są związkami charakteryzującymi się znaczną swobodą konforma-
cyjną, obejmującą zarówno ruchy wewnętrzne pierścienia furanozowego 
(pseudorotacja), jak i różne położenia przestrzenne podstawników dołą-
czonych do tego pierścienia. Punktem wyjścia do realizacji założonego 
celu będzie zbudowanie czterech pierścieni furanozowych, różniących się 
między sobą wartością kąta pseudorotacji (o 90°). Ze wstępnych badań 
wiem, że takie podejście jest w zupełności wystarczające. Wybór jedynie 
czterech konformacji spośród możliwych 20 zapewnia pełen obraz prefe-
rencji konformacyjnych pierścienia THF badanych struktur. 
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Do tak przygotowanych struktur bazowych zostaną dołączone odpo-
wiednie podstawniki. Następnie struktury te zostaną poddane optymali-
zacji w celu znalezienia formy pierścienia o najniższej energii. Dla każdej  
z form przeprowadzona zostanie analiza konformacyjna, uwzględniająca 
położenie przestrzenne grup względem pierścienia. Istotne jest, aby 
sprawdzić, jakie konformacje przyjmuje pierścień treofuranozy i jakie jest 
preferowane przestrzenne rozmieszczenia grup wokół pierścienia treozy.  
 
 
 
 
 

Rys. 5. Modelowe struktury pochodnych podjednostek TNA 

Wstępne obliczenia pokazały skłonność układów do tworzenia we-
wnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych. Obecność tych wiązań w znacz-
nym stopniu wpływała na konformacje pierścienia THF, jak i na orientację 
przestrzenną grup dołączonych do pierścienia (zasada, grupy hydroksy-
lowe i reszty fosforanowe). Postanowiliśmy zbadać również układy, w któ-
rych tworzenie tego typu wiązań nie jest możliwe. W tym celu dwie struk-
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tury zostały zmodyfikowane poprzez dołączenie do cząsteczki dwóch lub 
czterech grup metylowych. Dodatkowo atom węgla grup –OCH3 imituje 
węgle kolejnych podjednostek cukrowych w niciach.  

Następnym krokiem będzie utworzenie i optymalizacja struktur za-
wierających zasadę nici TNA oraz komplementarną zasadę nici TNA, 
DNA i RNA. Dla przykładu zaprezentowano układ, który znajduje się 
poniżej.  
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Rys. 6. Fragment nici TNA o orientacji antyrównoległej z zasadami komplementarnymi  
 guanina i cytozyna 

Ostatni etap to zbadanie dopasowania struktur nici macierzystej zło-
żonej z dwóch par zasad do nici komplementarnej. 

3. Metodyka badań 

Program Molden wykorzystano do przygotowania żądanych struk-
tur TNA [8]. Struktury poddam optymalizacji z wykorzystaniem funkcjo-
nału B3LYP [9] i dwóch baz: 6-31+G** oraz 6-311++G**. Funkcjonał 
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B3LYP jest funkcjonałem bardzo popularnym, o szerokim spektrum wy-
korzystania w obliczeniach większości układów, w szczególności cząste-
czek organicznych. Obliczenia przeprowadzono w fazie gazowej, używając 
programu Gaussian 03. 

Po przeprowadzeniu optymalizacji geometrii badanych struktur w fazie 
gazowej uzyskano energię całkowitą Etot badanego układu. W celu otrzy-
mania ZPE (wartości energii punktu zerowego) oraz E(0-298) (termicznej 
poprawki do energii) przeprowadzono analizę termochemiczną, opartą na 
przybliżeniu harmonicznym. Wynikiem sumy energii całkowitej Etot oraz 
energii punktu zerowego ZPE jest skorygowana o wartość energii punktu 
zerowego energia E0. Wartości entalpii obliczono na podstawie równania: 
H298 = E298 + RT, gdzie: E298 to suma energii elektronowej i termicznej 
poprawki energii (E0 + E(0–298)). Na podstawie równania: G298 = H298  – TS298 
obliczono wartość energii swobodnej Gibbsa (suma termicznej energii 
swobodnej i energii elektronowej). 

4. Spodziewane wyniki 

W rezultacie początkowych obliczeń dla struktur budulcowych 
TNA, zawierających różne podstawniki, będzie można wskazać prefero-
wane konformacje pierścienia cukrowego. Zestaw struktur o najkorzyst-
niejszych ułożeniach pierścienia cukrowego i dołączonych grup będzie 
można wykorzystać na kolejnych etapach badań do określenia preferowa-
nego ułożeniami nici macierzystej w stosunku do nici komplementarnej. 
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Wykaz skrótów: 
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HPLC  – wysokosprawna chromatografia cieczowa 
LDL  – lipoproteiny niskiej gęstości 
TFA  – kwas trifluorooctowy 

1. Wstęp 

W ostatnich latach wzrasta świadomość społeczeństwa wartości 
zdrowotnych i odżywczych grzybów. Jednak wciąż większość osób spoży-
wa je jedynie dla ich walorów smakowych, będąc nieświadomymi, jakie 
korzyści mogą przynieść ich zdrowiu. W niektórych starożytnych kultu-
rach (Grecja, Egipt) grzyby były uważane za pokarm bogów, zbyt cenny 
dla zwykłych śmiertelników. W kulturze Chin, Japonii czy Malezji nato-
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miast używane były częściej w medycynie ludowej niż jako produkty spo-
żywcze [1]. W wielu placówkach państwowych i prywatnych instytutach 
badawczych na całym świecie prowadzone są obecnie badania nad skła-
dem chemicznym grzybów, ich właściwościami odżywczymi i prozdrowot-
nymi. Wzrost wiedzy na temat wpływu składników pokarmowych grzy-
bów jadalnych na fizjologię organizmu człowieka pozwala na określenie 
ich mianem żywności funkcjonalnej [2–4]. 

2. Skład chemiczny grzybów 

Grzyby składają się głównie z wody (ok. 90%) i suchej masy, któ-
ra waha się w zależności od gatunku w granicach 6–14%. Ze względu na 
dużą zawartość wody wartość energetyczna grzybów jest niska i oscyluje 
w granicach 34–70 kcal/100 g świeżego produktu. Głównymi składnikami 
pokarmowymi występującymi w częściach jadalnych grzybów są: węglo-
wodany, białka, tłuszcze (w tym nienasycone kwasy tłuszczowe), witami-
ny i minerały [1, 3–5]. 

Zakres zawartości białek w suchej masie owocnika jest szeroki, plasu-
je się w granicach 16,5–59% i zależy od gatunku [5]. Białka zawarte  
w grzybach są wysoce przyswajalne, a w ich skład wchodzą wszystkie 
aminokwasy egzogenne [3]. 

Węglowodany są dominującym składnikiem suchej masy owocników 
grzybów. Ich zawartość dochodzi do 74,3% dla maślaka ziarnistego (Suil-
lus granulatus). Obecność chityny w ścianach komórkowych grzybów, 
której ludzki organizm nie trawi, zmniejsza dostęp do innych składników 
pokarmowych [3, 5]. 

W skład grzybów, jak wspomniano, wchodzą tłuszcze. Ich zawartość 
jest mniejsza niż w przypadku białek czy węglowodanów i wynosi 2–6% 
suchej masy, w zależności od gatunku. W skład tłuszczów spotykanych  
w grzybach wchodzą kwasy tłuszczowe, glicerydy, sterole i fosfolipidy  
[1, 3, 5]. 

Grzyby są bogatym źródłem składników mineralnych, stanowiących 
56–70% popiołu. Zawartość składników mineralnych różni się nie tylko 
między gatunkami grzybów, ale również rozkłada się nierównomiernie  
w poszczególnych częściach owocników i zależy od poziomu zawartości 
pierwiastka w glebie [1, 5]. Głównymi składnikami mineralnymi ozna-
czonymi w grzybach są: sód (Na), potas (K), wapń (Ca), magnez (Mg), 
fosfor (P) i siarka (S). Dodatkowo pierwiastki występujące w ilościach 
śladowych to: Ag, Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, 
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Rb, Sb, Se, Sr, Tl, V, Zn [6, 7]. Niektóre z nich to metale ciężkie, które 
grzyby dzięki enzymom, głównie oksydoreduktazom, pobierają z gleby  
i magazynują w owocnikach [1]. 

3. Witaminy w grzybach 

W ostatnich latach pojawia się wiele nowych badań dotyczących 
zawartości witamin w grzybach, jednak dane dotychczasowo publikowane 
wciąż są niekompletne [4]. Owocniki grzybów są źródłem wszystkich wi-
tamin z grupy B, w szczególności kwasu foliowego, ryboflawiny i niacyny, 
dodatkowo kwasu askorbinowego, witaminy K i D, retinolu oraz tokofero-
lu [8]. Witaminy są związkami chemicznymi, w większości niestabilnymi 
pod wpływem działania podwyższonej temperatury, światła czy tlenu  
z powietrza [9]. Najwięcej wartości odżywczych znajduje się w grzybach 
świeżych, dlatego zalecane jest ich spożywanie wkrótce po zebraniu [10]. 

3.1. Witamina D 

Niedobór witaminy D stanowi ogólnospołeczny problem dotyka-
jący nie tylko osoby zamieszkujące części globu z niedużym rocznym do-
stępem do promieni słonecznych [11]. Wśród pacjentów badanych w szpi-
talach aż 57% przebadanych cierpi na niedobór witaminy D, a 27% ma 
znaczące jej braki [12]. Zapotrzebowanie na witaminę D wynosi 5 µg/d 
dla osób dorosłych i 10 µg/d dla osób starszych, dzieci poniżej 3. roku ży-
cia i kobiet w ciąży. W przeciągu ostatniej dekady prowadzone są badania 
nad wpływem ergokalcyferolu i cholekalcyferolu na optymalne zdrowie 
człowieka [11]. Zawartość witaminy D w grzybach zależy głównie od do-
stępu promieni słonecznych do rosnących osobników [10]. Najnowsze ba-
dania prowadzone na grzybach uprawnych dowodzą wzrostu zawartości 
witaminy D2 (rys. 1A) po naświetlaniu zebranych okazów promieniowa-
niem UV-C o długości fali 254 nm. Promieniowanie UV-A o długości fali 
366 nm nie ma już tak dużego wpływu na zawartość ergokalcyferolu. 
Naświetlanie promieniowaniem UV-C trwające 2 h prowadzi do wzrostu 
zawartości witaminy D2 u Agaricus bisporus z 1,55 µg/g s.m. do 14,03 
µg/g s.m. [13]. Badania Mattila na dwóch gatunkach grzybów, pieprznika 
jadalnego (Cantharellus cibarius) i trąbkowego (Cantharellus tubaefor-
mis), dotyczące wpływu gotowania i mrożenia na zawartość ergokarcyfe-
rolu wykazują nieznaczny wpływ obu procesów na zawartość witaminy 
D2, której ubytek wynosił 11,7 µg D2/100 g s.m. i 1,9 µg D2/100 g s.m. od-
powiednio dla pieprznika jadalnego i trąbkowego [14]. 
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Rys. 1. A. Wzór strukturalny ergokalcyferolu. B. Wzory strukturalne witamin z grupy A 

3.2. Witamina A 

W skład witamin z grupy A (rys. 1B) wchodzą związki chemiczne 
rozpuszczalne w tłuszczach, zwane retinoidami [12]. Można je znaleźć  
w produktach pochodzenia zwierzęcego, żółtkach jaj, mięsie, rybach  
i grzybach [3, 12]. Odpowiedni poziom retinoli jest niezbędny do prawi-
dłowych podziałów komórkowych, syntezy hormonów steroidowych, wła-
ściwego stanu nabłonka (różnicowanie, wzrost, rogowacenie), działa też 
przeciwnowotworowo [12, 15]. Niedobór witaminy A prowadzi do osłabie-
nia układu immunologicznego, z czym wiąże się wzrost podatności na 
infekcje i zwiększona śmiertelność u osób chorych [16]. Hipowitamino- 
za A przyczynia się do kseroftalmi, ślepoty zmierzchowej i keratomolacji  
[12, 15]. Informacje na temat zawartości witaminy A w grzybach są nie-
pełne. Jedyne dostępne dane dotyczą pieprznika jadalnego (Cantharellus 
cibarius), w którym oznaczona zawartość retinoli wynosiła 0,217 mg/100 g 
części jadalnej [3]. 

3.3. Witamina E 

Tokoferole i tokotrienole (rys. 2) wykazują silne właściwości anty- 
oksydacyjne, chroniąc przed wpływem wolnych rodników [12, 17]. Zapo-
biegają utlenianiu lipidowych błon komórkowych i lipoprotein niskiej 
gęstości (LDL) [12, 18]. Obecność witaminy E w grzybach, jak w przypad- 
ku witaminy A, jest nie do końca poznana. Z dostępnych danych wynika, że 
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Rys. 2. Wzory strukturalne tokoferoli i tokotrienoli 

zawartość tej witaminy w grzybach w porównaniu z warzywami i olejami 
roślinnymi jest nieznaczna i wynosi 0,6 mg/100 g części jadalnej dla bo-
rowika szlachetnego (B. edulis) i 0,1 mg/100 g części jadalnej dla pieprz-
nika jadalnego (C. cibarius) [3]. 

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

Oznaczanie ilościowe witamin sprawia wiele trudności ze wzglę-
du na ich niestabilność pod wpływem czynników fizykochemicznych, jak 
również zawartość niewielkich ilości analitów w badanych próbkach. 
Grzyby stanowią skomplikowaną matrycę, dodatkowo witaminy w nich 
zawarte występują głównie w postaci związanej. W celu wydzielenia wi-
tamin rozpuszczalnych w tłuszczach z próbki przeprowadzone będzie 
zmydlenie i ekstrakcja w różnych warunkach (tab.). 

Oznaczenie wyekstrachowanych analitów przeprowadzone będzie 
przy użyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcją spektro-
fotometryczną (UV/VIS) w odwróconym układzie faz, z zastosowaniem 
kolumny RP-C18. Przetestowane zostaną trzy rodzaje fazy ruchomej: 
metanol, układ woda (z dodatkiem kwasu trifluorooctowego – TFA) oraz me-
tanol lub woda (z dodatkiem TFA) i acetonitryl. W wypadku dwóch ostat- 
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Tabela. Proponowane warunki zmydlania i ekstrakcji wykorzystywane przy oznaczaniu  
 witamin rozpuszczalnych w tłuszczach zawartych w grzybach 

Zmydlanie Ekstrakcja Litera-
tura 

8 g zhomogenizowanej próbki grzyba, 
100 cm3 etanolu, 1 g askorbinianu sodu, 
0,04 g siarczku sodu, 12 g KOH, 50 cm3 
wody, 80C przez 30 min 

n-heksan 3  100 cm3, przemywanie 
wodą 4  100 cm3 

[19] 

12 g zhomogenizowanej próbki grzyba, 
30 cm3 etanolu, 30 cm3 metanolu, 0,1 g 
kwasu askorbinowego, 30 cm3 50% KOH, 
100C przez 30 min 

Eter dietylowy 2  100 cm3, przemywa-
nie wodą 4  50 cm3 

[19] 

8 g zhomogenizowanej próbki grzyba, 
100 cm3 etanolu, 1 g kwasu askorbino-
wego, 50 cm3 50% KOH, 20C przez 2 h 

Mieszanina eteru naftowego i dietylo-
wego (1 : 1), 2  200 cm3, przemywanie 
wodą 4  50 cm3 

[19] 

24 g zhomogenizowanej próbki grzyba, 
90 cm3 etanolu, 0,5 g askorbinianu 
sodu, 30 cm3 60% KOH, 100C przez 
45 min pod chłodnicą zwrotną 

Eter dietylowy 1  150 cm3, 3  75 cm3, 
przemywanie wodą 4  200 cm3 

[19] 

0,2–2 g zhomogenizowanej próbki grzy-
ba, 50 cm3 metanolu, 0,03 g BHT, 
50 cm3 30% KOH, 70C przez 40 min 

n-heksan 100 cm3, 60 cm3, 40 cm3, 
przemywanie wodą 4  100 cm3 

[20] 

10 g zhomogenizowanej próbki grzyba, 
70 cm3 etanolu, 1 kwasu askorbinowego, 
30 cm3 50% KOH, 50C przez 40 min 

Eter dietylowy 50 cm3, 30 cm3, 20 cm3, 
przemywanie wodą 2  200 cm3 [20] 

nich sprawdzone będą różne stosunki objętościowe eluentów. Detekcja spek-
trofotometryczna przeprowadzona będzie przy długości fali dla witaminy 
A λ = 325 nm, witaminy D3 λ = 254/265 nm i witaminy E λ = 280/290 nm. 
Analiza ilościowa witamin zawartych w badanych próbkach wybranych 
gatunków grzybów przeprowadzona będzie przy użyciu metody wzorca 
wewnętrznego [19–21]. 

5. Perspektywy 

Wiele placówek naukowych prowadzi obecnie badania dotyczące 
ilościowej i jakościowej zawartości witamin w różnych rodzajach grzybów 
jadalnych, jednak informacje na ten temat są wciąż niepełne. Brakuje 
również informacji na temat procedur analiz witamin w grzybach [4, 8]. 
Celem niniejszych badań jest opracowanie powtarzalnej metodyki analizy 
witamin A, D i E w próbkach grzybów. 



 Oznaczanie witamin rozpuszczalnych w tłuszczach zawartych w grzybach 157 

Literatura 

[1] Rajewska J., Bałasińska B. (2004) Związki biologicznie aktywne zawarte w grzybach 
jadalnych i ich korzystny wpływ na zdrowie, Post. Hig. Med. Dośw. 58, 352–357. 

[2] Caglarirmak N. (2007) The nutrients of exotic mushrooms (Lentinula edodes and 
Pleurotes species) and an estimated approach to the volatile compounds, Food Chem. 
105, 1188–1194. 

[3] Sas-Golak I., Sobieralski K., Siwulski M., Lisiecka J. (2011) Skład, wartość odżywcza 
oraz właściwości zdrowotne grzybów pozyskiwanych ze stanowisk naturalnych,  
Problem Nauk Biol. 60, 483–490. 

[4] Sanchez C. (2004) Modern aspects of mushroom culture technology, Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 64, 756–762. 

[5] Kalac P. (2009) Chemical composition and nutritional value of European species of 
wild growing mushrooms: A review, Food Chem. 113, 9–16. 

[6] Falandysz J., Kunito T., Kubota R., Bielawski L., Mazur A., Falandysz J.J., Tanabe S. 
(2007) Selected elements in Brown Brich Scaber Stalk Leccinum scabrum, J. Environ. 
Sci. Health. 42, 2081–2088. 

[7] Sanchez C. (2010) Cultivation of Pleurotus ostreatus and other edible mushrooms, 
Appl. Microbiol. Biotechnol. 85, 1321–1337. 

[8] Turło J. (2013) Biotechnologia grzybów. Zastosowanie w farmacji i suplementacji, 
Biul. Wydz. Farm. Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego 3, 18–26. 

[9] Gregory J.F. (1985) Chemical changes of Vitamins during food processing, [w:] Chemi-
cal changes in food during processing, red. T. Richardson, J.W. Finley, Van Nostrand 
Reinhold Company, New York, 373–408. 

[10] Mattila P., Konko K., Eurola M., Pihlava J.-M., Astola J., Vahteristo L., Hietaniemi 
V., Kumpulainen J., Valtonen M., Piironen V. (2001) Contents of vitamins, mineral 
elements, and some phenolic compounds in cultivated mushrooms, J. Agric. Food 
Chem. 49, 2343–2348. 

[11] Grant W.B., Holick M.F. (2005) Benefits and Requirements of Vitamin D for Optimal 
Health: A Review, Alterna. Med. Rev. 10, 94–111. 

[12] Fairfield K.M., Fletcher R.H. (2002) Vitamins for chronic disease prevention in adults, 
J. Am. Med. Assoc. 287, 3116–3127. 

[13] Teichmann A., Dutta P.C., Staffas A., Jagerstad M. (2007) Sterol and vitamin D2 
concentrations in cultivated and wild grown mushrooms: Effects of UV irradiation, 
Food Sci. Technol. 40, 815–822. 

[14] Mattila P., Ronkainen R., Lehikoinen K., Pirronen V. (1999) Effect of household cook-
ing on the vitamin D content in fish, eggs, and wild mushrooms, J. Food Comp. Anal. 
12, 153–160. 

[15] Bojarowicz H., Płowiec A. (2010) Wpływ witaminy A na kondycję skóry, Probl. Hig. 
Epidemiol. 91, 352–356. 

[16] Semba R.D. (1998) The role of vitamin A and related retinoids in immune function, 
Nutr. Rev. 56, 38–48. 

[17] Packer L. (1991) Protective role of vitamin E in biological systems, Am. J. Clin. Nutr. 
53, 1050–1055. 

[18] Esterbauer H., Dieber-Rotheneder M., Striegl G., Waeg G. (1991) Role of vitamin E in 
preventing the oxidation of low density lipoprotein, Am. J. Clin. Nutr. 53, 314–321. 



158 M. Bojko, J. Falandysz, Z. Maćkiewicz 

[19] Rokayya S., Yang L., Baokun Q., Shengnan W., Qiaozhi Z., Feifei H., Ying M., Jing J., 
Lianzhou J. (2014) HPLC Analysis of Water-Soluble Vitamins (B2, B3, B6, B12 and C) 
and Fat-Soluble Vitamin (E, K, D, A and β-carotene) of Okra (Abelmoschus esculen-
tus), J. Chem. 6. 

[20] Kumirska J., Gołębiowski M., Paszkiewicz M., Bychowska A. (2010) Analiza żywności, 
Wyd. Uniwersytetu Gdańskiego, Gdańsk, 198–204. 

[21] Nyiredy S. (2004) Separation strategies of plant constituents-current status,  
J. Chromatogr. B 812, 35–51. 



NA POGRANICZU CHEMII I BIOLOGII  TOM XXXV  2015 

WYKORZYSTANIE  
DWUWYMIAROWEJ  
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ  
W ANALIZIE ZWIĄZKÓW  
FARMACEUTYCZNYCH  
W PRÓBKACH  
WÓD ŚRODOWISKOWYCH 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

EWELINA KIREJCZYK1, PIOTR P. WIECZOREK2 
1 Instytut Ceramiki i Materiałów Budowlanych  
Oddział Inżynierii Procesowej Materiałów Budowlanych 
ul. Oświęcimska 21, 45-641 Opole  
2 Wydział Chemii, Uniwersytet Opolski  
pl. Kopernika 11, 45-040 Opole,  
e-mail: pwiecz@uni.opole.pl; e.kirejczyk@icimb.pl 

Hasła do zapamiętania: chromatografia dwuwymiarowa, HILIC, farmaceu-
tyki w wodach, chromatografia oddziaływań hydrofilowych, zanieczyszcze-
nia wód i ścieków 

Wykaz skrótów: 
2DLC – dwuwymiarowa chromatografia cieczowa 
ACN – acetonitryl 
GC – chromatografia gazowa 
HILIC – chromatografia oddziaływań hydrofilowych 
HPLC – wysokosprawna chromatografia cieczowa 
IC – chromatografia jonowa 
IEC – chromatografia jonowymienna 
LC – chromatografia cieczowa 
LOD – granica wykrywalności 
LOQ – granica oznaczalności 
MDLC – wielowymiarowa chromatografia cieczowa 
MS – spektroskopia mas 
MS/MS – spektroskopia tandemowa 



160 E. Kirejczyk, P.P. Wieczorek 

NP – układ faz normalnych 
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SSRI – selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny 

1. Wstęp 

Związki farmaceutyczne to grupa substancji aktywnych biolo-
gicznie, o mniej lub bardziej złożonej budowie chemicznej. Lek składający 
się z substancji czynnej i substancji pomocniczej, wprowadzony do ustroju 
w ściśle określonej dawce prowadzi do osiągnięcia pożądanego efektu 
terapeutycznego [1]. Część leku jest metabolizowana przez organizm, 
pozostała część (10–90%) zostaje wydalana w postaci macierzystej lub  
w postaci metabolitów. Dynamiczny postęp w dziedzinie nauk biologicz-
no-chemicznych spowodował gwałtowny wzrost liczby nowych związków 
leczniczych, a tym samym ilość ich zażywania. Wciąż wzrastająca dystry-
bucja i eksploatacja związków farmaceutycznych spowodowała ich niekon-
trolowane przenikanie do środowiska naturalnego [2]. Jedno z pierwszych 
badań na obecność farmaceutyków w próbkach środowiskowych przepro-
wadzono w 1976 r. w Stanach Zjednoczonych, w którym stwierdzono 
obecność kwasu klofibrowego, leku regulującego gospodarkę lipidową [3]. 
W kolejnych latach podobne badania wykonano w wielu innych krajach, 
w tym także europejskich, gdzie poddano analizie próbki wód, ścieków  
i gleb. W próbkach stwierdzono znaczne ilości kliku grup leków, przede 
wszystkim były to antybiotyki, hormony, niesteroidowe leki przeciwza-
palne, β-blokery oraz środki psychotropowe [4]. Głównym źródłem zanie-
czyszczeń naturalnego środowiska wodnego są tradycyjne oczyszczalnie 
ścieków, niemające odpowiednio przystosowanych systemów oczyszczania 
dla tego rodzaju związków. Związki farmaceutyczne trafiające do kanaliza-
cji pochodzą głównie z gospodarstw domowych, szpitali i hodowli zwierząt. 
Po procesach oczyszczania ścieki zawierające związki farmaceutyczne 
trafiają bezpośrednio do wód powierzchniowych. Pomimo że związki te 
występują w ilościach śladowych, ze względu na ich wysoką aktywność 
biologiczną mogą stanowić zagrożenie dla organizmów wodnych. Dodat-
kowo wysoka stabilność, jaką wykazują w środowisku wodnym, powoduje, 
że są długotrwale w nim utrzymywane, często prowadząc do bioakumula-
cji. Ten fakt pośrednio wpływa również na zagrożenie dla zdrowia i życia 
człowieka. Na dzień dzisiejszy trudno z całą pewnością stwierdzić, jakie 
następstwa niesie z sobą obecność farmaceutyków w środowisku. Aktual-
nie wiadomo, że związki hormonalne z grupy estrogenów są przyczyną za- 
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Tabela. Związki farmaceutyczne najczęściej oznaczane w próbkach wód i ścieków [4, 6, 7] 

Rodzaj Grupa Substancja aktywna 

Leki hormonalne estrogeny estradiol, etyloestradiol, estrol, 
estron 

Leki przeciwbólowe 
i przeciwzapalne 

niesteroidowe leki przeciwza-
palne 

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

Leki psychotropowe selektywne inhibitory wychwy-
tu zwrotnego serotoniny fluoksetyna, citalopram, setralina 

Antybiotyki 

β-laktamy 
ampicylina, amoksycylina, oksa-
cyklina, cefalosporyny 

tetracykliny tetracyklina, oksytetracyklina, 
doksycyklina 

fluorochinolony norfloksacyna, ciprofloksacyna, 
ofloksacyna, pefloksacyna 

sulfonoamidy sulfaguanidyna, sulfafurazol, 
sulfacetamid, sulfakarbamid 

makrolidy erytromycyna

Leki nasercowe β-blokery metoprolol, atenolol, propranolol 

Leki przeciw-
padaczkowe pochodne dibenzoazepiny karbamazepina 

burzeń funkcji rozrodczych wielu gatunków ryb [4], natomiast szeroko 
stosowane w lecznictwie i weterynarii antybiotyki powodują wzrost leko-
odporności bakterii chorobotwórczych, co może doprowadzić do nieodwra-
calnych zmian w środowisku wodnym [5]. 

2. Metody oznaczania związków farmaceutycznych  
w próbkach wód środowiskowych 

Związki farmaceutyczne to grupa substancji o bardzo zróżnico-
wanym charakterze chemicznym. Dostosowanie odpowiednio selektywnej 
i czułej procedury analitycznej umożliwiającej oznaczenie szerszego spek-
trum substancji jest trudnym i długotrwałym procesem. Bardzo niski 
poziom stężeń oraz złożoność matrycy, jakimi są woda środowiskowa czy 
ścieki, stanowi dodatkowe utrudnienie. W analizie wód wykorzystuje się 
głównie techniki chromatograficzne w połączeniu z różnymi metodami 
ekstrakcji. Pierwszym i bardzo istotnym etapem analitycznym jest proce-
dura przygotowania próbki obejmująca wydzielanie, oczyszczenie i wzbo-
gacenie pożądanych analitów. Kolejnym krokiem jest dobranie odpo-
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wiedniej metodyki analitycznej, jej optymalizacji oraz sposobu detekcji. 
W analizie związków farmaceutycznych głównie wykorzystuje się dwa 
rodzaje chromatografii: chromatografię gazową (GC) i chromatografię 
cieczową (LC) [6]. Większość farmaceutyków ulega rozkładowi w warun-
kach wysokotemperaturowych, z tego powodu zastosowanie chromatogra-
fii gazowej jest możliwe dopiero po przeprowadzeniu derywatyzacji,  
w wyniku której uzyskane pochodne wykazują stabilność w warunkach 
prowadzonej analizy. Otrzymane wyniki często obarczone są dodatko-
wym błędem wynikającym z wydajności reakcji chemicznej otrzymywania 
derywatów. W chromatografii cieczowej derywatyzacja jest rzadko stoso-
wana, niekiedy wykorzystuje się ją w celu poprawienia selektywności  
i czułości metody lub w wypadku analizy związków niemających właści-
wości umożliwiających detekcję [8]. 

3. Zastosowanie chromatografii cieczowej  
w analizie związków farmaceutycznych 

W chromatografii cieczowej mechanizm rozdziału analitów jest 
uwarunkowany rodzajem zastosowanych faz tworzących układ chroma-
tograficzny, głównie opierających się na oddziaływaniach o charakterze 
adsorpcyjnym (NP, RP) lub jonowymiennych (IC, IEC). Stosunkowo nowy 
rodzaj chromatografii – chromatografia oddziaływań hydrofilowych (HILIC) 
wykorzystuje cechy pośrednie pomiędzy NPLC, RPLC i IC. Podobnie jak 
w NP w HILIC fazę stacjonarną stanowi hydrofilowe złoże, którym może 
być żel krzemionkowy, żel krzemionkowy modyfikowany grupami hy-
droksylowymi, aminowymi, amidowymi, cyjanowymi lub hydrofilowy 
sorbent polimerowy. Fazą ruchomą jest mieszanina polarnych rozpusz-
czalników organicznych ze znacznie mniejszą ilością wody lub wodnego 
roztworu buforowego. Wzrost zawartości wody w eluencie powoduje 
wzrost siły elucyjnej fazy ruchomej. Rozdział zachodzi pomiędzy cienką 
warstwą wody zaadsorbowanej i unieruchomionej na fazie stacjonarnej  
a polarnym rozpuszczalnikiem organicznym fazy ruchomej. W warun-
kach względnie wysokich zawartości wody mechanizm rozdziału opiera 
się głównie na oddziaływaniach hydrofilowych, o charakterze podziało- 
wo-adsorpcyjnym. Dodatkowy wpływ na efekt rozdziału mają także od-
działywania adsorpcyjne i jonowymienne pomiędzy analitami a fazą  
stacjonarną. Wpływ poszczególnych oddziaływań zależy od składu fazy 
ruchomej, rodzaju fazy stacjonarnej i charakteru analitów [9–12]. Tech-
nika HILIC jest metodą umożliwiającą rozdział związków o charakterze 
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hydrofilowym, średnio hydrofobowym, związków jonowych i niejonowych. 
Wiele z tych właściwości pozwala na wytypowanie tej metody, jako prefe-
rencyjnej do oznaczania związków farmaceutycznych [8]. 

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

Woda środowiskowa zawiera pełne spektrum różnorodnych sub-
stancji różniących się powinowactwem, wielkością cząsteczek, charakte-
rem jonowym, zarówno tych będących celem badań, jak i pozostałych, 
mogących wpływać na formę ich występowania. Farmaceutyki dzielą się 
głównie na związki hydrofilowe, hydrofilowe w postaci jonowej oraz hy-
drofobowe. Jednoetapowa analiza z wykorzystaniem jednej z technik LC 
nie jest w pełni wystarczająca do uzyskania pełnego rozdziału mieszani-
ny o zróżnicowanym składzie. Do rozdziału próbek zawierających związki 
farmaceutyczne o odmiennych właściwościach stosuje się chromatografię 
wielowymiarową (MDLC). Chromatografia wielowymiarowa łączy co 
najmniej dwie techniki rozdziału w jednoetapowej analizie [13]. MDLC  
w zależności od możliwości aparaturowych, rodzaju użytych układów oraz 
składu próbki umożliwia prowadzenie analizy przy wielu zmiennych, 
takich jak: tryb przepływu próbki, liczba, rodzaj, rozmieszczenie ukła-
dów, kierunek przepływu eluatu oraz liczba, rodzaj i rozmieszczenie de-
tektorów (rys. 1). Przepływ próbki pomiędzy układami może odbywać się 
w trybie on-line lub off-line. W trybie on-line próbka stale przebywa  
w systemie chromatograficznym, a jej przemieszczanie się pomiędzy 
układami zachodzi automatycznie, natomiast w trybie off-line próbka po 
pierwszym rozdziale jest manualnie odbierana i wprowadzana do kolej-
nego. Kluczowym elementem tej techniki jest prawidłowo zaplanowany 
rozkład układów oraz kierunki i czasy przepływu fazy ruchomej. Kolej-
ność układów musi umożliwiać zmianę składu fazy ruchomej wymaganej 
do rozdziału w kolejnych wymiarach. Anality po opuszczeniu pierwszego 
wymiaru mogą być kierowane bezpośrednio do kolejnego układu lub de-
tektora, zatrzymywane w pętli, ponownie zawracane do układu lub usu-
wane do ścieków. W zależności od liczby układów i stopnia złożoności 
próbki, manewrując kierunkiem przepływu odpowiednich frakcji, istnieje 
możliwość zoptymalizowania metody dającej oczekiwany rezultat. 

Metoda oznaczenia różnych klas farmaceutyków musi być wysoce se-
lektywna. Prowadzone badania ciągle zmierzają do opracowania techniki 
niewymagającej zastosowania skomplikowanej i drogiej aparatury. De-
tekcja przy użyciu spektroskopii mas (MS) jest metodą umożliwiającą ozna- 
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Rys. 1. Plan teoretyczny warunków prowadzenia wielowymiarowych analiz LC 

czenia ilościowe i jakościowe analitów na bardzo niskim poziomie stężeń, 
jednak wysoki koszt aparatury oraz eksploatacji uniemożliwia powszech-
ne jej zastosowanie. W klasycznej chromatografii cieczowej wykorzysty-
wane są najczęściej detektory UV-VIS o znacznie niższej czułości, w któ-
rej jedynym potwierdzeniem jakościowym uzyskanych wyników jest 
wartość współczynnika retencji (kR) wzorca. Uzyskanie dużej liczby syg- 
nałów o bardzo zbliżonych wartościach kR może uniemożliwić jedno-
znaczną interpretację otrzymanych wyników. Związki farmaceutyczne 
należące do samej grupy leków często mają bardzo podobną strukturę,  
a ich wartości kR są zbliżone. Przeprowadzanie rozdziałów na większej 
liczbie złóż pozwala dostatecznie rozdzielić i zidentyfikować obie substan-
cje. Jednoetapową metodą oznaczania kilku grup farmaceutyków może 
być stosunkowo prosty układ – on-line HILIC-RP-HPLC-UV-VIS. Dla 
próbek o niskich stężeniach analitów w celu maksymalnego ograniczenia 
błędów najlepszym rozwiązaniem jest zastosowanie trybu on-line, który 
eliminuje ewentualne straty związane z procesem przenoszenia próbki. 
Wstępnego rozdziału analitów o właściwościach hydrofobowych i hydrofi-
lowych dokonuje się w układzie HILIC. Związki silnie hydrofobowe prak-
tycznie nie oddziaływują z kolumną chromatograficzną i są wymywane  
w czasie zbliżonym do czasu martwego, pozostałe związki o charakterze 
mniej lub bardziej hydrofilowym rozdzielają się na złożu. Eluat zawiera-
jący anality silnie hydrofobowe kierowany jest do kolejnego układu – RP. 
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Rys. 2. Plan teoretyczny on-line HILIC-RP-HPLC-UV-VIS 

 

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

 
Rys. 4. Plan teoretyczny HILIC-RP-HPLC-UV-VIS z wykorzystaniem zwrotnego przepływu  
 eluatu na kolumnę 
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Faza ruchoma z wysoką zawartością rozpuszczalnika organicznego z pierw-
szego wymiaru jest mieszana w układzie pomp z wodą w celu uzyskania 
odpowiedniego składu do rozdziału w RP. Związki o mniej hydrofilowym 
charakterze, które nie zostały dostatecznie rozdzielone na kolumnie 
HLIIC, są kierowane do ponownego rozdziału na kolumnę RP, pozostałe 
po opuszczeniu detektora UV-VIS trafiają do ścieków [14–20]. 

5. Zalety wykorzystania HILIC-RP-HPLC-UV-VIS  
w oznaczaniu związków farmaceutycznych  
w próbkach wód i ścieków 

Zastosowanie dwuwymiarowej chromatografii cieczowej daje 
możliwość wykorzystania dwóch technik rozdziału analitów podczas jed-
noetapowej analizy. Chromatografia oddziaływań hydrofilowych (HILIC), 
opierająca się na oddziaływaniach hydrofilowych oraz jonowymiennych, 
doskonale sprawdza się w analizie związków polarnych występujących  
w postaci obojętnej lub jonowej. Wysoka zawartość rozpuszczalnika orga-
nicznego w fazie ruchomej umożliwia połączenie jej z chromatografią  
faz odwróconych (RP) w trybie on-line poprzez zwiększenie ilości wody  
w eluencie. Odpowiedni program przepływu próbki i jej poszczególnych 
frakcji umożliwia pełen rozdział analitów o zróżnicowanym charakterze 
fizykochemicznym podczas jednoetapowej analizy. Zastosowanie trybu 
on-line zapobiega powstawaniu błędów wynikających z ewentualnych 
strat w trakcie przenoszenia próbki między układami, a także pozwala 
na zautomatyzowanie metody, skrócenie czasu analizy i zminimalizowa-
nie ingerencji analityka. Wykorzystanie spektroskopii UV-VIS sprawia, 
że opracowana metoda staje się łatwo dostępna i może znaleźć zastoso-
wanie w tradycyjnych laboratoriach środowiskowych. Wadą w porówna-
niu do MS czy MS/MS są wyższe granice wykrywalności (LOD) i ozna-
czalności (LOQ), a także brak pewności uzyskanych wyników dla próbek 
o bardzo złożonym składzie. W sytuacji, gdy liczba pików na chromato-
gramie jest zbyt wysoka, a ich współczynniki retencji są bardzo zbliżo- 
ne, jednoznaczna interpretacja wyników może być niemożliwa. Wyjściem 
z tej sytuacji jest zrewalidowanie metody poprzez zmianę warunków elu-
cji w taki sposób, by odległości pomiędzy pikami stały się większe, a syg- 
nał pochodzący od wzorca był jednoznaczny. Podczas walidacji warto wy-
korzystać MS w celu potwierdzenia poprawności metody. 
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6. Podsumowanie 

Opracowanie i zwalidowanie jednoetapowej metody pozwalającej 
na uzyskanie szybkiego, ogólnego stanu jakościowego i ilościowego wód 
środowiskowych i ścieków pod kątem zanieczyszczeń farmaceutykami 
przyczyniłoby się do możliwości stałego kontrolowania ich zawartości  
w środowisku naturalnym. Wykorzystanie chromatografii dwuwymiaro- 
wej opartej na dwóch technikach, takich jak HILIC i RP, umożliwia roz- 
dział analitów o odmiennym powinowactwie. Wykorzystanie detektorów 
UV-VIS nie wymaga wielkich nakładów finansowych, dzięki czemu  
metoda staje się łatwo dostępna dla klasycznych laboratoriach środo- 
wiskowych. Technika on-line HILIC-RP-HPLC-UV-VIS mogłaby być po- 
wszechnie stosowana przez laboratoria środowiskowe w monitoringu wód 
i ścieków. 
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FID – detektor płomieniowo-jonizacyjny  

(Flame Ionization Detector) 
LLE – ekstrakcja ciecz-ciecz (Liquid-Liquid Extraction) 
SPE – ekstrakcja do fazy stałej (Solid-Phase Extraction) 
MIPs – polimery z wdrukowanym śladem cząsteczki  

(Molecularly Imprinted Polymers) 
SPME – mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej  

(Solid-Phase Microextraction) 
DLLME – dyspersyjna mikroekstrakcja w układzie ciecz-ciecz  

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

SLM – immobilizowane membrany ciekłe  
(Supported Liquid Membranes) 

MMLLE – ekstrakcja przy użyciu mikroporowatych membran  
w układzie ciecz-ciecz (Microporous Membrane  
Liquid-Liquid Extraction) 

LOD – limit detekcji (Limit of Detection) 

1. Wstęp 

W ostatnich latach ksenobiotyki stały się jednym z głównych te-
matów badań w naukach przyrodniczych ze względu na ich stałe przedo-
stawanie się do środowiska i potencjalnie szkodliwe skutki dla zdrowia 
ludzkiego. Wiele z tych substancji powszechnie występuje w naszym oto-
czeniu oraz może się w nim utrzymywać przez miesiące i lata [1]. Ich 
absorpcja ze środowiska zewnętrznego do wewnętrznego może zachodzić 
poprzez oddychanie, skórę oraz spożywanie skażonej żywności [2]. Do 
środowiska zewnętrznego natomiast wnikają głównie poprzez ścieki ko-
munalne, rolnicze i przemysłowe, a stamtąd przedostają się do wód po-
wierzchniowych i gruntowych [3]. Ponadto, większość tych związków nie 
podlega programom rutynowego monitorowania, tak więc ich analiza 
oraz badania toksyczności mogą być wykorzystane do przyszłych regulacji 
prawnych, a tym samym przyczynić się do ochrony środowiska i ludzi [5]. 

Pojęcie ksenobiotyku celnie określa nazwa powstała z połączenia 
dwóch greckich słów xenos – obcy i bios – życie, tak więc ksenobiotyki są 
definiowane jako związki chemiczne obce dla organizmów żywych [4]. 
Można je zaliczyć do kilku grup w zależności od ich źródła pochodzenia 
oraz zastosowania, takich jak np. farmaceutyki, dodatki do żywności, 
agrochemikalia, kosmetyki, przemysłowe środki chemiczne, chemikalia 
gospodarstwa domowego i wiele innych [5]. 

Duża grupa ksenobiotyków to związki endokrynne (EDCs), dlatego 
często są określane jako ksenoestrogeny. Wykazując podobieństwo do 
naturalnych estrogenów, mogą ingerować w syntezę hormonów endogen-
nych, prowadzić do zaburzeń funkcjonowania układu dokrewnego i im-
munologicznego oraz sprzyjać rozwojowi niektórych typów nowotworów. 
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Wśród nich wyróżniamy m.in. polichlorowane bifenyle, ftalany, bisfenol A, 
alkilofenole, dioksyny, pestycydy chloroorganiczne, leki, metale ciężkie, 
filtry UV oraz wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne [5]. 

Spośród zanieczyszczeń chemicznych istotną grupę stanowią farma-
ceutyki i produkty higieny osobistej (PPCPs). Grupa ta obejmuje tysiące 
różnych związków chemicznych stosowanych w medycynie, weterynarii, 
kosmetyce i farmaceutyce. Termin PPCPs odnosi się do każdej substan-
cji, która jest stosowana z powodów zdrowotnych i kosmetycznych. Są to 
m.in.: leki na receptę i bez recepty, nutraceutyki, leki weterynaryjne, 
środki zapachowe, filtry UV oraz różnego rodzaju kosmetyki. W porów-
naniu do pestycydów i metali ciężkich niewiele uwagi poświęcało się ba-
daniu tej grupy związków jako potencjalnych zanieczyszczeniach środo-
wiska. Zainteresowanie tą grupą rozpoczęło się w latach 70. ubiegłego 
wieku, kiedy pojawiły się pierwsze prace dotyczące oznaczania pozostałości 
leków w próbkach środowiskowych przy niskich stężeniach na poziomie 
ppb. Jednakże dopiero od niedawna temat przyciągnął znaczną uwagę ze 
względu na ich wyróżniającą się aktywność biologiczną, wysoką rozpusz-
czalność, częściowe metabolizowanie i biodegradowalność oraz wzrost 
odporności bakterii na niektóre farmaceutyki. Aktualna literatura wy-
raźnie wskazuje, że istniejące technologie oczyszczania ścieków nie są  
w stanie poradzić sobie z usunięciem większości tych substancji, ich meta-
bolitów oraz produktów ubocznych. W związku z tym łatwo docierają one 
do wód środowiskowych, a co najgorsze – do wody pitnej i żywności [3, 6]. 

2. Metody przygotowania próbek  
– izolacja, wzbogacanie i oczyszczanie  

Próbki środowiskowe zawierają w swoim składzie substancje  
interferujące zwane naturalną organiczną materią (NOM), takie jak np.: 
substancje humusowe, barwniki, hormony roślinne, tłuszcze, białka,  
cukry i inne. Ponadto, występowanie większości oznaczanych analitów  
w bardzo niskich stężeniach i różnice we właściwościach fizykochemicz-
nych utrudniają ich bezpośrednią analizę. Dlatego przygotowanie próbek 
(ang. sample pretreatment) jest najważniejszym etapem procedury anali-
tycznej (rys. 1). W dużej mierze decyduje o jakości wyników analizy i jest 
procesem czasochłonnym. Głównymi założeniami tego skomplikowanego 
etapu są: zmiana matrycy na mniej złożoną, izolacja analitów, usunięcie 
substancji przeszkadzających oraz wzbogacenie próbki [2, 7]. 
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Rys. 1. Ogólny schemat procedury analitycznej 

2.1. Techniki ekstrakcyjne 

Ze względu na łatwość użycia i szerokie zastosowanie do najpo- 
wszechniej stosowanych metod izolacji związków organicznych z próbek 
środowiskowych zalicza się techniki ekstrakcyjne. Ekstrakcja analitów 
jest bardzo ważnym etapem przygotowania próbki, pozwalającym na wy-
dzielenie pożądanych związków z próbki pierwotnej i przeniesienie ich do 
matrycy mniej złożonej. Ponadto może stanowić etap oczyszczania próbki, 
umożliwiając identyfikację substancji podczas oznaczenia końcowego. 
Wybór odpowiedniej techniki zależy od rodzaju analitów, interferentów 
oraz ich właściwości fizykochemicznych. Na wydajność ekstrakcji mają 
wpływ czynniki takie, jak rodzaj rozpuszczalnika, temperatura, czas eks-
trakcji oraz natura badanej próbki [8]. 

2.1.1. Klasyczne techniki ekstrakcyjne – LLE i SPE 

Do metod znajdujących szerokie zastosowanie w analizie kseno-
biotyków należą ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE) oraz ekstrakcja do fazy sta-
łej (SPE). Te klasyczne techniki są zazwyczaj używane dla większych 
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objętości próbek. Niestety tradycyjna, prosta i powszechnie stosowana 
dla wielu grup związków organicznych ekstrakcja LLE ma kilka wad. 
Jest to metoda czasochłonna, z ograniczoną selektywnością w analizie 
śladowej, wysokim kosztem i zużyciem rozpuszczalników organicznych 
oraz z możliwością do tworzenia emulsji [9].  

Z tego powodu do wydzielania i wzbogacenia śladowych ilości związ-
ków organicznych z próbek ciekłych lub roztworów preferowaną metodą 
jest ekstrakcja do fazy stałej. Jej główną zaletą jest dostępność wielu  
typów sorbentów umieszczonych w kolumienkach lub dyskach, które  
w zależności od mechanizmu separacji dzielą się na polarne, niepolarne 
i wymieniacze jonowe [8]. Ksenobiotyki o charakterze hydrofobowym mo-
gą być łatwo zatężone metodą SPE, stosując dowolny sorbent w układzie 
faz odwróconych, taki jak np. żel krzemionkowy modyfikowany grupami 
alkilowymi. Niestety większość związków, w tym z grupy PPCPs, ma 
właściwości bardzo polarne. W tym wypadku preferowane są jonowy-
mienne sorbenty polimerowe i materiały w trybie mieszanym. Jednym  
z najczęściej stosowanych sorbentów do ekstrakcji pozostałości farmaceu-
tyków jest Oasis HLB (kopolimer diwinylobenzenu i winylopirolidonu), 
wykazujący równowagę hydrofilowo-lipofilową [6]. Coraz częściej do po-
prawy odzysku analitów polarnych stosowane są selektywne sorbenty, 
znane jako tzw. polimery z wdrukowanym śladem cząsteczki (MIPs). Ich 
działanie polega na rozpoznawaniu cząsteczkowym, a materiały sorpcyj-
ne otrzymuje się w stosunkowo prostym procesie polimeryzacji poprzez 
utworzenie kompleksu cząsteczki wzorca z grupami funkcyjnymi mono-
merów. Technika SPE z wykorzystaniem MIPs znalazła zastosowanie 
m.in. do izolacji i zatężenia alkilofenoli oraz różnego rodzaju farmaceuty-
ków z próbek wody, a także pestycydów fosforoorganicznych z próbek 
żywności [2, 6]. 

2.1.2. Techniki mikroekstrakcji 

Aktualne badania dotyczące analizy śladowej koncentrują się na 
miniaturyzacji, efektywności, prostocie i przyjaznych dla środowiska 
technikach ekstrakcyjnych, które doprowadziły do rozwoju metod mikro-
ekstrakcji. Metody te znajdują zastosowanie przede wszystkim do wy-
dzielania związków organicznych z próbek wodnych. Przykładem technik 
mikroekstrakcji, które dały dobre wyniki w oznaczeniu pozostałości kse-
nobiotyków, np. z grupy pestycydów, są dyspersyjna ekstrakcja ciecz- 
-ciecz (DLLME) oraz mikroekstrakcja do fazy stałej (SPME). Obydwie 
metody mają wiele zalet. SPME jest techniką prostą, bezrozpuszczalni-



174 K. Kucab, P.P. Wieczorek 

kową z krótkim czasem ekstrakcji i desorpcji. Co ważne, umożliwia bez-
pośrednie połączenie z chromatografem (w szczególności gazowym) i sto-
suje się ją zarówno do polarnych, jak i niepolarnych analitów w szerokim 
zakresie stężeń. Niestety wadą tej metody jest kruchość i łamliwość włó-
kien oraz współzawodnictwo w sorpcji analitów. W technice DLLME  
wykorzystuje się mieszaninę rozpuszczalnika o wysokiej gęstości (ekstra-
henta) oraz polarnego rozpuszczalnika mieszającego się z wodą (dysper-
gatora), dlatego też jej wydajność w dużej mierze zależy od doboru odpo-
wiedniej mieszaniny rozpuszczalników. Zaletami tej mikroekstrakcji są 
przede wszystkim: prostota operacji, szybkość, niski koszt, duży odzysk 
oraz wysoki współczynnik wzbogacenia. Dobór ekstrahenta oraz mikroli-
trowe objętości lotnych rozpuszczalników organicznych przy wyższej 
temperaturze otoczenia mogą stanowić utrudnienia [10–12]. Z powodze-
niem wykorzystuje się ją do ekstrakcji i wzbogacenia polarnych związków 
organicznych, a w połączeniu z innymi technikami może być stosowana 
również do ekstrakcji nieorganicznych ksenobiotyków, takich jak metale 
ciężkie (np. zastosowanie techniki DLLME-SFO) [13]. 

2.1.3. Ekstrakcja membranowa 

Techniki membranowe stanowią grupę technik, które mogą po-
tencjalnie rozwiązać problemy tradycyjnych metod ekstrakcyjnych. Dzieli 
się je najczęściej w zależności od rodzaju i porowatości stosowanej mem-
brany. Ogólnie membranę definiuje się jako selektywną barierę służącą 
do pasywnego bądź aktywnego transportu masy pomiędzy dwiema faza-
mi. Spośród różnych technik membranowych powszechnie stosowaną 
metodą jest ekstrakcja wykorzystująca immobilizowane membrany ciekłe 
(SLM). Ich główną zaletą jest możliwość jednoczesnego wydzielania, za-
tężania i oczyszczania, natomiast wadą – niestabilność ciekłej membra-
ny. Znajdują zastosowanie głównie dla średniopolarnych oraz polarnych 
związków jonowych. Membrany ciekłe z powodzeniem wykorzystano do 
izolacji, wzbogacenia oraz oczyszczenia ksenobiotyków, takich jak herbi-
cydy, jony metali, nitrofenole czy fluorochinolony z próbek środowisko-
wych. Innym przykładem techniki membranowej stosowanej w analizie 
ksenobiotyków jest ekstrakcja przy użyciu mikroporowatych membran  
w układzie ciecz-ciecz (MMLLE). Stosuje się ją głównie do niejonowych 
związków hydrofobowych (np. surfaktantów). Technika ta wykorzystuje 
małe objętości próbek, umożliwia połączenie on-line z analitycznymi in-
strumentami, ale w porównaniu z SLM związki te nie są ponownie eks-
trahowane [2, 9]. 
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3. Metody oznaczania ksenobiotyków  
w próbkach o złożonym składzie matrycy 

W ciągu ostatnich lat opracowano wiele metod oznaczania che-
micznych zanieczyszczeń w próbkach środowiskowych i żywności. Ze 
względu na fakt, iż większość próbek rzeczywistych charakteryzuje się 
złożonym składem matrycy, istnieje konieczność opracowania lub dopra-
cowania już istniejących metod w celu osiągnięcia wystarczająco niskich 
granic wykrywalności. Do jakościowego i ilościowego oznaczania pozosta-
łości ksenobiotyków wykorzystuje się głównie techniki separacyjne, takie 
jak techniki chromatograficzne (HPLC, GC) czy elektroforezę kapilarną 
(CE) z tendencją do miniaturyzacji oraz w kombinacji z różnym typem 
detekcji (np.: MS, DAD, ECD, FID). Techniki te łączą wspólne cechy, ta-
kie jak np.: możliwość rozdziału złożonych mieszanin, w tym izomerów  
i homologów, zdolność połączenia z szerokim zakresem selektywnych  
i czułych detektorów, dostosowanie procedury do objętości próbki, zarów-
no mikro jak i makro oraz możliwość automatyzacji [14–15]. Wymienione 
zalety powodują, że metody te górują nad tradycyjnymi technikami anali-
tycznymi. Ze względu na mniejszą czułość oraz fakt, że znaczna część 
ksenobiotyków jest obojętna w szerokim zakresie pH, techniki elektrofo-
retyczne są rzadziej stosowane w porównaniu np. z chromatografią cie-
czową. Jednakże po optymalizacji odpowiednich warunków mogą być 
interesującą alternatywą i stanowić drugą niezależną metodę potwier-
dzenia wyników. W wypadku chromatografii gazowej często konieczne 
jest zastosowanie dodatkowego etapu, derywatyzacji (np. do oznaczania 
farmaceutyków). Metoda ta jest odpowiednia do analizy lotnych lub pół-
lotnych oraz termicznie stabilnych związków, dlatego z powodzeniem 
znajduje zastosowanie w analizie pestycydów [6, 16]. 

W odniesieniu do związków PPCPs interesującą grupą są filtry prze-
ciwsłoneczne. Doniesienia literaturowe wskazują, że niektóre z nich wy-
kazują działanie endokrynne, a ze względu na swoją budowę i lipofilo-
wość są łatwo wchłaniane przez skórę i mogą być przenoszone z mlekiem 
matki. W związku z tym systemy wodne (np. baseny kąpielowe) stały się 
obiektem monitorowania obecności tych związków. Przykładem jest 
oznaczenie 4-benzylidenokamfory, benzofenonu-3 i 4-metoksycynamonia-
nu 2-etyloheksylu w próbkach wody z basenu kąpielowego. Jako metodę 
przygotowania próbki wykorzystano SPE z zastosowaniem sorbentu C18, 
a oznaczenie końcowe wykonano przy użyciu chromatografii gazowej 
sprzężonej ze spektrometrią mas (GC-MS). Uzyskany limit detekcji (LOD) 
dla badanych związków był na poziomie ng/l [17]. 
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Innym przykładem jest oznaczenie antybiotyków penicylinowych  
w próbce takiej żywności, jak mięso wołowe. Zhomogenizowaną próbkę 
mięsa poddano ekstrakcji rozpuszczalnikowej (woda, acetonitryl). Następ-
nie, po odwirowaniu, zatężeniu i doprowadzeniu do odpowiedniego pH, eks-
trakt oczyszczano na różnego typu kolumienkach SPE (ISOLUTE® ENV+, 
Oasis HLB, Oasis Max, C18) i poddano analizie przy użyciu HPLC-MS. 
Uzyskany LOD był na poziomie µg/kg [18]. 

Niektóre procedury wymagają zastosowania kilku technik ekstrak-
cyjnych. Interesującym przykładem jest analiza herbicydów triazyno-
wych w próbkach soków owocowych. Za pomocą metody elektroforetycz-
nej (CE) oraz z wykorzystaniem połączenia dwóch metod wydzielania, 
oczyszczania i zatężania – SLM i SPE zidentyfikowano oznaczane związ-
ki, uzyskując wysoki współczynnik wzbogacenia oraz satysfakcjonujące 
limity oznaczalności i wykrywalności (na poziomie µg/l). Gdzie wcześniej 
wykorzystanie jedynie techniki SLM dało słaby efekt zatężenia, a zasto-
sowanie wyłącznie SPE nie pozwoliło na odpowiednie oczyszczenie ma-
trycy soków pozwalające na ich oznaczenie i identyfikację [2]. 

4. Perspektywy 

Ksenobiotyki to liczna i zróżnicowana grupa związków chemicz-
nych, przyczyniająca się w wyraźny sposób do rozwoju gospodarki, a jed-
nocześnie stanowiąca zagrożenie dla środowiska naturalnego i zdrowia 
człowieka. Ze względu na toksyczność tych związków, ich trwałość, zdol-
ność do bioakumulacji w tkankach organizmów żywych, łatwość przenika-
nia do środowiska, odporność na warunki biochemiczne i atmosferyczne 
związki te zasługują na szczególną uwagę w chemii analitycznej i środowi-
skowej. Istotne jest zatem opracowanie prostych, czułych, efektywnych,  
a co ważne zgodnych z zasadami zielonej chemii metod izolacji i oznacza-
nia ksenobiotyków w próbkach o złożonym składzie matrycy. Opracowane 
nowe metody mogą zatem stanowić użyteczne narzędzia do oceny stopnia 
zanieczyszczenia środowiska oraz pozwolić na monitorowanie wielu związ-
ków organicznych występujących w bardzo niskich stężeniach. 
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1. Wstęp 

Nowotwory należą do najgroźniejszych i najpoważniejszych cho-
rób cywilizacyjnych dzisiejszych czasów. Skuteczna i bezpieczna terapia 
przeciwnowotworowa stanowi cel pracy wielu zespołów badawczych na 
całym świecie. Wśród różnych metod leczenia raka ważne miejsce zajmu-
je chemioterapia [1, 2], w której wykorzystuje się leki cytostatyczne [3, 4]. 
Zasada ich działania polega na zaburzeniu cyklu komórkowego i powo-
dowaniu śmierci komórki bądź zahamowaniu jej rozwoju. Niestety, leki 
te uszkadzają również zdrowe komórki, skąd nieustannie trwają badania 
nad nowszymi cytostatykami, które będą działały bardziej wybiórczo  
i mniej toksycznie w stosunku do zdrowych komórek. 

Większość leków może być klasyfikowana jako słabe kwasy bądź słabe 
zasady. Dlatego jednym z podstawowych parametrów charakteryzujących 
farmaceutyk jest wartość stałej kwasowości (pKa) [5], zdefiniowanej jako 
ujemny logarytm dziesiętny ze stałej równowagi dysocjacji kwasu (Ka). 
Od tej wartości oraz od pH roztworu zależy postać farmaceutyku, który  
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w danych warunkach może być obojętną cząsteczką bądź występować  
w formie zjonizowanej. Forma zjonizowana leku zapewnia rozpuszczal-
ność w środowisku wodnym, związany z tym transport w krwioobiegu  
i umożliwia oddziaływanie z receptorami. Z kolei forma niezjonizowana 
umożliwia przenikanie błon komórkowych. Dotarcie leków doustnych do 
krwioobiegu jest możliwe dzięki wchłonięciu w żołądku (pH 1–3) lub  
w jelicie (pH 7–8) [5]. Aby było to możliwe, farmaceutyk musi pokonać 
fosfolipidową warstwę o charakterze hydrofobowym. Dlatego leki pokonu-
ją barierę tłuszczową w formie niezjonizowanej (rys. 1). 

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

W wypadku leków przeciwnowotworowych istotny jest jeszcze jeden 
aspekt związany z ich kwasowością. Ponieważ wewnątrz komórki nowo-
tworowej pH jest mniejsze od 7, a na zewnątrz jest bliskie neutralnemu, 
to transport farmaceutyku do takiej komórki jest bardzo silnie uzależ-
niony od jego kwasowości [6]. Dlatego tak istotne jest zgłębienie proble-
mu kwasowości leków przeciwnowotworowych. 

Właściwości kwasowo-zasadowe mają też ogromny wpływ na sposób 
dystrybucji farmaceutyku w środowisku. W ostatnich latach bardzo dużo 
prac poświęca się ryzyku związanemu z rozprzestrzenianiem się leków 
przeciwnowotworowych w środowisku [7–9]. Ich silne działanie cytoto- 
ksyczne nie może być obojętne dla ekosystemu. Rozprzestrzenianie far-
maceutyku w środowisku odbywa się głównie drogą wodną, a więc postać 
zjonizowana leku przeciwnowotworowego ma większe możliwości prze-
mieszczania się. 

2. Cel badań 

Naszym celem było zbadanie równowag kwasowo-zasadowych,  
w tym wyznaczenie stałych kwasowości pKa oraz określenie preferowa-
nych miejsc potonowania i deprotonowania powszechnie stosowanego leku 
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cytostatycznego, jakim jest 5-fluorouracyl (rys. 2) za pomocą metod obli-
czeniowych. Znajomość precyzyjnej wartości pKa farmaceutyku umożliwi 
dokładne przewidywanie stężenia jego postaci kationowej, anionowej 
bądź obojętnej w różnych wartościach pH. Wskazanie miejsca protono-
wania bądź deprotonowania farmaceutyku pozwoli też lepiej poznać za-
leżność pomiędzy strukturą leku a jego aktywnością. Wiedza tego rodzaju 
jest niezbędna do zrozumienia mechanizmu działania leku, mechanizmu 
uodporniania się organizmu oraz do umiejętnego projektowania nowych 
farmaceutyków. 

3. Metodyka 

Strukturę podstawową oraz struktury tautomeryczne 5-fluoro-
uracylu przygotowaliśmy w programie MOLDEN [10]. Do obliczeń wyko-
rzystaliśmy Metody Teorii Funkcjonałów Gęstości (DFT) [11]. Zbudowane 
struktury poddaliśmy optymalizacji w fazie gazowej za pomocą dwóch 
funkcjonałów: B3LYP [12–13] i M062X [14]. Pierwszy z nich jest funkcjo-
nałem bardzo popularnym, o szerokim spektrum wykorzystania w roz-
wiązywaniu zagadnień chemicznych. Drugi z nich to funkcjonał nowszej 
generacji, który pozwala uwzględnić w obliczeniach oddziaływania dys-
persyjne. Optymalizację wykonaliśmy również w wodzie, wykorzystując 
do tego model solwatacyjny SCRF-PCM (Self-Consistent Reaction Field – 
Polarizable Continuum Model) [15]. Obliczenia przeprowadziliśmy z uży-
ciem dwóch baz funkcyjnych: 6-311++G** oraz aug-cc-pVDZ. Znalezione 
podstawowe struktury niskoenergetyczne posłużyły mi do przygotowania 
odpowiednich struktur protonowanych i deprotonowanych, z uwzględnie-
niem wszystkich miejsc potencjalnie zdolnych do przyłączania/oddawania 
protonów. Struktury te zostały następnie zoptymalizowane w fazie gazo-
wej oraz w fazie wodnej. 
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4. Wyniki 

5-Fluorouracyl jest cząsteczką sztywną, pozbawioną swobody 
konformacyjnej. Lek ten natomiast może występować w czterech formach 
tautomerycznych (rys. 3). 
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Rys. 3. Struktury czterech form tautomerycznych 5-fluorouracylu 

Wartości energii względnej, otrzymane w wyniku optymalizacji po-
szczególnych struktur, zostały przedstawione na rysunku 4. Niezależnie 
od wybranej metody zdecydowanie najniżej energetyczna okazała się 
struktura 1. 

 

Rys. 4. Energie względne [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 zbudowaliśmy struktury protono-
wane i deprotonowane (rys. 5). 

W tabeli przedstawiono wartości energii swobodnej Gibbsa oraz pKa 
struktury 1 obliczone za pomocą dwóch funkcjonałów. 

Tabela. Energie swobodne Gibbsa [a.u.] oraz pKa struktury 1 obliczone za pomocą funk- 
 cjonałów: B3LYP/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 f.gaz. –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. O2 Struktura 1 S1 prot. O4 S1 prot. O2 

G f.gaz. –514,1540 –514,4701 –514,4576 –513,9618 –514,2745 –514,2633 

pKa –25,43 –27,04 –28,41 –30,45 

Z wyników otrzymanych metodą B3LYP można wywnioskować, iż 
struktura 1 5-fluorouracylu łatwiej oddaje proton z atomu azotu N1 (war-
tość pKa 5,05) niż z atomu azotu N3 (wartość pKa 7,58). Tę samą tendencję 
można zaobserwować w wypadku metody M062x, według której stałe 
kwasowości tych samych protonów wynoszą odpowiednio 2,45 (N1) i 5,56 
(N3). Większa kwasowość protonu zlokalizowanego na azocie N1 prawdo-
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podobnie spowodowana jest obecnością fluoru w pozycji C5 pierścienia. 
Obie deprotonowane struktury N1 i N3 są stabilizowane rezonansem 
(rys. 6), przy czym struktura deprotonowana N3 ma ładunek zdelokali-
zowany na atomy tlenu dwóch grup karbonylowych. Struktura deproto-
nowana N3 również ma ładunek zlokalizowany na atomy tlenu dwóch 
grup karbonylowych, ale dodatkowo także na atom węgla C5. Sąsiadują-
cy z atomem węgla C5 fluor efektem indukcyjnym powoduje dodatkowe 
rozmycie ładunku ujemnego, stabilizując odpowiadającą tej sytuacji 
strukturę rezonansową. 
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Rys. 6. Struktury rezonansowe deprotonowanych postaci N3 i N1 

Porównując otrzymane wyniki z danymi eksperymentalnymi (pKa  
5-fluorouracylu 7,6–8,0) [8, 16], wnioskujemy, że metoda B3LYP daje 
poprawniejsze wartości pKa. 

5. Perspektywy 

Kolejnym etapem naszych prac będzie wyznaczenie stałych kwa-
sowości pięciu innych leków przeciwnowotworowych, jakimi są: cyklofos-
famid, ifosfamid, metotreksat, imatinib oraz tamoksyfen (rys. 7). 

Budując struktury podstawowe cyklofosfamidu oraz ifosfamidu, 
uwzględnimy dwie możliwe konformacje krzesłowe pierścienia sześcio-
członowego, rozpatrując tym samym położenie aksjalne i ekwatorialne 
podstawników fosforu. Wykonamy także rotację wokół wszystkich wiązań 
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Rys. 7. Pozostałe badane leki przeciwnowotworowe 

pojedynczych. Uzyskamy w ten sposób pełną reprezentację rotamerów 
tych związków, a struktury niskoenergetyczne posłużą nam do zbudowa-
nia czterech struktur protonowanych i jednej deprotonowanej. 

Podczas budowania struktur wyjściowych tamoksyfenu uwzględnia-
my dwie możliwe geometrie wiązania podwójnego (Z i E) oraz wykonuje-
my rotację wokół wiązań pojedynczych. Bliskość przestrzenna pierścieni 
aromatycznych w tamoksyfenie uniemożliwia ich ułożenie koplanarne 
względem wiązania podwójnego. Podobnie jak w przypadku poprzednich 
związków, uzyskane struktury najniżej energetyczne wykorzystamy do 
zbudowania układów protonowanych. 

Metotreksat oraz imatinib są lekami strukturalnie bardzo złożonymi. 
Charakteryzują się dużą swobodą konformacyjną. W celu znalezienia 
najtrwalszej struktury wykonujemy rotację wokół wiązań pojedynczych. 
Struktury o najniższej energii posłużą nam do zbudowania struktur pro-
tonowanych lub deprotonowanych. 
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Wykaz skrótów: 
ATP  – zwłóknienie układowe adenozyno 5’-monofosforan 
MIC  – minimalne stężenie hamujące 
MBC  – minimalne stężenie bakteriobójcze 
IZD  – średnica strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojów 
MGd  – moteksafiryna gadolinu 
NADPH  – dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 
ROS  – reaktywne związki tlenu 
MRI  – magnetyczny rezonans jądrowy 
DOTA  – kwas 1,4,7,10-tetraazacyclododekane-1,4,7,10-tetra octowy 
D03A  – kwas 1,4,7,10-tetraazacyclododekane-1,4,7-tri octowy 
DTPA  – kwas dietyleno triamino penta octowy 
BMA  – bis-metyloamid 
HP  – 10-2-hydroksopropyl 
NSF  – nefrogenne 

1. Wstęp 

Badania nad medycznym zastosowaniem związków zawierają-
cych jony lantanowców (jonów metali ziem rzadkich) jest bardzo ważnym 
nurtem badań od XIX w. Od 1960 r. znane są kompleksy lantanowców 
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wykazujące właściwości farmakologiczne, takie jak: antykoagulacyjne, 
przeciwzapalne, antybakteryjne, antyalergiczne i przeciwnowotworowe. 
Kompleksy jonów lantanowców wykorzystywane są także jako środki  
w leczeniu oparzeń [1]. 

Właściwości biologiczne jonów lantanowców opierają się głównie na 
podobieństwach do jonów wapnia, co stało się podstawą do badań nad 
potencjalnymi zastosowaniami tych jonów w medycynie. 

Jednym z najwcześniejszych zastosowań terapeutycznych jonów lan-
tanowców było wykorzystanie szczawianu ceru jako środka przeciwwy-
miotnego. Po raz pierwszy opisany w połowie XIX w. preparat ten do-
stępny był aż do połowy XX w. Mechanizm działania tego związku nigdy 
nie został wyjaśniony ale, jako substancja nierozpuszczalna, najprawdo-
podobniej działa lokalnie w obrębie układu pokarmowego. Ponadto, na 
początku XX w. sole metali ziem rzadkich były używane do leczenia gruź-
licy. Później stwierdzono, że lantanowce mają właściwości przeciwzakrze-
powe, ale ich stosowanie utrudniały poważne skutki uboczne wywoływane 
działaniem preparatów zawierających jony lantanowców. Stwierdzenie, iż 
chlorek lantanu zmniejsza nadmierne osadzanie wapnia, czym opóźnia 
proces powstawania blaszki miażdżycowej, doprowadziło do badania wła-
ściwości przeciwmiażdżycowych tej grupy związków. Węglan lantanu 
(Fosrenol) stosuje się jako środek wiążący fosforany w leczeniu hiperfos-
fatemii u dializowanych pacjentów (zatwierdzony w USA i Europie). Lek 
jest alternatywą, bez negatywnych skutków, dla dotąd stosowanych pre-
paratów zawierających sole wapnia i glinu [2]. 

Najszersze zastosowanie medyczne, zwłaszcza w diagnostyce obrazo-
wej, znalazły związki kompleksowe gadolinu. Substancje te są szeroko 
stosowane w obrazowaniu za pomocą rezonansu magnetycznego zarówno 
w profilaktyce w celu zdiagnozowania ewentualnych stanów chorobo-
wych, jak również w celu monitorowania postępów leczenia. 

W niniejszej pracy przedstawiono najnowsze postępy i sukcesy w ba-
daniach nad terapeutycznym zastosowaniem jonów lantanowców. 

2. Biochemia jonów lantanowców 

Biologiczne właściwości jonów lantanowców w głównej mierze 
opierają się na ich podobieństwie do jonu wapnia. Podobieństwo jonów 
jest efektem zbliżonego promienia jonowego kationu wapnia (99 pm)  
i kationów lantanowców (od 103 pm dla jonu lantanu do 86 pm dla jonu 
lutetu), różniących się ładunkiem, który w wypadku jonów lantanowców 
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jest wyższy. Wraz ze wzrostem ładunku jądra od lantanu do lutetu przy 
niezmiennej liczbie powłok elektronowych, a jedynie zmianie liczby elek-
tronów walencyjnych, rośnie elektrostatyczne przyciąganie elektronów 
przez jądro, czego konsekwencją jest zmniejszenie promienia atomowego 
i jonowego lantanowców. Zjawisko to nazwano kontrakcją lantanowców. 

Jony lantanowców występują na trzecim stopniu utlenienia w warun-
kach fizjologicznych, z wyjątkiem ceru i europu, które w tych warunkach 
preferują czwarty stopień utlenienia. Ze względu na duże podobieństwo 
jonów lantanowców do jonu wapnia wykazują one powinowactwo do 
miejsc wiążących te jony i charakteryzują się wyższym niż jon wapnia 
powinowactwem do wiązania cząsteczek wody. 

Jony lantanowców tworzą związki kompleksowe o trwałości podobnej 
jak jony wapnia. Trwałość tych kompleksów rośnie ze zmniejszaniem się 
promienia jonowego, przeciwnie niż liczba koordynacyjna, która w obrę-
bie grupy maleje od lantanu do lutetu. Stosunkowo duże rozmiary jonów 
lantanowców powodują, że mogą one tworzyć związki kompleksowe,  
w których osiągają 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 lantanowców nie mają możliwości przenikania przez błonę ko-
mórkową i wnikania do wnętrza komórki, ale mają zdolność do selektyw-
nego blokowania kanałów transportujących jony wapnia do wnętrza ko-
mórki. Ponadto, mogą utrudniać skurcze mięśni gładkich, szkieletowych 
oraz mięśnia sercowego poprzez blokowanie wiązania jonu wapnia  
z adenozyno-5′-trifosforanem (Ca2+-ATP) w retikulum endoplazmatycz-
nym komórek mięśniowych. Pomimo że jony lantanowców nie mają do-
stępu bezpośrednio do organelli komórkowych, są stosowane jako sondy  
w badaniu transportu jonów wapnia w mitochondriach i innych organel-
lach. Tendencja do blokowania kanałów transportujących zwiększa się 
wraz ze wzrostem promienia jonowego lantanowca Ho3+ ≈ Y3+ ≈ Yb3+ ≥ Er3+ > 
> Gd3+ > Nd3+ > Ce3+ > La3+. 

Kolejnym efektem działania jonów lantanowców jest blokowanie wa-
zopresyny, hormonu antydiuretycznego odpowiedzialnego za zagęszcza-
nie moczu oraz stymulującego wydzielanie jonów wapnia i manganu(II)  
poprzez błonę hepatocytów. Wpływają także na wydzielanie neurotrans-
miterów, takich jak epinefryna, dopamina czy serotonina, które są przy-
kładami receptorów blokujących kanały wapniowe. Blokowanie tych  
kanałów w mięśniach ma potencjalne zastosowanie terapeutyczne np.  
w dystrofii mięśniowej Duchennego, powodującej nieodwracalny zanik 
mięśni (rys. 1) [5]. 
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Rys. 1. Funkcje jonu wapnia w organizmie [6] 

Inną ważną funkcją jonów lantanowców jest zdolność do zastępowania 
jonów wapnia, a także innych jonów metali, takich jak magnez, żela-
zo(III) czy mangan(II), w białkach [4]. Stwierdzono, że działanie enzy-
mów wapniowozależnych może być inhibitowane przez jony lantanowców. 
W niektórych wypadkach działanie enzymów wapniowozależnych jest 
aktywowane znacznie mocniej przez jony lantanowców niż przez jony 
wapnia. Sugeruje się, że efekt hamujący lub stymulujący jonów lanta-
nowców może wynikać z funkcji, jaką pełni wapń w naturalnych enzy-
mach. W przypadku, gdy jony wapnia pełnią rolę katalityczną, zastąpie-
nie go lantanowcem prowadzi do dezaktywacji enzymu, natomiast gdy 
jon wapnia pełni rolę inhibitującą, wzmocnienie działania wynikające  
z wprowadzenia jonu lantanowca uzależnione jest od jego promienia jo-
nowego. Jeżeli jednak jon wapnia pełni rolę czynnika strukturalnego, 
zastąpienie go jonem lantanowca w wielu wypadkach prowadzi do zaniku 
aktywności enzymu. Przykładem enzymu, którego aktywność blokowana 
jest przez jony lantanowców, jest nukleaza stalifokokowa należąca do 
enzymów typu cytochromu P450 – zaangażowanych w procesy krzepnię-
cia krwi, takie jak aktywacja protrombiny. Inny mechanizm, w którym 
czynny udział biorą jony lantanowców to, koagulacja. Enzymy odpowie-

wymiennik 
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dzialne za te procesy zawierające trypsynę oraz acetylocholinostazę są 
stymulowane jonami lantanowców, np. wpływają na kalmodulinę (białko 
zawierające wapń), powodując polimeryzację kolagenu oraz aktyny G [2]. 

3. Właściwości antybakteryjne  
kompleksów lantanowców 

W kilku ostatnich dekadach w medycynie i farmacji obserwowa-
ny jest intensywny rozwój badań nad nowymi materiałami, które wyka-
zują aktywność antybakteryjną. Kompleksy lantanowców są związkami, 
które mogą znaleźć zastosowanie jako aktywne biologicznie materiały  
ze względu na specyficzną konfigurację elektronową (możliwość osiągania 
wysokich liczb koordynacyjnych), dużą elastyczność otoczenia koordy-
nacyjnego jonów metali (możliwość dość łatwej zmiany budowy sfery ko-
ordynacyjnej) oraz ze względu na ich szczególne fizykochemiczne właści-
wości [7]. 

Właściwości antybakteryjne związków badane są metodą seryjnych 
rozcieńczeń w roztworze oraz metodą dyfuzyjno-krążkowa (metoda Kirby- 
-Bauera) na nośnikach stałych. Parametrami charakteryzującymi wła-
ściwości bakteriobójcze kompleksów są minimalne stężenie hamujące 
(MIC [g/mL], ang. Minimal Inhibitory Concentration) – najmniejsze 
stężenie środka bakteriobójczego hamujące wzrost drobnoustrojów; mi-
nimalne stężenie bakteriobójcze (MBC [mg/mL], ang. Minimal Bactericidal 
Concentration) – najmniejsze stężenie środka bakteriobójczego oznaczone 
w warunkach in vitro, przy którym ginie 99% drobnoustrojów oraz śred-
nica strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojów (IZD [mm; cm], (ang. 
Inhibition Zone Diameters) – jest to obszar, w którym bakterie nie są  
w stanie się rozwijać [8]. Ligandy oraz tworzone przez nie kompleksy  
z jonami lantanowców testuje się zwykle przeciwko bakteriom Gram-do-
datnim (Salmonella typhi, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus agalactiae i Bacillus subtilis) i Gram-ujemym (Escherichia 
coli, Aeromonas aquariorum, Serratia marcescens i Pseudomonas aerugi-
nosa), wykorzystując antybiotyki (Kanamycine, Chloramphenicol, Ampi-
cillin, Amoxicillin and Gattifloxacin) jako układ odniesienia [9, 10]. 

Ligand typu zasady Schiffa (rys. 2) oraz sześć jego kompleksów z jo-
nami lantanowców o ogólnym wzorze [LnL1(NO3)2 H2O]NO3, gdzie: Ln to 
Pr(III), Sm(III), Gd(III), Tb(III), Er(III) oraz Yb(III); L1 to sól sodowa kwa-
su 2-[(5-bromo-2-hydroksy-benzylideno)-amino]-3-hydroksypropionowego, 
poddano testom antybakteryjnym, wykorzystując metodę dyfuzyjno-krąż-
kową, określając średnicę strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojów. 
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Rys. 2. Wzór soli sodowej kwasu 2-[(5-bromo-2-hydroksy-benzylideno)-amino]-3-hydroksy- 
 propionowego  liganda L1 

Roztwory badanych substancji o stężeniu 1 mg mL–1 (soli sodowej kwa-
su 2-[(5-bromo-2-hydroksy-benzylideno)-amino]-3-hydroksypropionowego  
liganda L1 i jego kompleksów) zostały przygotowane w dimetyloformami-
dzie, następnie rozcieńczone wodą destylowaną do 60, 40 do 20 g mL–1. 
Stwierdzono, że sól sodowa kwasu 2-[(5-bromo-2-hydroksy-benzylideno)- 
-amino]-3-hydroksypropionowego  ligand L1 jest aktywny biologiczne, jego 
aktywność wynika z obecności grupy iminowej. Jednak otrzymane kom-
pleksy lantanowców z tym ligandem wykazują znacznie lepsze działanie 
antybakteryjne. Tłumaczone jest to chelatacją metalu z ligandem organicz-
nym, co synergistycznie zwiększa efekt bakteriobójczy. Efekt chelatowa- 
nia zmniejsza polarność jonu metalu głównie dlatego, że jego ładunek  do-
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Rys. 3. Wyniki testów antybakteryjnych dla soli sodowej kwasu 2-[(5-bromo-2-hydroksy-
benzylideno)-amino]-3-hydroksypropionowego  liganda L1 i jego kompleksów lantanow- 
 ców (stężenie badanej próbki 60 mg ml−1) 
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datni jest częściowo dzielony z atomami donorowymi liganda, a elektrony 
zostają zdelokalizowane na powstały w wyniku koordynacji jonu metalu 
przez ligand pierścień chelatowy. W szeregu Pr(III), Sm(III), Gd(III), 
Tb(III), Er(III), Yb(III) najlepsze właściwości antybakteryjne obserwuje 
się dla kompleksów jonów Sm(III) i Gd(III) (rys. 3) [11]. 

Kolejnymi przykładami związków lantanowców, dla których zbadano 
właściwości antybakteryjne, są kompleksy czterofunkcyjnego liganda 
N,N′-bis(1-naftalenodiamino)-o-fenylenodiaminy  L2 (rys. 4) typu zasady 
Schiffa, który otrzymano w wyniku reakcji kondensacji 2-hydroksynaf-
talenu i o-fenylenidiaminy. Otrzymano osiem kompleksów o ogólnym 
wzorze [LnL2(NO3)2(H2O)x](NO3), gdzie Ln = Nd(III), Dy(III), Sm(III), 
Pr(III), Gd(III), Tb(III), La(III) and Er(III), x = 0 dla Nd(III), Sm(III); 1 dla 
La(III), Gd(III), Pr(III), Nd(III), Dy(III) i 2 dla Tb(III). 

 

Rys. 4. Wzór liganda N,N′-bis(1-naftalenodiamino)-o-fenylenodiaminy  L2 

Działanie antybakteryjne liganda N,N′-bis(1-naftalenodiamino)-o-feny-
lenodiaminy  L2 i jego kompleksów oszacowano przez minimalne stężenie 
hamujące (MIC g/mL) z zastosowaniem metody seryjnych rozcieńczeń. 
MIC oznaczano dla liganda N,N′-bis(1-naftalenodiamino)-o-fenylenodiami-
ny  L2 i jego kompleksów wobec różnych typów Gram-dodatnich i Gram- 
-ujemnych bakterii, a wyniki badań zestawiono w tabeli. 

Przedstawione dane wskazują, że ligand N,N′-bis(1-naftalenodiami-
no)-o-fenylenodiamina  L2 wykazuje działanie antybakteryjne przeciwko 
P. aereuguinosa i E. coli, natomiast nie wykazuje tych właściwości w sto-
sunku do P. vulgaris, S. dysenteriae, S. aureus, Klebsiella i Serratia. Wszyst-
kie otrzymane kompleksy lantanowców, z wyjątkiem kompleksów jonów 
Er(III) i Dy(III), odznaczają się dobrą aktywnością antybakteryjną w sto-
sunku do S. aureus. Kompleksy jonów La(III) i Pr(III) wykazują najwyż-
szą aktywność przeciwko S. aureus, a minimalne stężenie hamujące wy-
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nosi odpowiednio 1,95 dla kompleksu jonu La(III) i 3,90 μg/mL dla kom-
pleksu jonu Pr(III). Otrzymane związki nie wykazują aktywności albo 
jest ona bardzo niska przeciwko gram-negatywnym bakteriom. Porówna-
no właściwości antybakteryjne otrzymanych związków ze standartowymi 
antybiotykami (Cephalexin i Cephradine) i stwierdzono, że właściwości 
antybakteryjne kompleksów jonów La(III) i Pr(III) przeciwko S. aureus, 
Sm(III) przeciwko Serratia oraz jonów Gd(III), La(III) przeciwko P. aeru-
guinosa są znacznie lepsze niż zastosowanych antybiotyków. Pozostałe 
kompleksy wykazują nieznaczną aktywność antybakteryjną. Podobnie 
jak w przytoczonym przykładzie kompleksy charakteryzują się znacznie 
wyższą aktywnością antybakteryjną w porównaniu z ligandem [12]. 

Tabela. Wyniki MIC (g/mL) dla otrzymanego liganda N,N′-bis(1-naftalenodiamino)-o- 
 -fenylenodiaminy  L2 i jego kompleksów 

Badany związek 

MIC, g/mL Gram (+) 
bakterie Gram (–) bakterie 

Sd Ps Pv E. coli Serratica Klebsiella Sa 

L N 62,5 N 62,5 N N N 

[DyL(NO3)2(H2O)](NO3) 250 250 125 250 N N N 

[SmL(NO3)2](NO3) N 250 N 250 62,5 N 15,6 

[PrL(NO3)2(H2O)](NO3) N 125 N 125 N N 3,9 

[NdL(NO3)2](NO3) N 62,5 N 62,5 N 125 7,8 

[LaL(NO3)2(H2O)](NO3) N 62,5 N 125 N 125 1,95 

[ErL(NO3)2(H2O)](NO3) N 125 N 125 N 125 250 

[GdL(NO3)2(H2O)](NO3) 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  działanie niewykryte 

Wyniki testów antybakteryjnych kompleksów lantanowców wskazują 
na ich umiarkowane właściwości antybakteryjne w porównaniu z aktyw-
nością ogólnie stosowanych antybiotyków. Dlatego projektowanie i synte-
za nowych związków, które mogą stać się potencjalnymi nowymi lekami 
antybakteryjnymi, wymaga dalszych badań. 



 Biologicznie aktywne kompleksy jonów lantanowców – związki nowej generacji 197 

4. Zastosowanie związków lantanowców  
w leczeniu chorób nowotworowych 

Lantanowce (radioizotopy), jak również ich połączenia odgrywają 
niezmiernie istotną rolę w diagnostyce i leczeniu chorób nowotworowych. 
Na szczególną uwagę zasługują związki gadolinu, które pełnią ważną 
rolę jako czynniki kontrastowe w diagnostyce medycznej. Związki jonów 
lantanowców ze względu na swoje potencjalne działanie antynowotworo-
we należą do grupy preparatów podlegających intensywnym badaniom. 
Pierwsze próby kliniczne dowiodły, że nawet prosta sól ceru CeI3 wykazu-
je zdolności do zwalczania tzw. guzków litych. Kompleksy jonów ceru(III), 
lantanu(III) i neodymu(III) z kumaryną i jej pochodnymi, takimi jak hy-
mekromon (silny lek o działaniu rozkurczającym), umbeliferon, warfaryna 
(antagonista witaminy K – środek przeciwzakrzepowy) oraz kumachlor 
(antykoagulant blokujący protrombinę) – rysunek 5, okazały się w pierw-
szej fazie badań klinicznych substancjami skutecznie niszczącymi ko-
mórki ludzkiej białaczki. Także kompleksy jonu ceru(III) z bipirydyną 
oraz fenantroliną są opisywane jako skuteczne czynniki hamujące in vitro 
rozwój komórek nowotworowych. Ponadto stwierdzono, że jon terbu(III) 
wykazuje właściwości wzmacniające działanie cis-platyny, powodując 
zwiększenie jej akumulacji w komórkach normalnie wykazujących od-
porność na działanie tego związku [3]. 
 

 
 

 
Kumaryna Hymekromon Umbeliferon Warfaryna 

 

 

 

Kumachlor  Bipirydyna Fenantrolina 

Rys. 5. Wzory ligandów tworzących kompleksy z jonami lantanowców o działaniu antyno- 
 wotworowym 
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Jedną z ważniejszych grup związków, która przeszła III fazę testów 
klinicznych, wykorzystywaną w leczeniu przerzutów komórek nowotworo-
wych z płuc do mózgu, są kompleksy teksafiryny z jonami lantanowcami. 
Kompleks Gd (III) z teksafiryną (rys. 6), zwany moteksafiryną gadolinu 
(MGd), swoje działanie antynowotworowe jako radio- i chemioterapeutyk 
zawdzięcza wyjątkowym właściwościom redoks [13]. 

 

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

Kompleks MGd może przyjmować elektrony np. z cząsteczek O2– i ule-
gać redukcji. W wypadku beztlenowego środowiska kompleks MGd może 
usuwać elektrony powstające w wyniku oddziaływania promieniowania 
jonizującego z wodą, powodując zwiększenie stężenia jonów hydroksylo-
wych. W obecności tlenu natomiast te same inicjujące elektrony tworzą  
z tlenem jon ponadtlenkowy i zregenerowaną formę kompleksu MGd [15]. 
Związek gadolinu z teksafiryną uważany jest za substancję, która reagu-
jąc z antyoksydantami, wytwarza reaktywne związki tlenu (ROS), takie 
jak O2–, H2O2 czy OH•. Związki te oddziałują z takimi biocząsteczkami, 
jak białka czy kwasy nukleinowe, powodując ich zniszczenie i w konse-
kwencji prowadząc do apoptozy komórki. Farmakologiczna regulacja pro-
cesów redoks, zachodzących w komórkach rakowych, za pomocą kom-
pleksu MGd powoduje wzrost stężenia substancji ROS, co znacznie 
zwiększa stres oksydacyjny stanowiący naturalny sposób na zwiększenie 
śmiertelności komórek nowotworowych. W badaniach in vitro stwierdzo-
no, że kompleks MGd powoduje przyspieszenie procesu utlenienia kwasu 
askorbinowego oraz dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH) 
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w warunkach beztlenowych, a także utlenienie glutationu i białek tiolo-
wych [16]. Podobne działanie jak MGd wykazuje kompleks teksafiryny  
z jonem lutetu, który oprócz właściwości antynowotworowych stosowany 
jest także w leczeniu miażdżycy przy chorobach serca oraz degradacji 
plamki żółtej oka [15, 17]. Ponadto, do leczenia nowotworów pochodzenia 
neuroendokrynnego w ostatnich latach zaczęto stosować izotop lutetu 177Lu 
w połączeniu z analogami somatostatyny. 

5. Diagnostyka obrazowa  
a związki kompleksowe jonów lantanowców 

Diagnostyka obrazowa (tomografia) to dział medycyny zajmujący 
się obrazowaniem zmian fizjologicznych, jak również patologicznych za-
chodzących w organizmie. Wśród metod obrazowania magnetyczny rezo-
nans jądrowy MRI (ang. magnetic resonance imaging) jest jedną z pod-
stawowych technik diagnostyki. 

Zjawisko magnetycznego rezonansu jądrowego zostało odkryte w 1938 r. 
przez Isidora Rabiego, a następnie w 1946 rozszerzone do badania cieczy 
i ciał stałych przez Felixa Blocha i Edwarda Millsa Purcella. W 1974 r. 
Paul Lauterbur oficjalnie opublikował pierwszy obraz uzyskany dzięki 
zjawisku jądrowego rezonansu magnetycznego, przedstawiający przekrój 
poprzeczny żywej myszy. Pierwsze obrazy ciała ludzkiego uzyskane za 
pomocą magnetycznego rezonansu jądrowego, które miały wartość dia- 
gnostyczną, otrzymali w 1977 r. Larry Minkoff, Michael Goldsmith oraz 
amerykański fizyk Raymond Vahan Damadian (uważany za twórcę 
pierwszego aparatu MRI). 

 
Rys. 7. Zdjęcie MRI mózgu, bez kontrastu (1), z kontrastem (2), ukazujące istnienie oponiaka  
 (łagodnego nowotworu ośrodkowego układu nerwowego) [18] 
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Pierwsze instalacje kliniczne aparatury do badań MRI na świecie 
miały miejsce na początku lat 80. XX w., natomiast w Polsce pierwszy 
aparat został uruchomiony w roku 1991. Dzięki wysokiej czułości i swoi-
stości MRI stał się jedną z najdokładniejszych metod obrazowania i jest 
wykorzystywany m.in. w diagnozowaniu nowotworów we wczesnych fa-
zach rozwoju, jak również w diagnostyce układu sercowo-naczyniowego. 
Niezwykle istotne w uzyskaniu medycznie wartościowego obrazu jest 
zastosowanie odpowiednich środków kontrastowych (rys. 7). 

Wzmocnienie obrazu MRI po podaniu środków kontrastowych zawie-
rających jony gadolinu znalazło zastosowanie w diagnostyce chorób: 
ośrodkowego układu nerwowego, układu mięśniowo-stawowego, serca, 
wątroby, nerek i nadnerczy oraz narządu rodnego. Głównym zadaniem 
MRI jest identyfikacja guzów, zmian zapalnych, a także zmian niedo-
krwienia. Podany dożylnie roztwór kompleksu gadolinu wzbogaca angio-
grafię rezonansu magnetycznego, znacznie zwiększając jakość obrazowa-
nia, zwłaszcza małych naczyń. Związki gadolinu mogą być stosowane do 
uwidocznienia, wykrycia i charakteryzacji guzów nowotworowych lub 
zmian chorobowych w obrębie głowy i kręgosłupa. Wykorzystywane są 
również do obrazowania naczyń krwionośnych (z wyjątkiem tętnic serca) 
w celu diagnostyki zwężenia i niedrożności naczyń (angiografia metodą 
rezonansu magnetycznego). 

Jako środki kontrastowe w badaniach magnetycznego rezonansu sto-
suje się związki zawierające niesparowane elektrony o relatywnie małym 
lokalnym polu magnetycznym. Pole to powoduje skrócenie czasów relaksa- 
cji T1 i T2 protonów otoczenia, wynikające z wymiany pomiędzy wodą 
wolną i wodą związaną przez środek kontrastowy. Tkanka kumulująca 
środek kontrastowy w zależności od sekwencji pomiarowej może wyka-
zywać hiperintensywność sygnału (obrazy T1 zależne) lub hipointensyw-
ność (obrazy T2 zależne), co umożliwia uzyskanie obrazu z lepszym kon-
trastem między tkankami patologicznymi i prawidłowymi. Ze względu na 
właściwości magnetyczne środki kontrastowe można podzielić na pozy-
tywne i negatywne. Do środków kontrastowych pozytywnych zaliczamy 
paramagnetyki skracające czas relaksacji T1, zawierające jony gadolinu, 
manganu, dysprozu i żelaza. W praktyce klinicznej głównie wykorzysty-
wane są paramagnetyki, których podstawowym składnikiem jest gadolin. 
Komercyjne związki kompleksowe gadolinu stosowane w diagnostyce na 
szeroką skalę 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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                 Gd‐DTPA‐BMEA                                 Gd‐DTPA2–                     Gd‐HP‐DO3A 

         

               Gd‐DTPA‐BMA                        Gd‐DOTA1–                                   Gd‐BOPTA2– 

Rys. 8. Związki kontrastowe gadolinu wykorzystywane w obrazowaniu MRI 

Związki kontrastowe gadolinu są to substancje dobrze rozpuszczalne 
w wodzie, łatwo wchłaniające się z układu krążenia oraz przewodu po-
karmowego do przestrzeni międzykomórkowych i relatywnie szybko wy-
dalane przez nerki. Na uwagę zasługuje fakt, że ich podaniu praktycznie 
nie towarzyszą objawy niepożądane. Jedyne zaobserwowane efekty 
uboczne to ból głowy i uczucie gorąca (u ok. 1–2% pacjentów). Istotne 
reakcje niepożądane odnotowano zaledwie u około 0,01% badanych.  
Z drugiej strony sugeruje się, że ekspozycja na gadolin zawarty w prepara-
tach kontrastowych może być przyczyną rozwoju nefrogennego zwłóknie-
nia układowego (NSF). Pierwsze doniesienia na ten temat opublikowano 
w 2006 r. U większości pacjentów z przewlekłą chorobą nerek, którym 
podano kompleksy jonu gadolinu, nie zaobserwowano objawów NSF, jed-
nak oszacowano, że ryzyko zachorowania na NSF u pacjentów w zaawan-
sowanym stadium przewlekłej choroby nerek po ekspozycji na gadolin 
wynosi około 2,4% i wzrasta po każdej kolejnej ekspozycji lub w przy-
padku większej dawki preparatu kontrastowego podanego jednorazowo. 
U chorych na NSF gadolin łączy się z G-proteinowymi receptorami  
typu C, w tym wapniowymi oraz glutaminianowymi. Uwolnienie jonów 
gadolinu z preparatów kontrastowych w organizmie ściśle związane jest  
z rodzajem liganda i wartością stałej trwałości utworzonego kompleksu. 
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Gadodiamid (Omniscan), gadowersetamid (OptiMark) oraz gadopentat 
(Magnevist) charakteryzują się łatwym uwalnianiem jonów Gd3+ poprzez 
transmetylację, z następczą ich chelatacją w ustroju. Zdecydowanie mniej-
szym stopniem uwalniania jonów Gd3+ odznaczają się: gadobenat (Multi- 
-Hance), kwas gadoksetowy (Primovist), gadofosfeset (Vasovist), ga- 
doterydol (ProHance), gadobutrol (Gadovist), gadoterat (Dotarem). Nie 
opisywano przypadków NSF po zastosowaniu tych preparatów. Im dłużej 
środki zawierające jon gadolinu znajdują się w organizmie, tym większe 
prawdopodobieństwo uwolnienia jonów Gd3+ i wystąpienia nefrogennego 
zwłóknienia układowego. 

6. Perspektywy 

Lantanowce i ich związki należą do grupy substancji intensywnie 
badanych zwłaszcza ze względu na ich właściwości, jakie pełnią w orga-
nizmach żywych. Ich zdolność do zastępowania jonu wapnia oraz wiąza-
nia cząsteczek wody powoduje, że są to związki intensywnie badane pod 
względem ich zastosowania w medycynie. Nie ulega wątpliwości rola 
związków kompleksowych jako substancji antybakteryjnych, jak również 
preparatów wykorzystywanych w diagnostyce medycznej. Niezwykle 
istotne wydaje się zastosowanie związków lantanowców jako związków 
nowej generacji w leczeniu chorób nowotworowych, szczególnie z zasto-
sowaniem związków biologicznie czynnych jako ligandów. Właściwości 
nowych związków kompleksowych lantanowców mogą stanowić grupę 
aktywnie czynnych nie tylko in vitro substancji antynowotworowych. 
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1. Wstęp 

1.1. Mikroelementy niezbędne dla organizmu ludzkiego 

Niektóre pierwiastki śladowe, takie jak np. miedź, cynk czy man-
gan, wchodzą w skład komórek jako materiał budulcowy, w skład hormo-
nów, a także wielu enzymów uczestniczących w procesach warunkujących 
życie. Miedź i mangan są nieodzowne w syntezie katecholamin, a cynk 
przy wytwarzaniu, magazynowaniu i wydzielaniu insuliny. Pierwiastki 
śladowe mogą być uważane za ważniejsze od witamin, gdyż nie mogą być 
syntezowane przez żywy organizm. Istotne jest, aby dostarczane były do 
organizmu ludzkiego przede wszystkim za pomocą dobrze zbilansowanej 
diety [1]. Z drugiej strony pierwiastki, które są niezbędne dla ludzkiego 
życia, mogą także być toksyczne, jeżeli będą występować w organizmie  
w nadmiarze. Dlatego ważna jest kontrola ich zawartości w żywności, jak 
również kontrola pozostałych składników pokarmowych (np. białek, tłusz-
czów, witamin) [2].  
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1.2. Biodostępność jako połączenie bioprzyswajalności  
i bioaktywności 

Informacje na temat całkowitej zawartości pierwiastków obec-
nych w produktach żywnościowych można uzyskać z wykorzystaniem 
różnych technik analitycznych, takich jak absorpcyjna spektrometria 
atomowa (AAS), optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem  
w plazmie sprzężonej indukcyjnie (ICP OES) lub spektrometria mas  
z jonizacją w plazmie sprzężonej indukcyjnie (ICP MS) [1]. Oznaczenie 
całkowitej zawartości pierwiastków nie jest równoznaczne z określeniem 
ich biodostępności, bowiem jedynie część związków dostarczanych z po-
karmem jest wchłaniana przez organizm ludzki [3]. Oprócz oznaczania 
całkowitej zawartości istotne jest poznanie formy chemicznej pierwiast-
ków, które są absorbowane z przewodu pokarmowego; zależy od tego ich 
przyswajanie bądź toksyczność. Informacje na temat wchłanianych 
związków pierwiastków uzyskiwane są dzięki badaniom nad biodostęp-
nością. Biodostępność może być zdefiniowana jako ilość małocząsteczko-
wych związków powstających w trakcie procesu trawienia, które mogą 
uzyskać dostęp do strumienia krwi i brać udział w procesach metabolicz-
nych zachodzących w organizmie ludzkim. Biodostępność jest pojęciem 
obejmującym bioprzyswajalność oraz bioaktywność, jednak ze względu na 
trudności praktyczne oraz etyczne pojawiające się podczas badania aktyw-
ności biologicznej składników pożywienia biodostępność sprowadza się 
bardziej do określania bioprzyswajalności. Pomimo że terminy biodostęp- 

 

Rys. 1. Biodostępność jako ‘suma’ bioprzyswajalności oraz bioaktywności 
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ność oraz bioprzyswajalność często są stosowane zamiennie, należy pa-
miętać, iż w biodostępności zawarta jest dodatkowo bioaktywność (rys. 1) 
[4, 5]. Określenie bioaktywności jest istotne w wypadku badań nad nie-
trawionymi składnikami pożywienia, np. wielocukrami oraz oligocukra-
mi, które pomimo że nie są wchłaniane przez organizm, to mają korzyst-
ny wpływ na ludzkie zdrowie [6]. 

1.3. Bioprzyswajalność 

Miarą bioprzyswajalności jest wielkość frakcji rozpuszczalnych  
w płynach trawiennych związków pierwiastków zdolnych do przenikania 
przez ściany jelita cienkiego, uwalnianych z matrycy produktu żywnościo-
wego i obecnych w przewodzie pokarmowym człowieka [7]. Rozpuszczal-
ność związków pierwiastków w płynach trawiennych człowieka umożliwia 
ich absorpcję, tak więc bioprzyswajalność jest wskaźnikiem biodostępności. 
Badania bioprzyswajalności dostarczają informację na temat zawartości 
oraz formy pierwiastków dostępnych oraz potencjalnie wchłanianych przez 
organizm ludzki; pomagają wykazać, czy składnik pożywienia jest efektyw-
nie trawiony oraz przyswajany. Na rzeczywistą ilość substancji odżywczych 
przyswajanych przez organizm ludzki wpływ mają: (1) czynniki związane 
ze stosowaną dietą (np. oddziaływanie analizowanych substancji z innymi 
składnikami pożywienia lub stopień ich uwolnienia z matrycy produktu 
spożywczego) oraz (2) czynniki fizjologiczne (np. płeć, wiek, geny, przebyte 
choroby). Szacowanie bioprzyswajalności jest pomocne w dobieraniu odpo-
wiedniej dawki oraz źródła pożywienia tak, aby zapewnić jak największy 
efekt odżywczy, co ma korzystny wpływ na zdrowie człowieka [5, 7, 8]. 

1.4. Badanie trawienia metodą in vivo 

Badania procesu trawienia pokarmu są stosowane w naukach  
o żywności. Prowadzi się je dwoma metodami – in vivo oraz in vitro. Tra-
wienie in vivo prowadzone jest na ludziach bądź zwierzętach. Badany 
składnik jest podawany jako komponent zbilansowanej diety, a następnie, 
po ustalonym czasie, określana jest jego ilość zatrzymana przez organizm 
ludzki (na podstawie oznaczenia różnicy zawartości składnika w spożytym 
pokarmie oraz w wydalonym kale i moczu). Prowadzenie badań na  
ludziach lub zwierzętach jest często kosztowne, zasobo- i czasochłonne,  
a także etycznie dyskusyjne. Dlatego w większości wypadków stosowany 
jest model trawienia in vitro, symulujący procesy zachodzące w przewodzie 
pokarmowym człowieka [8]. 
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1.5. Badanie trawienia metodą in vitro 

Trawienie pokarmu jest skomplikowanym procesem, w trakcie 
którego wielkocząsteczkowe związki obecne w spożytej żywności ulegają 
przekształceniu w składniki odżywcze, które wykorzystywane są do 
wzrostu i ochrony komórek ciała ludzkiego. Podczas trawienia pokarmu 
dwa główne procesy zachodzą w tym samym czasie: (1) mechaniczne – 
zmniejszanie rozmiarów cząstek żywności (głównie jama ustna oraz żołą-
dek) oraz (2) enzymatyczne – hydroliza makrocząsteczek do związków, 
które wchłaniane są do krwiobiegu (głównie żołądek oraz jelito cienkie). 
Badanie tych procesów możliwe jest dzięki zastosowaniu metod in vitro, 
które zostały opracowane jako proste narzędzia do badania drogi pokar-
mu w przewodzie pokarmowym człowieka. Oparte są one na fizjologii 
człowieka i obejmują transport pożywienia przez ściany jelit, metabolizm, 
a także przewidywanie biodostępności różnych składników żywności [9]. 
Zasadniczo metody trawienia in vitro stanowią szybką oraz niedrogą  
alternatywę dla badań in vivo, prowadzonych na ludziach lub zwierzę-
tach. Modele in vitro pozwalają na uzyskanie dokładnych rezultatów  
w krótkim czasie i dlatego mogą być odpowiednim narzędziem do kontroli 
spożywanych produktów spożywczych. Wyniki otrzymywane za pomocą 
tych metod oparte są na tworzeniu frakcji przyswajalnej, która reprezen-
tuje maksymalne stężenia pierwiastków rozpuszczalnych w płynach tra-
wiennych [10]. Postępowanie in vitro powinno naśladować procesy zacho-
dzące w dwóch lub trzech obszarach układu pokarmowego (tj. jama 
ustna, żołądek, jelito cienkie). Najbardziej popularne jest dwuetapowe 
postępowanie mające na celu odwzorowanie trawienia żołądkowego oraz 
jelitowego z zastosowaniem roztworów enzymów trawiennych, w skład 
których wchodzą głównie amylaza (obecna w jamie ustnej, odpowiedzial-
na za wstępną hydrolizę węglowodanów), pepsyna (obecna w żołądku, 
powoduje wstępny rozkład wielkocząsteczkowych białek), pankreatyna 
(obecna w jelicie cienkim mieszanina lipazy – trawienie tłuszczów, prote-
azy – trawienie białek, amylazy – trawienie cukrów), a także sole żółcio-
we (powodują emulgację tłuszczów oraz wspomagają ich wchłanianie  
w jelicie cienkim) i związki nieorganiczne. Ważne jest, aby warunki 
(temperatura, środowisko, czas poszczególnych etapów, wykorzystywane 
enzymy) stosowane podczas symulacji procesu trawienia były jak naj-
bardziej zbliżone do warunków rzeczywistych procesów zachodzących  
w przewodzie pokarmowym człowieka. Próbki są inkubowane w takich 
warunkach, aby naśladować perystaltykę żołądka i jelit. W celu symu-
lacji procesu mieszania pokarmu na każdym etapie ekstrakcji enzyma-
tycznej wykorzystywane są różne techniki wytrząsania. Proces najczę-
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ściej prowadzony jest w łaźni wodnej z łagodnym mieszaniem. Podczas 
procesu ekstrakcji próbki inkubowane są w temperaturze normalnie pa-
nującej w ludzkim ciele, co pozwala enzymom trawiennym na skuteczne 
działanie [11–13]. 

Podsumowując, badania procesów zachodzących w przewodzie po-
karmowym człowieka powinny być prowadzone w następujący sposób: 

– temperatura 37C podczas wszystkich etapów procesu trawienia; 
– pH 6,5 w obecności śliny w ciągu około 2 min (etap często pomijany 

ze względu na krótki czas przebywania pokarmu w jamie ustnej); 
– pH 1–4 w obecności kwasu chlorowodorowego oraz pepsyny w ciągu 

około 3 h (symulacja trawienia żołądkowego); 
– pH 4–7,5 w obecności soków jelitowych w ciągu około 7 h (symulacja 

trawienia zachodzącego w jelicie cienkim). 
Przed analizą frakcji uzyskanych na każdym etapie badania obecne  

w nich związki metali muszą zostać oddzielone. Związki przyswajalne 
oddzielane są najczęściej za pomocą wirowania, filtracji i/lub dializy. Za-
stosowanie tych technik może wpływać na odzysk metali, co trzeba wziąć 
pod uwagę podczas opracowywania metod trawienia in vitro pierwiast-
ków śladowych. Frakcje uzyskane w wyniku symulacji trawienia mogą 
być także poddawane kolejnym procesom imitującym wchłanianie związ-
ków pierwiastków do organizmu człowieka. Postępowania te realizowane 
są głównie za pomocą ultrafiltracji lub przy użyciu membran dializacyj-
nych o odpowiedniej średnicy porów, zależnej od rozmiarów strawionych 
produktów żywnościowych. Nieliczne grupy badawcze prowadzą także 
badania z etapem symulującym wchłanianie pokarmu poprzez zastoso-
wanie kultur komórek nabłonka jelitowego (głównie Caco-2) [11]. 

2. Badania własne – oszacowanie bioprzyswajalności 
związków manganu obecnych w jagodzie czarnej 

Jagody czarne (Vaccinium Myrtillus L.) wykorzystywane są głów-
nie ze względu na swoje prozdrowotne właściwości, m.in. wspomagają 
leczenie chorób oczu, poprawiają pracę układu krążenia. Znajdujące się  
w jagodach flawonoidy mają działanie przeciwnowotworowe, natomiast 
garbniki neutralizują toksyny pokarmowe. Celem prezentowanych badań 
była ocena bioprzyswajalności wybranych pierwiastków obecnych w jago-
dach (na przykładzie manganu – duża zawartość w badanych owocach) 
poprzez zastosowanie dwuetapowej symulacji procesu trawienia in vitro  
przy użyciu roztworu pepsyny jako soku żołądkowego oraz pankreatyny 
jako soku jelitowego. Aby określić bioprzyswajalność ważnych składni-
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ków odżywczych z jagody czarnej, oszacowana została wydajność ekstrak-
cji enzymatycznej poprzez porównanie zawartości pierwiastków obecnych 
w ekstraktach trawiennych oraz całkowitej zawartości pierwiastków  
w próbkach po mineralizacji. 

Badania wykonywane były z wykorzystaniem chromatografii rozmia-
rów wykluczania (SEC), pozwalającej na rozdzielenie składników pokarmu 
w zależności od ich masy cząsteczkowej, w połączeniu ze spektrometrem 
mas z jonizacją w plazmie indukcyjnie sprzężonej (ICP MS). Oznaczenie 
całkowitych zawartości metali oraz ich zawartości w roztworach trawien-
nych prowadzone było przy użyciu ICP MS jako detektora specyficznego 
pierwiastkowo.  

W celu oznaczenia całkowitej zawartości wybranych pierwiastków 
próbki jagód poddawano mineralizacji na mokro w układzie zamkniętym, 
w obecności stężonego kwasu azotowego(V) oraz nadtlenku wodoru. Po 
mineralizacji próbki rozcieńczano wodą, a następnie dokonywano kolej-
nych rozcieńczeń przed analizą ICP MS. Roztwory próbek oraz wzorców 
przygotowane były z dodatkiem itru (89Y) jako wzorca wewnętrznego.  

Jagody czarne poddawane symulacji procesu trawienia były uprzed-
nio liofilizowane oraz homogenizowane, co pozwalało imitować proces 
rozdrabniania pokarmu w jamie ustnej. Trawienie żołądkowe symulowa-
ne było z wykorzystaniem roztworu pepsyny o pH 1,8 (ustalone za pomo-
cą kwasu chlorowodorowego) przygotowanej w roztworze chlorku sodu. 
Symulacja trawienia jelitowego prowadzona była za pomocą roztworu 
pankreatyny (mieszanina trypsyny, amylazy oraz lipazy) dodawanej do 
ekstraktu żołądkowego. Enzymy obecne w jelicie cienkim są aktywne  
w pH około 7, dlatego roztwór wodorowęglanu sodu został użyty w celu 
ustalenia odpowiedniego pH. Symulacja procesu trawienia była prowa-
dzona w temperaturze 37C, w łaźni wodnej z wytrząsaniem, przez 3 h 
na każdym etapie ekstrakcji. Frakcje przyswajalnych związków pier-
wiastków były wydzielane za pomocą wirowania oraz sączenia przez fil-
try nastrzykawkowe, a otrzymane roztwory były analizowane przy użyciu 
techniki SEC ICP MS. 

Tabela. Całkowita zawartość manganu oraz jego zawartość w ekstraktach trawiennych 

 
Całkowita zawartość 

[µg g–1] 
Ekstrakt żołądkowy 

[µg g–1 (%)] 
Ekstrakt żołądkowo-jelitowy 

[µg g–1 (%)] 

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

% całkowitej zawartości manganu 
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Owoce czarnej jagody są bogatym źródłem manganu. W tabeli przed-
stawiono wyniki całkowitej zawartości manganu w jagodach, oszacowano 
także bioprzyswajalność manganu z czarnej jagody poprzez określenie 
wydajności ekstrakcji enzymatycznej (porównanie zawartości manganu  
w ekstraktach trawiennych z jego całkowitą zawartością w jagodach –  

bioprzyswajalność = 
zawartośawcałałkowi

wanawyekstrahofrakcja  100%). 

Analiza danych otrzymanych po przeprowadzeniu symulacji trawie-
nia żołądkowo-jelitowego pozwala stwierdzić, że już po symulacji trawienia 
żołądkowego wydajność ekstrakcji manganu uzyskuje wartość powyżej 
90%, natomiast po zakończeniu symulacji procesu trawienia wartość ta 
wynosi 104%. Prowadzi to do wniosku, że wszystkie związki manganu 
obecne w jagodzie czarnej są rozpuszczalne w płynach trawiennych, a więc 
są przyswajalne i mogą zostać zaabsorbowane przez organizm ludzki. 

 

Rys. 2. Profile chromatograficzne ekstraktów trawiennych uzyskane dla 55Mn 

Na rysunku 2 przedstawiono profile chromatograficzne manganu uzy-
skane po analizie ekstraktów trawiennych z wykorzystaniem techniki 
SEC ICP MS. Na chromatogramach można zaobserwować jeden wspólny 
sygnał dla obu ekstraktów, przy tr = 29,5 min, prawdopodobnie od związ-
ków manganu z produktami rozpadu białek lub enzymu pepsyny, która 
może ulegać samotrawieniu. Ponieważ pepsyna jest enzymem odpowie-
dzialnym za wstępne trawienie białek, sygnały przy tr = 26,5 oraz 46,5 min, 

całkowita zawartość



212 J. Wojcieszek, L. Ruzik, M. Jarosz 

odpowiadają prawdopodobnie kompleksom ze związkami powstałymi  
w wyniku rozpadu białek. Sygnały przy tr = 26,5 oraz 29,5 min, uzyskane 
po analizie ekstraktu żołądkowego, znajdują się w obszarze mas czą-
steczkowych pomiędzy 44 a 17 kDa, co może być potwierdzeniem obecno-
ści kompleksów manganu z zastosowanymi enzymami trawiennymi lub  
z produktami ich rozpadu. Dodatkowy sygnał przy tr = 24,5 min, obecny 
na chromatogramie po analizie ekstraktu jelitowego, odpowiada prawdo-
podobnie połączeniom manganu z produktami rozpadu cukrów lub kwa-
sów organicznych, których dużą zawartość oznaczono w jagodzie czarnej. 

Przeprowadzone badania dostarczyły informacji o wysokiej przyswa-
jalności związków manganu obecnych w czarnych jagodach. Analiza eks-
traktów trawiennych za pomocą techniki SEC ICP MS wskazała, iż 
związki manganu obecne w roztworach uzyskanych w wyniku symulacji 
trawienia mają średnie i małe masy cząsteczkowe, pomiędzy 44 i 1 kDa. 

3. Perspektywy 

W ciągu ostatnich lat opracowano modele trawienia in vitro, któ-
re znalazły zastosowanie w wielu badaniach żywieniowych oraz zdrowot-
nych. Prowadzone badania dostarczają cennych informacji na temat bio-
dostępności składników odżywczych obecnych w spożywanym pokarmie, 
a także zanieczyszczeń występujących w żywności. Niestety, w dalszym 
ciągu nie jest możliwa symulacja wszystkich parametrów trawiennych  
in vivo z zastosowaniem jednego modelu in vitro. Niezbędne są dalsze 
badania, które pozwolą na rozszerzenie potencjału sztucznych modeli 
trawiennych i lepsze zbliżenie się do rzeczywistych procesów zachodzą-
cych w organizmie człowieka podczas trawienia pokarmu. Opracowanie 
odpowiednich, bardziej szczegółowych metod in vitro może doprowadzić 
do powstania materiałów certyfikowanych (CRM) wraz z wytycznymi do 
ich stosowania. Rozwój CRM pozwoliłby na odpowiednią kontrolę jakości 
we wszystkich laboratoriach.  
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1. Wstęp 

Chemioterapia obok chirurgii i radioterapii jest w dalszym ciągu 
jedną z podstawowych metod leczenia nowotworów. Leki przeciwnowo-
tworowe, zwane również cytostatykami, wykazują działanie antyprolife-
racyjne. Na skutek zmian zachodzących w strukturze DNA dochodzi do 
inicjacji apoptozy, czyli tzw. programowanej śmierci komórki [1]. 

1.1. Cisplatyna 

Cisplatyna (cis-Pt) ze względu na fakt, iż należy do grupy leków 
alkilujących wymaga obecności w swej strukturze dwóch ligandów (anio-
nów chlorkowych) aktywnych chemicznie, będących względem siebie  
w położeniu cis oraz dwóch ligandów niereaktywnych (np. grupy amino-
we). Oddziaływanie leków platynowych z nićmi DNA jest zawsze poprze-
dzone procesem hydrolizy i zawsze prowadzi do otrzymania aktywnych 
metabolitów (rys. 1). Mechanizm działania kompleksów platyny polega na

 
Rys. 1. Mechanizm oddziaływania cis-Pt z DNA 
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inhibicji replikacji DNA poprzez tworzenie krzyżowych wiązań we-
wnątrzniciowych między sąsiadującymi nićmi DNA, jak i w obrębie tej 
samej nici. Głównym miejscem ataku cisplatyny jest przede wszystkim 
silnie nukleofilowy atom N(7) guaniny (rys. 1). Utworzenie licznych po-
przecznych, dwufunkcyjnych, 1,2-wewnątrzniciowych wiązań stanowią-
cych aż 65% spośród wszystkich możliwych wiązań, jakie mogą zostać 
wytworzone między atomem guaniny a cząsteczką cisplatyny uniemożli-
wia replikację DNA, a tym samym podział komórki. Oprócz tego wpływa 
na funkcje metaboliczne, prowadząc do apoptozy komórki. 

Cisplatyna jest wysoce skuteczna w leczeniu raka jąder i jajnika,  
a także jest powszechnie stosowana w leczeniu raka pęcherza moczowe-
go, szyjki macicy, mózgu i płuc. Pomimo sukcesów cis-Pt powoduje wiele 
skutków ubocznych, takich jak: nefro-, neuro- i ototoksyczność oraz nud-
ności i wymioty [2–4]. Najbardziej niekorzystna jest jednak coraz częściej 
występująca lekooporność. 

1.2. Auranofina 

Auranofina (1-tio-2,3,4,6-tetraacetylo-β-D-glukozo-trietylofosfina 
złota(I), AUF) jest kompleksem złota – aurotioglukozą zawierającą ak-
tywną grupę trietylofosfinową, która łatwo ulega odłączeniu, odsłaniając 
aktywne centrum koordynacyjne w postaci złota (rys. 2). Związek ten 
stosowano z powodzeniem w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawów. 
Hamuje on reduktazę tioredoksynową mitochondriów (TrxR) i katepsy- 
ny B. Oprócz tego auranofina ma zdolność do generowania reaktywnych 
form tlenu (ROS), które prowadzą do uszkodzenia łańcucha DNA,  
a także do blokowania fosforylacji kinaz Akt i ERK [4–6]. Uważa się, że 
auranofina, jak i inne kompleksy złota, hamuje działanie białka kinazy C 
oraz metaloenzymów wiążących cynk(II). Kinaza C jest ponadto odpowie-
dzialna za wewnątrzkomórkowy proces transdukcji sygnału poprzez fos-
forylowanie reszt serynowej i treoninowej w białku p53 [5–8]. Białko to 
odpowiedzialne jest za uruchomienie wielu procesów naprawczych DNA 
(supresję nowotworu). W wypadku braku efektów inicjowana jest apopto-
za komórki poprzez zwiększoną ekspresję genów Bcl-2, Bcl-XL i inhibicję 
genów Bax i Bad prowadzących do uwalniania z mitochondrium cyto-
chromu C odpowiedzialnego za aktywację kaspaz i śmierć komórki.  
Aktywacja kaspaz prowadzi do proteolizy istotnych białek komórkowych 
(np. PARP), a to do apoptozy komórki (rys. 2). 



218 W. Jakubczak, M. Haczyk, M. Chudy, A. Dybko, K. Pawlak 

 
Rys. 2. Spodziewany mechanizm działania auranofiny w komórkach nowotworowych 

Wydajność działania metaloleków jest zależna od stopnia akumulacji 
tych związków przez komórki i reaktywności produktów przemiany meta-
loleków w środowisku komórki. 

1.3. Techniki rozdzielania sprzężone z ICP MS 

Do najbardziej popularnych technik oznaczania metali zalicza się 
spektrometrię mas z jonizacją w plazmie indukcyjnie sprzężonej, ICP MS. 
Oferuje ona doskonałą czułość ze względu na wydajne źródło jonizacji 
atomów oraz dobrą selektywność zapewnianą przez rozróżniający izotopy 
analizator mas. ICP MS jest zatem doskonałym narzędziem do wykry-
wania i oznaczania ex vivo metali w różnych płynach ustrojowych, tkance 
biologicznej, jak i w pojedynczych komórkach. Ponadto, metody przy ich 
użyciu są powtarzalne i łatwo odtwarzalne. Oznaczane mogą być nie tyl-
ko metale toksyczne, ale także mikroelementy o dużym znaczeniu biolo-
gicznym (Fe, Zn, Cu, Mn). 

W wypadku badania przemian związków zawierających metale  
w organizmach żywych konieczna jest analiza specjacyjna pozwalająca 
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na rozróżnienie form badanego metalu. Ponieważ specjacja badana jest  
w próbkach pochodzenia biologicznego na poziomie śladowym i ultraśla-
dowym, konieczne jest stosowanie różnych technik rozdzielania w połą-
czeniu z czułą detekcją, jak ICP MS. Techniki te dzielimy na dwie główne 
grupy [9–11]: chromatograficzne i elektromigracyjne. Do głównych technik 
rozdzielania chromatograficznego związków pochodzenia biologicznego 
należy chromatografia cieczowa: wykluczania (SEC) lub w odwróconym 
układzie faz (RPLC). Podstawowymi technikami elektromigracyjnymi 
natomiast są strefowa elektroforeza kapilarna (CZE) i micelarna chroma-
tografia elektrokinetyczna (MEKC). Spośród wymienionych technik roz-
dzielania chromatografia wykluczania pozwala na szybkie określenie 
powinowactwa badanego kompleksu metali do białek. 

Celem badań jest opracowanie metod badania cytotoksyczności wy-
branych metaloleków, ich reaktywności i wpływu na homeostazę metali 
w komórkach rakowych badanych in vitro. Uzyskane wyniki mają za 
zadanie pozwolić scharakteryzować złożony mechanizm transportu kom-
pleksów metali do komórki i ich aktywacji. 

2. Część eksperymentalna 

2.1. Stosowane roztwory 

Roztwór cisplatyny o stężeniu 1,79 mM przygotowywano w roz-
tworze pożywki. Proces wspomagano poprzez intensywne mieszanie roz-
tworu w temperaturze 37C, co miało za zadanie przyspieszyć proces  
aktywacji cisplatyny poprzez jej hydrolizę. Roztwór auranofiny o stężeniu 
0,114 mM przygotowywano poprzez rozpuszczenie odpowiedniej ilości 
związku w dimetylosulfotlenku (DMSO) i dodaniu roztworu pożywki  
tak, aby zawartość DMSO w końcowym roztworze nie przekraczała 1%  
i nie wpływała na żywotność komórek. Auranofina jest związkiem światło-
czułym, dlatego wszystkie etapy pracy wykonywano w ciemnym pomiesz-
czeniu. 

2.2. Linie komórkowe i ich hodowla 

Linie komórkowe A549 i MRC-5 (nowotworowe i prawidłowe 
ludzkie komórki płuc) pozyskano z Amerykańskiej Kolekcji Hodowli Ko-
mórkowych – ATCC. Komórki były utrzymywane w hodowli ciągłej  
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w monowarstwie, w temperaturze 37C i atmosferze zawierającej 5% 
ditlenku węgla. Medium hodowlane stanowiła baza EMEM (ang. Eagle 
Minimal Essential Medium) z dodatkiem 10-procentowej bydlęcej surowi-
cy płodowej (FBS), 1 mM mieszanki antybiotyków penicyliny/streptomy-
cyny i 0,25 mM L-glutaminy. Dodatkowo w medium hodowlanym prze-
znaczonym dla komórek MRC-5 znajdowały się aminokwasy endogenne 
(NEAA). Komórki obu linii były pasażowane co drugi dzień. Po 24 h do 
hodowli dodawano roztwory cisplatyny lub auranofiny, tak aby ich stęże-
nie w medium hodowlanym wynosiło odpowiednio: 0,1; 6; 10; 25 µM dla 
cis-Pt, natomiast 0,1; 0,6; 1; 1,4 µM dla AUF. Komórki inkubowano przez 
24 lub 72 h i zbierano w postaci dwóch frakcji: (1) te, które same odkleiły 
się od podłoża oraz (2) komórki odklejane trypsyną. Komórki odwirowy-
wano i zawieszano w wodzie tak, aby gęstość komórek nie była mniejsza 
niż 1  105 komórek/ml. Zawieszone komórki poddawano lizie za pomocą 
szklanej sondy ultradźwiękowej wyposażonej w szklaną końcówkę, która 
nie zanieczyszcza próbki jonami metali. Otrzymane lizaty, po dwukrot-
nym odwirowaniu i przesączeniu, poddawano analizie za pomocą ICP MS 
i SEC-ICP MS na różnych stopniach rozcieńczenia (1 : 1, 1 : 3, 1 : 10, 
1 : 20). Odpowiednie rozcieńczenia były ustalane poprzez porównanie 
średnich stężeń (n = 3) i wyznaczonych dla nich odchyleń standardowych. 

2.3. Oznaczanie zawartości Au i Pt w komórkach  
za pomocą ICP MS 

Ze względu na bogaty skład lizatów, który może wpływać na wy-
dajność rozpylania próbki i jednorodność aerozolu, sprawdzono natężenie 
sygnałów i poziom szumów dla trzech rozpylaczy: V-groove, koncentrycz-
nego i krzyżowego. Stwierdzono, że najlepszy stosunek sygnału do szumu 
(S/N = 50–60 dla 10 ppb 89Y) uzyskano dla rozpylaczy koncentrycznego  
i krzyżowego, pracujących w trybie aspiracji (moc plazmy 1290 W, prze-
pływ gazu rozpylającego 1,1 L min–1). Rozpylacz krzyżowy zużywał jed-
nak dwa razy mniejsze objętości próbki i został wybrany do dalszych po-
miarów. Podczas prowadzonych badań stosowano niklowy próbnik w celu 
oznaczenia platyny (granica wykrywalności 0,05 ng/ml), natomiast prób-
nik platynowy pozwolił zmniejszyć szumy oraz granicę wykrywalności 
(poniżej 0,2 ng/ml) dla Cu, Mo, Ni i Au. Efekt matrycowy kompensowano 
poprzez kalibrację aparatu przy użyciu roztworów substancji wzorcowych 
przygotowanych w odpowiednich kwasach oraz dodanie oczyszczonych 
składników cytozolu. 
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2.4. Badanie przemian auranofiny i cisplatyny  
za pomocą SEC-ICP MS 

Podczas pomiarów prowadzonych w celu zarejestrowania prze-
mian zachodzących w komórkach podczas stosowania metaloleków  
za pomoc techniki SEC ICP MS wykorzystano kolumnę SuperdexTM 200 
10/300 GL, fazą ruchomą był roztwór Tris-H3PO4 o pH = 7,4 (przepływ  
0,5 ml/min). 

3. Wyniki i dyskusja 

Po oznaczeniu złota i platyny w lizatach stwierdzono, że zarówno 
w wypadku komórek rakowych, jak i prawidłowych rosła zawartość obu 
metali w cytozolu komórkowym (rys. 3). 

 

 
Rys. 3. Ilość metaloleku gromadzonego przez komórki nowotworowe i prawidłowe 
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Stopień akumulacji auranofiny przez komórki rakowe był jednak 
większy niż cisplatyny, gdyż podobne zawartości obu metali (23,1 fg Au  
i 19,7 fg Pt w komórce) zostały osiągnięte dla 20-krotnie mniejszej dawki 
auranofiny niż cis-Pt. Uzyskane wyniki są zgodne z testami na aktyw-
ność enzymatyczną (MTT), które potwierdziły większą cytotoksyczność 
auranofiny (IC-50 1 µM) w porównaniu z cisplatyną (IC-50 10 µM) wobec 
komórek raka płuc (nie pokazano). Należy także zaznaczyć, że komórki 
A549 (nowotworu płuc) były bardziej wrażliwe na działanie metaloleków 
niż komórki prawidłowe MRC-5. Ciekawym zjawiskiem jest zaburzona 
homeostaza metali w wypadku komórek rakowych – zawartości mikro- 
elementów (Fe, Zn, Ni, Cu i Mo) są 10-krotnie mniejsze niż w komórkach 
prawidłowych, w których zawartość zmniejszała się na skutek zwiększa-
nia się dawek metaloleków (nie pokazano). 

Uzyskane chromatogramy za pomocą SEC różniły się w wypadku obu 
rodzajów metaloleków. Dla auranofiny zaobserwowano więcej pików o cza-
sach retencji odpowiadających związkom wielkocząsteczkowym: pierwszy

 

 

Rys. 4. Chromatogramy lizatów komórek rakowych 

72 h

1 h

1 h

– grupa kontrolna

– grupa kontrolna
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pik > 100 kDa, drugi 60 kDa i trzeci 20 kDa (rys. 4). W wypadku cispla-
tyny chromatogram był uboższy i zawierał tylko jeden pik odpowiadający 
związkom o masie cząsteczkowej 20 kDa. 

Należy zaznaczyć, że w wypadku komórek inkubowanych po dodaniu 
auranofiny liczba pików chromatograficznych jest większa w porównaniu 
do grupy kontrolnej, do której auranofina została dodana po przeprowa-
dzeniu lizy. Świadczy to o tym, że na skutek obecności kompleksu złota 
cytozol komórki ulega wzbogaceniu przez wielkocząsteczkowe białka 
(najprawdopodobniej zawierające cysteinę). Takiego efektu należałoby się 
spodziewać przy mitochondrialnym mechanizmie apoptozy komórki. 

4. Perspektywy 

Opracowana metoda oznaczania zawartości metali w lizatach 
komórkowych pozwoliła określić stopień akumulacji metaloleków przez 
komórki rakowe. Ze względu na realizację badań w warunkach in vitro 
oznaczenia powinny być wykonywane względem komórek prawidłowych, 
co pozwala na wstępne określenie selektywności leku. Pionierskie ozna-
czenia mikroelementów w lizatach, oparte są na hipotezie, że metale po-
winny wymieniać inne podobne pod względem chemicznym mikroelemen-
ty, okazały się udanym przedsięwzięciem, zwłaszcza w wypadku żelaza, 
cynku i miedzi. Do zaobserwowania różnic w działaniu obu metaloleków 
konieczne jest zastosowanie technik sprzężonych. Chromatogramy uzy-
skane za pomocą SEC-ICP MS pozwoliły stwierdzić, że: cis-Pt w lizacie 
komórkowym tworzy przede wszystkim addukty ze związkami wielkoczą-
steczkowymi o zbliżonej masie cząsteczkowej (ok. 20 kDa), natomiast 
auranofina potrafi tworzyć addukty ze związkami wielkocząsteczkowymi 
o różnych masach cząsteczkowych, które pojawiają się w cytozolu na sku-
tek obecności auranofiny. Wpływ metaloleków na mikroelementy w śro-
dowisku cytozolu nie jest jednoznaczny i wymaga dalszych badań. 

Otrzymane wyniki za pomocą opracowanych metod wskazują, że 
identyfikacja bioligandów wymaga przeprowadzenia postępowania anali-
tycznego z zakresu proteomiki. Wskazują na to wyznaczone masy czą-
steczkowe za pomocą SEC i wpływ na mikroelementy, które często są 
kofaktorem enzymów. 
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1. Wprowadzenie 

Siarka jest pierwiastkiem rozpowszechnionym we wszystkich 
elementach środowiska: litosferze, hydrosferze i atmosferze [1]. Jest ona 
uznawana za makroskładnik niezbędny dla wszystkich organizmów ży-
wych. Do niedawna problematyka związana z siarką rozpatrywana była 
jedynie w aspektach jej nadmiaru [2–4]. Wynikało to ze znacznej emisji 
tego pierwiastka z wielu zakładów przemysłowych wykorzystujących 
surowce kopalne, a głównie węgiel. Emisja własna oraz transgraniczna 
powodowała, że na znacznym obszarze Polski dopływ siarki z tego źródła 
znacząco przekraczał wymagania pokarmowe, nawet gatunków roślin  
o dużym zapotrzebowaniu na ten pierwiastek [3, 5]. Depozycja siarki  
w postaci kwaśnych deszczy oraz opadu suchego w latach 80. XX w., wy-
nosząca 60–80 kg S . ha–1 . rok–1 [6], powodowała wiele niekorzystnych 
zmian w środowisku, w tym m.in.: wzrost zakwaszenia gleb, a w kon- 
sekwencji ograniczenie dostępności wielu składników pokarmowych, 
zwiększenie rozpuszczalności związków glinu, manganu i innych me- 
tali ciężkich, zwiększenie wymywania składników zasadowych, zmiany  
w składzie ilościowym i jakościowym mikroorganizmów glebowych, co 
prowadziło do zakłócenia naturalnego obiegu pierwiastków [7–11]. Mo-
dernizacja i restrukturyzacja przemysłu, a także podjęte na początku lat 
80. XX w. działania proekologiczne przyczyniły się do redukcji emisji 
związków siarki do atmosfery. W porównaniu do roku 1980, kiedy to we-



226 K. Karmowska, B. Patorczyk-Pytlik 

dług danych GUS wyemitowanych zostało 4132 tys. Mg SO2, emisja  
w 2012 r. była mniejsza o blisko 80% i wynosiła 853,3 tys. Mg [6]. Ogra-
niczenie dopływu siarki na tej drodze, straty w wyniku wymywania do 
wód gruntowych, spadek zużycia nawozów naturalnych, mineralnych 
oraz pestycydów zawierających w swoim składzie ten pierwiastek, a tak-
że wzrost areału uprawy roślin o dużym zapotrzebowaniu na ten skład-
nik, głównie rzepaku (2000 r. – 437 tys. ha, 2013 r. – 920 tys. ha), stały się 
przyczyną zmniejszenia zasobów siarki w glebach [2, 4, 6, 12–17]. Zależ-
ność taką potwierdzają badania przeprowadzone przez Siebielca i in. [18] 
w ramach „Monitoringu chemizmu gleb ornych Polski”. Wykazały one, że 
w 2010 r. 94% z 216 analizowanych profili glebowych charakteryzowało 
się niską zawartością tego makroskładnika. Szulc [19] na podstawie obli-
czonych bilansów siarki na powierzchni pola stwierdził, że dla warun- 
ków Polski w latach 2000–2003 były one ujemne. Przykładowo dla rze-
paku ozimego średnio wyniósł on –49,4 kg S . ha–1, a dla zbóż od –7 do  
–13 kg S . ha–1. 

W warunkach wzrostu areału upraw roślin o dużym zapotrzebowaniu 
na siarkę oraz intensyfikacji produkcji konieczne staje się poszukiwanie 
rozwiązań mających na celu optymalizację nawożenia tym makroskład-
nikiem, zwiększenie efektywności jego wykorzystania z nawozów i tym 
samym właściwe zabezpieczenie roślin przed negatywnymi skutkami jego 
niedoboru [2, 3, 13, 15, 19, 20]. 

2. Znaczenie siarki dla roślin 

Rośliny mają zdolność pobierania siarki zarówno z gleby, jak  
i atmosfery. Podstawowym źródłem tego makroskładnika dla roślin 
jest SO4

2– obecny w roztworze glebowym [20, 21]. Jedynie w warun-
kach znacznej emisji związków siarki, przy jednocześnie niskiej za-
sobności gleb w ten pierwiastek, lub w warunkach dokarmiania do-
listnego rośliny mogą adsorbować ditlenek siarki przez liście [21]. 

Siarka bierze udział w wielu procesach metabolicznych i fizjolo-
gicznych – jest niezbędna w procesie fotosyntezy, uczestniczy w synte-
zie chlorofilu i ligniny oraz bierze udział w procesach oksyredukcyj-
nych zachodzących w komórkach [2, 4, 14, 21–23]. Wpływa nie tylko 
na wielkość plonu, ale również na jego jakość [24, 25]. Od dawna zna-
ny jest problem hamowania syntezy białka na skutek deficytu siarki, 
którego konsekwencją jest redukcja plonu [2, 8, 10, 19, 22, 24, 26, 27]. 
Wśród najważniejszym związków, w skład których wchodzi ten pier-
wiastek, można wymienić niezbędne do syntezy białek aminokwasy, 
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tj. metionina, cysteina i cystyna. Oprócz tego stanowi on składnik bu-
dulcowy sulfolipidów, witamin, glukozynolanów, układów redukują-
cych: glutationu, ferrodoksyny czy olejków gorczycznych i czosnkowych 
[1, 2, 4, 22, 23]. 

Odpowiednie zaopatrzenie roślin w siarkę pełni dodatkowo ważną 
rolę w procesach ich adaptacji do niekorzystnych warunków środowi-
ska [14, 23], zwiększa odporność na choroby bakteryjne i grzybowe 
oraz szkodniki [17, 21, 22, 28]. 

W literaturze coraz częściej podkreślany jest wpływ siarki na me-
tabolizm innych składników pokarmowych [2, 29]. W warunkach defi-
cytu siarki w glebie rośliny słabiej wykorzystują azot, z kolei deficyt 
azotu może zmniejszyć efektywność wykorzystania siarki [2, 14, 24, 29]. 
Intensywne nawożenie azotem w warunkach niedoboru siarki prowa-
dzi do zawężenia stosunku N : S, co jest wynikiem zwiększenia zawar-
tości w tkankach azotu niebiałkowego [24]. Siarka ma także wpływ na 
przebieg procesu wiązania azotu przez bakterie brodawkowe. W wa-
runkach niedostatecznego zaopatrzenia roślin w ten pierwiastek spa-
da aktywność nitrogenazy oraz hamowany jest rozwój brodawek ko-
rzeniowych [2, 23, 26]. 

Wielokierunkowy wpływ siarki na rośliny uprawne dowodzi, że  
w warunkach postępującego deficytu tego makroskładnika konieczne 
staje się rozpoznanie czynników decydujących o formie występowania 
tego składnika w glebie, a tym samym o jego dostępności [3]. 

3. Siarka w glebie 

Zawartość siarki ogólnej w glebach zależy od ich pochodzenia  
oraz wielu właściwości fizycznych i chemicznych, ale najczęściej w glebach 
mineralnych mieści się ona w zakresie 0,02–0,20%, natomiast w glebach 
organicznych może dochodzić do 3,5% [3, 19, 30, 31]. W glebach mineral-
nych użytkowanych rolniczo stwierdzono zawartość od 0,007 do 0,108% 
[32], a średnią na poziomie 0,022%, przy wahaniach od 0,008 do 0,079% 
[18]. Dane te wskazują, że większość polskich gleb uprawnych (ponad 
60%) charakteryzuje się niską naturalną zawartością tego makroskład-
nika. Deficyt siarki stwierdzany jest przede wszystkim na glebach bardzo 
lekkich i lekkich, wykazujących niską zawartość materii organicznej  
[1, 31]. Znacznie więcej tego składnika zawierają gleby wytworzone z glin 
średnich i ciężkich, a także mady i rędziny [33]. Siarka w glebach wystę-
puje w połączeniach organicznych i mineralnych, a wzajemny udział po-
szczególnych form tego pierwiastka jest uzależniony od wielu czynników, 
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wśród których najczęściej w literaturze wymieniane są: zawartość części 
spławianych, węgla organicznego, azotu ogólnego, odczyn, forma i dawka 
stosowanego nawożenia [1, 3, 19, 27, 31, 34–41]. 

Dominującą formą występowania siarki w glebach są jej połączenia 
organiczne. Zawarta jest ona w resztkach roślinnych, zwierzęcych, mi-
kroorganizmach, występuje także w formie związków organicznych, tj. 
aminokwasy, białka, polipeptydy. W zależności od typu i właściwości gle-
by forma ta może stanowić od 50 do nawet 97% całkowitej zawartości 
tego makroskładnika [1, 30, 34, 36, 40]. Wykazano, że w grupie połączeń 
organicznych występujących w glebach można wyróżnić: połączenia es-
trowe (–C–O–S–), sulfaminiany (–C–O–S–), cysteinę (–C–S–S–), ulegają-
ce redukcji do H2S pod wpływem HJ [42]. W tej postaci może być związa-
ne od 30 do 70% siarki organicznej. Druga grupa to połączenia z węglem 
(–C–S–), tj. aminokwasy siarkowe, dwusiarczki, merkaptany, sulfony, 
kwasy sulfonowe – ulegające redukcji do nieorganicznych siarczków oraz 
połączenia nieulegające temu procesowi. 

Siarka w połączeniach mineralnych występuje w glebach głównie  
w postaci siarczanów(VI), a jedynie w glebach podmokłych, w warunkach 
beztlenowych w postaci siarczków lub jako siarka elementarna [3, 36]. 
Formy zredukowane S to w większości połączenia nierozpuszczalne,  
a tym samym nie stanowią one dostępnego źródła tego pierwiastka dla 
roślin. Siarka siarczanowa(VI) występuje w roztworze glebowym w posta-
ci soli rozpuszczonych oraz połączeń nierozpuszczalnych, tj. związki  
z wapniem, magnezem, barem, strontem [36]. Forma rozpuszczalna może 
ulegać w glebach procesom adsorpcji przez koloidy glebowe [34]. Inten-
sywność zachodzenia tego procesu uwarunkowana jest zawartością tlen-
ków glinu i żelaza oraz odczynem. W glebach wykazujących odczyn > 6,5 
adsorpcja SO4

2– jest niewielka, wzrasta natomiast wraz ze wzrostem za-
kwaszenia gleby, a największa intensywność zachodzenia tego procesu 
ma miejsce w warunkach pH 3,0 [3, 34, 36, 40]. 

Zawartość siarki siarczanowej(VI), formy najistotniejszej z punktu 
żywienia roślin, w większości gleb uprawnych waha się od 5 do 8% i z re-
guły nie przekracza 10% zasobów siarki całkowitej [1, 3, 18, 19, 31, 33, 
34, 40]. W zależności od kierunku i intensywności zachodzących w glebie 
procesów zawartość siarczanów(VI) może podlegać dużej zmienności  
w czasie [1, 3, 21, 34, 36, 40]. Wśród czynników decydujących o zawartości 
tej formy siarki istotną rolę odrywają te, które decydują o rodzaju i aktyw-
ności mikroorganizmów występujących w glebie, a tym samym pośrednio 
wpływają na kierunek i intensywność zachodzącym w glebie procesów 
przemian tego składnika [35, 37, 43], ale także te, które decydują o inten-
sywności jego wymywania [1, 2]. Na podstawie literatury Mc Grath [3] 
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podaje, że w zależności od typu gleby i jej właściwości, klimatu, inten-
sywności uprawy, stosowanego nawożenia straty tego składnika wahają 
się od ilości śladowych do nawet 310 kg . ha–1 . rok–1. Na podstawie prze-
prowadzonych badań lizymetrycznych, z wykorzystaniem S znakowanej, 
wykazano, że w ciągu roku z gleby płowej wymyciu uległo 3–18% ilości 
wprowadzonej siarki [16], natomiast rocznie z gleb uprawnych wymywa-
ne jest 30–80 kg S . ha–1 [17]. 

4. Przemiany siarki w glebie 

Przemiany związków siarki w glebach charakteryzują się dużą 
złożonością oraz dynamiką w czasie i obejmują procesy mineralizacji, 
immobilizacji, utleniania oraz redukcji [3, 30, 36]. Za krążenie tego pier-
wiastka w glebie odpowiedzialne są procesy biochemiczne, jednak główną 
rolę odgrywają w nim procesy biologiczne, prowadzone przy udziale mi-
kroorganizmów, promieniowców oraz grzybów [1, 3, 30, 44]. Dlatego też 
wzajemny układ procesów przemian uzależniony jest od rodzaju i liczeb-
ności występujących w glebie mikroorganizmów, o których decydują  
z kolei panujące w glebie stosunki wodno-powietrzne, temperatura i od-
czyn gleby oraz zasobność w składniki pokarmowe i energetyczne [3, 30, 
34, 35, 37, 43, 44]. 

4.1. Mineralizacja 

Mineralizacja połączeń siarki, czyli zespół procesów prowadzą-
cych do rozkładu organicznych związków tego pierwiastka, pełni ważną 
rolę w udostępnianiu roślinom składników pokarmowych [1, 30, 34, 44]. 
Jest to proces zachodzący głównie na drodze przemian mikrobiologicz-
nych, prowadzony zarówno przez bakterie tlenowe, jak i beztlenowe 
(Pseudomonas, Clostridium) oraz przez grzyby (Aspergillus) [30]. Jeżeli 
jednak zawartość siarki w rozkładanym materiale nie przekracza 0,13%, 
to cała jej uwolniona ilość jest asymilowana przez mikroorganizmy, co 
ogranicza jej dostępność dla roślin [45]. 

W literaturze najczęściej podawany jest przebieg mineralizacji za-
proponowany przez McGilla i Cole’a (1981). Autorzy ci wyróżniają dwie 
podstawowe drogi przemian: biologiczną i biochemiczną. Biochemiczna 
polega na uwolnieniu siarczanów z połączeń typu –C–O–S na drodze hy-
drolizy, zachodzącej pod wpływem enzymu sulfatazy wydzielanej przez 
bakterie w warunkach niedoboru siarki. Arylosulfataza hydrolizuje estry 
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siarczanowe (R–O–SO3
2–) do fenoli (R–OH) i nieorganicznych siarczanów 

(SO4
2–) [35, 37, 46, 47]. Aktywność tego enzymu w glebie może być mody-

fikowana na drodze stosowanego nawożenia. Zawartość arylosulfatazy  
w glebach nawożonych obornikiem zwiększała się, a w wyniku wprowa-
dzenia nawozów mineralnych ulegała ograniczeniu [35, 37, 46, 48]. Nega-
tywny wpływ na aktywność enzymatyczną gleb jonów: NO3

–, NO2
–, PO4

3–, 
SO4

2–, Cl– stwierdzili Gerimda i in. [47]. Druga droga – biologiczna, doty-
czy głównie siarki bezpośrednio związanej z węglem i wynika z działalno-
ści mikroorganizmów, które swoje zapotrzebowanie na energię w postaci 
węgla pozyskują z rozkładu materii organicznej. Obydwa procesy, mimo 
istotnych różnic, są z sobą ściśle powiązane, gdyż wiele związków orga-
nicznych zanim ulegnie transportowi przez membrany komórkowe, musi 
zostać rozłożone do mniejszych cząsteczek [1, 3]. 

Pozytywnie na intensywność zachodzenia procesu mineralizacji wpły-
wa wzrost pH gleby. Wapnowanie przyspiesza proces mineralizacji orga-
nicznych połączeń siarki, ale nie prowadzi to do zwiększenia zawartości 
siarczanów(VI) w roztworze glebowym, bowiem powstający CaSO4 jest 
solą nierozpuszczalną [30]. Sposób uprawy gleby oraz stosowane nawoże-
nie z kolei przyczyniają się do modyfikacji zawartości substancji orga-
nicznej w glebie, a tym samym zawartości w niej węgla. Z reguły tempo 
mineralizacji jest wyższe w glebach uprawnych niż odłogowanych [40, 45]. 

Przebieg procesu mineralizacji, zarówno na drodze biochemicznej, jak 
i biologicznej, jest uzależniony w dużej mierze od temperatury, która de-
cyduje o tempie jej przebiegu oraz od dostępu tlenu, który wpływa na 
rodzaj otrzymywanych produktów. W obecności 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, będąca procesem przeciwstawnym do mineraliza-
cji, pełni ważną rolę w zatrzymywaniu siarczanów w glebie. Proces ten 
prowadzi do znacznego ograniczenia ich wymywania, jednak jednocześnie 
ogranicza możliwość pobrania tego składnika przez rośliny [1, 30]. Prze-
bieg procesu immobilizacji zależny jest od rodzaju prowadzących go mi-
kroorganizmów. Jednak we wszystkich przypadkach można wyróżnić 
dwa podstawowe etapy [1, 3, 30, 34, 44]: w pierwszym siarka występują-
ca w połączeniach nieorganicznych (a w niektórych przypadkach także 
siarka związana w aminokwasach i innych prostych związkach organicz-
nych) jest asymilowana przez mikroorganizmy i rośliny, a w kolejnym, po 
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częściowym rozkładzie obumarłego materiału mikrobiologicznego, nastę-
puje ich przekształcenie w złożone związki organiczne. 

Najważniejszym czynnikiem decydującymi o stanie dynamicznej równo-
wagi między procesami mineralizacji i immobilizacji są: rodzaj i liczebność 
mikroorganizmów występujących w glebie, wzajemny stosunek C : N : S, 
wilgotność, odczyn, okrywa roślinna oraz stosowane zabiegi uprawowe [1, 
19, 44]. Jak wskazuje Barrow (1960) [1, 40], gdy: C : S > 400 : 1 – występuje 
przewaga procesu immobilizacji w wyniku intensywnego namnożenia mi-
kroorganizmów heterotroficznych; przy stosunku C : S = 200–400 : 1 – 
procesy immobilizacji i mineralizacji zachodzą w ścisłej równowadze; jeśli 
C : S < 200 : 1 – dominują procesy mineralizacji i uwolnienie S–SO4

2– do 
roztworu glebowego. 

Przewaga procesów immobilizacji ma miejsce również w warunkach 
zbyt wysokiej zawartości azotu w stosunku do siarki. Dodatek azotu 
wpływa dodatnio na wzrost mikroorganizmów, które zużywają większość 
występującej w glebie siarki na własne potrzeby [41, 44]. Oprócz zabie-
gów uprawowych [40, 45] znaczenie ma także gatunek uprawianej rośli-
ny, a dokładniej ilość i skład wydzielin korzeniowych decydujący o skła-
dzie i liczebności mikroorganizmów występujących w ryzosferze [23, 44]. 

4.3. Utlenianie 

Utlenianie jest drugim obok mineralizacji procesem prowadzą-
cym do udostępniania roślinom siarki [1, 30, 36, 44]. Zredukowane związki 
tego pierwiastka w warunkach dostępu tlenu są łatwo utleniane przez 
organizmy wykorzystujące powstającą w tym procesie energię na własne 
potrzeby. Uwolniony w procesie mineralizacji H2S, a także S (obecna  
w glebie lub wprowadzona w postaci nawozu mineralnego) przy współ- 
udziale bakterii z rodzaju Thiobacillus oraz grzybów i promieniowców 
ulega utlenieniu do SO4

2– [3, 30, 36, 44, 47, 49]. Na tempo procesu utle-
niania połączeń siarki istotny wpływ ma temperatura, odczyn i wilgot-
ność. Zbyt niska temperatura istotnie obniża intensywność zachodzenia 
procesu utleniania siarki elementarnej (S). Fox i in. (1964) stwierdzili, 
że w temperaturze 23 proces utleniania zachodzi 15 razy szybciej niż  
w temperaturze 4. Ci sami autorzy wykazali, że postępujący proces 
utleniania siarki skutkuje obniżeniem odczynu gleb, co z kolei ma nega-
tywny wpływ na rozwój mikroorganizmów biorących udział w tym proce-
sie. Limitująco na ich aktywność może wpływać również zbyt niska wil-
gotność. Zbyt wysoka sprzyja natomiast intensyfikacji zachodzenia 
procesów redukcji siarczanów [30]. 
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4.4. Redukcja 

Bakterie redukujące siarczany są charakterystyczne dla siedlisk 
beztlenowych i bogatych w substancję organiczną, np. gleby bagienne. 
Odgrywają istotną rolę w obiegu materii organicznej w przyrodzie.  
W takich warunkach siarczany redukowane są do siarczków, siarkowodo-
ru lub siarki rodzimej. Podobnie jak w przypadku bakterii utleniających 
ten pierwiastek, bakterie redukujące wykorzystują powstającą w tym 
procesie energię na własne potrzeby życiowe [30]. 

5. Perspektywy 

Zachodzące przemiany związków siarki decydują o udziale po-
szczególnych form tego składnika w glebach uprawnych, a stosowane 
przez człowieka zabiegi uprawowe mają istotny wpływ na ich kierunek. 
Czynnikiem decydującym bezpośrednio o wzajemnym układzie tych pro-
cesów jest jednak liczebność i rodzaj mikroorganizmów występujących  
w glebie. Istotna rola mikroorganizmów glebowych w przemianach siarki 
wskazuje, że proponowane coraz częściej mikrobiologiczne preparaty, 
służące w praktyce rolniczej do poprawy żyzności, mogą istotnie modyfi-
kować dostępność siarki dla roślin. 
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Wykaz skrótów: 
ESI MS – spektrometria mas z jonizacją poprzez elektrorozpraszanie 
HIV – ludzki wirus niedoboru odporności 
NADPH – dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 
AUF – Auranofina – kompleks 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-1-tio-β-D- 

-glukopiranozo-S-(trietylo-fosfina) złota (I) 
AuBipyC – [(bipydmb-H)Au(OH)][PF6] (gdzie bipydmb-H = zdeprotonowana  

6-(1,1-dimetylobenzylo)-2,2-bipirydyna) 

1. Wstęp 

Choroba nowotworowa jest jedną z najmniej poznanych chorób 
pod względem mechanizmu rozwoju oraz technik zapobiegania i zwalcza-
nia. Do tej pory opracowano trzy metody jej leczenia: radioterapia, chi-
rurgia oraz najmłodsza – chemioterapia. Ta ostatnia, z wykorzystaniem 
leków o działaniu cytostatycznym, często wspomaga inne metody. Związ-
ki cytostatyczne mają za zadanie uniemożliwić replikację DNA poprze-
dzającą podział komórek poprzez odpowiednią modyfikację nici DNA lub 
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inhibicję enzymów koniecznych do podziału mitotycznego komórki [1].  
Ze względu na to, że skuteczność, aktywność i toksyczność badanego 
związku zależą od wydajności jego transportu [2] i że większość leków 
cytotoksycznych podawanych jest dożylnie, nacisk kładzie się na badanie 
oddziaływań kompleksów metalu z białkami transportującymi występu-
jącymi w surowicy krwi. Większość związków o właściwościach cytosta-
tycznych było wykrywanych przypadkowo. Stanowiły one jednak punkt 
wyjściowy do dalszych poszukiwaniach substancji o określonej bioaktyw-
ności. Jednym z przykładów jest kompleks cis-[diaminodichloroplatyny(II)] 
– znany jako cisplatyna oraz jej analogi karboplatyna i oksaliplatyna [1]. 
Z uwagi na poważne skutki uboczne wywołane stosowaniem leków za-
wierających platynę poszukiwane są związki o lepszej selektywności  
i porównywalnej skuteczności. Spośród licznie otrzymywanych związków 
o potencjalnych właściwościach przeciwnowotworowych tylko niewiele  
z nich daje pożądane efekty w testach klinicznych. Najlepsze wyniki 
osiągane są w przypadku kompleksów metali przejściowych zawierają-
cych jony: galu(III), tytanu(IV), rodu(II), rutenu(II, III) oraz jednych z naj-
bardziej obiecujących – złota(I) i złota(III) [2]. 

2. Kompleksy złota jako cytostatyki 

Kompleksy złota stanowią obiecującą klasę substancji biologicz-
nie czynnych o potencjalnym działaniu przeciwrakowym. Mechanizm ich 
działania nie jest jeszcze w pełni poznany, ale na podstawie dotychczaso-
wych prac badawczych stwierdzono, że kompleksy złota wykazują inny, 
tzw. niezależny od DNA mechanizm hamowania rozwoju raka, co czyni je 
atrakcyjną alternatywą dla obecnych leków na bazie platyny [3]. Badane 
są kompleksy zarówno na +I, jak i na +III stopniu utlenienia, jedno- lub 
dwurdzeniowe (rys. 1). 

Auranofina (kompleks 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-1-tio-β-D-glukopiranozo- 
-S-(trietylo-fosfina) złota(I)) jest jednordzeniowym kompleksem złota(I), 
który od ponad 20 lat jest stosowany w leczeniu reumatoidalnego zapale-
nia stawów. Dopiero niedawno zwrócono szczególną uwagę na jego prze-
ciwnowotworowe właściwości w stosunku do białaczki P388 oraz poten-
cjalnie hamujące rozwój w stosunku do HIV. Auranofina jako prolek 
podawany jest głownie dożylnie, ale może być też podawany doustnie. 
Auranofina jest kompleksem bardzo reaktywnym. Jej ligandy mogą być 
wymieniane przez endogenne ligandy zawierające grupy tiolowe, które 
mogą wpływać na jej reaktywność i zachowanie w organizmie. W roztworze 
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Rys. 1. Kompleksy złota (od lewej): Auranofina, AuBipyC, AuOxo6, Au2Phem [3] 
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Rys. 2. Najbardziej prawdopodobne produkty rozpadu Auranofiny [4] 

kompleks ten może ulegać degradacji na skutek wymiany ligandu oraz 
deacetylacji reszty cukrowej (rys. 2) [4]. 

Mechanizm działania Auranofiny na komórki nowotworowe opiera się 
prawdopodobnie na selektywnym hamowaniu właściwości redukujących 
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enzymu mitochondrialnego – reduktazy tioredoksyny. Reduktaza ta na-
leży do selenoenzymów, które katalizują redukcje zależne od NADPH  
i odpowiadają za utrzymanie białek w ich zredukowanym stanie. Zaha-
mowanie działania tego enzymu powoduje, iż tioredoksyna nie jest prze-
kształcana w aktywną, zredukowaną formę, co uniemożliwia usuwanie 
nadtlenku wodoru utworzonego przez mitochondrialny łańcuch oddecho-
wy. Prowadzi to do obrzęku mitochondrialnego, zwiększenia przepusz-
czalności błony zewnętrznej mitochondriów i uwolnienia cytochromu c.  
W rezultacie dochodzi do zahamowania syntezy DNA i apoptozy komórki 
nowotworowej. Najnowsze badania dowodzą, że zwiększone wytwarzanie 
reduktazy w mitochondriach komórki nowotworowej odpowiada za leko-
oporność. Auranofina jest zatem niezwykle obiecująca ze względu na 
zmniejszenie ryzyka występowania lekooporności [5]. 

Drugim badanym kompleksem złota(III) jest AuBipyC [(bipydmb-H)Au 
(OH)][PF6] (gdzie bipydmb-H = zdeprotonowana 6-(1,1-dimetylobenzylo)-2,2′- 
-bipirydyna). Kompleks ten, w przeciwieństwie do Auranofiny, jest trwały 
w fizjologicznych warunkach osocza krwi. Badania wykazały, że przeja-
wia znaczną cytotoksyczność wobec linii ludzkich komórek raka jajnika  
i płuc. Ponadto, jego mechanizm przeciwnowotworowej aktywności opiera 
się, tak jak w przypadku Auranofiny, na mitochondrialnym szlaku apop-
tozy [6]. 

3. Badanie reaktywności kompleksów złota  
w warunkach fizjologicznych 

Wydajność działania leku jest ściśle związana z wydajnością jego 
transportu, a co za tym idzie – z powinowactwem kompleksu lub jego 
metabolitów do białek transportujących, obecnych we krwi. Badanie trwa-
łości i reaktywności substancji biologicznie czynnych w warunkach fizjo-
logicznych jest niezwykle ważne. Zazwyczaj, w warunkach fizjologicz-
nych, badane są przemiany prowadzące do aktywacji proleku, a następnie 
kinetyka tworzenia adduktów z białkami osocza. Identyfikacja nowych 
związków jest najczęściej realizowana z udziałem spektrometrów mas  
z jonizacją poprzez elektrorozpraszanie (ESI MS). Bogaty skład płynów 
ustrojowych (moczu lub krwi) przysparza wiele trudności podczas procesu 
rozpraszania, jonizacji, rozdzielania jonów w fazie gazowej i interpretacji 
widm. W przypadku większości metalokompleksów, podczas interpretacji 
widm, z pomocą przychodzi obwiednia izotopowa, czyli specyficzny dla 
danego metalu układ sygnałów pochodzących od jego izotopów. Niestety 
złoto jest monoizotopowe, co utrudnia selekcję sygnałów do interpretacji. 
Etapy oczyszczania związków natomiast często prowadzą do rozpadu wielu 
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form i utraty informacji. Początkowe prace należy zatem prowadzić w pro-
stych roztworach odtwarzających warunki fizjologiczne (pH, temperatura, 
obecność związków o właściwościach utleniających lub redukujących). 

3.1. Elektrochemiczna komora reakcyjna ROXY 

Komora elektrochemiczna ROXY firmy Antec służy do symulowa-
nia warunków utleniająco-redukujących panujących w organizmach ży-
wych i powstawania potencjalnych metabolitów. Układ składa się z trzech 
elektrod: roboczej, na której zachodzi reakcja, odniesienia i pomocniczej. 
Potencjał roboczy ustala się pomiędzy elektrodą roboczą i pomocniczą. 
Trzecia elektroda ma kompensować efekt polaryzacji prowadzącej do de-
stabilizacji pracy komory reakcyjnej lub komory jonizacyjnej ESI  (rys. 3). 
Możliwe jest zatem bezpośrednie połączenie komory reakcyjnej z ESI MS, 
umożliwiające natychmiastową rejestrację produktów reakcji redoks. 

    

Rys. 3. A. Przekrój komory reakcyjnej. B. Rzeczywisty wygląd komory reakcyjnej z wi-
doczną celą pomiarową (7 µL roztworu) oraz elektrodami roboczymi – krążki wykonane  
 z węgla, złota platyny i „magicznego diamentu” (diament na nośniku krzemowym) 

4. Metody analityczne 

P r z y g o t o w a n i e  p r ó b e k  m e ta l o k o m p le s ó w: Roztwór za-
wierający odpowiedni kompleks złota o stężeniu 10 µM przygotowywano 
w roztworze mrówczanu amonu o stężeniu 10 mM i pH 7,4 symulującym 
fizjologiczne warunki osocza krwi. Następnie do próbki dodawano aceto-



240 M. Kupiec, K. Pawlak 

nitryl – lotny związek wspomagający proces jonizacji – tak, aby jego za-
wartość wynosiła 30% (v/v). 

M e t o d y k a  b a d ań: Próbki wprowadzane były do komory reakcyjnej  
(a następnie do ESI MS) za pomocą pompy strzykawkowej z prędkością 
10 µM min–1. Parametry pracy aparatów zamieszczone w tabeli. 

Tabela. Parametry pracy komory reakcyjnej ROXY i ESI MS 

ESI QqQ MS

Aparat Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS Jet 
Stream 

Temperatura gazu rozpylającego 300C 

Przepływ gazu rozpylającego 8 L min1– 

Ciśnienie gazu nebulizującego 50 psi

Temperatura gazu osłonowego 250C 

Przepływ gazu osłonowego 7 L min–1 

Napięcie na kapilarze 2500 V (tryb jonów dodatnich), 1500 V (tryb jonów 
ujemnych) 

Napięcie końcowe 500 V

Tryb jonizacji dodatni lub ujemny

Tryb zbierania jonów przemiatanie

Napięcie na fragmentatorze 90 V

Komora reakcyjna ROXY

Przepływ cieczy 10 mL h–1 

Potencjał utleniający od 0 do 3,5 V

Potencjał redukujący od 0 do –2,5 V

Zmiana potencjału skokowo co 0,1 V

Elektroda robocza „magiczny diament”

5. Wyniki badań i dyskusja 

Widma mas dla próbek kompleksów złota wykonywane były w try-
bie jonów dodatnich i ujemnych, przy wszystkich możliwych potencjałach 
przykładanych w komorze reakcyjnej ROXY. Otrzymane widma oczysz-
czano poprzez odejmowanie tła i widm ślepych prób, a otrzymane wyniki 
zestawiono na wykresie wraz z propozycją interpretacji sygnałów. 
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5.1. Produkty przemiany Auranofiny 

W przypadku widm mas otrzymanych dla Auranofiny uzyskano 
cztery główne sygnały. Obserwując zmiany wysokości sygnałów, zauważa 
się zależność poszczególnych sygnałów od przyłożonego napięcia, co przed-
stawiono na rysunku 4. Sygnałowi o m/z 586 przyporządkowano kom-
pleks złota AUF, w którym grupa trietylofosfinowa została wymieniona 
przez grupę nitrylową. Jest ona jednak na tyle reaktywna, że łatwo przy-
łącza się ponownie do złota, co można zaobserwować w postaci sygnału  
o m/z 215, pochodzącego od kompleksu złota z dwiema grupami trietylo-
fosfinowymi. Mniejsze sygnały pochodzą od rozpadu podstawników grupy 
cukrowej Auranofiny (m/z 249 i 271), których wysokość rośnie wraz  
z potencjałem utleniającym. Intensywność zaś sygnału pochodzącego od 
kompleksu złota z dwiema grupami trietylofosfinowymi (m/z 215) maleje. 

 

Rys. 4. Widma mas ESI MS w trybie jonów ujemnych dla roztworu Auranofiny w roztworze  
 10 mM mrówczanu amonu, pH 7,4 uzyskane dla potencjałów utleniających 

Dla poszczególnych sygnałów przeprowadzono fragmentacje w celu 
potwierdzenia zaproponowanej struktury. Na rysunku 5 przedstawiono 
przykładowe widmo fragmentacyjne dla jonu o m/z 586, które ukazuje ko-
lejne rozpady metabolitu Auranofiny poprzez rozpad reszty cukrowej oraz 
oderwanie całego pierścienia cukrowego, potwierdzając tożsamość związku. 
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Rys. 5. Widmo fragmentacyjne ESI MS/MS w trybie jonów ujemnych jonu macierzystego  
 o m/z 586, potencjał w komorze reakcyjnej równy 0,5V 

 
Rys. 6. Widma mas ESI MS w trybie jonów dodatnich dla roztworu AuBipyC w roztworze  
 10 mM mrówczanu amonu, pH 7,4 uzyskane dla potencjałów utleniających 

5.2. Produkty przemiany AuBipyC 

AuBipyC jest kompleksem złota na +III stopniu utlenienia. Ma on 
koordynacyjnie przyłączone dwie cząsteczki pirydyny oraz kowalencyjnie 
związany benzen, który z pirydyną łączy łańcuch alifatyczny. Dodatkowo 
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ma także grupę hydroksylową przy atomie złota i w efekcie kompleks ma 
ładunek pojedynczy dodatni, co powoduje, że sygnały są obserwowane tylko 
w trybie jonów dodatnich. AuBipyC jest dość trwały, rozpada się w nie-
znacznym stopniu, gdzie w środowisku słabo utleniającym należy spodzie-
wać się sygnału pochodzącego od wyjściowej formy kompleksu z dodatkową 
grupą hydroksylową (m/z 527), co stabilizuje kompleks. W wypadku, gdy 
grupa hydroksylowa została odłączona, kompleks ulega rozpadowi poprzez 
odłączanie się cząsteczek pirydyny (m/z 157), a w środowisku silnie utlenia-
jącym odłączeniu ulegają także grupy alifatyczne (m/z 273) (rys. 6). 

Dla wszystkich sygnałów otrzymano widma fragmentacyjne, a przy-
kładowe widmo dla sygnału o m/z 527 ukazuje ścieżkę rozpadu komplek-
su, potwierdzając jego tożsamość (rys. 7). 

 

Rys. 7. Widmo fragmentacyjne ESI MS/MS jonu macierzystego m/z 527, potencjał w ko- 
 morze reakcyjnej równy 3V 

6. Wnioski 

Zastosowanie potencjometrycznej komory reakcyjnej ROXY umoż-
liwiło zaproponowanie form głównych metabolitów tworzonych przez 
kompleksy złota w różnych warunkach redoks. Różnice w budowie i stop-
niu utlenienia złota w badanych kompleksach powodują, iż wykazują one 
inną trwałość i ich reaktywność względem tworzenia kompleksów z biał-
kami transportującymi powinna być inna. 
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7. Perspektywy 

Dalszy plan badawczy zakłada zbadanie in vitro kinetyki two-
rzenia adduktów kompleksów złota z białkami osocza krwi ludzkiej i cy-
tozolu komórkowego (zarówno dla zdrowych, jak i rakowych komórek). 
Następnie przeprowadzone zostaną badania porównawcze w celu po-
twierdzenia tożsamości metabolitów kompleksów złota i ich wpływ na 
mechanizm działania oraz skuteczność potencjalnego leku. Otrzymane 
wyniki w warunkach modelowych ułatwią interpretację widm otrzyma-
nych dla próbek pochodzenia biologicznego. 
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1. Wstęp 

Wzrost wyjałowienia gleb i zubożenie żywności w mikroelementy 
spowodowały, że konieczne są coraz częściej: dywersyfikacja diety, suple-
mentacja lub tzw. biofortyfikacja, czyli wzbogacanie żywności w substan-
cje niezbędne do zapewnienia w pełni zbilansowanej diety człowieka [1]. 
Takie wzbogacanie może być dokonywane poprzez optymalizację zabie-
gów agrotechnicznych lub wykorzystanie roślin transgenicznych w celu 
selektywnego zwiększenia fitodostępności mikroelementów z gleby [2]; 
przy zmniejszonej akumulacji pierwiastków toksycznych. Innym rozwią-
zaniem jest zastosowanie roślin niejadalnych do rekultywacji gleb (fito-
remediacji) lub unieruchomienia skażenia [3]. 

Zastosowanie roślin w celu biofortyfikacji lub fitoremediacji wymaga 
dokładnego poznania i zrozumienia procesów zaangażowanych w utrzy-
manie homeostazy metali w roślinach, do których należy pobieranie, 
transport dalekodystansowy, transport międzykomórkowy oraz wewnątrz-
komórkowy. Jony metali są w roślinach kompleksowane przez bioligandy 
(u traw zwykle chelatujące fitosiderofory), które można podzielić na kilka 
grup ze względu na atom będący donorem elektronów [4]: tlen – małoczą-
steczkowe kwasy organiczne i flawonoidy; siarka – cysteina i peptydy 
zawierające cysteinę; tlen i azot – histydyna, nikotianamina i inne jej 
pochodne. 

1.1. Rola nikotianaminy w metabolizmie metali 

Nikotianamina (NA) jest niebiałkowym aminokwasem powszech-
nie występującym w roślinach [5, 6]. Jest syntetyzowana poprzez reakcję 
enzymatyczną kondensacji trzech grup amino-karboksypropylowych trzech 
cząsteczek S-adenozylo-metioniny [6]. NA w swojej budowie zawiera trzy 
grupy aminowe i karboksylowe (rys. 1), co daje możliwość tworzenia stabil- 

 
Rys. 1. Struktura nikotianaminy (NA) 
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nych chelatów z jonami takich metali, jak: Mn, Fe, Co, Zn Ni i Cu [6]. 
Trwałość kompleksów z badanymi metalami jest największa przy pH 
powyżej 6,5 zależy też od rodzaju i stopnia utlenienia metali [5, 6]. 

Znaczenie NA w roślinach potwierdzono, badając rośliny pomidora 
zwyczajnego (Lycospericumesculentum Mill.) i jego mutanta chloronerva 
niezawierającego w sobie nikotianaminy na skutek zmiany w genie Nas 
kodującym enzym – syntazę nikotianaminy [6]. U roślin tych obserwuje 
się sterylność, zredukowany wzrost oraz silne chlorozy międzywiązkowe 
młodych liści – objawy podobne do towarzyszących niedoborowi żelaza [6], 
które są odwracalne po wprowadzeniu nikotianaminy do rośliny [7]. Po-
dobne objawy zaobserwowano w wypadku tytoniu, który zawierał gen 
syntezy hvnaat (enzymu transferazy nikotianaminy do kwasów muige-
nowych) [7]. Chloroza była odwracalna tylko po podaniu żelaza razem  
z nikotianaminą. Wskazuje to na uczestnictwo NA w transporcie żelaza 
w roślinie [6]. Stwierdzono także bardzo małą zawartość enzymów zawiera-
jących miedź – dysmutazy ponadtlenkowej oraz plastocyjaniny [6]. Te 
wyniki wskazują na bezpośredni udział NA w transporcie Cu z korzenia 
do pędu – najprawdopodobniej ksylemowego, ponieważ kompleks NA-Cu 
jest trwały także w środowisku lekko kwaśnym [5]. 

1.2. Techniki instrumentalne w badaniu kompleksów metali  
z bioligandami roślinnymi 

Badanie kompleksów bioligandów z metalami (analiza specjacyj-
na) wymaga zastosowania metod selektywnych i czułych ze względu na 
małe stężenia różnorodnych kompleksów (stechiometrycznych i nieste-
chiometrycznych) w ekstraktach roślinnych o bogatej matrycy [8–10].  
Do identyfikacji związków zatem stosowane są cząsteczkowe spektrome-
try mas połączone z techniką rozdzielania związków (chromatografia 
cieczowa i elektroforeza kapilarna) – nazywane często technikami łączo-
nymi [8, 9]. W wypadku wzbogacania kompleksów metali rozdzielanie 
może być realizowane w połączeniu ze spektrometrem mas z jonizacją  
w plazmie indukcyjnie sprzężonej (ICP MS), pozwalając na wydzielenie 
frakcji związków zawierających metal i różniących się masą cząsteczkową 
lub hydrofobowością, co pozwoliło na identyfikację kompleksu NA-Ni za 
pomocą ESI MS/MS w ekstraktach Thlaspicearulescens [8]. 

Nikotianamina i jej kompleksy to związki polarne. W celu umożliwie-
nia ich detekcji za pomocą ESI MS i jednocześnie odpowiedniego rozdzie-
lenia można zastosować chromatografię oddziaływań hydrofilowych (HILIC) 
bez lub po wstępnym rozdzieleniu związków za pomocą SEC (dwuwymia-
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rowa chromatografia). Takie postępowanie pozwoliło na identyfikację 
biokompleksów niklu w ekstraktach T. cearelulescens [9] i płynie ksyle-
mowym T. cearelulescens za pomocą ESI QqTOF [10]. 

Jednym z większych problemów związanych z badaniem kompleksów 
metali z bioligandami jest ich ograniczona trwałość i współzawodnictwo 
pomiędzy ligandami i metalami prowadzące do ich wymiany lub zmian 
stechiometrii. Stąd też często badane jest powinowactwo metali do wy-
krytych bioligandów w warunkach in vitro w celu potwierdzenia możli-
wości tworzenia się zidentyfikowanych uprzednio kompleksów. Badania 
takie, w wypadku wpływu mikroelementów na trwałość kompleksu  
Fe-NA za pomocą ESI MS, przeprowadza się dla mieszanin substancji 
wzorcowych przygotowanych in vitro [5]. 

W prezentowanej pracy zastosowano rozdzielanie za pomocą HILIC 
oraz detekcję za pomocą tandemowego spektrometru mas ESI MS/MS do 
identyfikacji kompleksów nikotianaminy z kadmem, miedzią oraz cyn-
kiem w ekstraktach korzeni i liści hydroponicznie uprawianego pomido-
ra. Celem przeprowadzonych badań było zbadanie wpływu deficytu żela-
za oraz nikotianaminy na wydajność transportu wyżej wymienionych 
metali do części nadziemnych rośliny. 

2. Część eksperymentalna 

2.1. Uprawa roślin 

Pomidory uprawiano hydroponicznie przez 13 dni w czterech wa-
riantach pożywki: (1) ¼ Knopa (warunki kontrolne), (2) ¼ Knopa bez żela-
za, (3) ¼ Knopa i z dodatkiem kadmu (0,1 µM) oraz (4) ¼ Knopa bez że- 
laza i z dodatkiem kadmu (0,1 µM). 

2.2. Przygotowanie materiału roślinnego do analiz 

Rośliny, po zebraniu były dzielone na korzenie oraz liście, za-
mrażane w ciekłym azocie i przechowywane w temperaturze –80C do 
rozpoczęcia procesu liofilizacji, który trwał dwie doby. Następnie korzenie 
oraz liście były ucierane na proszek w moździerzu. Do próbek zawierają-
cych około 25 mg odważonego proszku dodawano 0,5 mL roztworu Tris  
o stężeniu 30 mM i pH 7,4 (w wypadku analiz za pomocą SEC dodawano 
jeszcze NaCl-, stężenie końcowe 10 mM). Próbki liści wytrząsano z roz-
tworem ekstrahenta, natomiast próbki korzeni poddawano działaniu  
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ultradźwięków przez 30 min. Następnie próbki wirowano w temperaturze 
4C z prędkością 10 000 rpm przez 15 min. Roztwór znad osadu przed 
analizą sączono przez sączek o wielkości porów 0,22 m (pierwszą kroplę 
odrzucano). 

2.3. Przygotowanie mieszanin substancji wzorcowych  
w warunkach in vitro 

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

2.4. Warunki realizacji chromatografii wykluczania  
i detekcji ICP MS 

Do wstępnego rozdzielania kompleksów metali w ekstraktach 
pomidora zastosowano kolumnę Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) 
podłączoną do wysokosprawnej pompy chromatograficznej model Agilent 
1100 i wyposażonej w dozownik próbek o objętości 100 L. Fazę ruchomą 
wprowadzaną z prędkością 0,5 ml · min–1 stanowił roztwór Tris o stężeniu 
30 mM, 10 mM NaCl i pH 7,4. Eluat z kolumny rozpylany był za pomocą 
rozpylacza koncentrycznego (przepływ gazu rozpylającego 1,09 L · min–1) 
do plazmy indukcyjnie sprzężonej o mocy 1300 W spektrometru mas ICP 
MS (model HP7500 AT, Japonia), a jony wybranych izotopów metali 
(63Cu, 66Zn, 112Cd) były sekwencyjnie rozdzielane za pomocą kwadrupolo-
wego analizatora mas w czasie 300 ms. 

2.5. Warunki chromatografii oddziaływań hydrofilowych 

Kompleksy nikotianaminy, wprowadzane w postaci ekstraktu  
o objętości 20 L, były oddzielane od matrycy poprzez oddziaływania hy-
drofilowe przy użyciu kolumny Ascentis Express HILIC z krzemionkową 
fazą stacjonarną. Stosowano elucję gradientową przy użyciu dwóch roz-
tworów: (A) wodnego z octanem amonu o stężeniu 5 mMi (B) i jego mie-
szaniny z acetonitrylem o stosunku 5 : 95 (v/v). Stosowano następujący 
program gradientowy: 3 min – 100% B, 30 min – 33% B, 35 min – 33% B, 
40 min – 100% B i 50 min – 100% B. 
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2.6. Warunki pracy tandemowego spektrometru mas  
z jonizacją poprzez elektrorozpraszanie (ESI MS/MS) 

Identyfikacji kompleksów nikotianaminy z metalami dokonano  
z wykorzystaniem spektrometru mas ESI MS/MS wyposażonego w dodat-
kowy strumień gazu ogniskującego aerozol oraz w siedem kapilar desolwa-
tacyjnych i tunelu ogniskującego ekstrahowane jony (Jetstream i iFunnel). 
Wszystkie analizy na ESI MS/MS wykonywano w trybie jonów dodatnich 
ze względu na uzyskane wyższe sygnały. Ponieważ nikotianamina może 
tworzyć kompleksy z różnymi metalami, konieczne było zastosowanie se-
lektywnego trybu pracy analizatorów mas poprzez rejestrację charaktery-
stycznego jonu fragmentacyjnego uzyskanego dla wybranego macierzy-
stego (MRM). Pary zostały wybrane na podstawie widm mas produktów 
fragmentacji jonów macierzystych otrzymanych dla kompleksów utwo-
rzonych in vitro. Tożsamość sygnałów zweryfikowano poprzez porównanie 
czasów retencji dla odtworzonych pików chromatograficznych  porówny-
wano z uzyskanymi dla ekstraktów roślinnych. Warunki pracy spektro-
metru mas przedstawiono w tabeli. 

Tabela. Parametry pracy tandemowego spektrometru mas ESI MS/MS 

Parametr Wartość 

Temperatura gazu 260C 

Przepływ gazu 16 L·min–1 

Ciśnienie w rozpylaczu 40 psi 

Temperatura gazu ogniskującego 400C 

Przepływ gazu ogniskującego 11 L ·min–1 

Napięcie jonizacji w trybie jonów dodatnich 2500 V 

Napięcie jonizacji w trybie jonów ujemnych 2000 V 

Napięcie ogniskujące aerozol 1000 V 

Napięcie (w kryzie) transmisji jonów 380 V 

Napięcie w strefie wyższego ciśnienia w ifunnelu + 200 (–150) V 

Napięcie w strefie niższego ciśnienia w ifunnelu + 110 (–60) V 

3. Wyniki i dyskusja 

Na rysunku 2A przedstawiono fragment widma mas i chromato-
gram uzyskany w trybie przemiatania (SCAN) dla kompleksu NA z cyn-
kiem otrzymanym in vitro i odtworzony dla m/z 366. Widmo jest zgodne  
z teoretycznym profilem izotopowym cynku, potwierdzając obecność cyn-
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ku w związku, od którego pochodzi sygnał chromatograficzny. Jony o warto-
ści m/z 366 oraz 368 – odpowiadające kompleksom NA-64Zn i NA-66Zn – 
zostały sfragmentowane. Na podstawie widm fragmentacyjnych (rys. 2B) 
zostały wybrane pary jonów macierzystych i otrzymanych dla nich frag-
mentacyjnych o największej intensywności (transmisje MRM). Dla kom-
pleksów NA z cynkiem były to pary 366→ 294, 366→ 56 oraz 368→ 296. 

 

Rys. 2. Wyniki otrzymane dla kompleksu NA-Zn za pomocą ESI MS/MS: A – chromato-
gram odtworzony dla m/z 366 oraz fragment widma mas (przerywane linie) zestawiony 
z teoretycznym profilem izotopowym cynku (prostokąty). B – widma fragmentacyjne jonów 
m/z 366 oraz 368 z zaznaczonymi głównymi sygnałami pochodzącymi od jonów fragmenta-
cyjnych. C, D – chromatogramy otrzymane w trybie MRM: uzyskane dla mieszaniny wzor- 
 ców (C) oraz ekstraktu liści (D) 

Na rysunku 2C i D przedstawiono chromatogramy otrzymane dla po-
szczególnych par jonów dla kompleksów NA z cynkiem uzyskanych in 
vitro (C) oraz w ekstrakcie liści (D). Taki sam sposób postępowania wyko-
rzystano w analizie kompleksów Cu i Cd. Wyniki uzyskane dla ekstrak-
tów roślinnych zestawiono w postaci wykresów słupkowych (rys. 3), które 
odpowiadają względnym polom powierzchni sygnałów chromatograficz-
nych dla następujących par jonów 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 wyników otrzymanych dla ekstraktów roślinnych 
(rys. 3) można stwierdzić, że w warunkach stresowych zawartości kom-
pleksów NA-Me w liściach były znacząco mniejsze niż w korzeniach, 
zwłaszcza w porównaniu do grupy kontrolnej roślin uprawianych w wa-
runkach korzystnych dla rozwoju. Oznacza to, że rośliny starają się 
zmniejszyć wydajność transportu toksycznych metali do części nadziem-
nej. W wypadku deficytu żelaza w pożywce reakcja jest podobna, co 
wskazuje na powiązanie jonów żelaza z procesem syntezy NA. Mimo to 
wpływ pozostałych mikroelementów, jak miedź i cynk, nie może być wy-
kluczony, zwłaszcza że NA tworzy wykrywalne kompleksy z kadmem 
jedynie w warunkach deficytu żelaza. 

 

Rys. 3. Względne pola powierzchni pików chromatograficznych otrzymanych dla komplek-
sów NA z Cu, Zn lub Cd w korzeniach (kreski ukośne) oraz liściach (kropki) za pomocą:  
 HILIC ESI MS/MS iSEC ICP MS 

D – deficyt, K – grupa kontrolna 

Wyniki uzyskane dla kompleksów NA-Me, skorelowane z wynikami 
otrzymanymi za pomocą SEC ICP MS, wskazują na pozorną niezgodność. 
W wypadku kompleksów NA obserwuje się małą wydajność transportu 
jonów metali do części nadziemnej rośliny uprawianej w obecności kadmu 
w pożywce pełnej. Ogólna natomiast suma kompleksów metali, obserwo-
wana za pomocą SEC ICP MS, wskazuje na intensywny transport tych 
metali do liści. Prawdopodobnie są to fitochelatyny, które są syntetyzo-
wane przez rośliny w warunkach stresu kadmowego. Ciekawostką jest to, 
że wydajność transportu kadmu w postaci innych kompleksów do części 
nadziemnej rośliny także wymaga obecności żelaza w pożywce. 
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4. Perspektywy 

Badania podstawowe nad poznaniem mechanizmów regulujących 
w roślinach transport jonów metali z części podziemnych do części nad-
ziemnych są bardzo ważne w wypadku prawidłowego wykorzystania zja-
wiska fitoekstrakcji. W poczet takich badań można wpisać również badania 
prowadzone nad kompleksami NA z niektórymi metalami w pomidorze 
zwyczajnym. Uzyskane wyniki potwierdzają tezę, że metale są transpor-
towane w roślinie w postaci kompleksów utworzonych przez bioligandy, 
których synteza jest powiązana z ilością pobieranego żelaza i nie jest to 
tylko nikotianamina. 
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1. Wstęp 

Korozja jest zjawiskiem naturalnym, którego nie można całkowi-
cie wyeliminować, jednak powinno się w znaczący sposób ograniczyć. De-
gradacja materiałów i środowiska na skutek korozji może być skutecznie 
obniżona poprzez umiejętne i konsekwentne jej zapobieganie. Głównie 
poprzez zastosowanie metod ochrony przeciwkorozyjnej oraz właściwy 
dobór materiałów. Kwestia odpowiedniego zabezpieczania konstrukcji 
stalowych przed korozją jest problemem dotyczącym nie tylko wytwór-
ców, ale także inwestorów, projektantów, firm wykonujących powłoki 
antykorozyjne oraz dostawców sprzętu wykorzystywanego do tych prac. 
W skali globalnej korozja powoduje niszczenie ogromnych ilości stali  
(10–25 mln ton rocznie). Badania wykazały, że 20% energii w skali świa-
towej i średnio 4,2% globalnego PKB jest tracone każdego roku z powodu 
korozji [1]. Zgodnie z doniesieniami naukowców, stosując odpowiednie 
zabezpieczenia antykorozyjne, w tym powłoki, można zredukować cało-
ściowe wydatki związane z korozją o 25–30%. 

Korozję można ograniczyć, stosując inhibitory zmniejszające szybkość 
korozji w wyniku zahamowania procesu anodowego i/lub katodowego [2]. 
Wyróżnia się inhibitory anodowe, katodowe oraz o działaniu mieszanym. 
Do tych pierwszych zalicza się aniony nieorganiczne: fosforany(V), krze-
miany, azotany(V), chromiany(VI) oraz organiczne, np. benzoesany. Poli-

________________ 
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fosforany(V) natomiast należą do inhibitorów o działaniu mieszanym [3]. 
Dla skutecznej ochrony antykorozyjnej maszyn, aparatów i konstrukcji 
stalowych eksploatowanych w warunkach atmosferycznych stosuje się 
głównie lakierowe powłoki ochronne, powodujące odcięcie dostępu tlenu  
i wody do powierzchni podłoża metalowego. Zakłada się, że tylko powłoki 
zawierające inhibitory korozji zapewniają efektywną ochronę antykoro-
zyjną stali. Powłoka taka ma właściwości barierowe i hamujące procesy 
korozyjne [4]. Inhibitory wprowadza się do powłok ochronnych w niewiel-
kim stężeniu. Powinny one nie tylko spowalniać proces korozji, ale i być 
przyjazne dla środowiska [5]. Nieustannie poszukuje się nowych, sku-
tecznych pigmentów antykorozyjnych, które przyczyniłyby się do pod-
wyższenia odporności materiałów i urządzeń na działanie warunków  
atmosferycznych, a co za tym idzie – wydłużyły ich żywotność i reduko-
wały ilość odpadów [6]. 

Względy ekologiczne spowodowały, że od pigmentów antykorozyjnych 
oczekuje się nie tylko doskonałych właściwości ochronnych, ale również 
braku toksyczności dla organizmów żywych (w tym wodnych) zarówno na 
etapie otrzymywania, jak i stosowania gotowego produktu. Ponadto po-
żąda się, aby takie pigmenty mogły być wprowadzane zarówno do farb  
wodorozcieńczalnych, jak i układów rozpuszczalnikowych zawierających 
spoiwa epoksydowe, alkidowe, poliuretanowe, chlorokauczukowe, poliwi-
nylowe, akrylowe, z poli(octanu winylu) oraz aby farby przygotowane z ich 
udziałem były trwałe/stabilne w czasie przechowywania. Do stosowanych 
aktualnie ekologicznych pigmentów antykorozyjnych zalicza się m.in.: 
borany (borokrzemiany, metaboran, boran cynku), molibdeniany(VI) (zasa-
dowy molibdenian(VI) cynku, zasadowy molibdenian(VI) wapnia i cynku), 
ferryty (cynku i wapnia), tlenek wapnia, pył cynkowy oraz fosforany(V) 
[7]. Dwa ostatnie stanowią najliczniejszą grupę środków aplikowanych  
w ciekłych oraz proszkowych materiałach powłokowych. 

Celem pracy było otrzymanie fosforanów(V) glinu modyfikowanych 
amonem, wapniem i molibdenem oraz zbadanie ich przydatności jako 
pigmentów antykorozyjnych. 

2. Część doświadczalna 

W badaniach dotyczących otrzymywania antykorozyjnych pig-
mentów fosforanowych zastosowano planowanie doświadczeń dla planu 
frakcyjnego trójwartościowego 3(k–p) oraz Metodę Powierzchni Odpowie-
dzi (RSM, Response Surfce Methology). Metoda ta jest zbiorem staty-
stycznych i analitycznych technik obliczeniowych użytecznych w trakcie 
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prac eksperymentalnych w celu otrzymania produktu o jak najlepszych 
właściwościach. RSM pozwala wyznaczyć badane czynniki, które w istot-
ny sposób wpływają na wartość analizowanych zmiennych zależnych [8]. 
Zmiennymi parametrami procesu (zmienne niezależne) były: x1 – czas 
reakcji (90 ± 30 min), x2 – stosunek molowy Ca2+ : PO4

3– w substratach 
(0,3 : 1; 0,4 : 1; 0,5 : 1). W tabeli 1 zamieszczono analizowane zmienne nie-
zależne (x1–2) oraz zależne (y1–8) określające właściwości fizykochemiczne 
otrzymanych produktów. 

Tabela 1. Otrzymywanie antykorozyjnych pigmentów fosforanowych – plan eksperymentów 

Akronim 

Zmienne rzeczywiste (niezależne)

Zmienne zależne 
x1 x2 

Stosunek molowy
Ca+2 : PO4

–3
 w substratach 

Czas 
[min] 

AACMP1 

0,5 : 1 

60

y1  – zawartość Al [% mas] 
y2  – zawartość Ca [% mas] 
y3  – zawartość NH3 [% mas] 
y4  – zawartość Mo [% mas] 
y5  – zawartość P2O5 [% mas] 
y6  – powierzchnia właściwa [m2/g] 
y7  – liczba olejowa [g/100 g] 
y8  – wielkość ziarna [nm] 

AACMP2 90

AACMP3 120

AACMP4 

0,4 : 1 

60

AACMP5 90

AACMP6 120

AACMP7 

0,3 : 1 

60

AACMP8 90

AACMP9 120

Celem założonego planu frakcyjnego trójwartościowego było otrzyma-
nie pigmentów antykorozyjnych o zróżnicowanych właściwościach fizyko-
chemicznych oraz zbadanie istotnych czynników mających wpływ na ana-
lizowane parametry i znalezienie odpowiednich wartości wejściowych 
umożliwiających otrzymanie produktu o oczekiwanym składzie chemicz-
nym i fazowym. Wyniki uzyskane z przeprowadzonych doświadczeń ze-
stawiono w tabeli 2. 

W badaniach stosowano surowce o czystości odczynnikowej: (NH4)2 

HPO4, (NH4)6Mo7O24  4H2O, Al2(SO4)3  18H2O, CaCO3, wodny roztwór 
amoniaku (25% mas. NH3). Proces otrzymywania antykorozyjnych pig-
mentów fosforanowych prowadzono w szklanym reaktorze, w temperatu-
rze 23°C, przy stałej prędkości mieszania. Sumaryczne stężenie soli we 
wszystkich doświadczeniach wynosiło 40% mas. W każdym wypadku pH 
mieszaniny reakcyjnej doprowadzano do pH = 7, a następnie po odpo-



258 K. Łuczka, B. Grzmil, B. Kic, K. Kowalczyk 

wiednim czasie, wytrącony osad oddzielano przez filtrację od roztworu 
macierzystego i przemywano trzykrotnie wodą, przy stosunku fazy ciekłej 
do fazy stałej jak 3 : 1. Osad suszono w temperaturze 70°C przez 3 h. 

Tabela 2. Właściwości fizykochemiczne otrzymanych fosforanów 

Akronim 
Zawartość [% mas] Powierzchnia 

właściwa SBET 

[m2/g] 

Liczba olejowa 
[g oleju para-

finowego/100 g]

Wielkość 
ziarna  
[nm] Al Ca NH3 Mo P2O5

AACMP1 11,0 8,4 1,2 1,1 29,3 105 107 263 

AACMP2 11,6 8,7 0,9 1,5 27,7 87 106 255 

AACMP3 11,5 8,7 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 

AACMP8 13,3 5,9 1,7 0,6 30,3 96 107 262 

AACMP9 11,9 5,8 1,5 0,7 26,8 75 115 260 

3. Stosowane metody analityczne 

W otrzymanych produktach oznaczano zawartość glinu, molibde-
nu i wapnia metodą spektrometryczną ICP-AES (Optima 5300DV, Perkin 
Elmer), fosforanów spektrofotometryczną wanadowo-molibdenianową [9] 
oraz amoniaku przy użyciu jonoselektywnej elektrody Orion typ 11–35 
[10]. Do określenia składu fazowego produktów wykorzystano rentge-
nowską analizę dyfrakcyjną (dyfraktometr X'Pert PRO Philips, promie-
niowanie CuKα). Powierzchnię właściwą SBET wyznaczono metodą nisko-
temperaturowej adsorpcji i desorpcji azotu (Micrometrics Quadrasorb SI 
Quantachrome Instrument). Liczbę olejową oznaczono według normy  
PN-EN ISO 787-5 [11]. Wielkość ziarna otrzymanych materiałów wyzna-
czono za pomocą laserowego mikroskopu elektronowego (Keyence VK-9710k 
Colour 3D Laser Scanning Microscope, Canada). 

Antykorozyjne właściwości modyfikowanych fosforanów(V) glinu 
względem stali węglowej (zimnowalcowa typu CR1) badano metodą pola-
ryzacji potencjodynamicznej. W tym celu przygotowywano ekstrakty 
wodne badanych fosforanów(V). Otrzymywano je w wyniku rozpuszcza-
nia fosforanów (2,5 g/100 g 3,5% mas. wodnego roztworu chlorku sodu)  
w czasie 22 h (z dwukrotnym wytrząsaniem w odstępie 20 h) i oddziele-
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nia na wirówce (MLW typ K23D, Engelsdorf, 10 min, 5000 obr./min) fazy 
stałej od fazy ciekłej. Jako elektrolit odniesienia stosowano 3,5% mas. 
roztwór chlorku sodu. W celach porównawczych przygotowano także eks-
trakt komercyjnego antykorozyjnego pigmentu fosforanowego dwuwod-
nego fosforanu(V) cynku FC-M2 i fosforanu(V) glinu i cynku FAC (Złoty 
Stok Antykorozja Sp. z o.o. w Złotym Stoku). 

4. Dyskusja i wyniki 

Analiza składu fazowego otrzymanych pigmentów wykonana me-
todą rentgenowskiej analizy dyfrakcyjnej wykazała obecność molibdenia-
nu(VI) wapnia, węglanu wapnia i fazy amorficznej. Opierając się na ba-
daniu składu chemicznego, stwierdzono, że uzyskane produkty zawierały 
azot, glin, wapń, molibden i fosfor w zróżnicowanej ilości (tab. 2). Zawar-
tość w nich glinu mieściła się 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 oscylowała w zakresie 0,8 ÷ 1,7% mas. NH3. 
Zawartość fosforu wynosiła od 26,8% mas. P2O5 ÷ 30,3% mas. P2O5. Strą-
cone fosforany(V) znacząco różniły się nie tylko składem chemicznym, ale 
i właściwościami fizycznymi. Powierzchnia właściwa SBET otrzymanych 
pigmentów mieściła się w przedziale 59 ÷ 109 m2/g, natomiast liczba ole-
jowa w zakresie 99 ÷ 16 g oleju parafinowego/100 g pigmentu. Wielkość 
ziarna mieściła się w przedziale 223 ÷ 285 nm. 

Stosując metodę powierzchni odpowiedzi (RSM), wyznaczono położe-
nie punktu ekstremum dla badanych zmiennych zależnych (rys. 1). Ana-
lizując wykresy przestrzenne, stwierdzono, że fosforany charakteryzujące 
się najwyższą zawartością glinu, otrzymano po czasie reakcji 90 min  
i przy stosunku molowym reagentów Ca+2 : PO4

–3 równym 0,3 : 1 (rys. 1a). 
Najwyższą zawartość wapnia zaobserwowano przy stosunku molowym 
Ca+2 : PO4

–3 w substratach równym 0,3 : 1. W tym wypadku nie odnotowa-
no wpływu czasu procesu na ten parametr (rys. 1b). Pigmenty charakte-
ryzujące się najwyższą zawartością azotu otrzymano przy stosunku mo-
lowym Ca+2 : PO4

–3 w substratach równym 0,3 : 1. Odnotowano również 
nieznaczny wpływ czasu reakcji na tą zmienną (rys. 1c). Na podstawie 
wykresu powierzchni odpowiedzi można stwierdzić, że zawartość molib-
denu była najwyższa przy stosunku molowym w substratach Ca+2 : PO4

–3 
równym 0,4 : 1 (rys. 1d). Najniższą zawartością fosforu charakteryzowały 
się pigmenty strącone w czasie 120 min oraz stosunku molowym 
Ca+2 : PO4

–3 w substratach wynoszącym 0,4 : 1 (rys. 1e). 
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c d 

 

Rys. 1. Wykres powierzchni odpowiedzi przedstawiający wpływ stosunku molowego Ca+2 : PO4
–3 

wą, liczbę olejową 

Fosforany(V) o najwyższej powierzchni właściwej strącono, zachowu-
jąc czas reakcji równy 90 min przy stosunku molowym Ca+2 : PO4

–3 jak 
0,5 : 1 (rys. 1f). Przy stosunku molowym substratów Ca+2 : PO4

–3 równym 
0,4 : 1 otrzymano pigmenty o najniższej liczbie olejowej po niższym cza- 
sie syntezy – 60 min, a o najmniejszej wielkości ziarna w czasie 90 min 
(rys. 1g–h). 

W tabeli 3 zestawiono wyniki badań właściwości antykorozyjnych 
ekstraktów uzyskanych z otrzymanych materiałów w wodnym roztworze 
chlorku sodu. Porównano je do dwuwodnego fosforanu(V) cynku FC-M2  
i fosforanu(V) glinu i cynku FAC (Złoty Stok Antykorozja Sp. z o.o.  
w Złotym Stoku). 
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g h 

 
w substratach oraz czasu na zawartość Al, Ca, NH3, Mo, P2O5 [% mas], powierzchnię właści- 
oraz wielkość ziarna 

Najniższą korozję, w odniesieniu do otrzymanych fosforanów(V) glinu 
modyfikowanych amonem, wapniem i molibdenem, zaobserwowano  
w przypadku badania ekstraktu pigmentu strąconego w eksperymencie 
AACMP1 (gęstość prądu korozyjnego 2,53 µA/cm2, szybkość korozji  
0,029 mm/rok). Zarejestrowany potencjał korozyjny był najniższy i wyno-
sił –791 mV. Najniższą efektywność inhibitowania korozji wyznaczono  
w odniesieniu do fosforanu(V) zastosowanego w doświadczeniu AACMP7 
(–186%). Nie dopatrzono się żadnej zależności między właściwościami 
chemicznymi testowanych fosforanów i efektywnością inhibitowania ko-
rozji stali w badaniach potencjodynamicznych. 
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Tabela 3. Potencjał, prąd korozyjny i szybkość korozji podłoża stalowego w wodnych eks- 
 traktach zawierających badane pigmenty fosforanowe 

Napełniacz 
Gęstość prądu 
korozyjnego 

[µA/cm2] 

Potencjał 
korozyjny 

[mV vs. SCE] 

Szybkość 
korozji 

[mm/rok] 

Efektywność 
[%] 

Brak NaCl 2,17 –799 0,025 – 

Pigmenty 
komercyjne 

FAC 1,1 –725 0,013 49 
FC-M2 1,2 –796 0,014 45 

Otrzymane 
pigmenty 

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 

AACMP5 3,88 –782 0,045 –179 

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 umożliwiają dobór sposobu prowa-
dzenia procesu w kierunku otrzymania fosforanów(V) glinu modyfi-
kowanych amonem, molibdenem i wapniem, o oczekiwanych właści-
wościach fizykochemicznych i antykorozyjnych. Najwyższa uzyskana 
efektywność inhibitowania korozji z wykorzystaniem omówionych 
fosforanów wynosiła –17%, ale była znacznie niższa niż porównywa-
nych komercyjnych. 

6. Perspektywy 

Realizowane są badania w kierunku uzyskania pigmentów  
o korzystniejszych właściwościach antykorozyjnych. 
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