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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,Mtodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika kolekcje
trzynastu monografii naukowych dotyczacych szerokiego spektrum nauk. Znajduja si¢ tutaj pozycje
dotyczace nauk przyrodniczych, nauk medycznych i nauk o zdrowiu, szeroko pojetych nauk
humanistycznych i spotecznych oraz nauk technicznych i inzynieryjnych.

W prezentowanych monografiach poruszany jest bardzo szeroki przekrdj zagadnien, jednak
kazda z osobna sklada si¢ z kilkunastu rozdzialow, spdjnych tematycznie, dajacych jednoczesénie bardzo
dobry przeglad tematyki naukowej jaka zajmuja si¢ studenci studiow doktoranckich lub ich najmtodsi
absolwenci, ktorzy uzyskali juz stopien doktora.

Czytelnikom zyczymy wielu przemyslen zwigzanych ztematyka zaprezentowanych prac.
Uwazamy, ze doktoranci i mtodzi badacze z pasja i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej pracy,
a doswiadczenie jakie nabierajg publikujac prace w monografiach wydawnictwa , Mtodzi Naukowcy”,
pozwoli im udoskonalaé¢ swoj warsztat pracy. Dzigki temu, z pewno$cig wielu autorow niniejszych prac,
z czasem zacznie publikowaé prace naukowe w prestizowych czasopismach. Przyczyni si¢ to zar6wno
do rozwoju nauki, jak i kazdego autora, budujac jego potencjat naukowy i 0sobisty.

Redakcja
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1. Przeglad oraz charakterystyka nowoczesnych materialéw inteligentnych

I ich praktyczne zastosowania
The review and characteristics of modern intelligent materials and their practical
applications

Fenyk Anna®, Zielinski Marek®™, Mieko$ Ewa?, Chrzeécijanska Ewa®, Masek Anna®

() Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Uniwersytet Lodzki
@ Instytut Chemii Ogélnej i Ekologicznej, Politechnika £.6dzka
@ Instytut Technologii Polimeréw i Barwnikéw, Politechnika £.6dzka

Anna Fenyk: anna.fenyk@chemia.uni.lodz.pl
Stowa kluczowe: struktury smart, sterowanie, produkty funkcjonalne

Streszczenie

W ostatnich kilkudziesieciu latach prowadzone sa na §wiecie liczne badania nad rozwojem
grup substancji, ktorych wlasciwo$ci moga by¢ zmieniane za pomoca rdéznych sygnalow
zewnetrznych np. pola magnetycznego, elektrycznego, temperatury, cisnienia, $wiatta itp.
Powszechnie klasyfikowane sg one do tzw. grupy materialow ,,inteligentnych”. Artykut przedstawia
zagadnienia zwigzane z materiatami inteligentnymi, podziat tych materiatow, ich podstawowe cechy
oraz wlasciwosci a takze opisuje, jaki wptyw majg czynniki zewnetrzne na zmiang tych wasciwosci.
Materialy tego typu, posiadaja swoje specyficzne cechy, dzigki ktorym coraz chgtniej
wykorzystywane sg one w réznych dziedzinach nauki, techniki a takze w rozmaitych gateziach
przemystu. W artykule opisano takze korzysci stosowania materiatdw inteligentnych jak rowniez
zawarto informacje na temat wszelkiego rodzaju zastosowania tego typu materialow ze szczegdlnym
uwzglednieniem rozwoju w nowoczesnej inzynierii materiatowej oraz medycynie.

1. Wstep

Dynamiczny rozwoj nauki, przemystu i technologii w dzisiejszych czasach w duzej mierze
opiera si¢ na postgpie w tworzeniu nowych materiatdow a takze poznawaniu i udoskonalaniu wiasnos$ci
surowcow juz znanych. W latach 80 XX wieku pojawilo si¢ zainteresowanie materialami, ktore
zaczgto okreslac jako inteligentne (Agneni i in. 2001). Charakteryzuja si¢ one zdolnoscia odpowiedzi
na zadany sygnal wejsciowy w pewien charakterystyczny sposob. Grupa tych materialdéw nazywana
jest rowniez aktywnymi badz adaptacyjnymi (ang. active, adaptive materials). Nalezy zauwazy¢, ze
niektore grupy tych materiatdbw byly znane i stosowane wcze$niej, ale dopiero odkrycie ich
specyficznych cech spowodowato wzrost zainteresowania nimi. Lata dziewiecdziesigte XX wieku
oraz poczatek XXI wieku to niezwykle duze zainteresowanie i burzliwy rozwoj badan naukowych w
obszarze materiatow inteligentnych (Cwikta 2008). Dzigki swoim unikalnym wiasciwosciom,
materiaty funkcjonalne znajduja szerokie zastosowania praktyczne a na przetomie ostatnich lat
technologia ich produkcji osiggneta na tyle wysoki poziom, ze wiekszo$¢ z nich charakteryzuje sie
duza trwatoscia wtasciwosci, a to z kolei przektada sie na ich praktyczne zastosowanie. Dlatego tez
sg one wcigz niestabngcym przedmiotem zaawansowanych badan w wielu o§rodkach naukowych na
$wiecie (Lawniczak i Milecki 1999). W tym miejscu warto zwroci¢ uwagg, ze budowa wszelkiego
rodzaju urzadzen, stosowanych w przemys$le samochodowym, samolotowym, medycynie wymaga
stosowania zaawansowanych technologii, zarowno w odniesieniu do samego tworzywa, jak i sktadu
poszczegodlnych elementéw, wspomagajacych prace nowo tworzonego materiatu. Analiza literatury
na temat materialow ,,smart” potwierdza, iz staty si¢ one na przestrzeni kilkudziesigciu lat, obiektem
zainteresowania wielu naukowcoéw w skali migdzynarodowej.

2. Opis zagadnienia

Powstawanie coraz bardziej skomplikowanych urzadzen, szybki rozwoj technologii
i zapotrzebowania na nowe materialy spowodowaty pojawienie si¢ nowych kompozytow i tzw.
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materiatéw inteligentnych. Materiaty inteligentne to takie materialy, ktore pod wptywem dziatania
czynnikow zewnetrznych takich jak: temperatura, pole elektryczne i magnetyczne, wilgotnosc,
ci$nienie, o$wietlenie, mogg zmienia¢ swoje niektore wlasciwosci, dajac mozliwos¢ praktycznego
zastosowania. Odpowiedzig na taka zmian¢ bedzie zmiana jednej z cech materiatu inteligentnego:
ksztaltu, przewodnictwa, rozmiaru, struktury, koloru, polaryzacji, czy wlasnosci magnetycznych.
Aby moc zakwalifikowaé materiat jako "inteligentny", powinien on charakteryzowac¢ si¢ pewnymi
wlasciwo$ciami m.in. "czucia", a wigc wykrywania bodzcow i odpowiedzi na nie z gory okreslony
sposob 1 w jak najkrotszym czasie, a takze mie¢ mozliwo$¢ powrotu do stanu wyjéciowego po
ustgpieniu dziatajacego bodzca oraz by¢ zdolny do samokontroli (Bajkowski 2014). Bodzce te moga
obejmowaé zmiany chemiczne, elektryczne, mechaniczne, termiczne i magnetyczne w srodowisku.
Reakcja na te zmiany zalezy od materiatu. Inteligentne materialty mozna zdefiniowac jako materiaty,
ktore reagujg na zmiany $rodowiskowe w najbardziej optymalnym stanie i wykazujg whasne funkcje
zgodnie z tymi zmianami. Wiasnie dzigki wielkiemu potencjatowi i mozliwo$ciami stosowania
w wielu aplikacjach inzynierskich materiatdw inteligentnych, naukowcy po§wigcaja tej dziedzinie
coraz wigcej uwagi (Scisto 2011). Material inteligentny moze zmieniaé swoje whasciwosci pod
wplywem bodzcoéw zewnetrznych w sposob przewidywalny ale wazne jest przy tym to, aby uzyskanie
oczekiwanych efektow odbyto si¢ w czasie rzeczywistym lub zblizonym do rzeczywistego. IStotng
zaleta materiatéw funkcjonalnych jest to, ze zmianami ich wiasno$ci mozna sterowa¢ wedtug z gory
zatozonych strategii (Krawczuk i in. 2009). Inteligentne struktury mozna klasyfikowa¢ na podstawie
stopnia zaawansowania, a zwigzek miedzy tymi typami struktur przedstawiono na rysunku 1.
Ponizszy schemat przedstawia wzajemne zalezno$ci pomi¢dzy poszczegolnymi strukturami smart.
Materiaty lub struktury ,inteligentne” oraz ,aktywne”, a wigc te ktdre charakteryzuja sie
specyficznymi wlasciwosciami, to tylko niewielkie ilosci grup materialdw sensorycznych
i adaptacyjnych. Interesujacy jest jednak wzajemny uklad przenikajacych si¢ wlasciwosei
pozostatych grup materiatow i struktur sterowalnych ( Rys.1). (Bajkowski 2014).

Rys. 1. Klasyfikacja struktur ,,smart” (Bajkowski 2014).

Potgczenie inteligentnych materiatow ze strukturami konwencjonalnymi ,powoduje, ze
nowopowstaly materiat uzyskuje cechy inteligentnych struktur (Ghareeb i in. 2018).

Takagi rozrdznit pojecia smart i intelligent materials:

a) materiat inteligentny to taki, ktory pod wplywem dziatania bodzcow zewnetrznych, zmienia
swoje niektore wlasciwosci, pozwalajac na uzyskanie i wykorzystanie pozgdanego efektu

b) smart ogranicza si¢ do uzyskania efektu zmiany wlasciwosci pod wptywem dziatania bodzcow
zewngetrznych w sposob kontrolowany i przewidywalny (Takagi 1999).

Jak wida¢ istotne jest to, aby materiat zachowywat si¢ w okreslony sposoéb pod wplywem
danego czynnika i robit to przewidywalnie. Dopiero po wykazaniu obu tych cech mozna go okresli¢
mianem materiatu inteligentnego. Przewidywalno$¢ materialu umozliwia zaprojektowanie jego
wihasciwosci pod konkretne zastosowanie oraz jego powtarzalno$¢ (Czerwinska 2012). Aktualnie
obserwowane Kkierunki badan materialtow funkcjonalnych koncentruja si¢ na projektowaniu
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i wytwarzaniu nowych struktur inteligentnych, opisie mechanizméw opisujacych efekt oraz
poszukiwaniu zastosowan urzadzen pracujacych na ich bazie.

3. Przeglad literatury

Tematyka zwigzana z materiatami smart, inteligentnymi Staje si¢ coraz bardziej aktualna
W zwigzku z szerokim zastosowaniem owych materiatow co potwierdza stale rosngca liczba prac
poswigcona tej problematyce. Przyjmujac podstawowe kryterium klasyfikacji materiatoéw "smart",
a wiec zmiang wlasciwosci zachodzaca pod wplywem oddzialywania zewnetrznego czynnika
fizycznego, ale dodatkowo uwzgledniajac tez cechy wazne z inzynierskiego punktu widzenia,
W literaturze dokonano wielu ich podzialow klasyfikacyjnych (Bajkowski 2014). Materialy
inteligentne moga emitowaé $wiatlo (np. materiaty elektroluminescencyjne), zmieniaé swojg
temperature (m. termoelektryczne), gestos¢ (np. ciecze elektroreologiczne), kolor (np. m.
termochromowe) jak rowniez ksztalt lub (np. materiaty piezoelektryczne, polimery przewodzace). Do
tej grupy nalezy zaliczy¢ takze materiaty samogrupujgce si¢ oraz samonaprawiajgce sie.

MATERIALY
INTELIGENTNE
Materiaty Piezoceramik
a piezoelektryczne
Piszopolimeny
Materialy .
magnetostrykcyjne
Magnetorealogiczne
— Ciecze reologiczne {
Elektroreologiczne
DMlaterialy
elektrostrykcyjne
Magneto-
Materialy o cechach slektrostrykeyine
mieszanych Piezo-termoelastyczne

DMaterialy zmieniajace

—
temperaturg
I| Iateriaty |
Stﬂpy = pamieciq elektromechaniczne
ksztaltu
4.| Systemy MEMS |
Materialy
1 5 g
samogrupujdce sig
Taterialy ® Materiaty fotochromowe
samonaprawlajdce sig
[ ™ HMateriahr termochromeores
Materialy zmieniajace i Wiateriahy
kolor slsktrochromows

Rys. 2. Podzial materiatow inteligentnych (Cwikta 2008).

Najwazniejszymi materiatami z tej grupy sg materiaty piezoelektryczne, magnetostrykcyjne,
stopy z pamiecig ksztaltu (Shape Memory Alloys (SMA)), ciecze elektro i magnetoreologiczne
(Electrorheological Fluids (ERF), Magnetorheological Fluids (MRF)) oraz plyny optyczne (Rys. 2).
W motoryzacji, mechanice, elektronice, budownictwie jak rowniez w zastosowaniach medycznych
szczegoblnie popularne sa materiaty magnetoreologiczne, elektroreologiczne oraz z pamiecia ksztaltu
(Cwikta 2008). Inteligentne materiaty, ktorych whasciwosci reologiczne sa kontrolowane przez
zewngtrzne pole magnetyczne, sa znane jako materiaty magnetoreologiczne. Materialy elektro- oraz
magnetoreologiczne aktywnie wykorzystywane w zastosowaniach inzynieryjnych obejmuja ciecze,
pianki, smary, elastomery i plastomery:

a) ciecze elektroreologiczne - sg to geste zawiesiny polaryzowalnych czasteczek o $rednicy ok. 10
nm Ww cieczy nos$nej o malej przewodnosci elektrycznej np. oleju silikonowym,
weglowodorowym, parafinie; pod wplywem przylozonego pola elektrycznego, czastki tworza
uporzadkowang przestrzennie sie¢, ktora znacznie utrudnia przemieszczanie si¢ rozpuszczalnika
- a wigc plynigcie cieczy. Kierunek uktadania drobin moze by¢ prostopadly lub rownolegly do
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dzialajacego pola elektrycznego. Drobiny ulozone rownolegle zapewniaja wicksza
wytrzymato$¢ materiatu, w poréwnaniu z drobinami utozonymi prostopadle.

b) ciecze magnetoreologiczne - zawieraja ferromagnetyczne czasteczki o $rednicach od ok. 0,1 do
10 pm w oleju mineralnym badz syntetycznym, w skladzie zawarte sa tez $rodki
powierzchniowo czynne, ktore otaczajg czasteczki, aby je chroni¢ i pomodc utrzymaé je
w zawiesinie. Ciecze te mogg zmieniaé¢ swoja konsystencj¢ z gestego ptynu (o konsystencji np.
oleju samochodowego) do prawie ciata statego. Efekt magnetoreologiczny moze znacznie si¢
ro6zni¢, w zaleznosci od sktadu ptynu, wielkosci i ksztattu czastek magnetycznych a osiggnigty
koncowy stan materiatu zalezy od tego jak silne pole magnetyczne zostanie zastosowane. Proces
ten trwa zaledwie kilka (1-10 ms) milisekund i jest odwracalny.

€) materialy z pamigcig ksztaltu - sa unikatows klasg stopow metali, ktore majg zdolnosci do
zapamigtywania pierwotnie nadanego ksztaltu oraz jego odtworzenie pod wplywem
odpowiednich warunkéw zewngtrznych np. zmiany pola magnetycznego lub temperatury (Rys.
4). Zmiana ksztaltu polega na powrocie materiatu do ksztattu wyjsciowego, tego ktory zostat
"zapamietany" lub na tzw. efekcie pseudoelastycznosci. Materiaty te posiadaja dwie stabilne
fazy: faze wysokotemperaturowa (austenit) i niskotemperaturows (martenzyt). Element
0 ustalonym ksztalcie wyjSciowym po zahartowaniu otrzymuje struktur¢ martenzytyczna,
kolejne odksztalcenie zmienia t¢ strukture. Zmiana struktury martenzytu zachodzi dopiero po
ogrzaniu. Odwrotna przemiana martenzytyczna, a w jej wyniku wytworzenie fazy macierzystej
i powr6t do pierwotnego ksztattu nastgpuje podczas dalszego ogrzewania elementu. Przyktadem
materiatu z pamigcig ksztattu jest nitinol, stop niklu z tytanem (NiTi).

F a) F b)
— — 0
Qn 500 00
gj@N Ogm % "o 0 0 0
6 Os g @N 5000 0 H
0 57505 Qn 8, 6" OEO 00
| | | |

Rys. 3. Ciecz magnetoreologiczna bez udziatu pola magnetycznego (a) oraz tancuchy czgstek cieczy
w polu magnetycznym (b) (Bik 2015).

chlodzenie /¥ \\\\\‘\\podgrzewanie
I ausTENIT N\
Wil N

MARTENZYT MARTENZYT
(Splatanie) (Deformacja)

Rys. 4. Przemiany struktury krystalicznej — nitinol (Cwikta 2008).

Zmiana takich parametréw jak materiat osnowy, rodzaj ziaren wypetniacza i ich ksztatt,
wymiary, stopien wypehienia, réznego typu dodatki, powoduja zmiany wlasciwos$ci mechanicznych
struktury (Zalewski i Bajkowski 2008). Istotne znaczenie maja rOwniez warunki zewngtrzne w jakich
tworzony jest dany material np. temperatura, ci$nienie. Charakterystyka tych parametrow pozwala na
wytwarzanie ciekawych aplikacji inzynierskich dla danego typu materiatow, ktore nastgpnie maja
istotny wplyw na pdzniejsze ich zastosowanie w roznego typu urzadzeniach. W praktycznym
zastosowaniu materiaty inteligentne moga wystegpowac samodzielnie albo stanowi¢ komponent
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"struktury" konstrukcyjnej lub funkcjonalnej. Ze wzgledu na swoje specyficzne wlasno$ci, materiaty
elektro oraz magnetoreologiczne sg stosowane w aktywnych urzadzeniach ttumigcych drgania,
amortyzatorach, elektrycznie kontrolowanych sprzegtach i zaworach, aplikacjach lotniczych,
wykorzystywane sg réwniez do kontroli wibracji, thumienia hatasu, poprawy bezpieczenstwa oraz
komfortu uzytkowania. Urzadzenia korzystajace z unikalnych wlasciwosci tych materiatéw sa
ciagglym przedmiotem badan i prac rozwojowych.

TELUMIKI ELEKTROREOLOGICZNE

Rys. 5. Przyktady thlumikéw elektroreologicznych (www.matint.pl/materiaty-elektrologiczne.php).

Przewody Cewka Tk Akumulator

Thoczysko Szczelina  Ciecz MR Elastyczna przepona

Rys. 6. Uproszczony schemat budowy tltumika magnetoreologicznego (Kotek i in.2007).

Obecnie efekt pamieci ksztattu, wystepujacy w stopach powodujg ich coraz szersze
zastosowanie w wielu gateziach techniki takich jak: lotnictwo (np. ztgczki rurowe w réznego typu
instalacjach), elektronika, automatyka i robotyka (np. sitowniki, czujniki temperatury, przetaczniki
czy sztuczne migsnie), motoryzacja (np. regulatory przeptywu paliwa, czujniki i przelaczniki),
aparatura medyczna (np. mikro pompy, mikro silniki ciata statego, dozylne filtry skrzepow, klamry
chirurgiczne), medycyna (druty ortodontyczne, implanty dlugo- i krotkookresowe, instrumenty
medyczne). Szczegodlnie interesujace jest potencjalne zastosowanie w materiatach chirurgicznych,
w ktorych zywotnos¢ urzadzenia, prostota (tatwos¢ uzycia) i biokompatybilno$¢ jest bardzo wazna.

i

”

|
srrs

Rozpérka tkanek 3 Sonda wieficowa

Ztgezniki rur

Rys. 7. Przykladowe zastosowania materialtow z pamigcig ksztattu-produkty (www.matint.pl/
materiaty-z-pamiecia-ksztaltu.php).

Stenty te¢tnicze wykorzystujace unikalne wiasciwosci nitinolu, pracuja dzigki roznicy
temperatur migdzy ludzkim cialem a otaczajacym srodowiskiem. Uruchomienie urzadzenia nastgpuje
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po wlozeniu go do ciala, ciepto pacjenta rozszerza urzadzenie, aby utrzymac tetnice otwarta. Ciagle
cieplo ciata pacjenta zapewnia, ze urzadzenie pozostanie rozszerzone, powodujac staty przeptyw krwi
(Rys.8).

Stent  Cewnik

Przewod
doprowadzajqcy

Rys. 8. Stent tetniczy wykorzystujacy wiasciwosci nitinolu (www.bareconductive.com/news/types-
and-applications-of-smart-materials).

Stopy pamigci ksztaltu sa obecnie uzywane w réznych zastosowaniach wojskowych. Na
przyktad thumigce drgania, rozmieszczone w naddzwickowych samolotach mys$liwskich, zmniejszaja
irracjonalne napr¢zenia materiatow, zwigkszajac w ten sposodb zywotno$é samolotu.

Do klasy materiatow z pamiecig ksztattow mozemy zaliczy¢ rowniez réznego typu polimery
(z ang. shape memory polymers, SMP). Naukowcy z Donghua University w Chinach stworzyli
cienkie, polimerowe widkna, ktérych uzyli do konstrukcji szkieletéw umozliwiajacych rozmnazanie
i wzrost komorek tkanki kostnej (Rys.9).

Rys. 9. Polimerowe nanowtokna stosowane w regeneracji kosci (https://materialyinzynierskie.pl/
polimerowe-nanowlokna-regeneracji-kosci/).

Wielofunkcyjne rusztowania z pamigcig ksztaltu majg ogromne mozliwosci zastosowania
w przypadku produkcji implantéw medycznych dostarczanych w malo inwazyjnych zabiegach.
Nowy material moze pomdéc w szybszej odbudowie otworow i nacig¢ pozostalych po $rubach
i ptytkach stosowanych do stabilizacji po ztamaniu kos$ci. Obiekty tego typu mogg zosta¢ tymczasowo
sprasowane do rozmiaréw ulatwiajacych ich aplikacj¢ w organizmie. Po instalacji i zastosowaniu
odpowiedniego bodzca implant powraca do pierwotnych wymiarow. Tylko w ciagu ostatniej dekady
na bazie SMP powstato kilka urzadzen (lub prototypow), ktére byly badane pod katem ich
wykorzystania w biomedycynie. Wyprodukowano steny dla uktadu sercowo-naczyniowego,
samoczynnie zacie$niajace si¢ szwy, igly do dializy, elastyczne pianki do leczenia t¢tniakoéw oraz
urzadzenia do usuwania zakrzepow. Z wlasciwosci polimerdw z pamigcia ksztattu skorzystali takze
badacze zwigzani z inzynierig tkankowa, ktérzy zajmuja si¢ regeneracja tkanek i narzadow in vivo,
czyli wewnatrz organizmu. Dzigki biodegradowalnym SMP zabiegi chirurgiczne sa mniej inwazyjne,
a rusztowania z nich utworzone sa projektowanie w taki sposob, by wywiera¢ odpowiedni nacisk
regulujacy zachowanie komorek. Przez zmiang topografii podtoza (szkieletu) otaczajace tkanki sa
stymulowane do szybszego wzrostu (https://materialyinzynierskie.pl/polimerowe-nanowlokna-
regeneracji-kosci/).
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4, Podsumowanie i wnioski

Na catym $wiecie badania inteligentnych materialéw poszerzyly si¢ i zintensyfikowaty,
poniewaz wydaja si¢ one znalez¢ zastosowanie w wielu sektorach, takich jak przemyst lotniczy,
samochodowy, stuzba zdrowia, budownictwo, elektronika, mechatronika itd. Opierajac si¢ na
koncepcji, ktora rézni si¢ znacznie od tak zwanych materiatdow strukturalnych i funkcjonalnych,
inteligentne materialty beda odgrywa¢ wazna role w naukach o materiatach. Pojawienie si¢ ich
niewatpliwie oznacza¢ bedzie epokowy rozwoj w wielu dziedzinach nauki i technologii. Stworzenie
nowego materiatu o danych cechach jest na pewno czgécia sukcesu, aby jednak w petni moc docenié
mozliwosci nowego materiatu nalezy doktadnie zbada¢ jego wlasciwosci a nastgpnie stworzy¢
koncepcje jego podzniejszego, praktycznego zastosowania. Poznanie tych charakterystycznych,
unikatowych, praktycznych wtasciwosci, sprawia, ze materialy te sg bardzo interesujgce zarowno pod
wzgledem poznawczym, jak i aplikacyjnym. Poniewaz inteligentne materialy powigzane sa
z szerokimi, interdyscyplinarnymi obszarami badan, nowe technologie ich produkcji moga si¢
wzajemnie wspomaga¢ w fazie rozwoju (Susmita 2013). Kazda z wymienionych grup materiatow
funkcjonalnych ma szeroki zakres zastosowan. Dzigki nim nastgpil postep w rozwoju technologii.
Stykamy si¢ z nimi na kazdym kroku, nalezy zaznaczyé, ze wcigz poglebiana jest wiedza
i prowadzone sg nad nimi badania. Inteligentne materiaty sg teraz wykorzystywane do roéznych celow,
a badacze nadal pracujg nad ich dalszym ulepszaniem. Na calym $wiecie podejmowane sg znaczne
wysitki w celu opracowania howych, inteligentnych materiatéw i struktur (Sharma i in. 2019). Wraz
z szybkim rozwojem technologii i inzynierii materialowej, odkryte zostang najprawdopodobniej
jeszcze liczne mozliwosci zastosowania tych charakterystycznych materialow. Nalezy mieé¢ tylko
nadziej¢, ze naukowcy oraz producenci beda podchodzi¢ do tych badan z pelnym entuzjazmem
i zaangazowaniem, podkres$lajac przy tym ich wazne znaczenie w naszym zyciu codziennym.
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Abstract

The phosphorylation of protein is a reversible mechanism that occurs in every cell of
organisms. This process is a key signaling mechanism for modifying the function or properties of
proteins involved in plenty of cellular pathways. Detection of phosphorylated proteins was a pain in
the neck of researches. The available techniques were costly like mass spectrometry or dangerous like
radioisotope labeling. However, the announcement about Phos-tag has changed the approach of
detecting protein phosphorylation. The Phos-tag method uses the alkoxide-bridged dinuclear metal
Zn?* or Mn?* complexes as a phosphate-hinding tag. These Phos-tag metals bind phosphate group that
is bound to serine, tyrosine or threonine residue. The phosphorylated proteins in the gel are shown as
slower migration bands contrary to non-phosphorylated counterparts. This novel technique bases on
conventional SDS-PAGE electrophoresis and then allows using Western Blotting for further analysis.

1. Introduction

Protein phosphorylation is the most common and important post-translational modification
(PTM) that occurs within every cell. This modification plays a big role in cell signaling as well it is
essential for the regulation of protein properties (Olsen et al. 2006). The phosphorylation process can
modify protein conformation, which leads to activation, deactivation, changing its localization or
reaction with other proteins. Phosphorylation is reversible covalent binding of the negatively charged
phosphate group to serine, threonine or tyrosine residues on proteins (Newman et al. 2014). In living
cells, plenty of proteins dynamically undergo phosphorylation and dephosphorylation in the response
of numerous stimuli. This reversible process is regulated by 518 kinases (Manning et al. 2002) and
298 phosphatases (Kerk et al. 2008) and in the last approach of identification of human
phosphoproteome estimated about 13 000 phosphoproteins and 230 000 phosphosites in human cells
(Vlastaridis et al. 2017) Therefore, the different strategies for monitoring of the phosphorylated
proteins and/or phosphosites are essential tools for examining the human proteome.

2. Ways to identify phosphoprotein

In recent years, mass spectrometry (MS) was the best method to determine phosphorylated
protein and its phosphosites. It was possible to do due to great improvement in mass spectrometry
instrumentations and the development of new approaches for the enrichment of phosphopeptides
through enzymatic digestion (Kosako and Nagano 2011). Techniques based on MS allow to quantify
the general level of phosphorylation but also can indicate the individual phosphoresidues in digested
peptides of protein (Fig. 1). Unfortunately, MS strategies do not permit to analyze intact protein, thus
it is not perfect for the identification of phosphorylated isoforms of the same protein (Schmelzle and
White 2006).

Other approaches to detect the phosphorylated protein include the radioisotope phosphate
labeling with radioactive ATP, specific antibodies against phosphosite of protein, staining of
phosphoprotein by Pro-Q Diamond dye or two-dimensional gel electrophoresis (2-DE). The
radioisotope labeling method uses radiolabeled [y3?P]-ATP which is binding to the protein and then
this protein is visualized on the phosphocellulose paper (Hastie et al. 2006). In the second method,
the phosphospecific antibodies are commercially available and there are plenty of these antibodies.
Nevertheless, the success of phosphoprotein recognition depends on antibody quality and specificity

14|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

(Horinouchi et al. 2015). The next method to detect the phosphoprotein is two-dimensional
electrophoresis, which involving isoelectric focusing (IEF) and gel electrophoresis (SDS-PAGE). In
the 2-DE technique, the protein is separated by its electrical charge (pl) and molecular mass (Fig.1)
(Kosako and Nagano 2011). Here in contrary to MS technique, it is possible to examine intact protein
with various post-translational modifications. The modified protein appears as spots along the
horizontal or vertical axes on the 2-DE gel. This approach can be combined with Pro-Q Diamond
staining in which the Pro-Q dye has a strong affinity to phosphoproteins. Therefore the protein spots
have a different intensity as a result of the number of phosphorylated amino acids. Despite using the
2-DE technique with or without Pro-Q staining, it is very difficult to differentiate proteins with the
same pl values, which have the same number of phosphate groups, but they have a different pattern
of phosphorylation (Agrawal and Thelen 2006). Thus, current methods have limitations, so to
overcome these disadvantages, the Phos-tag method has been employed (Fig.2) This review presents
the Phos-tag technique, which is a new technology to visualize and differentiate non- and
phosphorylated proteins.
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Fig. 1 Schematic representation of phosphorylated protein and peptide analysis by mass spectrometry
(MS) technique and two-dimensional electrophoresis (2-DE) (Kinoshita-Kikuta et al. 2015).

3. Phos-tag technology

The Phos-tag is a dinuclear metal complex (1,3-bis[bis(pyridine-2-ylmethyl)amino]
propan-2-olatodizinc(ll)/manganese(ll) complex) which was created by Wako Pure Chemical
Industries, Ltd. in Osaka, Japan. This complex has a vacancy for two metal ions that is suitable for
binding the phosphomonoester dianion (R-OPOs%) as a bridging ligand (Kinoshita et al. 2006).
Various metal ions i.e Mn?*, Cu?*, Zn?*, Fe?*, Ni?* and Fe?* have been examined to receive a good
result protein separation in the alkaline (Laemmli’s procedure) and neutral conditions during SDS-
PAGE electrophoresis (Kinoshita-Kikuta et al. 2015). It was found that in the neutral conditions
(ph~7) of SDS-PAGE electrophoresis, a dinuclear zinc (1I) complex (Zn%*-Phos-tag) can catch
phosphate monoester dianion. On the other hand, upon alkaline conditions (pH~9) of SDS-PAGE
electrophoresis, a dinuclear manganese (I1) complex (Mn?-Phos-tag) is able to bind the
phosphomonoester dianion (Fig.2). Therefore, the Phos-tag method has made it possible to detect and
visualize phosphomonoester dianions bound to threonine, tyrosine and serine (Kinoshita et al. 2009).

Phos-tag SDS-PAGE technique is an electrophoretic method which allows to separate
nonphosphorylated and phosphorylated proteins. This method is based on the normal SDS-PAGE
electrophoresis that is widely used for separation of proteins due to it molecular mass. While in
conventional SDS-PAGE electrophoresis the mobility of phosphorylated and nonphosphorylated
proteins is almost the same, during Phos-tag SDS-PAGE electrophoresis the phosphorylated proteins
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migrate more slowly than nonphosphorylated counterparts (Kinoshita et al. 2015). Therefore, the
phosphorylated proteins are visible as gel-shifted bands (Fig.3). Moreover, if a protein has many
phosphorylation sites and if can exist in different phosphorylation states, these differences will be
visible on the gel as a several bands that can be individually detected.
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Fig. 2 Structure of the polyacrylamide-bound Zn?*/Mn?*-Phos-tag and scheme of reversible binding
of the phosphomonoester dianion (R-OPO3%) (Kinoshita-Kikuta et al.2015).
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Fig. 3 Schematic representation of Zn?*/Mn?*-Phos-tag SDS-PAGE method for detection of
phosphorylated proteins (Kinoshita-Kikuta et al. 2015). After resolving the polyacrylamide gel the
phosphoproteins are visible as the shifts as a result of their slower mobility unlike their non
phosphorylated counterparts.

&

The Phos-tag SDS-PAGE technique has a lot of advantages, when it compares to methods
described before. Using the Phos-tag protocol it is not needed to use radioactive labels, the ratio
between phosphorylated and non-phosphorylated protein can be measured, it is possible to separate
the phosphoprotein isoform with the same number of phosphate groups, the specificity of phosphate-
binding is independent of the type of amino acid, a further method as Western Blotting or MS can be
used (Horinouchi et al. 2015), the his- and asp-phosphorylated proteins found in two-component
signaling pathway can be detected (Kinoshita-Kikuta et al. 2015), the whole electrophoresis procedure
is almost the same as conventional one (Kinoshita et al. 2009).

Nowadays, two versions of Phos-tag (manganese and zinc) are available to use. There are a
lot of examples that Phos-tag procedure has been widely used to determine phosphorylation status of
proteins. However, there are differences between them and it is better to know. The Mn?*-Phos-tag
procedure uses the Laemmli’s buffer (25mM Tris, 192 mM glycine and 0,1% SDS) in alkaline pH
conditions. Unfortunately, it has been reported that some proteins like Tau or pepsin (standard
phosphoprotein) did not show the shift of their phospho-version (Fig. 4) Moreover, the Mn?*-Phos-
tag SDS-PAGE gels show short-term stability for protein separation. It is suggested to prepare them
just before use and sometimes might be cumbersome (Kinoshita and Kinoshita-Kikuta 2011).
Therefore, to overmaster these limitations, the Zn?*-Phos-tag version has been created. This approach
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uses a neutral-pH gel conditions, which can be achieved by using Bis-Tris-HCI buffer or Tris-AcOH
buffer. The advantages of zinc version have been shown by obtaining the shifted bands of certain
phosphoproteins that could not be visualized by manganese version (Fig. 4). Additionally, Zn%*-Phos-
tag SDS-PAGE gel in neutral conditions can be stored for long time (up to 6 months) and their storage
does not require any special equipment (Kinoshita-Kikuta et al. 2012).
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Fig. 4 Comparison of pepsin mobility in two different Phos-tag SDS-PAGE system (Kinoshita and
Kinoshita-Kikuta 2011). 1 pg non-treated pepsin (left lane: -) and alkaline phosphatase treated 1 pg
pepsin for 12h (right lane: +) were examined on 10% polyacrylamide gel containing 0 or 100 uM
Phos-tag.  The Rs  (retardation  factor) wvalue of 1.0 is  defined as
a position of the bromophenol blue (BPB) dye. Gels were stained by Coomassie Brilliant Blue.

4. Phos-tag SDS-PAGE and WB

The prepared polyacrylamide gel with Phos-tag should contain between 20 and 100 pM of
Phos-tag. Moreover, the ammonium persulfate (AMPS) should be added at last and just before adding
it, the gel must be degassed to avoid air bubbles. The Phos-tag gel polymerizes up to 1h because of
Phos-tag content. Then the electrophoresis must be carried out at constant current of 15-35 mA. The
current should not exceed 35mA due to overheating the gel, thus the electrophoresis should be
performed in 4°C. Additionally, to improve the separation of a large mass phosphoprotein (more than
150kDa), it should be used a lower concentration (5uM) of Phos-tag, lower current (5mA) and the
resolving gel has only 5% of polyacrylamide (Kinoshita et al. 2009). Although, this procedure does
not allow to separate phosphoproteins with mass above 200kDa. In this case, 3% SDS-PAGE gel is
needed with addition of 0.5% agarose to tender it and 20 pM Phos-tag (Kinoshita et al. 2009).
However, when Zn?*-Phos-tag SDS-PAGE protocol is used with Bis-Tris-HCI buffer to separate
protein with mass over 200kDa, it was described that protein bands appeared as a smeared band. That
problem was connected to Bis-Tris weakly basic amine properties, which caused a formation of free
radicals in the presence of ammonium persulfate. To solve this inconvenience, the Tris-Acetic Acid
(Tris-AcOH) buffer should be used because it is almost protonated at neutral pH values (Kinoshita et
al. 2012). Owning to two different buffer systems Bis-Tris and Tris-AcOH with Zn?*-Phos-tag SDS-
PAGE protocol, is very important to choose appropriate one buffer, what depends on the examined
protein. These two diverse buffers can provide a wide coverage and can show more detailed
information of numerous phosphoproteins with broad range of molecular mass (Kinoshita-Kikuta et
al. 2015).

After Zn**/Mn?*-Phos-tag SDS-PAGE electrophoresis the gel can be stained by Coomassie
Brilliant Blue (CBB) or SYPRO Ruby to visualize the separated protein bands. This approach is
possible to perform, when only one protein is examined. In the case of examining proteins for cell or
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tissue lysates, the Western Blotting method must be provided. However, combination of Phos-tag
SDS-PAGE with Western Blotting can provide a powerful tool to examine broad spectrum of protein,
the low detection of the separated proteins may appear. The cause of the detection low intensity is
that in Phos-tag SDS-PAGE the protein appears as multiple bands due to its phosphorylation level.
Moreover, another problem with detection is a weak electrotransfer, because the phosphorylated
proteins are strongly bound to Zn?*/Mn?*-Phos-tag on the gel and they can not move to blotting
membrane (Fig. 5) (Kinoshita-Kikuta et al. 2014). Therefore, to overcome this problem, the
Zn%*/Mn?*-Phos-tag gel after electrophoresis should be immersed three times for 10 min in the transfer
buffer with 1 mM EDTA to remove (chelate) the metal ions coordinated to Phos-tag. The studies
conducted by Eiji Kinoshita’s lab showed that without EDTA treatment the electrotransfer efficiency
of dephosphorylated proteins was 100%, while for phosphorylated forms was 5-40%. Nonetheless,
EDTA treatment of Phos-tag gel improved the electrotransfer efficiency of phosphorylated proteins
and it reached almost 100%, but also decreased the band numbers that remained in the Phos-tag gel
(Fig.5) (Kinoshita-Kikuta et al. 2014).
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Fig. 5 The protein electrotransfer efficiency with and without EDTA treatment in semidry blotting
from Phos-tag gels. Phosphorylated and dephosphorylated proteins were separated by neutral SDS-
PAGE buffered with Bis-Tris and containing 0 and 25uM Zn?*-Phos-tag (Kinoshita-Kikuta et al.
2014). Lanes 1-15 correspond to 1- phospho-a-casein ; 2- dephospho- a-casein ; 3- phospho-B-casein
; 4- dephospho-B-casein ; 5- phospho-ovalbumin ; 6- dephospho-ovalbumin ; 7- phospho-pepsin ; 8-
dephospho-pepsin ; 9-13 — dephospho-p-casein (treated by AP for 0, 5, 10, 30, 60 min) ; 14- protein
extract from HeLa cells ; 15- dephosphorylated protein extract from HeLa cells

5. Discussion

The protein phosphorylation it is one of the important post-translational modification. This
process is an answer for numerous stimuli and is involved in many biological pathways. It has been
found in human that about 13 000 phosphorylated proteins have about 230 000 phosphosites. It has
been so difficult to identify the role of variety phosphorylated proteins because of expensive and/or
dangerous techniques such as mass spectrometry or radioactive labeling. To overcome these
problems, in 2006 the Phos-tag approach was employed. This new tool for visualizing the
phosphorylated proteins bases on conventional SDS-PAGE electrophoresis and offers two diverse
system. The Phos-tag method allows to examine various proteins of low and high molecular mass and
also to examine the diverse phosphoforms of the same protein. Furthermore, the downstream
procedures such as Western Blotting or mass spectrometry can be used. Studying the phosphorylated
protein is worthy to take it into consideration, because is laborsaving, timesaving and moneysaving.
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Abstract

The antibiotics called also antimicrobial substances have been known since ancient times. In
their ‘golden era,” they were effective against the broad-spectrum of bacteria. Nowadays, an increase
in antibiotic resistance has been observed. But still, there are different essential cellular processes that
can be as targets for novel antibiotics. These processes are DNA replication and transcription which
are very important for cell viability and their inhibition leads to cell death. This is achieved by using
quinolones and rifamycin, respectively. The same potential for transcription inhibition has
myxopyronin but it has a new target. The crystal studies showed that myxopyronin blocks DNA
binding to RNA polymerase. In this review, it has been described as the mechanism of DNA
replication and transcription.

1. Introduction

Antibiotics are the antimicrobial substances that their effect is focused on either kill or inhibit
the bacterial growth. These agents are the most widely and also often injudiciously used therapeutic
drugs worldwide (Leekha et al. 2011). Antimicrobial substances have been used since ancient times.
That time the civilizations have been used different types of herbs or honey to fight with infections.
Moreover, the tetracyclines have been found in human skeletons in Nubia, but their origin still remains
unknown (Basset et al. 1980). Nonetheless, the big step in treating people was the discovery of
salvarsan, the arsenic-based chemical against syphilis, conducted by Ehrlich and his team in 1909
(Schwartz 2004). Despite this, the golden era of antibiotics has begun at the beginning of the 1930s
and lasted until the 1960s (Nathan and Cars 2014. During that time many antibiotics like penicillin in
1928, streptomycin in 1944 as well as vancomycin in 1958 have arisen (Aminov 2010; Gould 2016).
These antibiotics had saved many lives, but unfortunately, researches noticed the bacterial resistance
was developing. It was a serious global threat to human health (Nathan and Cars 2014). The known
antibiotics were mainly focused on inhibiting cell wall synthesis. So, to overcome this problem, the
antibiotics that inhibit DNA and mRNA were applied.

2. DNA and mRNA synthesis

The central dogma of molecular biology states that deoxyribonucleic acid (DNA) is a store
of biological information. It is composed of two coil chains that form a double helix, which contains
nucleotides. They are composed of nucleobases (adenine, thymine, cytosine, and guanine),
deoxyribose sugar, and a phosphate group. In DNA the nucleotides are connected to sugar by 5°-3°-
phosphodiester bond, but nucleobases are connected to each other by a hydrogen bond (Stryer et al.
2011). DNA is localized in the nucleus within eukaryotic cells, while in prokaryotic cells is found in
the cytoplasm. Normally, DNA is organized into chromosomes, but before cell division, it must be
unwound, because undergoes multiplication (replication) (Alberts et al. 2014). DNA replication is an
essential process for cell viability, and it is conducted by replisome. The replisome complex consists
of helicase, primase, DNA polymerase, single-stranded DNA-binding proteins (SSB) and other
helping proteins are topoisomerase 1l and DNA ligase (Fig. 1) (Sanyal and Doig 2012). After
recognition of replication place, gyrase cuts both DNA strands and the supercoils are removed. After
that, helicase cuts the hydrogen bonds between the nucleobases and then DNA opens up, the Y -shaped
replication forks are created. The small proteins (SSB) stabilize the leading and lagging strands of
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DNA. Whereas polymerase Ill synthesizes the leading strand continuously, the lagging strand is
synthesized discontinuously by using the Okazaki fragments which are created by primase. Then the
primers are removed and the gaps are filled by DNA polymerase I, but DNA ligase attaches the
Okazaki fragments to each other (Fig. 1) (Brown 2007).

ligase catalytic subunit of processivity SSB gyrase
DNA polymerase clamp protein topoisomerase IV

leading strand

helicase

direction of fork movernent
Fig. 1. Schematic representation of DNA replication with the indication of the enzymes involved in
(van Eijk et al. 2017).

Messenger RNA (mRNA) is a single strand that carries genetic information from DNA to
the translational machinery- ribosome. The genetic information in mRNA is encoded in the sequence
of nucleotides that are arranged into codons (triple base pairs). Each codon encodes specific amino
acid residue. The process of mMRNA synthesis is called transcription which is the first step of gene
expression. The mRNA synthesis is conducted by a five subunit RNA polymerase that recognizes the
promoter sequence TATAAT in DNA placed in the position -10 and -35. Therefore, RNA polymerase
(RNAP) releases the sigma factor, unwinds DNA what allows it to runs the transcription process. The
transcription termination ends after finding a noncoding sequence. The inverted repeat sequences are
transcribed and they form hairpin loops and this stopping RNA polymerase (Fig. 2) (Clancy 2008;
Mosaei and Harbottle 2019).

3. DNA synthesis inhibition

Quinolones were identified as a potent inhibitor against bacterial gyrase and topoisomerase
IV. In the 1960s, nalidixic acid (Fig. 3) the first quinolone was introduced into the clinic to treat the
urinary tract infections caused by enteric bacteria. In the next years, the second generation of
quinolones like ciprofloxacin, ofloxacin, norfloxacin was introduced. These new drugs displayed
greater penetration into Gram-positive bacteria as well as enhanced pharmacokinetics and
pharmacodynamics. These new features were obtained by the introduction of fluorine at the C6
position and piperazine at the C7 position (Fig. 3) (Aldred et al. 2014).

The interaction between quinolones and gyrase/topoisomerase 1V is a complex formation
that contains damaged DNA. As mentioned before, gyrase generates some breaks in the region of
DNA close to the enzyme. Nevertheless, gyrase is able to bind ATP and causes strand passage via
conformational changes. Then gyrase gate closes and ATP hydrolysis occurs and resets gyrase to the
next round. The quinolone-gyrase DNA trap appears both after DNA cleavage and in the absence of
DNA cleavage (Aldred et al. 2014). It has been proposed that quinolones bind in a noncovalent
manner in the cleavage-ligation active site. Probably it occurs by m-mn interactions which are
strengthened by hydrophobic tail-to-tail interaction between N-1 substituents of quinolones with
gyrase (Drlica and Zhao 1997). For these interactions, two molecules of quinolones are required to
increase the double-stranded DNA damages (Fig. 4). As a consequence of their binding, the DNA
ligation is inhibited so the cleaved complexes have been detected. These cleaved DNA complexes
trigger the SOS response and other pathways to repair DNA. If these damages overwhelm repair
processes, they may lead to cell death (Aldred et al. 2014).
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Fig. 2. Three steps of DNA transcription. In the initiation step, RNA polymerase binds to DNA in the
promoter sequence. During the elongation step, the RNA transcript is created. In the termination step,
RNA polymerase is released from DNA after reaching the termination site (Clancy 2008).
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Fig. 3. The quinolone antibiotics. Nalidixic acid and oxolinic acid were first used quinolones to fight
against bacterial infection. Norfloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin are second-generation of quinolones.

Levofloxacin, sparfloxacin, and moxifloxacin are the quinolones newest-generation (Aldred et al.
2014).

4. mRNA synthesis inhibition

The first antibiotic identified as an inhibitor of mMRNA synthesis was rifampicin (Fig. 5). This
drug belongs to the group of rifamycins (ansamycin class), which were discovered from metabolites
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of Amycolatopsis mediterranei. Rifampicin is an orally effective antibiotic against Gram-positive,
Gram-negative bacteria as well as mycobacterial infection including tuberculosis (TB). Currently,
medicine uses three more rifamycins like rifabutin, rifaximin, rifapentine (Ma et al. 2016).

O
+ OoO

DNA l Gyrase

1’ :" Quinolone

Inhibition of DNA
$ synthesis and cell
growth
—3g—a
death
Fig. 4. Mechanism of action quinolones. DNA gyrase interacts with double-stranded DNA and forms

a cleaved complex. The quinolone-gyrase trap is prepared and inhibits DNA ligation by gyrase. The
DNA breaks are present (Drlica and Zhao 1997).

Fig. 5. Schematic representation of rifampicin. The oxygen atoms creating the bonds with RNA
polymerase are marker by circles (Mosaei and Harbottle 2019).

Rifampicin mechanism of action is due to inhibition of MRNA synthesis as a consequence of
strong binding to RNA polymerase. This drug binds to the pocket of the B subunit of RNA polymerase
in the neighborhood of the DNA/RNA channel (Ma et al. 2016). Binding of rifampicin in that place
does not block the synthesis of the first phosphodiester bond and it is stabilized by van der Waals
bonds between the alkyl chain Q390 of polymerase and the antibiotic C28, C29 carbon atoms. The
hydrogen bonds between the polymerase amino acids and rifampicin oxygen atoms R409: O1,
Q393/S411: 02 and D396/H406: O10 lead to conformational changes in the catalytic center of RNA
polymerase (Fig 6). Moreover, the hydrophobic amino acid residues (L391, L413, G414, 1452) from
the D loop of polymerase create van der Waals bond with the naphtol ring and with the methyl group
of C7 carbon atom from rifampicin.
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Fig. 6. Rifampicin binding in the RNAP f subunit pocket. Each amino acid residues that contact with
rifampicin is showed (Campbell et al. 2001).

These amino acids create the D loop which is a very important part of the RNA catalytic
subunit because of form new bonds during transcription. Rifampicin binding in this place and its
interactions block the catalytic center of RNA polymerase B subunit (Campbell et al. 2001). As a
result, RNA polymerase catalyzes only the formation of two or three phosphodiester bonds and then
the short RNASs are released (Ma et al. 2016).

The RNA polymerase (RNAP) crab claw during transcription undergoes a series of
conformational changes that allow dsDNA to enter to catalytic center. For this DNA entering is
responsible the B’ subunit also called the clamp region, which shows the most structural flexibility
(Fig. 7). The clamp region goes back to close the active channel owning to keep DNA in the
transcription bubble during mRNA synthesis. This clamp movement is regulated by the switch region,
located at the base of the clamp domain. The switch region is built by five segments that undergo
conformational changes. Switch 1 and 2 have the biggest conformational changes among all switches.
The residues of switch 1,2 and 3 contact with loaded, unwound DNA inside the catalytic center of
RNA polymerase in order to raise the possibility that these contacts might coordinate and couple the
DNA loading, unwinding and clamp closure. The residues from switches 2 and 3 are responsible for
both making up one wall of exit tunnel in RNA polymerase and making contacts with the growing
RNA transcript. The antibiotics that bind to the switch region of the polymerase block its
conformational changes, thus inhibit the transcription process (Srivastava et al. 2011).

The first described antibiotic that inhibits conformational changes of RNAP is myxopyronin
(Fig. 8). This drug belongs to an a-pyrone group and it is produced by Myxococcus fulvus Mf50.
Myxopyronin is an effective antibiotic against Gram-positive and Gram-negative bacteria, but human
RNAP is insensitive (Ma et al. 2016). The studies have shown that myxopyronin binds to the switch
region created by switch 1 and switch 2 in a partially closed conformation. This binding of
myxopyronin makes it impossible to open the RNAP clamp and binding DNA template during the
transition from closed to open state (Mosaei and Harbottle 2019).

The binding site of myxopyronin has been detected and visualized as a hydrophobic pocket
formed by switch 1, switch 2 and some segments of B and 3’ subunits (Ma et al. 2016). This important
pocket is located close to the dienone sidechain of myxopyronin which makes a contact with amino
acid residue in position 1326 of B subunit and with amino acid residues in positions 334-338, 1323-
1328, 1352 of B’ subunit. The myxopyronin a-pyrone ring contacts with amino acid residues in
position 1322 of B subunit and in position 343-345, 1352 of B’ subunit. The enecarbamate sidechain
of myxopyronin makes direct or water-mediated bonds with B residues 1271-1279, 1291 and with B’
residues 343-344, 801-805, 1348-1351 (Fig 9).
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Fig. 7. Structure of RNA polymerase clamps and switch region. A. RNAP clamp can exist in three
conformational states: open, partially closed and closed. The circle shows the switch region in the
clamp, while dashed circle the binding site for rifamycins. B. The switch region of RNAP exists in
three conformational states: open, partially closed and closed (Srivastava et al. 2011).
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Fig. 9. Interaction between myxopyr:)nin and RNA polyme;rase (Srivastava etal. 2011)
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All these contacts between myxopyronin and B subunit alter the nine-residue segments
conformational changes of switch 2. It has been previously shown that the switch 2 contacts with
DNA template during transcription elongation. According to this interaction, two models of
myxopyronin has been proposed. The first model says that myxopyronin alters the conformational
changes needed to open the RNAP clamp to bind DNA into the catalytic center. The second model
indicates that myxopyronin disturbs the switch region to unwind the DNA template at the beginning
of transcription (Srivastava et al. 2011).

5. Discussion

The substances which were effective against bacteria have been known since ancient times.
It was believed that antibiotics can last forever. Unfortunately, bacterial resistance has arisen. The
need for new antibiotics and/or new targets must be identified, validated and developed to combat
organisms that are resistant for currently drugs. Therefore, quinolones and rifamycins are successfully
used in medicine to combat bacteria. These antibiotics inhibit DNA replication and transcription,
respectively. Both processes are essential for cell viability and their inhibition can lead to cell death.
The same ability has a-pyrone antibiotics such as myxopyronin. However, myxopyronin shows a new
way to inhibit mRNA transcription. This drug blocks the clamp region of RNAP and does not allow
it to bind DNA. The crystal studies showed that myxopyronin is an excellent inhibitor, especially
against tuberculosis. Unfortunately, myxopyronin is still in pre-clinical development and has not yet
started in clinical trials. Nevertheless, the new antibiotics must be searched to overcome the growing
resistance problem.
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Streszczenie

Naczynioaktywny polipeptyd jelitowy (VIP) — polipeptyd zlozony z 38 aminokwasoéw
i wyizolowany po raz pierwszy z przewodu pokarmowego $wini domowej jest substancja szeroko
rozpowszechniong w organizmie. Do tej pory obecno$¢ VIP stwierdzono przede wszystkim
w réznych czgsciach centralnego 1 obwodowego ukladu nerwowego, gdzie pelni funkcje
neuromodulatora i/lub neuroprzekaznika. Wiadomo, ze VIP uczestniczy w regulacji licznych
proceséw, takich jak migdzy innymi wydzielanie hormondéw i enzymdw, reakcje immunologiczne
czy aktywnos$¢ miesni. Petni rowniez istotne funkcje w procesach protekcyjnych i adaptacyjnych. Jest
waznym czynnikiem przeciwzapalnym. Niniejsze badania przeprowadzono przy uzyciu metody
immunofluorescencji pojedynczej w celu okreslenia gestosci wiokien immunoreaktywnych wobec
VIP w warstwie mig¢$niowej tchawicy §wini domowe;j. Uzyskane wyniki wykazaty obecnos¢ wiokien
zawierajacych VIP w badanym obszarze, Widkna takie byly grube, dobrze widoczne, ale stosunkowo
krotkie. Uktadaty si¢ one wzdhuz widkien migsniowych. Przy pomocy arbitralnej skali potilosciowej
oceniono gesto$¢ takich wiokien na ,++7, czyli VIP-pozytywne wtokna tworzyly w rzadka sie¢
w warstwie migsniowej tchawicy. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja na udziat struktur nerwowych
immunoreaktywnych wobec VIP w unerwieniu tchawicy §wini domowej. Najprawdopodobniej
struktury te regulujg aktywno$¢ mie$ni wchodzacych w sktad $ciany tchawicy. Bioragc po uwage
wczesniejsze badania dotyczace funkcji VIP w organizmie zywym nalezy przypuszczaé, iz peptyd
ten dziata na mig$nie tchawicy hamujaco i rozkurczajaco.

1. Wstep

Naczynioaktywny polipeptyd jelitowy (ang. vasoactive intesinal polipeptide — VIP) zostat
po raz pierwszy wyizolowany z przewodu pokarmowego $wini domowej w 1970 roku jako substancja
silnie rozkurczajaca naczynia i hamujaca perystaltyke jelit (Makowska 2018, Iwasaki i in. 2019). VIP
jest polipeptydem zbudowanym z 38 reszt aminokwasowych nalezagcym do rodziny peptydéw
sekretyny i glukagonu (Couvineau i Laburthe 2012). Oprocz VIP do tej rodziny nalezg migdzy innymi
peptyd aktywujacy cyklazg adenylowa przysadki, histydyna, helodermina, glukagon i hamujacy
peptyd zotadkowy (Couvineau i Laburthe 2012). Od 1970 roku substancja ta zostatla opisana
w réznych czegéciach zaréwno centralnego, jak i obwodowego uktadu nerwowego (Cunha-Reis i in.
2017; Lepiarczyk i in. 2017; Tilley i in. 2017; Bourlev i in. 2018; Makowska 2018; lwasaki i in.
2019). Najwigksze poziomy VIP obserwowane sa w jelitowym uktadzie nerwowym (Wu i in. 2015;
Makowska 2018; Wasowicz 1 in. 2018; Iwasaki i in. 2019), ale obecno$¢ tego polipeptydu
stwierdzono rowniez migdzy innymi w zwojach wspotczulnych i przywspotczulnych, neuronach
czuciowych zlokalizowanych w zwojach rdzeniowych ang. dorsal root ganglia — DRG) i centralnym
uktadzie nerwowym (Tilley i in. 2017; Gréssel i Muschter 2017; Iwasaki i in. 2019; Turi i in. 2019).
Obecnos¢ VIP wykazano rowniez we wioknach nerwowych zaopatrujacych wiele narzadow
wewnetrznych, takich jak (migdzy innymi) watroba, macica, jajniki, pecherz moczowy, serce czy
ptuca (Couvineau i Laburthe 2012; Erin i in. 2016; Lepiarczyk i in. 2017; Iwasaki i in. 2019). Oprécz
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uktadu nerwowego stwierdzono, ze VIP moze by¢ obecny w komérkach uktadu immunologicznego
(Couvineau i Laburthe 2012; Wasowicz i in. 2018; Villanueva-Romero i in. 2019 ).

VIP oddziatuje na dwa typy specyficznych receptoréw btonowych sprzezonych z biatkami
G (Couvineau i Laburthe 2012). Receptory te, zwane VPAC1 i VPAC2 reguluja czynnosci komoérek
poprzez dwa gtdwne szlaki sygnalowe: szlak cyklicznego monofosforanu adenozyny (cAMP) oraz
szlak sygnatowy fosfatydyloinozytolu (Couvineau i Laburthe 2012). Wiadomo jednakze, Ze receptory
VPAC 1 i VPAC2 moga rowniez aktywowac inne szlaki sygnatowe, w ktorych uczestniczy rowniez
tlenek azotu, fosfolipaza C czy kinazy MAP (Couvineau i Laburthe 2012).

Obecnos¢ opisywanych receptorow stwierdzono w wielu ukladach i narzadach
wewnetrznych (Couvineau i Laburthe 2012; Iwasaki i in. 2019). Z kolei tak duza liczba
i zroznicowanie szlakow sygnatowych pobudzanych przez receptory VPACI i VPAC2 powoduja, ze
VIP w organizmie Zywym ma dzialanie wielokierunkowe. Dotychczasowe badania wykazaty, iz VIP
jest zaangazowany w regulowanie wielu proceséw, ktorych charakter niejednokrotnie zalezy od
lokalizacji tego polipeptydu. Wiadomo, iz VIP wplywa hamujaco na aktywno$¢ miesni gladkich,
reguluje napigcie $cian naczyn krwiono$nych oraz jest zaangazowany w regulacj¢ wydzielania
neuromodulatoréw, neuroprzekaznikoéw, hormonow i enzymoéw (Couvineau i Laburthe 2012;
Makowska 2018; Iwasaki i in. 2019). Wazna funkcja VIP jest uczestnictwo w procesach
odpornos$ciowych, protekcyjnych, adaptacyjnych (Wasowicz i in. 2018), a takze w reakcjach
zwigzanych ze stanami zapalnymi (Makowska 2018). VIP uwazany jest za jeden z wazniejszych
czynnikdw neuroprotekcyjnych na terenie centralnego i obwodowego ukladu nerwowego, ktory
chroni komérki nerwowe przed uszkodzeniem i zwigksza ich przezywalno$¢ w niesprzyjajacych
warunkach (Couvineau i Laburthe 2012; Iwasaki i in. 2019).

Wykazano, iz VIP nie tylko uczestniczy w regulacji funkcji narzgdow w warunkach
fizjologicznych, ale takze bierze udzial w odpowiedzi na bodzce fizjologiczne i patologiczne
oddzialujace na organizm zywy. Do czynnikoéw fizjologicznych wptywajacych na ekspresje VIP-
u mozna zaliczy¢ wzrost 1 dojrzewanie oraz rozwoj organdow wewngtrznych (Couvineau i Laburthe
2012; Iwasaki i in. 2019). Natomiast bodzce patologiczne, w odpowiedzi na ktéore VIP moze
uczestniczy¢ zaliczamy przede wszystkim stany zapalne (Makowska 2018). Ponadto takim
czynnikiem moze by¢ dzialanie niektérych substancji toksycznych, zmiany degeneracyjne uktadu
nerwowego, uszkodzenie mechaniczne wtdkien nerwowych oraz zmiany nowotworowe (Couvineau
i Laburthe 2012; Erin i in. 2016; Bourlev i in. 2018; Makowska 2018; lwasaki i in. 2019).
Neuroprotekcyjne i przeciwzapalne wlasciwosci VIP spowodowaty, iz substancja ta jest uwazana za
potencjalny lek, ktory w niedalekiej przysztosci bedzie mozna stosowac podczas procesow zapalnych
i chordb neurodegeneracyjnych (Couvineau i Laburthe 2012).

Celem niniejszego opracowania jest okreSlenie gestosci wldkien nerwowych
immunoreaktywnych wobec VIP zlokalizowanych w $cianie tchawicy §wini domowej. Nalezy
podkresli¢, iz wiedza dotyczaca dystrybucji VIP w $cianie drog oddechowych jest stosunkowo
niewielka. Szczegolnie dotyczy to $wini domowej, ktora ze wzglgdu na neurochemiczng organizacj¢
uktadu nerwowego do organizacji uktadu nerwowego cztowieka jest coraz czgsciej wykorzystywana
jako zwierze laboratoryjne (Makowska 2018). Nalezy podkresli¢, iz $winia domowa jest jednym
z lepszych modeli zwierzecych do badan nad reakcjami mogacymi zachodzi¢ w uktadzie nerwowym
cztowieka (Makowska 2018).

2. Materialy i metody

Niniejszym do$wiadczeniem objgto pig¢ niedojrzalych ptciowo loszek rasy Wielka Biala
polska (w wieku o$miu tygodni i masie ciala okoto 18-20 kg.), wykorzystywanych rowniez jako grupa
kontrolna w innym eksperymencie. Na wszystkie czynnosci wykonywane w przebiegu niniejszych
badan uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen na Zwierzgtach
w Olsztynie (zgoda nr 28/2013 z dnia 22 maja 2013 roku).

Zwierzgta po transporcie podlegaly odpoczynkowi 1 pigciodniowemu okresowi
adaptacyjnemu. Nastepnie byly przetrzymywane przez trzy tygodnie (czas zwigzany ze
wspomnianym powyzej eksperymentem, w ktorym zwierzgta stanowity grupe kontrolng i nie byty
poddawane zadnym zabiegom). W tym czasie przebywaly w typowych warunkach laboratoryjnych,
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w kojcach odpowiednich dla wieku i gatunku zwierzat. Karmione byly dwa razy dziennie komercyjna
mieszanka paszowa odpowiednia dla wieku i gatunku oraz mialy zapewniony nieograniczony dostep
do wody pitnej. Po uptywie trzech tygodni zwierzeta poddane zostaly eutanazji. W tym celu zwierzeta
najpierw poddano premedykacji przy uzyciu preparatu stresnil ((Janssen, Beerse, Belgium, w dawce
75 pL/kg masy ciata, ktéry podany zostal domigéniowo w migsien posladkowy), a po okoto
dwudziestu minutach zastosowano letalna dawke tiopentalu sodu (Thiopental, Sandoz, Kundl,
Austria), ktory dozylnie w zyte brzezng ucha.

Bezposrednio po eutanazji pobrano okoto dwucentymetrowy fragment tchawicy (z miejsca
tuz ponad rozwidleniem tchawicy na oskrzela). Tkanki utrwalano wedtug metody opisanej uprzednio
przez Makowska (2018). Mianowicie, fragmenty tchawicy utrwalono imersyjnie umieszczajac go
w 4% zbuforowanym roztworze paraformaldehydu na 40 minut. Nastepnie fragmenty tchawicy
poddano ptukaniu w buforze fosforanowym przez okres 3 dni, przy czym kazdego dnia zmieniano
bufor. Po trzech dniach fragmenty tchawicy umieszczono w 18% zbuforowanym roztworze sacharozy
i przechowywano w temperaturze 4°C przez okres co najmniej trzech tygodni. Nastepnie fragmenty
tchawicy mrozono w temperaturze -20°C i cigto prostopadle do $wiatla tchawicy przy pomocy
mikrotomu HM 525 (Microm International, Dreieich, Germany) na skrawki o grubosci 12
mikrometréw. Podczas cigcia skrawki tchawicy umieszczano na szkietkach mikroskopowych.

Skrawki tchawicy poddawano metodzie immunofluorescencji pojedynczej uzywajac
komercyjnych przeciwciat pierwotnych i wtérnych wedlug metody opisanej uprzednio przez
Makowska (2018). W skrdcie metoda ta sktadata si¢ z nastepujacych etapow: 1) Suszenie szkietek ze
skrawkami tchawicy w temperaturze pokojowej przez 1 godz.; 2) Inkubacja z roztworem blokujacym
majacym za zadanie eliminacj¢ barwien niespecyficznych. Roztwor blokujacy sktadat sie z 10%
koziej surowicy, 0.1% albuminy bydlecej (BSA), 0.01% NaN3, Tritonu X-100, i thimerosalu w PBS,
a inkubacja trwata przez 1 godz.; 3) Inkubacja z przeciwcialem skierowanym przeciwko VIP
(przeciwciato uzyskane od kroélika, producent: Biomol, Hamburg, Germany, nr katalogowy VA1285,
rozcienczenie robocze 1:2000). Inkubacja odbywatla si¢ w wilgotnej komorze i trwala ,,przez noc” 4)
Inkubacja z przeciwcialem wtoérnym sprzgzonym z odpowiednim fluorochromem Alexa fluor 546
(przeciwciato uzyskane u osta, skierowane przeciwko krolikowi, producent: Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornia, USA rozcienczenie robocze: 1:1000). Inkubacja ta miata na celu ,,wybarwienie”
kompleksu ,,przeciwcialo pierwotne - antygen” i trwata 1 godzine; 5) Pokrycie skrawkow tchawicy
zbuforowanym glicerolem i natozenie na preparat szkietka nakrywkowego. Pomigdzy kazdym
z wymienionych powyzej etapow barwienia wykonywano ptukanie szkietek ze skrawkami tchawicy
w roztworze PBS (3 razy po 15 minut). Aby unikngé barwien niespecyficznych przeprowadzono
robwniez rutynowe testy specyficzno$ci uzytego w doswiadczeniu przeciwciata pierwotnego
przeciwko VIP. Testy te wykonano wedlug wczesniejszych publikacji (Makowska 2018)
i obejmowaty one: test preabsorpcji z odpowiednim antygenem, zastapienia i ominigcia. Testy te
eliminowaty barwienia, co oznacza, ze barwienia uzyskane w trakcie niniejszego do§wiadczenia byty
specyficzne.

Tak wybarwione skrawki tchawicy ogladano pod mikroskopem Olympus BX51
wyposazonym w odpowiedni filtr do mikroskopii immunofluorescencyjnej. Gestos¢ wiokien
immunoreaktywnych wobec VIP zlokalizowanych w warstwie mig$niowej Sciany tchawicy okreslano
na podstawie arbitralnej metody potilosciowej, stosujgc nastepujaca skale oceny: symbol ,,-” oznaczat
brak wtokien, ,,+” oznaczat pojedyncze wtokna, ,,++ oznaczatl rzadkg sie¢ wtdkien, ,,+++ oznaczat
gesta sie¢ widkien, a ,,++++” oznaczat bardzo gestg sie¢ wiokien.

3. Wyniki

W trakcie niniejszych badan stwierdzono obecno$¢ widkien nerwowych wykazujacych
immunoreaktywnos¢ wobec VIP w warstwie migsniowej $ciany tchawicy §wini domowej (Rys. 1).
Wickszoéé takich wiokien ukladata sie wzdluz komoérek migéniowych. Srednia gestosé wiokien
immunoreaktywnych wobec VIP, oceniona na podstawie arbitralnej skali oceny poétilosciowej
wynosita ,,++7, czyli byta to rzadka sie¢ wtokien (Rys. 1). Nalezy zaznaczy¢, iz nie stwierdzono
widocznych réznic w gestosci wiokien immunoreaktywnych wobec VIP pomigdzy poszczegdlnymi
zwierzetami do$wiadczalnymi. Widkna wykazujace obecnos¢ VIP w wigkszosci byty to widkna
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grube, dobrze widoczne, charakteryzujace si¢ silnym sygnatem immunofluorescencyjnym (Rys. 1).
Byly to jednak widkna stosunkowo krotkie

Rys. 1. Widkna nerwowe immunoreaktywne wobec naczynioaktywnego polipeptydu jelitowego

(VIP) w warstwie mig¢$niowej §ciany tchawicy $wini domowej (oznaczone strzatkami). Powigkszenie
x400.

4. Dyskusja

W trakcie niniejszych badan wykazano obecnos¢ widkien immunoreaktywnych wobec VIP
w warstwie migsniowej Sciany tchawicy $wini domowej. Wyniki te sa zgodne z wczesniejszymi
obserwacjami przeprowadzonymi u réznych gatunkéw ssakoéw. Obserwacje te udowodnity, ze VIP
jest obecny w strukturach nerwowych potozonych migdzy innymi w tchawicy cztowieka, szczura,
myszy, swinki morskiej, psa czy fretki (Uddman i Sundler 1979; Lundberg i in. 1984; Kalubi i in.
1990; Dey i in. 1993; Yamamoto i in. 2000; Athari i in. 2016). Mimo wyraznych rdéznic
miedzygatunkowych u wigkszosci gatunkow widkna nerwowe immunoreaktywne wobec VIP byty
stosunkow geste, co moze $wiadczy¢ o waznej roli tego polipeptydu w regulacji czynnosci migsni
w $cianie tchawicy (Lundberg i in. 1984; Kalubi i in. 1990; Yamamoto i in. 2000). Pewne roznice
pomiedzy wynikami uzyskanymi podczas niniejszych badan a wcze$niejszymi do§wiadczeniami
sugeruja, iz dystrybucja i liczebnos¢ VIP-pozytywnych wiokien nerwowych w $cianie tchawicy
wykazuje duze zréznicowanie migdzygatunkowe. Prawdopodobnie liczebno$¢ ta zalezy rowniez od
wielu czynnikow fizjologicznych i patologicznych. Zjawisko takie (nazywane plastycznos$cia uktadu
nerwowego) stwierdzono w przypadku struktur nerwowych zawierajacych VIP zlokalizowanych
W $cianie przewodu pokarmowego (Makowska 2018). Nalezy zaznaczy¢, ze wldkna w $cianie
tchawicy w swietle wezesniejszych badan charakteryzujg si¢ duzym zrdéznicowaniem pod wzgledem
neurochemicznym. Oprocz VIP na terenie takich wiokien stwierdzono obecno$¢ szerokiej gamy
innych aktywnych substancji neuronalnych. Najwigksze znaczenie, obok typowych
neuroprzekaznikéw autonomicznego ukladu nerwowego takich jak acetylocholina i noradrenalina)
wydaja si¢ mie¢ nastgpujace substancje: tlenek azotu (bedacy neurotransmiterem gazowym),
substancja P i peptyd kodowany ganem kalcytoniny, ktére uczestnicza w przewodzeniu bodzcow
czuciowych oaz wiasnie, stwierdzony podczas niniejszych badan w tchawicy $wini domowej, VIP
(Martling 1987; Dey i in. 1993; Yamamoto i in. 2000). Wcze$niejsze badania wykazaty obecno$¢ VIP
w strukturach nerwowych $ciany tchawicy, nie tylko we witdknach znajdujacych si¢ pomiedzy
komoérkami mig$niowymi, ale takze w zakonczeniach nerwdéw zaopatrujagcych naczynia krwionos$ne
(Lundbergiin. 1984; Dey i in. 1993; Yamamoto i in. 2000). Wtokna zawierajace VIP i zlokalizowane
na terenie Sciany tchawicy sa w przewazajgcej czesci wypustkami neurondw zazwojowych
przywspotczulnego uktadu nerwowego (Kalubi i in. 1990). Jak wykazaly badania in vitro VIP
wplywa relaksacyjnie na mi¢énie tchawicy, a takze rozszerza naczynia krwiono$ne tam zlokalizowane
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(Lundberg i in. 1984; Kalubi i in. 1990). Jednakze istniejg badania potwierdzajgce rowniez obecnosé
VIP we wloknach nerwowych potozonych na terenie $ciany tchawicy odpowiadajacych za
przekazywanie bodzcéw czuciowych (Kalubi i in. 1990). Uczestnictwo VIP w przewodzeniu
bodzcow czuciowych i1 bolowych potwierdzaja badania, w ktorych opisano obecno$¢ tego peptydu
W neuronach czuciowych zwojoéw rdzeniowych (Tilley i in. 2017).

5. Whioski

Niniejsze badania wykazaty obecno$¢ widkien nerwowych immunoreaktywnych wobec VIP
w warstwie migsniowej Sciany tchawicy §wini domowej. Obecnos$¢ takich widkien sugeruje, iz VIP
uczestniczy w regulacji aktywnos$ci migsni znajdujacych si¢ w $cianie tchawicy. Biorac pod uwage
wczesniejsze badania dotyczace relaksacyjnego wpltywu VIP na migénie, mozna przypuszczaé, iz VIP
wplywa na mig$nie potozone w $cianie tchawicy rozkurczajaco i hamuje ich aktywno$¢. Ponadto VIP
moze takze wptywaé rozszerzajaco na naczynia krwiono$ne w $cianie tchawicy orza uczestniczy¢
W przewodzeniu bodzcéw czuciowych.
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Streszczenie

Préba definiowania istoty fenomenu zycia zostata podjeta wielokrotnie w ciggu ostatnich
setek lat. Zardbwno organizmy transparentnie zywe, o zlozonej budowie komoérkowej, jak roéwniez
obiekty o statusie problematycznym, takie jak wirusy, priony, pasozytnicze DNA i nowotwory, moga
by¢ objete odpowiednio minimalng i wystarczajaca definicja. Zrekonstruowano i przeanalizowano
liczne definicje Zycia prezentowane przez rozne nurty filozoficzne powstale w obrebie kultury
zachodniej. Podjeta zostala proba udowodnienia, iz mozliwe jest skuteczne definiowanie zycia
z uwzglgdnieniem jego réznorodnosci, jak rowniez nieostrych obszaréw granicznych pomiedzy
materig nieozywiong i ozywiong, na przyktadzie poréwnania dwoch sposréd wielu wybranych
definicji: organizmalno — systemowej i cybernetycznej.

1. Wstep

W ciagu ostatnich kilu stuleci zaproponowano wiele definicji zycia. Miaty one przyblizy¢
nas do zrozumienia istoty zycia (Korzeniewski 2001) i by¢ wuzytecznym narzgdziem
metodologicznym we wspotczesnych naukach biologicznych. O ile wczesne definicje takie jak
mechanicystyczna czy witalistyczna ujmowaly fenomen zycia w ramy redukcjonizmu, lub
przydawaty mu cechy ponadnaturalne, to dzi$ filozofowie przyrody starajg si¢ rozwigza¢ problem w
sposob mozliwie obiektywny (Heller i in. 1997). Mimo tych zabiegdow wciaz trwaja spory odnosnie
istoty zycia i obiektow o statusie problematycznym. Wirusy, priony, nowotwory i pasozytnicze DNA
posiadajg pewne cechy organizméw zywych, jednak zazwyczaj intuicyjnie sg klasyfikowane jako
twory nieozywione lub nieautonomiczne (Korzeniewski 2008). W niniejszej pracy przeanalizowano
rekonstrukcje wielu definicji zycia figurujacych w literaturze filozoficznej i naukowej. Autor stara si¢
przyblizy¢ problem istoty zycia i klasyfikacji obiektow o statusie problematycznym. Przedstawiono
réwniez proby jego rozwigzania na przyktadzie dwoch réznych, choé zblizonych podej$¢. Pierwsze
orgaznimalno — systemowe, ktore skupia si¢ na hierarchicznej strukturze organizméw, drugie zas,
cybernetyczne, ktadace nacisk na funkcjonalny aspekt zycia. Oba podejscia charakteryzuje
catosciowe i teleologiczne podejscie do fenomenu zycia.

2. Opis zagadnienia

Opisywanie fenomenu zycia sprawia wiele trudnosci. Zanim nadeszta rewolucja
W badaniach molekularnych doszukiwano si¢ niematerialne sily witalnej, ktéra miata by¢ istota zycia.
Bylo to podejscie witalistyczne, w ktorego przedstawicielem byt miedzy innymi Hans Driesh.
Zaktadat on istnienie entelechii, opierajac swoje postulaty na obserwacji zdolnosci regeneracyjnej
zarodkoéw jezowcdw. Uznat Zze poniewaz organizm jest celowos§ciowa, uorganizowang struktura, musi
by¢ kierowany odgornie przez entelechie (Heller i in. 1997).

Réwnoczesnie wraz z rozwojem fizyki pojawit sie nurt mechanicystyczny, ktory pdzniej
przerodzit si¢ w redukcjonizm w jego skrajnej formie. W obrebie tych nurtow zaczeto traktowac zywe
organizmy najpierw jak maszyny (w przypadku mechanicyzmu), a nastgpnie opisywac za pomoca
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terminologii fizykochemicznej (w przypadku redukcjonizmu), traktujac je jako zbidr elementow,
zaniedbujac calo$ciowy i celowosciowy charakter fenomenu zycia (Heller i in. 1997).

Oba te podejscia okazaly si¢ jednak dobrym wstgpem do rozwoju systemowych koncepcji
zycia. Calo$ciowe podejscie, bedace podstawa witalizmu, okazalo si¢ trafnym spostrzezeniem.
Podobnie redukcjonizm metodologiczny, bedacy spuscizng po mechanicyzmie, okazal si¢ niezwykle
przydatnym narzedziem w tworzeniu teorii biologicznych we wspolczesnej nauce. Swoiscie
monistyczny obraz przyrody, jaki jawi nam si¢ w naukach przyrodniczych, wymagat stworzenia
nowych koncepcji zycia, jak rowniez nowych definicji ktére moglyby opisywac zarowno organizmy
zywe, jak rowniez obiekty o charakterze problematycznym. Takie koncepcje pojawity si¢ w drugiej
potowie XX w. i zostaly zaproponowane przez Ludwiga von Bertalanffy’ego i Andrieja
Kotmogorowa (Von Bertalanffy 1960).

Ludwig van Bertalanffy byl tworca ujecia organizmalno-systemowego, ktérego naczelng
teorig jest teoria systemow. Obejmuje ona pojecia i metody wigzace si¢ z systemami w ogdlnosci, nie
za§ wylacznie z organizmami zywimy. Glosi ona ze mozemy bada¢ wszystkie uorganizowane
struktury i traktowaé je jako systemy, to znaczy zespoly wzajemnie powigzanych elementdéw
ralizujacych jako cato$¢ zalozone cele. Widzimy wiec ze koncepcja ta zaktada pewien redukcjonizm,
a co za tym idzie jest na tyle szeroka ze mozemy zalozy¢ ze obejmie swym zasiggiem obiekty
0 problematycznym statusie. Sam Bertalanffi moéwil: ,,Organizm to zorganizowany
W hierarchicznym porzadku system wielkiej liczby roznorakich czgéci, ktorym wielka ilo$¢ procesow
jest uporzadkowana tak, ze przez ich state relacje w obrebie szerokich granic, przy stalej przemianie
materii 1 energii tworzacych system, jak tez przy uszkodzeniach w skutek wpltywow zewnetrznych,
system pozostaje w stanie sobie wlasciwym albo don powraca lub procesy te prowadzg do powstania
podobnych systemow”. Skupiajac si¢ na gldwnych postulatach zaproponowanych przez
Bertalanffiego mozemy sformutowaé definicj¢ zycia w ujgciu organizmalno-systemowym, nie
zapominajac ze zycie jest specyficznie skwantowane w postaci pojedynczego osobnika. ,, Zywy
organizm (osobnik) jest hierarchiczng organizacjq ukiadow otwartych, utrzymujgcq sie w stanie
wymiany sktadnikéw, dzigki panujgcym w nim warunkom uktadowym”(Heller i in. 1997, Von
Bertalanffy 1960).

Andriej Kotogorow zaproponowal ujmowanie zycia za pomoca modelu cybernetycznego.
Uznat on ze ludzkos¢ moze stangé przed mozliwoscig spotkania struktur pozaziemskich
wykazujacych cechy organizméw zywych (posiadajacych nawet samo$wiadomo$é) ale zlozonej
W z zupehie innych sktadnikow niz ziemskie zycie. Dostrzegt on rdwniez pewne podobienstwa
pomigdzy maszynami a organizmami zywymi. Podstawowe pojecia ktorymi postuguje sie
cybernetyka to sprzezenie zwrotne ujemne i sprz¢zenie zwrotne dodatnie. Sama cybernetyka jest
nauka o regulacji. W przypadku sprzezenia zwrotnego ujemnego mamy do czynienia z podstawowym
mechanizmem samoregulacji, ktory w przypadku odchylenia od wartosci zadanej powoduje
powracanie warto$ci do stanu stacjonarnego (ale nie statycznego). Sprzezenie zwrotne dodatnie jest
zmiang wartosci parametru zadanego zgodnie z kierunkiem w ktorym nastapito odchylenie. Jest to
wigc reakcja fancuchowa w ktorej odchylenie zwigksza si¢ lawinowo (Korzeniewski 2008).

Wspolczesnie, cybernetyczny model Zzycia zostal zaproponowany przez Bernarda
Korzeniewskiego. Jego definicja glosi ze: ,, Osobnik zywy to sie¢ sprzezen zwrotnych ujemnych
podrzednych w stosunku do (bedgcych na ustugach) nadrzednego sprzezenia zwrotnego dodatniego
(potencjatu ekspansji)”. Gdzie sie¢ podrzednych sprzezen zwrotnych ujemnych to sie¢ reakcji
chemicznych utrzymujacych homeostaze organizmu (metabolizm) za§ nadrzedne sprzezenie zwrotne
dodatnie (potencjat ekspansji) to potencjat do reprodukcji (Korzeniewski 2001).

Organizmalno-systemowa definicja kladzie nacisk na strukturalny aspekt zycia,
cybernetyczna za$ ktadzie nacisk na funkcje organizmow zywych. Uzywajac obu tych definicji
mozemy spojrzec¢ na obiekty o problematycznym statusie z dwoch roznych perspektyw i okresli¢ czy
sg to struktury ozywione i czy mozna uznaé je za autonomiczny organizm (Heller 1997).

W literaturze naukowej 1 wielu podrecznikach mikrobiologii mozna napotka¢ na z gory
postawione zatozenie gloszace ze wirusy nie s3 organizmami zywymi, mimo iz s3 zdolne do
powielania swojej tozsamosci (informacji biologicznej). Zwykle teza ta oparta jest na podejsciu
gloszacym ze budowa komorkowa jest minimalnym kryterium do postawienia granicy miedzy tym
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co zywe, a tym co ozywione nie jest. W przypadku ujecia organizmalno-systemowego tak wilasnie
bedzie. Najmniejszym wykazujacym hierarchiczng budowe homeostatem jest komoérka. Od
organizmow takich jak bakterie, po organizm ludzki widzimy ze jedynie budowa komoérkowa spetnia
kryteria postawione przez Bertalanffiego. Takiej budowy nie posiadaja wirusy, priony ani
pasozytnicze DNA. W tym uj¢ciu sg jedynie makroczasteczkami nie wykazujacymi ani hierarchicznej
budowy, nie wymieniaja sktadnikoéw z otoczeniem, a juz na pewno nie mozna uzna¢ ich za system
bedacy uktadem otwartym. Owszem za system mozna byloby uznaé wirusa, jako uktad
dwuelementowy (kapsyd i material genetyczny), nie wymienia on jednak sktadnikéw z otoczeniem,
autonomicznie nie jest wigc ukladem otwartym. Brak metabolizmu i odpowiedniej struktury
powoduje ze w tym przypadku nie mozemy uzna¢ tych struktur za osobniki ozywione, a jedynie za
aktywne biologicznie czgsteczki organiczne (Korzeniewski 1996).

Zupehie inne wyniki uzyskamy postugujac si¢ ujeciem cybernetycznym. Struktura nie jest
tu czynnikiem wymaganym do uznania obiektu za zywy. Mozemy wigc uznaé ze jesli obiekt
wykazuje pewne formy regulacji i rozmnaza si¢ (powiela swoja informacje¢) to jest osobnikiem
ozywionym. Priony sa patogennymi biatkami ktorych struktura a-helisy zostata zmieniona na -
kartke. Gdy jedno biatko ulegnie takiej przemianie nastgpuje lawinowa zmiana u innych biatek
(sprzezenie zwrotne dodatnie). Problem w tym Ze priony nie niosg zadnej informacji genetycznej i nie
wykazujace mechanizmoéw regulacji (sprzgzenie zwrotne ujemne), nie moga by¢ wigc uznane za
ozywione. W przypadku pasozytniczego DNA wystepujacego w wielu kopiach, co mogloby
wydawac¢ si¢ nicoptacalne dla organizmu. Bernard Korzeniewski twierdzi, ze DNA takie nie tylko
moze wykazywac¢ jakie§ mechanizmy regulacji, gdyz nie zostaje wycigte z genomu, ale rowniez ulega
powieleniu w wielu organizmach. Majac na uwadze wielo$¢ repetytywnego DNA w komorkach
organizmow wyzszych mozna uznaé¢ ze pasozytnicze geny majg bardzo sprawny mechanizm
sprzezenia zwrotnego dodatniego. Takie DNA uzna¢ mozemy za obiekt posiadajacy cechy osobnika
zywego, jednak nie w petni autonomicznego i przez to ,,mniej” zywego (Korzeniewski 2009).

W pelni zywym organizmem mozemy nazwac ,.cybernetycznego” wirusa. Jest to idealny
pasozyt ktory mozliwie najbardziej ograniczyt sie¢ sprzgzen zwrotnych ujemnych (zaledwie do
infekowania komorki zywiciela), przy maksymalizacji potencjatu ekspansji. Wirus zredukowat swoj
metabolizm ale przejmuje metabolizm zywiciela, co rowniez mozemy uzna¢ za mechanizm regulacji,
a przy tym za jeden z najbardziej wydajnych sposobow rozmnazania si¢ w przyrodzie. MajaC na
uwadze ze powielenie swojej tozsamosci (informacji genetycznej) jest nadrzgdne wobec
metabolizmu, mozemy uzna¢ wirus za osobnika ozywionego (Korzeniewski 2009).

Ostatnim przyktadem obiektow o problematycznym statusie sa nowotwory. Sg one o tyle
specyficzne ze obie definicje moga uzna¢ je za zZywe organizmy, natomiast brak autonomii i petna
zalezno$¢ od ,,zywiciela” sprawia ze cigzko uznaé je za osobnika. W przypadku podejscia
organizmalno-systemowego nowotwoér jest zywy. Posiada on hierarchiczng strukture (budowe
komorkows), jest ukladem otwartym, wymieniajagcym materi¢ i energi¢ z otoczeniem, jak roéwniez
dazy do jak najwydajniejszego rozmnazania si¢ (co wedlug Bertalanffi’ego ma wynika¢
z metabolizmu). Wynika z tego ze ujgcie to uznaje nowotwor jako pot autonomicznego osobnika,
grupe komorek ktora nagle z integralnej czg¢sci organizmu stata si¢ pasozytem i odrgbnym osobnikiem
(Korzeniewski 2009).

Cybernetyczne podej$cie, omijajace aspekt strukturalny nie moze uzna¢ nowotwor za
osobnika w pelni tego slowa znaczeniu. Chociaz nowotwory wykazujg bardzo rozbudowang sie¢
sprzezen zwrotnych ujemnych, to jednak ich potencjal ekspansji jest silnie ograniczony. Nowotwor
moze si¢ rozmnaza¢ tylko do momentu gdy zabije zywiciela. Przy szybkim tempie wzrostu guz
roOwniez czg¢sto sam obumiera. Jest to wigc jak wida¢ naiwna ekspansja, nie prowadzaca do
przetrwania informacji genetycznej. W tym przypadku, wbrew intuicji, wirus wydaje si¢ bardziej
,,0Zywiony” niz nowotwor.

3. Przeglad literatury

Aby uzyskaé¢ odpowiedni punkt widzenia w ponizszej pracy dokonany zostal przeglad
klasycznej literatury filozoficznej z dziedziny filozofii przyrody i metodologii nauk, jak réwniez
nowych artykutéw dotyczacych nowoczesnego ujecia problemu definiowania zycia.
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Ujmowanie i rozwigzywanie problemu istoty zycia przybierato rézne formy na przetomie
ostatnich dwoch wiekoéw. Wielo$¢ tych prob spowodowana jest dwoma wzgledami: réznorodnoscia
form zycia i wieloznacznosciag terminu ,,zycie”, uzywanego zaréwno jako termin naukowy, jak
i potoczny. Pierwszy narzuca si¢ gdy spojrzymy na rozwdj wspotczesnych nauk biologicznych.
Mnogos¢ form i ich przystosowan do §rodowiska sprawia, ze albo tworzymy definicje za szerokie
albo zbyt waskie. Wzglad drugi decyduje o by¢ moze niemozliwej do ominigcia, niezdolno$ci
ludzkiego poznania do pelnej odpowiedzi na pytanie co jest istota zycia, a takze czy istota taka
W ogole istnieje. Wielu myslicieli sktaniato si¢ ku tezie ze zycie jest terminem pierwotnym,
niedefiniowalnym, co jednak nie umniejsza wartos$ci naszych dociekan, gdyz proby definiowania
zycia zblizaja nas do pelnego poznania struktury zycia, a takze nakierowaly na nowe tory badawcze.
Dociekania takie sa zwykle z natury interdyscyplinarne (Heller i in. 1997).

Tomistyczna definicja zycia, ktora zrekonstruowat Szczepan Slaga, glosi ze zycie to: ,,rodzaj
istnienia, przystugujqcy takiej substancji, ktora dzieki zloZeniu z materii pierwszej i odpowiednio
doskonalej i dostosowanej do niej formy substancjalnej jest uzdolniona do wykonywania wsobnych
czynnosci zyciowych”. Koncepcja ta, cho¢ czysto metafizyczna, stara si¢ opisa¢ zycie kompleksowo
podobnie jak ujgcie systemowo organizmalne (o ktorym pisze w dalszej czeSci rozdziatu). Mimo
réznic pomiedzy interpretacja Tomasza a wspotczesnymi naukami biologicznymi, mozemy zauwazy¢
ze juz na tak wczesnym etapie rozwoju nauki, intuicja prowadzita filozoféw przyrody w dobrym
kierunku (Heller i in. 1997).

Klasyczna definicja mechanicystyczna, ktéra mozemy zrekonstruowa¢ za Kartezjuszem.
Przyjmuje on, ze: ,, cialo jest posqgiem bgdz maszynq [zbudowang z elementu ziemistego], ktorq Bog
umysinie w taki sposob uksztattowal, by uczyni¢ jg w najwyzszym stopniu do nas podobng, tak dalece,
iz nie tylko nadawat jej barwe i zewnetrzny ksztalt wszystkich naszych czlonkow, lecz takze pomiescit
W jej Wnetrzu wszystkie niezbedne czesci, by maszyna ta mogla chodzié, jes¢, oddychaé i by wreszcie
mogta nasladowac te wszystkie nasze czynnosci, o ktorych sqdzimy, iz wywodzq sie z materii i zalezq
Jjedynie od [przestrzennego] uktadu narzgdow” (Heller i in. 1997).

W obrgbie redukcjonizmu zaproponowano wiele definicji zycia, tutaj przytoczg¢ jedna
zaproponowane przez fizykochemika C. H. Hinshelwooda, ktory to stosowal kinetyke reakcji
chemicznych do wyjasnienia proceséw dynamicznych zachodzacych w organizmach zywych. Jego
definicja glosi ze: ,,Zycie jest ukiadem makromolekularnych i wielofunkcyjnych wolnych rodnikow,
majqgcy niskq entropie (dzigki duzemu uporzqdkowaniu), niskq energie aktywacji i dla rozmaitych
reakcji (dzigki aktywnym centrom )i pewien stopien trwatosci (dzigki relatywnie sztywnej strukturze)”
(Heller i in. 1997).

Za Hansem Drieschem mozemy natomiast podej$¢é do zycia bardziej calosciowo. Jednakze
podejscie prezentowane przez tego filozofa bylo witalistyczne. Mimo iz zaktadato ono cato$ciowe
podejécie do organizmu, to jednak zaktadato rowniez istnienie niematerialnej sity zyciowej. Jego
definicja glosi iz: ,,zycie jest nieredukowanq strukturq odrozmiajgcq sie od materii nieozywionej
celowoscig uwarunkowang istnieniem w nich niematerialnego pierwiastka zZyciowego” (Heller i in.
1997).

Bertalanffiego i zrekonstruowaé definicje organizmalng: ,, Zywy organizm jest hierarchiczng
organizacjg ukladow otwartych, utrzymujqcq si¢ w stanie wymiany skladnikow, dzigki panujgcym w
niej warunkom uktadowym”. W tym ujeciu wyraznie zarysowuje si¢ nacisk na orvganizacje uktadu
jako catosci i fakt, ze organizmy sq uktadami otwartymi, przez ktore przeplywa energia i materia
utrzymujqgc zorganizowang catosé w stanie zadanym (Von Bertalanffi 1960).

Aby jednak maksymalnie obja¢ definicjg obiekty o statucie problematycznym nalezy uzy¢
jezyka spoza biologii. Znakomita okazata si¢ tu definicja zaproponowana przez Bernarda
Korzeniewskiego. Definicja ta czerpata z dokonan radzieckiego uczonego A. Kotmogorowa, ktory
zastosowatl jezyk cybernetyki do opisu procesow zyciowych. Okazuje si¢ ona minimalna,
wystarczajaca definicja opisujaca zjawiska jawiace si¢ jako istota zycia. Cybernetyczna definicja
zycia brzmi wiec nastepujaco — ,,Osobnik Zywy to sie¢ sprzezen zwrotnych ujemnych podrzednych
W Stosunku do (bedqcych na ustugach) nadrzednego sprzezenia zwrotnego dodatniego (reprodukcji)”
(Korzeniewski 2001, Korzeniewski 2004).
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Wszystkie wymienione definicje w pewnym stopniu dotykaja podstawowych aspektow
zycia. W konteks$cie opisu i klasyfikacji obiektéw o problematycznym statusie najlepsza okazuje si¢
cybernetyczna definicja kladaca nacisk na funkcjonalny aspekt organizméw (metabolizm,
rozmnazanie lub replikacja). W obliczu rozwijajacej si¢ nauki i pojawiajacych si¢ nowych doniesien
dotyczacych podstawowych mechanizméw rzadzacych §wiatem ozywionym z pewnos$cig beda
proponowane nowe definicje pasujace z wickszym stopniu do rzeczywistosci. Proba klasyfikacji
niezwykle réznorodnego i ztozonego zjawiska jakim jest zycie biologiczne zawsze obarczona jest
mozliwos$cig polaryzacji w strong pewnego wytluszczonego przez definicje pewnego jego aspekt lub
zbytniego uproszczenia fenomenu zycia jako calosci. Mozna przypuszcza¢ jednak, iz definicje
podobne do cybernetycznej, nie odmawiajace caloSciowego i celowosciowego podejécia do
organizmow, jak rowniez uwypuklenia pewnego nadrzednego celu ,,napedzajacego” fenomen zycia,
utrzymayjg specyficzny charakter tego typu definicji.

4. Podsumowanie

W przypadku réznych koncepcji filozoficznych i sformutowanych w ich obrebie definicji
zycia, jesteSmy w stanie okresli¢ ktére z obiektow o problematycznym statusie mozemy uznaé za
zywe osobniki a ktore jedynie za obiekty posiadajace pewnie cechy zycia. Chociaz wiele definicji
zostato zaproponowanych, to definicje organizmalno — Systemowa i cybernetyczna okazujg sig¢
najbardziej nowoczense i uzyteczna. Dodatkowo cybernetyczna definicja zycia, skupiajgca si¢ na
funkcjonalnych aspektach zycia i uzywajaca terminologii spoza nauk biologicznych (bedacej
metajezykiem dla tych ostatnich) znakomicie wskazuje na mozliwg istote zycia. Nasuwa si¢ jednak
pytanie, czy jestesmy w stanie jednoznacznie powiedzie¢ czy obiekty takie jak wirusy sa ozywione?
Odpowiedz zawsze bedzie zalezala od przyjetego paradygmatu, jak réwniez od tego czy dana
definicja jest odpowiednio uzyteczna w danej nauce. Na dana chwile cybernetyczna definicja zycia
wydaje si¢ minimalng i wystarczajaca definicja zycia aby spojnie i w sposob sprawny opisywac
rzeczywistos¢ biologiczng w jej najogdlniejszym sensie. Jest ona wigc najlepszg z dotychczasowych
definicji zycia.
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Streszczenie

Szybki rozw6j gospodarczy, wykorzystanie wysoko zaawansowanych technologii
W obszarach zwigzanych z komunikacja, informatyka, elektronika, medycyng oraz rozwdj gatezi
przemyshu zwigzanych z odnawialnymi zrédtami energii, jest domena naszych czasow.
W nowoczesnej gospodarce german stat si¢ pierwiastkiem o krytycznym znaczeniu w nowych
technologiach, a jego wilasciwosci sa wykorzystywane na coraz szersza skalg. Z powodzeniem
stosowany jest w detektorach potprzewodnikowych, §wiattowodach, katalizatorach i medycynie.
Rosnace zainteresowanie tym pierwiastkiem w przemysle rodzi konieczno$¢ oceny potencjalnego
wplywu germanu na S$rodowisko. W tym celu niezbedna jest wiedza na temat jego stezenia
w srodowisku naturalnym oraz lepsze zrozumienie procesow chemicznych lezacych u podstaw jego
zachowania w przyrodzie. German nalezy do pierwiastkow stosunkowo stabo poznanych, a badania
nad jego zawartoscia w wodach i osadach dennych nalezg do szczegdlnie rzadkich. W roztworach
wodnych german wystepuje gtownie w formie kwasu germanowego i produktow jego dysocjacji.
Moze takze ulegac biometylacji. Wiadomo, Ze nicorganiczne formy germanu wykazujg wlasciwosci
toksyczne. Wraz ze wzrostem wykorzystania germanu w nowych technologiach wzrasta rowniez
ryzyko jego niekontrolowanego uwalniania si¢ do $rodowiska wodno-glebowego. Istotne jest aby
zgromadzi¢ jak najszersza wiedz¢ na temat tych pierwiastkow, ktore moga sta¢ si¢ w przysztosci
substancjami zanieczyszczajacymi srodowisko i stanowigcymi zagrozenie dla zdrowia ludzi, tak jak
moze mie¢ to miejsce w przypadku germanu.

1. Wstep

German (Ge) zostat odkryty w 1886 roku przez niemieckiego chemika Clemensa Alexandra
Winklera. Poddal on szczegélowej analizie nowy mineral wydobyty w niemieckiej kopalni
Himelsfurst potozonej niedaleko Freibergu. Ku zaskoczeniu badacza okazato si¢, ze minerat zawiera
nieznany dotad pierwiastek. To odkrycie potwierdzito przypuszczenia Dimitria Ivanovicha
Mendeleeva, ktory juz kilka lat wczesniej przewidywal istnienie pierwiastka o wiasciwosciach
zblizonych do cyny (Sn) i krzemu (Si) i nazwal go ,.eka-sililcon”.

German jest rzadkim pierwiastkiem, jednoczesnie jest to pierwiastek o rosnagcym znaczeniu
dla przysztych technologii, a zapotrzebowanie na niego stale ros$nie. Szacuje si¢, ze jego §wiatowe
rezerwy wynoszg ok 8600 ton (Kelly i Matos 2013) podczas gdy globalne zapotrzebowanie na Ge
oszacowano na 28 ton w 2006 roku. i 160 ton w 2015 roku. Podejrzewa si¢, ze w ciagu kolejnych
dekad jego zuzycie wzro$nie osmiokrotnie (Gunn 2014).

W nowoczesnej gospodarce german stat si¢ pierwiastkiem o kluczowym znaczeniu
w nowych technologiach. Jego wlasciwos$ci sg wykorzystywane w gateziach przemystu zwigzanych
z produkcja §wiattowodow, branza elektroniczna, a przede wszystkim z produkcja sprzetu stuzacemu
poprawie bezpieczefstwa i nadzoru wykorzystujacego podczerwien, oraz przy produkcji
samochodow.

Ze wzgledu na niskie stezenie w rudach mineralnych, znaczenie gospodarcze, dostgpnosc
W przyszlosci i brak substytutow german okreslany jest jako pierwiastek technologicznie krytyczny
(TCE - Technology Critical Element). Do tej grupy naleza pierwiastki majace ogromne znaczenie
W rozwoju nowych, kluczowych technologii, lecz popyt i podaz na nie sg niezrownowazone. Mianem
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TCE okresla si¢ pierwiastki takie jak: Ga, Ge, In, Nb, Ta, Te, TI, Pt i wigkszo$¢ pierwiastkow ziem
rzadkich (REE) (Wojcieszek i in. 2018).

W zwigzku z rosngcym zapotrzebowaniem na nowe technologie, a co za tym idzie wzrostem
globalnego zapotrzebowania na TCE Unia Europejska (COST Action TD1407: Network on
Technology-Critical Elements) zwraca uwage naukowcdéw na potrzebg zbadania zawartosci tych
pierwiastkow w réznych komponentach srodowiska oraz wplyw procesow srodowiskowych na formy
ich wystgpowania, a takze zagrozenie zdrowia i zycia ludzi jakie moga one stwarzaé. Informacje
w swiatowej literaturze na temat TCE sa niezwykle rzadkie, szczegolnie w przypadku pierwiastkow
takich jak german.

Pomimo stosunkowo niskiej zawarto$ci tego pierwiastka w skorupie ziemskiej, rozwoj
technologii zwigzanych z jego wydobyciem oraz wzrost iloéci wydobywanego germanu doprowadzit
do licznych przypadkow jego niekontrolowanego lokalnego uwalniania si¢ do $rodowiska. Co za tym
idzie przyczyniajac si¢ do wzrostu rozproszonego zanieczyszczenia, szczegéOlnie na obszarach
rozwinietych przemystowo.

Rosngce zainteresowanie tym pierwiastkiem w przemys$le rodzi konieczno$¢ oceny
potencjalnego wptywu germanu na $rodowisko. W tym celu niezbe¢dna jest wiedza na temat jego
stezenia w $rodowisku naturalnym oraz lepsze zrozumienie proceséw chemicznych lezacych
u podstaw jego zachowania w przyrodzie. German nalezy do pierwiastkow stosunkowo stabo
poznanych, a badania nad jego zawartoscia w wodach i osadach dennych nalezg do szczegdlnie
rzadkich.

2. Podstawowe wlasciwoSci germanu

German to pierwiastek chemiczny, ktory wraz weglem (C), krzemem (Si), cyna (Sn)
i olowiem (Pb) nalezy do grupy IVa uktadu okresowego pierwiastkow. Jest on twardym,
btyszczacym, srebrzystoszarym metaloidem o whasciwosciach chemicznych podobnych do innych
weglowcow, przede wszystkim krzemu. Pierwiastek ten wykazuje niezwykle podobienstwo
geochemiczne do krzemu, gtownie ze wzgledu na ich identyczne zewngtrzne powtoki elektronowe.
Wigzanie w sieci krystalicznej atoméw krzemu lub germanu wymaga czterech elektronow
walencyjnych (H61l i in. 2007). W rezultacie cykl biogeochemiczny tych dwoch pierwiastkow
w przyrodzie jest podobny.

Oprocz formy elementarnej german najczgsciej wystepuje na +II i +IV stopniu utlenienia
przy czym ten ostatni wykazuje wigksza stabilnos¢ i dlatego jest tym, w ktorym zwiazki Ge zwykle
wystepuja w Srodowisku (Rosenberg 2009). Dwuwarto$ciowe zwigzki germanu s wytwarzane
gldwnie syntetycznie i maja znaczenie tylko w przemysle chemicznym.

German wystepuje w srodowisku zarowno w formie zwigzkow nieorganicznych takich jak
np. GeO,, GeCl, oraz jako zwigzki organiczne np. Ge-132 (2-carboxyethylgermanium-sesquioxide).
Moze on takze ulega¢ biometylacji do mono- i di-metylogermanu (Thayer 1995).

2.1 Wystgpowanie germanu w skorupie ziemskiej i glebach

German jest rzadkim pierwiastkiem, a jego zawarto$¢ w skorupie ziemskiej wynosi 1,4-1,6
mg-kg? (Kabata-Pendias i Pendias 1999). W mineratach Ge czesto wystepuje w postaci tlenkow
(GeOy) lub siarczkow (GeSz) (Gunn 2014). W przyrodzie german rzadko tworzy wiasne mineraty tj.
germanit (CuisFe.Ge,Sie), renieryt ((Cu,Zn)i1(Ge,As)2FesSi6), argyrodyt (AgsGeSes) czy briarytyt
(Cu2(Fe,Zn)GeSs ). Zdecydowanie czeSciej jest w postaci rozproszonej manifestujgc swoje
powinowactwo do Si, Zn, Cu Fe, Pb,. Sn. Sfaleryt zwykle zawiera migdzy 0,1 a 1000 mg-kggermanu
(Pasieczna i in. 2010). Porownywalne stezenia odnotowano réwniez dla wielu innych powszechnych
mineratow siarczkowych takich jak: galena, enargit, luzonit i bornit (Soares Monteiro 2006). Zloze
siarczku polimetalicznego Cu-Pb-Zn-Ag Tsumeb w Namibii, Kipushi w Demokratycznej Republice
Kongo oraz polimetaliczne ztoza we Freibergu sa przyktadami z16z o znacznej zawartosci tego
pierwiastka. German jest rowniez czgsto spotykany w ztozach karbonskich, w tym twardych
i migkkich weglach - ze wzgledu na wysokie powinowactwo do materiatu organicznego (Templeton
iin. 2000). Ze wzgledu na swe rozproszenie w skorupie ziemskiej german pozyskiwany jest gtownie
jako produkt uboczny wydobycia innych z16z jak rudy srebra, miedzi, cynku i otlowiu. Pozostatosci
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spalania (popioty lotne) z niektérych wegli, ktore moga zawiera¢ znaczne st¢zenia germanu moga
réwniez by¢ zrédlem germanu dla potrzeb gospodarki (Moskalyk 2004).

Wraz z wydobyciem ztdéz german moze dostawac si¢ do srodowiska w postaci odpadow
poprodukcyjnych z gérnictwa i hutnictwa. Obecnie sktadowiska tego rodzaju odpadow ciesza si¢
coraz wigkszym zainteresowaniem jako potencjalnych zrédet odzyskiwania metali zwtaszcza TCE
w Europie. Wedtug danych pochodzacych gromadzonych przez instytuty badan rynku i opinii oraz
dane pochodzace z sektora gospodarki i statystyki 65% $wiatowej produkcji germanu w roku 2019
pochodzito z Chin; 5% z Rosji, natomiast pozostata czes¢ produkceji odbywa si¢ w Belgii, Kanadzie,
Niemczech, Japonii i na Ukrainie (www.statista.com).

Zawarto$¢ germanu w glebach zwykle waha si¢ od 0,5 do 2,3 mg-kg™, a stezenia az 173
mg kg zaohserwowano w glebie w Szwecji (Eriksson 2001).

2.2 Wystgpowanie germanu w wodach i osadach dennych

W wodach o niskiej temperaturze german tworzy kompleksy z fluorem, wodorotlenkami,
fosforanami i siarczanami. Gtowng forma wystepowania germanu w hydrotermalnych roztworach
wodnych jest kwas germanowy (Ge(OH).) i produkty jego dysocjacji m.in. kompleksy GeO (OH)s
i GeO2(OH); oraz kompleksy Ge-fluorek przy wysokich stezeniach fluoru (Wood i Samson 2006).
W wodach german réwniez wykazuje podobne wiasciwosci do krzemu. Obydwa pierwiastki
wystepuja w formie rozpuszczonej w postaci czterowarto§ciowych komplekséw wodorotlenkowych
o zblizonych wartosciach stalych dysocjacji. Rozpuszczalno§¢ germanu, podobnie jak krzemu jest
silnie uzalezniona od pH roztworu, wykazujac najwyzsze stezenia w wodach o bardzo niskich lub
bardzo wysokich wartosciach pH (Pokrovsky i Shott 1988).

W konsekwencji tego podobienstwa znaczna cze$é badan dotyczacych germanu skupiona
jest na jego wlasciwosciach w kontekscie przydatnego znacznika geochemicznego. Stosunek Ge/Si
stosowany jest do badan zaréwno lagdowych jak i oceanicznych cykli Si jako znacznik proceséw
wietrzenia, aktywnosci hydrotermalnej i geotermicznej, procesow biologicznych i Sciezek przeptywu.
Gléwnym zrodtem germanu w wodach sg procesy wietrzenia oraz zrodta hydrotermalne wyptywajace
ze szczelin na dnie oceandéw. Osady zawierajg rowniez german z frakcji biogennej w postaci
pancerzykoéw obumartych okrzemek i gabek, ktore poprzez procesy sedymentacji trafiajg do osadow
dennych m.in. w postaci opalu biogennego (Tribovillard i in. 2011).

Stezenie germanu w wodach stodkich i morskich wynosi od 0,05-0,1 pg.L? (Faure 1998).
Przy czym wody powierzchniowe sa mniej zasobne w german niz wody denne, co jest zgodne
z typowym profilem rozktadu sktadnikow odzywczych dla zbiornikéw wodnych (Froelich 1985).
W stodkich wodach podziemnych german réwniez nalezy do sktadnikéw sladowych. Jego wyzsze
stezenia odnotowywano w wodach termalnych, w wodach o bardzo niskim lub bardzo wysokim pH
oraz wodach solankowych (Rosenberg 2009). W zrodtach termalnych stezenie germanu jest bardzo
zmienne od warto$ci na poziomie granicy detekcji do okoto 300 pg-L™* (Dobrzynski i in. 2018).
Najwyzsze stezenia germanu 0,001 — 0,1 mg-L* stwierdzono w wodach kopalnianych pochodzacych
ze zY6z rud siarczkowych (Goleva i Vorobyeva 1967). Badania pod katem zawarto$ci germanu
w osadach dennych, szczegdlnie pochodzacych z rzek czy jezior naleza do rzadkich natomiast szacuje
si¢, ze w srednia globalna ilo$¢ germanu zawartego w czastkach zawieszonych w toni wodnej wynosi
1,23 ppm germanu (Viers i in. 2009).

2.3 Wystepowanie germanu w powietrzu

Niewiele jest prac dotyczacych stgzenia germanu w atmosferze. Dane literaturowe wskazuja,
ze spalanie wegla (popioty lotne) jest jednym z gltéwnych zrodel zanieczyszczenia germanem.
Szacuje si¢, ze wielko$¢ emisji tego pierwiastka do srodowiska poprzez spalanie wegla przekracza
emisje z jego produkcji przemystowej o dwa rzedy wielkosci (Templeton i in. 2000; Moskalyk 2004).
Badania Froelich’a i in (1985) wskazuja na wyzsze stgzenie germanu w rzekach zlokalizowanych
blizej centrow spalania wegla w pordwnaniu z usytuowanymi w wigkszej odlegtosci.

2.4 Wystepowanie germanu w tkankach roslinnych i zwierzecych.

Obecno$¢ germanu zostata stwierdzona w wigkszosci roslin. Proces pobierania i transportu
germanu przez ro§liny jest bardzo podobny do metabolizmu Si lecz jego funkcja nie zostata jeszcze
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doktadnie poznana. Wiadomo, ze Ge jest bardziej reaktywny od Si. Tworzy wysoce stabilne
kompleksy z duza liczba grup funkcyjnych i w przeciwienstwie do Si moze by¢ toksyczny. Przy
wysokich stezeniach germanu w podlozu dziala on jak konkurencyjny inhibitor zaburzajac
wchtanianie krzemu (Blecker i in. 2007). W kulturach hydroponicznych podwyzszone poziomy Ge
wigksze niz 20 umol-L* powodowaly martwice i zwigkszaty aktywno$¢ peroksydazy w ro$linach
jeczmienia (Halperin i in. 1995). Badania Cheong i in. (2009) wykazaty, ze german nieorganiczny ma
znacznie bardziej toksyczny wptyw na kietkowanie i rozwdj sataty siewnej (Lactuca sativa) niz
german w formie organicznej.

Ge wystepuje we wszystkich organizmach zwierzgeych w stezeniach 0,07-1,5 ppm (Kabata-
Pendias i Pendias 1999). Jego biologiczna funkcja w organizmach zwierzgcych w tym w ciele
czlowieka nie zostala poznana. Na przestrzeni ostatnich 40 lat w krajach azjatyckich suplementy
organicznego germanu byly powszechnie stosowane w leczeniu choréb takich jak: choroby watroby,
nadci$nienie tetnicze, rak, zakazenia wirusem HIV. zapalenie stawow, alergie pokarmowe i malaria
(Furst 1987).

Podczas gdy zwiazki organo-germanu sg stosowane w medycynie, nieorganiczne zwigzki
germanu takie jak GeO, maja dzialanie toksyczne. Ge jest szybko i intensywnie wchtaniany
z przewodu pokarmowego. Szybko rozprzestrzenia si¢ w organizmie i prowadzi do uszkodzenia
réznych narzadéw (Templeton i in. 2000). Ma tendencj¢ do gromadza si¢ w ciele, jego najwyzsze
stezenia zidentyfikowano w nerkach, watrobie, $ledzionie, przewodzie pokarmowym i kosciach.
Zgloszono, ze hamuje wiele enzymow, takich jak: glutaminowa transaminaza szczawiooctowa,
dehydrogenaza mlekowa, dehydrogenaza alkoholowa i S-transferaza glutationowa (Furst 1987).

3. Podsumowanie

Pomimo znacznych wysitkow badawczych w zakresie poznania mechanizméw
zachowywania sie Ge w systemach naturalnych na powierzchni Ziemi pozostaja one stabo
scharakteryzowane. Wiadomym jest, ze jego uzycie w stale rozwijajacych si¢ technologiach bedzie
coraz wigksze. Istotne jest wiec jak najlepsze poznanie jego roli biologicznej, oraz identyfikacja
i ocena potencjalnych zrddet zanieczyszczenia rozproszonego i punktowego, aby mozliwa byla
rzetelna ocena ekotoksykologiczna tego pierwiastka. Potencjalne zanieczyszczenie antropogeniczne
pochodzi nie tylko z wydobycia i produkcji, ale rowniez z uzytkowania, recyklingu
i unieszkodliwiania produktow zawierajacych TCE.

Badania nad ilo§ciowa analiza germanu naleza wciaz do rzadkich. Jednym z powodow jest
bardzo niskie stezenie tego pierwiastka w wigkszosci Srodowisk naturalnych, a wigc jego
bezposrednie oznaczanie ograniczone jest limitami detekcji dla wiekszosci metod analitycznych.
Tylko zaawansowane techniki jak na przyktad spektrometria mas z plazma wzbudzona indukcyjnie
(ICP-MS) moze zaoferowa¢ dostateczng czuto$¢ do tego typu analiz.

Badania przeprowadzono w ramach projektu, ktéry otrzymat dofinansowanie z Narodowego Centrum
Nauki w Polsce na podstawie decyzji nr UMO-2018/29 /B / ST10/01522.
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Streszczenie

Tellur jest rzadkim pierwiastkiem, o nie do konca poznanej biologicznej roli w zZywych
organizmach. Nalezy on do pierwiastkow krytycznych (LSTCE - less-studied technology-critical
elements) majacych zastosowanie technologiczne. Zasadniczo tellur jest uwazany za toksyczny
i teratogenny, a toksyczno$¢ zwigzkow telluru zalezy od formy chemicznej. W srodowisku Te istnieje
w nietoksycznej formie elementarnej (Te® i w znacznie bardziej powszechnych formach
oksyanionowych. Toksycznos¢ Te zalezy od formy jonowej: Te(IV) jest o rzad wielkosci bardziej
toksyczny niz Te(VI). W $rodowiskach o wysokiej aktywnos$ci drobnoustrojéw moze ulegad
biometylacji, a metylowany produkt wykazuje wyraznie rézne poziomy mobilnosci, biodostgpnosci
i toksycznosci. Tellur jest stosowany w roznych gateziach przemystu: w przemysle metalurgicznym
w celu poprawy wlasciwosci mechanicznych stali; przemysle stopowym z miedzia; przemysle
gumowym w celu poprawy odpornosci na ciepto; w przemysle fotograficznym i farmaceutycznym;
w potprzewodnikach; niektorych typach paneli fotowoltaicznych; jako katalizator w wielu
zastosowaniach przemystowych. Chociaz tellur jest pierwiastkiem krytycznym, rzadko pojawia si¢
w raportach dotyczacych zasobow zt6z mineralnych. Wpltyw rosnacego wykorzystania wielu
pierwiastkow z grupy TCE (technology critical elements) w réznych obszarach srodowiska jest stabo
poznany, a pierwiastki te podlegaja znaczacym zmianom w swoim cyklu na powierzchni Ziemi. Ich
wptyw na cykle biogeochemiczne oraz potencjalne zagrozenia biologiczne i dla zdrowia ludzkiego
wymagaja dalszych badan.

1. Wstep

Globalny wzrost populacji, bogatszy styl zycia, zmiany technologiczne i polityka rzadow
zmienity podaz i popyt na surowce mineralne od poczatku XX wieku. Zastosowanie wielu réznych
materiatdw w pojedynczych wyrobach, w celu zwigkszenia funkcjonalnosci produktu oraz dazenie
do technologii niskoemisyjnych i efektywnego gospodarowania zasobami, zwigkszyly popyt na wiele
tak zwanych pierwiastkow krytycznych - TCE (Technology Critical Elements) (Nuss i Blengini
2018).

Pierwiastki te sg obecnie intensywnie wykorzystywane i odgrywaja wazng role szczegdlnie
w nowoczesnych i kluczowych technologiach zwiazanych z produkcja energii odnawialne;j,
efektywnosci energetycznej, elektroniki i przemystu lotniczego, obronnos$ci, lecz czgsto sg to
pierwiastki rzadkie, a ich wydobycie skoncentrowane jest jedynie w kilku krajach $wiata (np.
Chinach). W zwiazku z tg sytuacja podaz i popyt na nie jest niezrownowazony. Z tego wzgledu
zostaly one okreslone mianem krytycznych (TCE) i obejmuja Ga, Ge, In, Nb, Ta, Te, Tl, Pt (PGE) i
wigkszo$¢ pierwiastkow ziem rzadkich (REE).

W zwigzku z ich rosngcym wykorzystaniem W produktach elektronicznych
i przemystowych, coraz wigksze ilosci TCE sg uwalniane do srodowiska. Obecnie niewiele wiadomo
o losie wielu z tych pierwiastkow. Wraz z rosngcym wykorzystaniem telluru w przemysle rosna
rowniez obawy dotyczace wptywu jego niektorych form na $rodowisko naturalne i zdrowie ludzi,
gdyz moga by¢ one bardzo toksyczne.
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Brak niektorych mineratéw w krajach Unii Europejskiej (UE) wymusil wysitki rzadéw na
rzecz zabezpieczenia dostaw surowcow mineralnych w UE. Prognozy wskazuja, ze popyt na surowce
krytyczne i metale ,,high-tech” bedzie rosna¢ wraz z rozwojem innowacyjnych technologii (Jarosinski
i in. 2016).

Z chemicznego punktu widzenia TCE s3 raczej heterogeniczna, niespdjna grupa
pierwiastkow. Nasz poziom wiedzy na temat wptywu produktow ich wykorzystania na $rodowisko
jest dos¢ zrdéznicowany; chociaz wptyw pierwiastkow takich jak Pt lub Pd jest znany od dawna,
prawie nic nie wiadomo na temat zachowania Nb lub Ta w $rodowisku (Filella i Rodriguez-Murillo
2017). Ponadto istnieje rosnace zapotrzebowanie na technikianalityczne, ktore sa w stanie mierzy¢
zawarto$¢ pierwiastkow krytycznych takich jak: Pt, Nb, Ta, Te, In, Ga, Ge i TI. W przypadku
wigkszosci z nich ich wptyw na $rodowisko i toksykologia jest nieznany. Nagly wzrost popytu
przemystowego na wsparcie powstajacej technologii lub nieoczekiwane odcigcie dostaw krytycznych
mineraléw moze mie¢ drastyczny wplyw na bezpieczenstwo narodowe i zdrowie ekonomiczne.

W zwigzku z tym naukowcy i praktycy sa zainteresowani losami TCE, od poznania ich
procesoéw srodowiskowych po zrozumienie potencjalnych zagrozen dla zdrowia ludzi (Cobelo-Garcia
i in. 2015). Przyczyn braku dostatecznej wiedzy na ich temat jest kilka (i) ich typowe ultra-sladowe
stezenia, co sprawia, ze oznaczanie ich stezen jest niezwykle trudne i/lub czasochtonne oraz (ii)
dotychczas stosunkowo nieznaczny udzial w produkcji przemystowej. Jednak ten scenariusz zmienia
si¢ szybko, a obecne zastosowanie TCE w nowych produktach technologicznych powoduje znaczace
zmiany w procesach zwigzanych z ich naturalnym cyklem $rodowiskowym na powierzchni Ziemi.
Na wszystkich etapach cyklu przemian te pierwiastki i ich zwigzki moga by¢ uwalniane do
srodowiska i wchodzi¢ w kontakt z biosferag. Szerszy wplyw rosnacego wykorzystania wielu TCE
w réznych obszarach $rodowiska jest stabo poznany; dla kilku TCE w zasadzie nie ma zadnych
danych. TCE podlegaja znaczacym zmianom w swoim cyklu na powierzchni Ziemi ze wzglgdu na
ich zwigkszone wykorzystanie w réznych zastosowaniach technologicznych. Ich wptyw na cykle
biogeochemiczne oraz potencjalne zagrozenia biologiczne i dla zdrowia ludzkiego wymagaja
dalszych badan (Grandell i in. 2016).

2. Tellur jako LSTCE (less-studied technology-critical elements)

Nb, Ta, Ga, In, Ge i Te nalezg do dotychczas najmniej poznanych pierwiastkow krytycznych
i okreslane sa mianem LSTCE (less-studied technology-critical elements). Wiele z tych pierwiastkow
peini nieodzowng role w okre$lnych produktach np. Ta w kondensatorach lub In w ptaskich
wyswietlaczach. Zarazem coraz wigksza powszechnos¢ ich zastosowania sprawia, iz pierwiastki te sa
obecne w wielu materiatach jednoczesnie (Filella i Rodriguez-Murillo 2017).

Tellur jest pierwiastkiem rzadkim, wystepujacym w skorupie ziemskiej w §ladowych
ilosciach. Jako pierwiastek krytyczny jest przedmiotem licznych analiz rynkowych w zakresie
pozyskiwania surowcoéw. Przewiduje si¢, ze w perspektywie kolejnych lat popyt na tellur bedzie
prawie trzykrotnie wyzszy od jego podazy, gldwnie ze wzgledu na znaczny wzrost wykorzystania dla
potrzeb przemystu (ok. 10% rocznie). Z uwagi na strategiczny charakter dane na temat telluru rzadko
sg ujawniane w raportach dotyczacych zasobow zt6z mineralnych oraz wielko$ci produkc;ji.

Produkcja LSTCE istotnie wzrosta dla wigkszosci pierwiastkow (z wyjatkiem Nb) lecz nadal
sa one wytwarzane w matych ilo§ciach w poréwnaniu z produkcja powszechnie uzywanych metali,
ktore s3 mierzone w milionach ton rocznie, takich jak Cu lub Zn. Wraz z przerobka i wydobyciem
LSTCE s3 uwalniane do $rodowiska (Nuss i Blengini 2018). Odzyskiwanie TCE z alternatywnych
zrodet, takich jak stare odpady lub zanieczyszczone gleby, jest czgsto trudne z inzynieryjnego
i ekonomicznego punktu widzenia (Mudd i in. 2017).

2.1 Zastosowanie telluru

Tellur jest wykorzystywany w roznych galeziach przemystu. Obecnie jest stosowany
glownie do produkcji tellurku kadmu (CdTe) uzywanego w panelach stonecznych, a takze
W przemysle metalurgicznym w celu poprawy wlasciwosci mechanicznych stali; przemysle
stopowym z miedzig; przemysle gumowym w celu poprawy odpornosci na ciepto. Tellur jest rtowniez
stosowany do produkcji potprzewodnikoéw, i jako katalizator w wielu zastosowaniach przemystowych
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(El-Shahawi i in. 2013). Przemyst fotograficzny i farmaceutyczny rowniez wykorzystuje pewne ilosci
tego pierwiastka (Kabata-Pendias 2011). Wedlug raportow United States Geological Survey
$wiatowa produkcja telluru w 1999 oraz 2017 wynosita odpowiedniol24 i 410 ton. Dane te nie
uwzgledniajg produkcji w USA. Zatem mozna sadzié, iz rozwoj nowych technologii spowodowat
ponad 3-krotny wzrost §wiatowej produkcji tego pierwiastka na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat.

Ponad 90% tego metalu jest wytwarzana ze szlamoéw anodowych jako produkt uboczny
rafinacji elektrolitycznej Cu, a pozostata cze$¢ wytwarzana jest w rafineriach otowiu i z popiotow
kominowych oraz gazéw powstajacych podczas wytapiania bizmutu, miedzi oraz rudy olowiu.
Jedynie niewielki (< 1%) procent stanowi tellur pochodzacy z recyklingu np. ze ztomowanych
fotoreceptorow w kopiarkach. Przypuszcza sig, ze ilos¢ odzyskiwanego telluru bgdzie stopniowo
wzrasta¢ wraz z wykorzystywaniem ogniw stonecznych. Obecnie sg to sprzety stosunkowo nowe i nie
ulegly one jeszcze zuzyciu.

2.2 Naturalne i antropogeniczne zrddla telluru

Tellur nalezy do grupy 16 uktadu okresowego pierwiastkow. Geochemicznie zachowuje si¢
podobnie jak selen, jest zwigzany z mineratami siarczkowymi. Wystepuje na stopniach utlenienia od
+2 do +6 i tworzy mobilne kompleksy jonowe. Tellur podlega silnej sorpcji przez wodorotlenki zelaza
i substancje organiczng, dzigki czemu gromadzi si¢ w ztozach wegla. Biologiczne procesy metylacji
dotyczace arsenu i selenu obejmuja roéwniez tellur. Bierze on udziat w cyklu biogeochemicznym,
ktéry obejmuje wyzsze rosliny i mikroorganizmy. Tellur jest naturalnie wystepujacym pierwiastkiem
znajdujacym si¢ w skorupie ziemskiej w ilosci 0,001-0,01 ppm. Zwykle jednak wystepuje jako
zwigzek, szczegodlnie w przypadku rud ztota, a nastepnie srebra, miedzi, otowiu, rteci lub bizmutu
(Cava-Montesinos i in. 2004). Najbardziej znanymi rudami zawierajacymi tellur sa rudy ztota i srebra,
np. kalaweryt (AuTey), sylwanit (AgAuTes) (Emsley 2002).

Cykle biogeochemiczne telluru w duzej mierze pozostaja nieznane. Tak jak w przypadku
innych pierwiastkow technologicznie krytycznych, dwa powody moga wyjasni¢ dlaczego ten
pierwiastek zostal w duzej mierze zaniedbany: przede wszystkim jego niskie stezenie w przyrodzie
i do niedawna ograniczona liczba zastosowan. Obecne zwigkszone zainteresowanie badaniem telluru
spowodowane jest jego rosnaca popularnoscia w nowych technologiach.

Najwigkszy transfer telluru do srodowiska naturalnego zachodzi podczas wydobycia z16z.
oraz wytapiania i obrobki szlamu anodowego powstajacego podczas produkcji miedzi. Zwigkszone
ryzyko niekontrolowanego przedostawania si¢ telluru do $rodowiska nastepuje takze w trakcie
produkcji materiatow stosownych w elektronice oraz podczas produkcji stali, chemikaliow,
katalizatorow, gum itp. Z roku na rok wzrasta ilo§¢ telluru rozproszona w urzadzeniach
elektronicznych i termoelektrycznych. Obecnie wigkszo§¢ z nich pozostaje w uzyciu, jednak
W przysztosci spora ilo§¢ telluru moze zosta¢ uwolniona z tego typu odpaddéw. Pewna ilo$¢ tego
pierwiastka dostaje sie¢ do $rodowiska takze w materiatach bakterio- i grzybobdjczych. Skuteczne
zarzadzanie odpadami moze istotnie ograniczy¢ utrate telluru i innych metali do srodowiska jednak
wietrzenie geochemiczne sktadowisk odpaddéw np. kopalnianych, moze spowodowa¢ uwolnienie do
srodowiska dostgpnego telluru. Ponadto ostatnie prace wykazaty, ze w poblizu hut miedzi w Kanadzie
stezenie telluru w jeziorach wzrosto na przestrzeni lat po otwarciu huty w 1930 r. (Wiklund i in.
2018). Wazne jest, aby przeprowadzono wigcej badan empirycznych dotyczacych uwalniania telluru
i ewentualnego jego dalszego cyklu w srodowisku, gdyz w zaleznos$ci od postaci chemicznej 1 jej
biodostepnosci, pobieranie i dalszy naturalny cykl telluru jest rozny.

2.3 Wplyw telluru na organizmy zywe

Tellur jest rzadkim, stosunkowo malo znanym pierwiastkiem, o nie do konca poznanej
biologicznej roli w zywych organizmach. Zasadniczo jest uwazany za toksyczny i teratogenny,
a toksycznos¢ zwiagzkow telluru zalezy od formy chemicznej i ilosci zuzytego pierwiastka (Sredni
2012). Wiadomo, ze tellur juz w niskich stezeniach wywotuje ostra i przewlekta toksycznosc¢
u réznych organizmoéow. Niemniej jednak w kilku pracach wykazano, ze §ladowe ilosci telluru sg
obecne w ptynach ustrojowych, takich jak krew i mocz (Goulle i in. 2005). Cohen (1984) wskazal, ze
w ludzkim ciele jest > 0,5 g Te, przekraczajac poziomy wszystkich innych pierwiastkéw sladowych
u ludzi, z wyjatkiem zelaza, cynku i rubidu. Ponadto zaproponowano, ze tellur, od dawna uwazany
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za toksyczny, ostatecznie by¢ moze, podobnie jak selen, okaze si¢ pierwiastkiem niezbednym
w zywych organizmach (Chasteen 1993, Markert 1994). Ramadan i in. (1989) odkryli, ze tellur jest
sktadnikiem niektéorych aminokwaséw jak na przyktad: tellurocysteina, tellurocystyna
i tellurometionina.

W $rodowisku Te istnieje w nietoksycznej formie elementarnej (Te®) i w znacznie bardziej
powszechnych formach oksyanionowych. Toksyczno§¢ Te zalezy od formy jonowej: Te(lV) jest
0 rzad wielkosci bardziej toksyczny niz Te(VI). Tellur(VI) jest mniej stabilny termodynamicznie, ale
ma wigksza abundancj¢ niz Te(IV) (Wojcieszek i in. 2018). Badania na bakteriach wskazuja, ze
zwiazki Te(IV) s bardziej toksyczne niz zwiazki Te(VI) (Basnayake i in. 2001).

Tellur wystepuje zard6wno w zwigzkach nieorganicznych, jak 1 organicznych.
W srodowiskach o wysokiej aktywnosci drobnoustrojow moze ulega¢ biometylacji, a metylowany
produkt wykazuje wyraznie rézne poziomy mobilnosci, biodostepnosci i toksycznosci (Diaz-Bone
i in. 2011). Tellur nieorganiczny jest silnym czynnikiem neurotoksycznym, ktéry moze powodowaé
wiele roznych dolegliwosci, takich jak zaburzenie rozwoju i funkcji mézgu, powodujac wodoglowie,
hipomyelinacje lub demielinizacje. Tellur moze rowniez wptywaé na inne narzady, takie jak nerki
i skora (D’Gregorio i Miller 1988, Taylor 1996)

W $rodowisku pracy dominuje narazenie inhalacyjne tellurem. Gdy ludzie sa narazeni na
dziatanie par telluru i tellurku wodoru, moze on powodowaé podraznienie dréog oddechowych,
prowadzac do zapalenia oskrzeli i zapalenia ptuc (Lewis 1996). Narazenie na heksafluorek telluru
moze prowadzi¢ do zapalenia skory i niebiesko-czarnych przebarwien skory. Klasycznym objawem
zatrucia tellurem jest niezwykty zapach czosnku, spowodowany wydychaniem organicznych
zwigzkoéw telluru, tellurku dimetylu. Wykazano, ze organiczne zwiagzki telluru majg dziatanie
przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe (Sredni 2012), w zwigzku z czym stosowanie organicznych
pochodnych telluru, jako $rodkéw farmakologicznych, prawdopodobnie wzrosnie w najblizszej
przysztosci. Mate ilo$ci organicznych zwigzkow telluru moga by¢ roéwniez wchtaniane przez skore.

Zywno$¢ (np. migso, nabiat i zboza) jest gtéownym zrodtem narazenia na tellur w populacji
ogolnej. Niektore warzywa gromadza Te (Groth i in. 1976), a ze wzgledu na zwigzek chemiczny
miedzy Te i Se lub Te i S, tellur wypiera te dwa pierwiastki i hamuje ich aktywnos$¢ biologiczna
(Cava-Montesinos i in. 2004).

3. Podsumowanie

Tellur ma coraz wigksze znaczenie technologiczne i obecnie coraz czgéciej obserwuje sig¢
jego podwyzszony poziom w $rodowisku. Oczekuje si¢, ze globalne zapotrzebowanie na Te i inne
pierwiastki z grupy LSTCE wzro$nie o setki procent w ciagu najblizszych 20 lat. W przysztosci coraz
wigksze ilosci tego pierwiastka beda pochodzi¢ ze zuzytych modutow fotowoltaicznych. Oczywiste
jest, ze pierwiastek ten zostanie uwolniony do $rodowiska nie jako czysty materiat, ale raczej jako
mieszanina z wieloma innymi substancjami (Stepka i in. 2018). Dlatego konieczne jest pelne
scharakteryzowanie zrddet tej emisji takich jak na przyktad zaklady utylizacji odpadow
elektronicznych, zwtaszcza WEEE (odpady sprzetu elektrycznego i elektronicznego). Tego rodzaju
informacje o zanieczyszczeniach emitowanych do $rodowiska przez zaklady unieszkodliwiania
odpadow elektronicznych nadal nie sg dobrze znane.

Prace¢ przygotowano w ramach projektu, ktory otrzymat dofinansowanie z Narodowego Centrum
Nauki w Polsce na podstawie decyzji nr UMO-2018/29 /B / ST10/ 01522.
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Streszczenie

B-laktoglobulina jest gldownym biatkiem serwatki w mleku przezuwaczy i wielu innych
ssakow. Nie wystepuje w mleku ludzkim. Stanowi mate, rozpuszczalne biatko, ktore jest niezwykle
stabilne wobec kwasow. Zwykle przyjmuje form¢ dimeru o masie pojedynczej podjednostki 18350
Da. Kazdy monomer obejmuje 162 aminokwasy z obecnymi w sekwencji piecioma cysteinami oraz
dwoma mostkami disiarczkowymi. Biatko to wiaze ligandy hydrofobowe we wnetrzu B-beczulki. -
laktoglobulina moze by¢ noénikiem wielu zwigzkéw biologicznie czynnych, w tym witaminy D,
retinolu czy kwasoéw tluszczowych. Ponadto odgrywa istotng role w zywieniu cztowieka bedac
bogatym i zbilansowanym zrédlem aminokwaséw, przy czym zachowuje dziatanie alergizujace.
Wykazuje aktywno$¢ antyoksydacyjna, przeciwnowotworows oraz przeciwwirusowg. W $wiecie
nauki B-laktoglobulina pozostaje wcigz czestym obiektem badan wielu naukowcow dostarczajac
coraz to nowych i waznych informacji dotyczacych jej struktury i funkcji.

1. Wstep

W zywieniu cztowieka powszechnie cenione sg biatka serwatkowe ze wzgledu na swoje
bogate wiasciwosci funkcyjne i odzywcze (Gorska i in. 2011). Laktoglobuliny sg niewielkimi
globularnymi biatkami wystepujacymi we frakcji serwatkowej mleka (Nicolai i in. 2011). Wykazano
obecnosc¢ tych biatek zarowno w mleku przezuwaczy, jak i nie przezuwaczy, miedzy innymi u $wini,
konia, kangura, osta, psa czy kota, przy czym nie stwierdzono jego endogennej formy w mleku
ludzkim (Radzik-Rant i in. 2014). W wiekszosci sg reprezentowane przez a-laktoalbuming (a-LA)
i B-laktoglobuline (B-LG). Zawartos¢ B-laktoglobuliny w mleku wynosi 2-4 g/L, co stanowi ~10%
wszystkich biatek mleka i w przyblizeniu 50-55% bialek serwatkowych (Nicolai i in. 2011). B-LG
jest jedna z najszerzej badanych biatek w historii proteomiki. Jej obfitos¢ w mleku krowim sprawia,
ze jest ona tatwo dostgpna dla badaczy. Badania z uzyciem B-LG rozpoczgty si¢ w pierwszej potowie
XX wieku i trwaja do dzi$, dostarczajac coraz to nowych i waznych informacji dotyczacych jej
struktury i funkcji (Sakurai i in. 2009).

2. Struktura i wlasciwosci p-laktoglobuliny

B-LG zostata wyizolowana z mleka krowiego w 1934 roku przez A. H. Palmera (Sawyer
i Kontopidis 2000). Struktura dimerycznego biatka zostata okreSlona przy udziale metody
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), natomiast struktura 3D przez dyfrakcje rentgenowska
(Sakurai i in. 2009; Jylhd i in. 2009). B-LG jest biatkiem nalezagcym do rodziny lipokalin. Biatka
z rodziny lipokalin, awidyn oraz biatka wigzgce kwasy ttuszczowe zaliczono wspélnie do duzej
rodziny biatek — kalcyn (Sakurai i in. 2009). Lipokaliny to biatka wigzace ligandy hydrofobowe we
wnetrzu beczutki (Kontopidis i in. 2002). Ich gtéwnym elementem strukturalnym jest p-
beczutka/kielich, ktéra stanowi sztywne rusztowanie dla czasteczki i jest regulowana przy udziale
ruchomych petli. Struktura trzeciorzgdowa B-LG jest zdominowana przez B-beczutke (Wilde i in.
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2016). Monomer B-LG jest zbudowany ze 162 reszt aminokwasowych, ktorego masa pojedynczego
tancucha polipeptydowego wynosi blisko 18300 Da (Kontopidis, Holt i Sawyer 2002). W sekwencji
B-LG znajduje si¢ pigc reszt cysteinylowych (Cys) w pozycjach 66, 106, 119, 121 i 160. Cztery reszty
cysteinylowe zaangazowane sg w powstawanie dwoch mostkow disiarczkowych w pozycji Cys 66
i Cys 160 oraz Cys 106 i Cys 119 (Kanakis i in. 2011). Jedna wolna grupa tiolowa Cys w pozycji 121
wykazuje aktywno$¢ zalezna od pH oraz odgrywa role w agregacji i denaturacji biatka (Sakurai i in.
2009, Wilde i in. 2016; Kanakis i in. 2011). W czasteczce biatka obecne sg rowniez dwie reszty
tryptofanylowe (Trp). Reszta Trp w pozycji 19 jest ukryta w rdzeniu biatka w petli A, a reszta Trp
w miejscu 61 znajduje si¢ na petli CD (Sakurai i in. 2009). Wazng role odzywczg odgrywaja znaczne
iloéci dziewigciu reszt aminokwasowych (Leu, Ile, Val, Phe, Thr, Met, Trp, Lys i His), ktore sa
niezbedne dla zdrowia i zachowania tkanki ludzkiej (Shafaei i in. 2017). Wtorna struktura B-LG
sktada si¢ z dziewigciu B-nici i jednej a-helisy (Rys.1). O§mioniciowy antyrownolegly arkusz B, ktory
zostal przedzielony na dwa przeciwlegle elementy powstate z B-nici, oznaczone kolejno A-H i E-H,
tworzy B-beczutke. Dziewiata ni¢ I odgrywa kluczowa rolg w tworzeniu oraz w interakcjach dimeru
i jest umieszczona poza beczutka. Wnetrze B-beczulki jest hydrofobowe i dziata jako gtowne miejsce
wigzania hydrofobowych ligandéow. Potaczenie migdzy B-nicmi A-H B-LG jest tworzone przez
siedem petli, ktore sa znane jako AB, BC, CD, DE, EF, FG i GH. Odpowiednio p¢tle BC, DE i FG sa
krotkie i znajduja si¢ na zamknietym koncu B-beczutki. Natomiast petle AB, CD, EF i GH sg dluzsze,
a takze bardziej elastyczne oraz otaczaja B-beczutke (Sakurai i in. 2009; Wilde i in. 2016; Kanakis
iin. 2011). W zalezno$ci od wartosci pH, konformacja ruchomej petli EF reguluje dostep do beczutki
poprzez jej otwieranie badz zamykanie. Na cze$¢ odkrywcy, zjawisko odwracalnej modyfikacji
konformacji petli EF zalezne od pH zostato nazwane przej$ciem Tanforda. W poblizu fizjologicznego
pH zachodzi przejécie Tanforda wywotane protonowaniem grupy karboksylowej reszty kwasu
glutaminowego w pozycji 89 o pKa rownym 7.5 (Sawyer i Kontopidis 2000; Brownlow i in. 1997).
Struktura drugorzgdowa B-LG sktada si¢ z 15% a-helisy, 50% pB-kartki i 15-20% odwrotnego [3-
zwrotu (Brownlow i in. 1997). Natomiast czwartorzedowa strukture B-LG tworzg dimery badz
monomery, z przewaga w fizjologicznym pH formy dimerycznej (Shafaei i in. 2017).

petla CD

C-koniec
N-koniec
7

petla CD

Rys. 1. Struktura przestrzenna wotowej B-laktoglobuliny (PDB ID: 3NPO).

W mleku krowim istniejg rézne genetyczne warianty P-laktoglobuliny rozrézniane na
podstawie odmiennych wartosci punktu izoelektrycznego. Najpowszechniejsze sg izoformy A i B.
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Roznica miedzy nimi dotyczy zamiany sekwencji aminokwasowej z kwasu asparaginowego na
glicyne w pozycji 64 oraz z waliny na alaning w miejscu 118. Ponadto odmiany A i B roznig si¢
minimalnie rozpuszczalno$cia w wodzie, stabilno$cia cieplng i zdolnoscig do asocjacji. Wariant A
wydaje si¢ by¢ mniej stabilny od wariantu B, ale dla mniej stezonego roztworu B-LG to wariant B
moze by¢ mniej stabilny (Brownlow i in. 1997). Temperatura, pH srodowiska, stezenie biatka, rodzaj
buforu oraz sita jonowa roztworu decyduje o tworzeniu si¢ réznych form oligomerycznych B-LG.
Punkt izoelektryczny (pl) B-LG wynosi ok. 5.2. Natywna strukture B-LG zachowuje w szerokim
zakresie pH. W temperaturze otoczenia, przy braku soli oraz przy pH ponizej 3.5 badz powyzej 7.5
biatko to przyjmuje formg¢ monomeryczna. Natomiast w przedziale pH 3.5 a 5.2 -LG tworzy
odwracalng postac tetrameréw lub oktamerow. W fizjologicznym pH B-LG przyjmuje posta¢ dimeru
czyli dwoch identycznych podjednostek (Gorska, Ostrowska-Ligeza i Wirkowska 2011; Shafaei i in.
2017). Biatko ulega nieodwracalnej denaturacji przy pH powyzej 9.0 lub temperaturze powyzej 80°C
(Liang i Subirade 2012). Ponadto B-LG jest bardzo stabilna przy niskim pH i odporna na degradacje
pepsyna i pozostaje w nienaruszonej postaci podczas przejscia przez zotadek (Gorska, Ostrowska-
Liggza i Wirkowska 2011; Sakurai i in. 2009). Fizjologiczna rola B-LG nie zostala wcigz
jednoznacznie okre§lona. Badania potwierdzaja, ze -LG moze by¢ nosnikiem retinolu, witaminy D,
kwasow tluszczowych, trojglicerydow i cholesterolu (Radzik-Rant i in. 2014). Przypuszcza si¢
réwniez, ze biatko to pelni istotng funkcj¢ w przekazywaniu biernej odpornosci noworodkowi,
regulacji metabolizmu fosforu w gruczole mlekowym oraz sprzyja tatwiejszemu trawieniu ttuszczu
w mleku poprzez wigzanie wolnych kwasow thuszczowych. Odpowiada za antyoksydacyjne
wlasciwosci mleka, gdyz jest cennym zrodlem Cys, przyczyniajac si¢ do powstawania glutationu.
Rowniez istotng rolg B-LG jest aktywnos$¢ przeciwnowotworowa, zwigzana z obecnos$cig znacznej
ilosci aminokwasoéw siarkowych, w tym Met, ktora ma pozytywny wpltyw na stabilnos¢ DNA.
Niewykluczone, ze B-LG utracita pierwotne funkcje w ciggu ewolucji (Gorska, Ostrowska-Ligeza
i Wirkowska 2011; Radzik-Rant i in. 2014). Nadwrazliwo$¢ na biatka mleka krowiego jest
najczesciej wystepujaca postacig alergii pokarmowej u dzieci (Jylhd i in. 2009). Mleko krowie
stanowi mieszaning wielu biatek. Szczegdlng postac alergizujaca maja a- i B-kazeiny, a-LA, B-LG
i albumina surowicza. Organizm ludzki nie wytwarza biatka o homologicznej budowie do B-LG. Ze
wzgledu na duzg odpornosé¢ B-LG na kwasng hydrolizg i dziatanie proteaz w uktadzie pokarmowym,
moze dochodzi¢ do wchtaniania duzych fragmentow, a nawet catych czasteczek tego biatka w jelicie
cienkim i przedostawania si¢ do mleka kobiecego (Hozyasz i in. 2004). B-LG jest biatkiem
termostabilnym, wigc ogrzewanie nie zmniejsza sity uczulajacej. Ponadto badania potwierdzaja, ze
B-LG jest gtéwnym i najczestszym alergenem w mleku krowim. Nie zaleca si¢ podawania mleka
koziego, owczego oraz od innych ssakoéw dzieciom uczulonym na biatka mleka, ze wzgledu na duze
podobienstwo antygenowe frakcji biatkowych obecnych w mleku krowim, kozim oraz owczym
(Szumera i Tutowiecka 1993).

3. Kompleksy p-laktoglobuliny z ligandami oraz ich miejsca wigzania w czasteczce

Jedna z najcenniejszych wiasciwosci B-LG jest powinowactwo do szeregu zwigzkow
bioaktywnych. B-LG nalezac do biatek z rodziny lipokalin moze wigza¢ ligandy we wngtrzu -
beczutki, ktora stanowi centralne miejsce wigzania ligandéow. Hydrofobowe zwiazki sg polaczone
z duzym powinowactwem, lecz niska specyficznoscia z B-LG (Kontopidis, Holt i Sawyer 2002).
Zastosowanie réznorodnych dostepnych technik, takich jak spektrofluorymetria, spektrometria mas,
HPLC, kolorymetria, dializa réwnowagowa czy spektroskopia EPR i NMR umozliwity
przeprowadzenie badan i okreSlenie miejsc wigzania bioaktywnych zwigzkéw w strukturze
przestrzennej B-LG (Sawyer i in. 1998). Wykonano badania z udziatem retinolu, kwasu retinowego,
karotenoidow (Kontopidis, Holt i Sawyer 2002), kwasu palmitynowego, kwasu stearynowego,
witaminy D, cholesterolu, tréjglicerydow (Kontopidis, Holt i Sawyer 2002, Sawyer i in. 1998), o-
tokoferolu, kwasu foliowego, polifenoli — stosujac ekstrakty z owocow, kawy, herbaty i kakao (Liang
i Subirade 2012). Ponadto badano oddzialywania B-LG z lekami, w tym z eliptycyna (Dodin,
Andrieux i Kabbani 1990) oraz norfloksacyna (Bijan i in. 2014). Wszelkie dotychczasowe badania
niosa nadzieje na mozliwo$¢ zastosowania B-LG jako nosnika zwigzkéw o okreslonych
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wlasciwosciach, w tym lekdéw przeciwnowotworowych badz przeciwwirusowych (Dodin i in. 1990;
Bijan i in. 2014). Wykrycie receptoréw w jelicie cielgt dla kompleksu B-LG-retinol pozwala
przypuszczaé, ze B-LG moze bra¢ czynny udzial w wigzaniu i transportowaniu witaminy A,
jednocze$nie zwickszajac jej wehlanianie w jelicie cienkim (Gorska, Ostrowska-Ligeza i Wirkowska
2011; Dodin i in. 1990). Zauwazono, ze im wickszy udziat struktury a-helikalnej i mniejszy udziat
struktury pofatdowanej kartki, tym mniejsza jest tendencja do taczenia si¢ z hydrofobowymi
czasteczkami (Gorska in. 2011).  Istniejg co najmniej trzy niezalezne miejsca wigzace ligandy
w zalezno$ci od ich wlasciwosci do struktury przestrzennej B-LG (Wilde i in. 2016; Sawyer i in.
1998). Badania wskazuja na zblizona strukture i konformacj¢ B-LG z ludzkim biatkiem wigzacym
retinol (RBP), stad tez ligandy sa wigzane we wewngtrzu kielicha utworzonego przez B-beczutke
Wigzanie z B-LG chroni retinol przed degradacja przez ciepto, utlenianie i promieniowanie (Gorska
i in. 2011; Zhang i in. 2014). Ponadto odnotowano interakcje lipofilowej witaminy D z dwoma
miejscami B-LG. Jednym w hydrofobowej beczulce, a drugim w poblizu powierzchni na C-koncu
pomiedzy resztami w pozycji 136 a 149 zawartej w czesci a-helisy i B-nitki. f-LG moze w ten sposob
sta¢ si¢ lepszym no$nikiem witaminy D niz witaminy A. Jednakze wigzanie kwasow thuszczowych,
takich jak kwas palmitynowy badz kwas stearynowy, wynika z tworzenia si¢ na zewnetrznej
powierzchni diugiej, hydrofobowej szczeliny miedzy trzecim zwrotem o-helisy a powierzchnig f-
beczutki B-LG (Sawyer i in. 1998). Trzecim miejscem wigzania ligandow jest zewngtrzna
hydrofobowa powierzchnia B-LG — kieszen w rowku miedzy spiralg a B-beczutkg w poblizu reszt Trp
19 Arg 124 (Zhang i in. 2014). To miejsce jest wystarczajaco duze, aby pomie$ci¢ wigksze ligandy,
takie jak eliptycyna, a nawet protoporfiryna (Liang i Subirade 2012; Sawyer i in. 1998). Zaréwno
wigzanie wodorowe, jak i oddziatywania van der Waalsa odgrywajg wazng rolg w procesie wigzania.
Potencjat B-LG moze w przysztosci postuzy¢ jako skuteczny nosnik zwigzkow farmaceutycznych lub
nutraceutycznych (Liang i Subirade 2012). Divsalar i in. (Shafaei i in. 2017) zbadali interakcje
szeregu kompleksow Pd?* i Pt?* z B-LG, w ktérym biatko moze petié role skutecznego wektora dla
lekow przeciwnowotworowych bez istotnych zmian w swojej strukturze po interakcji z kompleksami
metali. Transport nowych zwigzkéw przeciwcukrzycowych do jelita cienkiego zostat zbadany przez
Mehrabana i in. (Shafaei i in. 2017). Ich wyniki pokazaty, ze B-LG moze by¢ w stanie odegrac role
nos$nika dla nowych zwiazkoéw przeciwcukrzycowych (Shafaei i in. 2017).

4. Fluorescencja p-laktoglobuliny

W strukturze B-LG obecne sa dwie reszty tryptofanylowe: Trp 19 i Trp 61, ktore sa
zlokalizowane w roznych srodowiskach oraz cztery reszty tyrozylowe: Tyr 20, Tyr 42, Tyr 99 i Tyr
102. Reszta Trp 19 znajduje si¢ na terenie rdzenia proteinowego o wlasciwosciach hydrofobowych,
w dolnej czesci kieszeni wigzacej, blisko Lys 70, ktora jest uwazana za jedno ze specyficznych miejsc
wigzacych obecnych w tancuchu biatkowym. Druga reszta Trp 61 jest umieszczona na zewngtrznej
powierzchni, w poblizu kieszeni B-LG, przy koncu B-nici C i w bliskim kontakcie z dwoma silnymi
wygaszaczami: resztg asparaginylowg i mostkiem disiarczkowym w pozycji Cys 66 - Cys 160
(Sawyer i Kontopidis 2000; Albani i in. 2014). Przypuszcza si¢, Zze znaczna czgs¢ wewnetrznej
intensywnosci fluorescencji p-LG pochodzi od reszty Trp w pozycji 19. Reszta Trp 61 nie przyczynia
si¢ do fluorescencji biatka (Shafaei i in. 2017). Rentgenowskie badania Brownlow i in. (Brownlow
i in. 1997) udowodnity, ze reszta Trp 19 znajdujaca si¢ na dnie hydrofobowej kieszeni, przed
zagieciem B-nici A, przy Leu 22 jest catkowicie schowana we wngtrzu beczulki i zasadniczo
niedostgpna dla rozpuszczalnika. Natomiast reszta Trp 61 pozostaje odstonigta i wystawiona na
dziatanie rozpuszczalnika w natywnej strukturze, co czyni ja przydatna dla sond oraz monitorowania
zmian konformacyjnych specyficznych dla miejsca. Obserwowane wygaszanie fluorescencji
pochodzace od reszty Trp 19 moze by¢ wyjasnione przez przestrzennie przylegla reszte¢ Arg 124,
ktora jest idealnie umieszczona, aby gasi¢ sygnal fluorescencji (Sakurai i in. 2009; Brownlow i in.
1997). Z kolei badania Townend i in. (Townend 1969) wykazaty, Ze jedna z reszt Trp jest calkowicie
eksponowana, a druga reszta schowana we wnetrzu B-beczulki. Nie wykluczone, Ze obie sg cze$ciowo
wbudowane w wewnetrzng czasteczke biatka (Townend 1969). Obecna w tancuchu biatkowym
tyrozyna praktycznie nie absorbuje dtugo$¢ fali 295 nm, a wigc w celu uniknigcia jej wzbudzenia,
nalezy ta dlugoscig fali pobudzi¢ do fluorescencji biatko i otrzymany sygnal fluorescencyjny
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pochodzi wowczas od reszt tryptofanylowych Trp (Albani i in. 2014). Miareczkowanie
tetranitrometanem czterech reszt tyrozylowych: Tyr 20, Tyr 42, Tyr 99, Tyr 102 udowadnia, ze dwie
reszty Tyr sa niecatkowicie eksponowane do rozpuszczalnika. Kolejne dwie reszty sg schowane we
wnetrzu trojwymiarowej struktury z tym, ze jedna po czg¢sciowej denaturacji uzyskuje dostgp do
rozpuszczalnika. Z kolei badania rentgenograficzne wskazuja, ze reszta Tyr 42 jest schowana
catkowicie, a Tyr 102 tylko czesciowo. Reszta Tyr 20 znajduje si¢ blisko dna postulowanej kieszeni
wiazacej, z kolei reszta Tyr 99 umiejscowiona jest w zewngtrznej petli FG. Obie sa eksponowane do
rozpuszczalnika z tym, ze reszta Tyr 20 bardziej (Brownlow i in. 1997).

5. Podsumowanie

Bogate wlasciwos$ci funkcyjne i odzywcze bialek serwatkowych sg powszechnie cenione
i wykorzystywane w zywieniu cztowieka. Fizjologiczna rola B-LG nie zostata wcigz jednoznacznie
okreslona przez naukowcow. B-LG oddziatuje z wieloma zwigzkami pochodzenia naturalnego
i syntetycznego. Wiele osrodkow badawczych podejmuje coraz to nowe badania z udziatem B-LG.
Obecnos¢ w strukturze reszt tyrozylowych i tryptofanylowych umozliwia eksploracje¢ oddziatywania
biatka z ligandem oraz okreslenie miejsca wigzania badanej substancji w strukturze przestrzennej f3-
LG. Bioragc pod uwage szeroka bazg technik fizykochemicznych, w tym spektroskopii,
spektrofluorymetrii, spektroskopii mas, EPR czy NMR, kolorymetrii i chromatografii, zastosowanie
ich w badaniach biatek serwatkowych rodzi wiele mozliwosci na poglebienie dotychczasowych
wynikow badan.
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Streszczenie

Problemem analiz bywa dobdér odpowiedniej metody ekstrakcji. Praca ma na celu
przedstawienie podstaw teoretycznych dla procesu rozdziatu substancji w uktadach ciato state-ciecz
oraz ciecz-ciato state. Opisano podstawy teoretyczne oraz praktyczne aspekty zastosowania technik,
takich jak ekstrakcja wspomagana ultradzwickami, z wykorzystaniem aparatu Soxhleta i ekstrakcji
do fazy statej. Przytoczono literaturowe przyktady zastosowania tych metod.

1. Wstep

Wybér i optymalizacja efektywnej metody rozdzielczej, ktora pozwoli uzyskac z mieszaniny
ciat statych lub cieczy pozadany zwigzek chemiczny badz grupe zwigzkow, jest waznym elementem
proceséw analitycznych, a takze przemystowych w dziedzinach takich jak chemia, farmacja, czy
biotechnologia. Najbardziej czasochtonnym etapem analizy probek jest ich przygotowanie, wlaczajac
etap ekstrakcji (fac. extraho — wyciggam) oraz oczyszczanie surowych ekstraktow. W metodach
ekstrakcyjnych wykorzystuje si¢ wybidrcze przemieszczanie wybranego skladnika mieszaniny
migdzy fazami.

Ciala state, a wérdd nich materiaty roslinne stanowig wyzwanie dla ekstrakcji w uktadzie
ciato state-ciecz, poniewaz istnieje bardzo duze prawdopodobienstwo, iz rozpuszczalnik nie
przeniknie catkowicie do matrycy organicznej. Proces ten zalezy przede wszystkim od wlasciwosci
rozpuszczalnika, struktury materialu roslinnego oraz wlasciwoséci chemicznych pozadanych
zwiazkow zawartych w ciele statym. W celu zwigkszenia powierzchni kontaktu rozpuszczalnika
z ciatem statym, a co za tym idzie, takze zwiekszenia wydajnosci ekstrakcji zwykle uprzednio stosuje
si¢ suszenie, mielenie, homogenizacj¢ oraz przesiewanie materiatu roslinnego. Ekstrakcje w uktadzie
ciato state-ciecz reprezentujg nizej opisane przyktadowe metody z wykorzystaniem aparatu Soxhleta
oraz fal ultradzwiekowych (Poole 2020).

Inaczej jest w sytuacji, gdy metoda wymaga przemieszczenia docelowych substancji z fazy
cieklej do fazy statej. Analiza w takim przypadku polega na przeniesieniu czasteczek analitu do
statego sorbentu, ktory stanowi okreslone ztoze. Do glownych celow ekstrakceji w uktadzie ciecz-ciato
state nalezy: izolacja, zat¢zanie analitu oraz zmiana nosnika substancji (Poole 2016).

2. Opis zagadnienia (Podstawy teoretyczne)

Skutkiem prawidtlowo przeprowadzonego procesu ekstrakcji jest rozdzielenie substancji
rozproszonych w mieszaninie. Podstawa tego dzialania jest zastosowanie réznic w rozpuszczalnosci
substancji zawartych w materiale badawczym. Dochodzi wowczas do ustalenia rownowagi podziatu
substancji mi¢dzy dwiema fazami. Do gtownych cech okreslajacych stopien podziatu zwiazku migdzy
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dwie fazy nalezy polarno$¢ zardwno docelowego zwigzku, jak i rozpuszczalnika oraz zdolno$¢ do
wytwarzania wigzan wodorowych i innych oddzialywan elektrostatycznych (Kealey i Haines 2006).
W przypadku ekstrakcji rozpuszczalnikowej wykorzystuje si¢ prawo podziatu Nernsta, ktore
mowi, iz w stalych warunkach temperatury oraz ci$nienia okre§lony zwigzek ulega podziatowi
miedzy dwie fazy zawsze w tym samym stosunku. Rozwinigciem tego prawa jest pojecie stalej
podzialu (Kp) oraz stosunku podzialu (D). Stosunek podziatu (D) wyraza proporcj¢ stezen
rownowagowych okreslonej substancji w dwoch fazach. Rozpatrujac przypadek rozpuszczenia
substancji w dwoch fazach — wodnej oraz organicznej, wzor przyjmuje nastepujaca postac:
__ [€X]org
~ [€Xlag
gdzie [Cx] stanowi stezenie zwigzku chemicznego ,,.X” wystepujacego we wszystkich
postaciach, niezaleznie od zjawisk dysocjacji, czy kompleksowania.
Pojecie stosunku podziatu (D), jak i sam wzor mozna dopasowaé do ekstrakcji w uktadzie
ciecz-ciato state. Wowczas taki proces reprezentuje ponizszy wzor:
— [CX]snrn
[CX]ciece
Rdznica polega na tym, iz w liczniku podanego utamka przedstawione jest stezenie zwigzku
w podlozu statym (sorbencie), za§ w mianowniku st¢zenie w fazie ciektej (Kealey i Haines 2006).

2.1 Ekstrakcja w aparacie Soxhleta (ang. SE - Soxhlet Extraction)

Ekstrakcja typu ciato stale-ciecz wykorzystuje rozpuszczalnik pozwalajacy wyekstrahowaé
substancje z fazy stalej (np. thuszcze z nasion roslin oleistych). Powszechnie znanym urzadzeniem do
tego rodzaju rozdziatu substancji jest aparat Soxhleta. W gilzie znajduje si¢ ciato state (np. materiat
ro§linny), za§ w kolbie okraglodennej rozpuszczalnik. Po doprowadzeniu do wrzenia skrapla si¢ on
w chtodnicy i sptywa do gilzy. Ekstrakt po przekroczeniu okreslonej objetosci sptywa do kolby
zawierajacej podgrzewany rozpuszczalnik. Ekstrakcje wykonuje si¢ wielokrotnie, az uzyska sie¢
odpowiednig ilo§¢ pozadanej substancji (Kocjan i in. 2002).

Wybdr tej metody jest polecany w przypadku, gdy korzysta si¢ z ekstrahentéw o niskiegj
lepkosci oraz gdy zwigzek ekstrahowany charakteryzuje si¢ nizszg preznoscia pary uwzgledniajac
przy tym temperatur¢ wrzenia rozpuszczalnika (Poole 2020).

Powyzej opisany typ rozdziatu substancji jest powszechnie stosowany od ponad wieku
i stanowi dzisiaj przewaznie metode porownawcza, do ktorej odnosi sie skuteczno$¢ nowoczesnych
metod lugowania. Ponadto, w celu optymalizacji wydajno$ci oraz czasu pracy aparat Soxhleta moze
by¢ poddawany modyfikacjom, takim jak: automatyzacja oraz przylaczenie generatora
ultradzwiekoéw (US) lub mikrofal (MW).

Do zalet SE naleza m.in. ciagle przemywanie materiatu statego kolejnymi porcjami czystego
rozpuszczalnika, utrzymanie wzglednie wysokiej temperatury ukladu, a takze, z ekonomicznego
punktu widzenia - stosunkowo niska cena podstawowych elementow aparatu. Gtéwna wada metody
jest wzglednie dlugi czas procesu oraz ryzyko termicznego rozktadu zwiazkoéw termolabilnych
(Lopez-Bascon, Luque de Castro 2020).

2.2 Ekstrakcja wspomagana ultradzwickami (ang. UAE, USAE - Ultrasound-Assisted
Extraction)

Metoda ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami polega na umieszczeniu probki (substancja
stala) w cieczy, ktorg nastepnie poddaje si¢ dzialaniu fal ultradzwickowych. Ultradzwigki sg falami
sprezystymi o czestotliwo$ciach wigkszych niz fale styszalne - czyli powyzej 16kHz. Do procesu
ekstrakcji wykorzystuje sie czestotliwosci od 20 kHz do 500 kHz. Ponadto, dane warunki fizyczne
wywolujg procesy wspomagajace proces rozdziatu, m.in. przez zjawisko kawitacji oraz wytwarzanie
energii cieplnej (Wilga 2008).

Kawitacja jest zjawiskiem dziatania fal ultradzwigkowych w wodzie, wskutek czego
powstaja szeregi fal ci$nienia, ktore nastgpnie prowadza do cyklu tworzenia i rozktadu pgcherzykow
w cieczy. Pecherzyki te ulegaja implozji, przyspieszajac zderzenia migdzyczasteczkowe w uktadzie,
a co za tym idzie, rozbijajac czastki ciata statego i zwigkszajac powierzchnie kontaktu z ekstrahentem.
Nastepuje miejscowy wzrost temperatury oraz zmiany ci$nienia w uktadzie. W zwigzku z tym, ze
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wzrost temperatury nie jest wysoki i ma charakter lokalny, metoda ta jest powszechnie stosowana
W ekstrakceji zwigzkéw termolabilnych (Poole 2020).

W poréwnaniu z SE jest to metoda szybsza, czgsto zuzywajaca mniejsze iloSci
rozpuszczalnika i mniej skomplikowana. Ponadto koszt techniki jest wzglednie niski, niestety
czgsciowy rozktad analitu moze by¢ istotng wada uzycia tej metody (Poole 2020; Wilga 2008). Innym
utrudnieniem jest konieczno$¢ oddzielenia statej pozostato$ci od ekstraktu. Zazwyczaj stosuje si¢
plukanie pozostatosci w celu zwickszenia wydajnosci procesu, co wydtuza czas przetwarzania probki
(Poole 2020).

2.3 Ekstrakcja do fazy statej (ang. SPE - Solid Phase Extraction)

Prawdopodobnie pierwsze zastosowanie ekstrakcji do fazy statej miato miejsce w latach 50.
XX wieku, gdy uzyto kolumn wypetnionych weglem drzewnym w celu izolacji zanieczyszczen z wod
powierzchniowych i oceny ich toksycznosci. Trwajacy wowczas kilka dni proces pobierania probek
zawierajacych bardzo duze objetosci wody (ponad 1000 1) wykluczat zastosowanie ekstrakcji
w uktadzie ciecz-ciecz (Poole 2016).

Metoda ta polega na dziataniu o odwrotnym kierunku niz w przypadku dwoch wyzej
opisanych rodzajow ekstrakcji tj. badana substancja przemieszcza si¢ z fazy cieklej do fazy statej
w tzw. kolumnie ekstrakcyjnej. W ekstrakcji do fazy stalej stosowane sa kolumny, wypetnione
sorbentami, ktérych poszczegoélne rodzaje omoéwiono ponizej. SPE umozliwia zatezanie probek
z duzych objetosci, oczyszczanie z zanieczyszczen i usuwanie matrycy. Zaadsorbowane lub
rozpuszczone sktadniki wymywa si¢ matymi objgto$ciami rozpuszczalnikow lub w okreslonych
warunkach termicznych. Otrzymany eluat moze by¢ natychmiast poddany analizie lub dalszej
obrébcee, a kolumienki po poddaniu regeneracji mozna stosowaé wielokrotnie (Kocjan i in. 2002).

Typowe narzgdzie do ekstrakcji stanowi nieduza kolumienka (np. cylindryczna strzykawka)
zawierajgca sorbent w postaci czgstek o wielkosci 50-60 um upakowany mig¢dzy metalowe lub
plastikowe ptytki (Poole 2016).

2.4 Rodzaje sorbentow w SPE

Sorbent moze wystepowa¢ w postaci specjalnych wkiadow badz krazkow. Wkiady
zazwyczaj charakteryzuja si¢ stosunkowo nizszg szybkoscia przepltywu, za§ mata gestos¢ upakowania
wkladow zmusza do korzystania z dtuzszych zt6z sorbentdéw, co moze prowadzi¢ do adsorpcji
niepozadanych sktadnikoéw cieczy (Poole 2016). Krazki prawdopodobnie stanowig lepszy wybor
w przypadku ekstrakcji zawiesiny o wzglednie wigkszych objetosciach. Ze uwagi na wigksza
powierzchni¢ kontaktu i mniejsze spadki ci$nienia podczas pracy, krazki te umozliwiaja szybszy
przeptyw probki przez kolumienkg. Wspodltczesnie metoda ta ulega nieustannemu rozwojowi, dzieki
czemu na rynku dostepne sa mikrodyski, a takze specjalne koncéwki do pipet (Poole 2016).

Stosowane w tej metodzie sorbenty mozna podzieli¢ na trzy grupy. Sa to tlenki pierwiastkow
nieorganicznych, sorbenty o niskiej specyficznosci oraz specyficzne dla konkretnych zwigzkow
i grup.

Do pierwszej grupy nalezg gtownie zel krzemionkowy, tlenek glinu, Florisil oraz ziemie
okrzemkowe. Powierzchnia sorpcyjna poszczegodlnych zt6z waha sie od 150 do 800 m?%g. Maja
zastosowanie w izolacji analitdéw o niskiej i1 $redniej polarno$ci z roztwordw niepolarnych, izolacji
kationéw i anionéw z roztword6w wodnych oraz frakcjonowaniu analitu w zalezno$ci od liczby
i rodzaju grup funkcyjnych zawartych w roztworze (Poole 2016).

Zloza o niskiej specyficznosci obejmuja zele krzemionkowe modyfikowane grupami
chemicznymi, porowate polimery i réznorodne sorbenty weglowe. Modyfikacja grupami duzej
strukturze przestrzennej, dtugich fancuchach alkilowych wspomagaja izolacj¢ matych czasteczek, zas
krotsze tancuchy alkilowe powoduja zatrzymywanie czasteczek o wigkszych wymiarach. Ztoza
sktadajace si¢ z modyfikowanego zelu krzemionkowego sa najczgsciej stosowanymi uniwersalnymi
sorbentami. Do modyfikowanych zelow krzemowych naleza m.in. Cig (z przylaczona grupa
oktadecylows), C, (grupa etylowa), CN (grupa cyjanopropylowa), NH2 (grupa aminopropylowa), czy
CH (grupa cykloheksylowa). Najczgsciej spotykanymi formami wegla stosowanymi w SPE sa wegiel
aktywny, grafitowana sadza oraz weglowe sita molekularne. Innymi postaciami wegla spotykanymi
w tej metodzie ekstrakcji sg nanorurki, grafen i nanodiamenty. Ich zastosowanie w SPE jest w duzej
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mierze ograniczone do izolacji rozpuszczonych zwigzkoéw organicznych w wodach powierzchnio-
wych oraz do pomiaréw czystosci powietrza w zaktadach pracy (Poole 2016).

Ztoza specyficzne dla okre§lonych zwigzkdéw chemicznych oparte sa na wymianie jonowej,
chelatacji, biopowinowactwie i ograniczonym dostepie stosowane sa w celu osiggni¢cia wysokiej
selektywno$ci w procesie ekstrakcji. Wymieniacze jonowe sa uzywane do izolowania zwigzkoéw
ulegajacych dysocjacji jonowej w roztworach wodnych. Zawieraja one przeciwny tadunek wzgledem
docelowych jondw zawartych w analicie. Wsrod nich istniejg takze sorbenty zlozone zawierajace
grupy alkilowe i zarazem bedace jonitami, co pozwala na precyzyjng izolacj¢ lekow, narkotykow
(m.in. amfetamina, barbiturany) i ich metabolitow w laboratoriach klinicznych i farmaceutycznych
(Poole 2016).

3. Przeglad literatury — zastosowanie opisanych metod ekstrakcji w praktyce

3.1 Zastosowanie opisanych metod ekstrakcji w fitochemii

Opracowanie nowych metod ekstrakcji oraz ich modyfikacje stuza gldéwnie polepszeniu
selektywnosci, efektywnosci oraz skroceniu czasu trwania procesu, jednak nie wszystkie metody
nadaja si¢ w takim samym stopniu do przeprowadzenia rozdziatu takich samych substancji.
W rozwigzaniu tego problemu i wyciggnieciu odpowiednich wnioskow przed zaplanowaniem
doswiadczenia, a tym samym - dobraniem wiasciwej metody oraz warunkoéw ekstrakeji, nierzadko
pomagaja badania poréwnujace efektywnos¢ i przebieg tych procesow.

W jednym z badan prowadzonych przez Oniszczuk i in. (2015) wykorzystano zaréwno
metody SE i USAE do zmierzenia zawartoséci furanokumaryn w korzeniach biedrzenca mniejszego
(Pimpinella saxifraga L.). Preparaty wytworzone z tej rosliny sg wykorzystywane we wspomaganiu
trawienia, czy profilaktyce przeciwko kumulacji kamieni nerkowych. Wiasciwosci lecznicze roslina
zawdziecza obecnosci furanokumaryn. W kazdej metodzie do ekstrakcji zastosowano metanol
0 stezeniu 100% oraz 80%, za$ materialem poddanym ekstrakcji byt proszek z korzeni. Analiza
chromatograficzna wykazala, ze najbardziej efektywna metoda ekstrakcji dla zwigzkéw takich jak
izopimpinelina, pimpinelina, umbeliferon, bergapten, ksantotoksyna okazata si¢ by¢ SE z 80%
MeOH.

Metoda Soxhleta oraz ekstrakcja wspomagana ultradzwickami sg uzywane takze
W pozyskiwaniu zwigzkoéw fenolowych z materialow roslinnych. Caballero-Galvan i in. (Caballero-
Galvan i in. 2018) wykonali eksperyment, w ktérym wykorzystano obie metody ekstrakcji do
otrzymania w/w zwigzkoéw oraz kwasu chlorogenowego z pozostatosci po zaparzonej mielonej kawie.
Dalsza cze$¢ analizy przeprowadzono za pomoca HPLC. Wykazano, iz za pomoca aparatu Soxhleta
wyekstrahowano wickszg ilo$¢ zwigzkow polifenolowych niz metodg USAE. Mimo tego wskazano
metode ultradzwickows jako bardziej praktyczng oraz wydajng, gdyz tym sposobem w czasie
krotszym o 230 minut otrzymano ok. 90% calkowitej liczby polifenoli wyekstrahowanej metoda
Soxhleta.

W badaniu ekstrakcji polifenoli oraz tanin z kory sosny kalifornijskiej Pinus radiata
zauwazono, iz oprocz wydajnosci iloSciowej wazny jest takze aspekt zachowania pierwotnej
bioaktywnosci ekstrahowanych zwigzkow. Jest to znaczace, gdyz zwiazki te moga traci¢ aktywnosc¢
w wyniku dziatania zbyt wysokiej temperatury lub czynnikow utleniajacych podczas ekstrakcji.
Przeprowadzono ekstrakcje trzystopniowe. Metoda Soxhleta uzyskano najwigkszg ilo$¢ ekstraktu
glownie w pierwszym etapie ekstrakcji, lecz wymagata ona najwigcej czasu oraz wykorzystano w niej
najwigksze ilosci ekstrahenta. Z kolei za pomoca USAE z kazdym kolejnym etapem otrzymywano
wigksza porcje ekstraktu, polifenoli oraz tanin. Tym samym SE mozna okresli¢ jako metode
stosunkowo dlugotrwatg i osiggajaca wysoka temperature ekstrakcji, przez co moze prowadzi¢ do
rozktadu poszukiwanych substancji fenolowych. Badacze sg zatem zgodni - glownag przewaga
ekstrakcji z uzyciem ultradzwigkéw nad metoda Soxhleta jest krotszy czas pozyskania docelowej
substancji (Aspé, Fernandez 2011; Caballero-Galvan i in. 2018).

Istnieje takze szeroka baza publikacji, w ktorych wykorzystano ulepszong badz
konwencjonalng wersj¢ aparatu do SE. Wiele badan z wykorzystaniem tego urzadzenia dotyczy
ekstrakcji thuszczu, glownie z materialow takich jak algi oraz Garcinia indica (w celu uzyskania masta
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kakaowego), czy nasiona daktylowca wiasciwego (Phoenix dactylifera L.). Aparat Soxhleta jest takze
wykorzystywany do odtluszczania materiatu pozyskanego z pedéw komosy biatej (Chenopodium
album L.), aby naste¢pnie pozyskaé zwiazki polarne zawarte w ro$linie. Inne przyktady ekstrakcji wraz
z danymi przedstawiono w tabeli (Tab.1). Dane potwierdzaja, iz w metodzie Soxhleta przewaznie
wykorzystuje si¢ wicksze ilosci rozpuszczalnikow niz w przypadku ekstrakcji z ultradzwigkami
(Lopez-Bascon, Luque de Castro 2020).

Tab .1. Poréwnanie czasu trwania ekstrakcji, zastosowanych rozpuszczalnikow oraz ich objetosci
w réwnolegtych ekstrakcjach takich samych materiatow badawczych (Lopez-Bascon, Luque de
Castro 2020).

Materiat badawczy | Ekstrahowane | Czas Rodzaj rozpuszczalnika | Objetosé
zwigzki trwania rozpuszczalnika
ekstrakcji (ml)
(h)
USAE | SE | USAE SE USAE |SE
Nasiona Kiwi Kwasy 0,5 4,0 | N-heksan |N-heksan |400 300
thuszczowe
Lonicera Zwiazki lotne | 0,5 6,0 | Octan Octan 30 200
macranthoides etylu etylu
Portulaca Flawonoidy |1,0 4,5 | EtOH:H,0 | EtOH:H,0 |25 80
oleracea L.

Wspomniang ekstrakcje tluszczu z alg opisuje publikacja Ramluckan’a i in. (2014).
Analizowano sproszkowane algi (stwierdzono przewage nalezacych do Chlorella sp) stosujac rézne
ekstrahenty, jednak najlepsze wyniki uzyskano uzywajac etanol, heksan oraz chloroform. Czas
trwania ekstrakcji byl zroznicowany, dzigki czemu mozna byto porownaé wydajno$¢ kazdej proby.
Stwierdzono, iz najlepsze wyniki otrzymano w ekstrakcjach trwajacych 3 godziny, a malejace
stezenie lipidow w dluzej trwajacych probach przypisano rozkladowi substancji oraz
niejednorodnosci thuszczy w algach. Ponadto barwienie za pomoca czerwieni Nilu wykazalo, iz algi
zawierajg lipidy w réznych ilosciach. Metoda SE jest czgsto wybierana przez badaczy ze wzgledu na
prostote i bezpieczenstwo wykonania (Ramluckan i in. 2014).

USAE jest rowniez metodg wykorzystywang w ekstrakcji zwigzkow z alg takich, jak
Chlorella vulgaris, Phaeodactylum tricornutum, gdyz skutecznie rozbija ich komorki, utatwiajac tym
samym przemieszczenie czgsteczek substancji do fazy cieklej. Badanie przeprowadzano w réznych
warunkach temperatury, czasu ekstrakcji i stosunku rozpuszczalnika do materialu analizowanego,
natomiast ekstrahentem byt 90% etanol. W statej temperaturze wydajnos¢ ekstrakcji wzrastata do
czasu wynoszacego ok. 5 godzin, nastepnie malata, co moze $wiadczy¢ o chemicznym rozkladzie
luteiny w przedluzajacym si¢ procesie ekstrakcji. Ustalono, iz najlepsza wydajno$¢ otrzymano
wykorzystujac czas ekstrakeji rowny 5 godzin, temperature 37,7°C oraz stosunek rozpuszczalnika do
materiatu wynoszacy 31 ml/g. Zbadano takze, iz za pomoca USAE powierzchnia kontaktu materiatu
z rozpuszczalnikiem wzrosta dwukrotnie wzgledem konwencjonalnej metody ekstrakcji polegajace;j
na wytrzgsaniu substancji (Vernés, Vian, Chemat 2020; Deenu, Naruenartwongsakul, Kim 2013).
W tym przypadku wykorzystanie aparatu Soxhleta bytoby raczej niewskazane, gdyz temperatura
rozpuszczalnika w trakcie ekstrakcji prawdopodobnie osiggnegtaby wyzsza warto$¢ niz optymalne
37,7°C.

3.2 Technika SPE w analizie farmaceutycznej

Technika SPE shizy m.in. do izolacji i oczyszczania materiatow biologicznych w celu
oznaczenia jako$ciowego i ilosciowego lekow lub ich metabolitow. Jednym z przyktadow
zastosowania SPE w praktyce jest izolacja wortioksetyny ze $liny i surowicy pacjentow W ztozu Cis.
Technika ta jest rowniez przydatna przy oznaczaniu w plynach ustrojowych lekow, ktore zostaty

59|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 11

przyjete w niskich dawkach. Wowczas moga one wykazywac stezenie ponizej granicy wykrywalnosci
wielu instrumentoéw analitycznych. Dzicki SPE mozliwa jest dalsza analiza chromatograficzna lub
farmakokinetyczna lekow (Wrdblewski i in. 2017; Glowka, Karazniewicz-E£ada 2009).

Opisywana metoda ma takze zastosowanie w analizie alkaloidow (np. taksyn z cisa
pospolitego) z krwi pobranej podczas sekcji zwlok, dzigki czemu mozliwa jest identyfikacja trucizn
z materialow biologicznych pochodzacych od pacjentdéw oraz zmartych (Kula i in. 2009).

3.3 Technika SPE w analizie srodowiskowe;j

Innym zastosowaniem w/w metody jest analiza zanieczyszczen w probkach
srodowiskowych. Przyktadem jest opracowanie metody oznaczania sztucznych substancji stodzacych
takich, jak acesulfam i sukraloza, a takze lekdw nalezacych do réznych grup oraz ich metabolitow
w wodzie powierzchniowej, pitnej oraz kanalizacyjnej. Dzigki tej technice mozliwa jest analiza
wydajnosci pracy oczyszczalni $ciekdw oraz stopnia konsumpcji okreslonych substancji w danym
regionie. Poza powyzszym — SPE wykorzystuje si¢ takze do izolacji i oczyszczania pestycydow
zzywnosci, co potwierdza szerokie zastosowanie techniki ekstrakcji do fazy statej (Paiga i in. 2017;
Luo i in. 2019; Stachniuk, Fornal 2016).

4. Podsumowanie i wnioski

Roznorodnos¢ znanych dotad i wcigz powstajacych metod ekstrakcyjnych $wiadczy
0 niestabngcym trendzie w dazeniu do optymalizacji technik rozdzialu substancji. Trend ten wynika
takze z cigglego rozwoju innych technologii, dzigki ktérym mozliwa jest np. automatyzacja analiz.
Przektada si¢ to na uproszczenie i przyspieszenie pracy analityka, w wyniku ktdorej powstata metoda
mikroekstrakeji do fazy statej (MSPE). Korzystanie z badan i dotychczasowej wiedzy z pewnoscia
pomaga w doborze odpowiedniej techniki i warunkow ekstrakc;ji.

Mimo tego, iz metoda ekstrakcji opracowana przez Soxhleta ma ponad 100 lat, nadal badacze
chetnie przystepuja do poréwnywania tej konwencjonalnej metody wzgledem innych, bardziej
nowoczesnych technik. Z powyzszych publikacji wynika, iz metoda USAE jest czesto szybsza
metoda i zuzywajaca mniejszg ilo$¢ substancji niz SE (Oniszczuk i in. 2015; Lopez-Bascon, Luque
de Castro 2020).

Z kolei technika SPE w porownaniu z klasycznymi metodami ekstrakcji ciecz-ciecz
charakteryzuje si¢ zmniejszeniem zuzycia rozpuszczalnikow oraz zminimalizowaniem czasu trwania
zastosowania metody. SPE wykorzystuje si¢ do izolacji i przygotowania probek, gdyz jest to metoda
selektywna, przyjazna dla srodowiska i stosunkowo tania. Technika ta jest bardzo szeroko stosowana
dzieki mozliwosci oczyszczania, zatgzania, derywatyzacji, odsalania i frakcjonowania zwigzkdéw na
klasy (Paiga, Santos, Delerue-Matos 2017; Otles, Kartal 2016).
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Streszczenie

Szacuje si¢, ze w czasie procesu barwienia w przemysle tekstylnym utracone zostaja duze
ilosci produkowanych na §wiecie barwnikow. W rezultacie borykamy si¢ z problemem $ciekdéw
zawierajacych wiele substancji barwiacych, ktore przyczyniaja si¢ do zaktocen w prawidtowym
funkcjonowaniu ekosystemoé6w wodnych. Barwniki powoduja m.in. ograniczenie penetracji §wiatta
stonecznego w zbiornikach wodnych. Wiele barwnikéw tekstylnych ma dziatanie rakotwoércze
i mutagenne. Z tego powodu duzg uwage poswiegca si¢ procesom usuwania ze SciekOw tego typu
toksycznych zwigzkow organicznych. Jednak metody te czesto nie przynosza zadowalajgcych
rezultatow. Duze nadzieje poktada si¢ w zaawansowanych procesach utleniania (Advanced Oxidation
Processes - AOP), w tym w fotokatalizie heterogenicznej. Wickszo$¢ efektywnych fotokatalizatorow
ulega aktywacji pod wptywem promieniowania ultrafioletowego (UV), jednak dazy si¢ do otrzymania
takich materialdow, w obecnosci ktorych fotokatalityczna degradacja barwnikéw begdzie mozliwa do
przeprowadzenia z udzialem S$wiatla widzialnego (Vis). Jednym z powszechnie stosowanych
fotokatalizatorow jest ZrOj. Polprzewodnik ten charakteryzuje si¢ wysoka energia pasma
wzbronionego (Eg), co skutkuje jego aktywnoscia jedynie w obszarze promieniowania
ultrafioletowego. Od dawna podejmowane sa proby zmniejszenia pasma wzbronionego tego tlenku,
co umozliwitoby otrzymanie fotokatalizatora aktywnego w obszarze $wiatla widzialnego (Vis).
Mozliwe jest to poprzez domieszkowanie potprzewodnikdow metalami badZ niemetalami.

1. Wstep

Intensywny rozwo6j przemystu spowodowal, ze obecnie borykamy si¢ z problemami
zanieczyszczonego $rodowiska naturalnego. Czgsto niezamierzone dziatania ludzkos$ci maja
destrukcyjny wplyw na jako$¢ powietrza, gleby oraz wody. Dynamizacja technologiczna
spowodowata, ze do wod trafiaja toksyczne substancje organiczne, w tym barwniki pochodzace
z przemystu tekstylnego. Stanowia one duze zagrozenie dla ludzi, a takze fauny i flory wodnej.
Barwniki organiczne sa zwiazkami stabilnymi chemicznie, ktoére nie ulegaja biodegradacji
w $rodowisku naturalnym. Barwniki tekstylne i inne barwniki przemystowe stanowig jedng
z najwickszych grup zwigzkdéw organicznych, ktore powoduja duze zagrozenie dla $rodowiska.
Okoto 1-20% $wiatowej produkcji barwnikéw jest tracona podczas procesu barwienia po czym trafia
do s$rodowiska (Konstantinou i Albanis 2004). W wyniku tego dochodzi do eutrofizacji wod
i powstawania licznych produktow ubocznych poprzez utlenianie, hydrolize i inne reakcje chemiczne
zachodzace w $ciekach (Konstantinou i Albanis 2004).

Od dawna opracowywane sa rozne technologie oczyszczania $ciekow z barwnikow
przemystowych, gdyz obecnie znane metody sa czgsto nieefektywne oraz czasochtonne. Koagualacja,
wymiana jonowa na syntetycznych zywicach czy adsorpcja na weglu aktywnym powoduja
powstawanie wtornych zanieczyszczen, gdyz zwiazki organiczne przenoszone sa z wody do innej
fazy. Nie mniej jednak bardziej skuteczne wydaja si¢ by¢ tradycyjne procesy utleniania, takie jak
ozonowanie czy chlorowanie, ktére powoduja skuteczne usuwanie niektorych klas barwnikéw (Tang
i An 1995).

Obiecujacg metodg usuwania zanieczyszczen wydaja si¢ by¢ zaawansowane procesy
utleniania (AOP, ang. Advanced Oxidation Processes). Glowng rolg tych procesdéw jest wytwarzanie
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w wodzie rodnika hydroksylowego, ktory stanowi bardzo silny utleniacz powodujacy utlenianie
szerokiej gamy zwiazkdéw organicznych (Daghrir i in. 2013). Zaawansowane procesy utleniania
obejmuja m.in. fotolize i fotokatalizg, w tym fotokatalize heterogeniczng zachodzaca na granicach
faz cialo state/ciecz, ciato state/gaz lub ciecz/gaz (Rauf i Ashraf 2009). Do przeprowadzenia tego typu
procesu niezbedne jest uzycie fotokatalizatora. Wigkszos¢ tlenkdéw stosowanych w procesach
fotokatalitycznych to potprzewodniki, m.in.: ZrO», TiO,, ZnO; czy CeO,. Tlenki te charakteryzujg
si¢ szerokim pasmem wzbronionym (ang. band gap) umiejscowionym pomigdzy pasmem
walencyjnym, a pasmem przewodnictwa potprzewodnika. Ze wzgledu na duzg energi¢ pasma
wzbronionego (Eg), wyrazajaca szeroko$¢ pasma, tlenki te wykazuja wysoka aktywno$¢ w obecnosci
promieniowania ultrafioletowego (UV), jednak niskg w zakresie $wiatla widzialnego (Vis)
(Herrmann 1999). Rozwoj fotokatalizy przy udziale swiatla widzialnego stat si¢ obecnie jednym
z najwazniejszych problemoéw dotyczacych degradacji zwigzkow organicznych.

Celem pracy byla charakterystyka ZrO, jako fotokatalizatora oraz analiza danych
literaturowych wskazujacych na mozliwos$¢ zastosowania tego tlenku w procesach fotokatalitycznych
prowadzonych w obecnosci $wiatta widzialnego (Vis).

2. Opis zagadnienia

ZrO;

Ditlenek cyrkonu (ZrO) jest materiatem szeroko stosowanym w technologii ceramicznej
oraz katalizie heterogenicznej. Pod cis$nieniem atmosferycznym ZrO; wystepuje w 3 postaciach
alotropowych: monoklinicznej (zwanej jednoskos$ng), tetragonalnej oraz kubicznej (sze$ciennej).
Czysty cyrkon w temperaturze pokojowej wystgpuje w formie monoklinicznej. Pod wptywem
ogrzewania do temperatury okoto 1170°C ulega przeksztatceniu w posta¢ tetragonalng. Dalsze
ogrzewanie (powyzej 2370°C) skutkuje wytworzeniem formy kubicznej (Mihai i in. 2014).

Potprzewodnik ten charakteryzuje sie¢ wysoka energia pasma wzbronionego (Eg) w zakresie
od 3.25 do 5.1 eV w zaleznos$ci od metody preparatyki (Botta i in. 1999; Ciuparu i in. 2000; French
i in. 1994). Sposrod wielu wartosci Eg najczestsza i akceptowang warto$cia jest 5.0 eV, z potencjatem
pasma przewodnictwa wynoszagcym —1.0V w poroéwnaniu z NHE (standardowa elektroda wodorowa)
przy pH = 0. Odpowiednio, wartos¢ potencjatu pasma walencyjnego wzgledem NHE wynosi + 4.0
eV. Wzglednie duza warto§¢ Eq i wysoka ujemna warto$¢ potencjalu pasma przewodnictwa
umozliwiaja wykorzystanie ZrO; jako efektywnego fotokatalizatora (Botta i in. 1999). Materiat ten
oprocz whasciwosci katalitycznych wykazuje rowniez wlasciwos$ci adsorpeyjne oraz optyczne, ktore
nie zalezg jedynie od jego struktury fazowej, ale réwniez od struktury krystalicznej i morfologii
(Renuka i in. 2017). ZrO; jako fotokatalizator cechuje si¢ nietoksycznoscia, oboje¢tnoscia chemiczna,
stosunkowo niskim kosztem oraz tatwa dostgpnoscig (Aflaki i Davar 2016). Tlenek ten byt stosowany
w reakcjach fotokatalitycznych w celu fotodegradacji m.in. 4-chlorofenolu, 4-nitrofenolu,
pentanodiolu, a takze utleniania propenu, etanu i CO oraz 2-propanolu do acetonu (Botta i in. 1999).

Materialy na bazie tlenku cyrkonu od lat ciesza si¢ duza popularnoscia w procesach usuwania
barwnikow tekstylnych ze sciekow dzigki zastosowaniu fotokatalizy heterogenicznej. ZrO2 moze by¢
wytwarzany wieloma metodami, m.in.. metoda mechanochemiczng, zol-zel, solwotermalna,
hydrotermalng, mikrofalowa, wspolstracania (Renuka i in. 2017) jak rdéwniez za pomocg chemicznej
syntezy par (Srdi¢ i in. 2000) lub metatezy nieorganicznej (Chen i in. 2006). ZrO, ze wzgledu na
wysoka aktywnos¢ fotokatalityczna w zakresie promieniowania ultrafioletowego (UV) jest uzywany
do fotodegradacji zard6wno zwigzkéw organicznych jak i nieorganicznych (Renuka i in. 2016; Renuka
iin. 2017). Fotokatalityczna degradacja barwnikdw w obecno$ci ZrO2 rozpoczyna si¢ od adsorpcji
czasteczek barwnika przez powierzchniowe grupy hydroksylowe znajdujace si¢ na powierzchni
tlenku. W wyniku absorpcji promieniowania z zakresu UV o energii wigkszej badz rownej energii
pasma wzbronionego (Eg), dochodzi do wzbudzenia tlenku cyrkonu. Nastgpuje przemieszczanie
elektronéw (e) z pasma walencyjnego do pasma przewodnictwa. Rownoczesnie w pasmie
walencyjnym dochodzi do wytworzenia dziur elektronowych (h*). Uformowane pary elektron-dziura
przemieszczaja si¢ na powierzchni¢ ZrO; i reaguja z czasteczkami O, zaadsorbowanymi na
powierzchni tlenku. W konsekwencji tego dochodzi do powstawania rodnikéw hydroksylowych
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("OH) i anionowych rodnikoéw ponadtlenkowych ("O2"). Wytworzone rodniki reaguja z czgsteczkami
barwnika prowadzac do ich degradacji (Aflaki i Davar 2016).

Prowadzenie proceséw fotokatalitycznych w obecnosci UV niesie za sobg duze koszty
zwigzane z wytwarzaniem energii, a takze zagrozenie jakie stwarza dla ludzi ten rodzaj
promieniowania. Dlatego wciaz poszukiwane sg nowe procedury preparatyki i modyfikacji
materialdw w celu uzyskania fotokatalizatoréw aktywnych w zakresie $wiatta widzialnego. Badania
prowadzone sa w kierunku uzyskania ZrO», w ktérego obecnosci bgdzie mozliwa fotokatalityczna
degradacja zwiazkow organicznych przy pomocy powszechnie dostgpnego zrodta energii, ktorym jest
Stonce. Skuteczng metoda do otrzymania ZrO; aktywnego w obszarze S$wiatla Vis jest jego
domieszkowanie metalami badz niemetalami (Sudrajat i in. 2016; Gionco i in. 2015).

3. Przeglad literatury

Istniejg liczne doniesienia na temat skutecznego domieszkowania ZrO, jako alternatywy do
poprawy aktywnos$ci tego tlenku w zakresie $wiatta widzialnego. Domieszkowanie ZrO, moze
skutecznie zmniejszy¢ szeroko$¢ pasma wzbronionego modyfikujac tym samym strukture
polprzewodnika. Dziatanie to inicjuje aktywnosé ZrO, w obecno$ci $wiatta widzialnego (Vis).

Reddy i wspotpracownicy (Reddy i in. 2019a) otrzymali nanoczastki czystego ZrOz i ZrO;
domieszkowanego kobaltem (Co-ZrO,). Domieszkowany tlenek cyrkonu przygotowano poprzez
wymieszanie w wodzie dejonizowanej 0,5% mol ZrCl, - 8H, oraz Co(NO3)3 - 6H20 (prekursor jonow
kobaltu) przy jednoczesnym dodawaniu roztworu amoniaku o pH = 10. Tak przygotowany roztwor
umieszczono w autoklawie i utrzymywano w temperaturze 220°C przez 10 godzin. Otrzymany
proszek przemyto wielokrotnie woda dejonizowana, przesaczono i wysuszono w temperaturze 110°C
po czym dodatkowo ogrzewano w 400°C. W ten sposdb otrzymano probke Co-ZrO,. Podobna
procedure przeprowadzono w przypadku preparatyki czystego ZrO,. W celu zbadania aktywnosci
fotokatalitycznej otrzymanych materiatow w §wietle widzialnym zastosowano oranz metylowy (MO)
stanowigcy modelowe zanieczyszczenie organiczne. Uzywano 20 mg fotokatalizatora i 100 ml
roztworu (C = 10 ppm). Zrodto $wiatta widzialnego stanowila lampa o mocy 150 W (A>400 nm).
Przed wlaczeniem $wiatla stosowano 60 minutowy etap adsorpcji barwnika na fotokatalizatorze. Po
rozpoczeciu naswietlania roztworu co 20 minut pobierano okreslong ilo§é. Pomiaru stezenia MO oraz
rejestracji widm absorpcyjnych dokonywano za pomocg spektrofotometru UV-Vis. Naswietlanie
roztworu prowadzono przez 100 minut. Dodatkowo obliczono szeroko$¢ pasma wzbronionego (Eg)
otrzymanych fotokatalizator6w. Zastosowanie Co-ZrO, spowodowalo zanikanie piku
charakterystycznego dla MO (A=465 nm). Wykazano, ze barwnik zostat calkowicie zdegradowany
w wyniku zniszczenia pierscieni poliaromatycznych w czasteczkach MO.

Badanie aktywnosci fotokatalitycznej wskazalo, ze w obecnosci czystego ZrO» st¢zenie
wodnego roztworu MO uleglto zmniejszeniu jedynie o 3.3% po 100 minutach naswietlania.
Obserwowana degradacja oranzu metylowego jest prawdopodobnie spowodowana adsorpcja
roztworu barwnika na powierzchni materiatu. Szacowana szeroko$¢ pasma wzbronionego dla
czystego ZrO, wynosi 4.95 eV co oznacza, ze nie ulega on fotoaktywacji pod wplywem $wiatta
widzialnego. W przypadku probki Co-ZrO, zaobserwowano degradacj¢ barwnika na poziomie
93.5%. Taki efekt uzyskano dzigki wprowadzeniu w strukture katalizatora jonow Co. Szerokos¢
pasma wzbronionego tego materiatu zmniejszylta si¢ do wartosci 2.12 eV. W celu zbadania Kinetyki
degradacji oranzu metylowego zastosowano roéwnanie Langmuira-Hinshelwooda (reakcja pseudo
pierwszego rzedu). Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze nanoczastki Co-ZrO; (k =
0.020525 min?) wykazywaty wigksza szybko$ci degradacji w pordwnaniu do czystego ZrO, (k =
0.000154 min't).

Fotokatalityczna degradacja MO jest zwigzana ze zdolnoscia do wytwarzania
fotogenerowanych par no$nikéw tadunku oraz silnych czynnikéw utleniajgcych (COH i ‘Oy). Po
ekspozycji w §wietle widzialnym fotokatalizator wytwarza fotowzbudzone no$niki tfadunku (pary
elektronéw e i dziur h*). Tak wigc, aby wytworzy¢ rodnik ponadtlenkowy (‘O2) i rodnik
hydroksylowy ("“OH), elektron (e7), czasteczka tlenu (O2), dziura elektronowa (h*) oraz czgsteczka
wody (H20) reaguja ze soba wzajemnie. Wytworzone silne rodniki ("OH i *O) powodujg degradacje
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oranzu metylenowego do CO; i H,0. Mechanizm ten dziata jedynie w warunkach dostepu $wiatta
(Reddy i in. 2019a).

W innym eksperymencie Reddy i wspolpracownicy (Reddy i in. 2019b) opracowali
fotokatalizator na bazie ZrO, domieszkowany manganem (Mn-ZrO,). Material przygotowano
analogicznie jak to zostalo opisane w (Reddy i in. 2019a), a jako prekursor jonéw manganu
zastosowano Mn(NOs)s-6H.0. Aktywnos¢ fotokatalityczng zarowno czystego ZrO; jak i Mn-ZrO;
zbadano w odniesieniu do oranzu metylowego (MO, C=10 ppm). Testy aktywnosci fotokatalitycznej
przeprowadzono z zastosowaniem §$wiatla widzialnego. Czas na$wietlania roztworu wraz
z fotokatalizatorem wynosit 100 min.

Po tym czasie zaobserwowano 2 % zmniejszenie stezenia MO w obecnos$ci czystego ZrOo,
spowodowane jedynie absorpcja czasteczek barwnika na fotokatalizatorze, poniewaz szeroko$¢
pasma wzbronionego wynosita Eg = 4.96 eV, co §wiadczy o braku aktywnosci katalizatora w obszarze
Vis. Po zastosowaniu Mn-ZrO; zaobserwowano 83.5% degradacj¢ barwnika, a warto$¢ Eg byta rowna
243 eV, wskazujac na aktywno$¢ katalizatora w stosowanym zakresie promieniowania. Stata
szybko$ci degradacji domieszkowanego katalizatora (k= 0.01971 min) byta wyzsza niz ten parametr
dla czystego tlenku cyrkonu (k = 0.000121 min') (Reddy i in. 2019b).

Probe syntezy tlenku cyrkonu domieszkowanego azotem (N-ZrO;) podjeli Sudrajat
i wspolpracownicy (Sudrajat i in. 2016). Pierwszym etapem syntezy bylo wytracenia wodorotlenku
cyrkonu z tlenochlorku cyrkonu. Tlenochlorek cyrkonu rozpuszczono w wodzie stosujac ciagle
mieszanie do roztworu powoli dodawano NaOH az do uzyskania pH = 8. Otrzymany osad
wodorotlenku cyrkonu (Zr(OH)4) odwirowano, kilkakrotnie przemyto woda i w mozdzierzu
agatowym zmieszano z mocznikiem. Zmielong mieszaning suszono w piecu w 100°C przez 24
godziny, a nast¢pnie kalcynowano w piecu muflowym w temperaturze 600°C przez 3 godziny.
Whytworzony krystaliczny N-ZrO; charakteryzowat si¢ jasnozotta barwa. Zsyntetyzowany materiat
przemyto woda, a nastgpnie etanolem i suszono przez 24 godziny w 100°C. Jako odnos$nik
wykorzystano czysty ZrO,. Dodatkowo, zgodnie z opisang procedura, domieszkowany fotokatalizator
otrzymano z zastosowaniem komercyjnego ZrO; (c/ZrOj). Zostal on zmielony z mocznikiem
W mozdzierzu agatowym, kalcynowany, przemyty i wysuszony. Otrzymany material oznaczono jako
N-c/ZrO,. Aktywnos¢ fotokatalityczng oceniono na podstawie stopnia degradacji amarantu (AM)
i blekitu metylenowego (MB) w obszarze $wiatta widzialnego. Zawiesine zawierajacg znane stezenia
barwnika i fotokatalizatora poddano wstegpnie 15 minutowemu dziataniu ultradzwigkéw. Po
przeniesieniu zawiesiny do fotoreaktora stosowano 2 godzinny etap adsorpcji w ciemnosci. Jako
zrodlo $wiatta widzialnego zastosowano $wietlowke o mocy 24W. Srednie natgzenie $wiatla
widzialnego wynosito 16.5 W m2, Test aktywnosci fotokatalitycznej prowadzono w czasie 4 godzin
przy pH = 8. Stezenie MB lub AM wynosito 10 mg L natomiast stezenie fotokatalizatora 1 g L. Po
okreslonym czasie napromieniania zawiesing pobierano i odwirowano. Pomiary absorbancji
wykonywano za pomoca spektrofotometru UV-Vis przy dlugosciach fali A = 664 nm (MB) lub A =
521 nm (AM). Dodatkowo oszacowano szerokos$¢ pasma wzbronionego (Eg) wszystkich uzyskanych
materiatow. Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze aktywno$¢ fotokatalityczna ZrO;
jest wyzsza w porownaniu do ¢/ZrO,. Po 4 godzinnym naswietlaniu w obecnosci czystego tlenku
cyrkonu (ZrO,) zaobserwowano 6% zmniejszenie stezenia wodnego roztworu MB oraz 4% AM.
W przypadku komercyjnego ZrO; (c/ZrO) wartosci te wyniosty odpowiednio ~4% (AM) i ~3%
(MB). Moze to wynika¢ z réznicy w energii pasma wzbronionego. Wartos¢ ta dla czystego ZrO;
wynosita 4.8 eV, natomiast dla c¢/ZrO; 5.16 eV. Ponadto N-c/ZrO, wykazywal nizsza aktywnos$¢
fotokatalityczng niz N-ZrO,. Zaobserwowano degradacj¢ MB na poziomie ~52% (N-ZrO,) i ~28%
(N-c/ZrO;). W przypadku drugiego barwnika (AM) warto$ci te wynosily odpowiednio ~30% (N-
Zr0z) i ~10% (N-c/ZrO3). Nizsza aktywnos$¢ N-c/ZrO; moze by¢ spowodowana nieefektywnym
wigczeniem N do sieci ZrO,. Dodatkowo domieszki w postaci N mogag znajdowaé si¢ tylko na
powierzchni fotokatalizatora. Porownujagc wyniki fotorozkltadu amarantu (AM) i biekitu
metylenowego (MB) wida¢ wyraznie, ze AM jest bardziej oporny na fotodegradacje. Moze to
wynika¢ z faktu, iz ma on bardziej zlozong strukture w porownaniu do MB. Po drugie, grupy
sulfonowe AM moga zmniejsza¢ gestos¢ elektronowa struktury aromatycznej. To sprawia, ze ten
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fragment czasteczki jest mniej podatny na elektrofilowy atak rodnika hydroksylowego (Sudrajat i in.
2016).

Celem badan prowadzonych przez Agorku i wspotautorow (Agorku i in. 2015) bylo
otrzymanie ZrO; wspotdomieszkowanego Eu, C, N i S metoda wspoéistracania. Uzyskanie wysoko
wydajnego fotokatalizatora zoptymalizowano poprzez zmiang ilo$ci Eu. Fotokatalizator wytworzono
przez dodanie Zr(NOs)4 (1 mmol) do 0,1 mol Lt HNOs. Do uzyskanej mieszaniny dodano polietylen
i mieszano przez 30 minut. Do mieszaniny dodano okreslone ilosci Eu(NO3)s-6H20, otrzymujac trzy
materiaty, w ktorych zawartos¢ Eu wynosita 0.3%, 0.6% i 1%. Nast¢pnie do mieszaniny reakcyjnej
wprowadzono tiomocznik jako zrodto C, N i S i mieszano przez 2 godziny. Powstatg mieszaning
suszono w piecu w temperaturze 100°C przez 12 godzin w atmosferze powietrza a nastgpnie
kalcynowano w 500°C przez 2 godziny. Uzyskano 3 materiaty, ktore oznaczono: Eu(0.3%),C,N,S-
Zr0O,, Eu(0.6%),C,N,S-ZrO; i Eu(1%),C,N,S-ZrO,. Nastepnie w podobny sposéb przygotowano
katalizator domieszkowany jedynie C, N, S bez dodatku Eu(NO3)3-6H20, oznaczony jako C,N,S-
ZrO;. Aktywno$¢ fotokatalityczng materialdw oceniano na podstawie stopnia degradacji
indygokarminu (C= 20 mg L). Stosowano 100 mg fotokatalizatora i 100 ml wodnego roztworu
barwnika. Jako zrédlo $wiatta stosowano lampe ksenonowa z filtrem UV, co zapewnialo wiazke
$wiatta o dhlugosci fali A > 420 nm. Naswietlanie prowadzono przez 150 min. W okreslonych
odstepach czasu pobierano probki roztworu i przesaczano przez filtr membranowy. Stezenie
pozostatej w roztworze indygokarminy okreslono za pomoca spektrofotometru przy dlugosci fali A =
610 nm. Zastosowanie metody UV-Vis/DRS umozliwito wyznaczenie szeroko$ci pasma
wzbronionego (Eg) otrzymanych materiatow. Dla czystego ZrO, warto$¢ ta wynosita 5.77 eV
natomiast dla C,N,S-ZrO 3.01 eV, co wskazuje, ze w wyniku domieszkowania tlenku cyrkonu C, N
i S zaobserwowano znaczne zwezenie szerokosci pasma wzbronionego. W przypadku materiatdow
Eu(0.3%),C,N,S-ZrO,, Eu(0.6%),C,N,S-ZrO, i Eu(1%),C,N,S-ZrO, wartosci te wynosity
odpowiednio 2.94, 299 i 291 eV. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze
fotokatalizatory wspotdomieszkowane (Eu, C, N, S) wykazywaly lepsze wtasciwosci fotokatalityczne
w poréownaniu do komercyjnego ZrO,. Wraz z wydhuzeniem czasu naswietlania zaobserwowano
zmniejszanie pasm absorpcji przy 2=610 nm, co potwierdzito degradacje barwnika w obecno$ci
fotokatalizatoroéw. Po 150 minutach degradacja barwnika przy zastosowaniu C,N,S-ZrO; wynosita
54,1%. Calkowitg fotodegradacje zaobserwowano w obecnosci Eu(0.6%),C,N,S-ZrO,. Dla
katalizatoréw Eu(0.3%),C,N,S-ZrOi Eu(1%),C,N,S-ZrO, degradacja byta na poziomie odpowiednio
83.4164.5% (Agorku i in. 2015).

4. Podsumowanie

Liczne badania wskazuja, ze domieszkowanie badZ wspotdomieszkowanie potprzewodnika
metalem badZ niemetalem moze doprowadzi¢ do uzyskania wysoce wydajnego fotokatalizatora,
ktorego aktywacja nastgpuje w obecnosdci $wiatta widzialnego. Wprowadzenie odpowiedniej
domieszki w strukture ZrO, umozliwia zwezenie pasma wzbronionego (Eg) potprzewodnika, co
powoduje przesuniecie krawedzi adsorpcji w kierunku fal o wyzszej dtugo$ci. Dzialanie to inicjuje
mozliwos¢ efektywnej fotokatalitycznej degradacji zwiazkow organicznych, w tym toksycznych
barwnikdéw, pod wptywem S$wiatta widzialnego (Vis). Zastosowanie fotokatalizy heterogeniczne;j
umozliwia wydajna degradacj¢ zanieczyszczen, nie powodujac jednoczes$nie generowania
niebezpiecznych produktow wtornych, co jest czgstym zjawiskiem przy zastosowaniu innych metod.
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Streszczenie

Fotokataliza heterogeniczna jest jedng ze skutecznych metod prowadzacych do degradacji
toksycznych zwigzkoéw organicznych. Powszechnie stosowanym fotokatalizatorem jest ditlenek
tytanu. Potprzewodnik ten charakteryzuje si¢ wysoka energia pasma wzbronionego, przez co
wykazuje wysoka aktywnos¢ jedynie pod wptywem promieniowania UV. Modyfikacja TiO» poprzez
wprowadzenie w jego struktur¢ odpowiedniej domieszki powoduje zwezenie pasma wzbronionego,
a tym samym indukuje jego aktywno$¢ fotokatalityczng w obszarze §wiatta widzialnego (Vis). Jako
domieszki najczgsciej stosowane sg jony metali lub niemetali. Mozliwe jest takze potaczenie ditlenku
tytanu z innym polprzewodnikiem charakteryzujagcym si¢ nizsza energia pasma wzbronionego.
Dziatania te majg na celu otrzymanie wysokowydajnych fotokatalizatoréw na bazie TiO;
umozliwiajacych catkowitg degradacje trudno biodegradowalnych zwigzkoéw zanieczyszczajacych
wodg przy wykorzystaniu §wiatla stonecznego stanowigcego odnawialne zrodto energii.

1. Wstep

Istnieje wiele metod oczyszczania wod z zanieczyszczen. Od wielu lat intensywna uwaga
naukowcow skierowana jest na procesy fotokatalityczne. O mozliwosciach ich skutecznego
zastosowania $wiadczy imponujaca liczba publikacji dotyczaca w szczegolnosci fotokatalizy
heterogenicznej. Proces ten zachodzi miedzy fazg gazowa lub ciekla a statym fotokatalizatorem. Ten
rodzaj fotokatalizy obejmuje szerokie spektrum reakcji chemicznych, w tym: utlenianie, osadzanie
metali, odwodornienie, usuwanie zanieczyszczen oraz detoksykacje wody (Herrmann 1999). Gléwna
zaleta tego procesu jest fakt, iz fotokataliza heterogeniczna umozliwia utlenianie szkodliwych
zwigzkow chemicznych do COz i H2O oraz jondéw nieorganicznych, ktore sa nieszkodliwe dla
srodowiska (Ozog 2015; Mills i in. 1993). Klasyczna fotokataliza heterogeniczna przebiega w 5
etapach. Proces ten rozpoczyna si¢ od przeniesienia reagentow na powierzchni¢ fotokatalizatora.
Nastepnie zachodzi etap adsorpcji co najmniej jednego z reagentéw. Kolejna faza to wlasciwa rekcja
fotokatalityczna. Nastepnie powstate produkty sg desorbowane, a w ostatnim etapie usuwane
Z przestrzeni mi¢dzyfazowej. Jedyna rdéznica w poréwnaniu z konwencjonalng katalizg jest sposob
aktywacji katalizatora, w ktérym aktywacja termiczna jest zastgpiona aktywacja za pomocg kwantu
promieniowania elektromagnetycznego (Herrmann 1999). Gdy katalizator polprzewodnikowy
w formie tlenku lub siarczku (TiO2, ZnO, ZrO,, CeO,, ZnS, CdS) jest o$wietlany fotonami, ktérych
energia jest rowna lub wigksza niz energia pasma wzbronionego poétprzewodnika, dochodzi do
absorpcji tych fotonéw i tworzenia par elektron (e”) / dziura (h*), ktore nastgpnie dysocjuja na
fotoelektrony w pasmie przewodnictwa oraz fotodziury w pasmie walencyjnym. Jednoczes$nie
w obecnosci fazy cieklej lub gazowej zachodzi spontaniczna adsorpcja na powierzchni
fotokatalizatora. Zgodnie z potencjatem redoks kazdego adsorbatu dochodzi do przeniesienia
elektronu w kierunku czastek akceptorowych, podczas gdy dodatnio naladowane fotodziury sa
transportowane do czgstek donorowych (Herrmann 1999; Mills i in. 1993).

W przypadku fotokatalizy heterogenicznej prowadzonej w obecno$ci $wiatla widzialnego
(Vis) wyrodznia si¢ fotokataliz¢ sensybilizowana, w ktorej degradacji ulega barwnik petnigcy
jednoczesnie role sensybilizatora. Pod wplywem $wiatta widzialnego dochodzi do absorpcji §wiatta
przez czasteczki barwnika zaadsorbowane na powierzchni fotokatalizatora. Pod wptywem absorpcji
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promieniowania nastgpuje wzbudzenie czasteczek barwnika i przeniesienia elektronu pochodzgcego
od barwnika do pasma przewodnictwa fotokatalizatora. Jednocze$nie z czgsteczki barwnika tworzony
jest kationorodnik B™, ktory uczestniczy w reakcjach prowadzacych do pelnej mineralizacji
degradowanego barwnika- sensybilizatora (Rajeshwar i in. 2008; Konstantinou i Albanis).

2. Opis zagadnienia

Jednym z najczesciej stosowanych fotokatalizatorow jest TiO,. Umozliwia on usuwanie ze
SciekoOw zwigzkow organicznych, ktore stanowig zagrozenie dla wielu organizméw wodnych.
Ditlenek tytanu oprécz zastosowan w procesach fotokatalitycznych jest rowniez powszechnie
uzywany w przemys$le kosmetycznym, medycznym oraz malarskim. Czysty TiO» nalezy do grupy
polprzewodnikow typy ,.n”, ktére posiadaja wigksza liczbe elektrondéw w pasmie przewodnictwa
W poréwnaniu z liczbg dziur w pasmie walencyjnym.

Wyrdznia si¢ 3 formy krystaliczne TiOy: anataz, rutyl i brukit. Charakteryzuja si¢ one takim
samym polozeniem pasma walencyjnego, natomiast roznice dotyczag pasma przewodnictwa.
Szeroko$¢ pasma wzbronionego anatazu, rutylu i brukitu wynosi odpowiednio 3.2 eV; 3.0 eV i 3.02
eV (Bettinelli i in. 2007; Daghrir i in. 2013). W trakcie syntezy TiO, najpierw powstaje forma
amorficzna, ktéra stopniowo pod wplywem wygrzewania zmienia si¢ w form¢ anatazu.
W temperaturze okoto 600°C powstaje rutyl. Za najbardziej aktywna fotokatalitycznie odmiang
krystaliczng TiO, uwaza si¢ anataz, jednak kompozyty sktadajace si¢ zardbwno z anatazu jak i rutylu
wykazuja znacznie wyzsza aktywno$¢ fotokatalityczng w poréwnaniu do form indywidualnych (Ozog
2015).

Fotowzbudzenie ditlenku tytanu rozpoczyna si¢ W chwili, gdy energia stoneczna dociera do
jego powierzchni. W wyniku absorpcji promieniowania dochodzi do wybijania elektronow, ktore
wraz z czasteczkami tlenu tworzg anionorodnik ponadtlenkowy O Nastepnie dodatnio natadowana
powierzchnia TiO; pobiera elektrony znajdujace si¢ w wodzie wystepujacej w otoczeniu (fotokataliza
w fazie cieklej lub gazowej), w wyniku czego dochodzi do wytworzenia rodnikéw hydroksylowych
*OH. Proces ten stosowany jest do degradacji zanieczyszczen, poniewaz reaktywne formy tlenu (O™
i "OH) powoduja ich utlenianie do CO- i H,O (Kosmala i Szymanska 2016).

TiO; wykazuje wysoka aktywno$¢ w obecno$ci promieniowania UV. Oznacza to, ze moze
pochtaniaé $wiatlo o dtugosci fali A < 387 nm, CO zwigzane jest z szerokoScig jego przerwy
energetycznej (Zaleska 2008). Sztuczne zrodla §wiatla wytwarzajace promieniowanie ultrafioletowe
generuja wysokie koszty, dlatego konieczne jest przesunigcie krawedzi absorpcji TiO2 w Kierunku
swiatla widzialnego 0 dlugosci fali A > 400 nm (Zaleska 2008). Otrzymanie fotokatalizatora
dziatajacego efektywnie w zakresie $wiatta widzialnego (Vis) jest duzym wyzwaniem. Efekt taki
mozna uzyska¢ dzigki domieszkowaniu ditlenku tytanu. Jako domieszki stosuje si¢ najczesciej
niemetale, metale przej$ciowe lub jony metali alkalicznych (Oz6g 2015). W celu zwgzenia szerokosci
pasma wzbronionego TiO; mozliwe jest rowniez domieszkowanie ditlenku tytanu innym
polprzewodnikiem, charakteryzujacym si¢ nizsza energia pasma wzbronionego (Hirai i in. 2001) lub
potaczenie go z innym tlenkiem np. SiO. lub Al,O3z (Anderson i Bard 1997). Istnieje wiele metod
domieszkowania TiO, jednak do najpopularniejszych nalezg: metoda zol-zel, hydroliza termiczna,
metoda hydrotermalna oraz mechanochemiczna synteza z wykorzystaniem wysokoenergetycznych
milynéw planetarnych. Domieszkowanie przyczynia si¢ do tworzenia nowych stanow
energetycznych, zwezenia szerokosci przerwy energetycznej TiO» oraz przesunigcia krawedzi
absorpcji tlenku w kierunku wyzszych dlugosci fal (A > 400 nm). Dziatania te indukujg aktywno$é
TiO2 w obszarze $wiatta widzialnego (Zaleska 2008). Domieszkowanie TiO, w celu uzyskania
wysokowydajnych fotokatalizatoréw zostato szeroko opisane w literaturze.

3. Przeglad literatury

Kerkez i Boz (Kerkez i Boz 2016) przygotowali fotokatalizatory na bazie TiO,
domieszkowane srebrem. W tym celu rozpuscili w etanolu odpowiednig ilo$¢ izopropanolanu tytanu.
Roztwor mieszano przez 1 godzing, a nastgpnie wkroplono do niego wodny roztwor kwasu octowego.
Dziatanie to miato na celu wymuszenie hydrolizy prekursora TiO. Nastgpnie roztwor ogrzewano
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temperaturze 80°C przez 1 godzine i pozostawiono w temperaturze pokojowej na 24 godziny.
Otrzymane nanoczastki TiO; przefiltrowano, przemyto woda destylowang i suszono w temperaturze
120°C przez 2 godziny. Dodatkowo przeprowadzono kalcynacje w atmosferze powietrza w 550°C
przez 5 godzin. Otrzymany TiO2 impregnowano jonami Ag*. Jako prekursor jonéw srebra
zastosowano wodny roztwér AgNOs o réznych stezeniach. Po impregnacji otrzymane materiaty
suszono w temperaturze 120°C przez 1 godzing oraz kalcynowano (1 godz.) w atmosferze powietrza
w 350°C. Otrzymano nast¢pujgce probki: C1-Ag,O/TiO, (Ag/Ti=0.05/100), C2-Ag.0/TiO;
(Ag/Ti=0.10/100) oraz C3-Ag.O/TiO. (Ag/Ti=0.50/100). Aktywnos$¢ fotokatalityczng probek
oceniono na podstawie stopnia degradacji btekitu metylenowego (C = 5; 10; 15; 20 ppm). Po
przeprowadzeniu dwugodzinnego etapu adsorpcji wykonano pomiar stezenia barwnika dla czasu
zerowego i rozpoczeto naswietlanie. Zrodlo §wiatta widzialnego (Vis) stanowita lampa emitujaca
$wiatlo o dtugosci fali Amax= 530 nm. Na podstawie uzyskanych wynikéw zaobserwowano, ze czysty
TiO, wykazywal najnizsza aktywno$¢ fotokatalityczng. Efektywno$¢ degradacji biekitu
metylenowego wzrastala wraz ze wzrostem zawartosci domieszki. Stwierdzono réwniez, ze
efektywnos$¢ rozkladu barwnika zmniejszyta si¢ wraz ze wzrostem wyjsciowego stezenia biekitu
metylenowego. Mogto by¢ to spowodowane mniejsza adsorpcja barwnika na fotokatalizatorze, co
spowodowato zwigkszenie ilosci czasteczek bigkitu metylenowego w roztworze, w zwigzku z czym
absorpcja fotonow przez fotokatalizator byla utrudniona. Zmniejszenie si¢ ilosci fotonow
docierajacych do powierzchni fotokatalizatora spowodowato spadek wydajnosci degradacji barwnika
(Kerkez i Boz 2016).

Probe otrzymania fotokatalizatorow aktywnych w obecnosci $wiatta widzialnego podjat Ali
oraz wspolpracownicy (Ali i in. 2017). Przygotowali oni fotokatalizatory na bazie TiO;
domieszkowane zelazem. Fotokatalizatory zostaly otrzymane za pomoca metody zol-zel.
Odpowiednig ilo§¢ azotanu zelaza rozpuszczono w wodzie dejonizowanej z dodatkiem lodowatego
kwasu octowego. Nastepnie tetraizopropanolan tytanu zmieszano z etanolem stosujac ciagle
mieszanie. Jeden roztwor dodano kroplami do drugiego i energicznie mieszano. Otrzymany zol
mieszano przez 2 godziny a nastepnie poddano starzeniu przez 48 godzin w temperaturze 25°C.
Powstaty osad przefiltrowano i przemyto kilkakrotnie etanolem oraz woda destylowang. Nastepnie
przeprowadzono 12-sto godzinne suszenie w temperaturze 100°C oraz etap kalcynacji w temperaturze
400°C przez 4 godziny. Stezenie Fe w materiatach wynosito od 3 do 10% molowych. Aktywno$¢
fotokatalityczng materiatow w $wietle widzialnym oszacowano na podstawie stopnia degradacji
blekitu metylenowego. Jako zrodto $wiatta widzialnego zastosowano lampe halogenowg. Najlepsze
wyniki rozktadu biekitu metylenowego zaobserwowano dla probki 0 zawartosci jonow Fe 3%. Po 90
minutach naswietlania $§wiattem widzialnym fotodegradacji uleglo az 75% barwnika.
Zaobserwowano, ze przy wyzszej zawartosci domieszki dochodzito do nadmiernego jej gromadzenia
na powierzchni fotokatalizatora. Powodowato to zmniejszenie glebokosci penetracji §wiatta oraz
redukcj¢ ilosci miejsc aktywnych na fotokatalizatorze. Tylko odpowiednia ilo§¢ domieszki moze
poprawi¢ wlasciwosci fotokatalityczne TiO, w obszarze $wiatla widzialnego (Ali i in. 2017).

Aguiral 1 wspotpracownicy (Aguiral i in. 2013) przeprowadzili synteze¢ TiO>
domieszkowanego jonami Cu. W tym celu zastosowano metod¢ niskotemperaturowej hydrolizy. Jako
prekursor TiO; zastosowano n-butanolanu tytanu natomiast roézne ilosci CuCly-H20 stanowity zrodto
jondéw Cu. Otrzymano 3 fotokatalizatory o réznej zawartosci Cu: 2.5%; 5.0% oraz 7.5%. Materiaty
poddano kalcynacji w atmosferze powietrza przez 1 godzing w temperaturze 450°C. Probe kontrolng
stanowil czysty TiO; bez dodatku Cu. Aktywnos$¢ fotokatalityczng otrzymanych materiatow
oszacowano na podstawie stopnia degradacji blekitu metylenowego o stezeniu poczatkowym C =
0.056 g L. Zrodlem $wiatta widzialnego byta lampa LED. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze aktywnos¢ fotokatalityczna domieszkowanego TiO2 byla okoto 10% wigksza
W poréwnaniu z aktywnoscia czystego TiO,. Wzrost zawartosci domieszki Cu spowodowat wzrost
absorpcji w rejonie $wiatta widzialnego (Aguiral i in. 2013).

Zhang wraz ze spotpracownikami (Zhang i in. 2007) podjeli probe domieszkowania ditlenku

tytanu siarka stosujac metod¢ mechanochemiczng. TiO, zmieszano z siarkg (10% wagowych)
i umieszczono w naczynku z siedmioma kulkami mielgcymi. Mieszaning mielono w planetarnym
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miynie kulowym z szybko$cig 700 obr./min przez 20, 60, 120 oraz 240 min. Uzyskane materialy
kalcynowano w atmosferze argonu przez 60 minut w temperaturze 400°C. Aktywno$é
fotokatalityczng zbadano na podstawie stopnia utlenienia tlenku azotu (NO). Mieszaning powietrza
i NO doprowadzano do reaktora z szybkoscig przeptywu réwng 200 cm® min. Zrédlo $wiatla
widzialnego stanowita wysokoci$nieniowa lampa rteciowa. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzono, ze niedomieszkowany TiO, wykazywatl niskg aktywno$¢ fotokatalityczng w $wietle
widzialnym A > 510 nm. Domieszkowany siarka TiO otrzymany w wyniku mielenia w czasie 20
minut spowodowat ~20% rozktadu NO. Wydajnos¢ degradacji NO w obecnosci fotokatalizatora
domieszkowanego siarka, poddanego 120-minutowemu mieleniu byta dwukrotnie wyzsza i wyniosta
okoto 40% (Zhang i in. 2007).

Probe domieszkowania TiO2 za pomoca C i N podjat Chen wraz ze wspotpracownikami
(Chen i in. 2007). Materialy o potencjalnej aktywnosci fotokatalitycznej przygotowano metoda zol-
zel. TiO2 domieszkowany C oznaczono jako C-TiO; natomiast N jako N-TiO,. Przeprowadzono
réwniez roéwnoczesne wspotdomieszkowanie TiO, C i N (C-N-TiOy). Jako prekursory ditlenku
tytanu, wegla 1 azotu zastosowano odpowiednio: tytanian n-butylu, wodorotlenek
tetrabutyloamoniowy oraz mocznik. Fotokatalizator C-N-TiO, otrzymano poprzez dodanie tytanianu
n-butylu do wodnego roztworu wodorotleneku tetrabutyloamoniowego i mocznika. Roztwor
mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej aby umozliwi¢ hydroliz¢ tytanianu n-butylu.
W celu odparowania wody i alkoholu przeprowadzono etap suszenia w temperaturze 100°C przez 8
godzin. Powstaly kserozel kalcynowano przez 1 godzing w atmosferze powietrza w temperaturze
400 i 500°C. Probki C-TiO; i N-TiO; przygotowano w analogiczny sposob. Aktywno$é
fotokatalizatorow badano na podstawie stopnia degradacji biekitu metylenowego. Zrodto $wiatta
widzialnego stanowita lampa ksenonowa emitujgca promieniowanie w zakresie A od 420 do 700 nm.
Wszystkie domieszkowane materiaty wykazywaly wyzsza aktywno§¢ w pordwnaniu do czystego
TiOg, ktory powodowat degradacje barwnika na poziomie 26% w przypadku tlenku kalcynowanego
w temperaturze 400°C i 21% dla TiO- kalcynowanego w 500°C. Najwyzsza aktywnoscia odznaczat
si¢ TiO2 domieszkowany jednocze$nie C i N (C-N-TiO) oraz kalcynowany w temperaturze 400°C.
Po 7 godzinach naswietlania roztworu zaobserwowano 90% degradacj¢ barwnika. Fotokatalizator
0 tym samym sktadzie, jednak kalcynowany w 500°C powodowat degradacj¢ bigkitu metylenowego
na poziomie 69%. Najnizsza efektywno$¢ rozktadu biekitu metylenowego zaobserwowano
w przypadku probek domieszkowanych azotem (N-TiO,). Dla materiatu N-TiO, kalcynowanego
w 400°C zaobserwowano degradacj¢ barwnika na poziomie 61%, natomiast kalcynacja w 500°C
spowodowata 45% degradacje bickitu metylenowego. Jednoczesne domieszkowanie TiO, weglem
i azotem umozliwia uzyskanie fotokatalizatora, ktory zapewnia efektywng degradacje barwnika
W obecnosci $wiatla widzialnego. Stwierdzono rowniez, ze proces kalcynacji nie wptynat korzystnie
na zwigkszenie aktywnosci fotokatalitycznej kompozytow na bazie TiO, (Chen i in. 2007).

Fotokataliztory na bazie TiO, domieszkowane innym potprzewodnikiem (CdS) otrzymali
Wu i wspolpracownicy (Wu i in. 2006). Zastosowano metode solwotermalng, w ktorej zrodtem tytanu
byl tetraizopropanolan tytanu. Prekursorami siarczku kadmu byly wodne roztwory Cd(NOs)2
i (NH4)2S o roznych stezeniach. Otrzymano 3 materialy o rdznej zawartosci CdS. Jako medium
rozpraszajace zastosowano cykloheksan oraz 1-heksanol, natomiast Triton X-100 postuzyt jako
srodek powierzchniowo czynny. Na wstepie przygotowano roztwory Cd(NOs)z i (NHi).S o
odpowiednich ste¢zeniach. Otrzymane roztwory dodano do roztworu tetraizopropanolanu tytanu i tak
przygotowang mieszaning mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
uktad umieszczano w autoklawie stalowym i przedmuchiwano strumieniem argon w celu usuniecia
powietrza. Probki ogrzewano w 200°C przez 12 godzin, nastepnie odwirowano i przemyto mieszaning
etanolu i wody. Otrzymane materiaty zawieraly r6zna zawarto$¢ siarczku kadmu: S1 (1% CdS), S2
(3% CdS) i S3 (5% CdS). Czyste TiO; i CdS otrzymano zgodnie z ta samg procedurg. Aktywnosé
fotokatalityczng materialow badano w odniesieniu do biekitu metylenowego. Zrodto $wiatla
stanowita lampa halogenowa emitujaca promieniowanie o dlugosci fali A > 400 nm. Przed
rozpoczeciem whasciwego etapu fotokatalizy przeprowadzano czterdziestominutowy etap adsorpcji.
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze domieszkowanie TiO, siarczkiem kadmu
umozliwia otrzymanie fotokatalizatoréw aktywnych w obszarze §wiatla widzialnego. W przypadku
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czystego TiO; nie zaobserwowano zmiany stezenia bigkitu metylenowego. Podobne rezultaty
uzyskano dla czystego CdS. Najwyzsza aktywnoscig fotokatalityczng odznaczaty si¢ materiaty, ktore
zawieraty 3 1 5% CdS. Po 60 minutach na$wietlania roztworu w obecnosci tych fotokatalizatorow
degradacji uleglo okoto 80 % barwnika. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem procentowej
zawartosci CdS w materiale efektywnos¢ rozktadu barwnika w $wietle widzialnym zwigkszata si¢
(Wu i in. 2006).

4, Podsumowanie

Zastosowanie fotokatalizy heterogenicznej przy uzyciu materiatdéw polprzewodnikowych
umozliwia skuteczng degradacje toksycznych zwiazkow organicznych zawartych w wodzie. Metoda
ta jest przyjazna Srodowisku, gdyz nie powoduje powstawania produktow ubocznych. Wazne jest
uzyskanie fotokatalizatora, ktory wykazuje aktywno$¢ w obecnosci $wiatta widzialnego. Jest to
istotne z punktu widzenia ekonomii, gdyz nie powoduje generowania dodatkowych kosztow
zwigzanych z wytwarzaniem energii. Taki efekt mozna uzyskaé dzigki wprowadzeniu w strukture
TiO2 odpowiedniej domieszki. Duza role w syntezie takich fotokatalizatorow odgrywa odpowiednia
zawartos¢ domieszki, jak rowniez etap kalcynacji.

5. Literatura

Aguilar T, Navas J, Alcantara R i in. (2013) A route for the synthesis of Cu-doped TiO2
nanoparticles with a very low band gap. Chemical Physics Letters 571: 49-53.

Ali T, Tripathi P, Azam A i in. (2017) Photocatalytic performance of Fe-doped TiO2 nanoparticles
under visible-light irradiation. Materials Research Express4(1): 015022.

Anderson C, Bard AJ (1997) Improved photocatalytic activity and characterization of mixed
TiO2/Si02 and TiO2/Al203 materials. The Journal of Physical Chemistry B 101(14): 2611-
2616.

Bettinelli M, Dallacasa V, Falcomer D i in. (2007) Photocatalytic activity of TiO2 doped with boron
and vanadium. Journal of hazardous materials 146: 529-534.

Chen D, Jiang Z, Geng J i in. (2007) Carbon and nitrogen co-doped TiO2 with enhanced visible-
light photocatalytic activity. Industrial & engineering chemistry research 46(9): 2741-2746.

Daghrir R, Drogui P, Robert D (2013) Modified TiO2 for environmental photocatalytic
applications: a review. Industrial & Engineering Chemistry Research 52(10): 3581-3599.

Herrmann JM (1999) Heterogeneous photocatalysis: fundamentals and applications to the removal
of various types of aqueous pollutants. Catalysis Today 53: 115-129.

Hirai T, Suzuki K, Komasawa | (2001) Preparation and photocatalytic properties of composite CdS
nanoparticles-titanium dioxide particles. Journal of Colloid and Interface Science 244(2): 262-
265.

Kerkez O, Boz I (2015) Photodegradation of Methylene Blue with Ag20/TiO2 under Visible Light:
Operational Parameters. Chemical Engineering Communications 202: 534-541.

Konstantinou KI, Albanis AT (2004) TiO2-assisted photocatalytic degradation of azo dyes in
aqueous solution: kinetic and mechanistic investigations. A review. Applied Catalysis B:
Environmental 49: 1-14.

Kosmala K, Szymanska R (2016) Nanoczastki tlenku tytanu (IV). Otrzymywanie, wlasciwosci i
zastosowanie. Kosmos problemy nauk biologicznych, 65(2): 235-245.

Mills A, Davies RH, Worsley D (1993) Water purification by semiconductor
photocatalysis. Chemical Society Reviews 22(6): 417-425.

0z6g S (2015) Fotokatalityczna degradacja herbicydoéw: nowe katalizatory na bazie
TiO2. Wiadomosci Chemiczne 69(7-8).

Rajeshwar K, Osugi ME, Chanmanee W i in. (2008) Heterogeneous photocatalytic treatment of
organic dyes in air and aqueous media. Journal of photochemistry and photobiology C:
photochemistry reviews 9(4): 171-192.

72|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Wu L, Yu JC, Fu X (2006) Characterization and photocatalytic mechanism of nanosized CdS
coupled TiO2 nanocrystals under visible light irradiation. Journal of Molecular Catalysis A:
Chemical 244(1-2): 25-32.

Zaleska A (2008) Doped-TiO2: A review. Recent Patents on Engineering, 2(3): 157-164.

Zhang Q, Wang J, Yin Sii in. (2004) Synthesis of a visible-light active TiO2-xSx photocatalyst by
means of mechanochemical doping. Journal of the American Ceramic Society 87: 1161-1163.

73|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 11

12. Antybakteryjne dzialanie kwasu hialuronowego
Antibacterial activity of hyaluronic acid
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Streszczenie

Opracowanie technologii produkcji nanokompozytdéw na bazie naturalnych polimeréw budzi
duze zainteresowanie naukowcow ze wzgledu szereg wartoSciowych wiasciwosei tych zwigzkow,
prosta ekstrakcje, niezwykla tatwos¢ modyfikacji z mozliwoscia jednoczesnego sprawowania
kontroli nad jako$cia wytwarzanego produktu oraz jego cenne wlasciwosci biologiczne. Kwas
hialuronowy (HA) jest liniowym polisacharydem, bedacym skladnikiem zewnatrzkomorkowe;j
matrycy tkanki tacznej ssakow. Obecnie HA jest szeroko stosowany ze wzgledu na swoje unikalne
cechy, z ktorych najwazniejsze to biokompatybilno$é, nietoksycznos$¢, wilasciwosci lecznicze.
Ponadto mozna go przygotowac¢ w réznych postaciach, takich jak hydrozel, widkna lub rusztowanie.
Ponizszy przeglad przedstawia naj§wiezsze doniesienia literaturowe w dziedzinie medycyny,
dotyczace charakterystyki roznego rodzaju uktadow zawierajacych kwas hialuronowy z naciskiem na
jego wiasciwosci antybakteryjne.

1. Wstep

Zanieczyszczenia bakteryjne stanowig kluczowy problemem podczas stosowania implantéw
medycznych. Sa one, bowiem, preferencyjnymi miejscami adhezji wickszej liczby bakterii,
prowadzac do infekcji. Wptywa to niekorzystnie na zdrowie iuktad odpornosciowy pacjentow,
jednoczesnie zwickszaja si¢ koszty leczenia. Konsekwencjg adhezji bakterii jest tworzenie si¢
biofilmu, ktéory mozna zdefiniowa¢ jako zbiorowisko réznych mikroorganizméw osadzonych na
powierzchni matrycy. Rola biofilmu jest m.in. ochrona bakterii przed dziataniem antybiotykow
i toksyn (Valverde i in. 2019).

Dlatego tez, w preparatyce implantow, nalezy wzia¢ pod uwage warunki, ktore sprzyjaja
przytaczaniu si¢ drobnoustrojow do ich powierzchni. Stad, modyfikacja materiatéw implantacyjnych
polega gtéwnie na wprowadzeniu dodatkowych substancji chemicznych majacym na celu zmiang
rozktadu sit, takich jak: oddzialywania elektrostatyczne, sity van der Waalsa i hydrofobowe, lub
modulacje topografii powierzchni. Chropowato$¢ na poziomie mikro- i nanometrow umozliwia
kontrolowanie kumulacji bakterii, zapobiegajac ich adhezji bezposrednio po implantacji (Ivanovai in.
2012).

Kwas hialuronowy (HA) sktada si¢ z kwasu glukuronowego i N-acetylo-glukozaminy. HA
jest hydrofilowy, biokompatybilny i biodegradowalny oraz natadowany ujemnie w szerokim zakresie
pH (pKa 3-4) (Mero i in. 2014), co umozliwia jego zastosowanie jako polianionu.

Niniejszy przeglad ma na celu szersze spojrzenie na kwas hialuronowy w preparatach
0 wlasciwosciach antybakteryjnych, gldwnie na jego ukierunkowane uzycie i charakter dziatania w/w
produktach.

2. Opis zagadnienia

Wykorzystanie naturalnych polimeréw, w tym takze kwasu hialuronowego (HA), daje
mozliwo$¢ stworzenia materiatdw o wiasciwosciach fizykochemicznych zblizonych do matrycy
mi¢dzykomorkowej. Przewaga tego typu materiatow jest dodatkowo niska sktonnos¢ do
wywotywania odczynow alergicznych. Dlatego tez, najczesciej siggaja po nie specjalisci z dziedziny
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inzynierii tkankowej, implantologii lub medycyny estetycznej. Ponizszy przeglad przedstawia
mozliwosci wynikajace ze stosowania HA w medycynie ze szczegdélnym uwzglednieniem jego
wiasciwos$ci antybakteryjnych.

3. Przeglad literatury

3.1 Antybakteryjne powtoki implantow

Zapobieganie infekcjom na powierzchni implantéw pozostajgcej w kontakcie z zywa tkanka
kostng jest kluczowym wyzwaniem dla chirurgdéw, ortopedow i dentystow. Wychodzac mu naprzeciw
zespot badawczy pod kierunkiem Valverde (Valverde i in. 2019) opracowat polisacharydowe powtoki
na zmodyfikowanych powierzchniach tytanowych, ktore miaty spetniaé¢ role rezerwuaréow dla
srodkow przeciwbakteryjnych. Wybrano tytan, poniewaz stanowi on najpowszechniejszy
komercyjny material implantacyjny. Na wstepie naukowcy dokonali modyfikacji powierzchni stopu
Ti-6Al-4 V poprzez hydrolize kwasowa, w celu nadania jej odpowiednich wlasciwosci
topograficznych (niekorzystnych dla gromadzenia si¢ i rozwoju bakterii). Nast¢pnie stosujgc metode
layer-by-layer” (LbL) powleczono ja kwasem hialuronowym i chitozanem (Ch). Drugi zwiazek
wykorzystano ze wzgledu na jego wysoka gestos¢ tfadunku dodatniego, ktory wywotuje zaburzenia
w strukturze ujemnie natadowanych bton komorkowych drobnoustrojéw (Gour i in. 2014).

Najwicksza zaleta wielowarstwowych polielektrolitow jest, nie tylko ich duza stabilnos¢, ale
przede wszystkim struktura umozliwiajagca uzyskanie wlasciwosci antybakteryjnych i zwigkszenie
biokompatybilnos$ci materiatu. Ogélnie dobor sktadnikdéw byt podyktowany znajomoscig ich budowy,
wilasciwosci 1 wzajemnej mieszalnosci. Na szczegdlng uwage zashuguje stabilno$¢ sit
elektrostatycznych pomig¢dzy tymi polielektrolitami w szerokim zakresie pH (3,5 — 9,0) (Kujawa i in.
2006) oraz w buforze fosforanowym przez 24 godziny nawet w obecnosci wysokich stezen enzymow
lizozymu i hialuronidazy (Del Hoyo i in. 2016). Ostatecznie, modyfikacja przy uzyciu tych
polimerow (HA i Ch) doprowadzita do wzrostu hydrofilowo$ci powierzchni implantu. Powloka
zachowala stabilno$¢ w buforze fizjologicznym (pH 7,4) w 37°C w ciggu co najmniej 7 dni po
implantacji. Jest to decydujacy okres czasu, w ktorym najczesciej dochodzi do adhezji i namnazania
bakterii (\VValverde i in. 2019). Aktywno$¢ przeciwbakteryjng wielowarstwowej powltoki z utozonych
naprzemiennie HA i Ch oceniano w stosunku do oportunistycznego Gram-dodatniego patogenu
Staphylococcus aureus za pomoca testow zywotnosci i adhezji. Wyniki wykazaly, iz na ,,czystej”
powierzchni implantu bakterie te byly w 100% zywotne, a zastosowanie powyzszej modyfikacji
spowodowato obnizenie zywotno$ci do poziomu 28%. Natomiast dodatkowe wprowadzenie do
powtoki HA/Ch Triclosanu — $rodka przeciwbakteryjnego, wywotato catkowita utrate Zywotnosci.

Kolejna kwestia dotyczy implantacji protez naczyn krwiono$nych. Chociaz infekcja
bakteryjna wystepuje rzadko we wezesnym etapie implantacji stentu naczyniowego, jej rozwdj moze
by¢ $miertelny. Dlatego stent powinien mie¢ wlasciwosci antybakteryjne juz na wezesnym etapie
implantacji. W tym celu Jiang iin. (2019) wytworzyli nowe powtoki kompozytowe z kwasem
hialuronowym, do ktoérych wykorzystano nanoczastki HA (HA-NP) wytworzone z HA o masie
czasteczkowej 100 kDa. Wykazywaly one najlepsza stabilno§¢ w srodowisku hialuronidazy. HA-NP
zostaly wytworzone poprzez reakcje¢ amidowa migdzy HA a polietylenoiming (PEI). Nastgpnie
naniesiono je na powierzchnie ze stali nierdzewnej 316L pokryte polidopaming (PDA)
i heksametylendiaming (HD).

Do badan przyczepnosci komoérek wybrano reprezentatywne bakterie: Gram-ujemng
Pseudomonas aeruginosa i Gram-dodatnig S. aureus. Okazato sie, ze na kompozytach ztozonych
z HA-NP obserwuje si¢ znacznie nizsza liczbe i aktywnos$¢ obu rodzajéw bakterii w porownaniu do
powlok PDA/HD, a takze stal/ PDA/HD/HA (100 kDa). Wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
HA-NCF moze wynika¢ z synergistycznego dziatania przeciwbakteryjnego HA iPEIl. We
wczesniejszych badaniach HA wykazal dobra odpornos¢ na w/w bakterie. Powodowat ich
dezaktywacje poprzez obnizenie przepuszczalnosci tkanek. Z kolei PEI dodatkowo zwigkszat
przepuszczalno$é zewnetrznej blony bakteryjnej i hamowal wzrost bakterii poprzez zmniejszenie
aktywnosci metabolicznej biofilmow.
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Z kolei Braci€ i in. (2019) wykazali, ze powtoki kwasu hialuronowego (HA) z lizyng (L)
posiadajg znacznie lepsze wlasciwosci antybakteryjne i przeciwporostowe wobec Gram-ujemnych
Escherichia coli, Proteus mirabilis i P. aeruginosa, a takze dla Gram-dodatnich S. aureus i grzybow
Candida albicans, w poréwnaniu z materiatami na bazie chitozanu (Ch) lub jego
karboksymetylowanej pochodnej (CMCh). Badania zostaly wykonane w celu opracowania howych
powtok dla cewek moczowych zawierajacych w sktadzie polidimetylosiloksan (PDMS).

Powyzsze grupy drobnoustrojow sa pospolitymi patogenami wystepujagcymi w moczu
podczas infekcji drog moczowych, z koniecznoscia stosowania cewnika. Okreslono wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe za pomocg stopnia redukcji kolonii bakteryjnych. Zaobserwowano, ze
powloki HA-L powodowaly hamowanie wzrostu bakterii nawet o 86%, podczas gdy dziatanie Ch
i CMCh pozostawato na poziomie ~60%. Dodatkowo nie odnotowano znaczacych roznic pomi¢dzy
Ch i CMCh. Ponadto, testy tworzenia biofilmu bakteryjnego wykazaty, ze powtoka HA-L redukuje
jego przyrost. Te wlasciwosci antyadhezyjne przypisuje si¢ wyzszej hydrofilowosci preparatu HA-L
w poréwnaniu do bardziej szorstkich i mniej hydrofilowych powierzchni powtok Ch i CMCh. Mnigj
skuteczne dziatanie chitozanu uwarunkowane jest zmniejszeniem liczby wolnych grup aminowych,
ktore zostaly zaangazowane w przyczepnos¢ do PDMS. Z kolei w przypadku HA-L nastgpit
synergistyczny efekt bakteriobdjczy, uwarunkowany natadowanymi grupami polimeru i $rodka
powierzchniowo czynnego.

3.2 Antybakteryjne ptyny do ptukania jamy ustnej

Zapalenie przyzebia jest czestym efektem nieprawidtowego utrzymywania higieny jamy
ustnej. Badania kliniczne wykazaly, ze jest ono wywolywane przez zwigkszona kolonizacjg
drobnoustrojow chorobotworczych, gtoéwnie: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola
i Tannerella forsythia. W preparatach na wymienione schorzenie najczgsciej spotyka si¢ glukonian
chlorheksydyny (CHX), ktory posiada dziatanie przeciwdrobnoustrojowe na rézne bakterie, w tym
Enterococcus Faecalis, Prevotella Intermedia, S. aureus oraz wspomniany P. gingivalis.

Zespot badawczy Binshabaiba i in. (2020) porownat dzialanie antybakteryjne 0,8% HA
z aktualnie wykorzystywanych przy tym schorzeniu 0,2% CHX. W tym celu wytworzono biofilmy
P. gingivalis , ktore nastgpnie hodowano przez 72 godziny w 37°C w warunkach beztlenowych, na
szkietkach szklanych pokrytych ludzka §lina. Po tym czasie wystawiono je na dzialanie 0,8% HA
oraz 0,2% CHX. Wyniki poréwnano z probka kontrolng oraz migdzy soba. Eksperyment ten wykazat,
ze efektywnos$¢ 0,8% HA w zmniejszaniu liczby drobnoustrojow przyzgbia jest wyzsza niz
w przypadku CHX. Ponadto, dokonano randomizowanego badania klinicznego na grupie 24
pacjentéow, u ktorych wystepowata infekcja o zréznicowanym stopniu (od umiarkowanego do
cigzkiego). Po 12 tygodniach stosowania zelu z 0,8% HA nastgpilo istotne statystycznie zmniejszenie
zapalenia przyzgbia w poréwnaniu z miejscami kontrolnymi. Zaobserwowano obnizenie liczby
drobnoustrojéw chorobotwodrczych. W efekcie zmniejszylty si¢ kliniczne objawy zapalenia przyzebia,
jak krwawienie dzigsetl i gteboko$¢ kieszeni (Al-Shammari i in. 2018).

Badacze stwierdzili, iz taki wynik zostal podyktowany hydrofilowoscia HA, ktora
przyczynila si¢ do naprawy komorek, roéznicowania i proliferacji podstawowych keratynocytéw
i komorek mezenchymalnych jako skutek zwickszenia receptywnosci koagulatu. Niniejszy
eksperyment przeprowadzony in vitro jest jednym z nielicznych, ktore wykazaty, ze HA wywiera
dziatanie przeciwbakteryjne wobec P. gingivalis.

3.3 Skuteczne dziatanie HA w zapaleniu pgcherza moczowego wywotanego przez Escherichia
coli

Bardziej efektywne dziatanie HA w poréwnaniu z dotychczas stosowanymi lekami
przeciwdrobnoustrojowymi (np. gentamycyna) odnotowali rowniez Yildiz i in. (2015). Badacze
zauwazyli, ze dopgcherzowe leczenie kwasem hialuronowym redukuje bakteryjne zapalenie pgcherza
moczowego (ZUM) i zmniejsza wywotang przez zapalenie pgcherza nadkurczliwo$é u szczurdw.
ZUM pozostaje drugim najczgéciej spotykanym, iniestety czesto nawracajacym, zakazeniem
bakteryjnym u dzieci. Powodowane jest gléwnie przez E. coli. Aby zapobiec ponownemu
wystgpieniu ZUM, powszechnie stosuje si¢ profilaktyczne leczenie przeciwdrobnoustrojowe.
Naukowcy zainspirowani doniesieniami 0 skutecznos$ci leczenia HA w nawracajagcym bakteryjnym
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zapaleniu pecherza (Riedl i in. 2008), mozliwo$ciami ochrony przed inwazjg bakterii (Lee i in. 2010)
i zmniejszania obcigzenia bakteryjnego w moczu (Lv iin. 2013), podali HA dopecherzowo
na zapalenie pecherza wywotane przez E. coli. Oceniajac efekt terapeutyczny poddano analizie
histologicznej funkcje skurczowo-relaksacyjne mieénia wypieracza oraz uszkodzenia oksydacyjne
tkanki pecherza, po 8 dniach leczenia. Zaobserwowano, ze podanie kwasu hialuronowego odwrdcito
zmiany wywolane przez bakterie. Odnotowano, nie tylko gojenie si¢ nabtonka, ale takze obnizenie
si¢ progu skurczu i zmniejszenie stresu oksydacyjnego, podczas gdy gentamycyna wptywata jedynie
na hamowanie infiltracji komorek zapalnych.

3.4 Antybakteryjne nanozele o kontrolowanym uwalnianiu substancji aktywnej

GRAS s3 to zwiazki uwzglednione na liscie ogdlnie uznawanych za bezpieczne przez
Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw. Wykorzystywanie biologicznie pozyskiwanych
i biodegradowalnych zwiazkéw GRAS jest atrakcyjnag strategia w projektowaniu i wytwarzaniu
nanomaterialow z uwzglednieniem zasad zielonej chemii. Ponadto, zwigzki te sa cze¢sto niedrogie
oraz tatwo dostgpne. Dodatkowo istnieje wigksze prawdopodobienstwo dopuszczenia przez organy
regulacyjne materiatu zbudowanego z GRAS niz syntetycznych analogéw. Na liscie GRAS znalez¢
mozna kwas hialuronowy (HA) oraz e-poli-L-lizyn¢ (PLL). Zwiazki te wykorzystali Simonson i in.
(2019) w celu wytworzenia nanono$nika o kontrolowanym uwalnianiu substancji aktywnej, ktory
bylby dostarczany do komoérek ssaczych lub bakteryjnych za pomoca uzupetniajacych si¢
mechanizmow zaleznych od warunkéw biologicznych.

Nanozel zostat przygotowany poprzez elektrorozpylanie kwasu hialuronowego do kapieli e-
poli-L-lizyny (PLL). W efekcie otrzymano stabilng monodyspersyjng zawiesing. Wytworzone czastki
mialy Srednice okoto 120 nm — niezaleznie od warunkow podczas elektrorozpylania. Wybrano taka
metode syntezy, ze wzglgdu na jej prostote, oraz eliminacj¢ powszechnie uzywanych, toksycznych
rozpuszczalnikow, przez co redukcji ulegly rowniez koszty, przy jednoczesnej do$¢ znacznej
wydajnosci (kilka gram Zelu ~ 1 godzina).

Charakterystyka otrzymanego materialu pokazuje, ze ma wysoce elektroujemny tadunek
powierzchniowy (-35 mV), co sugeruje, ze czastki prawdopodobnie sktadajg si¢ z anionowej powltoki
HA otaczajacej rdzen bogaty w PLL. Catos¢, utrzymywana zaréwno przed, jak i po specznieniu
w buforze PBS, jest homogeniczna, bez widocznej fragmentacji lub aglomeracji czastek. Matryca
pecznieje, az do osiagnigcia krytycznego progu gestosci usieciowania i utraty integralnosci czastek.
Co wigcej, czas potrzebny do degradacji nanozelu jest liniowo zalezny od stosunku
stechiometrycznego jonoéw ,,COO",, HA: ,NH3™ PLL stosowanych podczas ich syntezy. Sumaryczne
wyniki wskazuja, ze mozna kontrolowaé ggsto$¢ usieciowania nanozelu, a dzigki temu takze
monitorowaé pecznienie czastek w warunkach fizjologicznych zapewniajac precyzyjne uwolnienie
zamknigtego tfadunku PLL.

W nastepnym etapie dokonano oceny aktywno$ci antybakteryjnej lekow o roznych
tadunkach molekularnych: chemoterapeutyczna doksorubicyna (DOX) i antybiotyk wankomycyna
(VAN) wobec Gram-ujemnych (P. aeruginosa, E. coli, Acinetobacter baumannii, Salmonella
enterica) i Gram-dodatnich (S. aureus) bakteryjnych patogenow.

Aktywnos¢ VAN wobec wszystkich bakterii Gram-ujemnych, prowadzaca do zahamowania
wzrostu bakterii zostala zarejestrowana tylko przy najwyzszym jej stezeniu - 144 pg ml. Opornosé
bakterii na ten lek, wynika z ich budowy, doktadniej z posiadania dodatkowej zewngetrznej blony,
ktora stanowi barier¢ zapobiegajaca jego dyfuzji (posiada ograniczong przepuszczalnosc). Natomiast
lek silnie zabija kontrolny szczep Gram-dodatni S. aureus (minimalne st¢zenie hamujace = 4,5 pg ml°
D). Z drugiej strony, nie odnotowano toksycznego dziatania na bakterie nieobcigzonych nanozeli
sugerujac, ze zastosowanie samego nos$nika nie jest wystarczajace do wywotania znaczacej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Jednakze, wprowadzenie VAN do nanozelu doprowadzito do
4-krotnego zwigkszenia aktywno$ci wobec bakterii Gram-ujemnych oraz 15-krotnego w stosunku do
bakterii Gram-dodatniej w poréwnaniu z wolng VAN. Wskazuje to na synergizm dziatania HA, PLL
i VAN. Badacze tlumaczg mechanizm w ten sposob, ze HA - jako skfadnik macierzy
pozakomorkowej ssaka, jest wykorzystywany przez patogeny jako zrodto wegla podczas inwazji
i replikacji tkanek, przez co moze preferencyjnie przycigga¢ bakterie do powierzchni nanozelu.
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Z kolei tancuchy boczne PLL oddziatuja z fosfolipidami z powierzchni blony bakterii, zwigkszajac
jej przepuszczalno$¢ ipowodujac pdzniejsze rozerwanie $ciany komorkowej. Ostatecznie
,,ostabiona” bakteria jest narazona na uwalniajaca si¢ z matrycy VAN.

Podobne zaleznoéci uzyskali Makvandi iin. (2019), ktoérzy przygotowali termoczute
i iniekcyjne hydrozele na bazie kwasu hialuronowego (HA), wyciagu z jedwabiu kukurydzianego
(CSE) i nanosrebra, jako potencjalne materiaty do leczenia ran. Do badafn wykorzystano zawiesiny
komorek bakteryjnych bakterii Gram-dodatnich S. aureus, P. aeruginosa i Gram-ujemnych Bacillus
subtilis, E. coli. Pomimo doniesien, iz HA i CSE posiadaja wtasciwos$ci przeciwbakteryjne, przy
niskim stezeniu nanosrebra (0,85 pg ml™) probki nie wykazywaty aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
wobec E. coli i B. subtilis, ale zaobserwowano znaczny procent redukcji bakterii Gram-dodatnich.
Ostatecznie dowiedziono, Ze probki zawierajace nanoczastki srebra > 1,7 pg ml™ dzialaja hamujaco
na rozrost (okoto 100%) wszystkich badanych mikroorganizmow.

Eksperyment przeprowadzony przez zespot badaczy Chen i in. (2020) réwniez nie wykazat
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej ,,samego” kwasu hialuronowego, ale nabyt je w wyniku reakcji N-
fluorowcowania w wodzie, w temperaturze pokojowej, przy uzyciu HA i czynnika N-halogenujacego
(tj. NaClO). W rezultacie otrzymano antybakteryjny hydrozel (NCHA) do zaawansowanych
zastosowan antybakteryjnych in vitro iin vivo. Stwierdzono, ze, HA prawie nie ma zdolno$ci
bojczych wobec dwoch modelowych bakterii (E. coli, S. aureus) w warunkach eksperymentalnych.
Jednak nie zaobserwowano przezywalnos$ci bakterii obu szczepoéw na plytkach z NCHA, co wskazuje
na jego silne dzialanie hamujace aktywnos$¢ bakteryjng, dzigki wiasciwosciom utleniajagcym
utworzonych grup N-CI. Obserwacja morfologii bakterii przed i po kontakcie z NCHA przy uzyciu
techniki SEM wykazala zniszczenie ich struktury po leczeniu. Ponadto, aby dokonaé oceny
skutecznosci terapeutycznej N-chlorowanego HA wobec S. aureus in vivo zastosowano model mysiej
infekcji rany skory. Pordwnano efekt wywierany przez modyfikowany i niemodyfikowany HA. Po
czterech dniach zaobserwowano znaczne obkurczenie si¢ rany (nieco wicksze dla NCHA),
W poréwnaniu z ranami nieleczonymi, co przypisano wysokiej zdolnosci wigzania wody przez HA,
sprzyjajacej gojeniu si¢ rany i regeneracji nablonka w jej obrebie. Ponadto, badania tkanki naskorka
i krwi myszy wykazaty, iz tylko w NCHA przezywalno$¢ bakterii jest znacznie zmniejszona co
$wiadczy o dobrej aktywnosci przeciwbakteryjnej NCHA wobec bakterii in vivo.

Natomiast W wytworzonych metoda odlewania-odparowywania zelowych
nanokompozytach  z hialuronianu (HA) ichitozanu (Ch) o0 ulepszonych wtasciwosciach
mechanicznych, wlasciwosci przeciwbakteryjne rowniez zostaty przypisane substancji dodatkowe;j,
tj. Ch (Abdelrahman i in. 2020). Badania przeprowadzono wobec bakterii Gram-ujemnych (E. coli,
Klebsiella pneumoniae) i Gram-dodatnich (B. subtilis, Streptococci). Natywny biofilm HA nie miat
wilasciwos$ci przeciwbakteryjnych wobec wymienionych typow bakterii. Jednakze zaobserwowano
strefe hamowania po wprowadzeniu do matrycy Ch. Dodatkowo odnotowano jej powigkszanie
podczas zwigkszenia st¢zenia Ch w zakresie 1 do 50%. Wyniki odnotowane wzgledem bakterii Gram-
ujemnych sa nieco lepsze niz w przypadku bakterii Gram-dodatnich. W zwiazku ztym
zaproponowano potencjalne mechanizmy dziatania antybakteryjnego chitozanu oparte na (i)
zaburzeniach btony komorkowej bakterii, (ii) zaburzeniach syntezy RNA i biatek w wyniku
przenikania do jadra, (iii) zahamowaniu wzrostu bakterii i produkcji toksyn po potaczeniu Ch
z metalami.

4. Podsumowanie

Kwas hialuronowy jest szeroko wykorzystywany przez koncerny medyczne, w roznego
rodzaju preparatach zelowych, gdzie spelia rol¢ antybakteryjna, lub w polaczeniu z innymi
zwiazkami (w tym z lekami) poteguje ta aktywnos$¢. Zachowanie bio-reagujace pozwala nanozelom
na zwigkszenie aktywnos$ci réznych obcigzonych bioczujnikow i lekéw, tym samym stanowi
potencjalng platforme teranostyczng o Szerokich —zastosowaniach w dostarczaniu lekow
i obrazowaniu biomedycznym. Ponadto, wszystkie opisane materialy wykazujg znaczng
biokompatybilno$¢ oraz brak cytotoksycznosci, dzieki czemu mogg by¢ z powodzeniem stosowane
W regeneracji tkanek, jako materiaty opatrunkowe oraz w postaci ptynnych/zelowych lekow badz ich
no$nikow. Dzieki niezwyktej tatwosci i prostocie modyfikacji, a takze ze wzgledu na mozliwo$¢
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wystgpowania synergizmu wlasciwosci w polaczeniu z innymi materiatami, stanowi on idealng
matryce do opracowywania kolejnych zastosowan przez wzglad na wysoki poziom kontroli
wiasciwosci wytwarzanych materiatow.

Jednakze, ocena antybakteryjno$ci preparatow na bazie kwasu hialuronowego, pozostaje
kwestig sporng. W zwigzku z tym konieczne jest przeprowadzanie dalszych badan wobec bakterii
zaréwno metodami in vitro, jak i in vivo. Nalezatoby si¢ takze przyjrze¢ doktadniej pochodzeniu HA,
gdyz jest prawdopodobne, ze moze mie¢ istotny wpltyw na wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe.
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Streszczenie

Chropowatos$¢ powierzchni zostata szeroko opisana jako gtowny parametr majacy wptyw na
adhezje bakterii. Ogélnie przyjmuje si¢, ze w pewnym zakresie wartosci koreluje ze zdolnoscia
bakterii do przylegania. W szczeg6lnosci powierzchnie o cechach topograficznych (wglebienia,
rynienki) poréwnywalnych pod wzgledem wielkosci do komodrek bakteryjnych (okoto 1-2 um)
sprzyjaja silnemu przyczepieniu si¢ bakterii, przy mozliwie najwickszej powierzchni kontaktu
miedzy komoérkami a podtozem. Jednakze, niektére badania dowodza, Zze otrzymanie materiatu
0 Scisle okreslonej wartosci chropowato$ci powierzchni nie jest w 100% wystarczajace, aby uzna¢ go
za antybakteryjny. Ponizszy przeglad przedstawia porownanie rodzaju powierzchni, typu
modyfikacji, a co za tym idzie topografii oraz zwilzalno$ci na wlasciwos$ci adhezyjne i filmotworcze
bakterii w warunkach in vitro lub/i in vivo.

1. Wstep

Komorki bakteryjne majg tendencj¢ do przylegania do réznych powierzchni, tworzac
samoorganizujace si¢ struktury wielokomérkowe zwane biofilmami. Stanowi to powazny problem
we wspotczesnym spoteczenstwie zarowno z ekonomicznego, jak i zdrowotnego punktu widzenia.
Biorac pod uwage, ze dojrzate biofilmy sg w stanie funkcjonowaé jako fizyczna i fizjologiczna
bariera przed zabiegami chemicznymi, antybiotykoterapia i mechanizmami obronnymi ludzkiego
gospodarza, zapobieganie poczatkowemu etapowi adhezji, kontrolowanej przez fizyko-chemiczne
wlasciwosci (hydrofobowos$é, chropowato$¢) oddziatujacych powierzchni, jest wysoce pozadane.
W wielu badaniach wyja$niono powinowactwo szeregu szczepow i gatunkow bakterii do réznych
materiatbw w oparciu o ich wtasciwosci powierzchniowe, ale czesto wystepuja rowniez rozbieznosci
miedzy obserwacjami eksperymentalnymi a oczekiwaniami teoretycznymi, dajac niejednoznaczne
i/lub sprzeczne wyniki.

2. Opis zagadnienia

Wiele zespotow badawczych podjeto badania majace na celu okreslenie, ktéry czynnik
W glownej mierze decyduje o adhezji komorek bakteryjnych, a tym samym o zdolnos$ci tworzenia
biofilmu. Naukowcy poddali pod watpliwo$¢ stwierdzenie, iz same cechy topograficzne oraz
zdefiniowana chropowato$¢ sa wystarczajace do spelnienia warunku antybakteryjnosci danych
powierzchni. Ponizszy przeglad przedstawia ostatnie doniesienia literaturowe opisujace dazenia
zespolow badawczych do poznania optymalnych parametréw powierzchni, zapewniajacych
funkcjonalno$¢ biomateriatdéw nieodzownych dla w/w preparatow.

3. Przeglad literatury

3.1 Wplyw geometrii elementow powierzchni na poczatkowa lokalizacj¢ przylegajacych
komorek

Naukowcy Vadillo-Rodriguez iin. (2018) przeprowadzili badania majace na celu oceng
chropowatosci w skali nanometrycznej w aspekcie adhezji bakteryjnej i tworzenia biofilmu, przy
uzyciu zorganizowanych przestrzennie wzorow mikrotopograficznych powierzchni usieciowanego
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polidimetylosiloksanu (PDMS). Ten wysoko biokompatybilny elastomer jest szeroko
wykorzystywany w farmacji oraz medycynie. Petni rolg no$nika substancji aktywnych oraz stanowi
dodatek do wyroboéw medycznych, np. plastrow opatrunkowych, poprawiajac ich stabilnos¢,
wytrzymato$¢ oraz polepszajac dzialanie. Tego typu materiaty sa wysoce narazone na atak ze strony
mikroorganizméw. Wsérod bakterii najczgsciej wywotujacych zakazenia, jako efekt kolonizacji
urzagdzen biomedycznych, znajduja si¢ Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228, ATCC 35983)
i Staphylococcus aureus (ATCC 25923, ATCC 29213). Do testow wykorzystano rézne powierzchnie
0 doktadnie okreslonych, litograficznie wygenerowanych cechach (o gltgbokosci/wysokosci 117nm -
grupa A i 21,1nm - grupa B), tj. elementy kwadratowe (6x6um z przestrzenig je oddzielajacg 4um)
1-wklgste i 2-wypukte; kotowe (o Srednicy 3um z odstgpem 2um) 3-wkleste i 4-wypukte oraz 5-
rownolegle kanaty (grzbiety o szerokosci 2um oddzielone kanatami o szerokosci 3pum), ktore
poddano dziataniu czterech oportunistycznych patogenéw w/w rodzaju. Jako kontrole zastosowano
gladkie probki wytworzone przez odlewanie polimeru na plaskie plytki krzemowe. Co wazne,
zwilzalno$§¢ wszystkich badanych materiatow plasowata si¢ na tym samym poziomie, na ktorych kat
zwilzania wody wynosit 108+7°, pomimo znacznych réznic w zanotowanych wartosciach $redniej
chropowato$ci powierzchni, dla kontroli 1,6+0,5nm, dla grupy A: 55+9nm, a dla grupy B: 9,6+1nm.
Przedstawione wyniki wykazaly, ze niezaleznie od zastosowanego szczepu poczatkowa adhezja
bakterii na powierzchniach PDMS kierowata zasada maksymalizacji punktéw kontaktowych
powierzchnia-komorka. Oznacza to, Ze organizmy bakteryjne selektywnie wybierajg swojg pozycje
do osadzenia, faworyzujac narozniki i §ciany elementéw wglebionych, anizeli te wystajace, pomimo,
iz z punktu widzenia matematycznego dostarczajg one takiego samego pola powierzchni. Przy czym,
elementy o okragltym ksztalcie sg szczegdlnie uprzywilejowane nad kwadratowymi. Stad, sam fakt
dostepnosci powierzchni nie stanowi czynnika decydujacego o adhezji bakteryjnej, a istotny jest
takze ksztalt sagsiadujacych elementow.

Ponadto oszacowano, ze w obrebie jednej probki 96—-100% catkowitej liczby przylegajacych
komorek promuje w/w obszary, niz powierzchnie ptaskie. Dane te dotycza grupy A, natomiast
W obrebie grupy B nie zanotowano znaczacych réznic pomiedzy poszczegdlnymi wzorami, co byto
spowodowane adhezja na znikomym poziomie, uniemozliwiajacym wyciagniecie rzetelnych
wnioskéw. To pokazuje, ze mikrotopograficzne cechy powierzchni o wysokosci/glebokosci
nanometrow (tj. 0 pionowym wymiarze znacznie mniejszym niz rozmiar komorek) sa skuteczne
w zmniejszaniu adhezji bakteryjnej dla wszystkich badanych szczepdéw (o 40 — 95% w stosunku do
kontroli).

Dodatkows, dos¢ ciekawa obserwacja byt fakt osadzania si¢ w zaglebieniach wylgcznie
pojedynczych komérek, podczas gdy na plaszczyznie kontrolnej widoczne byty ich agregaty. Sposrod
zastosowanych szczepow bakteryjnych S. epidermidis ATCC 12228 jest niezdolny do tworzenia
biofilmu, co potwierdzono brakiem kolonii po 8h inkubacji. W przypadku pozostatych trzech,
zaobserwowano obecno$¢ jednorodnych wielowarstw komorek, ktore kolonizowaty z jednakowym
prawdopodobienstwem cata powierzchni¢ wszystkich badanych probek, nie faworyzujac zadnej
znich. Niemniej stwierdzono, ze praktycznie wszystkie wzory powierzchni wywotywaty
statystycznie znaczace zmniejszenie pokrycia powierzchni biofilmem w stosunku do gtadkich
probek. W odniesieniu do kontroli powierzchnie grupy A redukowaly tworzenie biofilmu
022 —32%, natomiast grupy B - dalej hamowaly lub opdznialy wzrost komoérek do
43 — 58%. Roznice stwierdzone w pokryciu powierzchni biofilmem pomigdzy grupami powigzano
Z r6zng liczbg poczatkowo przylegajacych komorek i/lub dostepna, sgsiadujaca powierzchnig zdolng
do przytaczenia kolejnych mikroorganizméw.

Wypukte, kwadratowe wzory wykorzystali do swoich badan takze Hou i in. (2011), przy
czym operowali oni dlugoscig boku (L=2, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 100um) i odlegtoscia pomigdzy
nimi (D=5, 10, 15, 20um), natomiast ich wysoko$¢ pozostawata niezmienna 10pum. Jako podtoze
zastosowali polidimetylosiloksan (PDMS), a do oceny wiasciwosci antyadhezyjnych
i przeciwporostowych postuzyta Escherichia coli. Stwierdzono, bakteria preferencyjnie przytacza sig
i tworzy biofilmy w dolinach mig¢dzy wystajacymi elementami, nawet gdy wymiar ptaskowyzow
(gorna czes¢ kwadratowych elementow) jest znacznie wigkszy niz doliny. Co cickawsze, zauwazono,
ze istnieje prog wymiaru wystajacych elementow, tj. 20x20um, ktory zapewnia efektywna adhezje
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bakteryjng. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w srednim pokryciu powierzchni, gdy
dtugos¢ boku wzrosta z 5 do 15um, natomiast drastyczny przyrost biofilmu wystapit, gdy L wzrosto
do 20um. Dalsze zwickszanie L nie doprowadzito do znaczacej zmiany pokrycia powierzchni, ktéra
byta zblizona do tej na gltadkich powierzchniach PDMS. Taka tendencj¢ stwierdzono dla kazdego
badanego D, co sugeruje, ze wzorce mikrotopograficzne ulatwiaja komoérkom osiadajacym
w dolinach bliskie oddziatywanie i tworzenie gestszych biofilmow. Aby wykluczy¢ w tym zdarzeniu
efekt grawitacji, a uzna¢ jedynie preferencj¢ pozycji do adhezji przetestowano te same wzory
wystawiajac je na dziatanie bakterii ,,do goéry nogami”. Zgodnie z poprzednimi wynikami
stwierdzono, ze E. coli nadal preferowaly przymocowanie do dolin, niz do szczytow wystajacych
wzordéw, z tym, ze wymiar progowy wyniost 40x40pum.

Z kolei Chien i in. (2020) zbadali mikrotopografi¢ i cechy powierzchni skory rekina (z gat.
ostronos atlantycki) pokrytej tuskami o zgbkowatym ksztalcie (z obszaru brzucha przy ogonie (A)
i ptetwy piersiowej (F)) oraz jej repliki wykonanej z polimetakrylanu metylu (PMMA). Zbadano
wplyw wihasciwosci powierzchni na adhezj¢ i tworzenie biofilmu przez bakterie S. aureus i E. coli.
Skora oraz jej replika z czeSci A charakteryzowala si¢ znacznie wigkszymi nierdwnos$ciami:
wysokoéé grzbietu zebéow 11,83£1,25um oraz ich gestoscig 118,84+5,77 zeby mm™? ($rednia
chropowato$¢ powierzchni Ra 6,08+0,44um) i nieco wyzszym katem zwilzania wody 6 105,1£2,6°,
podczas gdy obszar F wykazywat odpowiednio: 7,48+1,28um, 83,57+4,02 zeby mm? (Ra
3,57+0,79um) 16 100,8+1,1°. Jako kontrol¢ zastosowano gladka powierzchnic PMMA (Ra
0,17+0,02um, 6 73,78+1,69°). Pierwszego dnia zaobserwowano ograniczong ilo§¢ obu bakterii na
gladkiej kontroli i na wszystkich wzorzystych powierzchniach. Biofilm stopniowo rozwijal si¢ na
gtadkiej powierzchni przez 7 dni, a po 14 dniach byl juz wyraznie widoczny, podczas gdy
powierzchnie przypominajgce skore rekina nie wykazaty zadnych oznak rozwoju lub tworzenia si¢
biofilmow.

3.2 Wplyw zwilzalnosci i rodzaju modyfikacji powierzchni na zdolnosci porostowe bakterii

De-la-pinta i in. (2019) oceniali wptyw chropowatosci roznych powierzchni (tytanowych
(Ti), poliweglanowych (PC), silikonowych (SI), borokrzemowych (BS), poliuretanowych (PU)
i teflonowych (TE)), ktore jednoczesnie wykazywaty zmienng zwilzalno$¢, na zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu przez E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. epidermidis i Candida albicans, oraz wptyw
generowania roznej topografii powierzchni w dyskach PU na rozwdj biofilmu S. epidermidis.
Roznice chropowatosci byly efektem szlifowania za pomoca papieru z wegliku krzemu o réznych
stopniach ziarnistosci: 320, 800, 1200 1 4000. Zauwazono, ze im drobniejsze ziarna karborundu, tym
obrabiany material wykazuje nizsza warto$¢ sredniej arytmetycznej wysokosci powierzchni (Ra)
i kata zwilzania wody (0), tj. dla SiC 320: Ra 1,88um, 6 130,09+2,80° SiC 800: Ra 1,08um,
0 130,89+3,59° SiC 1200: Ra 0,51pum, 6 119,05+1,76° SiC 4000: Ra 0,38um, 6 108,414+4,48°,
podczas gdy powierzchnia nieobrabiana wykazywata Ra 0,34um 16 103,84+0,93°. Ilo$¢ biofilmu
S. epidermidis wyrazona za pomoca logarytmu gestoéci przybrata wartosci od 6,65 CFU cm? (dla
powierzchni o Ra 0,38um) do 7,45 CFU cm? (dla powierzchni o Ra 1,88um). Co ciekawe,
chropowatos¢ wptyngta na obcigzenie biofilmem tylko modyfikowanych materialdéw, bowiem
oryginalny dysk bez szlifowania (o najnizszym Ra) posiadat posrednie st¢zenie biofilmu, wykluczajac
jakoby byta jedynym parametrem decydujacym o przyleganiu bakterii. Potwierdzono to w kolejnym
etapie badan, uwzgledniajac materiaty o duzo nizszej hydrofobowosci (Tab.1).

Wykazano, ze Ti material o posrednich wartosciach chropowatosci i hydrofobowosci, byt
najbardziej odporny na tworzenie biofilmu przez hydrofilowe bakterie C. albicans i E. coli. Z kolei,
wobec hydrofobowych bakterii S. epidermidis i P. aeruginosa efekt byt nieco stabszy
i porbwnywalny do efektu wywieranego przez krazki szkta borokrzemowego. Niemniej jednak
wyniki uzyskane dla obu powierzchni byty najlepsze sposrod przebadanych probek. Z drugiej strony
TE Sl owysokich warto$¢ kata zwilzania wody, jednocze$nie roéznigcych sie drastycznie
parametrem Ra, stwarzaly najkorzystniejsze warunki do wzrostu wszystkich uzytych bakterii.
Ponadto na powierzchniach Ti iBS odnotowano znacznie mniej obfite biofimy, niz na
hydrofobowych TE i SI.
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Znaczacy wptyw zwilzalnosci i rodzaju obrobki powierzchni na zdolno$¢ do tworzenia si¢
biofilmu potwierdzili takze Han i in. (2018). Do testow wykorzystano dyski dwutlenku cyrkonu, ktore
poddano modyfikacji (sterylizacji w autoklawie parowym (SA), sterylizacji na sucho (DH),
napromieniowaniu ultrafioletem C (UVC) i promieniowaniem gamma (y)), otrzymujac materiaty
0 zblizonych warto$ciach $redniej chropowato$ci powierzchni ijednoczesnie réznigcych sie
zwilzalno$cig (Tab.2). Wlasciwosci przeciwporostowe oceniono wzgledem S, aureus oraz
Porphyromonas gingivalis. Tworzenie biofilmu S. aureus oceniono po 2 dniach wzrostu, natomiast
P. gingivalis —po 7.

Tab. 1. Srednia warto$é chropowatosci powierzchni (Ra) oraz jej zwilzalno$¢ wyrazona katem
zwilzania wody (0).

Biomaterial
Parametr TE Sl PU PC Ti BS
Ra [um] 3,81 0,08 0,34 0,96 0,29 0,03
o [ 111.64 + 108.05 + 103.84 + 76.63 + 55.18 + 20.88 =
5.15 2.69 0.93 7.02 19.63 4.82

Tab. 2. Charakterystyka powierzchni tlenku cyrkonu po modyfikacji (Ra — $rednia chropowato$¢
powierzchni, 6 — kat zwilzania wody).

Parametr Modyfikacja
kontrola SA DH uvec Y
Ra [pum] 0,24 + 0,22 + 0,22 + 0,18 + 0,22 +
0,08 0,08 0,08 0,03 0,03
[ 100,24 + 92,03 + 96,14 + 81,58 + 69,89 +
2,48 4,52 3,08 1,14 0,17

Wyniki wykazalty, ze ilos¢ wyhodowanego biofilmu S. aureus na powierzchni tlenku
cyrkonu poddanego sterylizacji promieniowaniem y byla znacznie wyzsza niz DH. Pomiedzy
warto$ciami uzyskanymi dla SA i UVC nie stwierdzono istotnych réznic, ktore plasowaly si¢ na
srednim poziomie. Natomiast w przypadku P. gingivalis najwieksza ilos¢ biofilmu odnotowano na
Zr0O,-UVC, za$ najmniejszg na ZrO,-DH. Najwyzsza zdolno$¢ przeciwporostowa probek DH
przypisuje sie¢ mniejszej liczbie grup OH™ na powierzchni tlenku, utraconych w wyniku modyfikacji,
a ktorych obecnosc¢ jest niezwykle korzystna dla adsorpcji biatek adhezyjnych komorek bakteryjnych.

Poza tym Chan i in. (2018) dowiedli, ze indukowana laserowo chropowato$¢ powierzchni
i topografia (w skali mikrometrycznej) maja niewielki wptyw na przyczepianie si¢ bakterii S. aureus.
Komercyjna probka stopu niklowo-tytanowego Ni-Ti (Ra 1,2um, 0 68,4°) efektywniej pokrylta si¢
biofilmem w poréwnaniu do wypolerowanej probki (Ra 0,1pm, 6 73,2°), co wyjasniono wyzszym
stezeniem niklu (toksycznego dla mikroorganizméw) na polerowanej powierzchni. Natomiast obie
powierzchnie poddane obrobee laserowe;j, tj. LT40W (Ra 0,7um, 6 61,4°) i LT45W (Ra 1,1um, 6
57,5°) skutecznie ograniczyly przyczepianie si¢ bakterii i tworzenie si¢ biofilmu, ale nie odnotowano
istotnych roznic pomig¢dzy nimi. Oznacza to, ze chropowatoscia i topografia tych powierzchni nie
mozna wytlumaczy¢ stabego rozwoju biofilmu. Ostatecznie dziatanie przeciwbakteryjne badanych
powierzchni przypisano tlenkom formujacym sie podczas obrobki laserowej, ktore przyniosty
pozadane zmiany w chemii powierzchni Ni-Ti.

3.3 Pordwnanie badan przeciwporostowych in vitro i in vivo

Naukowcy Bevilacqua i in. (2018) scharakteryzowali wptyw chropowatos$ci modyfikowanej
(obrobka: mechaniczna (M), laserowa (LT), piaskowanie (SB)), tytanowej powierzchni implantow
zebowych na zdolno$¢ do tworzenia biofilmu w warunkach in vitro przez P. aeruginosa ATCC 27853
i bakterie $linowe od dawcow-ochotnikow oraz in vivo poprzez ekspozycje kragzkdéw tytanowych
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W jamie ustnej zdrowych ochotnikéw. W testach in vitro, cze$¢ modyfikowanych prébek tytanu
inkubowano w jatowej $linie, a nastepnie poddano inkubacji z P. aeruginosa, natomiast pozostate
bezposrednio (bez wstgpnego powlekania §ling) wystawiono na dziatanie mieszanych bakterii
$linowych (MSB) P. aeruginosa. MSB przygotowano przez zmieszanie rownych ilosci §liny zebranej
od trzech zdrowych ochotnikoéw. Jednoczesnie dokonano inkubacji bakterii P. aeruginosa ATCC
27853 i MSB na szkietkach w celu charakterystyki wizualnej tworzacego si¢ biofilmu. Eksperyment
wykazal, ze biofilm utworzony przez MSB wygladal na znacznie bardziej ztozony, niz ten
uformowany przez sama P. aeruginosa, zawierajac komorki o réznych morfologiach pogrupowane
w Klastry lub filamenty.

Analiza biofilmu utworzonego in vitro przez P.aeruginosa na powierzchniach bez
wstepnego powlekania $ling wykazata, ze bakteria ta produkuje wiccej biomasy i rozwija grubsze
biofilmy na powierzchniach tytanowych LT i SB w poréwnaniu do M w kolejnosci M<LT<SB.
Sugeruje to, ze gladkie powierzchnie sa trudniejsze do zasiedlenia niz chropowate. Wstepne
powlekanie $ling powodowato zwigkszenie przyczepnos$ci bakterii i produkcji biofilmu, przy czym
najwicksze zmiany odnotowano dla powierzchni M. Natomiast mieszanina MSB wytworzyta nieco
mniejsze ilosci biofilmu w poréwnaniu do P. aeruginosa, a powlekanie §ling miato wptyw jedynie na
powierzchni¢ SB, powodujac zmniejszenie ,produkcji”. Moglo to by¢é spowodowane
zatrzymywaniem S$liny przez mikrowglebienia powierzchni wytworzone podczas modyfikacji.
Badania te sugeruja, ze w $rodowisku jamy ustnej réznice w przyczepnosci i tworzeniu biofilmu
miedzy powierzchniami o réznej chropowato$ci mogg by¢é zmniejszone przez obecno$¢ Sliny,
przynajmniej dla niektorych gatunkow bakterii.

Wyniki zamieszczone w ponizszej tabeli (Tab.3) wskazuja, ze rodzaj obrobki powierzchni
tytanu, a co za tym idzie, jej chropowato$¢ nie wptywaja w znaczacy sposob na ilo$é i grubosé
tworzacego sie biofilmu. Niemniej jednak eksperymenty in vivo wykazaty, ze bakteryjna kolonizacja
tarcz tytanowych rozpoczyna si¢ w miejscach, w ktorych wystepuja rowki lub dziury. Rezultaty te sa
sprzeczne z wynikami uzyskanymi dla P. aeruginosa in vitro, potwierdzajac ze w jamie ustnej obecne
sa r6zne gatunki bakterii posiadajace rézne preferencje do adhezji i tworzenia biofilmu. Stwierdzono
zatem, ze chropowato$¢ powierzchni i topografia wptywaja tylko na wczesne etapy rozwoju biofilmu,
szczegoblnie na poczatkowym etapie przylegania bakterii, przy czym najwickszy wplyw odnotowano
dla bakterii jednego rodzaju niz dla mieszaniny drobnoustrojow.

Tab. 3. Charakterystyka powierzchni tytanowych oraz wyhodowanych biofilméw w $rodowisku in
vivo (Ra — chropowato$¢ powierzchni).

Biofilm
Dzien 1 Dzien 4
) Ra ; - : -
Obrobka [um] Tlos¢ Srednia Tlos¢ Srednia
Adhezja [um® | grubos¢ | Adhezja | [um® | gruboéé
pm?] | [pm] pm?] | [pm]
Caly
M 0,5-1 | wzdhuz rowkow ~22 =33 dostepny ~33 ~ 39
obszar
w otworach Caty
LT 04 (catkowicie =25 =34 dostgpny | ~33,5 =39
wypehione) obszar
Caty
SB 2,0 losowe =24 =34 dostepny | =32 =~ 37
obszar

Podobne badania przeprowadzili Di Salle iin. (2018). Naukowcy rowniez wykorzystali
powierzchnie tytanowe do oceny zdolnosci przeciwporostowej wobec szczepow referencyjnych P.

85|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 11

aeruginosa PAO1 (ATCC ®BAA-47 ™) S,  aureus (ATCC ®25923) oraz wobec bakterii
Streptococcus spp., Bacteroides fragilis i S. epidermidis wyizolowanych ze $liny 3 ochotnikow. Z tg
roéznica, ze zastosowane dyski tytanowe przed ipo obrobce wykazywatly chropowatos¢ rzedu
nanometréw. Srednia warto§é chropowatosci powierzchni po poszczegélnych modyfikacjach
wynosita: kontrola — 134,2+8,0nm, pasta $cierna do polerowania DZ — 86,2+4,1nm, skaler
ultradzwiekowy — 174,3+13,7nm, kireta stomatologiczna — 82,4415,7nm, polerowanie powietrzem —
179,7+7,3nm. Zastosowane materialy moga powodowa¢ uszkodzenia implantu uzyskiwane podczas
codziennego stosowania. Sposrod nich wyrdznita si¢ pasta $cierna DZ, ktora przyczynita si¢ do
wytworzenia nieco mniejszej ilosci biofilmu wsrod wszystkich zastosowanych szczepow. Jednakze,
pomimo pewnych réznic w warto§ciach CFU (wskaznik kolonizacji bakteryjnej; logio jednostki
tworzacej koloni¢) dla poszczegdlnych modyfikowanych probek, nie zaobserwowano statystycznie
istotnej redukcji biofilmu, co wskazuje na brak jakiegokolwiek istothego powinowactwa do
konkretnej powierzchni implantu.

Ponadto, lonescu i in. (2018), podczas sprawdzania wptywu roznych warunkéw utwardzania
kompozytéw na bazie zywicy (RCB) na tworzenie biofilmu in vitro przez Streptococcus mutans
i mieszang mikroflor¢ jamy ustnej, takze wykazali, ze chropowato$§¢ nie wywiera wpltywu na
tworzenie biofilmu, gdy powierzchnie wstgpnie kondycjonowano $ling. Wykorzystano dwa RBC: 1-
kompozyt na bazie aluminium, baru i fluoru, 2- SiO; i ZrO;, ktére poddano utwardzaniu powietrzem
(Air), argonem (Ar), azotem (N) i gliceryng (Gly). W grupie 1 nie odnotowano znaczacych réznic
w sredniej  chropowato$ci  powierzchni, odpowiednio:  1,046+0,158um, 0,918+0,351pum,
0,968+0,530um, 1,088+0,280um, podczas gdy w 2 wystapily pewne rozbieznosci, odpowiednio:
0,866+0,261um, 1,336+0,254pum, 1,660+£0,220um, 1,469+0,240um. Bioragc pod uwage powierzchnie
bez wstgpnego kondycjonowania $ling, w RBC 1 utwardzanie N dawato najmniejsza efektywnosc¢
w tworzeniu biofilmu S. mutans, aw grupie RBC 2 — utwardzanie Air zredukowalo tworzenie
biofilmu zaré6wno przez S.mutans, jak imieszanej mikroflory §liny ludzkiej. Dodatkowo, na
powierzchniach RBC 1 po modyfikacji Ar i N odnotowano znacznie mniej S. mutans, niz na RBC 2.
Natomiast nie wykryto zadnej zalezno$ci pomigdzy rodzajem RBC a warunkami obrobki powierzchni
przy wstepnym kondycjonowaniu §ling.

Ta sama grupa naukowcoéw (lonescu iin. 2018) zauwazyla wzmocnienie wlasciwosci
przeciwporostowych powierzchni tytanowych po obrobce laserowej (Ra 0,624+0,07um,
z wglebieniami o $rednicy 18-20pum) zaréwno w badaniach in vitro z wykorzystaniem mikroflory
jamy ustnej ochotnikow, jak iin situ (implanty noszone przez nich przez 48h), w odniesieniu do
innych metod modyfikacji (obrébka mechaniczna: Ra 0,35+0,14pm i piaskowanie: Ra
0,84+0,07um). Zaobserwowano podobny wzor tworzenia biofilmu w obu typach eksperymentu, tj.
bardzo efektywne tworzenie si¢ biofilmu na piaskowanych probkach, catkowicie pokrywajacego ich
powierzchnie. Tytan obrobiony mechanicznie sprzyjal formowaniu mikrokolonii, a obrobiony
laserowo wykazat kolonizacje drobnoustrojow skoncentrowang na brzegach wglgbien, z bardzo mata
liczbg komorek, glownie ziarniakow, przylegajacych do wewngtrznych czgsci jam.

4. Podsumowanie

Duza cz¢é¢ wiedzy na temat formowania biofilmu na powierzchniach implantéw opiera si¢
na eksperymentach in vitro, ktore sa tatwe do wykonania i zapewniajg kontrole warunkow dla
rozwoju prostych populacji bakterii, ktore sktadaja si¢ z jednego lub kilku gatunkow. Jednak
w infekcjach, np. skornych czy jamy ustnej, spolecznos¢ drobnoustrojow jest ztozona i wystepuja
setki gatunkow, z ktorych kazdy ma wtasne preferencje do okreslonego mikrosrodowiska. Tak wigc
oddziatywania bakterii z powierzchniami implantu in vivo sa znacznie bardziej ztozone niz in vitro.
Dlatego tez, okreslenie wptywu chropowatosci/topografii, zwilzalnosci, skladu chemicznego
powierzchni na zdolno$ci adhezyjne i rozwoj biofilmu in vivo wymaga odpowiedniego podejscia, do
kazdego przypadku indywidualnie. Stad, przy projektowaniu nowych materialdw do budowy
urzadzen biomedycznych nalezy wiernie odtworzyc¢/zachowa¢ warunki nasladujace rzeczywiste
srodowisko, w ktorym bedzie uzytkowane, aby wyniki byty miarodajne.
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Streszczenie

Zarowno bakterie wolnozyjace, jak i symbiotyczne oraz patogenne wytwarzajg pecherzyki
btonowe (MV, ang. Membrane Vesicles). MV petnig wazne funkcje sekrecyjne, umozliwiajgc nie
tylko transport biatek (w formie chronionej przed degradacja), lecz takze DNA i innych polimerow.
Struktura samego pecherzyka, jak i przenoszony materiat, zalezy od biogenezy MV. Wykazano, ze
jeden gatunek bakterii moze, w réznych warunkach, wytwarza¢ odmienne rodzaje MV. W pracy tej
omowiono biogenezg, strukture oraz podstawowe funkcje MV, determinujace antagonistyczne
oddzialywania bakterii z innymi organizmami.

1. Wstep: rodzaje pecherzykéw blonowych

Wytwarzanie pecherzykow btonowych (MV) (zaré6wno w formie zewnatrzkomorkowej jak
i wewnatrzkomoérkowej) zaobserwowano u organizméw ze wszystkich trzech domen zycia
(Deatherage i Cookson 2012). Duza réznorodnos¢ struktury i biogenezy MV sprawia, ze struktury te
petnig wiele funkcji, np. biorg udziat w komunikacji miedzykomorkowej, obronie przed negatywnymi
czynnikami $rodowiska, patogenezie i interakcjach symbiotycznych (Caruana i Walper 2020). Ponad
50 lat badan nad pecherzykami wytwarzanymi przez bakterie doprowadzito do poznania réznych
typdw MV, ktore, na podstawie biogenezy, zaklasyfikowano do kilku klas.

CMVs . 4——— IPSILOS

peptydoglikan

enzymy

RNA DNA

biatka RNA
cytoplazmatyczne
peptydoglikan

biatka

powierzchniowe

OMVs OIMVs

Rys. 1. Poréwnanie struktury trzech rodzajow pgcherzykéw btonowych. Sktad jakosciowy macierzy
i blon MV zalezy od stanu fizjologicznego komorki i szczegétowych mechanizméw produkcji
pecherzykéw (LPS — lipopolisacharyd, LOS — lipooligosachardy).
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1.1 OMVs (ang. Outer-Membrane Vesicles)

Odkryte jako pierwsze w planktonowej hodowli Vibrio cholerae w potowie XX wieku.
Stanowig najlepiej zbadang i najczesciej obserwowang klase MV. Sag charakterystyczne dla bakterii
gramujemnych. Sg zbudowane z bakteryjnej btony zewnetrznej, w ktorej ulokowane sa biatka
transblonowe, LPS i fragmenty eDNA (ang. environmental DNA) elektrostatycznie zwigzane
z powierzchnia, a ich wnetrze wypehnia peryplazma. MV wytwarza wiele gatunkow patogennych
bakterii, np. Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori, Escherischia coli (EHEC), Salmonella spp.
(Pathirana i Kaparakis-Liaskos 2016). Ich wzmozone wydzielanie ma miejsce zazwyczaj
w warunkach stresowych dla komoérek, czemu towarzyszy odktadanie si¢ ztogéw nieprawidtowo
sfatdowanych biatek w obrebie peryplazmy. Wedtug jednego z modeli biogenezy, to wlasnie nacisk
tych biatek na wewnetrzng powierzchnie OM odpowiada za wybrzuszenie blony i jej oderwanie od
komorki w formie pecherzyka (Kulp i Kuehn 2010). Odmienny mechanizm opisano dla biofilmow
Pseudomonas aeruginosa, gdzie czynnikiem indukujagcym interakcje migedzykomorkowe
i wytwarzanie polisacharydowej macierzy jest autoinduktor PQS (ang. Pseudomonas Quinolone
Signal). Czynnik ten pehieni kluczows role w procesie QS (ang. Quorum Sensing). Oddziatujac na
btony komérek P. aeruginosa, wigze sie regionem hydrofobowym do lipidu A u podstawy LPS, co
powodujac lokalne wybrzuszenie oston (Palmer i in. 2011). Jest to jeden z niewielu przyktadow
autoinduktorow, ktore przez swoja struktur¢ hydrofobowa nie dyfunduja swobodnie w §rodowisku,
lecz sa transportowane w formie zwigzanej z blonami MV. Ciekawa jest obserwacja, ze sposrod wielu
czastek chinolonéw o budowie zblizonej do PQS wydzielanych przez P. aeruginosa, jedynie PQS
wykazuje cechy czynnika aktywujacego wydzielanie OMV (Déziel i in. 2004). Wykazano nawet, ze
PQS stymuluje powstawanie OMV u innych bakterii gramujemnych np. Salmonella minnesota R60
(Mashburn-Warren i in. 2008). Proces ten jest bardziej intensywny w srodowisku z niedoborem jonéw
Ca®* i Mg?*, ktére, oddziatujac z ujemnie naladowanymi regionami antygenu O, maskujg tadunek
i zmniejszaja wzajemnie odpychanie polimeréw LPS. Brak tych jonow zmniejsza wigc stabilno$é
samej btony (Schneck i in. 2009).

1.2 OIMV (ang. Outer-Inner Membrane Vesicles)

Stanowig jeden z niewielu przyktadow (wraz z EMV, ktéore omowion0o w dalszej czeSci
pracy) pecherzykow podwdjnie obtonionych. Wytwarzane sg przez bakterie gramujemne; zbudowane
sa zarowno z bakteryjnej btony wewngtrznej jak i zewnetrznej, miedzy ktérymi znajduje si¢ cienka
warstwa peryplazmy ze zdegradowang siecig peptydoglikanu (aktywnos$¢ autolizyn lub hydrolaz
bakteriofagowych jest niezbgedna do wytworzenia tego typu MV). Centrum pecherzyka zajmuje
cytoplazma, w ktorej, Oprocz biatek, odnajdywano sg rowniez czgsteczki RNA (w tym regulatorowe
SRNA) oraz DNA, pochodzace z pofragmentowanego chromosomu lub plazmidéw. Sktad pecherzyka
zalezy od stanu fizjologicznego bakterii. Komoérki obumierajace wydzielaja pecherzyki z wigksza
iloscig fragmentéw DNA; w przypadku komorek o intensywnym metabolizmie we frakcji kwasow
nukleinowych przewaza RNA (Pérez-Cruz i in. 2015).

1.3 CMV (ang. Cytoplasmatic Membrane Vesicles)

Na skutek obecnosci wielowarstwowej $ciany komorkowej, bakterie gramdodatnich
produkuja MV ze znacznie mniejsza intensywnoscia. Pecherzyki te, zbudowane z btony komoérkowe;j,
wymagaja do powstania lokalnej degradacji peptydoglikanu za sprawa wewngtrznych lub
zewngtrznych enzymoéw litycznych (rozszczepiajacych zardbwno wigzania glikozydowe w szkielecie
cukrowym, jak i peptydowe w tancuchach aminokwasdéw taczacych wigzki peptydoglikanu) (Liu
2018). Udato sie wykaza¢ produkcje CMV dla kilku modelowych bakterii gramdodatnich, w tym:
Bacillus subtilis (Brown 2014), Bacillus anthracis i Staphylococcus aureus (Brown 2015).

1.4 EMV (ang. Explosive Membrane Vesicles)

Stanowig najbardziej zroznicowany pod wzgledem struktury typ pecherzykdéw. Powstajg
samoistnie w otoczeniu lizujgcej komorki bakteryjnej, ktorej blony wraz z wyptywajacg cytoplazmag
(w przypadku bakterii gramujemnych rowniez peryplazma) tworzg w $rodowisku struktury
oblonione. Sam proces ,,sktadania” pecherzyka jest wigc niezalezny od komorki i spontaniczny.
Bakteria nie ma wiec mozliwosci kontroli zawartosci EMV. W efekcie z jednej komérki powstaje
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frakcja pecherzykdéw o roznych rozmiarach, sktadzie, a przez to tez funkcji. Najlepiej zbadano ten
proces dla biofilmow P. aeruginosa, w ktorych glgboko usytuowane komorki (na skutek
niedotlenienia, niedoboru sktadnikéw odzywczych i aktywacji systemu SOS) ulegajg autolizie,
poprzez aktywacj¢ endolizyn oraz piocyn typy R i F (Nakayama i in. 2000). Uwolnione w ten sposob
EMV stanowig istotny czynnik wirulencji patogennych szczepéw P. aeruginosa. Jako sktadnik
macierzy biofilmu, wiaza sic z eDNA i polisacharydami, a poprzez adhezyny powierzchniowe
rowniez z bakteriami, co powoduje usztywnianie tej struktury (Turnbull i in. 2016). Dodatkowo MV
odgrywajg istotng rol¢ w HGT (ang. Horizontal Gene Transfer) — wspomagaja transformacje, a po
rozpadzie biofilmu i uwolnieniu do otoczenia moga oddziatywaé z komdrkami gospodarza.

Jako struktury obtonione MV maja cechy wektorow, umozliwiaja bowiem transport
Substancji wysoce wrazliwych na warunki srodowiska. Chroniag one zamkni¢te w swym wngtrzu
bialka przez rozkladem enzymatycznym, degradacja zwigzana z niskim czy wysokim pH oraz
warunkami stresu oksydacyjnego. Nie dziwi wiec fakt, ze bakterie patogenne transportuja w ten
sposoOb nie tylko biatka wspomagajace pobieranie substancji odzywczych z otoczenia, lecz takze
toksyny oddziatujace bezposrednio na komorki gospodarza i enzymy petnigce role spreading—factors
(czynnikéw ulatwiajacych penetracj¢ infekowanych tkanek i migracj¢ w ustroju gospodarza),
degradujacych szkielety biatkowe tkanek i potaczenia migdzykomdrkowe. W pewnych przypadkach
zaobserwowano tzw. wzbogacanie pecherzyka, polegajace na wystepowaniu w jego wngtrzu
okreslonych biatek w stgzeniu wyzszym niz w cytoplazmie/peryplazmie. Umozliwia to pewnego
rodzaju specyfikacj¢ funkcji pecherzyka do: aktywnosci toksycznej, rozktadu polimerow,
dezaktywacji antybiotykow czy sekwestracji jonow metali przejsciowych. Niewielkie rozmiary
samych MV umozliwiajg pokonywanie im barier nabtonka, np. bariera krew-jelito (GBB, ang. Gut-
Blood Barrier), i transfer do tkanek, ktore nie sg zasiedlane przez wydzielajace je bakterie. Obecnosé
antygenow powierzchniowych umozliwia oddziatywanie MV na komérki uktadu immunologicznego,
a czynniki wirulencji transportowane w pecherzykach, na modulacj¢ aktywno$ci tych komorek
(indukcje lub inhibicje odpowiedzi immunologicznej). Pelnig tez role ,,putapek” dla krazacych
w zasiedlanej tkance przeciwcial, a w Srodowisku naturalnym — dla bakteriofagéw. Tak duza
wszechstronnos$¢ pecherzykoéw wynika z zréznicowanej budowy i sktadu, a sam system wydzielania
czynnikow aktywnych w tej formie stanowi jeden z najbardziej zlozonych i réznorodnych
mechanizméw oddziatywania bakterii z otoczeniem i innymi komérkami.
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EMVs (Explosive Membrane Vesicles)

Czasteczki PQS (Pseudomonas Quinolone Stanowia szczegdinie zmienna grupe peche eykow
Signal, i systemu QS blonowych pod wzgledem struktury blony i skladu
aeruginosa) oddzialuja z blona poprzez region macierzy. Powstajg spontanicznie w  otoczeniu
hydrofobowy. Kontaktuja sig z lipidem A, tworzac koemarki lizujace] z fragmentéw jej blony (zarGwno
niestabine uwypuklenia bleny. Dodatkowo zewnetrznej jak i wewngtzne)). Te klasg Mvs
wiazanie PQS z jonami Mg i Ca** destabilizuje najlepiej zbadano dla biofiméw Pseudomonas
elektrostatycznie  biong,  zwigkszajac  jej aeruginosa. Postuluje sig, Ze stanowia jeden z
wybrzuszenie. kluczowych skladnikéw macierzy biofimu (wiaza

eDNA i polisacharydy, dzieki adhezynom na
powierzchni bon stymulujy oddziabpwania migdzy
komdrkami). W Srodowisku naturalnym EMVs moga
stanowi¢ jeden z mechanizméw ochrony biofimu
przed baktericfagami  (wiazanie fagéw do

powierzchni pecherzyka)

czasteczki PQS

Cat Mg

v lokalny rozktad peptydoglikanu

Brak rwnowagi osmotyczne] i ochronnych
windchwoscei Sciany komérkowe] poweduje
miejscowe wybrzuszenie biony
komérkowe]. Powstajaey woreczek ulega
dalszemu wzmstowi | odrywa sie od
kemdrki

antygen O LPS

Fizyczny nacisk na blong zewnetrzna Obnizona zawarte$é Mg™ i Ca™

rdzen

przez ziogi nieprawidlowe sfaldowanych w Srodowisku unie mozliwia
bialek jest jednym z mechanizmow maskewanie  przez te  jony
fumaczacych zwipkszong  intensywno st ladunkéw ujemnych antygenu O.
wytwarzania MV's w warunkach lipid A Elektrostatyczne odpychanie sig
stresowych Ip S{g\ czasteczek  LPS  w  blonie
¢ IR < powoduje jej wybrzuszenie
LA

Rys. 2. Omowienie mechanizméw wytwarzania roznych typow pecherzykow btonowych.

2. 2. Bakterie patogenne

2.1 Relacje bakterie—cztowiek

Bakterie wyksztalcity kilka mechanizmow sekrecji biatek, w tym T3SS, T4SS i T6SS, ktore
umozliwiajg dostarczanie efektoréw bezposrednio do innej komorki (Green i Mecsas 2016).
Efektorami tymi moga by¢ Dbiatkka modulujace aktywno$¢ szlakéw  sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej, zmieniajace strukture cytoszkieletu, uszkadzajace mitochondria lub DNA
genomowy komorki (Voth i in. 2012). Pecherzyki stanowig istotne zrodto efektorow dla komorki
eukariotycznej. Do najbardziej podstawowych czynnikéw wirulencji nalezy LPS transportowany na
powierzchni OMV i OIMV bakterii gramujemnych. Obecno$¢ adhezyn i innych antygendéw na
powierzchni MV, rozpoznajacych odpowiednie biatka, umozliwia ukierunkowane dostarczanie
zawartosci pecherzyka. Samo oddzialywanie MV z komorka moze przebiega¢ wedlug kilku
mechanizmow:

a) Bezposrednia fuzja pecherzyk-komorka nastepuje w specjalnych domenach blonowych, tzw.
tratwach lipidowych, ktore charakteryzuja si¢ zwickszong sztywno$cia (za sprawa cholesterolu)
i obecnoscig kompleksow biatek receptorowych (na powierzchni) i remodelujacych cytoszkielet
(od strony cytoplazmy) (Nagakubo i in. 2020).

b) Pecherzyki rowniez moga ulega¢ fagocytozie przez komorki uktadu immunologicznego
(makrofagi, neutrofile i komorki dendrytyczne) lub nabtonkowe (na skutek obecnosci
odpowiednich biatek efektorowych w blonie pecherzyka, ktore oddziatuja z receptorami
komorki eukariotycznej i aktywuja szlaki fagocytozy). We wnetrzu komorki pegcherzyk ulega
fuzji z blona endosomu wczesnego, indukuje rozpad blony endosomu lub po zwigzaniu
endosom-lizosom — ulega rozktadowi pod wplywem enzymoéw litycznych i niskiego pH.
Czynniki aktywne, ktére wykazuja oporno$¢ na degradacje lizosomalng, dostaja si¢ do
cytoplazmy i oddziatuja z odpowiednimi celami molekularnymi. W przypadku wprowadzenia
pecherzyka do komoérki intensywnie migrujacej po organizmie (np. komorki dendrytycznej)
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i zachowaniu odpowiedniej stabilno$ci w jej wnetrzu, moze dochodzi¢ do opdznionej reakcji
komorki na toksyny wydzielone przez pewng cz¢$¢ pobranych MV. Jesli reakcja ta jest zwigzana
z nekroza komorki eukariotycznej, dochodzi do jej lizy i uwolnienia nienaruszonej frakcji MV,
ktore moga teraz oddziatywac na kolejne napotkane w nowej tkance komorki (Cecil i in. 2017).

¢) Oprocz oddziatywania bezposredniego na komorke, z ktorg pecherzyk ma kontakt w pierwszej
kolejnosci, wykazano tez procesy transcytozy. W obrgbie kepek Peyera (elementy tkanki
limfoidalnej w btonie §luzowej jelita) ulokowane sa komorki M —rdznigce si¢ morfologicznie
od enterocytow (cienszy glikokaliks i warstwa §luzu, mniejszy rozwdj mikrokosmkow
szczytowych) i posiadajace unikatowa zdolno$¢ transferu antygenow ze $wiatla jelita do
warstwy tkanki tacznej pod nabtonkiem, gdzie dochodzi do kontaktu antygenu z elementami
uktadu immunologicznego. Wigzanie komorki M i pecherzyka nastgpuje dzigki obecnos$ci
PAMP (ang. Pathogen Associated Molecular Patterns) w btonie MV. Pgcherzyk zamknigty
w endosomie jest transportowany do przestrzeni boczno-podstawnej, ktora dzieki formowaniu
kieszeni zapewnia warunki $cistego oddziatywania MV z komorka uktadu odpornosciowego
(np. limfocyt B, neutrofil, makrofag) (Rubio i in. 2020).

Warto zaznaczy¢, ze bakterie wytwarzaja pecherzyki nie tylko w formie planktonowej czy
zwigzanej w biofilmie. W przypadku bakterii wewnatrzkomorkowych (np. Salmonella spp.,
Legionella pneumophila, Francisella tularensis) wykazano bezposrednie wydzielanie MV w obrebie
komorki aktualnie infekowanej przez bakterie (Jung i in. 2017).

2.2 Relacje bakteria—ro$lina

Pecherzyki blonowe sg zaangazowane w wiele etapow patogenezy bakteryjnej. Podobnie jak
w przypadku infekcji tkanek ludzkich, przy atakowaniu roslin dochodzi do podobnych zjawisk. Kazda
infekcja zwigzana jest z przyleganiem komorki bakteryjnej do tkanki gospodarza, co, w wigkszosci
przypadkéw, skutkuje jej uszkodzeniem (Mhedbi-Hajri i in. 2011). Przeprowadzono dotychczas
niewiele badan dotyczacych udziatu MV w kolonizacji roslin. Moze to wynikaé z faktu, ze badania
prowadzone na hodowlach tkanek zwierzecych lub ludzkich uwazane sg za bardziej atrakcyjne
i przysztosciowe. Dla Kilku modelowych przyktadow patogendw roslinnych wykazano juz mozliwos¢
wydzielania pecherzykow i czgsciowo zbadano ich sktad.

Wisréd lepiej poznanych gatunkow jest Xylella fastidiosa, ktora jest gramujemng bakteria
tlenowa zasiedlajaca wngtrze wigzek ksylemu. Jest ona zdolna do infekcji ponad 300 gatunkéw roslin
z calego $wiata, w tym istotnych gatunkow roslin uprawnych, np. winorosl (Vitis vinifera), sliwa
domowa (Prunus domestica), wisnia (Prunus cerasifera) czy czeresnia (Prunus avium). Gatunki
dzikich traw i roslin uznawanych za chwasty moga stanowi¢ grupe bezobjawowych nosicieli.
Czestos¢ ich wystepowania w Srodowisku dodatkowo zwigksza ryzyko infekcji roslin uprawnych
i zasigg dziatania bakterii patogennej (Sicard i in. 2018). Ze wzgledu na duzg liczbe infekowanych
gatunkow roslin, objawy chorobowe sg wysoce niespecyficzne — od niewielkich zmian blaszki
liSciowej po obumieranie catych roslin. Rozwijajacy si¢ w ksylemie biofilm i reakcje obronne rosliny
blokujg transport wody z solami mineralnymi, dlatego do pierwszych objawow choroby nalezy
wigdnigcie partii rosliny ponad miejscem infekcji. Transfer migdzy roslinami odbywa si¢ przy udziale
wektora, bedacego zywiacym si¢ sokami roslinnymi owadem z rz¢du Hemiptera (Saponari i in. 2014).
Wykazano, ze bakteria ta produkuje znaczne ilosci MV bez koniecznosci indukcji procesu poprzez
obecnos¢ gospodarza. W srodowisku glebowym poruszanie si¢ bakterii jest utrudnione ze wzgledu
na heterogeniczno$¢ otoczenia. Komorki moga by¢ blokowane poprzez powierzchnie adherentne,
zaro6wno nieorganiczne (elektrostatycznie natadowane mineraty) jak i organiczne (rozktadajace sig
szczatki ro$lin 1 zwierzat). Produkowane przez X. fastidiosa pecherzyki skutecznie zwickszaty
mobilno$¢ bakterii w glebie poprzez blokowane punktow niespecyficznej adhezji do elementow
otoczenia. Maskowanie tych regionéw uniemozliwialo wigc ich wigzanie z komorka, ktéra mogta
swobodniej migrowac w przestrzeni wypetionej roztworem glebowym. We wnetrzu wigzek ksylemu
wydzielane MV réwniez moga pehié role czynnikow antyadhezyjnych i zwigkszaé intensywnos$¢
migracji bakterii w ro$linie oraz szansg¢ na transfer poprzez owada. Réwnie interesujacg funkcja MV
jest transport hydrofobowej czasteczki sygnatowej DSF, mechanizm ten jest zblizony do komunikacji
migdzykomorkowej P. aeruginosa (lonescu i in. 2014).
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Podobnie jak w przypadku infekcji tkanek zwierzecych, pecherzyki blonowe bakterii
atakujacych rosliny réwniez moga modulowa¢ odpowiedz gospodarza na patogen. U roslin wystepuje
analogiczny uktad receptoréw rozpoznajacych wzorce molekularne, ktore zwigzane sa z patogenami
(bakteriami, grzybami, wirusami i1 innymi pasozytami). Obecno$¢ polisacharydowej S$ciany
komorkowej, ktérej rozmiar poréw oceniono na 5 nm, uniemozliwia bezposrednie oddziatywanie
bakterii, a nawet samych pecherzykéow z receptorami ulokowanymi W blonie komorki roslinne;j.
W procesie infekcji dochodzi jednak do lokalnego rozktadu tkanki gospodarza i odstonigcia btony
komorkowej. Rowniez fragmenty biatek i polisacharydow bakteryjnych powstajace przy lizie
komorki moga dyfundowac przez bariery anatomiczne i tkankowe, co umozliwia ogdlnoustrojowa
odpowiedz na wczesnym etapie infekcji. Do reakcji na patogen nalezy wzmozone wytwarzanie ROS
(ang. Reactive Oxygen Species), ktore nie tylko zabijaja bakterie, ale takze uszkadzaja same MVS,
uniemozliwiajac ich udziat w patogenezie. Utlenianie reszt —SH w biatkach zmienia ich strukture
i prowadzi do dezaktywacji, a peroksydacja lipidéw btonowych zwicksza krucho$¢ bton i szans¢ na
spontaniczny rozpad (Miller i in. 2017).

3. Podsumowanie

Dlugotrwata ewolucja, liczne kontakty z innymi organizmami i bytowanie w skrajnych
srodowiskach sprawily, ze bakterie wyksztalcity wiele strategii oddziatywania z komodrkami.
Zastosowanie odpowiedniego wektora warunkuje nie tylko mozliwos¢ dziatania na odleglosé, ale
réwniez zapewnia wigksza specyficznos¢ dziatania wobec wielu celow jednoczes$nie. Pecherzyki
blonowe zapewniaja jedne z najbardziej ztozonych i wszechstronnych interakcji, ktére wspotczesna
biotechnologia usituje wykorzysta¢ np. w zastosowaniach biomedycznych. Oprocz dostarczania
antygenow w szczepionkach, pecherzyki poddane odpowiednim modyfikacjom (zmniejszajacym
reakcj¢ uktadu odporno$ciowego na ich obecnos¢ w ustroju) moga by¢ stosowane jako wektory
transportujgce leki i kwasy nukleinowe w terapiach genowych oraz celowanych strategiach leczenia
NOWOtworow.
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Streszczenie

Wytwarzanie pecherzykdéw btonowych zaobserwowano u przedstawicieli wszystkich domen
organizméw zywych, jednak ich najwigksza roznorodnos$¢ wystepuje u bakterii. Do najczesciej
obserwowanych strategii nalezy dostarczanie antygendw i toksyn do komoérek docelowych w formie
zwigzanej z MV (ang. Membrane Vesicles). Zapewnia to nie tylko wigksza stabilno$¢ czynnikow
wirulencji, lecz umozliwia takze ich precyzyjne dostarczenie, nawet do tkanek, ktore nie moga by¢
zasiedlone przez bakterie.

1. Wstep

Pecherzyki blonowe umozliwiaja oddzialywanie na odleglos¢ bakterii z komoérkami
infekowanego organizmu. W przypadku wielu gatunkéw patogennych zaobserwowano zalezno$§¢
miedzy iloscig powstajacych MV a postgpujacymi zmianami w tkankach gospodarza. Udziat
w sekrecji bialek rozpuszczalnych i transbtonowych powoduje, ze MV sa rozpatrywane jako
kluczowy czynnik wirulencji. Pecherzyki umozliwiaja transport nie tylko toksyn bakteryjnych, lecz
takze czynnikow modyfikujacych funkcjonowanie uktadu odpornosciowego gospodarza. Wykazano
ponadto, ze dzigki niewielkim rozmiarom, MV mogg przekraczaé barier¢ krew-moézg i docieraé¢ do
tkanek, ktore sa znacznie mniej dostepne dla infekujacych bakterii.

2. Woytwarzanie MV przez patogenne bakterie gramujemne

2.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa jest jednym z najbardziej znaczacych patogendéw oportunistycznych,
szczegolnie w przypadku osob chorych na mukowiscydozg. W plucach takich pacjentow nastgpuje
nadmierne gromadzenie si¢ gestego $luzu za sprawa mutacji w obrebie genu kodujacego biatko CFTR
(transblonowy kanat dla jondéw chlorkowych). Mutacje takie sa najczg$ciej wywolywane
substytucjami i delecjami, ktoére doprowadzaja do: (a) braku syntezy prawidtowego biatka, (b)
powstania kanalu wysoce niestabilnego, ktory szybko ulega ubikwitynacji i1 degradacji
proteosomalnej, (c) kanatu z zablokowana mozliwoscia otwarcia. Bakterie P. aeruginosa tworza
wielowarstwowe biofilmy, dzigki ktorym bardzo skutecznie zasiedlajg powierzchnie nabtonkéw blon
sluzowych dolnych drog oddechowych. Oprocz prozapalnej aktywnosci antygendw prezentowanych,
na powierzchni wydzielanych OMV (ang. Outer Membrane Vesicles) i EMV (ang. Explosive
Membrane Vesicles) wykazano rowniez obecno$¢ toksyn i innych czynnikow wirulencji zwigzanych
z btong pegcherzykéw lub obecnych w ich wngtrzu.
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lipopolisacharyd — LPS

Polimer ten jest zakotwiczony w blonie zewngtrznej bakterii i stanowi przyktad endotoksyny
(substancji toksycznej, ktora jest uwalniana z komorek po lizie). Zbudowany jest z trzech regionow:
lipidu A (zakotwiczonego w blonie zewngtrznej), rdzenia i antygenu O. Czasteczka lipidu A
zbudowana jest z dwoch czasteczek D-glukozaminy potaczonych wigzaniem f3-1,6-glikozydowym,
ktore sa dodatkowo heksa- lub penta-acylowane. Polisacharydowy rdzen sklada si¢ z dwoch
czasteczek kwasu 3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (Kdo: i Kdoy), oraz dwoch reszt L-glicerolo-
D-manno-heptozy (Hep: i Hepz). Reszty heptozy sa czgsto fosforylowane: Hepi: — pozycje 2 i 4; Hep:
— pozycja 6. Laficuch antygenu O podzielony jest na dwa regiony: A i B. Region A (wewngtrzny)
stanowi wspolny antygen dla wigkszosci szczepéw P. aeruginosa i zbudowany jest
Z nienatadowanych elektrostatycznie reszt a-D-ramnozy. Region B (zewnetrzny) stanowi swoistg
czg$¢ antygenu charakterystyczna dla okreslonego szczepu, sktada si¢ z powtarzalnych blokéw di-
i penta-sacharydowych zbudowanych z réznych cukrow prostych i obdarzony jest tadunkiem
ujemnym (Pier 2007). Za aktywno$¢ toksyczng LPS odpowiada lipid A, ktory jest wykrywany przez
komorki uktadu immunologicznego. Czastka ta jest uwalniana z bton MVs po ich lizie, nastgpnie
wigze si¢ do bialka LBP, ktoére transportuje je na receptor CD14 ulokowany w blonie komodrek
odpowiedzi wrodzonej/nieswoistej. CD14 przy udziale biatka MD2 transportuje LPS na receptor
TLR4. Dwa receptory TLR4 zwiazane z LPS ulegaja dimeryzacji i poprzez domeng TIR uruchamiajg
kaskade transdukcji sygnatu odpowiedzi komorki. Reakcja ta skutkuje aktywacja genow kodujacych
czynniki bakteriobdjcze (np. defensyny z grupy P) i cytokiny (IL-1, IL-6, CDCLS8, TNF-a). W tym
przypadku toksyczna aktywno$¢ samego lipidu A zwigzana jest z jego obfitoscia w infekowane;j
tkance po rozpadzie komorek bakterii i/lub MV 1 silnej indukcji stanu zapalnego. Nasilenie
aktywno$ci ukladu immunologicznego powoduje uszkodzenie tkanek gospodarza przez stres
oksydacyjny, enzymy proteolityczne i lipolityczne wedtug modelu ,,przypadkowego obserwatora”
(uszkodzenie komorek niebioracych bezposredniego udzialu w odpowiedzi, ale znajdujacych si¢
w okolicy).

fosfolipaza C — PlcB

Zalezne od cynku fosfolipazy C (PLC) odnajdywane sg niemal we wszystkich organizmach
prokariotycznych i eukariotycznych. Enzym PlcB hydrolizuje fosfatydyloetanoloaming i jest
wykrywany w OMVs i OIMVs (w komorce wydzielany jest do peryplazmy na drodze Sec-zaleznej)
(Barker i in. 2004).

fosfolipaza hemolityczna — PIcH

Enzym ten z klasy fosfolipaz C rozktada fosfatydylocholing w obrebie wigzania estrowego
miedzy choling i reszta kwasu fosforanowego, oraz hydrolizuje sfingomieling. Wykazano, ze
oddzialuje na neutrofile wplywajagc na aktywno$¢ komodrek odporno$ciowych, zmniejsza
intensywnos$¢ ,,wybuchu tlenowego” i ich degranulacje (Terada i in. 1999).

czynnik Cif

Biatko jest wydzielane przez komoérki do otoczenia zar6wno w formie wolnej jak 1 zwigzanej
z MV (MacEachran i in. 2007). Wykazano, ze modyfikuje stabilno$¢ w btonie transporteréw takich
jak CFTR i glikoproteina P. Biatko to wykazuje enzymatyczne cechy hydrolazy epoksydowej (EH)
i stanowi pierwszy przyktad EH pelnigcej role czynnika wirulencji. Analizy strukturalne wykazaty,
ze w centrum aktywnym Cif znajduje si¢ triada katalityczna: Asp129, Glul53 i His297. Zaburza
procesy deubikwitynacji w komorkach gospodarza poprzez tworzenie kompleksu migedzy biatkami
USP10 i G3BP1. Uniemozliwia w ten sposob deubikwitynacj¢ transportera CFTR i zwigksza
intensywnos$¢ jego degradacji w komorce. Ponadto dzigki aktywnosci EH hydrolizuje wydzielany
przez komorki nablonka eikozanoid 14,15-EET (pelnigcy funkcje czynnika parakrynnego
indukujacego w neutrofilach synteze 15-epi LXA.) do nieaktywnego 14,15-DHET. Zaburzenie
syntezy 15-epi LXAs wywotuje nadmierng produkeje IL-8 w ptucach i powoduje ciagle gromadzenie
si¢ granulocytéw zwickszajac intensywnos$¢ stanu zapalnego do poziomu zagrazajacego komorkom
gospodarza 1 stabilno$ci infekowanej tkanki. Niekontrolowany stres oksydacyjny i degranulacja
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neutrofili uszkadzaja komorki i elementy macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM — ang. Extracellular
Matrix) (Flitter i in. 2017).

aminopeptydaza PaAP

Biatko to jest obecne na powierzchni MVs i warunkuje ich internalizacje przez komorki
gospodarza (Bauman i Kuehn 2009). W obrebie komorki nastgpnie dochodzi do aktywacji biatka
NODI rozpoznajacego resztki bakteryjnego peptydoglikanu. Dodatkowo enzym ten wpltywa na
struktury biofilmu P. aeruginosa, umozliwia jego utrzymanie i zwigksza przezywalno$é bakterii
(Zhao i in. 2018).

pecherzyki sekwestrujgce jony zelaza

za sprawa obecnosci PQS w blonach

* wigzanie eDNA na powierzchni MVs

+ rozktad  antybiotykow -laktamowych
przez B-laktamazy

+ Cif — promuje degradacje biatkka CFTR
na drodze zaleznej od ubikwitynacji

+ proteazy

* RNA niespecyficznie blokujace
translacie w komorkach ludzkich
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Rys. 3. Udzial pecherzykow btonowych wydzielanych przez komoérki P. aeruginosa w procesie
patogenezy. Bakteria ta charakteryzuje si¢ tworzeniem ztozonych biofilméw na blonach $luzowych
uktadu oddechowego (zwlaszcza u o0so6b chorych na mukowiscydoze). W biofilmach tych dzigki
zaggszezeniu komorek dochodzi do wzmozonego wydzielania OMVs poprzez mechanizm zalezny
od PQS. Dodatkowo lokalne niedotlenienie i niedobor sktadnikow odzywczych, ktore maja miejsce
w przypadku biofilmow wielowarstwowych, powoduje lize komorek bakterii i wytwarzanie EMVs.
Pecherzyki obu rodzajow uwalniane sa do ptynow tkankowych gospodarza, w ktorych oddziatuja
z wieloma komoérkami i mechanizmami obronnymi.

2.2 Salmonella enterica

S. enterica sv. Typhimurium jest przykladem patogenu wewnatrzkomorkowego, czesto
infekujacego drob i bydto — u cztowieka wywoluje infekcje pokarmowe. Wysoka liczba komorek,
ktorych wprowadzenie drogg pokarmows jest niezbedne do wywolania objawéw chorobowych (107-
10%), wynika z konieczno$ci konkurencji patogenu z naturalng florg bakteryjng. Po dotarciu do
nabtonka jelita bakterie te korzystajac z fimbrii i adhezyn (np. SiiE — adhezyna niefibrylarna) $cisle
przylegaja do komorek gospodarza, moga tez tworzy¢ biofilmy (BapA — biatko powierzchniowe
niezbedne do budowy biofilmu, moze rowniez wspomagaé inwazje komorek (Latasa i in. 2005)).
W badaniach in vitro wykazano, ze S. enterica moze oddziatywa¢ z komorkami Escherichia coli
(bakterii komensalnej wystepujacej licznie w ludzkim jelicie) tworzac wspolne, wielowarstwowe
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biofilmy, w ktérych E. coli stanowi pierwszy ,,punkt zaczepienia” do infekowanej tkanki (Esteves
i in. 2005). Nast¢pnie dochodzi do internalizacji bakterii przez enterocyty i wytworzenia SCV's (ang.
Salmonella Containing Vacuoles), w obrebie ktorych komoérki patogenu namnazaja si¢ (Steele-
Mortimer 2008). U pacjentéw o obnizonym poziomie odpornosci dochodzi do przekroczenia bariery
krew-jelito i zakazeniu komorek zernych, w ktorych bakterie maja mozliwo$¢é rozprzestrzenienia si¢
po organizmie. Do toksyn wydzielanych w formie zwigzanej z OMV przez S. enterica sv.
Typhimurium zalicza sig:

PagK
Bialko to jest transportowane do peryplazmy w systemie Sec-zaleznym i stanowi klasyczny
przyktad ,;wzbogacenia” pecherzyka btonowego. Transport poprzez MV umozliwia dostarczenie

biatka do cytoplazmy komorki gospodarza, ktora to stanowi miejsce jego aktywnosci w roli czynnika
wirulencji (Yoon i in. 2011).

cytotoksyna ClyA

Cytotoksyna/cytolizyna ClyA jest biatkiem tworzagcym oligomeryczne pory w blonach
komoérkowych. Homologi genu clyA odnajdywane sg w genomach innych patogenow np. E. coli.
Lokalne przerwanie ciggtosci blony prowadzi do wyptywu ATP, zaburzeniu rOwnowagi jonowej
i wodnej, oraz skutkuje indukcja apoptozy.

2.3 Vibrio cholerae

V. cholerae jest gramujemng bakterig, ktorej dwa serotypy (O1 — biotypy: klasyczny i El
Tor, O139) stanowig czynnik etiologiczny choroby uktadu pokarmowego — cholery. W krotkiej
historii swojej epidemiologii (okoto 200 lat) bakteria ta wywotata 7 wielkich pandemii, z ktérych
ostania rozprzestrzenita si¢ w 1961 roku i trwata do lat 70. Po dzi$ dzien V. cholera wywotuje lokalne
wybuchy epidemii w krajach rozwijajacych sie. Do szczegélnych czynnikow zagrazajacych
kolejnymi epidemiami nalezy brak dostepu do czystej wody — woda zanieczyszczona fekaliami
stanowi glowna droge zakazenia. Ponadto, za sprawa adhezyny GbpA bakteria ta rezyduje na chitynie
zwierzat morskich takich jak skorupiaki. Do klasycznych objawow choroby nalezy wodnista
biegunka, ktéra moze trwaé¢ nawet kilka dni. Tak obfita utrata ptynéw doprowadza skrajnego
odwodnienia i zaburzenia rownowagi elektrolitycznej we krwi i ptynach tkankowych.

Komorki V. cholerae zaréwno w jelicie ludzkim jak i w $rodowisku naturalnym tworza
biofilmy, ktérych konstrukcja indukowana jest osiggnigciem przez populacj¢ bakterii okreslonego
zageszczenia. Kaskada reakcji zwigzanych z transdukcjg odebranego sygnatu ostatecznie doprowadza
do aktywacji biatek z grupy DGC, ktore syntetyzuja c-di-GMP (czynnika indukujacego zmiane
fizjologii komorki z planktonicznej na osiadla). W jelicie na skutek dziatania soli kwasow zotciowych
bakterie migruja do warstwy §luzu pokrywajacego nabtonek. W takich warunkach dochodzi do
wytwarzania przez komorki mikrokolonii, $cistego oddziatywania z enterocytami i wydzielania
toksyn, ktore zwigkszaja przepuszczalnos¢ bariery nabtonka i wyptyw jonow z komorek (a wraz z
nimi wody). W érodowisku naturalnym, na przyktadzie wody morskiej, bakterie osadzaja si¢ na
powierzchni zwierzat bezkrggowych i roslin. Wydzielana przez makroglony poliamina HoN—(CH>)s—
NH-(CH2):—NH> po znalezieniu si¢ w peryplazmie oddziatuje z receptorem NspS, ktory nastepnie
aktywuje biatko MbaA ulokowane w blonie zewngtrznej. Caly ten proces stanowi jedna z drog
aktywacji ekspresji genow zwigzanych z adsorpcja bakterii do podtoza. Jak wczesniej wspomniano,
V. cholerae intensywnie wytwarza MV (zaréwno w postaci planktonowej jak i biofilmu), w ktorych
zidentyfikowano:

toksyne cholery — CTx

Kodowana jest w obrebie profaga CTX¢ i1 stanowi przyklad toksyny z grupy ABs —
oligomeryczny kompleks zbudowana jest z dwdch typow podjednostek funkcjonalnych: A (dwie
domeny A: i A; — odpowiada za wilaSciwosci toksyczne) i B (warunkujg wigzanie toksyny
z receptorem na komorce docelowej — gangliozydami GM1). Nalezy do typu tzw. ,toksyn
termowrazliwych” — wrazliwych na wysokg temperaturg. Po zwigzaniu toksyny z gangliozydami
GMI1 nastegpuje jej endocytoza i transfer do wngtrza ER. Tam, przy udziale biatka Erol, dochodzi do
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redukcji wigzania —SS— taczacego domeny A; i Az. Domena Aj, ktéra ma aktywnos¢ ADP-
rybozylazy, zostaje uwolniona i przetransportowana do cytoplazmy kanatem Sec61, gdzie dochodzi
do aktywacji domeny przez zwigzanie z biatkiem Arfl i odslonigcia miejsca aktywnego.
Molekularnym celem toksyny sa biatka Gos. Dezaktywacja tych bialek przez ADP-rybozylacje
doprowadza do nadaktywnosci cyklazy adenylanowej i nadprodukcji cAMP w komérkach nabtonka
jelita i aktywacji kinaz biatkowym A (PKA — ang. Proteine Kinase A), ktore fosforyluja transporter
CFTR blokujac go w formie otwartej. Nickontrolowany wyptyw jondw Cl~ pociaga za sobg wyptyw
wody (do 2 litréw na godzing) i innych elektrolitow (Na*, K*, HCOj3). Ponadto CTx jest silnym
adiuwantem odpowiedzi immunologicznej. Podobne efekty wywoluje sama podjednostka B.
Stwierdzono, ze uczestniczy rowniez w inhibicji odpowiedzi immunologicznej na drodze zwigkszania
aktywnosci fosfatazy-1 MAPK (MKP1), co znaczaco zmniejsza aktywnos$¢ kinazy Janusa i biatka
p38. Ostatecznie zmniejszeniu ulega produkcja Kluczowych cytokin prozapalnych (TNFa i IL-6)
przez makrofagi. Ta cecha podjednostki B znalazta zastosowanie w terapii chordb
autoimmunologicznych. W badaniach wykorzystujacych zwierzgce modele chorob wykazano, ze
podjednostka B skoniugowana z podstawowymi biatkami mieliny zapobiega eksperymentalnemu
zapaleniu moézgu i rdzenia krggowego (Bharati i Ganguly 2011). Koniugat z insuling opdzniat
wystapienie objawow cukrzycy typu I (Bergerot i in. 1997).

cytolizyne VCC

VCC jest znajdowana w peryplazmie komorek V. cholerae i swietle wydzielanych OMV.
Egzotoksyna ta tworzy pory w blonie komorek docelowych za sprawa obecnos$ci domen o budowie
B-barytki. W stezeniach zbyt niskich by doprowadzi¢ do pelnej lizy komorki indukuje apoptoze
zarowno komorek nablonkowych jak i leukocytow (Olson i Gouaux 2003). Badania in vitro
wykazatly, ze ochronna bariera pecherzyka jest niezbedna do zachowania aktywnosci VCC. Toksyna
ta w formie wolnej szybko ulegala oligomeryzacji poprzez domeny hydrofobowe i tworzyla
nieaktywne ztogi (Elluri i in. 2014).

2.4 Helicobacter pylori

H. pylori jest gramujemng, mikroaerofilng pateczka z klasy e-Proteobacteria o spiralnym
ksztatcie. Pierwotnie nazwano ja Campylobacter pylori. Wykryta po raz pierwszy przez wioskiego
badacza Gulio Bizzozero w biopsji z psiego zotadka w 1899 roku. Doktadnie scharakteryzowana w
1982 roku przez australijskich badaczy: Robina Warrena i Barry'ego Marshalla, ktorzy za swoje
badania otrzymali w 2005 roku Nagrode Nobla. Badany przez nich szczep pochodzit z probki od
pacjenta z silnym zapaleniem i owrzodzeniem btony §luzowej zotadka. Do czynnikéw wirulencji H.
pylori naleza: lofotrychalny pek rzesek pozwalajacych na sprawng motoryke w S$luzie, ureaza,
roznorodne adhezyny i toksyny (CagA, VacA i NapA). Zdolnosci do chemotaksji pozwalaja bakterii
na migracje przez warstwe gestego $luzu, do $rodowiska mniej kwasowego, kontaktujacego sie
bezposrednio z powierzchnig nabtonka zotadka. Ureaza jest enzymem rozktadajagcym mocznik
z wydzieleniem alkalizujacego $rodowisko amoniaku, ktory dodatkowo oddziatuje na mucyny
rozluzniajac strukture $luzu. Sluz ten w $rodowisku kwasowym zachowuje strukture gestego zelu,
ktéry utrudnia dostep bakterii do nabtonka. Alkalizacja powoduje przejscie mieszaniny w roztwor
bardziej plynny.

Zbadano, ze patogen ten wytwarza OMV na drodze kilku mechanizmow: (a) lokalnej
degradacji peptydoglikanu, co powoduje gromadzenie si¢ monomerdw, ktore naciskaja na OM
powodujac jej wybrzuszenie, (b) zwigkszonej syntezy lipidow blonowych, co powoduje nadmiar
powierzchni OM, ktéra ulega wygieciu. Ponadto, w wytwarzanych przez H. pylori biofilmach
wykazano mozliwo$¢ powstawania EMV, ktére wigza znaczne ilosci eDNA (egzo-DNA,
pozakomorkowy DNA). Dzigki pochodzeniu przez warstwe¢ nablonka MV tej bakterii maja
mozliwo§¢ szerokiej regulacji odpowiedzi immunologicznej. Analiza proteomiczna sktadu
pecherzykow wykazata obecnosé licznych czynnikow wirulencji, w tym specyficznych dla H. pylori
toksyn:
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toksyny wakuolizujgcej — VacA

Biatko zbudowane z dwdoch domen: p55 i p33. Jedna z gtéwnych toksyn produkowanych
przez H. pylori, przyczynia si¢ do wywotywania owrzodzenia blony §luzowej zotadka i zmian
nowotworowych np. gruczolakoraka. Ze wzgledu na swoj wptyw na fenotyp komorek gospodarza
nazywana jest toksyna wakuolizujacg. Wywotuje réwniez zmiany w obregbie cytoszkieletu. Nie
wykazano, aby bialko to miato aktywno$¢ enzymatyczna, jednak wiazac si¢ z blong poprzez
hydrofobowe regiony domeny p33 tworzy kanaty dla czastek anionowych: CI-, HCOs;™ i matych
czastek organicznych. VacA dziata w formie oligomeru, ktorych utworzenie blokowane jest
w srodowisku kwasowym i zasadowym, dopiero po kontakcie z btong oligomery ulegaja stabilizacji
i mozliwe jest utworzenie kanatu. Wielkoskalowe badania epidemiologiczne wykazaly wyrazna
korelacje miedzy infekcja H. pylori niosacg konkretny rodzaj allelu genu vacA, a zwigkszonym
ryzykiem choroby wrzodowej zotadka i dwunastnicy. Pacjenci zakazeni szczepami zawierajacymi
typy allelu S1, 11 i M1 sg obarczeni wyzszym ryzykiem choroby wrzodowej niz ci zainfekowani
typami S2, 12 i M2. Précz indukcji zmian apoptycznych toksyna ta wptywa tez na aktywno$¢ uktadu
immunologicznego. Po przekroczeniu przez OMVs bariery nabtonka oddziatuje na limfocyty T
aktywujac p38, co skutkuje wzrostem aktywnosci cyklooksygenazy 2 (COX-2) i produkcji
prostaglandyny E, (PGE2) — bezposredniego czynnika odpowiadajacego za rozkurcz miesni gtadkich
i rozszerzenie naczyn krwiono$nych. Dodatkowo VacA wplywa na: pozytywna regulacje syntezy
VEGF, aktywacj¢ kinazy MAP, zwigkszenie przepuszczalnosci nabtonka (Papini i in. 1998),
uwolnienie cytochromu ¢ z bton mitochondrialnych (Galmiche i in. 2000). Zmiany te wptywaja na
zwickszanie stanu zapalnego w obrebie infekowanej tkanki, uszkodzenia komorek gospodarza
i indukcje karcynogenezy.

CagA

Toksyna CagA stanowi pierwsza zidentyfikowana bakteryjna onkoproteine, kodowana
W obrebie wyspy patogennosci cag-PAl. Po wprowadzeniu do komérek gospodarza biatko to ulega
oligomeryzacji i fosforylacji w powtdrzonym motywie EPIY A, poprzez kinazy gospodarza SFK i c-
ADbL. Przed fosforylacja toksyna oddziatuje z biatkami: biatkami c-Met, Grb2, Crk, PAR1b/MARK
i E-kadherynami. Ufosforylowane biatko CagA wplywa na aktywno$¢: kinazy Csk i fosfatazy SHP-
2. Réznorodno$é strukturalna toksyny w obrebie regiondow EPIYA jest skorelowana z rozng
aktywnoS$cig szczepow w wywolywaniu zmian nowotworowych. Toksyna posiada w regionie
centralnym motyw K-Xn-R-X-R wymagany do wigzania CagA z btonowym fosfolipidem —
fosfatydyloseryng. Do  efektow dzialania toksyny naleza: degradacja oddziatywan
miedzykomorkowych zaleznych od E-kadheryny, zaburzenie regulacji cyklu komoérkowego,
przegrupowanie cytoszkieletu aktynowego i mikrotubulinowego, zwickszenie przepuszczalnosci
nabtonka i odrywanie si¢ komorek od blony podstawnej (zaburzenie struktury potaczen
miedzykomoérkowych i wiasciwg polaryzacje komorek).

BabA

Biatko powierzchniowe ulokowane w komérkach w obrebie OM i w blonie OMVs. Scisle
zwiazane z zasiedlaniem przez bakterie bton sluzowych, utatwia kontakt OMVs z btonami komérek
gospodarza i zmniejsza wymywanie bakterii z nabtonka przez tresci zoladkowe i skurcze mig$niowki.
Wiazanie si¢ do $luzu jest mozliwe dzigki oddziatywaniom adhezyny z mucynami: MUC1, MUC2

i MUC5AC. Wérod ligandéw nabtonkowych zidentyfikowano: antygeny H1, A i B, antygen grupowy
Lewis-B.

SabA

Adhezyna wigzaca kwas sjalowy, wykazuje powinowactwo do gangliozydow apikalnych takich jak:
Neu5Aca3-neolaktoheksaosyloceramid i NeuSAcoa3-neolaktooktaozyloceramid (Benktander i in.
2018).

HP-NAP

Czynnik silnie aktywujacy ludzkie neutrofile, dziata chemotaktycznie na leukocyty (np.
monocyty) 1 aktywuje oksygenaze NADPH doprowadzajac do nadprodukcji anionorodnika
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ponadtlenkowego (Oz %), ktory ulega dalszym przeksztatlceniom do toksycznych form tlenu takich
jak: * OHy, H;0,, ‘OH, HOCI. Biatko to nie jest typowa toksyna, ale poprzez zwickszanie
intensywnosci odpowiedzi organizmu na patogen zwigksza przypadkowe uszkodzenia tkanek.

HtrAHp

Proteaza doprowadzajaca do rozktadu potaczen migdzykomoérkowych odpowiedzialnych za
utrzymanie $cistosci i szczelno$ci nabtonka. W komorce pelni role odpowiedzi na stres srodowiskowy
(niskie pH, stres oksydacyjny) poprzez degradowanie ztogdw nieprawidlowo sfaldowanych biatek.
Charakteryzuje si¢ bardzo wysoka stabilno$cia, w tym termiczng (Tm > 85°C) i odzyskuje strukture
natywna po potraktowaniu warunkami denaturujagcymi (Zarzecka i in. 2019).

3. Podsumowanie

Poznanie molekularnych czynnikow wirulencji bakterii stanowi wazne wyzwanie dla
mikrobiologow. Nowoczesne techniki pozwalajg na odkrywanie kolejnych mechanizméw, ktore
niekiedy zaskakuja powszechno$cia wystepowania. Pegcherzyki btonowe wcigz stanowig otwarty
temat badan. Z kazdym rokiem badania te przynoszag nowe dane wzbogacajace nasza wiedze
0 oddziatywaniach bakterii z komérkami innych organizméw. Duza réznorodnos¢ struktury i funkeji,
dziatanie na odleglo$¢ oraz stabilno$¢ w ustroju gospodarza sprawiaja, ze pecherzyki btonowe
stanowig ,,bron nuklearng” w bogatym arsenale bakterii patogennych.
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magnetycznego rezonansu jadrowego

Streszczenie

Spektroskopia jest to nauka zajmujaca si¢ oddzialywaniem promieniowania
elektromagnetycznego z materig. W analizie spektroskopowej wykorzystuje si¢ gtdéwnie natezenie
promieniowania absorbowanego lub emitowanego przez badany uktad (czasteczki, atomy). Do metod
instrumentalnych, ktéore moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane m.in. w biochemicznej analizie
spektroskopowej naleza spektroskopia absorpcyjna - spektroskopia UV/VIS, spektroskopia
w podczerwieni i Ramana, spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego. Poza metodami
absorpcyjnymi bardzo duze znaczenie odgrywa takze spektroskopia fluorescencyjna (Pons i in. 2004).

1. Wstep

Spektroskopia jest dzialem fizyki obejmujacym zaréwno badania budowy i wiasciwosci
jader atomowych, atomow, czasteczek oraz ztozonych z nich uktadéw makroskopowych, jak
i badanie ich wzajemnych oddzialtywan — na podstawie rozkladu natezenie (tzw. widma)
promieniowania elektromagnetycznego pochtanianego, wysylanego lub rozpraszanego przez te
obiekty i rejestrowanego w zaleznosci od dilugosci fali lub czgstotliwo$ci promieniowania
(https://encyklopedia.pwn.pl/ 3978131.html). Poddajac glebszej analizie pojecie spektroskopii
stwierdzono, iz spektroskopia bada oraz wyjasnia teoretyczne oddziatywania powstate pomiedzy
materig (zbiorowiskiem atomow i czasteczek) a promieniowaniem elektromagnetycznym, bedgcym
falowym zaburzeniem pola elektromagnetycznego polegajace na pochtanianiu czesci energii
(zjawisko absorpcji) przez materi¢ badz oddawaniu tej energii w postaci promieniowania (zjawisko
emisji) (Zielinski i Rajca 2018). Efekty odzialywah pomiedzy promieniowaniem a materig
znajdujaca si¢ na jego drodze przedstawia Rys.1.
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Rys. 1 Efekty odziatywan pomig¢dzy promieniowaniem elektromagnetycznym a materia (Zielinski i Rajca 2018).
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Duza zaleta stosowania metod spektroskopowych jest to, iz sa stosunkowo szybkie oraz
umozliwiajg badanie zarowno w warunkach in vitro jak i in vivo. Metody spektroskopowe moga by¢
takze z powodzeniem wykorzystywane w diagnozowaniu stanéw chorobowych nawet na wczesnych
etapach rozwoju danej jednostki chorobowej. Duze molekuly takie jak biatka, thuszcze, cukry i kwasy
nukleinowe daja charakterystyczne widma zawierajace informacje o ich budowie chemiczne;j.
Niejednokrotnie juz w przypadku wystapienia niewielkich zmian chorobowych nastepuje deformacja
widma. Wowczas metody spektroskopowe wykorzystuje si¢ w monitorowaniu leczenia z uzyciem
produktow leczniczych (Kecki 1992).

2. Budowa bialek

Biatka sg to czasteczki zbudowane z a-aminokwasow, ktére tworzg liniowe lancuchy
polimerowe dzigki obecnosci wigzan peptydowych pomiedzy nimi. Na tancuch glowny biatka
sktadaja si¢ grupy amidowe, karbonylowe oraz atomy wegla o potaczone z atomami wodoru.
Pozostata cze$¢ molekuty to tzw. tancuchy boczne. Ze wzgledu na ztozong budowe, masy
czasteczkowe biatka mieszcza si¢ w zakresie od 10 tysigcy do nawet kilku milionéw Daltonow.

Biatka przyjmuja $cisle okreslong konformacje przestrzenna. Strukturg biatka opisuje si¢ na
czerech poziomach, zwanych rzedowosciami. Struktura pierwszorzg¢dowa biatka to prosty tancuch
polipeptydowy utozony w $cisle okreslonej sekwencji aminokwaséw (od N-konca do C-konca).
Struktura ta stabilizowana jest wylacznie przez wigzania peptydowe. W przypadku wystapienia
réznego rodzaju oddziatywan pomigdzy aminokwasami, biatko przyjmuje strukture drugorzedowa.
Wyrédznia si¢ dwa rodzaje struktur tworzonych przez tancuchy biatka. Pierwszy z nich do a-helisa
(struktura prawoskretna) oraz -kartki (harmonijki). Drugorzgdowa struktura biatka stabilizowana
jest przez wigzania wodorowe wystepujace pomigdzy aminokwasami. Struktura trzeciorzedowa
biatka to ulozenie elementow struktury drugorzedowej w przestrzeni trojwymiarowej. Dochodzi
wowczas do wystapienia zjawiska przyciggania pomig¢dzy tancuchami bocznymi aminokwasow,
a nastgpnie skrgcenia oraz wygigcia struktury drugorzedowej. W wyniku wygiecia tancucha
gldwnego, aminokwasy, ktore z punktu widzenia struktury pierwszorzgdowej znajdowaly si¢ w duzej
odleglosci, w strukturze trzeciorzgdowej moga leze¢ bardzo blisko siebie. Za$ struktura jest
stabilizowana przez wigzania wodorowe oraz tworzace si¢ mostki dwusiarczkowe (pomiedzy
aminokwasem siarkowym a cysteing). Struktura czwartorzedowa biatka powstaje na skutek
potaczenia si¢ dwoch lub wiecej tancuchow biatkowych o konformacji przestrzennej —
trzeciorzedowej (Zebro 2018).

3. Podzial spektroskopii

Metody spektroskopowe dzieli si¢ na metody emisyjne oraz absorpcyjne. Metody emisyjne
polegaja na analizie emitowanego przez badana probke promieniowania. Natomiast w metodach
absorpcyjnych poddaje si¢ analizie promieniowanie przechodzace przez probke. Wsrod metod
absorpcyjnych wyroznia si¢ spektroskopi¢ UV/VIS (w zakresie ultrafioletu i $wiatla widzialnego),
spektroskopi¢ w podczerwieni IR oraz spektroskopi¢ mikrofalowa. Ponadto, wyrdznia si¢ rowniez
metody rezonansu magnetycznego, do ktorego zalicza si¢ spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu
jadrowego NMR oraz elektronowego rezonansu paramagnetycznego EPR. W ich przypadku
analizowang probke dodatkowo umieszcza si¢ w polu magnetycznym. Podzial metod absorpcyjnych
wynika przede wszystkim z zastosowanego zakresu promieniowania elektromagnetycznego (Rys.2).

W pozostatych metodach spektroskopowych wykorzystuje sie inne efekty powstate podczas
oddziatywan pomiedzy promieniowaniem a materig. W przypadku spektroskopii Ramanowskiej bada
si¢ promieniowanie rozproszone, a dokladnie zmiany energii promieniowania rozproszonego.
Analizg promieniowania emitowanego przez czgsteczki po absorpcji promieniowania padajacego
0 innej energii zajmuj¢ si¢ spektrofluorymetria. Metoda dyspersji skrecalnosci optycznej polega na
przepuszczeniu przez warstwe¢ materii zawierajaca czasteczki chiralne promieniowania
elektromagnetycznego spolaryzowanego liniowo w wyniku, czego nastgpuje skregcenie plaszczyzny
polaryzacji $wiatta o pewien kat. Warto$¢ kata daje informacje o asymetrii czasteczek analizowanej
materii. W przypadku spektroskopii fotoelektronowej poddaje si¢ analizie energi¢ elektronow
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wybitych z orbitali atomowych/czasteczkowych w wyniku zjawiska absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego o okreslonej energii. Spektrometria masowa oraz rentgenografia strukturalna,
pomimo, iz nie nalezg do metod spektroskopowych to z punktu widzenia analizy identyfikacji
i badania struktury zwigzkéw organicznych stanowia jedne z wazniejszych i efektywnych metod
(Zielinski i Rajca 2018).

Do badan strukturalnych zwigzkow organicznych najczgéciej wykorzystuje sie¢ metody
absorpcyjne, poniewaz w normalnych warunkach temperaturowych zwiazki organiczne nie emituja
promieniowania. Natomiast do analizy oddzialywan zwigzkéw chemicznych m.in. pomiedzy
biatkiem a lekiem wykorzystuje si¢ zarowno metody spektroskopowe absorpcyjne jak i emisyjne.
Wsrdd najczesciej stosowanych wyrdznia si¢ m.in. spektroskopie UV/VIS, IR, NMR, spektroskopi¢
Ramanowska, spektrofluorymetri¢ oraz spektroskopi¢ dichroizmu kotowego.
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Rys. 2. Rodzaje spektroskobii i ich zakresy promieniowania elektromagnetycznego (Zielinski i Rajca 2018).

4. Spektroskopia UV/VIS

Spektroskopia UV/VIS jest jedng z klasycznych metod spektroskopii absorpcyjnej. Zakres
promieniowania elektromagnetycznego miesci si¢ w przedziale 200-800 nm. Analiza z uzyciem
spektrofotometru UV/VIS oraz innych metod absorpcyjnych (NMR, EPR, IR) polega na poréwnaniu
intensywnos$ci wigzki promieniowania przechodzacego przez probke | do intensywnosci $wiatta
padajacego na probke lo.

A= logIT0

Do scharakteryzowania intensywnosci zjawiska absorpcji wykorzystuje si¢ wielkos¢ zwang
absorbancja (A) oraz transmitancja/przepuszczalno$cig (T). Zalezno$¢ pomiedzy tymi wielkoSciami
mozna wyrazi¢ wzorem.

A= log%

Warto$ci absorbancji i/lub transmitancji wyznacza si¢ z uzyciem spektrofotometru.
Podstawowymi sktadowymi spektrofotometru jest zrédlo promieniowania, monochromator, miejsce
(uchwyt) na probke, detektor oraz rejestrator.

W wyniku absorbancji wigzki promieniowania monochromatycznego przez badang probke
nastgpuje przejscie elektronow walencyjnych zwigzku organicznego z poziomu o nizszej energii
(orbital 7 i n) na wyzszy poziom energetyczny (orbital antywigzacy ©*).

T — 1t n—m*

Warunkiem przejscia elektronowego ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego jest
obecnos¢ chromoforéw w budowie analizowanego zwiazku organicznego. Chromofory to najczgsciej
uktady aromatyczne lub ugrupowania z wigzaniami wielokrotnymi. Précz chromoforow w czasteczce
zwiazku organicznego moga wystgpowaé m.in. grupy aminowe lub hydroksylowe zwane
auksochromami. Ugrupowania te nie absorbuja wiazki promieniowania elektromagnetycznego, ale
wplywaja na warto$¢ energii obecnego w czasteczce chromoforu. Ich obecno$¢ przyczynia si¢ do
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przesuni¢cia pasma absorpcji zwigzku w kierunku fal krotszych (przesuniecie hipsochromowe) lub
W kierunku fal dtuzszych (przesunigcie batochromowe).

Biatka m.in. albumina surowicy krwi ludzkiej ze wzglgdu na swoja zlozong budowe zawiera
zardwno ugrupowania aromatyczne jak rowniez wigzania wielokrotne. Dzieki temu moze by¢
z powodzeniem poddana analizie spektrofotometrycznej UV/VIS. Z uzyciem tej metody mozna
analizowa¢ oddziatywania pomig¢dzy biatkiem a lekiem, co jest bardzo pomocne w trakcie
monitorowania przebiegu leczenia wielu chordb. Rys. 3 przedstawia przyktadowe widmo UV/VIS
albuminy surowicy krwi ludzkiej bez i w obecnosci ibuprofenu.
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Rys. 3 Widmo UV/VIS albuminy surowicy krwi ludzkiej bez i w obecnosci ibuprofenu.

5. Spektroskopia IR

Spektroskopia w podczerwieni miesci si¢ w zakresie promieniowania elektromagnetycznego
1430cm™? (obszar widzialny) a 600 cm™ (obszar mikrofalowy). Najwicksze znaczenie z punktu
widzenia analizy struktury zwigzkow organicznych wykazuje obszar podczerwieni wlasciwej (4000
- 700cm™) odpowiadajgcy za przejscia oscylacyjno-rotacyjne. Mniejsze znaczenie natomiast odgrywa
podczerwien daleka (700 - 200cm™) i bliska (1430 - 4000cm™). W spektroskopii oscylacyjnej
W podczerwieni w wyniku absorpcji promieniowania nastgpujg zmiany energii oscylacyjnej
czasteczki. Ruch drgajacy analizowanej czasteczki opisuje si¢ jako zespot drgan prostszych. Drgania
te zwane sg drganiami normalnymi, podczas ktorych wszystkie zreby atomowe czasteczki drgaja
W jednej fazie oraz z jednakowsg czestoscig. Roznice pomigdzy réznymi zrgbami atomoéw wystepuja
jedynie w amplitudzie wychylenia. Dlatego jesli w trakcie drgania normalnego, amplituda wychylenia
zrebow atomowych okreslonej grupy funkcyjnej jest wicksza niz pozostatych to takie drganie jest
charakterystyczne dla tej grupy funkcyjnej, pierscieni aromatycznych lub tancuchéw alifatycznych.
Energia charakterystycznych drgan normalnych jest skwantowana w wyniku, czego kazdemu drganiu
odpowiada specyficzny uktad oscylacyjny pozioméw energetycznych (Nykiel 2013).

Spektroskopia w podczerwieni jest jedna z podstawowych technik instrumentalnych
powszechnie stosowanych w analizie struktury i oddziatywan zwiazkow chemicznych. Dostarcza
szczegblowych informacji dotyczacych obecnosci okreslonych grup funkcyjnych oraz innych
znaczacych elementéw struktury zwigzku m.in. obecno$ci wigzan pojedynczych, podwédjnych lub
potrojnych pomigdzy atomami wegla w czasteczce. Grupy funkcyjne wykazuja zdolno$¢ do
absorbowania w do$¢ waskim zakresie czesto$ci promieniowania podczerwonego niezaleznie od
budowy catej czgsteczki. Dzieki temu z uzyciem metody IR mozna zidentyfikowa¢ takie ugrupowania
atomow jak: -OH, -NH;, NHR, C=0. Za pomoca spektroskopii w podczerwieni mozliwa jest
obserwacja pasm zwigzanych z drganiami rozciagajacymi (rozciaganie wigzan) oraz wigzaniami
deformacyjnymi (deformacja katow pomiedzy wiazaniami). Dzigki temu uzyskuje si¢ szczegotowe
informacje o analizowanej probce. Poddajac analizie obszar podczerwieni wlasciwej mozna wyrdznic
cztery podobszary. Pierwszy z nich (obszar I) miesci sic w zakresie 4000 - 2500cm®. Obszar ten
odpowiada drganiom rozciagajacym oraz charakteryzuje obecno$¢ grup -NH, -CH i -OH. Kolejny
zakres liczb falowych 2500 - 2000cm™ (obszar 11) obrazuje obecnos¢ lub brak wigzan potrojnych
W czgsteczce. Obszar 2000 - 1500 cm* (obszar IIT) obrazuje drgania rozciagajace wigzan podwojnych
pomiedzy dwoma atomami wegla (C=C) i pomiedzy atomem wegla i tlenu (C=0). Ponadto w tym
zakresie analizuje si¢ drgania deformacyjne wigzan N-H. Ostatni obszar, ponizej 1500cm™ (obszar
IV) - obszar daktyloskopowy (fingerprint) ze wzgledu na ztozono$¢ widma w tym zakresie stuzy do
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identyfikacji badanej substancji poprzez porownanie jej widma z widmem substancji wzorcowe;j.
Zwigzek organiczny w tym obszarze liczby falowej posiada uktad pasm, ktéry jest dla niej
charakterystyczny, tzw. ,,odcisk palca”, ktory okresla czy badany zwiazek jest identyczny z wzorcem
(Rys. 4).
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Rys. 4. Widmo IR L-tryptofanu (https://webbook.nist.gov/cgi/chook.cgi?ID=C73223).

6. Spektroskopia Ramanna

Spektroskopia Ramana nalezy do metod spektroskopowych, ktore z powodzeniem moga by¢
wykorzystywane w analizie jakosciowej i ilo$ciowej cial statych, cieczy oraz gazow. Jest metoda
komplementarng ze spektroskopia w podczerwieni IR. W przypadku, gdy w czasteczce wystepuje
srodek symetrii moga istnie¢ drgania, ktore sg aktywne w widmie IR, a niewidoczne w widmie
Ramana (i odwrotnie). Czgsciej jednak zdarza sig, iz zarowno na widmie Ramanowskim oraz widmie
IR mozna zarejestrowa¢ pasma tych samych grup funkcyjnych. Réznig si¢ one pomigdzy sobag
wylacznie intensywno$cia.

Spektroskopia Ramana  wykorzystuje  zjawisko  rozproszenia  promieniowania
elektromagnetycznego, ktore jest zwiazane ze zmiang energii rozpraszanych fotonéw. Zrédtem
promieniowania sg lasery pracujace w zakresie od ultrafioletu do podczerwieni (Nykiel 2013). Probke
naswietla si¢ promieniowaniem monochromatycznym i obserwuje si¢ widmo promieniowania
rozproszonego przez probke (Zielinski i Rajca 2018). Widma Ramanowskie podobnie jak widma
W podczerwieni zawierajg pasma oscylacyjne drgan normalnych czasteczek, dzigki czemu mogg by¢
wykorzystywane w analizie chemicznej zwigzkow organicznych. Jednak aktywne sg tylko te drgania,
w ktorych nastgpita zmiana polaryzowalnosci wigzania, a wigc pasma drgan niepolarnych
i homojadrowych takich jak C=C, N-N, czy tez S-S (Nykiel 2013).

Widmo Ramana okre$la si¢ jako zaleznos¢ intensywnosci sygnatu liczby falowej (czestosci),
ktora jest réznicg pomigdzy promieniowaniem padajacym na probke, a rozpraszanym (Rys.5).
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Rys. 5. Przyktadowe widmo Ramana (Michota-Kamifiska 2016).

Widmo Ramanowskie mozna otrzymac¢ za pomoca dwoch technik réznigcych si¢ dtugoscia
promieniowania elektromagnetycznego padajacego na probke oraz sposobem jego detekcji (Das
i Agrawal 2011). Wyr6zniamy technike dyspersyjna oraz technike z transformacja Fouriera (FT).
W spektrometrach dyspersyjnych do wzbudzenia probki wykorzystuje si¢ lasery pracujace w zakresie
$wiatta widzialnego, promieniowanie rozproszone przez probke jest analizowane przez klasyczny
monochromator. Natomiast do detekcji wykorzystywane sa detektory matrycowe lub fotopowielacze.
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Spektrometry z transformacja Fouriera (spektrometry fourierowskie) do wzbudzenia probki
wykorzystuja lasery z zakresu bliskiej podczerwieni. Po wzbudzeniu sygnal probki zostaje
przeksztalcony z uzyciem interferometru w sygnat interferencyjny, ktory nastepnie po detekcji daje
interferogram zawierajacy w sobie informacje o caltym widmie oscylacyjnym (Nykiel 2013).

Ogromna zaletg spektroskopii Ramana jest jej czuto§¢ na niewielkie zmiany strukturalne
analizowanej probki. Widma ramanowskie dostarczaja szczegdtowe informacje o skladzie
chemicznym probki, mozliwa jest identyfikacja nawet duzych molekut takich jak biatka, kwasy
nukleinowe lub lipidy. Ze wzgledu na liczne zalety, metoda znalazta zastosowanie nie tylko
w medycynie, ale przede wszystkim w farmacji m.in. w analizie procesow uwalniania substancji
leczniczych z lekow, a nastepnie badania penetracji tkanek przez uwolnione zwigzki (Wartewig
i Neubert 2005).

7. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) obok krystalografii jest
podstawowa technikg spektroskopowa wykorzystywang do badan strukturalnych zwigzkow
organicznych m.in. biatek, kwasow nukleinowych, cukréw, czy tez peptydéw (Wuthrich 1995).
Technika NMR umozliwia badanie wlasciwosci oddzialywan zwigzkow chemicznych w stanie
skupienia cieklym oraz stalym. Jak zostato wspomniane wczesniej technika ta wykazuje zdolnos¢ do
analizowania zar6wno matych czasteczek nieorganicznych i organicznych az po duze czasteczki
polimerow naturalnych oraz syntetycznych. Juz na etapie projektowania i syntezowania nowych
zwigzkoéw nieorganicznych i organicznych, a nastepnie na finalnym etapie w czasie kontroli jako$ci
uzyskanych produktéw technika ta zyskala ogromne znaczenie. Procz przemystu chemicznego,
spektroskopia NMR znalazta szerokie zastosowanie m.in. w przemysle spozywczym, ale takze
w farmacji, czy tez biologii strukturalnej. Z uzyciem magnetycznego rezonansu jadrowego mozliwe
jest nie tylko wyznaczenie lub potwierdzenie przestrzennej struktury analizowanych zwiazkow, ale
przede wszystkim okre§lenie wewngtrznej dynamiki badanej czasteczki oraz wzajemnych
oddziatywan pomiedzy czasteczkami (Zebro 2018).

Warunkiem wystgpienia zjawiska magnetycznego rezonansu jadrowego jest posiadanie
przez jadro analizowanego izotopu niezerowej wartosci spinowej liczby kwantowej 1. Widma NMR,
ktorych wartoéci spinu jadrowego wynosi ¥ (np. H, 13C) moga by¢ z powodzeniem rejestrowane ze
wzgledu na to, iz ich jadra charakteryzujg si¢ sferycznym rozktadem tadunku (Oleszczuk 2006;
Silverstein i in. 2012). Nastepnie probke umieszcza si¢ w zewngtrznym polu magnetycznym. Sygnaty
NMR powstaja w wyniku wzbudzenia probki przy pomocy fal radiowych, ktére nastepnie sa
rejestrowane przez odpowiednie odbiorniki radiowe. W wyniku zmiany czestotliwosci rezonansowej
pola magnetycznego wokot jader atomowych w czasteczce uzyskuje si¢ informacje o strukturze
elektronowej czasteczki oraz obecnosci okre$lonych grup funkcyjnych. Spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego jest bardzo czulg metods, szczegdlnie przydatng nie tylko do
identyfikacji zwigzkéw organicznych, ale réwniez biatek i innych ztozonych czasteczek.

Waznym aspektem pracy jest przedstawienie przydatnos$ci oraz okre$lenie unikalno$ci
spektroskopii NMR w analizie strukturalnej biatek. Poza wyznaczeniem struktury przestrzennej
biatek z uzyciem widma NMR mozliwe jest takze (jak juz zostato wczesniej wspomniane) okreslenie
dynamiki i oddziatywan makromolekuty z innymi indywiduami chemicznymi (Kovermann i in. 2016;
Zebro 2018). Wsréd indywiduéw chemicznych wyrézniamy m.in. jony metali, czgsteczki organiczne
o niewielkiej masie czasteczkowej, kwasy nukleinowe oraz inne biatka (Zebro 2018). Ponadto
z uzyciem spektroskopii NMR mozliwe jest przeprowadzenie analizy bialek w roztworze, ktorych
krystalizacja stanowi duzy problem, mozliwa jest rowniez analiza molekut, ktore wykazuja
nieuporzadkowany charakter. Wykorzystanie innych metod spektroskopowych w tych przepadkach
jest niemozliwe (Zebro 2018). Jednak w trakcie analizy biatek z uzyciem spektroskopii NMR mozna
napotkaé problemy zwigzane z naktadaniem si¢ sygnatow na widmach bialek. Interpretacja widm
jednowymiarowych w celu uzyskania szczegélowych informacji z rozdzielczo$cig atomowg jest
utrudniona, a czasami niemozliwa nawet w przypadku niewielkich czasteczek biatka. Na rys. 6
przedstawiono przyktadowe widmo biatka, na ktérym mozliwe jest dostrzezenie wylacznie grup
sygnalow.
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Rys. 6. Widmo *H NMR rubredoksyny (Valafar i JlmeneZ Irausqum 2012)

Wraz ze wzrostem masy czasteczkowej i rozmiar6w biatka wzrasta problem nakladania si¢
sygnalow na siebie. Podobnie dzieje si¢ w przypadku widma weglowego biatka (Rys. 7) (Hamilton
iin. 1984).

h‘
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Rys. 7. Przyktadowe widmo *C NMR aminokwasu (Hafer 2019).

Istnieje jednak rozwigzanie, ktore pozwala na wykorzystanie spektroskopii NMR w analizie
biatek nawet o duzych masach czasteczkowych. Jednoczesne zastosowanie dwoch
komplementarnych koncepcji takich jak znaczenie izotopowe biatka oraz korelacyjne widma
wielowymiarowe (Rys. 8 i 9) pozwalaja na wyznaczenie struktury biatka o masie czasteczkowej
nieprzekraczajacej 80 kDa oraz przypisanie odpowiednich sygnatéw na widmie biatka o masie nawet
200 kDa (Gelis i in. 2007; Sprangers i Kay 2007; Zebro 2018).
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Rys. 9. Widmo TOCSY 18-aminokwasowego peptydu (Brzozowski 2015).
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8.  WnhnioskKi

Techniki spektroskopowe przedstawione w niniejszej pracy zyskuja coraz wigksze znaczenie
w analizie strukturalnej biatek. Kompleksowe zastosowanie spektrofotometrii UV/VIS, spektroskopii
w podczerwieni, spektroskopii Ramana oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego
umozliwia m.in. okreslenie zdolnosci, rodzaju, miejsca, sity wigzania lekow z biatkami. Dobor
odpowiednich technik w duzej mierze zalezy od rodzaju badanej probki i informacji jaka chcemy
uzyska¢ w drodze analizy. Komplementarno$¢ opisanych metod badawczych niesie ogrom informacji
potrzebnych do doktadnej analizy.

Praca zrealizowana w ramach umowy o realizacj¢ pracy naukowo-badawczej przez doktoranta nr
KNW-2-040/D/8/N.
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Streszczenie

Zwiazki powierzchniowo czynne to substancje o budowie amfifilowej, Oznacza to, ze
zawieraja czg¢$¢ hydrofilowa i hydrofobowa. Wykorzystuje si¢ je niemal wszedzie, a towarzysza
cztowiekowi w codziennych czynno$ciach, pracy czy sklepie. Surfaktanty potrafia zmniejszac
napigcie powierzchniowe i miedzyfazowe, stabilizuja emulsje, a takze zwickszaja rozpuszczalnosé
réznych substancji. Szacuje si¢, ze rocznie produkowane jest niemal 10 min ton surfaktantow,
a zapotrzebowanie na nie stale rosnie. Tym samym, syntetyczne surfaktanty stajg si¢ substancjami,
ktore co raz czeSciej pojawiaja si¢ w srodowisku, stanowigc zagrozenie dla fauny i flory oraz wod
powierzchniowych, a u czlowicka wywotujac reakcje alergiczne. Producenci chetnie siggaja po
bardziej ekologiczne rozwiazania, a szczegdlnym zainteresowaniem cieszg si¢ biosurfaktanty —
substancje, ktore mozna pozyskiwac¢ od mikroorganizmow. Biosurfaktanty sa nazywane naturalnymi
zwigzkami powierzchniowo czynnymi i posiadajg takie same, a czegsto lepsze wiasciwoscei
fizykochemiczne od surfaktantow syntetycznych. Chociaz gtdéwnym producentem biosurfaktantow
pozostaja bakterie, ze wzgledu na ich patogeniczny charakter, zar6wno naukowcy jak i producenci
zwracaja si¢ w kierunku zwigzkéw powierzchniowo czynnych produkowanych przez inne
mikroorganizmy, np. drozdze.

1. Wstep

Wigkszos¢ biosurfaktantow pozyskiwanych z mikroorganizméw opisywanych w literaturze
ma pochodzenie bakteryjne. Wiele ze wspominanych szczepow, np. Pseudomonas, Acinetobacter,
Bacillus, Arthrobacter to patogeny powodujace choroby i tym samym zastosowanie ich do produkcji
biosurfaktantow jest ograniczone, mi¢dzy innymi w wykorzystaniu ich w przemysle spozywczym.
Badania nad produkcja biosurfaktantow drozdzowych staja si¢ coraz wazniejsze. Glownymi
producentami sa szczepy Candida, Pseudozyma i Yarrowia. Ogromna zaleta stosowania drozdzy
w produkcji biosurfaktantéw jest ich status GRAS. Organizmy GRAS nie s3 toksyczne ani patogenne,
co pozwala na stosowanie tych produktow w przemysle spozywczym i farmaceutycznym (Sen 2010).
Biosurfaktanty drozdzowe zazwyczaj skladajg si¢ z aminokwaséw lub bialek oraz mono-, di- lub
polisacharydow jako czesci hydrofilowej oraz nienasyconych lub nasyconych kwaséw ttuszczowych
jako czgsci hydrofobowej (Katemai 2011). Drozdze sa znane rowniez z tego, ze produkuja
biosurfaktanty w wyzszych stgzeniach niz bakterie, co jest duza zaleta tych mikroorganizméw.
Jednakze, wykorzystanie ich w przemysle nie jest zbyt szerokie ze wzgledu na wysokie koszty
otrzymywania, co powoduje, ze biosurfaktanty drozdzowe sga ekonomicznie niepraktyczne do
produkcji przemystowej na wysoka skale. Jedna z mozliwych strategii dla zmniejszenia kosztow
produkcji jest uzycie substancji takich jak odpady przemystowe czy pozostalosci w przemysle
spozywczym, ktore zawieraja wysokie stezenia wodoroweglanow i lipidow. Oba te sktadniki sa
wazne w produkcji biosurfaktantow. Poza tym, do produkcji wykorzystuje si¢ rowniez rézne rodzaje
wstepnie zuzytych olejow, mydet, odpady z przetwarzania warzyw takich jak ziemniaki czy maniok,
melase z trzciny cukrowej, a ostatnio rowniez glicerol, ktory jest pozostatoscia po produkcji paliwa
dla biodiesla (Accorsini i in 2012).

Najlepiej poznanymi biosurfaktantami produkowanymi przez drozdze sa glikolipidy:
mannosylerytrytole (rodzaj Pseudozyma), soforolipidy (rodzaj Candida oraz Starmerella) oraz lipidy
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celobiozy (rodzaje Pseudozyma i Cryptococcus). Dodatkowo, rozne gatunki drozdzy wytwarzaja
rowniez ztozone polimerowe biosurfaktanty o charakterze weglowodanowo-biatkowo-lipidowym
i weglowodano-biatkowym (Ianieva 2019). Przyktadowo, Candida bombicola, Candida petrophilum
i Candida bogoriensis sa znanymi producentami soforolipidow. Candida antarctica jest glownym
producentem lipidow mannosylerytrytolowych, a Candida tropicalis i Candida lipolytica IA 1055
produkuja ztozone biosurfaktanty weglowodanowo-biatkowo-lipidowe. Drozdze z gatunku Candida
ingens, Candida utilis, Candida valida i Candida boleticola sg producentami biosurfaktantow, ktore
jeszcze nie zostaty sklasyfikowane (Accorsini i in. 2012).

2. Opis zagadnienia

Biosynteza glikolipidéw zewnatrzkomoérkowych przez rézne gatunki drozdzy ma ze soba
wiele wspolnego. Po pierwsze nastgpuje sekwencyjne przenoszenie reszt weglowodanowych do
reszty kwasu tluszczowego przez glikozylotransferazy, a na ostatnim etapie przylaczanie O-
podstawnikow, grup octanowych (przez acetylotransferazy) i krotkotancuchowych reszt kwasow
tluszczowych (przez acylotransferazy). Specjalne enzymy s3 odpowiedzialne za biosynteze
okreslonych krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych (Kulakovskaya i Kulakovskaya 2014).

Biosynteza lipidow mannosylerytrytolow, chociaz obejmuje takze glikozylotransferazy,
acylotransferazy 1 acetylotransferazy, jest wykonywana przez ich wilasny, specyficzny zestaw
enzyméw (Kulakovskaya i Kulakovskaya 2014).

W przypadku lipidow celobiozy, gatunek Ustilago maydis wydziela szereg metabolitow
wtornych, a wydzielanie zachodzi przy niedoborze azotu. Ich biosynteza rozpoczyna si¢
hydroksylacja kwasu palmitynowego w pozycji 16 poprzez enzym monooksygenazy cytochromu
P450 Cypl, a nastepnie hydroksylacji w pozycji 15 przez monooksygenaze P450 Cyp2. Nastgpnie
glikozylotransferazy zalezne od difosforanu urydyny (UDP) Ugtl/Fgtl przenosza reszty glukozowe
jedna po drugiej, az do powstania najprostszego lipidu celobiozowego bez zadnych O-podstawnikow.
Kolejne reakcje katalizowane sg przez acetylo- i acylotransferazy (Kulakovskaya i Kulakovskaya
2014).

Produkcja soforolipidow jest optymalna jesli podtoze zawiera jednoczesnie hydrofilowe
i hydrofobowe zrodta wegla, np. glukoze i kwasy tluszczowe. Biosynteza rozpoczyna sie od
hydroksylacji kwasow ttuszczowych. Jesli podtoze zawiera trojglicerydy, lipaza zewnatrzkomdrkowa
hydrolizuje je do kwasow tluszczowych, ktore sa wechianiane przez komoérki. Soforolipidy maja reszty
kwasow thuszczowych o 16 lub 18 atomach wegla. Te modyfikacje, podobnie jak pojawienie si¢
podwdjnego wigzania przy reszcie kwasowej, nie wymagaja jakich§ specyficznych enzyméw do
biosyntezy, ale wykonywane sa przez wspolne enzymy biosyntezy kwasu tluszczowego
(Kulakovskaya i Kulakovskaya 2014).

Geny, ktore koduja biosynteze lipidow mannosylerytrytolu, lipidow celobiozy
i soforolipidow to geny chromosomalne, ktore wystepuja w skupiskach o wspdlnej regulacji
(Kulakovskaya i Kulakovskaya 2014).

Lipidy mannosylerytrytolu (MELs) to rodzaj biosurfaktantow lipidowych wytwarzanych
przez rézne odmiany drozdzy i grzybow, ktore wykazuja doskonate wlasciwosci migdzyfazowe
i biochemiczne. Mannosylerytrytole skladajg sie kwasow tluszczowych oraz 4-O-B-D-
mannopiranozyloerytrytolu lub 1-O-B-D-mannopiranozyloerytrytolu. Zwiazki te funkcjonuja jako
glikolipidy i produkowane sa niemal wylacznie przez rodzaj Pseudozyma (Morita i in. 2015). Ten
amorficzny rodzaj podstawnokomoérkowy nalezy do klasy Ustilaginomycetes i obejmuje 16
gatunkow. Sg to najczgséciej pospolite drozdze $rodowiskowe, na ogot izolowane z lisci roslin,
kwiatow lub gleby (Herb i in. 2015). Pierwszy znany producent mannosylerytrytolow, Pseudozyma
antarctica T-34 zostal po raz pierwszy zidentyfikowany ponad dwie dekady temu. Produkuje on
gtownie MEL-A, wraz z mniejszymi ilosciami MEL-B i MEL-C. Do zidentyfikowanych drozdzy,
ktore wytwarzaja mannosylerytrytole nalezg: Pseudozyma rugulosa, Pseudozyma aphidis,
Pseudozyma parantarctica, Pseudozyma tsukubaensis, Pseudozyma fusiformata, Pseudozyma
graminicola, Pseudozyma shanxiensis, Pseudozyma siamensis i Pseudozyma crassa. Co wiecej, grzyb
Ustilago cynodontis produkuje glownie MEL-C, je$li jest hodowany w obecno$ci oleju roslinnego
(Morita i in. 2015). Rodzaj wytwarzanego mannosylerytrytolu rézni si¢ w zalezno$ci od szczepow
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i gatunku Pseudozyma. Stad jego produkcja moze by¢ wykorzystana jako wazny indeks
taksonomiczny dla identyfikacji tego typu drozdzy (Arutchelvi i in. 2008). Mannosylerytrytole maja
$wietne wlasciwos$ci miedzyfazowe, potrafia réwniez indukowac roznicowanie komorek ssakow
i wigzanie immunoglobulin. Podobnie jak w przypadku wielu lipidow, rdznice w strukturach
mannosylerytrytolu beda wptywa¢ na jego aktywno$¢ biologiczng. Przyktadem moze by¢é MEL-A
czyli diacetylowany lipid mannosylerytrytolu, ktory silnie zwigksza wydajnos¢ transfekcji genow za
pomoca kationowych liposoméw. Ponadto, niektére mannosylerytrytole wykazuja dobre whasciwosci
przeciwzapalne, np. poprzez hamowanie wydzielania mediatoréw zapalnych komorek tucznych
(mastocytow). W polaczeniu z wysoka biodegradowalnosécig i wzglgdng tatwoscia w produke;i,
zwiazki te stanowig nadziej¢ dla zastosowan przemystowych, przede wszystkim zywnosci,
kosmetykow i farmaceutykéw. Mannosylerytrytole wykazuja aktywnos$¢ nawilzajacg podobng do
ceramidu-3 ze wzgledu na podobng budowe i zdolno$¢ tworzenia liotropowych ciektych krysztatow
zawierajacych faze lamellarng. Dodatkowo mannosylerytrytole zwigkszyly ogolna wytrzymatosé
wloséw, a takze utrzymywaly ich $redni wspolczynnik tarcia (Morita i in. 2015). Rosnace
zainteresowanie mannosylerytrytolami mozna przypisa¢ ich zastosowaniom farmaceutycznym,
wszechstronnym funkcjom biochemicznym, w tym przeciwnowotworowym i indukowaniu
réznicowania ludzkich komorek biataczki. Biosurfaktanty te mozna stosowac w leczeniu schizofrenii
lub choréb spowodowanych zaburzeniami metabolizmu dopaminy i zakazenia drobnoustrojami.
Mannosylerytrytole sa uzywane w oczyszczaniu lektyn (immunoglobuliny G) oraz w przygotowaniu
zawiesiny lodowe;j jako czynnika przeciwdziatajacego aglomeracji. Wtasciwos¢ tych biosurfaktantow
do samoorganizacji staje si¢ przedmiotem zainteresowania ze wzglgdu na mozliwe wykorzystanie jej
w transfekcji genow i dostarczania lekow. Ze wzglgdu na zmienng hydrofilowos$¢, mannosylerytrytole
wykazuja roézne zdolnosci do samoorganizacji, w tym tworzenia liposoméw, monowarstw, faz
lamellarnych, faz gabczastych, ciektych krysztatow liotropowych i dwuciaglych faz szesciennych
(Arutchelvi i in. 2008).

Soforolipidy wytwarzane sg przez niepatogenne drozdze Candida bombicola. Jest to gatunek
najbardziej znany jako producent naturalnie duzych ilo$ci biosurfaktantow. Drozdze te sa w stanie
wytwarzaé czasteczki soforolipidow ze zrodet odnawialnych, a nawet strumieni odpadowych. Faza
wzrostu i faza produkcji sa od siebie wyraznie oddzielone wyktadniczym generowaniem biomasy
i produkcja soforolipidow w fazie stacjonarnej. Duzo wysitku wlozono w optymalizacje procesu
fermentacji doprowadzajac go do mozliwoéci wytworzenia 400 g L soforolipidéw (Roelants i in.
2013). Te glikolipidowe biosurfaktanty posiadajg struktury okre$lane jako mieszanina laktonowych
i kwasowych sofosfosydow kwasu 17-L-hydroksydekanowego. W uproszczeniu, soforolipidy to
potaczenie kwasu tluszczowego o 16 lub 18 atomach wegla z soforozg czyli disacharydem o dwdch
jednostkach glukozy potaczonych ze sobg wigzaniem B-1,2-glikozydowym. Podobne wigzanie (B-
glikozydowe) taczy grupe hydroksylowa kwasu tluszczowego z sama soforoza. Jesli grupa
karboksylowa jest wolna, tworzy form¢ kwasowa lub otwarta, jesli jest zestryfikowana w pozycji 4”
(rzadko 6’ lub 6”) tworzy forme laktonowa. R6zne klasy strukturalne tych biosurfaktantow sprawiaja,
ze soforolipidy posiadaja duza zmienno$¢ wlasciwosci fizykochemicznych. Tym samym,
przyktadowo, wlasciwoséci antybakteryjne i zdolno$¢ do tworzenia piany czy rownowaga
hydrofilowo-lipofilowa sa pod silnym wptywem form laktonowych. Te rowniez najbardziej obnizaja
napigcie powierzchniowe i sa najbardziej antybakteryjne. Formy kwasowe soforolipidéw majg lepsza
zdolno$¢ pianotwodrcza i1 rozpuszczalno$é. Obecno$¢ grupy acetylowej powoduje obnizenie
hydrofilowosci i pobudza dziatanie antywirusowe. Kwasowos$¢ soforolipidow stymuluje rowniez
cytokiny czyli biatka odpowiedzialne za odpowiedz odpornosciowa organizmu (Shah i in. 2005).
Przeprowadzono szeroko zakrojone badania warunkéw hodowli szczepu Candida z zastosowaniem
roéznych substratow, takich jak: weglowodany, oleje roslinne, thuszcze zwierzece, serwatka, melasa
sojowa 1 pozostatosci oleju posmazalniczego. Co wigcej, opisano rozne nowe wilasciwosci
soforolipidow, migdzy innymi zjadliwg aktywno$¢ przeciw wirusowi HIV, przeciwbakteryjnose,
wlasciwos$ci antynowotworowe i indukowanie apoptozy (Hirata i in. 2009). Za ich pomocg probuje
si¢ rozwigza¢ problem odpornosci bakterii na antybiotyki, ale ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
nie jest ograniczone jedynie do bakterii, poniewaz soforolipidy wykazuja whasciwosci
przeciwgrzybicze 1 przeciwwirusowe. Podczas dalszej modyfikacji, soforolipidy mozna
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zorganizowa¢ w liposomy, ktore moglyby by¢ wykorzystane w uktadach dostarczajacych leki. Ze
wzgledu na strukturalnie podobna podwdjng warstwe lipidowa blony komorkowej, soforolipidy po
podaniu z lekiem mogg si¢ rozciagac i dostarczaé czasteczki leku bezposrednio do wnetrza komorki
(Joshi-Navare i Prabhune 2013).

Réznorodnosé produkowanych metabolitéw wtornych jest jedng z charakterystycznych cech
krolestwa grzybow. Zwiazki te, nie sa3 waznymi zwigzkami dla metabolizmu grzybow, aczkolwiek
nadajg produkujacym je organizmom zdolno$¢, np. do przetrwania w niekorzystnych warunkach
i w walce o nisze ekologiczne. Wiele takich metabolitow ma whasciwosci antybiotyczne, wykazujac
dziatanie grzybobdjcze wobec réznych gatunkéw drozdzy i grzyboéw z innych taksonomow, w tym
patogennych dla ludzi, zwierzat i roslin. (Kulakovskaya i Mironov, 2016). Obecnie, lipidy celobiozy
nie sa uznawane za potencjalnie znaczace ekonomicznie $rodki powierzchniowo czynne. Ich
produkcja przez drozdze jest nizsza, nawet w zoptymalizowanych wariantach uprawy, przyrownujac
ja do soforolipidéw i lipidéw mannosylerytrytolu (Kulakovskaya i Kulakovskaya 2014). Lipidy
celobiozy sa funkcjonalnymi glikolipidami sktadajacymi si¢ z celobiozy — dwucukru zbudowanego z
dwoch czasteczek glukozy, potaczonych wigzaniem B-1,4-glikozydowym — jako czesci hydrofilowej
oraz grup acetylowych i kwasow thuszczowych jako czesci hydrofobowych. Wytwarzane sa przez
grzyby typu $nie¢ gatunku Ustilago maydis i dwa rodzaje drozdzy ze szczepu Pseudozyma:
Pseudozyma fusiformata i Pseudozyma graminicola. Lipidy celobiozy wykazuja bardzo dobre
wlasciwosci  grzybobdjcze przeciwko roéznym drozdzom, rowniez przeciwko gatunkom
chorobotworczym (Morita i in. 2012). Z punktu widzenia nauk zajmujacych si¢ zjawiskami
mi¢dzyfazowymi, lipidy celobiozy produkowane przez Cryptococcus humicola sa bardzo
interesujace ze wzgledu na swoja asymetryczno$¢ nazywang ,,bolaforma” lub ,,bolaamfifilowa”, ktora
charakteryzuje si¢ posiadaniem dwodch réznych gtéw polarnych na dwoch koncach hydrofobowej
podstawy. Niestety, niewiele wiadomo o tym konkretnym typie biosurfaktantu ze wzgledu na niska
wydajnos¢ jego produkcji (Morita i in. 2011). Wysoka aktywno$¢ przeciwgrzybicza jest
utrzymywana nawet przy niskich wartosciach pH. To szerokie spektrum obejmuje patogeny
kryptokokozy i kandydozy, a takze grzyby fitopatogenne. Stabilno$¢ termiczna tych lipidow oraz
stabilno§¢ w ich przechowywaniu sprawiaja, ze sa one obiecujacymi zwigzkami w opracowaniu
nowych fungicydéow. Niestety, w przypadku zastosowaniu tych lipidow jako lekéw dla Iudzi
i zwierzat, problemem jest brak aktywno$ci w neutralnych warto$ciach pH. Moga by¢ one jednak
do$¢ interesujgcymi substancjami w leczeniu grzybicy skory oraz jako sktadniki kremow czy
szampondw. Korzystne byloby rowniez zastosowanie lipidow celobiozy w rolnictwie, przede
wszystkim do zwalczania chorob roslin, wywotywanych przez fitopatogeny, np. biata zgnilizna, czy
maczniak prawdziwy. Przewiduje si¢ rowniez ochrong zebranych owocow i warzyw przed gniciem.
W takim przypadku moze okazac si¢, ze mozliwa bedzie kolonizacja roslin przez hodowle potrzebne
producentom (Kulakovskaya i Kulakovskaya 2014). Co wigcej, lipidy celobiozy moga by¢
detergentami o biologicznej aktywnoS$ci pozwalajacym im na uszkodzenia membran komérkowych
(Kulakovskaya i Mironov 2016).

3. Podsumowanie

Wytwarzanie biosurfaktantow przez bakterie, drozdze i grzyby jest bardzo wazna czescia
proekologicznego i zrownowazonego przemyshu. Badania nad surfaktantami naturalnymi wzrosty ze
wzgledu na ich doskonate wtasciwos$ci, a w tym biodegradowalnos¢, niska toksycznos¢, réznorodnosé
zastosowan, a takze funkcjonalno$¢ nawet w ekstremalnych warunkach (Sen 2010). Wykazano, ze
biosurfaktanty wytwarzane przez drozdze wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne, modulujace
odpornos¢ i przeciwnowotworowe. Stwierdzono, ze biosurfaktant wytwarzany przez szczep Candida
lipolytica jest skuteczny przeciwko szerokiemu spektrum bakterii Gram-dodatnich i stabo hamuje
niektore bakterie Gram-ujemne i drozdze. Poszukiwanie nowych producentéw biosurfaktantow
pochodzenia drozdzowego ciggle trwa w niszach ekologicznych (Ianieva 2019). Substancje te maja
niska toksyczno$¢, szerokie i réznorodne dzialanie biologiczne, sa biodegradowalne i mozna
zastosowaé je w produkcjach mikrobiologicznych przy uzyciu gatunkow niepatogennych. Tym
samym, glikolipidy wydaja si¢ by¢ obiecujace jako $rodki emulgujace dla zwiazkdéw stabo
rozpuszczalnych (np. fenantrenu) w uklada¢ biodegradacyjnych i bioczujnikach do wykrywania
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i oznaczania iloSciowego. Ogoélnie, pozakomoérkowe glikolipidy drozdzy sg obiecujacymi produktami
drobnoustrojowymi dla przemystu, rolnictwa i medycyny. Ich zastosowanie mozna rozszerzy¢ dzigki
opracowaniu niedrogich metod produkcji mikrobiologicznej z wykorzystaniem pozywek na bazie
odpadéw przemystu spozywczego, odpaddéw rolniczych i produkcji biodiesla (Kulanovskaya
i Kulanovskaya 2014).
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Streszczenie

Surfaktanty to zwiazki powierzchniowo czynne i jedne z najbardziej rozpowszechnionych
zwigzkéw w zyciu codziennym cztowieka. Posiadaja one amfifilowa budowe, tzn. zbudowane sa
z czesci hydrofobowej (ogon) i hydrofilowej (glowa). Ze wzgledu na ich zdolno$¢ do obnizania
napigcia powierzchniowego oraz miedzyfazowego, wykorzystuje si¢ je w roznego rodzaju galeziach
przemystach i na szeroko zakrojong skale. Zywnos¢, farmaceutyki i leki, formulacje kosmetyczne
produkuje si¢ z wykorzystaniem surfaktantow, ktére zapewniaja odpowiednie wiasciwosci
emulgujace, zwilzalno$é, rozpuszczalnosc, dyspersyjnosé czy tworzenie piany. Niestety, wickszo$¢
tych substancji zagraza srodowisku naturalnemu, powoduje alergie i prowadzi do erozji gleb. Z tego
powodu producenci coraz czesciej siegaja po substancje pochodzenia naturalnego — biosurfaktanty.
Te naturalne $rodki powierzchniowo czynne stajg si¢ zamiennikami substancji syntetycznych, majac
dobra biodegradowalnos¢, odporno$¢é na zmienne warunki pH i temperatury oraz podobng, jak nie
lepsza zdolno$¢ do modyfikowania napigcia powierzchniowego.

1. Wstep

Produkty kosmetyczne sg wilasciwie niezbednym elementem w Zyciu czlowieka.
Wykorzystuje si¢ je nie tylko dla zachowania mtodego wygladu czy poprawienia kondycji skory, ale
réwniez do pozbycia si¢ ucigzliwych dolegliwosci takich jak wypadajace wlosy czy tupiez. Ludzie
wykorzystujg ogromne ilosci kosmetykow: zaczynajac od pasty do zgbdw, szamponow, zelow pod
prysznic, dezodorantdw, konczac na  perfumach czy  wyrafinowanych $rodkach
przeciwzmarszczkowych. Przemyst kosmetyczny wplywa znaczaco na gospodarke oraz na
spoteczenstwo. Poszukiwane s3 nowe rozwiazania, wdrazane nowe techniki produkcji, stosuje si¢
ograniczenia odpadéw oraz emisji niebezpiecznych substancji. Dodatkowo, promuje si¢ higiene
osobista, poprawia ogélny stan zdrowia publicznego oraz swiadomos¢ spoteczna, a takze zwicksza
si¢ ilo$¢ miejsc pracy (Vecino i in. 2017). Niektore badania wykazuja, ze wykorzystanie naturalnie
wystepujacych substancji w produkcji formulacji kosmetycznych ma takie same lub lepsze korzysci
w porownaniu do produktéw opierajgcych sie na substancjach syntetycznych (Corazza i in. 2009).
Ogdlnie wystepujacym trendem konsumenckim w obecnych czasach, jest wykorzystywanie jak
najwigkszej ilosci sktadnikéw i substancji pochodzenia naturalnego w kosmetykach. Substancje te
majg podobne lub lepsze wlasciwosci oraz dodatkowe korzysci w porownaniu z syntetykami. Tym
samym biosurfaktanty majg ogromny potencjal dla tworzenia formulacji kosmetycznych, nie tylko ze
wzgledu na swoja wysoka biodegradowalnos¢ i nietoksycznos¢, ale rowniez ze wzgledu na swoj
prebiotyczny charakter (Vecino i in. 2017).

2. Opis zagadnienia

Jednym =z najwigkszych probleméw wykorzystania syntetycznych surfaktantow
W kosmetykach jest mozliwo$¢ wywotywania przez nie podraznien skory oraz odpowiedzi
alergicznych. Syntetyczne surfaktanty moga wiaza¢ si¢ z biatkami, usuwa¢ lipidy znajdujace si¢ na
powierzchni naskorka, przyczynia¢ si¢ do dezorganizacji struktur ciektokrystalicznych w lipidach
mi¢dzykomorkowych i1 oddziatywa¢ z zywymi komoérkami skory. Procesy te moga prowadzi¢ do
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podraznien, a takze ostabia¢ funkcje ochronne naskérka (Bujak i in. 2015). Potencjalnie, problemy te
moze neutralizowa¢ wykorzystanie biosurfaktantow. Biosurfaktanty klasyfikowane sa gtownie na
podstawie budowy i osigganej przez nie masy molekularnej (Rodrigues 2015). W ten sposob,
najprostszy podzial biosurfaktantéow obejmuje glikolipidy, lipoproteiny, lipopeptydy, fosfolipidy,
kwasy tluszczowe oraz biosurfaktanty polimerowe. Aby jednak biosurfaktanty byty wykorzystywane
jako substancje w przemysle kosmetycznym do produkcji odpowiednich formulacji musza podlegac
tym samym zasadom i restrykcjom, co ich syntetyczne odpowiedniki (Vecino in in. 2017).

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 (Rozporzadzenie WE
nr 1223/2009) reguluje wykorzystanie surfaktantow jako produktow kosmetycznych, ale nie
wspomina o biosurfaktantach. Zwiazki te, jako bedace powierzchniowo-czynnymi podlegajg jednak
pod te same regulacje co syntetyczne surfaktanty jesli maja mie¢ zastosowanie w kosmetykach.

Obecnie, konsumenci chetniej siegaja po produkty kosmetyczne, ktorych sktadniki sa
pochodzenia naturalnego. Tym samym, przemyst kosmetyczny dostosowuje si¢ poniekad do potrzeb
swoich odbiorcow, szukajac bardziej zréwnowazonych ekologicznie substancji jak i tych
niezagrazajacych zdrowiu. W przypadku, gdy chce si¢ uzyskaé etykiete ekologicznego lub
naturalnego, kosmetyk musi zawiera¢ 95% lub 50% sktadnikow roslinnych i 10% lub 5% ze
wszystkich sktadnikéw wchodzacych w formulacje kosmetyczng musi pochodzi¢ z rolnictwa
ekologicznego (Vecino i in. 2017).

Aby substancje nadawaty si¢ do uzycia w przemysle kosmetycznym powinny posiadaé
odpowiednie parametry. Biosurfaktanty musza wykazywaé odpowiednie krytyczne st¢zenie
micelizacji (CMC), rownowagge hydrofilowo-lipofilowa (HLB) oraz wydajnos¢ jonowa, poniewaz to
one zadecyduja jaki typ biosurfaktantu zostanie uzyty z konkretng formulacja kosmetyczna.
Krytyczne stgzenie micelizacji jest najnizszym stezeniem biosurfaktantu, ktéry powoduje najwigksze
obnizenie napiccia powierzchniowego wody. Tym samym, wykorzystuje si¢ go do pomiaru
skuteczno$ci dziatania biosurfaktantu. Z kolei, wartos¢ HLB pozwala przewidzie¢ zdolno$¢
biosurfaktantu do emulgacji. W =zaleznosci od wartosci HLB, naturalne surfaktanty moga
zachowywa¢ si¢ jak emulgatory, $rodki zwilzajace lub $rodki przeciwdziatajace tworzeniu si¢ pian.
Biosurfaktanty o charakterze lipofilowym maja niskie wartosci HLB, a biosurfaktanty hydrofilowe
osiggaja wysokie wartosci HLB. Tym samym substancje o wysokiej rozpuszczalnosci w wodzie beda
lepszymi stabilizatorami emulsji oleju w wodzie (O/W), natomiast te o wysokiej rozpuszczalnosci
w oleju bedg lepiej stabilizowaty emulsje wody w oleju (W/O). Niskie warto$ci HLB odnoszg si¢ do
bardziej lipofilowych emulgatoréw z dobrg zdolnoscig do stabilizowania emulsji W/O. Jednoczesnie,
wysokie wartosci HLB biosurfaktantdow sprawiaja, ze sa bardziej hydrofilowe i lepiej stabilizuja
emulsje O/W. Jonowe zachowanie biosurfaktantow jest waznym elementem ich aplikacji
przemystowej. Ze wzgledu na tadunek polarny glowy, syntetyczne surfaktanty mozna podzieli¢ na
anionowe, kationowe, niejonowe lub amfoteryczne. Niewiele jednak wiadomo o jonowej naturze
biosurfaktantéw (Vecino i in. 2017). Rincon-Fontan i wspotpracownicy (Rincoén-Fontan i in. 2016)
zbadali adsorpcje lipopeptydowego biosurfaktantu uzyskanego z likieru kukurydzianego, wykazujac,
ze substancja ta byta amfoteryczna i mozna byto zatrzymac ja na powierzchni zardwno kationowych
jak i anionowych zywic. P6zniej, biosurfaktant ten byt dodany do wloséw w stezeniu zblizonym do
CMC i absorbowat si¢ z wydajnoscia 3679 pg/g.

Glikolipidy s3 jednymi z najlepiej poznanych biosurfaktantéw. Z chemicznego punktu
widzenia sa potaczeniem dhlugiego tancucha kwasow alifatycznych lub hydroksyalifatycznych
z weglowodorami. Wigkszos$¢ znanych glikolipidow jest wytwarzanych przez bakterie, tylko niektore
produkowane s3 przez drozdze Iub grzyby. Przyktadowymi glikolipidami sa soforolipidy,
rhamnolipidy oraz lipidy mannosylerytrytolu.

Soforolipidy sktadaja si¢ z dwucukru — soforozy potaczonej z grupg hydroksylowa tancucha
kwasu tluszczowego za pomoca wiazania glikozydowego. Glownym producentem tego
biosurfaktantu sg drozdze ze szczepu Candida bombicola. Soforolipidy zachowuja si¢ jak surfaktanty
niejonowe, wykazujac wlasciwosci emulgujace i wlasciwosci czyszczace (Varvaresou i lakovou
2015). W zwiazku z wykazywaniem wtasciwosci antybakteryjnych, soforolipidy staja si¢ sktadnikami
formulacji pozwalajacych na leczenie tradziku, tupiezu czy nieprzyjemnego zapachu potu. Sa obecne
w szminkach, pomadkach i kremach do ust, cieniach do powiek oraz skompresowanych kosmetykach
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w proszku. Co wiecej, metabolizm fibroblastoéw skornych i neosynteza kolagenu, a takze hamowanie
elastazy i wolnych rodnikow moga by¢ stymulowane przez soforolipidy. Sugeruje si¢ uzycie
soforolipidéw w leczeniu cellulitu, poniewaz zmniejszaja podskdérne przeciazenie lipidami poprzez
stymulowanie syntezy leptyny w adipocytach (Lourith i Kanlayavattanakul 2009). Grupy
hydroksylowe ugrupowania cukrowego estru soforolipidowego mozna rowniez podstawia¢ grupami
hydroksyloalkilowymi. Takie estry wykorzystuje si¢ w kredkach do ust, kremach i cieniach do
powick. Kompleksy (koniugaty) aminokwasow i soforolipidow to nowe kationowe, zwitterjonowe
lub anionowe formy tego biosurfaktantu wykazujace zwickszong rozpuszczalno$é w wodzie. Moga
sta¢ si¢ zrodlem o-hydroksykwasow tluszczowych. w-hydroksykwasy tluszczowe mozna
laktonizowa¢ w makrocykliczne estry, ktore moga znalez¢ zastosowanie w przemysle perfumeryjnym
i zapachowym (Varvaresou i lakovou 2015). Z uzyciem soforolipidow i w potaczeniu z anionowym
srodkiem powierzchniowo czynnym przygotowano rowniez lagodne preparaty odpowiadajace
formulacjom zelu pod prysznic i szampondw. Formulacja patentowa sktadata si¢ z 1-20% (wag./wag.)
soforolipidu; 1-20% chemicznego anionowego S$rodka powierzchniowo czynnego; 0-2%
dodatkowego elektrolitu; 0-10% dodatkow dla detergentow i 40-98% wody (Vecino i in. 2017).
Stworzono réwniez produkt zawierajacy jeden mol soforolipidow i 12 moli glikolu propylowego,
ktory jak si¢ okazalo, mial specyficzng zgodnos¢ ze skora i znalazt komercyjne zastosowanie jako
srodek nawilzajacy (Yamane 1987).

Rhamnolipidy to glikolipidy posiadajace w swojej budowie jedng lub dwie czasteczki
ramnozy, ktére lacza si¢ z maksymalnie trzema grupami hydroksykwasow thuszczowych
posiadajacych od 8 do 14 atomow wegla. Rhamnolipidy produkowane sg przez rodzaj Pseudomonas
(gtéwnie Pseudomonas aeruginosa), gldwnie jako mieszanka mono i di-rhamnolidpidu (Vecino i in.
2017). Maja one dziatanie przeciwbakteryjne i wykorzystuje si¢ je w formulacjach kosmetycznych
takich jak dezodoranty, produkty do pielegnacji paznokci i pasty do zgbo6w (Muhammad i Mahsa
2014). Opatentowano réwniez produkt kosmetyczny w postaci masci zawierajacy od 0,001% do 5%
rhamnolipidow do leczenia oznak starzenia. Przewiduje sig, jej stosowanie od 1 do 3 razy dziennie
(Vecino i in. 2017). Opatentowano rowniez szampon zawierajacy 2% rhamnolipidu rozpuszczonego
w wodzie. Dziatanie przeciwbakteryjne tego biosurfaktantu pozwolilo na utrzymanie potysku wltosoéw
i odpowiedniej kondycji skory glowy przez trzy dni (Bhattacharya i in. 2017).

Zaproponowano réwniez produkty zawierajace zaréwno rhamnolipidy jak i soforolipidy
z dodatkiem 10% oleju oleinowego w roznych typach formulacji kosmetycznych: szamponie
przeciwlupiezowym z odzywka, nawilzajacych $rodkach myjacych, zwyktych $rodkach myjacych
i zelach pod prysznic (Vecino in in. 2017).

Zaréwno rhamnolipidy jak i soforolipidy sg komercjalizowane przez przedsigbiorstwa.
W przypadku rhamnolipidow sa to Urumgqi Unite Bio-Technology Co., Ltd. (Chiny) oraz AGAE
Technologies LLC (Corvallis, Oregon), a w przypadku soforolipidow, produkowane sa one, m.in.
przez Soliance (Francja) oraz MG Intobio Co Ltd (Korea Potudniowa) (Vecino i in. 2017). Kao
Chemical Corporation uzywa soforolipidow jako $rodkow utrzymujacych wilgo¢ dla takich marek
kosmetykow do makijazu jak Sofina (Banat i in. 2000).

Lipidy mannosylerytrytolu zawieraja 4- lub 1-O-B-D-mannopiranozylo-mezo-erytrytol oraz
dwa kwasy ttuszczowe. Wyrodznia si¢ kilka typow mannosylerytrytolu w zalezno$ci od stopnia
acylacji (Fukuoka i in. 2007). Substancje te sa syntezowane przez drozdze ze szczepu Pseudozyma,
zazwyczaj jako mieszanka trzech pochodnych: MEL-A, MEL-B i MEL-C, gdzie MEL-A stanowi
gtowny sktadnik (70%) (Vecino i in. 2017). Mannosylerytrytole zostaly zaproponowane jako
produkty zapobiegajace starzeniu si¢ skory. Dodatkowo, wykazaty wlasciwos$ci nawilzajace wobec
komorek ludzkiej skory, pordwnywalnie do nawilzajacych wilasciwosci naturalnych ceramidow
(Yamamoto i in. 2012). Zbadano réwniez dziatanie naprawcze tych biosurfaktantow na zniszczonych
wilosach za pomoca mikroskopu elektronowego i zaproponowano mannosylerytrytol nie tylko do
poprawy kondycji wltosow, ale rowniez jako srodek zapewniajacy ich gtadkosc i elastycznos¢ (Morita
i in. 2010). Zbadano je pod katem wykorzystania jako substancje aktywne w produktach do
pielegnacji skory, chronigcych przed powstawaniem szorstkosci (Vecino i in. 2017).
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Do 2011 roku opatentowano ponad 200 patentéw zwigzanych z produkcja biosurfaktantow,
gdzie ponad 50% dotyczylo rhamnolipidow, 35% soforolipidow, a 10% lipidow mannosylerytrytolu
(Miiller i in. 2012).

Lipopetydy to cykliczne peptydy skladajace si¢ z dziesieciu lub siedmiu aminokwaséw,
ktore zwigzane sg z PB-hydroksykwasami. Tym samym, najbardziej zbadanym lipopetydem jest
surfaktyna. Wyrézniamy surfaktyne A (zawierajacg L-leucyne), surfaktyne B (zawierajaca L-waling)
oraz surfaktyn¢ C (zawierajaca L-izoleucyng), ktérej odpowiedni aminokwas jest zaangazowany
W tworzenie pierscienia laktonowego. Produkowane sg one przez rodzaj Bacillus, gtdéwnie Bacillus
subtilis (Vecino i in. 2017). Lipopeptydy zostaly wykorzystane w patentach kosmetykow
przeciwzmarszczkowych (Varvaresou i lakovou 2015) i kosmetycznych produktach oczyszczajacych
(Bockmiihl 2012). Niektore z lipopetydow zostaly wykorzystane w dostarczaniu hormondéw, np. tych
stymulujacych a-melanocyty do zastosowania w kosmetykach wybielajacych (Ogawa i in. 1999)
i produktach anty-cellulitowych.

Das i wspotpracownicy (Das i in. 2013) badali réwniez biosurfaktanty syntetyzowane przez
bakterie Nocardiopsis (konkretnie Nocardiopsis VITSISB), ktoére wytwarzajg substancje
przeciwbakteryjne, w tym tiopeptydy. Biosurfaktanty te proponowane sa jako alternatywa dla SDS
(laurylosiarczanu sodu) w pastach do zebow, ze wzgledu na ich lepsze dziatanie i mniejsza
toksyczno$é.

Wprowadzono réwniez formulacje kosmetyczne zawierajace biosurfaktanty jako co-
surfaktanty. Taka formulacja sktadata si¢ z sulfobursztynianéw i/lub biosurfaktantow od 0,1 do 30%
(wag/wag). Ponadto zbadano zastosowania biosurfaktantow jako s$rodkow zageszczajacych
W poréwnaniu z karbomerem, ktory jest dobrze znanym i typowym zageszczaczem stosowanym
|w formulacjach kosmetycznych (Vecino i in. 2017).

Co raz czesciej w kontekscie kosmetykdw szuka si¢ tez dziatania prebiotycznego. Oznacza
to, ze maja by¢ to produkty pozwalajace na odbudowe i ponowne wyréwnanie mikroflory skory.
Wtasciwosci antyadhezyjne, antygrzybicze oraz antywirusowe, a dodatkowo tez antybakteryjne
sprawiaja, ze biosurfaktanty staja si¢ idealnymi kandydatami. Szczegdlnie mowa tutaj
o0 biosurfaktantach syntetyzowanych przez bakterie kwasu mlekowego ze szczepu Lactobacillus, np.
L. pentosus, L. paracasei, L. brevis, L. thamnosus itd. i sg one uznawane za mikroorganizmy GRAS
(ogdlnie uznawane za bezpieczne). Tym samym moga by¢ potencjalnie wykorzystane jako prebiotyki
w formulacjach kosmetycznych. Bioragc pod uwagg zakres Rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 (Rozporzadzenie WE nr 1223/2009) substancje takie jak
biosurfaktanty, posiadajace wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, mozna wiacza¢ do preparatow
kosmetycznych, o ile sa one zgodne z przepisami rozporzadzenia, a w szczegdlnosci, gdy funkcje
biocydéw sg drugorzgdne do funkcji kosmetycznych. Jednakze, te konkretne wiasciwosei
przeciwbakteryjne nie moga by¢ reklamowane w produkcie (Vecino i in. 2017).

Pomimo duzego potencjalu 1 zainteresowania handlowego, problemem produkcji
biosurfaktantow na skale przemystowg jest koszt produkcji. Z tego powodu wiele obecnych badan
koncentruje si¢ na wykorzystywaniu odpadow rolno-przemystowych jako substratow by produkcja
biosurfaktantow stata si¢ konkurencyjna produkcja biotechnologiczng w poréwnaniu do syntezy
chemicznej ich syntetycznych odpowiednikow (Vecino i in 2017).

3. Podsumowanie

Surfaktanty produkowane przez bakterie, grzyby i drozdze moga by¢ i sa stosowane
w formulacjach kosmetycznych. Zast¢puja one surfaktanty syntetyczne i substancje chemiczne w celu
uzyskania produktéw ekologicznych oraz bardziej przyjaznych $rodowisku. Ze wzgledu na swoje
antybakteryjne wlasciwosci moga rowniez petnic rolg substancji prebiotycznych pozwalajacych na
chronienie odpowiedniej mikroflory bakteryjnej skory (Vecino i in. 2017), a takze staty si¢
alternatywa
w przemysle farmaceutycznym ze wzglgdu na swoje wilasciwosci anty-adhezyjne. Wiele badan
prowadzi si¢ teraz by zoptymalizowa¢ produkcj¢ naturalnych surfaktantow, szczegdlnie z uzyciem
bio-zrodet, np. olejow roslinnych. Biosurfaktanty glikolipidowe sg najbardziej obiecujace z wzgledu
na uzyskiwanie duzych ilosci tych substancji wlasnie z wykorzystaniem zrédel odnawialnych.

120|Strona



Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce

Inzynieria genetyczna pozwolilaby nawet na poprawianie wiasciwosci tych biosurfaktantow
(Varvaresou i lakovou 2015). Niestety, potrzeba bardzo doktadnych i glebokich badan nad
fizykochemia biosurfaktantow oraz szerszych badan nad przenikaniem tych substancji przez skore
i interakcjami z komorkami czlowieka.
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Streszczenie

Wirusy naleza do najliczniejszych i najbardziej powszechnych czastek biologicznych
biosfery. Wpltyw jaki wywieraja na poszczegdlne grupy swoich gospodarzy oraz globalne procesy
ekologiczne i geochemiczne jest nie do przecenienia. W obliczu ataku czgstek wirusowych, liczne
organizmy wyksztalcity specyficzne mechanizmy obronne. W przypadku bakterii i archeonow
poznano m.in. systemy CRISPR-Cas, ktore determinuja odpowiedZ tych mikroorganizméw
0 charakterze adaptacyjnym. Mechanizm ich dzialania polega na specyficznym rozpoznaniu obcego
materiatu genetycznego przez crRNA, ktory wraz z biatkami Cas tworzy rybonukleoproteinowe
kompleksy o aktywnosci nukleolitycznej. W efekcie dochodzi do przecigcia DNA genomu wirusa
wprowadzonego do komorki podczas infekcji. Chociaz systemy CRISPR-Cas dzialtaja wedtug
podobnego schematu, widoczne si¢ migdzy nimi istotne roznice, szczeg6lnie na etapie procesowania
prekursora crRNA (pre-crRNA). Zarowno klasyfikacja tych systemow, jak i relacje filogenetyczne
pomigdzy poszczegdlnymi ich typami sa niejednoznaczne, i nadal pozostawiaja wiele pytan bez
odpowiedzi.

1. Wstep

Bakteriofagi (w skrocie fagi, od greckiego phagein — pozerac) to wirusy atakujace komorki
bakteryjne. Na kazda pojedynczg bakteri¢ w biosferze przypada 10 czgstek fagowych zdolnych do jej
zainfekowania (Stern 2011). Stanowig one najliczniejszg i najbardziej zréznicowang grupe poznanych
dotad czastek biologicznych (Bergh i in. 1989). Ze wzgledu na liczebnos$¢ i rozpowszechnienie
bakteriofagdw, wywierana przez nie presja selekcyjna musi mie¢ znaczacy wptyw na sktad populacji
bakteryjnych zasiedlajacych kazde Srodowisko naszej planety. Co wigcej, wirusy sa uwazane za
glowny czynnik o wymiarze nie tylko ekologicznym, ale takze geochemicznym. Doprowadzajac do
lizy komoérek bakterii zasiedlajacych srodowiska morskie zapewniaja dostepnos¢ materii organicznej
dla licznych organizméw heterotroficznych oraz wprowadzaja do obiegu w biosferze wiele
pierwiastkdw. Opadajace na dno morza pozostalosci po komodrkach bakteryjnych i szkieletach
organizmow planktonicznych (np. okrzemek) tworza osad, ktéry nastgpnie ulega powolnym
procesom geologicznym (Suttle 2007).

W obliczu ciaglej presji selekcyjnej ze strony czastek wirusowych, organizmy wyksztatcity
wiele mechanizméw ograniczajacych czesto$¢ infekcji. Wiekszo$¢ (a by¢é moze wszyscy)
przedstawicieli §wiata zywego stosuje przynajmniej jedng z trzech strategii antywirusowych, tj.: (a)
odpornos$¢ wrodzong, (b) odporno$¢ nabytg oraz (c) programowang $mier¢ komoérek (Koonin i in.
2013). Przez wiele dekad uwazano, ze tylko wyzsze kregowce wyksztatcity mechanizmy odporno$ci
adaptacyjnej, a obrona poprzez programowang $mier¢ zdecydowanie nie byta rozpatrywana wsrod
organizmow jednokomorkowych. Z kolei pierwotna wrodzona odpowiedz na atak czastek
wirusowych byta wzglednie powszechnie identyfikowana wsrod komorek prokariotycznych — zalicza
si¢ do tej kategorii systemy restrykcji modyfikacji (ang. restriction-modification systems) oraz zmiany
w sktadzie aminokwasowym receptorow rozpoznawanych przez fagi (ang. receptor switching) (Stern
2011). Poznanie sposobu dziatania systemow toksyna-antytoksyna (ang. toxin-antitoxin systems, TA),
ktore mogg doprowadzi¢ do $mierci komorki niezaleznej od bodzcoéw zewnetrznych, oraz systemow
CRISPR-Cas doprowadzity do zmiany koncepcji postrzegania obrony przeciwwirusowej (Blower
i in. 2011; Westra i in. 2012). Wydaje si¢, ze wszystkie trzy strategie zapobiegania zamknieciu cyklu
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replikacyjnego sa kluczowe dla przetrwania wszystkich form zycia i pojawily si¢ na wczesnych
etapach ewolucji (Koonin i in. 2013).

Geny biorace udzial w obronie przed wirusami moga stanowi¢ nawet do 10% genomow
prokariotycznych (Makarova i in. 2013). Wiele z nich wykazuje znaczaca mobilno$¢ i mogg by¢
traktowane jako samolubne elementy genetyczne. Systemy toksyna-antytoksyna, kodowane
zazwyczaj w matych zwartych operonach, ulegaja czgstemu transferowi i moga uzalezni¢ komorke
od wlasnej obecnosci (jest to jeden z mechanizmow stabilnego utrzymywania plazmidow w komorce
bakteryjnej, biatko toksyny zabija komorke, w ktorej nie dochodzi do ekspresji genu antytoksyny)
(Kobayashi 2001). Jednak, alternatywnie do mechanizmu charakterystycznego dla kregowcow,
prokariotyczny system odpowiedzi adaptacyjnej okazal si¢ opiera¢ na rozpoznawaniu obcych dla
gospodarza kwasow nukleinowych.

Bakterie i archeony nabywaja odpornos¢ w wyniku integracji do chromosomu krotkich
fragmentow genoméw wirusowych lub plazmidow. Zostaja one dodane na koncu regionu
0 specyficznej repetytywnej budowie, okreslanego skrétem CRISPR (ang. clustered regularly
interspaced short palindromic repeats, czyli w dostownym tlumaczeniu: zgrupowane regularnie
rozdzielone krotkie palindromiczne sekwencje powtorzone). Pierwsze doniesienia o ich istnieniu
pochodza z lat 80. (charakterystyczna regularnos$¢ sekwencji zostala po raz pierwszy opisana
w genomie Escherichia coli w 1987 (Ishino i in. 1987)).

Dziatanie systemoéw CRISPR-Cas mozna podzieli¢ na 3 etapy: (a) adaptacja — insercja
fragmentow DNA obcego pochodzenia jako sekwencji rozdzielajacych w loci CRISPR (reakcja jest
przeprowadzana przez dwa konserwowane biatka — Casl i Cas2), (b) ekspresja— locus CRISPR ulega
transkrypcji do pre-crRNA (pre-CRISPR RNA), ktory ulega dalszemu procesowaniu przez biatka Cas
do krotkich RNA nakierowujacych na specyficzny cel (ang. crRNAS), oraz (c) interferencja, czyli
degradacji kwasow nukleinowego obcego pochodzenia (komplementarnych do crRNA) przez
enzymatyczng maszyneri¢ bialek Cas (Datsenko i in. 2012).

2. Elementy systemow CRISPR-Cas

2.1 Sekwencje CRISPR

CRISPR stanowig do$¢ zroznicowang grupe sekwencji repetytywnych. Kazde locus sktada
si¢ z serii krotkich powtdrzen (zazwyczaj o dhugosci 20-50 pz) rozdzielonych przez unikatowe
sekwencje (ang. spacers). Powtorzenia sekwencji sg wysoce konserwowane w obrebie jednego locus
CRISPR, jednak mogg znacznie si¢ rézni¢ zarowno sekwencja, jak i dlugoscia pomiedzy réznymi
loci. Czgé¢ powtdrzen ma strukture palindromu, dzigki czemu moze tworzy¢ stabilne struktury II-
rzedu na poziomie RNA (Kunin i in. 2007). Dostepno$¢ i powszechno$¢ stosowania
wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania zainicjowaty analizy majace na celu identyfikacje
loci CRISPR w genomach prokariotycznych. Powstaty narzedzia bioinformatyczne dedykowane
wykrywaniu  sekwencji 0  charakterze  repetytywnym. Na  przyktad = CRISPRbd
(https://crispr.i2bc.paris-saclay.fr) oraz CRISPI (https://crispi.genouest.org) daja mozliwosé
identyfikacji, adnotacji i zdeponowania sekwencji wykrytych loci CRISPR, a takze genow biatek
towarzyszacych CRISPR (biatka Cas, ang. CRISPR-associated proteins).

Nierzadko w jednym genomie identyfikuje si¢ wigcej niz jedno locus CRISPR —
w Mathanocaldococcus sp. FS406-22 znaleziono ich az 18 (!). Szacuje sie, ze loci te wystepuja
U okoto 90% archeonéw oraz okoto 50% przedstawicieli bakterii (Sorek i in. 2013).

2.2 Bialka Cas

Analizy porownawcze wykazaly istnienie zréznicowanych kaset grupujacych geny cas,
ktore zazwyczaj sg zlokalizowane w poblizu locus CRISPR. Dzieki analizie duzej liczby dostepnych
sekwencji genomowych wyr6zniono ponad 40 rodzin genow cas (Haft i in. 2005). Sze$¢ z nich (casl-
cas6) jest wysoce konserwowanych, chociaz tylko geny casl i cas2 sg uniwersalnymi sktadnikami
wszystkich genoméw zawierajgcych macierze CRISPR (Carter i in. 2015). Produkty tych dwoch
gendéw tworzg kompleks enzymatyczny, w ktorym tylko komponent Casl wykazuje aktywnos¢
enzymatyczna. Biatko to jest endonukleazg (integraza) zaangazowang zaréwno w cigcie DNA,
ktorego fragment stanie si¢ sekwencja rozdzielajacg (ang. protospacer), jak i macierzy CRISPR.
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Nastepnie przeprowadza 0no reakcj¢ integracji (Nufiez i in. 2014). Mechanizm ciecia i taczenia nici
DNA przez biatko Casl przypomina aktywno$¢ enzymatyczng integraz i transpozaz kodowanych
w obrebie ruchomych elementéw genetycznych, zapewniajacych ich mobilno$¢. Jednak, nie
wykazuje ono podobienstwa sekwencji do zadnej z powszechnie znanych rodzin rekombinaz
(Wiedenheft i in. 2009).

Zidentyfikowano jednak elementy przypominajace transpozony, ktore zawieraja
konserwowany gen casl i wydaja si¢ wykorzystywa¢ aktywnos$¢ kodowanego przez nie biatka do
integracji i wycinania z genomu gospodarza. Kaspozony, jak nazwano te elementy, zostaty wykryte
zarowno w genomach bakterii jaki archeonow (Krupovic i in. 2014). Podejrzewa sie, ze odegraly one
niemata role w ewolucji systeméw CRISPR-Cas — okresla si¢ je jako ,,przodkéw” modutu
adaptacyjnego (Rys. 1). Wedtug proponowanego scenariusza, prokariotyczny system odpowiedzi
adaptacyjnej powstat na skutek integracji kaspozonu w poblize operonu solo-Cascade (Koonin i in.
2015).

Biatko Cas2, nie wykazujace aktywnos$ci endonukleolitycznej, prawdopodobnie petni
funkcje szkieletu kompleksu. Co intrygujace, Cas2 wykazuje homologi¢ do biatka VapD -
prokariotycznej toksyny — nukleazy, ktora specyficznie przecina zwigzane z rybosomami mRNA, co
moze skutkowaé $miercig komoérki (Makarova i in. 2012). Wydaje sig, ze biatko Cas2 pochodzi od
toksyny, bedacej elementem systemu toksyna-antytoksyna. Gen cas2 mogt juz by¢ obecny
w strukturze kaspozonu, ktory dat poczatek modutowi adaptacyjnemu przysztego CRISPR-Cas
(Koonin i in. 2015).
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Rys. 1. Proponowany scenariusz powstania systemow CRISPR-Cas z trzech niezaleznych
fragmentow: (a) ruchomego elementu genetycznego, bedacego przodkiem wspoélczesnych
kaspozonow, (b) systemu toksyna-antytoksyna (TA), oraz (c) pierwotnego systemu odporno$ci —
solo-Cascade (ang. CRISPR-associated complex for antiviral defence). Ostatni element kodowat
wiele matych biatek Cas o aktywnosci rybonukleolitycznej. TIR (ang. terminal inverted repeats) sa
krotkimi  odwréconymi  sekwencjami  flankujagcymi  elementy transpozycyjne.  Zostaly
zidentyfikowane takze na koficach kaspozondéw (Krupovic i in. 2014). Na podstawie (Koonin i in.
2015), zmodyfikowane.

3. Mechanizm dzialania systeméw CRISPR-Cas

W mechanizmie dziatania systeméw CRISPR-Cas wyr6znia si¢ trzy zasadnicze etapy: ()
adaptacje, (b) ekspresje, czyli biogeneze crRNA, oraz (C) interferencjg.
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3.1 Adaptacja

W 2005 zaobserwowano in vivo zjawisko wprowadzania nowych sekwencji do locus
CRISPR. Sekwencja rozdzielajaca pochodzenia fagowego zostata dodana do zestawu fragmentow
obcego DNA (Rys. 2). Towarzyszyto temu powielenie powtdrzenia (ang. repeat) w poblizu sekwencji
liderowej na jednym z koncow locus (ang. leader end) (Pourcel i in. 2005). Po przeprowadzeniu
doglebnych analiz poznanych wczesniej macierzy CRISPR, zjawisko integracji fragmentow obcego
DNA (ang. spacers) okazato si¢ by¢ wyjatkowo powszechne wérdd organizmoéw prokariotycznych.
Jeszeze w 2005 roku zasugerowano, ze regularnie zbudowane loci sa komponentami mechanizméw
o aktywnosci antywirusowej (Mojica i in. 2005). Fragmenty obcego DNA wyselekcjonowane do
integracji sg okreslane jako (ang.) protospacers. Czesto flankujg je krotkie motywy nazywane PAM
(ang. protospacer-adjacent motifs) (Barrangou i in. 2007). Co ciekawe, sekwencja i lokalizacja PAM
zalezy do typu systemu CRISPR-Cas (Mojica i in. 2009).

Kluczowg rol¢ na tym etapie odgrywaja bialka Casl i Cas2 (Rys. 2).
Zaobserwowano, ze mutacje w obu genach uniemozliwiajg integracje nowych sekwencji
rozdzielajacych (Carter i in. 2015). Mechanizm rozpoznania odpowiedniego konica locus CRISPR
(ang. leader-end recognition) nie zostat wyjasniony. Mutacje wprowadzone w sekwencji liderowe;j,
ktore uniemozliwiajg skuteczne zachodzenie transkrypcji, nie zaktocaja procesu integracji. Z kolei,
mutacje w obrgbie pierwszych 60 nt doprowadzaja do zaniku tego zjawiska. Wydaje si¢ wigc, Ze sam
proces transkrypcji nie jest konieczny do nabycia nowej sekwencji powtorzonej (Sorek i in. 2013).
Sposob, w jaki region powtdrzony ulega powieleniu rowniez nie zostat w pelni wyjasniony.

3.2 Ekspresja

W kolejnym etapie dochodzi do transkrypcji locus CRISPR wraz z wszystkimi sekwencjami
powtdrzonymi i rozdzielajacymi (Rys. 2). Powstaty produkt ulega ,,dojrzewaniu”, co prowadzi do
powstania crRNA (CRISPR RNA), tj. krotkich fragmentéw RNA wykazujacych komplementarno$é
wzgledem materialu genetycznego pochodzenia fagowego lub plazmidowego (Brouns i in. 2008).
Sam mechanizm dojrzewania transkryptu znacznie rdzni si¢ migdzy poszczegodlnymi typami
systemow. Moga byé w to zaangazowane zarowno kompleksy endorybonukleolityczne, jak
i pojedyncze biatka —np. Cas6. Przyktadem pierwsze;j strategii jest kompleks Cascade (ang. CRISPR-
associated complex for antiviral defence) zidentyfikowany w E. coli (Czarnek i in. 2016; Brouns i in.
2008).

3.3 Interferencja

Ostatni etap skutkuje degradacja obcego materiatu genetycznego. Wszystkie crRNA wraz
z biatkami Cas tworza duze rybonukleoproteinowe kompleksy, ktore rozpoznaja komplementarne
sekwencje (Sorek i in. 2013) (Rys. 2). Krétkie motywy PAM, konieczne na etapie adaptacji, okazaty
si¢ rowniez istotne w efektywnym wigzaniu kompleksu do kwasu nukleinowego. Za rozpoznanie
wspomnianych sekwencji prawdopodobnie odpowiedzialny jest komponent biatkowy, poniewaz
w crRNA nie wystepujg sekwencje komplementarne do motywow PAM (Semenova i in. 2011;
Czarnek i in. 2016). Nukleazy Cas powodujg naciecie DNA obcego pochodzenia w obrebie regionu
komplementarnego do sekwencji crRNA (Garneau i in. 2010).

4. Klasyfikacja

Trzy etapy odpowiedzi przeciwwirusowej sa prawdopodobnie wspolne dla wszystkich
systemow CRISPR-Cas, jednak ich przebieg moze wykazywaé¢ pewne rdznice, w zaleznosci o typu
systemu. Klasyfikacja systemOw prokariotycznej odpowiedzi adaptacyjnej jest do$¢ ztozona
i niejednoznaczna. Nie istnieje uniwersalne biatko Cas, ktore mogtoby by¢ wykorzystane jako marker
filogenetyczny. Poszczegélne typy systemow CRISPR-Cas sktadaja si¢ z kilku modutéw, ktorych
ewolucja zachodzila czgsciowo niezaleznie. Dlatego tez badania poréwnawcze nawet najbardziej
konserwatywnego biatka — Casl — nie daja pozadanych odpowiedzi na temat relacji filogenetycznych
i klasyfikacji systemow CRISPR-Cas.
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Tymczasem, aktualna klasyfikacja opiera si¢ na wielu kryteriach, m.in. architekturze
operonow cas, genetycznej organizacji loci CRISPR i analizach filogenetycznych konserwowanych
biatek Cas (Koonin i in. 2019). Dla przyktadu, geny casl i cas2 sa wspdlne dla wszystkich systemow,
z kolei geny cas3, cas9 i cas10 decydujg o zaklasyfikowaniu do poszczegdlnych typow (Czarnek i in.
2016).

sekwencja sekwencja  sekwencja

geny cas I|der9wa rozdztelaja{ca powsorzona

n
7

‘I H »0) /
*\
A —HEHE- > >-e>-8—
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; _ ]chNA

Rys. 2. Uproszczony schemat obrazujacy mechanizm przeciwwirusowego dzialania systemow
CRISPR-Cas. Na etapie (1) adaptacji dochodzi o wintegrowania fragmentu DNA pochodzenia
fagowego (ang. protospacer) w macierz CRISPR. Transkrypt powstaty na jej matrycy (etap 2 —
ekspresja) ulega procesowaniu do krotszych crRNA (CRISPR RNA), ktére po potaczeniu z biatkami
Cas w duze kompleksy o aktywnosci nukleolitycznej rozpoznajg i degraduja komplementarne kwasy
nukleinowe obcego pochodzenia (3). Na podstawie (Koonin i in. 2015; Sorek i in. 2013),
zmodyfikowane.

5. Podsumowanie

Genomy wirusow, szczegdlnie bakteriofagdéw, stanowia najbardziej zréznicowang pule
genetyczna w biosferze naszej planety (Sorek i in. 2013). Przewazajacej wigkszosci genow
zidentyfikowanych w analizach metagenomicznych wiriomow nie zostata przypisana zadna funkcja.
Kodowane przez nie bialka nie wykazujg podobienstwa sekwencji aminokwasowych do biatek
zdeponowanych w dostepnych bazach danych. Tajemnicze otwarte ramki odczytu znajdowane
W genomach wiruséw okresla sie czesto jako metagenomiczng ,,ciemng materie” (Kristensen i in.
2010). Tak duze zréznicowanie genetyczne wirusOw mozna interpretowaé jako skutek presji
selekcyjnej wywieranej przez mechanizmy obronne organizméw komérkowych (Sorek i in. 2013).

Systemy CRISPR-Cas w pelni spetniajg definicje odpowiedzi adaptacyjnej. Mechanizm ich
dziatania opiera si¢ na integracji krotkiego fragmentu DNA pochodzenia fagowego (lub
plazmidowego) do macierzy CRISPR, ktora pelni funkcj¢ analogiczng do ssaczych limfocytow
pamiegci. Na etapie interferencji obcy material genetyczny jest specyficznie rozpoznawany, co
przypomina z kolei wigzanie antygendw przez swoiste receptory BCR i TCR (ang. B-cell receptor,
T-cell receptor). Nastepnie dochodzi do nukleolitycznego cigecia przez kompleksy
rybonukleoproteinowe, w skiad ktérych wchodzg crRNA oraz liczne biatka Cas. Specyficzng
eliminacje¢ obcych czastek infekcyjnych mozna poréwna¢ do aktywnosci cytotoksycznej zaleznej od
przeciwciat (ang. antibody-dependent cell cytotoxicity, ADCC) i fagocytozy antygenow
optaszczonych przez immunologlobuliny.
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Ewolucja prokariotycznych mechanizméw antywirusowych o poziomie ztozono$ci
porownywalnym z odpowiedzig nabyta ssakoéw nie zostala dokladnie wyjasniona. Wydaje sie, ze
systemy CRISPR-Cas sa produktem wielu nastgpujacych po sobie zdarzen ewolucyjnych, ktérych
doktadne odtworzenie moze by¢ nierealne. Poszczegdlne moduly podlegaty czg¢sciowo niezaleznej
ewolucji, a ich pochodzenie moze si¢ r6zni¢ pomiedzy poszczegdlnymi typami systemoéw CRISPR-
Cas, co znacznie komplikuje prowadzenie analiz. Ponadto, badania filogenetyczne gendéw cas
sugeruja, ze systemy CRISPR-Cas wykazuja silng tendencj¢ do podlegania horyzontalnemu
transferowi genow (ang. horizontal gene transfer, HGT) (Haft i in. 2005). W genomach
prokariotycznych wzglednie czgsto identyfikuje si¢ slady wymiany informacji genetycznej na skutek
wielkoskalowych zdarzen rekombinacyjnych. Powszechno$¢ wymiany materiatu genetycznego
pomiedzy bakteriami i archeonami zasiedlajacymi wspolna nisz¢ ekologiczng mogta doprowadzi¢ do
transferu macierzy CRISPR i powstania populacyjnej odpornosci adaptacyjnej (Sorek i in. 2013).

Pomimo wielu lat badan nad systemami CRISPR-Cas, wiele kwestii nadal pozostaje
owianych tajemnica. Wciaz nie rozumiemy, jakie warunki musi spelnia¢ fragment DNA, zeby ulegt
integracji do macierzy. Nie wiemy takze, w jaki sposob kompleksy rybonukleoproteinowe odnajduja
komplementarne sekwencje w molekularnie zattoczonym srodowisku wewnatrzkomoérkowym, ani w
jaki sposob wirusy unikaja prokariotycznej odpowiedzi immunologicznej. Nie ulega jednak
watpliwosci, ze odkrycie systemow CRISPR-Cas zmienito koncepcje koewolucji czastek
wirusowymi i ich gospodarzy, pozwolito spojrze¢ na obrone antywirusowa w sposob holistyczny,
pozbawiony sztucznego podziatu na zaopatrzone w odpowiedz nabytg kregowce i pozostata, bardziej
prymitywna czg$¢ biosfery.
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Streszczenie

Genomy wigkszosci bakterii, archeondow i eukariotow zawierajg roznorodne zintegrowane
ruchome elementy genetyczne (ang. mobile genetic elements, MGE), do ktorych zalicza si¢ m.in.:
elementy transpozycyjne, introny, inteiny i prowirusy. Realizacja wielu projektow badawczych,
zaktadajacych wielkoskalowe sekwencjonowanie genomowego DNA, dostarcza coraz wigcej danych
na temat rozpowszechnienia MGE. Elementy te moga prowadzi¢ do rozlegtych rearanzacji
genetycznych (skutkujacych réznego typu mutacjami), ktére wptywaja zarowno na architekture
genomoOw, jak i wlasciwosci metaboliczne ich gospodarzy, przyspieszajac tempo ewolucji tych
mikroorganizméw. Poszczegdlne typy MGE charakteryzuje rowniez wysoki poziom réznorodnosci.
Woeciaz identyfikowane sa nowe MGE, a nawet cale grup nieznanych wczesniej elementéw, co budzi
powszechne zainteresowanie genetykow.

1. Wstep

Organizmy nalezace do wszystkich trzech domen zycia majg w swoich genomach ruchome
elementy genetyczne (ang. mobile genetic elements, MGE), do ktérych zalicza si¢ m.in.: introny,
inteiny, elementy transpozycyjne i prowirusy. Z perspektywy ewolucji, mozna je postrzegaé jako
samolubne segmenty DNA, ktére powielajg si¢, dazac do utrzymania duzej liczby kopii w puli
genetycznej gatunku, co zapewnia im stabilne utrzymanie w populacji swoich gospodarzy. Wedtug
opublikowanych doniesien, elementy transpozycyjne (ang. transposable elements, TE) stanowig
okoto 45% ludzkiego genomu. Do tej grupy MGE zaliczy¢ mozna: (i) sekwencje LINE (ang. long
interspersed nuclear elements), (ii) SINE (ang. short interspersed nuclear elements) oraz (iii)
transpozony. Szacuje si¢ takze, ze okoto 5-8% TE cztowieka wykazuje wysoki poziom podobienstwa
sekwencji z genomami infekcyjnych retrowirusow (Katsura 2019). Rekordy pobijaja jednak genomy
ro§linne, bowiem znane sg przyktady, w ktorych MGE stanowig wigcej niz 70% sekwencji
nukleotydowej (Defraia 2014).

2. Ruchome elementy genetyczne zintegrowane z genomem

2.1 Elementy transpozycyjne (TE)

Ponad 80 lat temu, Barbara McClintock rozpoczgta badania cytogenetyczne kukurydzy (Zea
mays). Na poczatku lat 50-tych ubieglego wielu po raz pierwszy doniosta ona o odkryciu elementow
transpozycyjnych, nazywanych obrazowo ,,skaczacymi genami” (ang. jumping genes) (McClintock
1950). Analizujgc nietypowe mutacje (ang. unstable mutations) zauwazyta pojawianie si¢ ,,peknie¢”
w konkretnych loci w chromosomach kukurydzy, co skutkowato przerwaniem ciggtosci informacji
genetycznej. W ten sposdb Barbara McClintock zidentyfikowata pierwszy transpozon, ktéry nazwata
Ds od ,dissociation”, czyli ,rozdzielenie”. Pozniej odkryta, ze pewne TE mogg ,skakac”
samodzielnie, a inne — nie. Mobilno$¢ Ds byta uzalezniona od obecno$ci autonomicznego elementu
transpozycyjnego nazwanego przez niag Ac od ,activator”. Aktualnie DS i Ac reprezentuja
superrodzing hAT transpozonéw DNA (Hickman i in. 2016). Badania prowadzone przez McClintock
byly przez diugi czas niedoceniane. Powszechnie uwazano, ze genomy sa stabilnymi strukturami,
a stabilno$¢ ta jest konieczna do opisu gatunku jako jednostki taksonomicznej. Idea konserwatywnego
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charakteru genomu wywodzita si¢ jeszcze z praw Mendla, a umocnity jg odkrycia wskazujgce na
$cista regulacje ekspresji gendw u bakterii. Dopiero po udowodnieniu istnienia zjawiska transpozycji
metodami biologii molekularnej, badania Barbary McClintock uznano za przetomowe, a w 1983 roku
uhonorowano je nagroda Nobla (Hua-Van i in. 2011).

Transpozony stanowia bardzo liczng grupe MGE. Piégu i in. (2015) zaproponowali
nastepujaca definicj¢ elementu transpozycyjnego: TE jest wydzielonym segmentem DNA zdolnym
do przemieszczania w obrgbie genomu gospodarza z pierwotnej lokalizacji (w chromosomie lub
plazmidzie) do nowej, ktory nie determinuje wiasnych specyficznych molekularnych mechanizmow
umozliwiajacych samodzielny transfer do nowych gospodarzy na drodze horyzontalnego transferu.
Autorom definicji zalezato, aby nie obejmowata ona m.in. genoméw wirusow oraz elementow ICE
(ang. integrative conjugative elements — elementy integrujace z DNA, zdolne do koniugacji). Maja
one podobne wiasciwosci do elementéw transpozycyjnych, odréznia je jednak zdolnos¢ do
samodzielnego przemieszczania si¢ miedzy komorkami réznych mikroorganizméw.

Autonomiczne elementy transpozycyjne koduja enzymy niezbedne do ich mobilnosci,
z kolei nieautonomiczne TE s3 zalezne od enzymdéw dostarczanych przez spokrewnione z nimi
elementy autonomiczne (Kidwell 2001). Liczba kopii TE w genomie w obrebie gatunku moze si¢
zmienia¢ zaleznie od ich aktywno$ci oraz czasu jaki uptynat od ich wprowadzenia. Podobnie jak inne
komponenty genomu, TE akumuluja mutacje, ktére mogg prowadzi¢ do inaktywacji i uniemozliwi¢
dalsza mobilnos¢ tych elementéw. W wyniku tego procesu (nazywanego ,.starzeniem”, ang. aging)
w genomach wielu organizméw powszechnie obecne sg liczne defektywne elementy transpozycyjne
obok kilku kopii aktywnych (Piégu 2015).

Finnegan (1992) zaproponowat klasyfikacje TE, ktorej u podstaw byty przewidywane przez
niego mechanizmy transpozycji. Wyroznit on 2 klasy TE: (a) klas¢ I, grupujaca elementy
przeprowadzajace transpozycje z udziatem odwrotnej transkrypcji, dla ktorych RNA stanowi formeg
posrednia transpozycji (ang. intermediate) (retrotranspozony), oraz (b) klase 11 — w ktérej transpozony
(w formie DNA) wbudowane zostaja w miejsce docelowe DNA. TE nalezace do drugiej grupy okresla
si¢ czesto jako ,.transpozony DNA”.

Ekspansja retrotranspozondéw zachodzi na drodze mechanizmu kopiuj-i-wklej (ang. copy-
and-paste mechanism). Integracje poprzedza przepisanie sekwencji z RNA z powrotem na DNA
przez odwrotng transkryptaze kodowang w obrebie transpozonu. W klasie | wyrézniono dwa typy
elementow: (a) zawierajgce diugie powtdrzone sekwencje (ang. long terminal reperats, LTR), i takie,
ktore nie sg nimi oflankowane (ang. non-LTR) (Eickbush 2008). W materiale genetycznym
wspotczesnego cztowieka aktywnymi TE sg wylacznie elementy nalezace do retrotranspozonow i to
one reprezentuja gldwng site ksztaltujgcg ewolucje ludzkiego genomu (Rebollo 2012).

Do klasy Il TE zaliczono elementy zdolne do zmiany lokalizacji w genomie na drodze
mechanizmu wytnij-i-wklej (ang. cut-and-paste mechanism). Reakcje wyciecia i insercji sg
katalizowane przez transpozazg (kodowana w obrgbie elementu lub, w przypadku nieautonomicznych
TE, dostarczang przez inny funkcjonalny TE, ktora dokonuje nacig¢ w DNA w obrgbie odwroconych
powtorzen sekwencji (ang. terminal inverted repeats, TIR), flankujacych dany element. Transpozycja
rozni si¢ od innych mechanizméw przenoszenia ruchomych elementéw genetycznych dwoma
wlasciwosciami: (a) wszystkie formy posrednie w reakcji sa czasteczkami DNA, (b) nie jest
wymagana identyczno$¢ sekwencji donorowej (elementu) i miejsca docelowego (w genomie) (ang.
target site) (Piégu 2015).

Mechanizm wytnij-i-wklej obejmuje wprowadzenie dwuniciowych peknie¢ (ang. double
strand breaks, DSB) na koncach transpozonu, co fizycznie uwalnia go z miejsca pierwotnej
lokalizacji. Z chemicznego punktu widzenia, wycigcie sktada sie z dwoch etapow, tj.: (a) pekniecia
pierwszej z nici DNA bedacego wynikiem ataku nukleofilowego czasteczki wody, (b) uwolnienia
konca transpozonu poprzez wprowadzenie peknigeia na drugiej nici wedtug réznych mechanizmow.
Zaleznie od transpozazy przeprowadzajacej katalize, nukleofilem w drugim etapie moze by¢
czasteczka wody lub koniec 3’OH przeciwnej nici powstaly w czasie wprowadzenia pierwszego
nacigcia (obecna tzw. struktura spinki do wlosow). W niektorych przypadkach, drugi atak
nukleofilowy jest katalizowany przez odrgbny enzym. Ponadto, czgs$¢ transpozonéow DNA jest
wycinana w formie liniowej, cz¢$§¢ — w cyrkularnie zamknietej (Piégu 2015).
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Wstawianie, czyli integracja w nowe loci, réwniez obejmuje atak nukleofilowy, jednak tym
razem jest to reakcja transestryfikacji. Z zasady mechanizm wytnij-i-wklej powoduje powielenie
krotkiej sekwencji nukleotydowej w miejscu docelowym transpozycji (target site duplications, TSD).
Wiekszo$¢ transpozaz wymaga obecno$ci wspomnianych wczesniej terminalnych powtdrzen
sekwencji (TIR) flankujgcych powielany element, sa one jednak niespecyficzne wzglgdem miejsca
insercji (Piégu 2015).

2.2 Introny

Pierwsze doniesienia o istnieniu introndw pochodza z lat 70-tych XX wieku. Berget i in.
(1977) wykorzystat mikroskop elektronowy do zobrazowania hybrydyzacji miedzy oczyszczonym
MRNA kodujacym polipeptyd heksonu (gléwne biatko kapsydu adenowirusa Human Adenovirus 2),
a jednoniciowym DNA. Zaobserwowali, ze koniec 5’ transkryptu (okoto 100 bp) pozostal w formie
jednoniciowego ,,ogona”. Sekwencje DNA komplementarne do niezhybrydyzowanego konca mRNA
zostaty znalezione 17, 20 i 27 jednostek mapowych dalej na tej samej nici DNA. Autorzy publikacji
zasugerowali, ze fragmenty wystepujace w finalnym produkcie transkrypcji sg taczone w trakcie
procesu dojrzewania mRNA. W tym samym czasie podobne do$wiadczenia wykonywat Chow i in
(1977). Przeprowadzajac hybrydyzacje miedzy DNA ludzkiego adenowirusa 2 a kilkoma mRNA
izolowanymi z zainfekowanych komorek, zauwazyt powstawanie petli (ang. displacement loops, R
loops). Informacja genetyczna o danym biatku wydawala si¢ by¢ podzielona na fragmenty przez
sekwencje, ktorych gtdéwna rola bylo wygenerowanie dodatkowych fragmentow RNA wycinanych
przed powstaniem finalnego transkryptu gotowego do translacji.

Poczatkowe odkrycia dotyczace adenowirusa szybko zyskaty potwierdzenie roéwniez przy
zastosowaniu innych modeli badawczych. Wraz z kazdym kolejnym projektem sekwencjonowania
genomowego DNA stawato si¢ jasne, ze introny (wraz z maszynerig konieczng do ich usuwania) sg
powszechne w komorkach eukariontoéw. Dla przykladu, przecigtny pierwotny transkrypt
wspotczesnego cztowieka zawiera $rednio 9 intronéw, a w calym genomie posiadamy ich kilkaset
tysiecy (Lander 2001; Venter 2001).

Aktualna klasyfikacja wyréznia 5 glownych typow introndow, ktore zostaly
scharakteryzowane ze wzgledu na mechanizm splicingu (Piégu 2015). Do pierwszego z nich zalicza
si¢ jadrowe introny wycinane przy udziale spliceosomu (ang. regular spliceosomal introns, RSI)
obecne wylacznie w genomach Eukaryota i najpowszechniej znane biologom. Drugi typ stanowig
introny wystepujace genach tRNA organizméw jadrowych i nalezacych do domeny Archaea. Ich
wycinanie wymaga aktywnosci dedykowanych do tego procesu enzyméw (ang. tRNA splicing
endonuclease i tRNA splicing ligase). Trzy ostanie typy intronéw maja zdolno$¢ do samowycinania:
introny grupy I i1 II wykorzystujag autokatalityczne wlasciwosci RNA, grupa III zostata
zaproponowana wzglednie niedawno i wydaje si¢ by¢ spokrewniona z intronami grupy II.

Znalezione w szerokim spektrum genéw (mRNA, tRNA, rRNA) introny grupy I maja
zdolno$¢ katalizy wlasnego splicingu. Introny te zostaty zlokalizowane w genomach chloroplastow
i mitochondriéw nizszych eukariotow (np. okrzemek, euglen, glondw) oraz roslin wyzszych, a takze
wirdd przedstawicieli Eubacteria i Archaea (Ton-Hoang 2010, Raghavan 2009). Dhugos¢ wigkszosci
introndw miesci si¢ w granicach 250-500 bp. W czasie transkrypcji, RNA samoorganizuje si¢
w misterng strukture III rzedu, niezbg¢dng do autokatalitycznego wycinania intronow (Haugen 2005).
Autonomiczne introny grupy I zawieraja otwarta ramke odczytu dla endonukleazy homingu (ang.
homing endonuclease, HEN) — enzymu wprowadzajacego dwuniciowe peknigcie DNA w miejscu
docelowym transpozycji, ktore podlega mechanizmom naprawy przez aparat gospodarza
wykorzystujacy sekwencje intronu jako matryce. Zdolno§¢ do przemieszczenia z pierwotnej
lokalizacji do nowego loci jest podstawg klasyfikowania intronéw grupy I do samowycinajacych sie
elementow (ang. self-splicing elements, SSEs) (Piégu 2015).

Introny grupy II zostaly zidentyfikowane w genach kodujacych biatka, tRNA, rRNA —
w genomach licznych bakterii. Wsrod Eukaryota ich rozmieszczenie jest ograniczone do
mitochondriow i chloroplastow organizméw nizszych, roslin wyzszych i niektérych gatunkow
pier§cienic. Powszechnie uznaje si¢, ze introny grupy II nie wystepuja w genach jadrowych
organizmow eukariotycznych. Transkrypty RNA charakteryzuja si¢ konserwowang strukturg I rzgdu
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zorganizowang w 6 domen. W wyniku interakcji miedzy nimi tworzy si¢ konieczna do aktywnosci
katalitycznej struktura II1 rzedu (Marcia 2013). Introny grupy II mozna zaklasyfikowac¢ jako elementy
transpozycyjne, wykorzystujace RNA jako intermediat w procesie zmiany lokalizacji. Transkrypt
RNA intronu ulega insercji w miejsce docelowe transpozycji w reakcji okre$lanej jako odwrotny
splicing (ang. reverse-splicing) jeszcze przed procesem odwrotnej transkrypcji do DNA. Introny |1
grupy koduja wiasng odwrotng transkryptaze (ang. reverse transcriptase, RT). Aktywnos¢
endonukeolityczna jest zapewniana przez sam rybozym, cho¢ w niektorych intronach istnieje biatko
fuzyjne odwrotnej transkryptazy i endonukleazy homingu (HEN) (Piégu 2015).

2.3 Inteiny

Pierwsze wzmianki na temat intein pochodzg z roku 1988. Zimniak i in. poréwnali wéwczas
sekwencje aminokwasowa przewidziang na postawie sekwencji cDNA kodujacej podjednostke H*-
ATPazy (wystepujacej w tonoplascie komorek marchwi) z sekwencja aminokwasowa FoF1-ATPazy,
zlokalizowanej w wewnetrznej btonie mitochondrialnej Neurospora crassa. Homologia migdzy nimi
siggata okoto 70%. W tym samym roku zostal zidentyfikowany homologiczny gen u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae, poczatkowo opisywany jako transporter jonéw wapniowych (Shih 1988).
W 1990 roku Hirata i in., przyrownujac sekwencje podjednostki ATP-azy drozdzy do wspomnianych
wczesniej polipeptydow, wykazali istnienie niehomologicznego 454-aminokwasowego insertu
(w sekwencji biatka drozdzy) i zaproponowal, ze jest on wycinany potranslacyjnie.

Terminem inteiny okre$lane sa inserty w genach kodujacych poliproteiny, szczegdlnie
w waznych z perspektywy przezycia komorek gospodarza (Barzel 2011). Czesto lokalizujag sig¢
w sekwencjach kodujacych wysoce konserwowane motywy. Te ruchome elementy genetyczne
zostaly zidentyfikowane w genomach przedstawicieli kazdej z domen zycia. Niedawne badania
potwierdzity ich obecno$¢ w genach wiruséw infekujacych zwierzgta (Bigot 2013). Inteiny DNA
zawierajg ORF biatek katalizujacych zarowno ich wycinanie z tancucha aminokwasowego, jak
i ligacje fragmentéw biatka gospodarza (ekstein). Ponadto, wiele intein jest zdolnych do
przemieszczenia, wykorzystujac w tym celu endonukleazy homingu (HENS). Unikajg wiec
negatywnych skutkow jakie moglyby wynika¢ z przerwania cigglosci genow kodujacych biatka
gospodarza, a jednocze$nie moga si¢ rozprzestrzenia¢ droga horyzontalnego transferu. Liczba kopii
intein w genomie ulega zwigckszeniu w wyniku konwersji genu, a takze ich bezposredniej insercji
w miejsce docelowe, po czym aparat naprawy DNA gospodarza wykorzystuje nowo wintegrowang
intein¢ jako matryce dobudowujac druga ni¢. Kryteria, ktore moga by¢ brane pod uwage przy
klasyfikacji intein to: (a) miejsca insercji, (b) relacje ewolucyjne migdzy inteinami oparte na
zroznicowaniu ich sekwencji oraz (c) endonukleazy homingu (HENS) (Piégu 2015).

2.4 Prowirusy

Wiele wiruséw, zar6wno prokariotycznych, jak i eukariotycznych, ma zdolno$¢ integracji
swojego materiatu genetycznego z genomem gospodarza. Wbudowanie DNA faga moze powodowac
zmiany w genomie gospodarza, np. moze prowadzi¢ do przerwania ciaglosci gendéw lub istotnej
sekwencji regulacyjnej. Zmiany na wigksza skale rowniez sa mozliwe. Gdy komorka bakteryjna jest
lizogenem dwodch fagéw relatywnie blisko spokrewnionych, istnieje ryzyko rekombinacji
homologicznej miedzy nimi i powstania hybrydowego genomu nowego, w pelni aktywnego wirusa.

Dobrze poznanym przyktadem ludzkiego wirusa integrujacego do genomu jest HIV-1 (ang.
human immunodeficiency virus 1). Potrafi on wej$¢ w stan latencji, czyli stan odwracalnej
nieproduktywnej infekcji. Ekspresja genéw wirusowych jest na niskim poziomie a nowe czastki
wirionowe nie sg praktycznie produkowane. Materialem genetycznym HIV-1 jest dodatni SSRNA,
ktory ulega przepisaniu na sekwencje DNA przez odwrotng transkryptaze (pochodzenia wirusowego,
jest dostarczana do komorki w obrebie kapsydu). DNA ulega integracji do genomu gospodarza
i zostaje od tego momentu okreslany jako prowirus. Reakcje rekombinacji przeprowadza integraza
pochodzenia wirusowego. Oba wspomniane enzymy sg kodowane w obrebie genu pol. Zainfekowane
monocyty, makrofagi, komoérki mikrogleju oraz limfocyty T CD4+ stanowig istotny, stabilny
i dlugotrwaty rezerwuar wirusa HIV-1 (Fanales-Belasio 2010).

Wiele bakteriofagéw tagodnych rowniez witegrowuje swoj material genetyczny do genomu
gospodarza. Okre$lane sa wtedy mianem profagdéw, a bakteri¢ je zawierajace — lizogenow. Profag
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zazwyczaj jest fizycznie wbudowany w jeden z replikonow komoérki bakteryjnej, chociaz istniejg
takze wirusy (np. P1, NI15), ktore funkcjonujg jako samodzielne cyrkularne Ilub liniowe
plazmidopodobne episomy (Girons 2000; Casjens 2003). Specyficzno$¢ reakcji integracji jest
skrajnie r6zna. Wérod fagow infekujacych E. coli mozna znalez¢ takie, ktore (a) integruja w jedno
specyficzne miejsce chromosomu bakteryjnego, np. fag A, (ii) wybieraja jedno z kilku mozliwych loci
np. P2 oraz (iii) integruja, lecz ich integracja nie jest specyficzna wobec sekwencji, np. fag Mu
(Casjens 2003; Barreiro 1992). W wyniku indukcji odpowiednimi czynnikami profag moze ulec
wycieciu, wejs¢ w cykl lityczny i spowodowaé lize komoérki gospodarza. Lizogenia tagodnych
wirusOw  bakteryjnych, podobnie jak latencja retrowiruséw, jest stanem odwracalnym
i charakterystycznym dla przebiegu infekcji.

3. Podsumowanie

Ruchome elementy genetyczne stanowig szeroko rozpowszechniong i réznorodng grupe,
ktéra wywiera niebagatelny wptyw na architektur¢ genomoéw organizméw kazdej z domen zycia. Ich
mobilnos¢ moze skutkowa¢ zmianami w fenotypie komorki gospodarza, np. w wyniku
unieczynnienia genu lub operonu. Bardziej znaczace zmiany spowodowane sg jednak obecnoscia
w obrebie MGE gendéw o charakterze adaptacyjnym — warunkujacych oporno$é¢ na antybiotyki (np.
transpozon Tn7) czy jony metali cigzkich (Alekshun 2007), a takze genéw kodujacych czynniki
wirulencji. Dobrym przykladem sa w tym przypadku: (a) toksyna btonicza Corynebacterium
diphteriae, kodowana przez profaga corynephage beta, (b) toksyna Vibrio cholerae, kodowana przez
profaga CTX¢), czy (c) dysmutaza Salmonella typhimurium, ktérej gen znajduje sie w profagu Gifsy-
2 (Figueroa-Bossi 1999; Waldor 1996; Canchaya 2003).

Weciaz opisywane s3 nowe typy MGE badz klasy w obrebie poznanych wczesniej grup,
a nawet odkrywane sg cale nieznane wczesniej grupy ruchomych elementéw. W 2014 roku pojawita
si¢ pierwsza publikacja na temat kaspozoné6w — MGE przypominajacych pod wieloma wzgledami
transpozony, nie kodujacych jednak rekombinazy. Jak wynika z dotychczasowych badan, biatko
endunukleazy Casl (kodowane przez wszystkie kaspozony) katalizuje reakcje integracji.
Zaskakujace, ze biatko homologiczne Casl stanowi wazny komponent prokariotycznych systemow
CRISPR-Cas, co sugeruje, ze systemy te moga wywodzi¢ si¢ od kaspozondéw (Krupovic 2014).

Ruchome elementy genetyczne sg grupg niezwykle réznorodng. Zostaty zidentyfikowane
U przedstawicieli trzech domen zycia. Mimo dekad badan, wcigz trudno okresli¢ jaka cze$¢ gory
lodowej MGE jest przez nas widoczna.

4. Literatura

Alekshun MN, Levy SB (2007) Molecular Mechanisms of Antibacterial Multidrug Resistance. Cell
128: 1037-1050.

Barreiro V, Haggard-Ljungquist E (1992) Attachment sites for bacteriophage P2 on the Escherichia
coli chromosome: DNA sequences, localization on the physical map, and detection of a P2-like
remnant in E. coli K-12 derivatives. Journal of Bacteriology 174: 4086-4093.

Barzel A, Naor A, Privman E et al. (2011) Homing endonucleases residing within inteins:
evolutionary puzzles awaiting genetic solutions. Biochemical Society Transactions 39: 169-173.

Berget SM, Moore C, Sharp PA (1977) Spliced segments at the 5' terminus of adenovirus 2 late
mRNA. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
74(8): 3171-3175.

Bigot Y, Piégu B, Casteret S et al. (2013) Characteristics of inteins in invertebrate iridoviruses and
factors controlling insertion in their viral hosts. Molecular Phylogenetics and Evolution 67: 246-
254,

Canchaya C, Proux C, Fournous G et al. (2003) Prophage genomics. Microbiology and molecular
biology reviews: MMBR 67(2): 238-276.

Casjens S (2003) Prophages and bacterial genomics: what have we learned so far? Molecular
Microbiology 49: 277-300.

133|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 11

Chow LT, Gelinas RE, Broker TR, Roberts RJ (1977) An amazing sequence arrangement at the 5'
ends of adenovirus 2 messenger RNA. Cell 12(1): 1-8.

Defraia C, Slotkin R (2014) Analysis of retrotransposon activity in plants. Methods in molecular
biology 1112: 195-210.

Eickbush TH, Jamburuthugoda VK (2008) The diversity of retrotransposons and the properties of
their reverse transcriptases. Virus Research 134(1-2): 221-234.

Fanales-Belasio E, Raimondo M, Suligoi B, Butto S (2010) HIV virology and pathogenetic
mechanisms of infection: A brief overview. Annali dell'Istituto Superiore di Sanita 46: 5-14.

Figueroa-Bossi N, Bossi L (1999) Inducible prophages contribute to Salmonella virulence in
mice. Molecular Microbiology 33: 167-176.

Finnegan DJ (1989) Eukaryotic transposable elements and genome evolution. Trends in Genetics 5:
103-107.

Finnegan DJ (1992) Transposable elements. Current Opinion in Genetics & Development 2: 861-
867.

Girons IS, Bourhy P, Ottone C et al. (2000) The LE1 bacteriophage replicates as a plasmid
within Leptospira biflexa: construction of an L. biflexa—Escherichia coli shuttle vector. Journal
of Bacteriology 182: 5700-5705.

Haugen P, Simon DM, Bhattacharya D (2005) The natural history of group | introns. Trends in
Genetics 21: 111-119.

Hickman AB, Dyda F (2016) DNA Transposition at Work. Chemical Reviews 116(20): 12758-
12784.

Hirata R, Ohsumk Y, Nakano A et al. (1990) Molecular structure of a gene, VMAL, encoding the
catalytic subunit of H(+)-translocating adenosine triphosphatase from vacuolar membranes of
Saccharomyces cerevisiae. The Journal of Biological Chemistry 265(12): 6726-6733.

Hua-Van A, Le Rouzic A, Boutin TS et al. (2011) The struggle for life of the genome's selfish
architects. Biology Direct 6: 19.

Katsura Y, Asai S (2019) Evolutionary medicine of retroviruses in the human genome. The
American Journal of the Medical Sciences 358(6): 384-388.

Kidwell MG, Lisch DR (2001) Perspective: transposable elements, parasitic DNA, and genome
evolution. Evolution 55: 1-24.

Krupovic M, Makarova KS, Forterre P et al. (2014) Casposons: a new superfamily of self-
synthesizing DNA transposons at the origin of prokaryotic CRISPR-Cas immunity. BMC
Molecular and Cell Biology 12: 36.

Lander ES, Linton LM, Birren B (2001) Initial sequencing and analysis of the human genome.
Nature 409(6822): 860-921.

Marcia M, Somarowthu S, Pyle AM (2013) Now on display: a gallery of group Il intron structures
at different stages of catalysis. Mobile DNA 4: 14.

McClintock B (1950) The origin and behavior of mutable loci in maize. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 36 (6): 344-355.

Piégu B, Bire S, Arensburger P, Bigot Y (2015) A survey of transposable element classification
systems — A call for a fundamental update to meet the challenge of their diversity and
complexity. Molecular Phylogenetics and Evolution 86: 90-1009.

Raghavan R, Minnick MF (2009) Group | introns and inteins: disparate origins but convergent
parasitic strategies. Journal of Bacteriology 191: 6193-6202.

Rebollo R, Romanish MT, Mager DL (2012) Transposable elements: an abundant and natural
source of regulatory sequences for host genes. Annual Review of Genetics 46: 21-42.

Shih CK, Wagner R, Feinstein S et al. (1988) A dominant trifluoperazine resistance gene from
Saccharomyces cerevisiae has homology with FOF1 ATP synthase and confers calcium-sensitive
growth. Molecular and Cellular Biology 8(8): 3094-3103.

Ton-Hoang B, Pasternak C, Siguier P (2010) Single-stranded DNA transposition is coupled to host
replication. Cell 142: 398-408.

Venter JC, Adams MD, Myers EW (2001) The sequence of the human genome. Science 291(5507):
1304-1351.

134|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Waldor MK, Mekalanos JJ (1996) Lysogenic conversion by a filamentous phage encoding cholera
toxin. Science 272: 1910-1914.

Zimniak L, Dittrich P, Gogarten JP et al. (1988) The cDNA sequence of the 69-kDa subunit of the
carrot vacuolar H+-ATPase. Homology to the beta-chain of FOF1-ATPases. Journal of
Biological Chemistry 263(19): 9102-9112.

135|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 11

21. Surfaktanty — wlasciwosci i zastosowanie ukladow micelarnych
Surfactants — properties and applications of micellar systems

Szaniawska Magdalena

Katedra Zjawisk Miedzyfazowych, Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat Chemii, Uniwersytet
Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie
Opiekun naukowy: dr hab. Katarzyna Szymczyk, prof. UMCS

Szaniawska Magdalena: magdalena.szaniawska@poczta.umcs.lublin.pl
Stowa kluczowe: micele, krytyczne st¢zenie micelizacji

Streszczenie

Surfaktanty, jako zwiazki chemiczne o unikatowej amfifilowej budowie posiadaja wiele
zastosowan, w wielu galeziach przemystu. Aktywnos$¢ surfaktantdw przejawia si¢ przede wszystkim
mozliwo$ciami obnizania napigcia powierzchniowego, a takze tworzeniu, po przekroczeniu
odpowiedniego stezenia, koloidalnych rozmiar6w agregatow zwanych micelami. Celem niniejszej
pracy jest charakterystyka surfaktantow oraz zastosowan uktadow micelarnych.

1. Wstep

Surfaktanty, inaczej zwane S$rodkami powierzchniowo czynnymi, amfifilowymi lub
amfipatycznymi, to zwiazki, ktére zmniejszaja napigcie powierzchniowe na granicy dwoch
niemieszajacych si¢ faz. Dzicki tej wlasciwosci klasyfikuje sie¢ je jako substancje emulgujace,
zwilzajace, spieniajace, detergenty.

Surfaktanty zbudowane sg z dwoch czesci: hydrofilowej ,,gtowy” i hydrofobowego ,,ogona”.
Taka budowa umozliwia powinowactwo polarnego fragmentu do wody, za$ niepolarnego do oleju.
Cz¢$¢ hydrofobowa najczesciej sklada si¢ z tancucha alifatycznego lub tancucha alifatyczno-
aromatycznego zawierajgcego od 6 do 22 atomow wegla. Cze$¢ hydrofilowa obejmuje grupy m. in.
—COOH, -NH2, NO (Dutkiewicz 1998). Surfaktanty odgrywajg istotng role¢ w wielu procesach
zarbwno w naukach podstawowych, jak i stosowanych. Jedng wazng wiasciwoscig srodkow
powierzchniowo czynnych jest tworzenie koloidalnych wielkos$ci agregatow w roztworach, znanych
jako micele, ktore maja szczegdlne znaczenie w farmacji ze wzgledu na ich zdolnos¢ do zwickszania
rozpuszczalnosci trudno rozpuszczalnych substancji w wodzie (Dutkiewicz 1998).

czes$é hydrofobowa

czesc hydrofilowa

Rys. 1. Schemat budowy surfaktantu.

Surfaktanty czesto mylnie nazywane sg detergentami. Jest to niepoprawne rozumowanie ze
wzgledu na to, iz detergenty to bardziej ztozony produkt. Sktadajg si¢ najczesciej z: wybielaczy,
wypeliaczy, §rodkdw do zmigkczania tkanin, substancji zapachowych, rozjasniaczy optycznych,
stabilizatorow piany, solubilizatoréw, §rodkow zapobiegajacych sedymentacji, utrwalaczy
barwnikow itd. (Chenier 2002).

2. Opis zagadnienia i przeglad literatury

2.1 Podziat surfaktantow

Klasyfikacji surfaktantow dokonuje si¢ na podstawie tadunku jaki przenosza polarne grupy
glowy. Dzieli si¢ je na: anionowe, kationowe, niejonowe, amfoteryczne.
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Surfaktanty anionowe to najczesciej sole sodowe zawierajace powierzchniowo czynny
anion. Do tej grupy zalicza si¢ karboksylany (mydta- stearynian sodu), sulfoniany (alkanosulfonian
sodu, alkilobenzenosulfonian sodu), siarczany VI (laurylosiarczan amonu, etoksylowany
laurylosiarczan sodu) (Zielifski 2009).

Powszechnie znanym przedstawicielem anionowych surfaktantow sg mydta - pierwszy
srodek czyszczacy uzywany przez ludzi. Kiedy$ shuzyly one nie tylko do zachowywania higieny
osobistej, ale takze prania.

Mydlo to sole sodowe lub potasowe wyzszych kwaséw thuszczowych otrzymywane
w wyniku reakcji hydrolizy triglicerydow. Tluszcze uzywane do produkcji mydet pochodza
z naturalnych zZrodet. Thuszcz zwierzgcy i olej kokosowy sa najbardziej znanym zrodiem
trojglicerydow. Innymi zrodtami triglicerydow jest olej rycynowy, oliwa i nasiona bawelny (Chenier
2002).

Mydta jednak wypierane sg przez detergenty, ktore przede wszystkim sg tansze. Takze sole
wapnia 1 magnezu powstajace w twardej wodzie podczas uzywania mydia nie przemawiaja za ich
stosowaniem (sole wapnia i magnezu sg nierozpuszczalne i wytracaja si¢ na upranych ubraniach).
Zaleta mydet jest wicksza biodegradowalno$¢ i mniejsza toksycznos¢ w stosunku do detergentow.

Surfaktanty kationowe sg to czwartorzedowe sole amoniowe z jednym dlugotancuchowym
podstawnikiem alkilowym. Znajduja zastosowanie jako $rodki przeciwgrzybiczne i przeciwdrobnou-
strojowe. Przyktadem surfaktantu kationowego jest chlorek alkilobenzylodimetyloamoniowy
(Zielinski 2009).

Surfaktanty niejonowe majg strukture eteru zawierajacego jeden podstawnik w postaci
dlugotancuchowego alkilu, a drugi krotszy w postaci poli(oksyetylenu).

Surfaktanty amfoteryczne sktadajg si¢ z grup kationowych i anionowych wchodzacych
w sktad tej samej czasteczki. Czg$¢ anionowa moze zawiera¢ sulfoniany, albo betainy. Czegs¢
kationowa obejmuje pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowe aminy, a takze czwartorzedowe kationy
amoniowe. Surfaktanty obojnacze w zaleznosci od pH $rodowiska w jakim si¢ znajduja beda
zachowywaly si¢ jak kationy lub aniony (Pigon i Ruziewicz 2005). W $rodowisku kwasnym beda
kationami, a w zasadowym anionami.

2.2 Wiasciwosci surfaktantow

Poczatkowo zwigzek powierzchniowo czynny znajdujacy si¢ na granicy dwoch faz
wystepuje w postaci monomeru. Jednak gdy zostanie przekroczony limit rozpuszczalno$ci zaczynaja
tworzy¢ si¢ agregaty. Agregaty tworza si¢ w taki sposob zeby kontaktowac si¢ hydrofilowa czgscia
z woda. To zjawisko zwane jest krytycznym stezeniem tworzenia miceli — CMC (Rosen 2004). CMC
jest wartos$cig, ktora pomaga w okre§leniu minimalnej iloéci surfaktantu potrzebnej do maksymalnego
obnizenia napigcia powierzchniowego. Powstawaniu miceli towarzyszy nagla zmiana wtasciwosci
fizycznych roztworu (Dutkiewicz 1998). Zmianie ulega m. in. napigcie powierzchniowe,
przewodnictwo elektryczne, intensywno$¢ rozpraszania $wiatta w wodnych roztworach surfaktantow,
lepkosé.

Na warto$¢ CMC ma wptyw (Zielinski 2009; Rosen 2004):

a) Dhlugos¢ tancucha alkilowego zwiazku powierzchniowo czynnego. CMC w przypadku
surfaktantow jonowych maleje dwukrotnie wraz z przylaczaniem kolejnej grupy metylenowej
do tancucha alkilowego, a dla zwigzkdéw niejonowych maleje trzykrotnie.

b) Rodzaj surfaktantu. CMC jest mniejsze dla surfaktantow niejonowych niz dla jonowych.
Surfaktanty kationowe maja wyzsze warto§ci CMC niz surfaktanty anionowe.

€) Wartosciowos$¢ przeciwjonu. W przypadku wiekszos$ci nieorganicznych jednowarto$ciowych
jondéw danego surfaktantu warto§¢ CMC pozostaje na stalym poziomie, a dla jonow
dwuwartosciowych CMC zmniejsza si¢. Przeciwjony organiczne zmniejszaja wartos¢ CMC,
w stosunku do przeciwjonow nieorganicznych, tym bardziej im wigksza jest grupa niepolarna
surfaktantu.

d) Wprowadzenie rozgalezien, wigzan podwojnych, grup aromatycznych do niepolarnej czesci
surfaktantu. Ten zabieg powoduje znaczny wzrost wartosci CMC.
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Punkt Kraffta

Inng wlasciwoscia surfaktantow jest nieznaczna rozpuszczalnos¢ w niskich temperaturach.
Jednak gdy stezenie surfaktantu przekroczy CMC, w danej temperaturze, rozpuszczalnos$é
gwaltownie wzrasta. Jest to tzw. punkt Kraffta lub krytyczna temperatura miceli — CMT (Rys.2) .
Ponizej CMT monomery S$rodka powierzchniowo czynnego istnieja tylko w réwnowadze
z uwodniong faza krystaliczng, a powyzej CMT powstaja micele zapewniajace znacznie wigksza
rozpuszczalnos$¢ srodka powierzchniowo czynnego (Lindmani Wennerstrom 1980). CMT zalezy od
dtugosci tancucha alkilowego, rodzaju przeciwjonu, struktury tancucha i moze si¢ znaczaco zmienia¢
wraz z niewielkimi ilo§ciami zanieczyszczen wprowadzonych do roztworu (Lindman i Wennerstrom
1980).

Znajomo$¢ punktu Kraffta jest bardzo wazna, poniewaz ponizej tego punktu S$rodek
powierzchniowo czynny nie dziata typowo dla siebie. Czyli nie obniza maksymalnie napigcia
powierzchniowego i nie sg tworzone micele.

Réwnowaga hydrofilowo-lipofilowa

Réwnowaga hydrofilowo- lipofilowa, zwana wartoscig HLB, odnosi si¢ do stopnia w jakim
dany $rodek powierzchniowo czynny jest polarny. Warto§¢ HLB okresla w jakim stopniu dany srodek
powierzchniowo czynny rozpuszczalny jest w wodzie (Moroi 1992). Jej warto$ci mieszczg sie
w zakresie od 1 do 20.

Stezenie
surfaktantu

CMT

1 Surfaktant w formie Surfaktant w formie
‘ krystaliczne; micel

CMC
Surfaktant w formie

MONOmMerow
- -

Temperatura

Rys. 2. Diagram fazowy surfaktantow.

Im wyzsza wartos¢ HLB tym $rodek powierzchniowo czynny lepiej rozpuszcza sig
W wodzie. Im nizsza warto$¢ HLB tym obserwuje si¢ lepsza rozpuszczalno$é w oleju.
W przyblizeniu wartos¢ HLB mozna obliczy¢ uzywajac nastepujacego wzoru:
HLB = 20(1-Mn/Mw)
gdzie: My — masa czesci hydrofobowej czasteczki surfaktantu, My — masa catej czasteczki.
W praktyce znajomos¢ wartosci HLB jest przydatna w doborze emulgatorow podczas
tworzenia emulsji. Jedne emulgatory tworza emulsje O/W, a inne W/O.

2.3 Biosurfaktanty

Biosurfaktanty to zwiazki powierzchniowo czynne, ktore sa bezposrednio tworzone
biologicznie. Wytwarzane sg jako produkty przemiany drobnoustrojéw. Gtéwnie produkujg je
mikroorganizmy degradujace lipidy lub ropg naftowa. Zdolnos$¢ syntetyzowania biosurfaktantow jest
szczegodlnie widoczna u mikroorganizméw rozkladajacych weglowodory. Biosurfaktanty sa
biodegradowalne i nieszkodliwe dla przyrody. Mowi si¢ takze, ze majg wlasciwosci podobne, a nawet
lepsze niz alkilobenzenosulfoniany, czyli przedstawiciele syntetycznych zwiazkéw powierzchniowo
czynnych.

Wigkszo$¢ biosurfaktantow przyjmuje strukture lipidopodobng. Czg¢é¢ hydrofobowa
zbudowana jest z kwasow tluszczowych lub weglowodoréw. Czes$¢ hydrofilowa moze zawierad
cukry, polisacharydy czy peptydy. Biosurfaktanty wykorzystywane sg do usuwania zanieczyszczen
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ropopochodnych w oceanach, wymywania oleju z rurociaggéw lub cystern, a nawet jako surowce do
produkcji kosmetykow (Biermann i in. 1987).

2.4 Micele
Tworzenie uktadow micelarnych i ich wlasciwosci

Micele to zagregowane uktady surfaktantu. W ich strukturze wyroznia si¢: rdzen, obszar fazy
objetosciowe] (warstwa palisadowa) i obszar powierzchniowy. Sktadaja si¢ z 50 do 200 monomeréw
surfaktantu. Swoim ksztaltem przypominaja kule, w ktérej hydrofilowe glowy znajduja si¢ na
obwodzie, a hydrofobowe ogony wewnatrz. Micele zaczynaja tworzy¢ si¢ gdy surfaktant osiagnie
krytyczne stezenie micelizacji — CMC. Czyli gdy zostanie utworzona juz monowarstwa surfaktantu,
a jego stezenie bedzie nadal rosto. W takim przypadku st¢zenie monomeru bgdzie pozostawato juz
na statym poziomie, a wzrasta¢ bedzie stgzenie miceli 1 surfaktant bedzie ulegat samoasocjacji (Pigon
i Ruziewicz 2005).

Agregacja czasteczek srodka powierzchniowo czynnego wynika czgsciowo ze sklonnosci
grup hydrofobowych do minimalizowania kontaktu z woda poprzez tworzenie mikroskopijnych
mikrodomen w rozpuszczalniku. Tam interakcje alkil-alkil sa zmaksymalizowane, podczas gdy
hydrofilowe grupy glowy pozostaja otoczone woda (Eastoe 2005).

Powyzszy opis miceli stosowany jest dla surfaktantdéw rozpuszczonych w roztworze
polarnym. W przypadku roztworéw niepolarnych powstaja tzw. micele odwrocone. Oznacza to, ze
czg$¢ niepolarna znajduje si¢ na zewnatrz miceli, cz¢$¢ polarna wewnatrz.

Etapy tworzenia miceli (Dutkiewicz 1998):

1. Tworzenie miceli z monomerdw.

nA; —» A,

gdzie: A1 — monomer, A, — micela sktadajaca sie z n czasteczek surfaktantu

2. Wzrost stopnia agregacji.

An + Al z An+1

3. Wiazanie przez micelg przeciwjondow.

Solubilizacja

Solubilizacja to proces rozpuszczania zwigzkow nierozpuszczalnych lub praktycznie
nierozpuszczalnych w wodzie, pod wptywem dodatku trzeciego sktadnika jakim jest surfaktant
(Lindman i Wennerstrom 1980).

Podana wyzej definicja jest bardzo ogdlna. Bardziej szczegétowo solubilizacj¢ okresla si¢
jako:  sporzadzanie roztworu izotropowego, termodynamicznie stabilnego  substancji
nierozpuszczalnej lub stabo rozpuszczalnej w danym rozpuszczalniku, do ktorego zostaje
wprowadzony dodatkowy sktadnik lub sktadnik amfifilowy (Attwood i Florence 1983). Taka
definicja obejmuje rozcienczone i stgzone roztwory, biorac pod uwage czy solubilizat jest polarny,
czy nie. W procesie tym wyrdzniamy trzy skladniki: rozpuszczalnik, solubilizat i $rodek
powierzchniowo czynny (Attwood i Florence 1983).

Solubilizacja zachodzi dopiero gdy w roztworze zostanie przekroczone CMC. Zdolno$¢ do
solubilizacji wzrasta wraz z dlugoscia tancucha weglowodorowego srodka powierzchniowo
czynnego. Zjawisko to ma wiele praktycznych zastosowan w produkcji detergentdw czy preparatow
farmaceutycznych, a takze w katalizie micelarnej (Lindman i Wennerstrom 1980).

Do procesu solubilizacji mozna zastosowac nastepujace wielkosci:

Wspotczynnik podziatu [DA]:

[l

a4~ 1
[Alw
gdzie: [A]m, [A]w - stezenie substancji A w pseudofazie micelarnej i wodnej.
Stata wigzania w miceli [Ka]:

K= (Al
a = -
[Alpgr Sy — CMC)
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gdzie: Sw - to stgzenie surfaktantu w pseudofazie micelarne;.
Stopien natadowania miceli Ly:

_ [A]M - [f'l] W

L M -_"-

: S, —CMC

Kataliza micelarna

Kataliz¢ micelarng definiuje si¢ jako podwyzszong szybko$¢ reakcji w roztworach
micelarnych w stosunku do czystych uktadéw wodnych (Biermann i in. 1987).

Makroskopowo roztwor zawierajacy agregaty micelarne jest jednorodny. Jednak
mikroskopowo roztwor podzielony jest na wiele matych obszarow o wysokim stezeniu substancji
rozpuszczonej (micel), rozproszonych w regionach rozpuszczalnika. Jesli warunki w tych dwoch
srodowiskach beda powodowacé rozne szybkosci reakcji, wtedy micele bgda dziataly jako katalizatory
lub inhibitory. Wydajnos¢ katalityczna bedzie regulowana przez powinowactwo odczynnikéw do
miceli i reaktywnoS$ci zwigzanego reagentu z micela. Kinetyka reakcji roztwor6w micelarnych jest
regulowana przez elektrostatyczne i hydrofobowe oddziatywania mi¢dzy micelami i reagentami
(Moroi 1992).

Wyroznia si¢ trzy typy katalizy micelarnej. Pierwszy, w ktorym micele sg reagentami. Drugi,
w ktorym wystepujg interakcje migdzy micelami i reagujacymi odczynnikami, ktore maja wplyw na
szybko$¢ reakcji. Trzeci gdzie micele przenosza katalitycznie aktywne podstawniki (Moroi 1992).

Rodzaje micel

Wyrézniamy wiele réoznych ksztattow micel, ktore zaleza m. in. od struktury $rodka
powierzchniowo czynnego, a takze warunkow $rodowiska — stezenie, temperatura, pH, zawarto$¢
elektrolitu.

Gltownie wyrdznianymi strukturami micel sg; sferyczne micele, pgcherzyki, dwuwarstwy,
micele odwrdcone. Ksztalt micel bgdzie zalezal od dwoch sit kontrolujacych proces samoasocjacji.
Bedzie to oddziatywanie weglowodor — woda, ktore sprzyja agregacji, a takze oddziatywanie glowa
— glowa, ktore sprzyja odpychaniu.

Przyblizony ksztalt micel mozna obliczy¢ ze wzoru okreslajacego krytyczny parametr
pakowania Pc:

v

P = ——
¢ (ag X 1:)

gdzie: V — objetos¢ hydrofobowego ogona, ag - minimalny obszar miedzyfazowy zajmowany
przez grupg czotowa, Ic - maksymalna wydtuzona dtugo$¢ tancucha ogona w rdzeniu miceli.

Parametr V zmienia si¢ wraz z liczbg grup hydrofobowych, nienasyceniem tancucha,
rozgatezianiem tancucha i penetracjg tancucha przez inne grupy hydrofobowe, podczas gdy ao jest
glownie regulowany przez oddziatywania elektrostatyczne i hydratacje grupy czotowej (Eastoe
2005).

Tab. 1. Zalezno$¢ tworzacej si¢ struktury miceli od wartosci Pc (Rosen 2004).

Wartos¢ Pc Struktura miceli
0-1/3 Sferyczna w srodowisku wodnym
1/3-1/2 Cylindryczna w $rodowisku wodnym
1/2-1 Lamelarna w $rodowisku wodnym

>1 Odwrocona w srodowisku niewodnym

W rozcienczonych roztworach wodnych surfaktantéw i w temperaturze pokojowej tworza
si¢ struktury sferyczne. Wraz ze wzrostem stgzenia surfaktantu i wzrostem liczby agregacji,
poczatkowo powstaja struktury cylindryczne, a nastgpnie lamelarne. W ukladach, w ktorych
rozpuszczalnik jest niepolarny tworza si¢ struktury odwrocone.
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Micela sferyezna ~ Micela odwrécona  Micela lamelarna Micela }']J'ndi*__-'cma
Rys. 3. Struktury micel.

2.5 Zastosowanie surfaktantow i uktadéw micelarnych
Tekstylia i wlokiennictwo

Srodki powierzchniowo czynne sa stosowane podczas wstgpnego procesu przetwarzania
materiatdw wiokienniczych. Przed rozpoczeciem procesu obrobki wiokna nalezy oczyscic
z substancji zbednych tj. woskow, tluszczy, pektyn, tusek nasion i innych zanieczyszczen. W tym
celu stosuje si¢ detergenty i $rodki zwilzajace bedace mieszaning réznych zwiazkéw powierzchniowo
czynnych.

Anionowymi $rodkami powierzchniowo czynnymi stosowanymi w tym celu sg: mydta,
pierwszorzgdowe sulfoniany alkandéw, drugorzedowe alkanosulfoniany, alkilobenzenosulfoniany,
alkilosiarczany, alkiloarylowe  siarczany eteru  poliglikolowego, acylometylotauryny,
acylosarkozyniany, estry kwasu sulfo-bursztynowego (Piorr 1987).

Niejonowymi srodkami powierzchniowo czynnymi sa np. etery alkilopoliglikolowe, etery
alkilofenolopoliglikolowe, estry poliglikolowe kwaséw tluszczowych, alkanoloamidy kwaséw
thuszczowych (Piorr 1987).

Podczas obrobki wstepnej materiatow wildkienniczych wykorzystuje sie nastgpujace
procesy: merceryzacje, gotowanie i bielenie. W procesie bielenia wykorzystywane sa $rodki
zwilzajagce w postaci sulfonianow alkanow i alkiloarylosulfonianéw, a takze ich kombinacje
Z niejonowymi $rodkami powierzchniowo czynnymi.

W trakcie wytwarzania tekstyliow srodki powierzchniowo czynne sg stosowane w celu
zapobiegania tarcia miedzy czg¢$ciami maszyn, a wtoknami i do wytwarzania tadunkow statycznych.
Stosowane $rodki powierzchniowo czynne to: alkanosulfoniany, alkilosiarczany, etoksylowane
alkohole tluszczowe, kwasy ttuszczowe, aminy tluszczowe i amidy kwasow tluszczowych (Piorr
1987).

W procesie bielenia tekstyliow $rodki powierzchniowo czynne stuza do przygotowywania
barwnikow, aplikacji barwnikow na tekstylia i usuwania nadmiaru barwnika.

W kolejnych etapach obrobki tekstyliow stosuje si¢ procesy prania, farbowania i wybielania.
Sprawia one, ze materiaty staja si¢ szorstkie i nieprzyjemne. Aby uzyska¢ przyjemny efekt w dotyku,
stosuje si¢ Srodki zmigkczajace tkaniny. Odpowiednimi $rodkami zmigkczajagcymi do tkanin sa
polietylen w postaci zemulgowanej lub fatwo emulgujacej si¢ formie, estry kwasow tluszczowych,
amidy kwasoéw tluszczowych, tlenki amin i skondensowane aminy. Wykorzystywane sa réwniez
siarczanowane etery poliglikolowe, estry kwasu fosforowego, betainy, woski i silikony.

2.6 Oczyszczanie zanieczyszczonych wod

Najwigkszy problem w usuwaniu zanieczyszczen z wody powodujg barwniki i pigmenty
W niej obecne. Zanieczyszczenia tego typu pochodzg z fabryk produkujacych barwniki i przemystu
tekstylnego. Znane s3 metody taczace procesy biologiczne i chemiczne w celu recyklingu
zanieczyszczonych wod (Krull i Dopkens 2004). Jednak procesy sorpcji wydaja sie byé
atrakcyjniejsza alternatywg. Zwlaszcza gdy mozna uzy¢ taniego sorbentu. Przyktadami takich
sorbentdéw sa: trociny, tuskwiny z orzecha ziemnego, sole kwaséw humusowych czy humian zelaza
(Janos i Smidova 2005). Humian zelaza ma zdolno$¢ do zatrzymywania rdznej klasy zanieczyszczen.
Od zwiazkow jonowych, po zwiazki o bardzo niskiej polarnosci. Jeszcze lepsze efekty zauwaza si¢
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gdy obok sorbentu zostanie zastosowany $rodek powierzchniowo czynny. Jednak wptyw $rodkow
powierzchniowo czynnych zalezy od ich typu. Niejonowe i kationowe surfaktanty nie wykazuja
wplywu na sorpcje zanieczyszczen. Uzycie surfaktantdéw anionowych wykazuje skutecznos¢, lecz
w okreslonych stezeniach tych zwiazkoéw. Wysokie stezenie powoduje powstawanie miceli. Co jest
przyczyna solubilizacji czastek barwnika i brakiem sorpcji. Niskie stezenia powodujg powstanie
matych agregatow, ktore sg sorbowane na sorbencie.

Tworzenie elektrod

Wykazano, iz podczas przygotowywania elektrod do akumulatoréw litowo — jonowych
bardzo wazne jest uzycie $rodka powierzchniowo czynnego. Akumulatory litowo — jonowe stosowane
sa w samochodach zasilanych energig elektryczng tzw. Hybrydach. W takich elektrodach
wykorzystuje si¢ nanoczasteczki. To od ich rozmieszczenia zalezy prawidlowe dziatanie elektrody.
Srodek powierzchniowo czynny powoduje rownomierna dyspersje nanoczasteczek. Zauwazono, ze
wydajnos¢ elektrody zalezy od typu uzytego srodka powierzchniowo czynnego i od jego st¢zenia.
Najlepsza wydajnos¢ uzyskuje si¢ dla surfaktantow o dlugich czasteczkach. Podsumowujac
jednorodnos¢ rozktadu nanoczasteczek ma kluczowy wpltyw na wydajnosé elektrody, a jednorodnos¢
dyspersji mozna uzyska¢ stosujac odpowiedni surfaktant (Hintennach i Novak 2009).

Wytwarzanie materialdéw mezoporowatych

Otrzymywanie materialtow mezoporowatych opiera si¢ na metodzie zol — zel. Tq metode
mozna potaczy¢ z metoda templatowania, czyli dodatku surfaktantu o odpowiedniej dtugosci
fancucha. Dzigki temu otrzymane pory bgdg miaty pozadany rozmiar. Metoda templatowania polega
na interkalacji materiatu krzemionkowego, na powierzchni tworzacych si¢ micel. Surfaktant dziata
na dwa sposoby. W pierwszym przypadku tworzy matryce wokot, ktérej kondensuje si¢ krzemionka.
Tworza si¢ w ten sposob struktury szescienne, heksagonalne i lamelarne. Jest to metoda matrycowa
—LCT (Vartuli i in. 1994). W drugim zwanym Warstwowym Systemem Krzemionkowym, surfaktant
petni funkcj¢ pgcznienia i oddzielania warstw. W koncowym etapie usuwa si¢ surfaktant przez
ekstrakcje lub kalcynacje. Co skutkuje utworzeniem regularnych poréw o wielkosci usunigtego
surfaktantu.

Produkcja srodkow dezynfekujacych

Wiele bakterii i grzybow wplywa negatywnie na zdrowie cztowieka. Dlatego ich
kontrolowany rozwoj jest bardzo wazny. W wielu dziedzinach (przemysle spozywczym, rolnictwie,
przemysle farmaceutycznym czy gospodarstwie domowym) do zwalczania mikroorganizmow
chorobotworczych stosuje si¢ $rodki dezynfekujace.

Jako $rodki dezynfekujace przede wszystkim wykorzystywane sg surfaktanty kationowe.
Dzialaja one na bakterie gram — dodatnie, gram — ujemne i grzyby.

Ich skuteczno$¢ rozpatruje si¢ w wytwarzanym przez nie dodatnim tadunku. Patogenne
btony komorek bakteryjnych maja tadunek ujemny. Dzigki temu ulatwiona jest interakcja migdzy
btong bakteryjna, a surfaktantem. Co skutkuje dobra aktywnoscia bakteriobojcza mikroorganizmow.
Mechanizm zniszczenia drobnoustroju patogennego polega na adsorpcji surfaktantu na blonie
komoérkowej, co zwigksza jej hydrofobowo$é, a wige przepuszczalnos¢ dla surfaktantu (Badawi i in.
2007). Doprowadza to do zaktocenia reakcji biologicznych zachodzacych wewnatrz komorek.
Aktywno$¢ bakteriobdjcza zalezy od dlugosci tancucha hydrofobowego, wlasciwosci
miedzyfazowych, przeciwjonu wytworzonego przez surfaktant oraz gatunku bakterii.

Poprawa rozpuszczalnosci lekow

Surfaktanty moga zwigkszaé rozpuszczalno$¢ trudno  rozpuszczalnych  Iub
nierozpuszczalnych lekéw w wodzie w procesie solubilizacji. Obecno$¢ miceli wptywa na
rozpuszczalnos$¢ statych postaci lekoéw tj. tabletki, kapsutki poprzez kontrolowanie wytracania czy
zwigkszenie przepuszczalno$ci membrany (Tadros 2005). Obnizone napiecie powierzchniowe leku
umozliwia jego penetracje¢ przez wode i dzigki temu szybszy rozpad. Szybkos¢ rozpadu leku zalezy
od jego pola powierzchni. Jednak bardzo wysokie stezenia $rodka powierzchniowo czynnego
(powyzej wymaganego do rozpuszczenia) moga zmniejsza¢ wchlanianie leku przez zmniejszenie
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potencjatu chemicznego. Srodki powierzchniowo czynne maja takze mozliwo$¢ zmieniania miejsca
wigzania leku z receptorem.

3. Whioski

Surfaktanty od lat sg przedmiotem badan wielu naukowcow. Odgrywajg one wazng role
w wielu procesach i sg stosowane w duzej liczbie gatezi przemystu. Nalezy takze zauwazy¢, ze ciagle
otrzymywane sa nowe surfaktanty o zupelnie nowych wtasciwosciach i mozliwosciach.
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Streszczenie

Sposréd wielu klas naturalnie wystepujacych zwigzkéw organicznych, takich jak
weglowodany, lipidy, biatka, aminokwasy, antocyjany, flawonoidy i steroidy, ta, ktora wydaje si¢ by¢
wyjatkowa, sa alkaloidy. Co czyni je wyjatkowymi? Pochodza z aminokwas6w i moga by¢
syntetyzowane jako metabolity wtérne przez rosliny i niektore zwierzeta. Zwigzki te odgrywaja
wazna role w organizmach zywych. Alkaloidy sa metabolitami wtérnymi, wykazujacymi silne
dziatanie biologiczne na organizmy zywe juz w bardzo matych dawkach. Alkaloidy sa obecne nie
tylko w codziennym zyciu ludzi w zywnosci i napojach, ale takze jako leki pobudzajace. Wykazuja
dziatanie przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, przeciwbolowe, miejscowe znieczulajace
i przeciwbolowe, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i wiele innych. Alkaloidy sg stosowane jako
sktadniki diety, suplementy i farmaceutyki, w medycynie i innych zastosowaniach w zyciu cztowieka.
Alkaloidy sa rowniez waznymi zwigzkami w syntezie organicznej do poszukiwania nowych
zwigzkoéw potsyntetycznych i syntetycznych o mozliwie lepszej aktywnosci biologicznej niz zwigzki
macierzyste.

1. Wstep

Stowo alkaloid (od arabskiego al-kali - potaz i od greckiego eidos - posta¢) oznacza
,przybiera posta¢ zasady” lub ,,zasadopodobny”. Mianem alkaloidéw okreSla si¢ grupg zwigzkow
organicznych, przewaznie pochodzenia roslinnego (rzadko zwierzgcego), lub syntetycznego, ktore
zawieraja w czasteczce atom (lub atomy) azotu najczesciej w pierscieniach heterocyklicznych. Ze
wzgledu na obecno$¢ azotu, wigkszos¢ alkaloidow wykazuje charakter zasadowy, chociaz znane sa
obecne substancje o odczynie stabo kwasnym lub obojetny, np.: kolchicyna, kapsaicyna. Alkaloidy
wykazuja silnie oddzialywanie fizjologicznie na organizmy ludzkie i zwierzece, od stymulujacego,
poprzez narkotyczne, po toksyczne (Aniszewski 2007, Begley 2009, Brossi 1989).

Zazwyczaj s to substancje stale o budowie krystalicznej, za wyjatkiem nikotyny, ktora jest
bezbarwna, lotng ciecza. Nikotyna na powietrzu fatwo ulega utlenieniu i zmienia barwe na brunatna.
Alkaloidy maja gorzki smaku, sa optycznie czynne, trudno rozpuszczaja si¢ w wodzie. Latwo lacza
si¢ z wystepujacymi w soku komoérkowym kwasami organicznymi dajac sole rozpuszczalne, ktore
tworza roztwory wodne.

Pierwszg substancje tego typu odkryl w 1805 r. aptekarz Serturner, otrzymujac morfing
Z opium. Zainicjowalo to poszukiwania podobnych zwiazkéw chemicznych w innych surowcach
ro$linnych. Kolejne wyizolowane zwiazki to: emetyna (Pelletier, 1817 r.), strychnina (Pelletier
i Caventou, 1818 r.), brucyna (Pelletier i Caventou, 1819 r.), chinina i cinchonina (Pelletier
i Caventou, 1820 r.), koniina (Giesecke, 1827 r.), atropina (Mein, 1831 r.).

Nazwy alkaloidow pochodza zazwyczaj od nazw roélin, z ktérych zostaty wyodrgbnione.
Czesto tez nazwa nawigzuje do oddziatywania danego zwiazku na organizm, jak np.: morfina (od
greckiego boga snu Morfeusza) (Aniszewski 2007, Begley 2009, Brossi 1989, Dewick 2002,
Fattorusso i Taglialatela-Scafati 2008).
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2. Opis zagadnienia i przeglad literatury

2.1 Wystgpowanie

Jako nietypowe metabolity, wytwarzane sg przez pewne rosliny makowate (Papaveraceae),
motylkowate (Papilinaceae) bobowate (Fabaceae), jaskrowate (Ranunculaceae), psiankowate
(Solanaceae) oraz niektore grzyby (np.: Claviceps purpurea), paprotniki (np.: Lycopodium) oraz
ro$liny nagozalazkowe (np.: Taxus, Ephedra).

Alkaloidy wystepuja w calej roslinie lub w poszczegdlnych jej czgéciach ale tworza sie
zazwyczaj w asymilujacych czgéciach i stad przenosza si¢ do innych peryferyjnych czgsci danej
ro§liny, gdzie zostaja zmagazynowane. Najczgéciej gromadzone sg w lisciach (kokaina, nikotyna),
owocach (papaweryna, morfina), w nasionach (strychnina, brucyna), czasami w kwiatach,
korzeniach, bulwach, a w przypadku drzew takze w korze (chinina). Zwykle jedna roslina moze
zawiera¢ wigcej niz jeden alkaloid, np.: z mleczka makowego otrzymano 20 alkaloidéw, z li§ci tytoniu
10, z lisci koki 7, a z kory chinowej 24. Zwigzki te wykazujg podobne wilasciwosci, zarbwno pod
wzgledem chemicznym, jak i fizjologicznym.

Zawartos$¢ alkaloidow w surowcu roslinnym waha si¢ od ilosci $ladowych, rzedu utamka
procenta (np.: w liSciach lulka czarnego) do 10% masy suszu ro$linnego (np.: chinina w korze
chinowca). Zawarto$¢ ta nie jest stata i moze zaleze¢ od wieku rosliny, pory roku, pory dnia, regionu,
warunkow klimatycznych oraz odmiany ro$liny. Niesprzyjajaca pogoda w okresie wegetacyjnym, jak
roéwniez niewlasciwe przechowywanie surowca, moga przyczyni¢ si¢ do wzrostu zawartosci
poszczegolnych zwiazkow w tkankach roslinnych (Gelger i in. 1988, Kotodziejczyk 2013).

Wisrdod zwierzat zwiazki typu alkaloidow stwierdzono u owaddw, np.: biedronek i motyli,
salamander, niektorych zab i wijow. Do najbardziej znanych nalezg np.: samandryna u Salamandra
maculosa, bufoteina u Bufo bufo, batrachotoksyna u Phyllobates aurotenia, histrionikotoksyna
u Dendrobates histrionicus. U owadow sg zazwyczaj pochodzenia wtdrnego, pobierane z pokarmem
stanowig ochron¢ przed drapieznikami. Podobnie u ptazow, ktdre nabywaja tego typu zwigzki
zjadajac na przyktad owady (Kotodziejczyk 2013).

W stanie naturalnym alkaloidy najcze$ciej wystepuja w postaci soli z kwasami organicznymi
tj.. kwas jabtkowy, kwas cytrynowy, kwas szczawiowy, kwas bursztynowym lub kwasami
garbnikowymi, rzadziej z kwasem propionowym, mlekowym, furanowym, octowym. Wystepuja
réwniez w postaci soli z kwasami nieorganicznymi - kwasem fosforowym i siarkowym oraz kwasami
specyficznymi dla danego alkaloidu, np.: kwas chinowy lub kwas tropowy. Znane sg alkaloidy, ktore
wystepuja w warunkach naturalnych w postaci estrow, np.: rezerpina, kokaina oraz w postaci
glikozydow w Solanum i Veratrum (Kotodziejczyk 2013).

Roznorodnos¢ budowy chemicznej alkaloidéw $swiadczy o braku jednorodnego mechanizmu
biosyntezy. Produktami wykorzystywanymi do syntezy dla wielu alkaloidow sg naturalne
aminokwasy: L-lizyna, L-ornityna, L-tyrozyna i L-tryptofan.

2.2 Biosynteza i otrzymywanie alkaloidow

Wielka roznorodnos¢ alkaloidow powoduje, ze nie ma jednego, ustalonego mechanizmu ich
wytwarzania, ani, ze nie spetniajg one jednolitej podstawowej funkcji w roslinach, w ktorych sg
wytwarzane. Wiele alkaloidow ma jednak ze soba pewne cechy wspolne, gtownie ze wzgledu na
substraty, ktéore shluza do ich otrzymywania. Za przyktad mozna tutaj podaé
benzylotetrahydroizochinoling, ktéra powstaje w wyniku kondensacji dwoch czasteczek
fenyloalaniny. Czasteczka ta jest substratem w biosyntezie ponad dwodch tysigcy alkaloidow
(Kotodziejezyk 2013).

Bardzo wazng role w biosyntezie alkaloidow odgrywaja aminokwasy, szczegdlnie
aminokwasy biatkowe. Z fenyloalaniny, tryptofanu i lizyny mozna otrzymac blisko pigé tysigcy
alkaloidow. Na uwage zasluguje takze fakt, ze jedna roslina moze wytwarza¢ wiele zwiazkow
o podobnej budowie, np. drzewo chinowe wytwarza ponad 20 alkaloidéw, z ktorych kazdy zawiera
uktady chinolinowe i chinuklidynowe. Zdarzajg si¢ jednak tez takie rosliny, w ktorych wytworzone
alkaloidy majg bardzo odmienng budoweg, albo takie, ktéore wytwarzajg tylko jeden zwigzek
alkaloidowi — dla przyktadu mozna poda¢ rgcznik wytwarzajacy rycyning (Kotodziejczyk 2013).
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Istnieje wiele sposobow pozyskiwania alkaloidow z materialu roslinnego. Znakomita
wigkszo$¢ tych metod wykorzystuje zasadowy charakter tych zwiazkow, co umozliwia oddzielenie
ich od tych kwasowych i obojetnych, takich jak cukry, weglowodory, bialka czy thuszcze. Najpierw
drobno zmielony surowiec roslinny poddaje si¢ dziataniu zasad, np. amoniaku czy weglanu sodu.
Alkaloidy uwalniane z soli ekstrahuje si¢ rozpuszczalnikami organicznymi, takimi jak chloroform
czy dichloroetan, a nast¢pnie reekstrahuje z warstwy organicznej do wody zakwaszonej kwasem
solnym albo siarkowym. Tak otrzymany produkt nalezy na nowo zalkalizowa¢, co spowoduje
wytragcenie ,,surowych” alkaloidow, ktore nastgpnie sa oczyszczane przez krystalizacj¢. Niektore
alkaloidy tworza trudno rozpuszczalne sole lub kompleksy z tanina, heksacyjanozelazianem(II)
potasu, chlorkiem platyny, czy kwasem fosforomolibdenowym.

Jeszcze inna metoda pozyskiwania alkaloidow z surowcow roslinnych polega na ich
ekstrakcji wodnymi lub alkoholowymi roztworami kwasow. Nastgpnie kwasne, wodne roztwory
przemywa si¢ rozpuszczalnikiem organicznym w celu usuni¢cia substancji obojetnych.

Niektore alkaloidy lotne, np. nikotyng mozna wydzieli¢ w procesie destylacji z parg wodna.
Bardzo czgsto w procesach pozyskiwania czy oczyszczania alkaloidow stosuje si¢ takze zywice
jonowymienne (wodny roztwor surowca przepuszcza si¢ przez zloze kationitu, a nastgpnie zwigzany
alkaloid wymywa si¢ amoniakiem) (Aniszewski 2007, Kotodziejczyk 2013).

2.3 Podziat alkaloidow

Bogactwo alkaloidéw oraz ich réznorodno$¢ stworzyly potrzebg opracowania dla nich
odpowiedniej klasyfikacji, ktorg mozna przeprowadzi¢ w oparciu o kilka ponizszych kryteriow.

Klasyfikacja na podstawie pochodzenia

Zanim doktadnie poznano budowe alkaloidow, stosowano podzial, ktoérego gldwne
kryterium oparte bylo na zrodtach pozyskiwania tych substancji. Nazwa rosliny, z ktorej
wyizolowano surowiec, stawata si¢ nazwa grupy, np.: alkaloidy makowe, alkaloidy chinowe,
alkaloidy ciemi¢znicy, alkaloidy szaleja itp. Obecnie taki podzial stosowany jest do okreslania rodzin
alkaloidow poniewaz zazwyczaj w jednej roslinie wystepuje cata grupa zwiazkéw o podobnej lub
nawet roznej budowie (Kohlmunzer 2003).

Klasyfikacja biogenetyczna

W klasyfikacji biogenetycznej podstawe podziatu stanowi sposéb powstawania alkaloidow
(Nowacki i Nowacka 1965). Opierajgc si¢ na pogladach Hegnauera wyroznia sie trzy grupy
alkaloidow:

a) protoalkaloidy,

b) pseudoalkaloidy,

¢) alkaloidy wtasciwe (Kohlmunzer 2003)

W protoalkaloidach atom azotu znajduje si¢ w tancuchu bocznym, poza ukladem
heterocyklicznym. Powstaja z aminokwaséw lub amin biogennych. Naleza do nich np.:
fenyloalkiloaminy (efedryna, kapsaicyna), indoloalkiloaminy (tryptamina, serotonina), betaniny
(betaina).

Pseudoalkaloidy nie sa pochodnymi aminokwasdéw, atom azotu nie pochodzi od
aminokwasow, lecz jest wbudowany na drodze biosyntezy do istniejacego szkieletu. Do tej grupy
zalicza si¢ alkaloidy diterpenowe (akonityna, pakliteksel), pochodne steroidowe (solasodyna) oraz
zwiazki, w ktorych fragment azotowy powstaje np.: poprzez podstawienie grupy hydroksylowej
grupg aminowa, np.: w kolchicynie (Matlawska 2008).

W alkaloidach wtasciwych atom azotu znajduje si¢ w pierscieniu heterocyklicznym. Wedtug
klasyfikacji biogennej stanowia najliczniejsza grup¢ alkaloidow. Powstaja na drodze biosyntezy
z aminokwasow, tj.: ornityna (alkaloidy tropanowe, pirolizydynowe), lizyna (chinolizydynowe),
histydyna (imidazolowe, purynowe), tyrozyna (izochinolinowe), tryptofan (indolowe) oraz amin
biogennych (alkaloidy pirydynowe, piperydynowe oraz niektore chinolinowe, pochodne
benzazepiny) (Kafarski i Lejczak 1994).
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Rys. 3 Wzory chemiczne wybranych alkaloidow wlasciwych.

Klasyfikacja chemiczna

Najbardziej powszechng i jednocze$nie najczeSciej przedstawiang w literaturze jest
klasyfikacja alkaloidow oparta na podziale ze wzglgdu na strukture chemiczng. Bioragc pod uwage
budowe pierscienia heterocyklicznego, wyr6zniono nastgpujace glowne grupy (Rys. 4).

2.4 Zastosowanie w medycynie

Wiasciwosci lecznicze alkaloidow sa do$¢ zroznicowane. Morfina jest silnym $rodkiem
odurzajacym stosowanym w tagodzeniu bdlu, chociaz jej uzalezniajace wlasciwosci ograniczajg jej
przydatnos¢. Kodeina, pochodna morfiny eteru metylowego znajdujaca si¢ w maku lekarskim, jest
doskonalym s$rodkiem przeciwbolowym, ktdry jest stosunkowo mato uzalezniajacy. Niektore
alkaloidy dziatajg jako stymulatory serca lub uktadu oddechowego. Chinidyna, uzyskiwana z roslin
z rodzaju Cinchona, jest stosowana w leczeniu arytmii lub nieregularnych rytméow bicia serca. Wiele
alkaloidow wptywa na oddychanie, ale w skomplikowany sposob, tak ze cigzka depresja oddechowa
moze nastepowaé po stymulacji. Lobelina narkotykéw (od Lobelia inflata) jest pod tym wzgledem
bezpieczniejsza i dlatego jest przydatna klinicznie. Ergonowina (z grzyba Claviceps purpurea)
i efedryna (z gatunku Ephedra) dziataja jak srodki zwe¢zajace naczynia krwiono$ne. Ergonowina jest
stosowana w celu zmniejszenia krwotoku z macicy po porodzie, a efedryna stuzy do tagodzenia
dyskomfortu przezigbienia, zapalenia zatok, kataru siennego i astmy oskrzelowej (Kotodziejczyk
2003).

Wiele alkaloidow ma wlasciwos$ci znieczulenia miejscowego, chociaz klinicznie rzadko sa
one stosowane do tego celu. Kokaina (z Erythroxylum coca) jest bardzo silnym znieczuleniem
miejscowym. Chinina (z gatunku Cinchona) jest silnym $rodkiem przeciwmalarycznym, ktory
wczesniej byt lekiem z wyboru w leczeniu tej choroby, cho¢ w duzej mierze zostat zastapiony przez
mniej toksyczne i bardziej skuteczne leki syntetyczne. Alkaloid tubokuraryna jest aktywnym
sktadnikiem potudniowoamerykanskiej trucizny strzata, curare (uzyskanej z Chondrodendron
tomentosum) i jest stosowana jako $rodek rozluzniajgcy mie$nie w chirurgii. Dwa alkaloidy,
winkrystyna i winblastyna (z Catharanthus roseus, dawniej Vinca rosea), sa szeroko stosowane jako
srodki chemioterapeutyczne w leczeniu wielu rodzajow raka.

Nikotyna uzyskiwana z tytoniu (Nicotiana tabacum) jest gtownym alkaloidem i gtdéwnym
uzalezniajacym sktadnikiem tytoniu palonego w papierosach, cygarach i fajkach. Niektore alkaloidy
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to nielegalne narkotyki i trucizny. Naleza do nich halucynogenne leki meskalina (z gatunku
Lophophora) i psilocybina (z Psilocybe mexicana). Syntetyczne pochodne alkaloidow morfiny
i kwasu lizergowego (z Claviceps purpurea) wytwarzaja odpowiednio heroing i LSD. Alkaloidowa
stozek jest aktywnym sktadnikiem zatrutego szalika (Conium maculatum). Strychnina (z gatunku
Strychnos) to kolejna silna trucizna (Kotodziejczyk 2003).
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Rys. 4. Klasyfikacja chemiczna alkaloidow.

2.1 Zastosowanie alkaloidow w kosmetykach

Alkaloidy oprocz wlasciwosci leczniczych wykazuja takze dziatanie pielggnujace skore.
Najczesciej wykorzystywanym alkaloidem w przemysle kosmetycznym jest kofeina. To alkaloid
purynowy pozyskiwany z nasion krzewu kawowego Coffea arabica. Kofeina reguluje przemiane
materii, a takze wspomaga usuwanie ztogow thuszczu, a poprzez drenaz tkanek dziata detoksykujaco,
oczyszczajaco, a takze wyszczuplajaco. Poprawia krazenie krwi, zwigksza sprezystos¢ tkanek
skornych, nadaje skorze migkko$¢ i elastyczno$é. Kofeina ze wzgledu na swoje dziatanie stosowana
jest w praparatach wyszczuplajacych i antycellulitowych (Czerpak i Jabtonska-Trypu¢ 2008).
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3. Wnhnioski

Alkaloidy to zwiazki, ktére z jednej strony budza podziw ze wzgledu na swoje lecznicze
dzialanie, ale z drugiej takze niepokoj przez swoje narkotyczne, uzalezniajace i trujace dzialanie.
Wspotczesni badacze z wielka nadziejg patrza na zastosowanie tych zwigzkow jako potencjalne leki
np. przeciwnowotworowe. Biorac pod uwage powszechno$¢ wystgpowania alkaloidow w Swiecie
ro$lin, moga by¢ one wigc ekonomicznie racjonalnym zasobem lekéw dla wielu kolejnych pokolen
— zwlaszcza w kontek$cie chorob nowotworowych i cywilizacyjnych.
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