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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,Mtodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika kolekcje
monografii. Znajduja si¢ tutaj pozycje dotyczace nauk przyrodniczych, nauk medycznych i nauk
o0 zdrowiu, nauk technicznych iinzynieryjnych oraz szeroko pojetych nauk humanistycznych
i spotecznych.

W prezentowanych monografiach poruszany jest szeroki przekrdj zagadnien, jednak kazda
z osobna sktada si¢ z kilkunastu rozdziatow, spdjnych tematycznie, dajacych jednocze$nie bardzo dobry
przeglad tematyki naukowej jaka zajmuja si¢ studenci studidow doktoranckich lub ich najmtlodsi
absolwenci, ktorzy uzyskali juz stopien doktora.

Czytelnikom zyczymy wielu przemyslen zwiazanych z tematyka zaprezentowanych prac.
Uwazamy, ze doktoranci i mtodzi badacze z pasjg i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej pracy,
a doswiadczenie jakie nabierajg publikujac prace w monografiach wydawnictwa ,,Mtodzi Naukowcy”,
pozwoli im udoskonala¢ swoj warsztat pracy. Dzigki temu, z pewno$cia 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. Farmakoterapia chorob otepiennych
Pharmacotherapy dementias diseases

Aleksandra Dymek®, Magdalena Maciejewska-Turskal®, Gabriela Widelska®, Dominik Straszak®),
Monika Drozd®:, Magdalena Dymek®

(DK atedra i Zaktad Farmakognozji z Pracownig Roélin Leczniczych, Uniwersytet Medyczny
w Lublinie

@Katedra Chemii, Zaktad Chemii Nieorganicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie
®Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet
Medyczny w Lublinie

@Katedra i Zaktad Chemii Organicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Opiekun naukowy: dr hab.n.farm. Tomasz Mroczek

Aleksandra Dymek: aleksandra.dymek91@interia.pl

Streszczenie

Otepienie definiowane jest jako stan powaznego uposledzenia proceséw kognitywnych,
prowadzacych do stopniowego ostabienia pamigci, bedacego wezesnym objawem rozwijajacej si¢
demencji. Schorzenie ma charakter postepujacy i przyczynia si¢ do pogorszenia funkcjonowania
chorego w zyciu codziennym, prowadzac w konsekwencji do jego pelnej zaleznosci od osoby
sprawujacej nad nim opieke. Etiologia zespotéw otepiennych w dalszym ciagu pozostaje niejasna.
Zazwyczaj sa one konsekwencja uszkodzenia struktur moézgu, wynikajacego bezposrednio
z proces6w neurodegeneracyjnych zachodzacych w obszarach OUN. Wsrod zespoldow otepiennych
wyrdzniamy chorobe Alzheimera, Parkinsona, Picka (potocznie nazywang dziecigcym Alzheimerem)
czy plasawice Huntingtona. Choroby te sa nieuleczalne i maja zte rokowania, a dotychczas stosowane,
dosy¢ ograniczone metody terapeutyczne, umozliwiajg jedynie spowolnienie przebiegu choroby, nie
dajac nadziei na calkowite wyzdrowienie pacjenta. Produkty lecznicze obecne na rynku
farmaceutycznym dziatajg tylko objawowo. Podstawa farmakoterapii sg inhibitory cholinoesterazy,
stosowane niekiedy w skojarzeniu z antagonistg receptora NMDA — memantyna. Dodatkowo w celu
opanowania zaburzen behawioralnych wykorzystuje si¢ pomocniczo leki przeciwdepresyjne,
anksjolityczne i przeciwpsychotyczne. We wczesnym stadium choroby wykorzystuje si¢ rOwniez
preparaty pochodzenia roslinnego, majace na celu stymulacje¢ funkcji poznawczych, zawierajace
w swoim sktadzie np. liscie mitorzebu japonskiego (Ginkgo biloba L.), czy korzen zen-szenia (Panax
ginseng). Biorac pod uwage progresywny charakter choroby i dosy¢ stabg skutecznos$¢ preparatow
pochodzenia roslinnego, konieczne jest wezesne wdrozenie leczenia farmakologicznego przez lekarza
specjaliste. Odpowiednio dobrana i bezpieczna farmakoterapia w duzym stopniu poprawia jako$¢
i wydluza czas zycia pacjenta. W ostatnich latach poszukuje si¢ alternatywnych, naturalnych zrodet
inhibitorow acetylo- i butylocholinoesterazy (AChE i BChE). Obiektem zainteresowania staty si¢
rowniez ligandy receptoréw nikotynowych o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu zaburzen
pamigci. Jednakze nowe perspektywy skutecznej terapii wigzane sg gtownie z poszukiwaniem terapii
przyczynowej w ktorej zastosowanie miatyby substancje degradujace strukture f-amyloidu, hamujace
jego tworzenie si¢ i modulujace wspoltowarzyszaca odpowiedz zapalna.

1. Wstep

Otepienie zwane rowniez demencja jest powaznym schorzeniem, zwigzanym z zaburzeniem
wyzszych funkcji korowych, ktére nieuchronnie prowadzi do obnizenia jako$ci zycia pacjenta i do
jego ubezwlasnowolnienia. Choroba Alzheimera (AD) uznawana jest za jedna z najczgstszych
przyczyn zaburzen otgpiennych wieku podeszlego. Jest to podstepna, rozwijajaca si¢ latami choroba,
ktorej pierwsze symptomy ujawniaja si¢ dopiero po 60 roku zycia. Na bardzo wczesnym etapie, przed
pojawieniem si¢ typowych dla procesu otgpiennego zaburzen poznawczych, obserwuje si¢
uposledzenie powonienia, uznawane za jeden z pierwszych symptomow choroby (Suzuki i in. 2004).
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Charakterystycznym dla AD objawem klinicznym jest stopniowy zanik pamigci krotkotrwatej
powiazany z poglebiajacym si¢ zaburzeniem proceséw kognitywnych, w wyniku ktorych pojawiaja
si¢ trudno$ci w wykonywaniu prostych, codziennych czynnosci. Dodatkowo w przebiegu choroby
obserwuje si¢ zmiang¢ osobowosci pacjenta. Opieka nad nim nastrecza coraz wigkszych trudnosci, ze
wzgledu na rosnace pobudzenie oraz wystegpowanie zaburzen psychicznych oraz behawioralnych tj.
agresji werbalnej czy fizycznej, ktore czesto staja sie niezwykle trudne do zaakceptowania
i zrozumienia. Zaburzenia te sg na tyle powazne, ze uniemozliwiaja choremu wykonywanie pracy,
wykluczajg go z zycia zawodowego, towarzyskiego a nawet rodzinnego. Dane epidemiologiczne
wyraznie wskazuja, iz najwigkszy odsetek chorych po 65 r.z. (bo az 70 %) cierpi na ot¢pienia typu
alzheimerowskiego, a w zwigzku ze starzeniem si¢ spoleczenstwa naukowcy szacujg, ze w kolejnych
latach liczba ta moze drastycznie wzrosna¢. Pomimo ogromnego postepu wiedzy, wciaz trwaja
badania majace na celu wyjasnienie mechanizméw procesow neurodegeneracyjnych, lezacych
U podstaw etiopatogenezy zespolow otepiennych. Obecne leczenie farmakologiczne nie jest
satysfakcjonujace. Dotychczas nie znaleziono skutecznego leczenia przyczynowego, a leki
znajdujace zastosowanie w terapii zespoldow otepiennych maja za zadanie jedynie spowolnié przebieg
choroby, ztagodzi¢ niektore objawy i poprawi¢ kondycje psychiczna pacjenta, jednak nie sa w stanie
odwrdci¢ trwalych zmian, ktore nastapity w obrgbie osrodkowego ukladu nerwowego (Dlugosz-
Mazur i in. 2013; Gabrylewicz 2007; Kowalczyk i in. 2014; Wojtera i Sobow 2014).

2. Opis zagadnienia z przegladem literatury

Przed podjeciem leczenia farmakologicznego, warto siggnaé po metody niekonwencjonalne,
zwlaszcza we wezesnym stadium choroby. W celu usprawnienia proceséw pamigciowych i poprawy
koncentracji mozna stosowac regularne ¢wiczenia pobudzajace prace naszego moézgu. Badania
potwierdzaja, iz rozwigzywanie lamiglowek, krzyzoéwek czy nauka jezykéw obcych znacznie
usprawniajg pracg potkul mézgowych i wplywaja na poprawe funkcji poznawczych. Niekiedy w celu
wsparcia leczenia farmakologicznego zalecana jest rehabilitacja i terapia zajeciowa, przywotywanie
wspomnien przy uzyciu muzyki czy fotografii. Wraz z postgpem technologii popularne staje si¢
wykorzystanie gier komputerowych, angazujacych pamig¢ i koncentracje, mobilizujac do szybkiego
rozwigzywania problemow. Tego typu trening jest obecnie stosowany na szeroka skale rowniez przez
osoby zdrowe, w celu stymulowania mézgu do bardziej efektywnej pracy. Czesto jednak metody te
sa niewystarczajace i wraz z zaostrzeniem przebiegu choroby konieczne jest wdrozenie odpowiedniej
farmakoterapii (Dtugosz-Mazur i in. 2013; Gabrylewicz 2014; Kowalczyk et al. 2014; Ruda
i Rymaszewska 2013; Wojtera i Sobow 2014).

Kluczowa rolg w terapii chordb otepiennych odgrywaja leki z grupy inhibitoréw
acetylocholinoesterazy, ktore efektywnie hamuja degradacje neurotransmitera - acetylocholiny
W moézgu i normalizuja przekaznictwo w ukltadzie cholinergicznym. Istnieje wiele substancji
pochodzenia naturalnego, ktore wykazujg aktywno$¢ hamujaca AChE. Za przyktad moze postuzy¢,
alkaloid wyizolowany z nasion Physostigma venenosum Balf.- fizostygmina. Pierwotnie stosowana
jako antidotum na atroping, w latach 90-tych XIX wieku po raz pierwszy zostata uzyta w terapii AD.
Jednakze ze wzgledu na jej znaczacg toksycznos$¢ i maty indeks terapeutyczny, fizostygmina nie jest
obecnie stosowana w lecznictwie (Howes i Houghton 2009). Jednakze postuzyta ona jako modelowy
zwiazek do opracowania nowych, bezpieczniejszych pochodnych odznaczajacych si¢ mniejszg iloscia
dziatan niepozadanych, tj. rywastygmina, ktora zostala opatentowana przez firm¢ Novartis®
i wypuszczona na rynek farmaceutyczny pod nazwa Exelon™. Rywastygmina wptywa zar6wno na
aktywno$¢ AChE jak i BChE, ktore sa zaangazowane w metabolizm acetylocholiny. Tego typu
aktywnos$¢ jest bardzo pozadana biorac pod uwage doniesienia o paradoksalnie znaczaco wyzszej
aktywnosci BChE w przebiegu chorob otegpiennych. Dodatkowo zastosowana u pacjentow z choroba
Alzheimera w dawce 4 i1 6 mg/dzien odznaczala si¢ dobra tolerancjg i brakiem negatywnego wptywu
na funkcje watroby czy nerek. Poza formg doustng, jest ona dostepna réwniez w postaci plastrow
transdermalnych. Aktualnie oprécz wspomnianej juz rywastygminy do dyspozycji mamy dwie
zarejestrowane substancje o udowodnionej aktywno$ci anty-AChE: galantaming (Nivalin
i Reminyl™), oraz donepezil (Aricept ™) (Howes i Houghton 2009). Galantamina, alkaloid
poczatkowo izolowany z cebulek niektorych gatunkow przebisniegu (m.in. Galanthus nivalis L.)
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posiada szeroki profil dziatania. Jako kompetycyjny odwracalny inhibitor AChE ogranicza
degradacje acetylocholiny i wydluza jej aktywno$¢ w synapsie. Dzialanie to stalo si¢ podstawa do
wykorzystania galantaminy w terapii schorzen otgpiennych. Rosngce zainteresowanie tym zwiazkiem
dato poczatek wielu badaniom przedklinicznym jak i klinicznym, potwierdzajacym wplyw
galantaminy na hamowanie postepu demencji, w tym choroby Alzheimera. Galantamina posiada
zdolnos$¢ do przenikania przez barier¢ krew-moézg co pozwala na osiagnigcie jej najwyzszego stgzenia
w strukturach mozgu. Dodatkowo jest ona pozytywnym allosterycznym modulatorem (positive
allosteric modulators -PAMs) niektorych neuronalnych podtypdéw receptoréw nikotynowych
acetylocholiny (nAChRs), zaangazowanych w proces uczenia si¢ i pamigci, co ttumaczy zauwazalng
poprawe funkcji poznawczych u pacjentow leczonych galantaming (Baranowska i Wisniewska 2017).
Zaréwno donepezil jak i galantamina wykazuja efekt neuroochronny. W leczeniu objawowym
tagodnej do cigzkiej postaci otgpienia stosuje si¢ galantaming i rywastigmine, gdyz efekt ich dziatania
pojawia si¢ po pewnym czasie. Jedynie donepezil jest inhibitorem AChE zatwierdzonym do leczenia
wszystkich stadiow AD (Gawet i Potulska-Chromik 2015; Kubis i Janusz 2008; Wichur i Malawska
2015).

Terapia ww. lekami w znacznym stopniu poprawia funkcjonowanie chorego i zwicksza jego
aktywno$§¢ fizyczna, pozwalajac tym samym w miar¢ mozliwosci na jego samodzielne
funkcjonowanie. Niestety duza ilo$¢ dziatan niepozadanych oraz niska biodostepno$¢ sprawia, iz
poszukiwane sg nowe Zrodta inhibitorow cholinoesterazy. Istnieje liczna grupa substancji aktywnych
pochodzenia roslinnego dla ktérych potwierdzono silne zdolno$ci hamowania aktywnosci AChE
w warunkach in vitro. Dominujgca grupe stanowia alkaloidy pozyskiwane z réznych gatunkow
przebisniegdw 1 narcyzéw, glownie dobrze znana galantamina oraz jej pochodne: 11-
hydroksygalantamina i assoanina. ROwniez gatunki kokoryczy (Corydalis sp.) z rodziny makowatych
sa badane pod katem zawartosci potencjalnych zwiazkéw majacych zdolno$¢ hamowania AChE oraz
BChE, gdzie jednym z bardziej aktywnych okazata si¢ by¢ berberyna obecna tez w zielu glistnika
(Chelidonium majus L.). Rowniez liczne gatunki nalezace do rodziny bukowatych (glownie
Sarcococca sp. i Buxus sp.) moga stanowi¢ bogate zrodto aktywnych zwiazkow alkaloidowych
0 budowie steroidowej, przejawiajacych silniejsza zdolno$¢ inhibicji BChE w przeciwienstwie do
AChE. Niejednokrotnie siggano takze do korzeni medycyny ludowej w celu znalezienia
potencjalnych Zrdodet inhibitorow AChE. Jednym z ciekawszych przyktadow jest hupercyna A,
alkaloid wyizolowany z widtaka wronca (Huperzia serrata), surowca znanego juz w tradycyjnej
medycynie chinskiej i wykorzystywanego w wielu przypadtosciach, m.in. do leczenia demencji.
Zdolnoé¢ inhibicji AChE hupercyny A jest porownywalna do aktywnos$ci galantaminy, czy
fizostygminy. Ponadto wykazuje ona dodatkowo efekt antyoksydacyjny i przeciwzapalny. Moduluje
powstawanie prekursorowego biatka amyloidowego, poprzez wplyw na aktywnos$¢ kaspazy-3,
wykazujac tym samym dziatanie neuroochronne. Obecnie hupercyna A jest szeroko stosowana
w krajach azjatyckich jako $rodek nootropowy, o potencjalnym zastosowaniu w terapii chorob
otepiennych. (Howes i Houghton 2009; Ng et al. 2015; Orhan et al. 2009;Wszelaki 2009).

Przedmiotem licznych badan s3 rowniez ro$liny lecznicze nalezgce miedzy innymi do
rodziny jasnotowatych (Ozarowski i in. 2009). Frakcje flawonoidowe oraz olejek eteryczny
pozyskiwany z melisy lekarskiej, liSci rozmarynu lekarskiego czy roznych gatunkow szalwii, sa
testowane pod katem ich hamujacych zdolnosci w stosunku do AChE (Kennedy i Scholey 2006). Na
szczegblng uwage zastuguje szatwia lekarska (Salvia officinalis L.) ktora juz w medycynie ludowej
stosowana byta w tagodzeniu zaburzen pamigci. Liczne dane literaturowe wskazuja na jej wysoki
potencjat antyoksydacyjny i przeciwzapalny. Mechanizm aktywnosci neuroprotekcyjnej zwigzany
jest z synergia dziatania zawartych w badanych standaryzowanych wyciggach zwigzkéw
polifenolowych, gléwnie kwasu rozmarynowego i pochodnych flawonoidow, ktore w warunkach in
vitro, wykazywaty hamujacy wptyw na aktywno$¢ acetylocholinoesterazy (Perry i Howes 2011).
Poza tym na rynku farmaceutycznym znanych jest wiele preparatow pochodzenia roslinnego, ktore
moga by¢ stosowane w tagodzeniu wezesnych objawéw choroby. Srodki te korzystnie wplywaja na
pracg naszego mozgu. Warto siggnaé po preparaty, ktore w swoim sktadzie zawieraja korzen zen-
szenia (Ginseng radix). Panax ginseng z grec. panakes — wszystko leczacy, obecnie jest jedna
Z najbardziej popularnych ro$lin dostgpnych na catym $wiecie w réznych postaciach
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farmaceutycznych, tj. herbat, nalewek czy tabletek musujacych. Korzen zen-szenia w swoim skladzie
zawiera saponiny triterpenowe — ginsenozydy, ktore biorg udziat w zwigkszeniu zdolno$ci uczenia
si¢, zapamigtywania i poprawie koncentracji. Przeciwdzialaja objawom zmeczenia podnoszac
wydolno$¢ fizyczng i psychiczng. Zaleca si¢ stosowanie preparatow z zefh-szeniem w okresie
zmgczenia psychicznego i wzmozonego wysitku réwniez przez osoby zdrowe (Baj 2009; Lisiecka
i in. 2016; Perry i Howes 2011).

Poza typowymi inhibitorami AChE, w terapii chorob otgpiennych wykorzystywana jest
réwniez memantyna, zwiazek zaliczany do nickompetycyjnych antagonistow receptora kwasu N-
metylo-D-asparaginowego (NMDA). Jej dziatanie polega na modyfikowaniu patologicznie
wysokiego st¢zenia glutaminianu - neurotransmitera, ktory w duzych dawkach posiada udowodnione
dziatanie proapoptotyczne. Poza korzystnym wplywem na funkcje poznawcze, memantyna obniza
ryzyko wystgpowania urojen, pobudzenia czy agresji. Jednakze wraz z rozwojem choroby zaburzenia
te ulegaja nasileniu, dlatego tez do ich opanowania konieczne staje si¢ wprowadzenie kolejnych grup
lekow o zréznicowanym mechanizmie dziatania (Gabrylewicz 2014; Ng et al. 2015; Wojtera i Sobow
2014).

W tlagodzeniu objawdéw depresji towarzyszacej chorobom otepiennym, zastosowanie
znajdujg leki przeciwdepresyjne z grupy inhibitorow zwrotnego wychwytu serotoniny (SSRI).
W szczegodlnoscei citalopram i sertralina charakteryzuja si¢ dobrym profilem bezpieczenstwa i duzym
potencjalem w niwelowaniu zaburzen psychotycznych. W celu opanowania ci¢zkich psychoz czy
agresji, stosuje si¢ leki neuroleptyczne czy anksjolityczne. Nie sg to leki pierwszego rzutu, ani leki z
wyboru w przypadku leczenia objawow psychotycznych o charakterze przewleklym. Leki te
charakteryzuja si¢ szybkim efektem dziatania juz od momentu podania, z tego wzgledu
wykorzystywane sg w sytuacjach naglych, w celu opanowania ostrych objawdéw choroby. Za przyktad
leku nalezacego do grupy klasycznych neuroleptykéw moze postuzy¢ haloperidol, ktéry stosowany
jest w krotkotrwatym leczeniu ostrych objawoéw pobudzenia czy agresji. Jednakze zastosowanie
lekow neuroleptycznych I generacji obejmujacych haloperidol czy chloropromazyng, ze wzgledu na
mnogo$¢ dziatan niepozadanych tj. sedacja, wzrost ryzyka upadkow czy zaburzenia $wiadomosci,
powinno zosta¢ ograniczone. Grupa najlepiej przebadang i najczesciej stosowang w leczeniu zaburzen
poznawczych w otepieniu sg znacznie bezpieczniejsze w porownaniu z klasycznymi neuroleptykami
- atypowe leki neuroleptyczne. Jednakze ich stosowanie nie jest pozbawione jakichkolwiek
przeciwwskazan. Badania wykazaly, iz przyjmowanie ich przez pacjentow w podesztym wieku,
wsrdd osob u ktorych choroby otepienne sa najbardziej rozpowszechnione, wigze si¢ z istotnymi
dziataniami niepozadanymi. Istnieje duze ryzyko wystgpienia zmian w obszarach moézgowo-
naczyniowych niejednokrotnie prowadzacych do udarow czy atakow niedokrwiennych.
Amerykanska Agencja do spraw Zywnosci i Lekow (Food and Drug Administration-FDA) w 2004
roku wydala rozporzadzenie na temat ostrzezenia przed mozliwo$cia wystapienia chorob serca czy
pluic wséréd osob stosujacych leki przeciwpsychotyczne w leczeniu chorob otepiennych,
podwyzszajac tym samym ryzyko ich $§mierci. Mimo to czasami korzysci z zastosowania tych lekow
przewazajg nad ryzykiem wystapienia efektow ubocznych, co wptywa na ich ciagle wykorzystanie
w praktyce lekarskiej. Kwetiapina, olanzapina czy risperidon to przyktady niektérych atypowych
lekow neuroleptycznych II generacji, wykazujacych wysoka skutecznos$¢ w eliminowaniu cigzkich
objawow towarzyszacych demencji tj. urojen, halucynacji czy agresji. Niekiedy istnieje konieczno$é
zastosowania lekow przeciwpadaczkowych gtownie karbamazepiny czy pochodnych kwasu
walproinowego. Jednak stosowane sg one z duzg rezerwa, jako $rodki drugiego rzutu. W zaburzeniach
zasypiania alternatywa do barbituranéw czy benzodiazepin staty si¢ substancje klasyfikowane jako
niebenzodiazepinowe leki nasenne tj. zolpidem, zopiklon czy zaleplon. Zwigzane jest to z mniejsza
iloScig wystgpowania dziatan niepozadanych oraz zmniejszeniem ryzyka przedawkowania bedacego
wynikiem rozwijajacej si¢ w przypadku barbituranow tolerancji (Gabrylewicz 2014; Wojtera i Sobow
2014).

Nieustanne poszukiwanie odpowiedzi nad przyczyna powstawania chorob otgpiennych
sktonita naukowcéw do wysunigcia tezy, iz wplyw witamin z grupy B moze mie¢ zwiazek
z wystegpowaniem AD. Niektore prace naukowe wskazuja, ze duzy wpltyw na poprawe funkcji
poznawczych, a doktadniej na wiasciwe funkcjonowanie uktadu nerwowego ma kwas foliowy oraz
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witaminy nalezace do grupy B. Wykazano ich wplyw na wysoki poziom homocysteiny, ktéra
odpowiedzialna jest za wzrost ryzyka demencji. Z kolei witamina B12 jest odpowiedzialna za
wytwarzanie neuroprzekaznikow w organizmie. Naukowcy udowodnili, ze niski poziom tej witaminy
w organizmie ludzkim moze by¢ cecha zwigzana z wystepowaniem choroby Alzheimera oraz
demencji. Niedobor witamin z grupy B sprzyja rowniez gromadzeniu si¢ bialek f-amyloidu, ktore
naleza do gtéwnych czynnikéw wywotujacych choroby otepienne. Wielu naukowcoéw podjeto probe
badan w celu potwierdzenia tezy, iz witaminy z grupy B mogg¢ znaczaco wplywaé na poprawe
procesow poznawczych, jak i zapobiega¢ objawom demencji. Niestety do tej pory nie wykazano
istotnego wplywu suplementacji witamin z grupy B na wystegpowanie chordb otgpiennych.
Dodatkowo naukowcy potwierdzili, iz witamina B12 nie jest w stanie poprawi¢ postaci juz
istniejgcych zaburzenn OUN (Dlugosz-Mazur i in. 2013; Lisiecka i in. 2016; Vetulani 2010).

3. Podsumowanie

W zwiazku z rosngca tendencja starzenia si¢ spoteczenstw, zauwazalny jest znaczny wzrost
liczby chorych cierpigcych na choroby neurodegeneracyjne. Powoduje to istnienie ciaglej potrzeby
poszukiwania nowych $rodkow, ktore stang si¢ szansg w tagodzeniu objawow na kazdym etapie
choroby. Efektywna jak i bezpieczna farmakoterapia zaburzen otgpiennych wigze si¢ z koniecznoscia
podnoszenia kwalifikacji personelu medycznego oraz powstawania nowych, wyspecjalizowanych
placéwek umozliwiajacych wczesng diagnostyke AD. Leczenie demencji musi opiera¢ si¢ na
wspolpracy wielu 0sob, poczynajac od opiekundéw, lekarzy, farmaceutéw na rehabilitantach konczac.
W poczatkowym stadium choroby, w pierwszej kolejnosci warto zastosowac rézne formy terapii tj.
muzykoterapi¢ czy terapi¢ zajeciowa, majace na celu poprawe funkcji poznawczych. Rynek
farmaceutyczny dysponuje wieloma preparatami pochodzenia roslinnego, ktére sa popularnie
wykorzystywane w lagodzeniu zaburzen pamieci i koncentracji. Nalezy jednak pamigta¢ aby ich
zastosowanie bylo konsultowane z lekarzem prowadzacym tak by nie kolidowato z wdrozong przez
niego farmakoterapia. Niestety codzienna praktyka lekarska wyraznie wskazuje, ze wraz z postgpem
choroby konieczne staje si¢ podjecie leczenia z zastosowaniem inhibitoréw AChE, niekiedy
W potaczeniu z memantyng. Dodatkowo wspotistniejagce zaburzenia zachowania pacjenta wymagaja
niekiedy wilaczenia dodatkowych grup lekowych. Do lekdw obecnie stosowanych i najlepiej
udokumentowanych w leczeniu tagodnych do cigzkich objawow otepien zaliczamy leki
przeciwpsychotyczne. Nalezy pamieta¢ jednak, ze korzysci jakie ptyna z ich stosowania sg co
najwyzej umiarkowane. Obecnie stosowane, jedynie objawowe metody leczenia powoduja, iz istnieje
zasadna potrzeba ciaglego poszukiwania leku, ktory stalby si¢ antidotum w leczeniu chordb
otepiennych. Takie odkrycie doprowadzitoby nie tylko do nadzwyczajnego przetlomu we
wspoélczesnej] medycynie, ale réwniez uratowatoby zycie wielu ludziom, niekiedy naszym
najblizszym.
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Streszczenie

W celu wyodrebnienia mieszaniny lub poszczegdlnych alkaloidéw z rodzaju Narcissus sp.
i Lycopodium sp. stosuje si¢ metody izolacji nalezacych do technik separacyjnych w tym
chromatograficznych. Znanych jest wiele technik stuzacych wyizolowaniu badanych substancji
i oznaczaniu ich ilosci w probkach o ztozonym skladzie. Najczgsciej stosowanymi metodami jest
chromatografia kolumnowa oraz metody ekstrakcji analitéw z matrycy roslinnej rozpuszczalnikami
organicznymi. Modyfikacja tych metod i uzycie odpowiednio dobranych rozpuszczalnikoéw pozwala
na uzyskanie oczekiwanych efektow. Do wyodrebnienia frakcji alkaloidowej w dalszym ciagu stosuje
si¢ metody klasyczne tj. ekstrakcja przez wytrzasanie czy ekstrakcja w aparacie Soxhleta, ktore
skutecznie zostajg zastgpowane przez nowe, proekologiczne metody, charakteryzujace si¢ mniejszym
zuzyciem rozpuszczalnikow i1 krotszym czasem separacji. ASE czy PLE, to niektore z wielu
alternatywnych w stosunku do klasycznych technik stuzacych do wstepnej izolacji badanych
substancji. Etap wstepnej obrobki, przygotowanie analitu (metody ekstrakcji) i izolacja alkaloidow
pozwala w nastepnej kolejnosci na przeprowadzenie badan nad bioaktywnoscig alkaloidow. Wspolng
cechg alkaloidéw obecnych w gatunkach nalezacym do rodzajow Narcissus sp. i Lycopodium sp., jest
zdolno$¢ do hamowania enzymu acetylocholinoesterazy, odgrywajacego kluczowa role w chorobach
neurodegeneracyjnych. Testy bioaktywno$ci czyli oznaczanie inhibitoréw acetylocholinoesterazy
przeprowadza si¢ w oparciu o zmodyfikowana metod¢ Ellmana z wykorzystaniem technik
pozwalajacych na wizualizacj¢ otrzymanych wynikow, ktore w przyszlosci moga pozwoli¢ na
odkrycie nowych inhibitorow AChE skutecznych w terapii chor6b neurodegeneracyjnych.

1. Wstep

Mianem alkaloidow okre$la si¢ szereg zwigzkow chemicznych, gtownie pochodzenia
ro$linnego, ktére w swojej budowie zawieraja heterocykliczny uktad pierscieniowy z atomem azotu
lub tlenu, ktory nadaje im charakter zasadowy. Ponadto, zwiazki te wykazuja silne dziatanie
fizjologiczne na organizm ludzki poczynajac od stymulujacego, poprzez narkotyczne a nawet
toksyczne. Znanych jest mnostwo alkaloidow wystepujacych naturalnie na przyktad w maku, kawie
czy herbacie. Zostalo przeprowadzonych wiele badan, potwierdzajgcych obecno$¢ alkaloidow w tych
surowcach roslinnych, udokumentowano wiele prac przedstawiajacych techniki izolacji tych
zwigzkoéw jak i badan okreslajacych wpltyw na organizm ludzki. Wiadomo juz, na przyklad ze
alkaloidy takie jak morfina, kodeina czy papaweryna pochodzg z opium, czyli suszonego mleczka,
pozyskiwanego z niedojrzatych makowek maku lekarskiego (Papaver somniferum). Dzigki
postepujacemu rozwojowi nauki wiadomo nie tylko o sposobie dziatania tych zwiazkéw, sposobie
ich pozyskiwania a nawet o ich toksycznym wptywie na organizm ludzki. Przeprowadzone badania
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pozwolity ustali¢ dawki terapeutyczne a nawet §miertelne. Do dzi$ sg one z sukcesem stosowane
w leczeniu wielu jednostek chorobowych (Kohlmunzer 1985;Kotlifiska i in. 2016; Sjogren i Zylicz
2004).

Alkaloidy nalezgce do dwoch gatunkéw Lycopodium sp. i Narcissus sp. nie sg do konca
poznane. Przeprowadzone do tej pory badania pozwolity czgsciowo ustali¢ ich sklad i stwierdzi¢ ze
sa one bogatym zrodtem alkaloidow wykazujacych zdolno$¢ do hamowania acetylocholinoesterazy,
enzymu odpowiedzialnego za rozktad neuroprzekaznika uktadu cholinergicznego jakim jest
acetylocholina (Ach). Wiasciwos¢ tych zwiazkow jest na tyle interesujaca iz zostata wykorzystana
W leczeniu wielu chorob neurodegeneracyjnych, jak na przyktad w terapii choroby Alzheimera.
Obecne leczenie polega jedynie na zmniejszeniu tempa rozwoju choroby, poprzez hamowanie zmian
neurodegeneracyjnych nie doprowadzajac jednak do likwidacji przyczyn choroby i catkowitego
wyleczenia pacjenta. Nadzieja w terapii choroby Alzheimera s3 wlasnie inhibitory
acetylocholinoesterazy, ktore poprzez zablokowanie enzymu AChE, zwickszaja poziom mediatora
Ach w szczelinach synaptycznych. Do tej pory znanych jest kilka aktywnych biologicznie zwigzkow
pochodzacych z tych surowcow roslinnych. Przyktadem jest alkaloid - galantamina, ktora obecnie
otrzymywana jest na drodze syntezy chemicznej badz z trzech rodzajoéw ro$lin nalezacych do rodziny
Amaryllidaceae w tym miedzy innymi z rodzaju Narcissus sp. Zarejestrowana jako lek i stosowana
w chorobach neurodegeneracyjnych charakteryzuje si¢ duza efektywnoscia w poprawie funkcji
poznawczych oraz behawioralnych, dlatego poszukiwanie i izolowanie nowych inhibitorow AChE
pochodzenia naturalnego budzi ogromne zainteresowanie ws$rod naukowcow (Vetulani 2010;
Wszelaki 2009; Zabtocka 2006).

2. Opis zagadnienia

Alkaloidy Lycopodium sp. i Narcisuss sp. stanowig liczna, niejednorodna grupe zwiazkow,
ktorych izolacja moze nastrgczaé wiele trudnosci. Bez wzglgdu na zréznicowang budowe chemiczna,
wigkszos¢ z alkaloidow wykazuje charakterystyczne reakcje wspolne, ktore pozwalaja na
potwierdzenie ich obecnosci w materiale roslinnym. W zwigzku w tym, ze wigkszos$¢ z nich w swoim
szkielecie posiada heterocykliczny atom azotu i wykazuje wlasciwosci zasadowe, wstepna izolacje
sktadnikéw z matrycy roslinnej stosuje si¢ z wykorzystaniem procesu ekstrakcji rozpuszczalnikami
organicznymi Podstawa wigkszos$ci proceséw izolacji oraz identyfikacji zwiazkéw chemicznych sg
techniki separacyjne, ktore polegaja na selektywnym rozdzieleniu substancji chemicznej
z jednoczesnym zaklasyfikowaniem ich do danego rodzaju substancji. Sam proces ekstrakcji 0znacza
sposob wyodrgbniania poszczegdlnych substancji poprzez ich rozpuszczenie w odpowiednio
dobranym rozpuszczalniku i oddzielenie ich od pozostatych nierozpuszczalnych sktadnikow probki.
Substancja ekstrahowana ulega rozdziatowi pomigdzy dwie niemieszajace si¢ fazy, z tego wzgledu
niezwykle istotnym etapem zapewniajagcym optymalne warunki procesu izolacji jest prawidlowy
dobdr rozpuszczalnika. W preparatyce zwiazkdw pochodzenia naturalnego zastosowanie znajduja
techniki separacyjne oparte na mechanizmach sorpcyjnych (ekstrakcja typu ciecz - ciato state) oraz
ciekto - fazowych mechanizmach podziatowych (ekstrakcja typu ciecz -ciecz) (Stepnowski i in. 2010;
Witkiewicz 2017).

Najwigcej trudnosci przysparza odpowiedni dobdr techniki ekstrakcyjnej. W duzej mierze
zalezy on od wilasciwosci fizyko-chemicznych badanej substancji, jej stanu skupienia oraz od
koncowego celu tego procesu, czy zalezy nam na wyodrgbnieniu i identyfikacji pojedynczych
sktadnikéw czy okreslonej grupy zwiazkow, a moze na oznaczenie ich sktadu pod wzgledem
ilosciowym. Do wyodrgbnienia frakcji alkaloidowej w dalszym ciagu stosuje si¢ metody klasyczne
na przyklad ekstrakcja przez wytrzasanie czy ekstrakcja w aparacie Soxhleta. Jednak metody te,
nalezace do metod klasycznych coraz czegsciej skutecznie zostaja wypierane przez nowe, bardziej
ekologiczne metody, ktore charakteryzuja si¢ duzym ograniczeniem zuzycia odczynnikow
chemicznych, w tym rozpuszczalnikow oraz krotszym czasem wyodrebniania aktywnych zwigzkéw
z matrycy. Aktualnie obserwuje si¢ wzrost zainteresowania metodami alternatywnymi w ktérych
zastosowanie selektywnych sorbentow lub zmiana wihasciwosci fizycznych ekstrahenta (np. jego
temperatury czy ci$nienia) umozliwia uzyskanie zdecydowanie wyzszych odzyskow oraz lepszej
selektywno$ci. Wspodtczesna nauka kieruje si¢ rozwojem nowoczesnych technik ekstrakcyjnych
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majac na celu zmniejszenie zuzycia energii danego procesu chemicznego jak i zmniejszenie naktadu
pracy, umozliwiajgc jak najwicksza automatyzacje metody pozwalajac na oznaczenie jak najwickszej
ilosci substancji w danym czasie. Ponadto rosnaca $wiadomos¢ ekologiczna pozwala na odstawienie
odczynnikéw toksycznych dla cztowieka jak i $rodowiska, ograniczajac emisj¢ par, gazow czy
odpaddéw, powstatych w wyniku procesu analitycznego (Carabias-Martinez et al. 2005; Giergielewicz
— Mozajska iin. 2001; Mustafa and Turner 2011; Stepnowski i in. 2010; Wang and Weller 2006).

Tab.1. Podziat technik ekstrakcyjnych.

Techniki ekstrakcyjne

Klasyczne metody Nowoczesne metody
Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika
Ekstrakcja w aparacie Soxhleta (PLE lub ASE)
Ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie Ekstrakcja pod zwigkszonym ci$nieniem (VLC)
Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem
Homogenizacja probki z rozpuszczalnikiem mikrofalowym (MAE)
Ekstrakcja strumieniem rozpuszczalnika Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (UAE)
Zmydlanie (saponifikacja) Ekstrakcja do fazy stalej (SPE)

3. Przeglad literatury

Zastosowanie technik separacyjnych w analizie chemicznej sigga poczatku XX wieku, wraz
z odkryciem zjawiska chromatografii przez rosyjskiego botanika Michaita Cwieta, ktory jako
pierwszy zastosowal t¢ metode do rozdzielenia barwnikéw roslinnych z lisci na kolumnie
wypetnionej weglanem wapnie. Kolejne lata byly przelomowe dla tej dziedziny nauki, pozwalajac
otrzyma¢ Nagrode Nobla szwedzkim uczonym za rozwoj teorii jak i praktyki chromatografii
podziatowej, ktore daty solidne podstawy nowoczesnym metodom rozdziatu. Na szczegdlng uwage
zashuguje profesor z Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, tworca Lubelskiej Szkoty
Chromatograficznej Edward Soczewinski. Wybitny chemik, ktory jest wspoitworca komory poziomej
do chromatografii cienkowarstwowej, uzywanej obecnie na catym $wiecie, dzigki ktorej nastapit duzy
przetlom w technikach ekstrakcyjnych. Obecnie w celu wstepnej izolacji zwigzkdéw nalezacych do
alkaloidow wykorzystuje si¢ zaro6wno klasyczne jak i nowoczesne metody ekstrakcji. Jedna
z najstarszych metod ekstrakcji zaliczanych do technik klasycznych jest analiza w aparacie Soxhleta.
Po raz pierwszy technika ta zostata uzyta w drugiej potowie XIX wieku przez niemieckiego chemika
Rittera von Soxhleta. Pierwotnie miata ona stuzy¢ ekstrakcji thuszczy z probek statych, jednak
W pozniejszych latach stala si¢ uniwersalng metodg izolacji w wielu dziedzinach nauki.
Ograniczeniem tej metody jest dtugi czas trwania procesu, przewazajacy nad prostota aparatu. Jednak
deklasuje ona ekstrakcje przez wytrzasanie, ktéra jest ciaggle najprostszg stosowang technika
klasyczna, cho¢ bardzo niewygodng. Wymaga ona duzego naktadu pracy i zuzycia znacznych ilosci
rozpuszczalnika. Ekstrakcja strumieniem rozpuszczalnika polega na ciaglym przeptywie przez
probke, umieszczona na kolumnie porcjami rozpuszczalnika. Metoda ta zwana rowniez perkolacja
umozliwia ciagly kontakt analizowanej probki z ekstrahentem, a w celu zwigkszenia wydajnosci
procesu mozna prowadzi¢ ja w podwyzszonej temperaturze. Kolejna ekstrakcja przez homogenizacje
probki polega na zalewaniu badanej probki odpowiednio dobranym rozpuszczalnikiem i nastgpnie jej
rozdrobnienie przez ucieranie. Proces ten jest réwniez pracochtonny poniewaz uzyskany ekstrakt
w kolejnym etapie rozdziela si¢ od nierozpuszczonej pozostatosci przez sgczenie badz przez
wirowanie. Etap ekstrakcji nalezy powtérzy¢ kilkakrotnie $wieza porcja rozpuszczalnika w celu
zwigkszenia wydajnosci procesu. Wspomniana wyzej saponifikacja zwana rowniez zmydlaniem
stosowana jest w przypadku oznaczenia steroli w komorkach roslinnych, jednak w celu izolacji
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i identyfikacji alkaloidow z rodzaju Licopodium sp. i Narcissus sp. stosuje si¢ coraz czesciej
nowoczesne metody ekstrakcji w polaczeniu z metodami chromatograficznymi. Proces ekstrakcji jest
kluczowym etapem przygotowania probki umozliwiajac jak najlepsze oczyszczenie probki
z balastowych zwiazkow, tak aby nastepnie poddaé ja kolejnym procesom i identyfikacji
poszczegdlnych zwiagzkdéw (Hulanicki 2003; Stepnowski i in. 2010; Wang and Weller 2006).

Opisane metody klasyczne pozwalajg w gldwnej mierze oddzieli¢ jedynie gtéwne alkaloidy,
od ktorych nie zawsze zalezne jest dziatanie farmakologiczne danego surowca. Dlatego rozdzielenie
wickszej liczby alkaloidow, ktore zazwyczaj licznie wystgpuja w roslinie, jest niemozliwe tymi
technikami. Dlatego niezbedne bylo zmodyfikowanie klasycznych metod izolacji substancji poprzez
zastosowanie metod wspomagajacych jak na przyklad poddanie probki dziataniom fal
ultradzwigkowym, promieniowania ultrafioletowego czy poprzez zwigkszenie ci$nienia ekstrahenta.
Pozwolito to na zwigkszenie wydajnosci procesu, lepsza penetracje rozpuszczalnika i transport analitu
oraz skrdcenie jej czasu trwania. Jedng z glownych technik ekstrakcji alkaloidow z rodzaju
Licopodium sp. i Narcissus sp. jest przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika (ASE — ang.
Accelerated Solvent Extraction) inaczej zwana ci$nieniowa ckstrakcjg cieczowa (PLE — ang.
Pressurized Liquid Extraction) stuzaca do wstepnej izolacji substancji ze statych i potstatych matryc.
Umieszczony w specjalnym naczyniu ekstrakcyjnym (celce) material roslinny ekstrahuje si¢ za
pomoca rozpuszczalnikdéw poddanych dziataniu podwyzszonej temperatury (50-200°C) i ci$nienia
(10-14 MPa). Poprzez regulacj¢ obu parametrow mozna uzyskaé¢ poprawg efektywnosci izolacji.
Wazrost ci$nienia w uktadzie zapewnia utrzymanie w fazie cieklej zastosowanych, ogrzanych powyzej
temperatury wrzenia rozpuszczalnikow, natomiast podwyzszona temperatura poprawia zdolno$é
rozpuszczania analitow 1 wptywa na szybkos¢ dyfuzji. Dodatkowo obnizona lepkos¢ ekstrahenta
umozliwia efektywng penetracje rozpuszczalnika w glab probki. Dochodzi do rozerwania silnych
oddzialywan typu Van der Waals’a i wigzan wodorowych, czego konsekwencja jest oddzielenie si¢
analitu od matrycy roslinnej. Analit zostaje wyptukany z naczynia ekstrakcyjnego porcja §wiezego
rozpuszczalnika, ktérego przeplyw wymuszany jest nadci$nieniem azotu. Glowng zaleta ASE
W poréwnaniu z innymi metodami ekstrakcyjnymi jest niewatpliwie krotki czas ekstrakcji, ktora
zajmuje od 5-15 minut. Niezwykle istotna jest takze redukcja zuzycia rozpuszczalnikow, prostota
oraz pelna automatyzacja procesu. Niewatpliwa wada tej metody jest niestety wysoki koszt aparatury.
Znacznie tanszg metoda jest ekstrakcja do fazy statej (SPE — ang. Solid Phase Extraction), ktora
polega na zatrzymaniu analizowanych sktadnikéw probki na sorbencie, a naste¢pnie jej wymywaniu
za pomocg rozpuszczalnika badz mieszaniny rozpuszczalnikow posiadajacych wysokie
powinowactwo do fazy statej. Rozwoj tej techniki nastgpit dopiero w latach siedemdziesigtych XX
wieku, kiedy to uzywane w tej metodzie sorbenty takie jak tlenek glinu, wegiel aktywny czy zel
krzemionkowy staly si¢ tatwo dostgpne. Mechanizm dziatania metody wykorzystuje zjawisko
podziatu analitu miedzy dwie fazy: faze ciekls i stala. Ekstrakcja SPE jest mozliwa, gdy wiazanie
pomiedzy badanym analitem a fazg stala jest silniejsze niz oddziatywania z rozpuszczalnikami.
Zwykle stosowanymi ekstrahentami sg metanol, aceton, dichlorometan, badz mieszaniny tych
rozpuszczalnikow. W celu przyspieszenia procesu ekstrakcji czesto prowadzi si¢ ja pod zwigkszonym
cisnieniem z uzyciem pompy proézniowej (VLC- ang. Vacuum Liquid Chromatography), dzieki
czemu zwigksza si¢ szybko$¢ przeptywu ekstrahenta, powodujac szybsze wymywanie probki ze
zbednych substancji. Zaleta tego procesu jest prostota upakowania kolumny wypeknionej
odpowiednio dobranym sorbentem, jak i duza oszczgdno$¢ czasu w poréwnaniu z klasyczng metoda
SPE. Proces ten obejmuje kilka podstawowych etapéw: aktywacja sorbentu poprzez przemycie
odpowiednim rozpuszczalnikiem, naniesienie probki na kolumng, wymywanie analitu za pomoca
rozpuszczalnikéw i zbieranie gotowych frakcji. Celem tej techniki jest przygotowanie probki do
kolejnych analiz w jak najczystszej mozliwie postaci. Charakteryzuje si¢ wysokim stopniem odzysku
badanej substancji oraz daje mozliwo$¢ oczyszczenia ekstraktu w mozliwie krotkim czasie (Maurya
et al. 2018; Pelletier et al. 1986; Stepnowski i in. 2010; Wang and Weller 2006; Zwir-Ferenc and
Biziuk 2006).

Takie przygotowanie probki wyzej wymienionymi technikami pozwala na wyizolowanie
alkaloidow z rodzaju Narcissus sp. i Lycopodium z jednoczesnym oczyszczeniem i pominigciem
pozostatych zwigzkow zawartych w mieszaninie, bedacych zbednymi sktadnikami analizowane;j
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probki i przejscie do wlasciwej analizy zwigzkéw. Wspdlng cechg tych alkaloidow jest zdolnos¢ do
inhibicji acetylocholinoesterazy, enzymu odgrywajacego kluczowsg role w patogenezie chordb
neurodegeneracyjnych. W zwigzku z rosngcym starzeniem si¢ spoteczenstw i duzym problem jaki
nastrecza farmakoterapia chordb neurologicznych, naukowcy nieustannie podejmuja proby wykrycia
nowych zwiazkow aktywnych zdolnych do zatrzymania postepu choroby i jej zapobiegania. W tym
celu stuza testy oceniajace aktywno$¢ badanych zwigzkéw do inhibicji AChE, inaczej badania
bioaktywnosci, czy bioaugrafii TLC (ang. Thin Layer Chromatography Bioautography). Technika ta
jak i inne metody pozwalajace na wizualizacj¢ otrzymanych wynikéw (miedzy innymi derywatyzacja
rozwinigtych chromatograméw TLC przy uzyciu nowoczesnej komory derywatyzacyjnej) znajduja
zastosowanie w badaniach majacych na celu identyfikacj¢ zwiazkéw o potencjalnym dziataniu
hamujacym AChE, jak i innych kluczowych inhibitorow hamujacych okre§lone szlaki enzymatyczne.
Obecnie znane s3 trzy metody oznaczania aktywnosci inhibitorow AChE, z czego w piSmiennictwie
najczesciej spotyka si¢ metode Ellmana. W zwigzku z pojawiajacymi si¢ problemami jak
niestabilno$¢ otrzymanych zottych stref wywotanych obecnoscia inhibitora w danym surowcu
ro§linnym, fitochemik Tomasz Mroczek zmodyfikowal t¢ metode przez uzycie innego substratu,
ktéory w wyniku reakcji z odczynnikiem daje gleboko fioletowa barwe, a trwate, biale plamy na
fioletowym tle §wiadczg o obecnosci inhibitoréw AChE. Dzi¢ki metodzie bioautografii TLC wykryto
wiele inhibitorow acetylocholinoesterazy z substancji ro§linnych. Obecnie w Katedrze i Zakladzie
Farmakognozji z Pracownig Roslin Leczniczych na Uniwersytecic Medycznym w Lublinie trwaja
badania majace na celu poszukiwanie nowych inhibitorow AChE z gatunkow Narcissus sp.
i Lycopodium sp. pod patronem odtworcy tej metody fitochemika Tomasza Mroczka, ktore
odgrywatyby kluczowg role w terapii choroby Alzheimera nie tylko w tagodzeniu objawow choroby,
ale takze stalyby si¢ bezkonkurencyjne w probach leczenia przyczynowego (Mroczek 2009,2016;
Paradowska i Ginalska 2016; Smyrska- Wieleba 2017).

4. Podsumowanie

Metody izolacji alkaloidow z rodzaju Narcissus sp. i Lycopodium sp. sa jednym z
najwazniejszych etapéw, z ktorymi boryka si¢ kazdy fitochemik na poczatku swojej drogi
doswiadczalnej. Od tego etapu zalezy kazdy kolejny proces: metody identyfikacji czy badania
bioaktywno$ci TLC aktywnych inhibitoréw AChE. Odpowiednio dobrana metoda ekstrakcyjna oraz
zapewnienie specjalnych warunkéw procesu jak odpowiedni dobodr rozpuszczalnikow, podwyzszone
ci$nienie czy temperatura zapewniaja duzy sukces w otrzymaniu satysfakcjonujacych wynikow.
Wspotczesne techniki separacyjne, obecnie zastepowane sg skomplikowang aparatura, pozwalajaca
uzyska¢ szybki rozdziat sktadnikow badanej probki niezaleznie od stanu skupienia. Jej potaczenia z
metodami bioautografii czy technikami spektroskopowymi nie tylko pozwalaja na izolacje
i identyfikacje badanych alkaloidow czy innych aktywnych zwiazkow, ale takze stajg si¢ narzedziem
preparatywnego otrzymywania i oczyszczania wielu substancji w tym rowniez lekéw pochodzenia
ro$linnego, dajac nadziej¢ w leczeniu wielu jednostek chorobowych w tym chordb cywilizacyjnych.
Wedlug obecnych danych WHO (World Health Organization) zaburzenia neurodegeneracyjne sa
coraz szybciej narastajacym problemem zardwno medycznym jak i spotecznym. Ze wzgledu na
obserwowany wzrost starzenia si¢ spoteczenstw dotykaja coraz wigkszej liczby osob. Dlatego
odkrycie zwiazkéw alkaloidowych pochodzenia roslinnego o wiasciwosciach hamujacych enzym
AChE ma przelomowe znaczenie w leczeniu réznego typu demencji. Poszukiwanie nowych
inhibitoroéw i izolacja alkaloidow obecnie znanych o wysokiej bioaktywnosci jest catkowicie zasadna,
gdyz daje duza nadziej¢, na odkrycie leku, ktory da poczatek catej grupie srodkow pochodzenia
ro$linnego znajdujacych zastosowanie w terapii choroéb neurodegeneracyjnych.
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Abstract

The origin and evolution of ribosome started about 3-4 billion years ago and is one of the
most important things to understand the living world. During these changes, the ribosome evolved by
accretion, adding expansion segments to the main core of ribosomal RNA (rRNA) without any
perturbations. The accretion of rRNA might be visualized by comparing structures of bacteria, yeast
and metazoans ribosome. Functions of these growing elements in the ancestral ribosome are assigned
by correspondence with their functions in the extant ribosome. This model of ribosome development
explains the evolution of the small (SSU) and large subunit (LSU), tRNA and mRNA. Prokaryotic
ribosome evolved in six phases, while eukaryotic ribosome needed additional two phases. During
each step, the ribosome gained new features such as catalysis, subunit association, decoding, energy-
driven translocation, ribosomal proteinization. The primitive ribosome acquired also important
feature - ratchet system, which inhibited the reverse translocation of tRNA. This system and extended,
rigidified exit tunnel allows the ribosome to produce the longer protein peptides.

1. Introduction

The evolution and formation of ribosome is essential for understanding the living world. It
is believed that the ribosome was the first organelle which appeared within the cell. A significant
number of hypothesis states that the peptidyl-transferase center was created at the beginning of large
subunit formation. In the next step, subsequent RNA sequences were attached to the ribosome and
they allowed to make interaction with proteins or tRNA. Also, together with the ribosome, the tRNA
and genetic code evolved, which developed just before the functional process of protein synthesis
(Vesigian et al. 2006). The translational process replaced a primitive replication based only on RNA
sequences (Harish and Caetano-Anolles 2012). The whole process of ribosome evolution has been
called the accretion model. This process describes increase of rRNA component of the ribosome in
the form of rRNA segment expansion. These expansion segments are small, folded RNA fragments
which are incorporated to the rRNA core during ribosome evolution. An increase in rRNA length did
not interfere with the structure and function of the main core of the pre-ribosome. The length of these
inserts is significantly higher in eukaryotic organisms than in prokaryotes and also larger in the large
subunits than in the small subunits (Fig.1).

E.coli P. furiosus S. cerevisiae H. sapiens

Fig. 1 Accretion model of small subunit rRNA as indicated by rectangles in E. coli (bacteria), P.
furiosus (archaea), S. cerevisiae (lower eukarya) and H. sapiens (higher eukarya) (Petrov et al. 2015).
The common core formed by helices 7-10 has expanded by adding the insert fragments. Length of
inserts are bigger in eukaryotic organisms than in prokaryotic organisms.
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The functional regions of ribosomes such as peptidyl-transferase center, decoding center and
the tRNA binding sites do not contain the insert segments. These kind of insertion segments could
interfere in proper functioning. In general, in the small subunit, 27 ancestral expansion segments (aes)
can be found, while in large subunit, 59 ancestral expansion segments (AES) are presented. The
biggest insertion in 40S subunit is es6, 170-504 nucleotides (nt) shaped like two alpha helixes. In
contrast, in 60S subunit the biggest insert is ES27, 560 nt, which is located in H63 helix (Fig.2)
(Bgkowska-Zywicka 2008).
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Fig. 2 The biggest insertion segments in eukaryotic ribosomal RNA (Bgkowska-Zywicka and
Tyczewska 2008). A small subunit contains es6, whereas a large subunit contains ES27.

2. Types of insertions

The insertion fragments are grouped by relationships between trunks and branches. In
accretion model there are four groups of inserts (X, Y, T, L), which are ordinated by relative ages and
expansions of RNA elements. In the Y group a branch helix is inserted into helix and then they form
a three-way junction. The helical axis in the branch is almost perpendicular to the trunk. Stacking is
still ongoing. In the T group a branch helix caps a trunk helix, which results in three-way junction.
Stacking is continuous and the branch axis is perpendicular to the trunk. When the branch is inserted
to trunk, the inserted fingerprint belongs to the T; group, but when the branch caps trunk, the inserted
fingerprint belongs to the T group. Different type of junction is observed in X group. Here the branch
helix insertion to the trunk helix results in forming a four-way junction. The branch axis is parallel to
the trunk. Whereas in the L group the branch helix is joined into a loop and extends the trunk. The
branch is stacking continuity with the original trunk (Ramakrishnan 2002; Petrov et al. 2014; Petrov
etal. 2015).

3. Ribosome evolution

By the analysis of joining time of subsequent segments, it is possible to indicate the six
stages of the ribosome main core evolution and two additional stages of the eukaryotic ribosome
evolution (Petrov et al. 2014).

In the first phase, the primary RNA was folded. The original aes1 loop gives rise to a small
subunit and became the oldest h44 helix. This helix is the main functional relay, which combines the
decoding process with protein synthesis or releasing translational factors. On the other hand, the large
subunit precursor is AES1 loop, which is located in the main part of the peptidyl-transferase center.
The spatial structure of the rRNA protects its against chemical degradation and the folding process is
stabilized by metal cations (Fig.3) (Petrov et al. 2015).

The second phase is called also “catalyze and dynamic”. In the large subunit, four segments
(AES 2-5) are included at the same time. The simultaneous interaction of these inserts with the
peptidyl-transferase center makes it more stable (Agmon et al. 2006). The aminoacyl site was formed
by AES 3-5 inserts and the peptidyl site was formed by the AES 1-2. During this phase the small
subunit is enriched with three inserts of rRNA, which are initially unstable, but next rearrangements
allow to stabilize the entire structure. At this stage of the ribosome evolution there is also a prototype
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tRNA that is built of the tail of the CCA amino acid acceptor and T-loop formed by mini-helix. The
CCA proto-tRNA fragment provides activated amino acids to the peptidyl-transferase center (Petrov
et al. 2014). Also, both subunits do not interact with each other, but only the large subunit performs
nonspecific condensation of amino acids (Fig. 4) (Fox et al. 2012).
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Fig. 3 Phase 1 — folding and chemical stability. Folding of linear RNA and appearance of small and
large ribosomal subunit at the end of first stage (Petrov et al. 2015).
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Fig. 4 Phase 2 — catalysis and dynamics. Interaction of proto-tRNA with large subunit. Construction
of LSU and SSU at the end of second stage (Petrov et al. 2015).

In the third stage of the evolution of ribosome there is the first association of the large and
the small subunits and also the proto-mRNA appears (Fig. 5). Before connection of two subunits,
further expansion of ribosomal parts takes place. The exit tunnel in 60S subunit is extended by
addition of AES 6-10 inserts and these segments expand the contact surface between ribosomal
subunits. The peptidyl-transferase center is closed and stiffened. At the same time, in the small subunit
take place the completion of aes 4 in the rRNA 3’ end. This is important incorporation, because this
ensures the stability and integrity of decoding center. To this moment of ribosome evolution, the
subunits have evolved independently, but now they are attached to each other by creation of the oldest
ribosomal B5 bridge (Petrov et al. 2015).

SsU LsuU

Fig. 5 Phase 3 —meeting up (pre-association). First association of primitive subunits with proto-tRNA
and proto-mRNA. Spatial structure of ribosomal subunits (Petrov et al. 2015).

Additionally, the association of ribosomal subunits is mainly supported by the B3 bridge,
which is responsible for connecting of aes 1 and AES 15. Moreover, appearing of the B2b and B2c
bridges and magnesium ion strengthens subunits contact (Fig. 6) (Schuwirth et al. 2005).
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Fig. 6 First ribosomal bridges B2b, B2c and B3 showed in the rRNA secondary structure (Petrov et
al. 2015).

Besides subunits evolution, the proto-mRNA appears as a population of random single-
stranded oligomers. As well as the proto-tRNA, proto-mRNA are undergoing significant changes. To
proto-tRNA structure, some additional RNA segments are incorporated. As a consequence of these
changes the proto-tRNA has the L-shaped form, which allows to shorten the distance between
subunits. This proto-tRNA plays a significant role, because it is responsible for recruiting a small
subunit and proto-mRNA to the large subunit. Both subunits may stabilize the tRNA in the aminoacyl
and peptidyl sites at the peptidyl-transferase center. Such a catalytic complex increases the ribosome
yield and the final product- protein is going to be longer and longer. Since this moment, the evolution
of all the ribosomal components begins to be correlated.

The fourth phase is the stage of structural and functional formation of cooperation
between subunits, mMRNA and tRNA. Adding new insertion segments to the large ribosomal subunit
causes its the semicircular shape. The exit tunnel is still expanded by attaching new inserts and
becomes stiffened as a result promotes the synthesis of longer polypeptide. Whereas in the small
subunit, both the peptidyl site and aminoacyl site are stabilized by extending the 3’ domain and the
5’ domain in rRNA, respectively. Thus, new rRNA increments in these domains in the small subunit
form functional pockets for binding tRNA. At the end of this phase, the incorporation of ancestral
expansion segment 7 (aes 7) allows to set up a point of binding elongation factors such as EF-G and
EF-Tu (Hartman and Smith 2010; Agirrezabala et al. 2011). The subunits contact surfaces are fully
developed due to many RNA-RNA interactions. However, the proto-mRNAs are still single-stranded
oligomers, but help in positioning of tRNA in aminoacyl and peptidyl sites. In contrary, the triple
code is optimized in the tRNA (Fig. 7) (Bernhardt and Tate 2010).

SsSuU LSU

Fig. 7 Phase 4 — Integrating structure and function. Complex of ribosome with proto-mRNA and
tRNA. Correlated evolution of both subunits from this phase (Petrov et al. 2015).

The fifth phase of ribosome evolution is the stage where the process of decoding the genetic
information and tRNA translocation are completed (Fig. 8). The large subunit acquires new feature,
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a so-called ratchet system. This kind of system makes impossible of reverse tRNA translocation and
also is assisted by pseudoknot created by new inserts in aes 7 (Jenner et al. 2010; Mohan et al. 2014).
Moreover, all the sites of binding of elongation factors are fully formed and in the same time the
central protuberance is strengthen by attaching the smallest part of rRNA - 5S rRNA. The association
of both subunits is tightened by B2a, B4 bridges and then by ribosomal proteins (Petrov et al. 2015).
Since this phase the ribosome is not a diffusion catalyst system and becomes an energy-dependent
machinery with a ratchet system, in which the proteins cooperate with nucleic acid. This translational
machinery can work dynamically and due to flexible structure of L12 protein and long exit tunnel the
synthesis of amino acid polymers is possible (Valle et al. 2003; Lancaster et al. 2008).

SSU LsuU

Fig. 8 Phase 5 — Coding and Translocating. View of associated ribosome with mRNA and tRNA.
Construction of large and small subunit at the end of fifth stage (Petrov et al. 2015).

In the sixth phase the ribosome is mainly filling with the proteins (Fig. 9). The rRNA basic
core is finished as well as the genetic code. Many gained ancestral expansion segments function as
binding sites for the different domains of ribosomal proteins. In case of large subunit, the AES 39,
43, 44 build the L1 stalk, which is responsible for translocating the tRNA form peptidyl site to the
exit site. AES 40 and 46 stabilize the central protuberance with 5S rRNA. The exit tunnel for peptides
are still expanding. The similar things occur in the small subunit. All the 16S rRNA domains acquire
new insertion segments, which stabilize its structure. These rRNA new segments in both subunits are
integrated with new ribosomal proteins. Additionally, the bridges B6, B7a, B7b and B8 are tighten
the interaction between the two ribosomal subunits. Except B7a bridge, all these bridges involve
ribosomal proteins (Schuwirth et al. 2005; Petrov et al. 2015).

SSU LsuU

Fig. 9 Phase 6 — Proteinizing the common core. The mature ribosomal complex. Complete and
functional ribosomal subunits (Petrov et al. 2015).

4. Conclusion

The accretion model describes the evolution of ribosome and also ribosomal components
such as mRNA, tRNA and translational GTPases. The main component of ribosome, rRNA grows by
accretion, expanding and adding step by step new layers to the main core of rRNA. The ribosomal
main core evolves in six phases. During phase 1 the most important parts of ribosome such as
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peptidyl-transferase center and decoding center began to be formed. Whereas during phase 2-4 the
tRNA extended from a small helix and delivered substrates to the primitive large subunit, while short
mMRNA was positioned on the small subunit. These components allowed the primitive ribosome to
start synthetizing short peptides. In the phase 5 the ribosome changes from a diffusive machine to
energy-driven decoding machine, which conducts the protein synthesis by using the limited genetic
code. Phase 6 is called the decoding optimization, where the modern cassette of amino acids is used.
Also, during all the phases of ribosome evolution the exit tunnel is extended, what allows the ribosome
to synthetize longer protein peptides.

Summarizing, the ribosome evolution showed the change from the synthesis of non-coded
heterogenous oligomers to the large proteins. The ribosome gradually gained features for RNA
folding, catalysis, subunits corelated association, evolution and decoding, giving rise to the extant
collaboration of functional nucleic acids and stabilizing proteins.
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Abstract

The endoplasmic reticulum (ER) is a very important organelle inside the eukaryotic cell
being involved in stress response to various stimuli. Its proper functioning is essential for cellular
homeostasis, survival and development. The enormous number of proteins are folded and assembled
inside the ER. Only correctly folded proteins are transported to suitable organelles. When ER
homeostasis is disturbed, misfolded or unfolded proteins are stored in ER lumen, what induce the so
called ER stress. In such situation cells react and activate the unfolded protein response (UPR). The
aim of this response is to reestablish cellular homeostasis by activating various signal transduction
pathways. The effectors of the UPR regulate the expression of many genes involved in restoring
cellular homeostasis. If adaptive response is insufficient for cell survival, UPR pathways induce cells
apoptosis. This dual role of the UPR attracts attention of many scientific groups and is worth a wider
knowledge.

1. Introduction

The endoplasmic reticulum (ER), found in eukaryotic cells, is a complex compartment in
structure and function. It forms flattened membrane-enclosed sacs or tube-like structures known as
cisternae. The ER membranes are continuous with the outer nuclear membrane. ER is involved in
secretory protein translocation and quality control of secretory protein folding (Schroder 2008).
Analyzing the ER structure, it can be divided into the rough (RER) and the smooth (SER) endoplasmic
reticulum. Smooth ER does not contain the ribosomes and is involved in the synthesis and storage of
lipids (cholesterol and phospholipids), which are used in the production of new cell membrane
(Alberts et al. 2002) (Figure 1).

On the other hand, RER contains many ribosomes, which are responsible for protein
synthesis. The association of ribosomes with ER is dynamic, ribosomes are constantly being bound
to ER and released from it (Lodish 2003). The ribosome binding to RER is dependent on first 5-30
amino acids at the N-terminal part of nascent polypeptide, which acts as a signal peptide. This special
sequence is recognized by signal recognition particle (SRP), which targets ribosomes to the translocon
within RER. The nascent peptide goes to the RER lumen, where is processed by peptidases. Its folding
to three-dimensional shapes is supported by two chaperones BiP/Grp78 and Hsp70 (Araki and Nagata
2011 ; Sevier and Kaiser 2002).

2. ERstress

Even small condition changes can alter the ER homeostasis and its proper functioning,
leading to induction of ER stress. Among factors inducing ER stress are hypoxia, oxidative stress,
inflammation, Ca?* depletion as well as high level of protein expression or accumulation of misfolded
proteins (Cao and Kaufman 2012) (Figure 2). The ER homeostasis is essential for cell survival thus
if ER stress occurs, cells activate series of mechanisms to restore the ER functioning. One of these
mechanisms is the unfolded protein response (UPR).

The UPR promotes survival of the cell by reducing the overall protein synthesis, increasing
chaperones expression and protein degradation (Bravo et al. 2013). If these pro-survival ways fail,
the UPR switches to pro-death response, including apoptosis. The important pro-survival processes
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are ER-associated degradation (ERAD) and autophagy. In ERAD pathway, the improperly folded
proteins are degraded by 26S proteasome after prior labelling by ubiquitin (Smith et al. 2011).
Because ERAD is limited to aggregates of misfolded or mutated proteins, the more robust degradation
process is needed. This system is autophagy, responsible for degradation of intracellular components
like huge aggregates and dysfunctional organelles (Deegan et al. 2013).
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Fig. 1 The schematic representation of structure and function of rough and smooth endoplasmic
reticulum (Bravo 2013). The rough ER contains many ribosomes and is involved in protein synthesis.
Tubular — smooth ER is involved in lipid and calcium metabolism. ER contacts with Golgi apparatus
during export of proteins. ER regulates also the mitochondria functioning by special zones called
MAM (mitochondria-associated ER membrane). SERCA- sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
calcium-ATPase, RYR-ryanodine receptor, IPsR- inositol triphosphate receptor
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Fig.2 Endoplasmic reticulum stress and its pathologies (Bravo 2013). As it is shown on the picture
ER stress could be activated by hypoxia, protein misfolding, high insulin secretion or ischemia. These
various perturbations are observed in neurodegeneration, cardiovascular diseases, type-2 diabetes
(insulin resistance) or cancer.
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In mammalian cells the three branches of UPR have been described: inositol-requiring
enzyme-la (IRE-1a), activating transcription factor 6o, (ATF6a) and protein kinase R (PKR)-like
endoplasmic reticulum kinase (PERK), named after the three sensors of unfolded protein
accumulation (Fig.3). During normal conditions luminal domains of PERK and ATF6 are bound by
BiP chaperone (binding immunoglobulin protein), which keeps them inactive. When the unfolded or
misfolded proteins appear in ER lumen, the BiP chaperone dissociate from PERK and ATF6 leading
to their activation. In contrary to PERK and ATF®6, the IRE-1a activation occurs, when the unfolded
proteins directly interact with it. After activation of these sensors, the cell is trying to alleviate the ER
stress by inhibiting protein translation or/and inhibiting their entry into the ER lumen, increasing ER
chaperones expression and removing “bad” proteins from reticulum to proteasome (Gardner et al.
2013).
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Fig. 3 The unfolded protein response within a cell (Cao and Kaufmann 2012). Three different
pathways (ATF6, PERK, IRE1) sense the protein folding degree in the ER lumen and then transmit
information to the nucleus. Each UPR branch uses a different type of signal transduction: ATF6 by
proteolysis in Golgi apparatus, PERK by regulation of translation and IRE1 by mRNA degradation
and splicing.

3. IRE-1la activity during UPR

The IRE-1a stress sensor is presented in all eukaryotic organisms and is the most conserved
UPR branch. IRE-1a is a ER transmembrane protein, which consists of luminal sensor domain (N-
terminal domain), the transmembrane domain and C-terminal domain with kinase and
endoribonuclease activity. The IRE-1a pathway was observed for the first time in Saccharomyces
cerevisiae, when the increased expression of ER chaperones enhanced the cells viability (Walter and
Ron 2011). In mammalian cells there are two types of IREl: IREla and IRE1, which share the
structural similarity but have different functions. Upon the ER stress the IREla is responsible for
splicing X-box-binding protein 1 (XBP1) mRNA, a stress responsive gene, whereas IRE1p catalyzes
the cleavage of 28S rRNA and attenuates the translation. Additionally, IRE1a is capable to control its
own expression by cleaving its MRNA and is expressed ubiquitously while the IRE1f is expressed in
the intestinal epithelium (Bravo et al. 2013; Cao and Kaufman 2012).

In the IRE1a pathway (Fig.3), the accumulation of misfolded and/or unfolded proteins in ER
lumen is sensed by BiP/GRP78 chaperone, which is bound to IRE1a. Releasing this chaperone leads
to dimerization of IREla in ER membranes and causes auto-phosphorylation of the IRE1a cytosolic
domain (Pincus et al. 2010). After this, IRE1a undergoes the conformational changes, which activates
its endoribonuclease domain. Activated IRE1o RNase cut out of the 26-nucleotide intron within the
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XBP1 mRNA, which allows to translate the stable XBP1 protein functioning as a transcription factor.
As a transcription factor XBP1 binds to the UPR and ER-stress response elements in the regions of
promoter of target genes i.e. ER chaperones (Fig.3). The mature chaperones help in proper protein
folding in the ER lumen, alleviating the ER stress. The active XBP1 protein controls expression of
genes involved in synthesis, folding, and secretion of proteins, lipid synthesis and ERAD process
(Hetz et al. 2011). The IREla-XBP1 pathway is very important in cell metabolism, cell
differentiation, during inflammation process and tumorigenesis. The deletion of /RE 1o or XBP1 genes
in embryonic mouse cell leads to their death at 12 day of gestation. The XBP1 protein induces also
the o-fetoprotein expression, promotes hepatocyte differentiation showing that it is very important
also for liver development (Cao and Kaufman 2012).

The IRE1a activity is not only limited to XBP1 mRNA processing. Recent studies show that
IRE1la is furthermore capable of inducing the RIDD (regulated IRE1-dependent decay). This process
includes degradation of many kinds of RNAs, such as: mRNAs, rRNAs and microRNAs. The IREla
switching from XBP1 processing to RIDD activity is controlled its oligomeric states. The function of
IREla in its oligomeric states is shifted towards XBP1 mRNA cleaving, whereas IRE1a dimers state
trigger the RIDD activity. This dual model of IREla functioning is supported by studies, in which
enhanced XBP1 mRNA splicing was correlated with IREla oligomers and simultaneous decreased
RIDD activity (Hetz et al. 2015).

4. PERK pathway

The second UPR pathway is represented by PERK transducer. It is found and conserved in
all eukaryotic organisms, but is absent in Saccharomyces cerevisiae. The PERK luminal domain is
similar to the IRE1 luminal domain and is responsible for stress-sensing. A catalytic domain shows
the serine-threonine kinase activity, which phosphorylates the eukaryotic translation initiation factor-
2 (elF2a). PERK belongs to the type I transmembrane proteins and contains the big C-terminal lobe
and small N-terminal lobe. The C-terminal lobe is formed by seven a-helices and two B-strands
whereas the N-terminal lobe is formed by three a-helices and five B-strands. The C-terminal domain
of PERK also contains a trans-phosphorylation site, in the position of threonine 980 (Thr980), and
stabilizes the elF2a-binding site (Cui 2011).

During ER homeostasis, when the UPR is not activated the luminal domain of PERK is
bound by BiP/GRP78 chaperone. When misfolded proteins start to accumulate in ER, BiP chaperone
releases and binds these proteins. Then PERK undergoes oligomerization and trans-phosphorylation
in Thr980 position, which switches on its kinase activity. Activated PERK phosphorylates elF2a in
the Ser51 position, what results in the inhibition of GDP/GTP exchange in elF2a. Phosphorylation of
elF2a stops the formation of the active 43S translation-initiation complex (Fig.3). Therefore, the
protein synthesis is diminished, which is reflected by the decrease in formation of active ribosomes.

On the other hand, elF2a phosphorylation allows for translation of UPR-dependent genes
such as ATF4 (activating transcriptional factor 4). ATF4 factor has upstream open reading frames
(ORFs) in 5’-untranslated region (UTR). Its expression is possible only when elF2a is
phosphorylated. In such conditions, ATF4 supports the transcription of downstream genes like
GADD34 (growth arrest and DNA damage-inducible 34) and CHOP (transcriptional factor C/EBP
homologous protein) (Sano and Reed 2013). GADD34 encodes the regulatory subunit of PP1C
(protein phosphatase 1 complex), which is involved in elF2a dephosphorylation. The consequence of
elF2a dephosphorylation is accumulation of unfolded proteins, but at the same time this modification
allows to translate the proapoptotic proteins. On the other hand, CHOP can induces apoptosis directly
by Bcl-2 transcription inhibition. Therefore, the first step in PERK pathway is a prosurvival mode,
but in prolong ER stress, the proapoptotic response is turned on (Walter and Ron 2011).

Many studies concerning elF2a phosphorylation showed that it is very significant process
for the cell. For example examinations conducted on mice with mutated elF2a, where important
serine51 was replaced to alanine, indicated that these mice died 18 hours after birth due to
hypoglycemia with defective gluconeogenesis in the liver. Also, another studies showed that lack of
phosphorylated elF2a in pancreatic islets leads to a severe diabetes via proinsulin perturbated
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translation or folding, problems with ER-Golgi transport, and impaired ER stress response (Cao and
Kaufmann 2012).

5. ATF 6 pathway

The ATF6 is the third major pathway of unfolded protein response. This protein bears no
homology neither with IRE1 nor PERK. Activation of ATF6 depends on its subcellular localization,
proteolysis and chaperone dissociation (Gardner et al. 2013). ATF6 protein represents the type Il of
transmembrane proteins and is a member of the bZIP transcription factors. In the ATF6 protein three
domains were described, the cytoplasmic N-terminal domain, the transmembrane domain and the
luminal C-terminal domain (Bravo et al. 2013).

In non-stressed conditions the ATF6a protein is present in the ER membrane in association
with BiP/GRP78. Upon ER stress induction the BiP chaperone is released from ATF6a and then
ATF6a is transported to the Golgi apparatus, what is directed by its two Golgi localization sequences
(GLS1 and GLS2). Inside the Golgi, the ATF6a is cleaved by two specific proteases S1P and S2P.
The S1P protease removes the luminal domain (C-terminal), whereas S2P protease removes the
transmembrane domain. These changes release the 50kDa cytoplasmic domain of ATF6a (ATF6f),
which is later transported to the nucleus. Inside the cell nucleus ATF6f acts as a transcription factor
of ER stress-response elements such as BiP/GPR78 chaperone, CHOP factor and SERCA ATP-ase
(Fig.3). ATF6 protein can increase cellular adaptation to chronic ER stress in an XBP-1 independent
manner and also promote the misfolded protein degradation in the pathway of a-mannosidase-like
protein 1 (EDEML1) and protein disulphide isomerase-associated 6 (PDIA6) (Bravo et al. 2013; Hillary
and FitzGerald 2018).

In mammalian cells two homologous ATF6 proteins are expressed: ATF60. of 90kDa and
ATF6p of 110 kDa. They exhibit sequence homology, but interestingly both ATF6 isoforms show
different role in the UPR pathway. The N-terminal region of transactivation domain (TAD) of ATF6a
has a transcription activity and promote ATF6a degradation by ubiquitin-proteasome pathway. When
UPR is activated ATF6p acts as ATF6a transcriptional repressor and blocks ATF6a binding to the
promoter region of BiP/GRP78 chaperone. Recent studies showed that ATF6B can regulate the
strength of ATF6o response and also susceptibility to cell death, what is corelated with its
glycosylation. When ATF6p is not glycosylated, it is not cleaved, retains in ER and thus cannot
function as a repressor of ATF6a (Yamamoto et al. 2007; Bravo et al. 2013; Hillary and FitzGerald
2018).

Interestingly, in acute ER stress ATF6a is necessary for proper protein folding, secretion and
degradation. Cells with mutation in ATF6 gene have a problem to survive in acute ER stress.
Moreover, ATF6a isoform plays role in cytoprotection and growth-modulation (Bravo et al. 2013).

6. Conclusion

The endoplasmic reticulum, one of the most important organelle within the cell, is
a heterogenous compartment, divided into rough and smooth sections, which differ in their functions.
RER is involved in protein synthesis, whereas SER is linked with lipid metabolism. These processes
are necessary for every cell to live. This makes ER sensitive to every kind of environmental changes
and that is why ER can be regarded as the largest stress sensor within the cell.

When stress conditions appear, the ER starts the unfolded protein response, which is an
important regulator in restoring the cellular homeostasis. The UPR can restore cellular homeostasis
by reducing misfolded proteins load to ER lumen and/or improving protein degradation by
proteasome. If homeostasis cannot be restored, because of accumulation of an excess of unfolded
proteins, the UPR switches on the programmed cell death and apoptosis is induced. Because of its
various faces, the UPR plays an essential role in cell signaling at the transcriptional, translational and
post-translational levels. Therefore, some perturbations in UPR pathway can lead to pathological
states such as neurodegeneration, diabetes mellitus, cardiovascular diseases or tumor cell survival.
Thus, it is very important to still investigate the UPR, especially its molecular pathways, what might
help to elaborate targeted medicines or therapies for diseases connected with faulty UPR .
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Streszczenie

Metaloproteaza ZapA stanowi wazny element gwarantujacy szczepom Proteus mirabilis
efektywna mozliwos¢ kolonizacji drég moczowych. Enzym ten wykazuje szerokie spektrum
aktywnosci substratowej, dzigki czemu degraduje liczne biatka organizmu gospodarza. Efekt ten jest
potegowany przez koregulacje ekspresji proteazy ZapA z innymi czynnikami wirulencji, takimi jak
aktywno$¢ ureolityczna oraz wzrost rozpetzly. Wyniki dotychczasowych badan pozwolity
stosunkowo dobrze scharakteryzowaé ten enzym pod wzgledem mechanizmu dziatania. Wszystko to
razem sprawia, ze projektowanie metod terapeutycznych ukierunkowanych na ingerencje
w prawidtowe funkcjonowanie ZapA wydaje si¢ by¢ cickawym rozwigzaniem. Projektowanie
nowoczesnych metod eradykacji bakterii jest niezbedne w dobie narastajacej lekoopornos$ci szczepow
bakteryjnych. Taki stan rzeczy dotyczy roéwniez P. mirabilis. Niniejsza praca stanowi krotkie
wprowadzenie w omawiang tematyke, jej celem jest przedstawienie najwazniejszych informacji
dotyczacych ogoélnej charakterystyki proteaz bakteryjnych oraz podsumowanie dotychczasowego
stanu wiedzy na temat proteazy ZapA produkowanej przez P. mirabilis.

1. Wstep

Proteus mirabilis jest Gram-ujemng bakteriag stanowiacg istotny patogen zakazen uktadu
moczowego. Z uwagi na zdolnos¢ do wzrostu rozpetziego, pozwalajaca komérkom na migracje po
powierzchniach statych, bakteria ta z tatwoscia kolonizuje powierzchni¢ cewnikow. Wzrost rozpetzty
uznawany jest za jeden z czynnikow wirulencji P. mirabilis, do ktorych mozemy dodatkowo zaliczy¢
zdolnos¢ do formowania biofilmu (w ukladzie moczowym jest to biofilm krystaliczny),
lipopolisacharyd (LPS), aktywno$¢ ureolityczna, aktywno$¢ hemolityczng oraz aktywno$é
proteolityczng. Komorki P. mirabilis, podobnie jak i komoérki innych gatunkéow bakteryjnych,
wykazuja co raz mniejszy stopien wrazliwosci na stosowane aktualnie antybiotyki. Z tego tez wzgledu
istotne wydaje si¢ poszukiwanie nowych zwigzkéw wykazujacych efekt bakteriobdjczy lub
bakteriostatyczny. Jedna ze strategii projektowania nowych srodkoéw antybakteryjnych polega na
opracowaniu zwigzkéw interferujacych z czynnikami wirulencji, przez co komorki bakteryjne
miatyby utraci¢ swdj potencjal do kolonizacji organizmu czlowieka. W przypadku P. mirabilis
metaloproteaza ZapA jest enzymem, wzgledem ktérego moga by¢ skierowane potencjalne zwigzki
przeciwwirulentne. Enzym ten wykazuje szerokie spektrum aktywnosci proteolitycznej, w tym jest
zdolny do lizy przeciwciatl produkowanych przez organizm nosiciela. Efekt taki powoduje, ze
organizm nosiciela nie jest w stanie w efektywny sposob niszczy¢ komorki P. mirabilis w pierwszym
etapie kolonizacji (Rozalski i in. 2007). Jego zniesienie, np. poprzez zastosowanie specyficznego
inhibitora proteazy ZapA, wptywaé¢ bedzie pozytywnie na efektywno$¢ eliminowania komorek P.
mirabilis przez uktad odpornosciowy organizmu nosiciela.
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2. Przeglad literatury

2.1 Podziat proteaz bakteryjnych

Proteazy katalizuja rozszczepianie wigzan peptydowych w biatkach 1 peptydach.
W zalezno$ci od reakcji, ktorg katalizuja, wydzieli¢ mozna proteazy begdace: 1) endopeptydazami
(zwane roéwniez proteinazami), ktore preferencyjnie hydrolizuja wigzania peptydowe
W wewngetrznych regionach tancuchow peptydowych i 2) egzopeptydazami, ktérych aktywnos$¢ jest
skierowana na koniec aminowy lub karboksylowy bialek. Na podstawie wykazywanych
mechanizmow katalitycznych, proteazy sa podzielone na siedem grup: 1) proteazy kwasu
asparaginowego, 2) proteazy cysteinowe, 3) proteazy kwasu glutaminowego, 4) metaloproteazy, 5)
proteazy serynowe, 6) proteazy treoninowe i siddma grupa, ktora stanowi pewna liczbe peptydaz,
ktore nie moga by¢ jeszcze przypisane do zadnego konkretnego typu katalitycznego. Posrod
organizmow prokariotycznych, powszechne sa proteazy 6 typow katalitycznych (z wyjatkiem proteaz
kwasu glutaminowego). Pod wzglgdem specyficznosci enzymatycznej, cigcie wigzan peptydowych
przez proteazy moze by¢ 1) specyficzne, np. ograniczona proteoliza, ktora zalezy od sekwencji
aminokwasoOw otaczajacych zhydrolizowane miegjsce, lub 2) niespecyficzne, co powoduje catkowitg
degradacje biatek do oligopeptydow i / lub aminokwasow. Dzigki cigciu wigzan peptydowych
proteazy moga zmieniaé wilasciwosci biologiczne tancuchéw polipeptydowych. Specyficzna
proteoliza czgsto powoduje aktywacje lub inaktywacje biatek i peptyddw, natomiast niespecyficzna
proteoliza ich degradacj¢. Enzymy te sa potencjalnie niebezpieczne dla komorek i mogg zmieni¢ ich
srodowisko dziatania (Witadyka i Pustelny 2008).

2.2 Mechanizmy dziatania proteaz bakteryjnych

Enzymy degradujace biatko sg mechanistycznie, strukturalnie i funkcjonalnie bardzo
zrdéznicowane. Dziataja wedhug jednego z kilku ogdlnych chemicznych mechanizméw. Proteinazy
serynowe aktywuja pierwszorzedowy hydroksyl centrum aktywnego w tancuchu zawierajagcym
seryng, co zwykle odbywa si¢ za posrednictwem nastgpujacych przekaznikow: Ser-His-Asp lub Ser-
Lys. Zwigksza to nukleofilowos¢ centrum aktywnego i umozliwia atak na wigzania amidowe peptydu.
Proteinazy cysteinowe treoninowe i wykazuja analogiczny mechanizm dziatania. Z drugiej strony
proteazy kwasu glutaminowego i metaloproteazy nie dzialajg poprzez mechanizm kowalencyjny.
Aktywuja one czasteczka wody przez katalizg elektrofilowa (Culp i Wright 2016).

Roéznorodnosci  funkcjonalnej proteaz towarzyszy szeroki zakres rdéznorodnosci
strukturalnej, ktérg mozna ogdlnie pogrupowa¢ na podstawie tego, czy znajdujg sie
zewnatrzkomérkowo lub wewnatrzkomérkowo. Sa to zewnatrzkomoérkowe proteazy, ogolnie
monomeryczne, z wysoka specyficznoscia substratowa dla pojedynczego biatka lub rodziny biatek.
Czesto sg syntetyzowane jako nieaktywne zymogeny, chronigce komoérke przed nieuregulowana
aktywnoS$cia. Wewnatrzkomoérkowe proteazy natomiast sa kompleksami multimerycznymi z mala
specyficznoécig substratowa, ale ktorej aktywnos$¢ i specyficzno§é substratowa jest S$cisle
uregulowana. Aby osiggnaé ten poziom regulacji, miejsca katalityczne sg ukryte w beczkowatych
strukturach. Uzyskanie dostgpu do tak ukrytego centrum aktywnego wymaga obecnos$ci
specyficznego substratu i zmian strukturalnych w enzymie (Culp i Wright 2016).

2.3 Znaczenie proteaz bakteryjnych w wirulencji

Wymieni¢ mozna cztery rodziny wewnatrzkomorkowych komplekséw proteolitycznych
powszechnie obecnych wsrod bakterii: Lon, HsIUV (ClpQY), ClpXP i FtsH oraz dodatkowo HtrA
(DegP) bedaca periplazmatycznym kompleksem proteolitycznym. Dodatkowo wiele bakterii
produkuje réznego rodzaju proteazy zewnatrzkomorkowe. Patogeny bakteryjne w réznym stopniu
wykorzystujg proteolize podczas procesu infekcji. Przyktadowo, waznymi wewnatrzkoméorkowymi
czynnikami aktywnoS$ci proteolitycznej sg konserwatywne proteazy Clp i Lon, ktore bezposrednio
przyczyniaja si¢ do zwigkszenia zjadliwosci bakterii patogennych poprzez degradacj¢ regulatorow
wirulencji produkowanych przez komoérki gospodarza. Bltonowe proteazy, HtrA, petnia podobne
funkcje. Tymczasem proteazy zewnatrzkomorkowe, wystepujace w  bliskim sasiedztwie
z komponentami gospodarza, zdolne sa utorowa¢ droge do rozprzestrzeniania si¢ infekcji poprzez
degradacj¢ komorek i tkanek, lub poprzez zaklocanie sygnalizacji komorkowej gospodarza, co
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prowadzi do zaburzenia naturalnych procesow miedzykomorkowych. Wspolna dla proteaz wewnatrz-
i zewnatrzkomorkowych jest $cista kontrola ich aktywnoS$ci proteolitycznej. Ogolnie rzecz biorac,
rozpoznawanie substratu przez proteazy wewnatrzkomorkowe jest wysoce selektywne. Te ceche
czgsciowo przypisuje si¢ biatku opiekunczemu. W przeciwienstwie do tego, rozpoznawanie substratu
przez zewnatrzkomorkowe proteazy jest mniej selektywne. Z tego wzgledu sa one syntetyzowane
jako zymogeny, aby zapobiec przedwczesnej aktywnosci proteolitycznej, ktora bytaby szkodliwa dla
komorki bakteryjnej, ktora ja produkuje. Zewnatrzkomorkowe proteazy sa aktywowane w ztozonych
kaskadach obejmujacych przetwarzanie i dojrzewanie proteolityczne (Dougan 2013; Culp i Wright
2016).

Najwyrazniejszym przyktadem pozwalajacym przypisa¢ proteazom bakteryjnym charakter
czynnika wirulencji jest proteaza produkowana przez patogenng bakterie Yersinia pestis, bedaca
czynnikiem etiologicznym dzumy. Szczep ten posiada plazmid, ktory zawiera w sobie gen kodujacy
pestycyng (pst), gen kodujacy biatko ochronne wzgledem pestycyny oraz biatko wykazujace
aktywnos¢ proteolityczna (Pla). Biatko to zwicksza patogenno$¢ Y. pestis. Wykazano, ze funkcjonuje
ono jako aktywator plazminogenu i charakteryzuje si¢ nietypowa kinetyka aktywnosci
enzymatycznej. Dotychczas nie przedstawiono badan dotyczacych specyficzno$ci dziatania proteazy
Pla, jednak jak dowiedziono, jego obecno$¢ warunkuje zdolnos¢ Y. pestis do kolonizacji organizmu
poza obszar, w ktorym miejsce miata infekcja pierwotna. Efekt ten zostal potwierdzony w sposob
bezposredni poprzez zastosowanie mutanta szczepu Y. pestis, ktory pozbawiony byt genu pla (Lantz
1997).

Kolejne badania pokazuja posrednie znaczenie zewnagtrzkomoérkowych proteaz
w patogenezie wielu bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Dwie zalezne od cynku
metaloproteazy produkowane przez bakterie z rodzaju Clostridium, botulina B oraz toksyna tezcowa,
degraduja synaptobrewine — btonowa proteing matych pgcherzykow synaptycznych. Natomiast
w przypadku Staphylococcus aureus znaczenie proteaz w wirulencji tej bakterii wykazano posrednio
poprzez zastosowanie inhibitorow aktywnosci proteolitycznej (Lantz 1997).

2.4 Inhibitory proteaz bakteryjnych

Wystepujace u organizmdéw wyzszych proteazy, o zréznicowane;j strukturze i roli klinicznej,
stanowig cel dla 5-10% zwiazkow terapeutycznych. Jednak w przypadku bakterii, zaden zwigzek
wykazujacy dzialanie hamujace aktywnos$¢ enzymatyczna jakiejkolwiek z proteaz nie zostat
dotychczas dopuszczony jako powszechnie stosowana metoda terapeutyczna. Znaczenie proteaz
W patogenezie bakterii oferuje niewykorzystang dotychczas perspektywe celow dla nowych lekow.
W literaturze znalez¢ mozna wiele przykltadow zwiazkéw o potencjale inhibitoréw proteaz.
Przyktadowo, najbardziej oczywistym podej$ciem do ukierunkowania leku wzgledem proteaz ClpP
jest opracowanie inhibitora miejsca aktywnego ClpP. Dowod na to wykazano w badaniach nad S.
aureus, Streptococcu spneumoniae i Listeria monocytogenes, w ktorych szczep zawierajacy nokaut
clpP  nie byt w stanie spowodowaé infekcji. Pionierskie wysitki Bottchera i Sieber w celu
ukierunkowania strategii terapeutycznych na ClpP doprowadzily do opracowania szeregu inhibitorow
f-laktonowych.  Zainspirowani  obserwowang reaktywnoscig  f-laktondw  wystepujacych
W przyrodzie, zsyntetyzowali oni biblioteke zwigzkow ktore zostaly zbadane pod katem mozliwosci
inhibicji kilku proteaz bakteryjnych. Roéwniez Sieber i jego wspoOlpracownicy odkryli nowa klasg
silnych inhibitorow ClpP, ktorymi byly estry fenylowe. Na podstawie screeningu 137 000
syntetycznych zwiazkoéw odkryto szereg estrow fenylowych, ktére wykazywaty analogiczny
mechanizm dziatania jak opisywane powyzej f-laktony (Culp and Wright 2016).

W innych badaniach, przeprowadzonych przez Bijina i wsp. (2011), analizowano rosliny
nalezace do roznych rodzin Leguminosae, Malvaceae, Rutaceae, Graminae i Moringaceae pod katem
produkcji inhibitoréw proteaz. W Moringa oleifera, nalezacej do rodziny Moringaceae, odnotowano
wysoki poziom aktywnosci hamujgcej aktywno$¢ enzymatyczng proteaz. Moringa oleifera rosnie na
wiekszo$ci obszaréw tropikalnych i ma kilka przemystowych i farmakologicznych zastosowan.
W badaniach zaprezentowano, ze ekstrakt wyizolowany z dojrzatych lisci i nasion wykazywat
najwyzszy poziom inhibicji aktywnosci proteolitycznej wzgledem trypsyny. Dla tego inhibitora
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proteazy odnotowano réwniez wysokg zdolno$¢ do hamowania aktywno$ci wobec proteaz
serynowych, trombiny, elastazy, chymotrypsyny i cysteiny (Bijina i in. 2011).

W kolejnych badaniach wykazano, ze inhibitor proteazy bakteryjnej z Brucella spp., zwany
U-Omp19, moze stanowi¢ doskonaty sktadnik preparatu szczepionki przeciwko chorobom zakaznym.
Inhibitor U-Omp19 podawany doustnie z antygenem, poprzez hamowanie proteaz zotagdkowych oraz
jelitowych, wydtuza okres poéttrwania jednocze$nie podawanego antygenu w immunologicznych
miejscach indukcyjnych (Esteban i in. 2015).

Wiele opracowanych zwigzkow jest w stanie zahamowaé aktywno$¢ wspomnianej wczesniej
toksyny botulinowej, jednak zaden z tych inhibitorow nie przeszedt do badan klinicznych. W pracy
przedstawionej przez Bremera i wsp. (Bremer i in. 2015) wykazano, ze pochodne benzochinonu (BQ)
charakteryzuja si¢ aktywnoscia hamujaca proteazy. W badaniach kinetycznych zwiazki BQ dziataty
jako nieodwracalne inhibitory, ktore modyfikuja kowalencyjnie cysteing w pozycji 165 w sekwencji
toksyny. W celu zwigkszenia aktywno$ci BQ zastosowano badania obliczeniowe celem wskazania
takich modyfikacji BQ, ktére mogloby stabilizowa¢ wigzanie si¢ inhibitora poprzez dodatkowe
wigzanie si¢ z miejscami sgsiadujgcymi z cysteing. Na podstawie symulacji zaproponowano 2-amino-
N-aryloacetamid jako modyfikator zwickszajacy co najmniej 20-krotnie aktywno$¢ inhibitora.
W przeciwienstwie do samego BQ, jego modyfikowana wersja wykazala stabe nieodwracalne
hamowanie i na tej podstawie wysnuto wniosek, ze zwigzek modyfikowany dziatata jako inhibitor
nickowalencyjny. Najwazniejsze elementy tego badania obejmujg odkrycie modyfikowanych
zwigzkéw BQ jako nieodwracalnych inhibitorow toksyny oraz wskazaty kierunek racjonalnego
projektowania inhibitorow proteaz (Bremer i in. 2015).

2.5 Charakterystyka proteazy ZapA Proteus mirabilis

Zainteresowanie aktywnos$cig proteolityczng szczepow P. mirabilis pojawito sie juz w latach
90. ubiegtego wieku. Pierwsze badania prowadzone przez Seniora skupiaty si¢ jednak jedynie na
izolacji szczepow P. mirabilis z probek pochodzenia klinicznego i screeningu w kierunku aktywnosci
enzymatycznej pozwalajacej na degradacje przeciwcial IgA. Wstepne obserwacje pozwalaty wysnué
whnioski 0 roli aktywnosci proteolitycznej w uropatogenezie P. mirabilis. Degradacja przez szczepy
bakteryjne waznych elementéw systemu immunologicznego gospodarza pozwalata szczepom
proteolitycznym na efektywne ,,ukrywanie si¢” przed systemem odpornosciowym i w konsekwencji
umozliwiato kolonizacje drég moczowych. Z uwagi na fakt, ze proteazy P. mirabilis wskazywaly
optimum aktywnos$ci w pH 8, postulowano o synergistycznym efekcie pomiedzy nimi a ureaza.
Ureaza jest enzymem hydrolizujacym mocznik, co wywotuje podwyzszenie pH Srodowiska (Loomes
i in. 1990; Senior i in. 1991).

Kolejne eksperymenty pozwolily na lepsze scharakteryzowanie enzymow proteolitycznych
wydzielanych przez rdzne szczepy nalezace do rodzaju Proteus spp. Wykazano m.in., Zze enzymy te
sa podatne na obecnos¢ EDTA, silnego zwigzku chelatujacego jony metali, stad przypisano enzymy
produkowane przez Proteus spp. do grupy metaloproteaz. Dodatkowa, istotng obserwacjg byt fakt, ze
w wielu przypadkach aktywnos¢ proteolityczna byta cechg charakteryzujaca szczepy hodowane na
podtozach umozliwiajacych wzrost rozpelzly, za$ inhibicja wzrostu rozpelzlego wigzata sig
z inhibicja produkcji proteaz. Obserwacje te po raz kolejny sugerowalo istotng rolg proteaz
W kolonizacji drég moczowych przez szczepy wykazujace zdolno$¢ do wzrostu rozpetztego. Nalezy
tutaj wyjasni¢, ze wzrost rozpelzty P. mirabilis polega na cyklicznych przejsciach komoérek P.
mirabilis z klasycznej formy plywajacej w formg¢ wysoce wyspecjalizowana i zdolna do aktywnej
oraz efektywnej migracji po powierzchniach statych. Zdolnos¢ ta pozwala na zajmowanie kolejnych
obszarow $rodowiska, a w uktadzie moczowym na migracje w jego gtab. Dodatkowo, w omawianych
badaniach zaobserwowano, ze zewnatrzkomodrkowe proteazy wydzielane przez Proteus spp.
wystepowaé moga w postaci dwoch izoform, o masie czgsteczkowej w zakresie 46 do 53 kDa. Co
wigcej, badania kinetyki enzymow proteolitycznych zasugerowaty, ze komorki bakteryjne produkuja
rowniez dodatkowe proteazy zwiazane ze $ciana komorkowa (Senior 1999).

Doktadniejszych danych na temat proteaz produkowanych przez P. mirabilis dostarczyty
wyniki badan prowadzonych przez Wassifa i wsp. (1995). Zespot ten przeprowadzit szeroka analizg
funkcjonalna, biochemiczng i strukturalng proteazy, ktora zostata pozyska z zastosowaniem metody
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inzynierii komoérkowej (klonowanie DNA oraz produkcja biatka rekombinowanego).
Z wykorzystaniem otrzymanego enzymu wykazano, ze jego aktywnos$¢ stymulowana byla przez
dwuwarto$ciowe kationy (Ca?* > Mg®) i hamowana przez chelator tych kationéw. Jak
zaprezentowano, enzym wykazywat specyficzno$¢ substratowa zaréwno dla immunoglobuliny Al
(IgAl) 1 IgA2, jak réwniez IgG. Na podstawie analizy sekwencji aminokwaséw budujacych badane
biatko przedstawiono takze sekwencje genu, ktéry go kodowal. Gen ten okreslono jako zapA.
Komputerowe badania homologii ujawnity, ze metaloproteaza P. mirabilis nalezy do rodziny proteaz
serynowych i moze by¢ cze$cig operonu zawierajacego geny kodujace zalezny od ATP transporter
ABC. Analiza porownawcza sekwencji enzymu pokazata jego filogenetyczne podobienstwo do
proteaz syntetyzowanych przez takie gatunki bakteryjne jak Pseudomonas aeruginosa, Erwinia
chrysanthemi oraz Serratia marcescens (Wassif i in. 1995).

Badania prowadzone przez Walkera i wsp. (1999) stanowily rozwinigcie wczesniej
wspomnianych badan, ktére pozwolily na obserwacje, ze aktywno$¢ proteolityczna jest cecha
charakteryzujaca szczepy zdolne do wzrostu rozpelztego. Z wykorzystaniem konstruktu
opracowanego z zastosowaniem metod inzynierii komorkowej, ktory pozwalat na §ledzenie ekspresji
genu zapA w komorkach P. mirabilis, wykazali oni, ze biatko zapA jest w pelni wyrazone tylko
w komorkach wykazujacych zdolno$¢ do wzrostu rozpetztego. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja
zapA na pozywce agarowej jest skoordynowana zgodnie z cyklami réznicowania si¢ komorek, ich
migracja i konsolidacjg (okres, w ktérym komorki przybieraja forme niezdolnych do wzrostu
rozpelztego). Aktywnos¢ ZapA nie jest wymagana do réznicowania komorek, poniewaz szczepy
zawierajace delecj¢ genu zapA wytwarzaja kolonie takie jak szczepy typu dzikiego. Szczepy z delecja
genu zapA nie degraduja IgA i wykazuja zmniejszong przezywalno$é, w poréwnaniu ze Szczepem
dzikim, podczas infekcji w mysim modelu zakazen drog moczowych (Walker i in. 1999).

Jedne z pierwszych badan nad specyfika substratowa dziatania proteolitycznego ZapA
prowadzono z wykorzystaniem fluorescencyjnie znakowanych peptydow. Zasugerowaty one, ze rola
ZapA w patogenicznos$ci P. mirabilis nie wynika jedynie z hydrolizy IgA, ktora zniszczytaby wazny
element obrony gospodarza. Pokazano natomiast, ze enzym moze skutecznie degradowa¢ inne
bioaktywne czasteczki, takie jak defensyny lub strukturalne sktadniki komoérek gospodarza (Lebrun
i in. 2001).

Dalsze badania nad specyfika substratowg proteazy ZapA podjete przez Belasa i wsp. (2004),
ujawnity, ze wiele innych biatek znajdujacych sie w drogach moczowych stanowi¢ moze substrat
proteolizy ZapA. Do takich biatek zaliczy¢ mozna elementy dopetniacza (Clq i C3), macierzy
komorkowej (kolagen, fibronektyna i laminina) oraz bialka cytoszkieletowe (aktyna i tubulina).
Dodatkowo wykazano, ze peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ludzka -defensyna 1 (hBD1) i LL-37)
sa tatwo degradowane przez enzym. W wyniku proteolizy bialka hBD1 powstawalo ok. szes¢
peptydéw, podczas gdy w wyniku proteoliza LL-37 powstawato co najmniej dziewie¢ produktow.
Doktadne analizy pokazaty, ze ZapA nie preferuje zadnego wyraznego wigzania peptydowego.
Wyniki opisanych powyzej badan po raz pierwszy pokazaty szerokie spektrum substratowe jakim
dysponuje proteaza ZapA, dodatkowo wzmacniajac hipoteze o roli tego biatka w patogenezie P.
mirabilis (Belas i in. 2004).

2.6 Inhibitory proteazy ZapA

Pierwsze proby opracowania skutecznych inhibitoréw proteazy ZapA podejmowane byty od
2011 roku przez zespét Carsona i wsp. (2012). W swoich badaniach przedstawili oni wyniki
kompleksowego profilowania inhibitorow metaloproteazy ZapA z uzyciem biblioteki 160 zwigzkéw
opartych na dipeptydach N-alfa merkaptoamidowych. Z analizowanej biblioteki wyselekcjonowano
sze$¢ zwigzkow, ktore wykazywaty najsilniejszy efekt wzgledem enzymu. Wyniki badan wykazaty,
ze analizowane inhibitory mogg by¢ zdolne do ochrona bialek gospodarza przed ZapA podczas
kolonizacji i infekcji (Carson i in. 2011).

W kolejnych badaniach, bedacych bezposrednig kontynuacja powyzej opisanych analiz,
przedstawiono natomiast proces projektowania, syntezy i charakterystyke Kilku inhibitorow, ktore
oparte byly na dwoch inhibitorach macierzystych z oryginalnej biblioteki. Powstate pochodne
zawieraly odpowiednio podstawiong fenyloalaning co pozwalalo na wykorzystanie reakcji
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podstawienia pierscienia aromatycznego celem osiggnigcia wydajnej aktywnosci hamujacej dziatanie
enzymu. Zastosowano takze cykloheksylo-L-alaning by umozliwi¢ odlaczenie pier§cienia
aromatycznego od struktury inhibitora.Wyniki eksperymentow pozwolily na lepsza charakterystyke
centrum aktywnego ZapA i stanowity istotny krok w kierunku mozliwo$ci opracowania inhibitorow
proteazy ZapA o szerokim spektrum dziatania (Comparison i in. 2012).

3. Podsumowanie

Bakteryjne enzymy proteolityczne w wielu przypadkach stanowia wazny czynnik wirulencji.
Efekt ten wynika w duzej mierze z degradacji biatek systemu immunologicznego, jednak szeroki
zakres substratow, ktore sa degradowane przez te enzymy powoduje, ze rowniez inne biatka moga
by¢ celem ich aktywnosci. Aktywno$¢ proteolityczna ulatwia bakteriom patogennym kolonizacje
organizmu gospodarza i szybkie rozprzestrzenianie si¢ infekcji. W przypadku szczepow P. mirabilis
wykazano istotng rol¢ proteazy ZapA w patogenezie zakazen uktadu moczowego. Rola ta nie wynika
jedynie z degradacji biatek produkowanych przez gospodarza (zardwno bialek uktadu
odpornosciowego jak i biatek strukturalnych). Rola proteazy ZapA w patogenezie P. mirabilis
W wyrazny sposob wynika z efektu sprzezenia syntezy proteazy ZapA z innymi czynnikami
wirulencji. Poprzez $cista koregulacje ekspresji takich czynnikow wirulencji jak ureaza, wzrost
rozpelzty oraz aktywno$¢ proteolityczna, bakteria ta wyksztalcita bardzo ciekawy ,,globalny”
mechanizm wirulencji. Przeglad literatury pokazuje, ze dotychczasowe badania pozwolily
stosunkowo dobrze pozna¢ i scharakteryzowaé struktur¢ oraz mechanizm dziatania enzymu ZapA,
cho¢ nie jest wykluczone, ze wiele aspektow funkcjonowania biatka nie zostato dotychczas odkryte.
Dodatkowo pierwsze proby syntezy zwiazkoéw hamujacych aktywnos$¢ enzymatyczna ZapA wskazaty
potencjalne mozliwosci w zakresie projektowania zwigzkoéw terapeutycznych skierowanych
wzgledem metaloproteazy syntetyzowanej przez P. mirabilis. W $wietle narastajacej lekoopornosci
tego gatunku niezbgdne jest projektowanie nowych terapeutykow, a ukierunkowanie ich dziatania
wzgledem tak istotnego czynnika wirulencji jakim jest proteaza ZapA wydaje si¢ by¢ obiecujaca
strategig.
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Streszczenie

Bakterie kwasu mlekowego odgrywaja wazng rol¢ w historii zdrowia ludzkiego, a takze
W przetwarzaniu zywno§ci i pasz. Nawet jesli bakterie kwasu mlekowego sa tylko niewielka czgscia
autochtonicznej mikroflory ro$linnej, stanowia one najwazniejsze mikroorganizmy zdolne do
wykonywania istotnych zmian prozdrowotnych w wlasciwosciach zywnosci roslinnej. Powoduje ona
zmiany zaréwno w profilu, jak i rodzajach zwiazkow bioaktywnych. Ze wzglgdu na réznorodnosé
sktadnikéw chemicznych roslin i mozliwe drogi biokonwersji, fermentacja roslin jest jak przenikajace
si¢ migdzy soba szlaki metaboliczne podejmowane przez te bakterie. Roznorodne preferencje
metaboliczne obejmuja kilka drugorzgdowych metabolitow roslinnych (np. zwiazki fenolowe).
Sukces tych profili metabolicznych jest zawdzigczany adaptacyjnym umiej¢tnosciom przetrwania
bakterii kwasu mlekowego. Zespot roznych podejs¢ wspotdziatajacych ze sobg odkrywa specyficzne
cechy bakterii kwasu mlekowego przystosowujace sie¢ do roslin, ktore pozwalajg na optymalne
projektowanie strategii fermentacji dla docelowych surowych matryc.

1. Wstep

Fermentacje moga prowadzi¢ do znaczacych zmian w cechach prozdrowotnych dla
zywnosci roslinnej. Najbardziej rozpowszechniona jest fermentacja kwasu mlekowego. Obecnie nie
jest to starozytna metoda konserwacji zywnosci, ale dobrze zaprojektowana biotechnologia produkcji
zywnosci funkcjonalnej. Zalezno$¢ ,,fermentowana zywnos¢ roslinna a zdrowie cztowieka” jest tatwa
do wyobrazenia ze wzgledu na nieodiaczny sktad chemiczny surowych matryc roslinnych oraz
metaboliczng 1 funkcjonalng wszechstronno§¢ bakterii kwasu mlekowego (LAB). Rosliny sa
doskonalym zrédlem sktadnikéw prozdrowotnych (np. witamin, mineraléw, antyoksydantow,
zwigzkoéw fenolowych i blonnika pokarmowego). Zawieraja one rOwniez rézne poziomy czynnikow
antyzywieniowych (np. szczawian, proteaza, inhibitory o-amylazy, lektyny, garbniki, kwas
fitynowy). Takie nieodlaczne rezerwuary ro$lin umozliwiaja wytworzenie u bakterii kwasu
mlekowego réznorodnych szlakéw metabolicznych, ktére sktadajg si¢ na ztozony labirynt. Kazdy
szlak metaboliczny roslin obejmuje specyficzne enzymy bakteryjne dla wybranych substratow.
Zdolno$¢ bakterii do podazania $ciezkami metabolicznymi jest specyficzna dla danego gatunku lub
szczepu i zalezy od ich profilu enzymatycznego.

Korzystajac z wlasnych szlakow metabolizmu bakterie kwasu mlekowego, z sukcesem
przystosowaly si¢ do srodowiska roslinnego, w wyniku czego fermentowane pokarmy ro$linne
wzbogacone sa w wysoko przyswajalne zwigzki bioaktywne i/ lub ze stabymi ilo$ciami czynnikow
antyodzywczych. Przeglad ten podkresli, w jaki sposob LAB moze skutecznie napgdzac¢ fermentacje
ro$lin w kierunku produktow funkcjonalnych o wilasciwosciach prozdrowotnych oraz przyblizy
$ciezki metaboliczne lezace u podstaw roli bakterii w procesie biotechnologicznym. Pomimo
mnogosci szlakow metabolicznych, ktore moga potencjalnie wptywac na prozdrowotne wtasciwosci
pokarmoéw roslinnych, tylko najbardziej innowacyjne i istotne wyniki zostang poglebione.
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2. Przeglad literatury

2.1 Bakterie kwasu mlekowego charakterystyczne dla srodowisk ros§linnych

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) i ludzie majg dluga i skomplikowang histori¢. Dobrze
znane s3 pierwsze odnotowane w starozytnosci procesy fermentacji zywnosci, ktore przyczynity si¢
do zachowania i poprawy jako$ci surowych substratdéw roslinnych, miesnych i mlecznych.
Najprawdopodobniej przej$cie od mysliwych-zbieraczy do rolniczego stylu zycia, okoto 10.000 lat
temu, przyczynito si¢ do dalszego rozwoju fermentowanej zywnosci, ktore sa obecnie praktykowane
na calym $wiecie na skale przemystowa. Wszystkie mikrosrodowiska zwigzane z ro§linami zawieraja
wiele pozytecznych i chorobotworczych drobnoustrojow, ktore maja kluczowe znaczenie dla
odzywiania roslin, stanu zdrowia i obrony. Pomimo niezmierzonego arsenatu drobnoustrojow, kazda
roélina posiada charakterystyczna mikrobiote, gdzie LAB reprezentuje tylko niewielka czes¢ (2-4 log
cfu g-1). Gatunki heterofermentacyjne i homofermentacyjne, nalezace do rodzajow Lactobacillus
Leuconostoc, Weissella, Pediococcus, Enterococcus, to gatunki najczesciej identyfikowane jako
epifity w obregbie mikrobioty, w zaleznosci od gatunku rosliny (Di Cagno et al. 2013). Pomimo tej
roznorodnos$ci, najczeSciej spotykanymi gatunkami sg Weissella cibaria/confusa, a zwlaszcza
Lactobacillus plantarum. Chociaz doniesienia na temat populacji endofitow LAB sa stosunkowo
rzadkie, postgp w zakresie interakcji migdzy ro§linami i mikroorganizmami uwydatnit ich znaczenie
jako nowej klasy mikrobow stymulujacych wzrost roslin. Dotychczas Lb. plantarum bylo jedyna
endofityczng bakteria kwasu mlekowego zidentyfikowang w catym cyklu zycia roslin oregano
i pszenicy. Do produkcji fermentowanej zywnos$ci pochodzenia ro§linnego, posiadajacej wiasciwosci
prozdrowotne, kultury starterowe musza by¢ wyposazone w dedykowane portfolio enzymow, ktore
umozliwiajg im skuteczne podazanie tymi §ciezkami metabolicznymi. Zazwyczaj nalezy je wybierac
sposrod gatunkéw LAB, ktore dominujg gtownie w spontanicznej fermentacji ro$lin, takich jak
Leuconostoc spp., Lb. pentosus Lb. plantarum, i W. cibaria. Zdolno$¢ do adaptacji do wewngtrznych
cech surowych matryc roslinnych oraz do stabilnego przetrwania jako endofity na wszystkich etapach
fenologicznych roslin, stanowia dodatkowe kryteria wyboru solidnych kandydatéw LAB do tych
procesow. Wsrdd bakterii kwasu mlekowego pojawiala si¢ grupa fruktofilnych bakterii (FLAB) ktore
stanowia nowe potencjalne zrodlo cech funkcjonalnych. Fruktofilne bakterie kwasu mlekowego to
nowa specjalna grupa LAB, ktéra zamiast glukozy preferuje fruktoze jako gtowne Zrodlo wegla.
Bakterie te zostaly wyizolowane gtéwnie z nisz bogatych w fruktoze takich jak owoce, nektar
i kwiaty, a takze produkty fermentowane z owocow o wysokim stezeniu cukréw np. durian. Grupa
FLAB licznie zasiedla przewody pokarmowe owadow spozywajacych nektar, pszczot, trzmieli czy
tropikalnych mréwek i muszek (Endo et al. 2009). Fermentacja substratow ro$linnych zalezy od
zdolnosci LAB do szybkiej adaptacji i metabolizowania dostgpnych sktadnikow odzywczych.
Adaptacja do ekosystemow warzywnych i owocowych jest specyficzna dla gatunku i szczepdw,
a takze znacznie zréznicowana w zaleznosci od niszy rosliny. Wynika to z ré6znorodnosci §rodowisk
roslinnych oraz z wystgpowania nieodlgcznych parametréw chemicznych i fizycznych, takich jak
wystepowanie czynnikow hamujacych (np. fenoli), braku weglowodanoéw ulegajacych fermentacii,
indukcji stresu osmotycznego i srodowiska kwasnego, ktoére moga prowadzi¢ do trudnych warunkdéw
dla rozwoju bakterii. Znaczenie reakcji adaptacyjnych, jak rowniez aktywacja specyficznych szlakow
metabolicznych, ktore wplywaja na cechy sensoryczne, odzywcze i funkcjonalne sfermentowanych
matryc roslinnych, pobudzily szeroko zakrojone badania. Strategie adaptacyjnego wzrostu
i przetrwania LAB podczas fermentacji ro$lin, z naciskiem na Lb. plantarum, zostaty ostatnio zbadane
poprzez panel roznych podejs¢ interakcyjnych, w tym metabolomicznych, i profilowania
transkryptomicznego. W szczeg6lnosci, zbiér transkrypcyjnych zestawdw danych zostat
wygenerowany w biologicznie istotnych warunkach odtwarzajacych nisze roslinne. Okreslono
specyficzne cechy LAB do adaptacji do ro$lin, co pozwala na optymalne projektowanie strategii
fermentacji dla docelowych surowych matryc. Adaptacja LAB jest w gtownej mierze wynikiem
obnizonej regulacji genéw centralnego metabolizmu, indukcji alternatywnego transportu
i metabolizmu substratéw, stymulacji specyficznych odpowiedzi funkcjonalnie zwigzanych
z nieodtagcznymi cechami materialdw roslinnych oraz, w mniejszym stopniu, ekspresji genow ogolnej
odpowiedzi na stres. Specyficzne dla gatunku lub szczepu cechy metaboliczne LAB, w synergii
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z aktywnoscig enzymow roslinnych, mogg poprawi¢ biodostepnos¢ i bioaktywno$¢ fitochemikaliow,
jak réwniez moga prowadzi¢ do znacznego wzrostu funkcjonalnych metabolitow drobnoustrojéw
0 korzystnym wplywie dla zdrowia ludzkiego (Rein et al. 2013).

2.2 Wplyw mikroorganizméw na matryce roslinng

Wzrost gestosci sktadnikéw odzywezych w wyniku fermentacji mlekowej wynika glownie
ze spadku zawartosci cukru. Katabolizm disacharydéw takich jak sacharoza czy laktoza byt szeroko
badany dla wielu gatunkow LAB. Sacharoza jest jednym z gléwnych oligosacharydéw w owocach.
Co ciekawe, w przypadku krotkotrwatych procesow fermentacji, tj. 17-24 h, w warunkach kwasnych
stezenie cukru zasadniczo spada w trakcie dlugotrwalego przechowywania w warunkach
chlodniczych. Mozna by przypuszczaé ze zuzycie cukru w trakcie przechowywania jest zwigzane
z zapotrzebowaniem na energie, sacharoza, glukoza czy fruktoza sg catkowicie zuzywane podczas
dlugotrwatej fermentacji kapusty. Szeroka gama zwigzkow chemicznych obejmuje kilka wtornych
metabolitow roslinnych. Ostatnio badano metabolizm ginsenozydow podczas fermentacji ekstraktu
Z zen-szenia przy uzyciu Lb. plantarum. Mieszanina racemiczna produktéw powstata w wyniku
deglikozylacji lub odwodnienia ginsenozydow Rd, Rb1, i Re w pozycji C-20. Metabolity bakteryjne
z ginsenozydow, ktore sg syntetyzowane przez mikroby jelitowe poprzez hydrolize ugrupowan
glikozylowych w C-3 i C-20, sa prawdopodobnie glownymi sktadnikami odpowiedzialnymi za
aktywno$¢ farmakologiczng zen-szenia (Bai et al. 2015). Dysbioza jelit prawdopodobnie pogarsza
metabolizm jelitowy i wchianianie ginsenozydow. Tak wigc fermentacja kwasu mlekowego zen-
szenia pozwala na kontrolowang biokonwersje ginsenozydéw do bardziej biodostepnych
i bioaktywnych metabolitow.

Fermentacja przyczynia si¢ rowniez do zwickszenia zawartosci biatka, peptydow
i aminokwasow w zywnosci z ro$lin strgczkowych. Prowadzi to do mozliwo$ci wykorzystania
sfermentowanych produktéw roslinnych jako alternatywnego i bardziej zrownowazonego Zzrodla
biatka w stosunku do biatek zwierzgcych. Co wigcej uzyskano takze wzbogacenie w sprz¢zony kwas
linolowy w kilku substratach roslinnych (np. orzechy oraz oleje rycynowy i stonecznikowy)
sfermentowanych przez Lb. plantarum, ktory posiada aktywno$¢ izomerazy linolowej (Hosseini et al.
2015). Rodzaj Lactobacillus nawadnia roéwniez wielonienasycone kwasy tluszczowe do
hydroksylowych kwasoéw thuszczowych poprzez hydratazy kwasow thuszczowych. Konwersja
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych przez bakterie kwasu mlekowego prawdopodobnie wigze
si¢ z homeostazg btonowa, ale prowadzi rowniez do powstawania kwasoéw posrednich (hydroksy-
thuszczowych i sprzgzonych kwaséw tluszczowych) o uznanej aktywnosci immunomodulacyjnej
i przeciwutleniajacej u ludzi. Ostatnie prace koncentrowaly si¢ na akumulacji aminokwasow
i peptydow o dziataniu funkcjonalnym. Kilka sfermentowanych substratow ro$linnych, takich jak
owoce daktylowe i kladody kaktusowe, wzbogacono w kwas y-aminomastowy (GABA), aminokwas
nieproteinowy o dobrze znanych funkcjach fizjologicznych u ludzi (Garcia et al. 2013). Identyfikacja
bioaktywnych peptydow pochodzacych z bialek zywnosci pochodzenia roslinnego wynika
Z rosngcego zainteresowania Srodowiska naukowego i opinii publicznej zywnoscia roslinng. Chociaz
glownym celem badan sg zazwyczaj zboza i roSliny strgczkowe, bioaktywne peptydy uwalniane
W procesie fermentacji lub hydrolizy enzymatycznej pochodzity réwniez z innych matryc roslinnych.
LAB sa mikroorganizmami najbardziej przydatnymi w wzbogacaniu bioaktywnych peptydow, a ich
potencjal jest stale badany.

Uwaza sie, ze poliole (np. ksylitol, erytrytol, mannitol) majg szereg dziatan prozdrowotnych
(np. maja obnizona wartos¢ kaloryczng, maja niski indeks glikemiczny, sa niskoinsulinowe,
antykardiogenne i prebiotyczne) (Monedero et al. 2010). Fermentacyjny metabolizm LAB,
polegajacy na utrzymaniu Scistej rownowagi redoks, sprawia, ze sg to wydajne fabryki komérkowe
do syntezy polioli, poniewaz ta ostatnia S$ciezka pozwala réwniez na utlenianie NADH
nagromadzonego podczas katabolizmu cukréw (Monedero et al. 2010). Redukcja prekursoréw aldozy
do polioli jest Sciezkg powszechnie stosowang przez heterofermentacyjne LAB zwigzane z ro$linami.

Metabolizm zwigzkdéw fenolowych przez bakterie kwasu mlekowego jest stale badany. Co
ciekawe, wérod LAB, Lb. plantarum cieszy si¢ duzym zainteresowaniem, poniewaz posiada enzymy
prowadzace do produkcji zwigzkéw o wysokiej wartosci dodanej, takich jak silne przeciwutleniacze
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(hydroksyrosol i pyrogallol) lub dodatki do zywnos$ci dopuszczone jako $rodki aromatyzujace (4-
winylofenol i 4-winylo-gwajakol) (Rodriguez et al. 2009). Metabolizm zwigzkéw fenolowych
wykazano u bakterii kwasu mlekowego podczas fermentacji kilku matryc ro$linnych takich jak
brokuty, z6tta soczewica, nasiona stonecznika, kaktus, wisnie i wiele innych (Fritsch et al. 2016).
Adaptacja i metabolizm fenoli byly badane gléwnie pod katem Lb. plantarum. Ostatnio uwage
zwrocono na Weissella spp. i Leuconostoc mesenteroides. W zalezno$ci od struktury chemicznej
i stgzenia fenoli, wzrost bakterii i ich zywotno$¢ sa roznie ksztaltowane. Niskie stezenia fenoli
wywieraja stymulujacy wptyw na wzrost LAB. Z drugiej strony, wysokie stezenia negatywnie
wplywaja na integralno$¢ Sciany komorkowej i1 blony komorkowej, rozpraszaja gradient pH
i opdzniaja metabolizm weglowodandow przez bakterie kwasu mlekowego (Filannino et al. 2014).
Dlatego tez tolerancja na wysokie stezenia fenoli jest niezb¢dna do uzyskania optymalnego wzrostu
drobnoustrojow w podiozach szczegolnie bogatych w te zwiazki. Najczesciej wystepujace gatunki
LAB w surowych matrycach ro$linnych, takie jak Lb. plantarum, Lb. fermentum, Weissella spp., Lb.
curvatus Lb. brevis, L. mesenteroides, rowniez okazaly si¢ najbardziej tolerancyjne na wysokie
poziomy zwigzkow fenolowych (Sanchez-Maldonado et al. 2011) (Reveréon et al. 2012).
Fizjologiczne znaczenie metabolizmu fenoli przez bakterie kwasu mlekowego zostato wyjasnione
glownie jako skuteczny mechanizm detoksykacji tych zwiazkow. Istotnie, metabolity konwersji
kwasow fenolowych wykazuja mniejsza aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowa w poréownaniu z ich
prekursorami. Niemniej jednak, hipoteza, ze metabolizm zwigzkow fenolowych przez LAB moze
réwniez odgrywac rolg¢ w zachowaniu komorkowej rownowagi energetycznej, zyskuje coraz wigksza
akceptacj¢. Najnowsze badania wskazuja, ze LAB wykorzystuje kwasy hydroksycynamonowe jako
zewngtrzne akceptory elektrondw, umozliwiajac recykling kofaktora i uzyskanie dodatkowej energii
metabolicznej w celu przeciwdziatania stresujacym warunkom generowanym przez zwiazki fenolowe
(Filannino et al. 2016). Zgodnie z hipoteza o roli w zachowaniu réwnowagi energetycznej, ekspresja
i organizacja gendw zaangazowanych w metabolizm kwasow galusowych lezy u podstaw
chemiosmotycznego mechanizmu wytwarzania energii u Lb. plantarum (Reveron et al. 2015).
Z jednej strony, metabolizm zwigzkéw fenolowych podczas fermentacji roslin ma znaczenie
fizjologiczne dla LAB, ale z drugiej strony, koficowe produkty przemiany materii moga réwniez
przynies¢ korzysci dla zdrowia ludzkiego. Coraz czgséciej uznaje si¢, ze wptyw fenoli na zdrowie jest
silnie uzalezniony od konwersji drobnoustrojow. Konwersja mikrobiologiczna zwigzkéw fenolowych
moze zachodzi¢ zarowno in situ, po uszkodzeniu tkanki roslinnej lub podczas fermentacji roslin, jak
i przez ludzka mikroflorg jelitows po spozyciu (Tomas-Barberan et al. 2016). Podczas fermentacji
ro$lin fenole sa przeksztalcane w biologicznie aktywne metabolity poprzez hydrolaze glikozylowa,
dekarboksylaze i reduktaze kwasu fenolowego oraz aktywnos¢ esterazy.

Aktywnos$¢ esterazy kwasu ferulowego byla szczegélnie poszukiwana u bakterii
probiotycznych. Aktywnos$¢ ta zwicksza zawarto$¢ wolnych przyswajalnych kwasow fenolowych,
ale takze zwigzanych kwasow fenolowych uwalnianych z widkien (Scalbert et al. 2005). Jednak
wzrost biodostgpnosci moze by¢ rownowazony przez aktywnos¢ dekarboksylazy kwasu fenolowego,
réowniez obecnego w LAB. Kwasy fenolowe stanowig prawie jedna trzecig fenoli zywieniowych.
Wystepuja one albo w postaci rozpuszczalnej w cytoplazmie, albo sa kowalencyjnie zwigzane ze
sciang komoérkowa rosliny. Wolne kwasy hydroksybenzoesowy i hydroksycynamonowy moga by¢
dekarboksylowane do odpowiednich pochodnych fenolu lub winylu (Campanella et al. 2017). LAB
wykazujg rowniez niezdefiniowang indukowang aktywno$¢ reduktazy kwasu fenolowego, zdolng do
uwodornienia podwdjnego wigzania kwaséw hydroksycynamonowych i ich pochodnych
winylowych. W zalezno$ci od substratu fermentacyjnego, metabolizm zwigzkow fenolowych moze
przej$¢ od dekarboksylazy do aktywnosci reduktazy. W rzeczywisto$ci metabolizm zwigzkow
fenolowych jest uzalezniony od skladu i wewnetrznych czynnikow wplywajacych na owoce
i warzywa, a zatem informacje pochodzace z laboratoryjnych $rodowisk nie moga by¢ w petni
przeniesione do fermentacji zywnosci (Rodriguez et al. 2009). Biorac pod uwage to ograniczenie,
szczegotowa charakterystyke konwersji kwaséw fenolowych w warunkach zblizonych do roslinnych
przeprowadzono podczas fermentacji soku wisniowego i przecieru z brokutow. Pochodne kwasu
fenolowego wykazujg ogolnie wickszg aktywno$¢ biologiczng niz ich prekursory. Na przyktad
wykazano, ze katechole alkilowe (np. 4-winylkatechol i 4-etylo-katechol) sg efektywnymi
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naturalnymi wspotczynnikami aktywacji szlaku obrony komoérkowej Nrf2, gléwnego regulatora
obrony przed utleniaczem w komorkach ssakow (Senger et al. 2016).

Pomimo cennego sktadu odzywczego macierze roslinne moga zawiera¢ zwiazki o dziataniu
przeciwodzywczym. Wsrod nich kwasy fitynowy i szczawiowy, saponiny, lektyny, alkaloidy i inne
zwigzki chemiczne moga zmniejszaé strawno$¢ owocow i warzyw lub moga wywiera¢ niekorzystny
wplyw na odzywianie, prowadzac roéwniez do niektorych stanow chorobowych. Zawarto$§¢
sktadnikéw odzywczych i substancji fitochemicznych w owocach i warzywach zalezy od odmiany,
praktyk rolniczych i etapu dojrzewania. Warto réwniez wspomnie¢ o toksycznych aminach
biogennych, ktéore moga gromadzi¢ si¢ w wysokich stezeniach w fermentowanej zywnosci ze
wzgledu na aktywno$¢ drobnoustrojow. Zastosowanie LAB o obnizonej aktywnosci aminowej jako
kultury startowej w fermentowanych owocach i warzywach moze znacznie zmniejszy¢
nagromadzenie amin biogennych.

3. Podsumowanie

Spozycie materialow roslinnych, czy to owocow, warzyw, lisci, todyg, moze zapobiec
chorobom przewlektym, takim jak zespot metaboliczny. Korzysci te wynikaja z obecnosci wiokien
i mikroelementow, takich jak witaminy, mineraty, ale takze substancje fitochemiczne. Fermentacja
mlekowa modyfikuje sktad fermentowanych materiatow, a dzigki metabolicznemu dziataniu
drobnoustrojéw moze poprawi¢ korzystne dla zdrowia wlasciwosci zywnosci. Poprawa wiasciwosci
funkcjonalnych zywnos$ci poprzez fermentacj¢ mlekowa wynika z kilku mechanizméw: eliminacji
czynnikdw antyzywieniowych, produkcji metabolitdw o pozytywnym dziataniu (bioaktywne
peptydy, egzopolisacharydy), poprawy biodostepnosci poprzez hydrolize polimerow (estry zwiazkow
fenolowych), zwiekszenia zawartosci witamin, sktadnikéw mineralnych i fenolowych, co prowadzi
do zwickszenia zdolnosci antyoksydacyjnej produktu oraz ewentualnego wptywu na florg jelitowa
i wchianianie zwiazkow bioaktywnych przez jelita (Juvonen et al. 2015). Natura zapewnia ludzkosci
duza rdéznorodno$¢ macierzy ro$linnych, ktore sa doskonalym zrodlem wielu zwigzkow
prozdrowotnych, a jednocze$nie sa siedliskiem wielu drobnoustrojow. Projektowanie
sfermentowanych pokarmow roslinnych obejmuje z uzyciem bakterii kwasu mlekowego, ktore sa
niezbednymi czynnikami nape¢dzajacymi biokonwersje naturalnych zwigzkow roslinnych poprzez
rozne szlaki metaboliczne i funkcjonalne. Nie wszystkie szczepy sa wyposazone w optymalne profile
enzymatyczne czy cechy metaboliczne. Z jednej strony rosliny kryja w sobie ogromny potencjat
genetyczny cennych, ale dotychczas nieodkrytych szczepéw LAB. Duza cze$¢ przysztych wysitkow
powinna koncentrowaé si¢ na poszukiwaniu odmian dostosowanych do réznych wewnetrznych
i zewnetrznych warunkow srodowiskowych roslin, ktore powinny wykorzystac¢ potencjat fermentacji
ro§lin.
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Abstract

Process of protein phosphorylation represents one of the most abundant post-translational
modifications. Due to its reversibility and multifunctionality, it has evolved as main regulatory
mechanism in many signal transduction pathways. Attachment or removal of a phosphate group acts
as a molecular switch, regulating the activity and/or subcellular location of the protein by altering its
structural properties, stability and dynamics, which allows signal transduction in response to
extracellular stimuli. The physicochemical effects of phosphorylation of proteins are very diverse;
therefore, it is not possible to determine one general mechanism describing the effect of this
modification on protein function. Here, we present the recent knowledge about the implication of
phosphorylation on protein structure and function.

1. Introduction

Eukaryotic cells constantly receive stimuli from their environment, to which they must
respond in a sufficiently fast, effective and specific manner. The diversity of receptors, ion channels
and molecular transporters in mammalian cells and tissues underlines the sophistication of signal
transduction systems which allow cells for communication and receiving information from their
environment. The precision of metabolism regulation in response to external stimuli is determined by
the complexity of the cellular proteome. Proteome represents an extremely complex regulation
network that requires constant modifications to meet the metabolic needs of the cell. One of the key
factors affecting the complexity of cellular proteome, and at the same time the main mechanism
involved in signal transduction pathways, are changes in protein post-translational modification
pattern. Post-translational modifications provide a fast and energetically beneficial way to regulate
protein activity, their stability and subcellular location (Olsen et al. 2006). One of the most abundant
and the best-studied post-translational modifications of proteins is phosphorylation. Due to its
specificity, multifunctionality and reversibility, as well as availability of ATP as a phosphate group
donor, this modification has evolved as the most ubiquitous mechanism for regulating cellular
metabolism. Phosphoproteomic analyses have shown that over 2/3 of the 21,000 proteins encoded in
the human genome are phosphorylated, and it is likely that over 90% of human proteins undergo this
post-translational modification (Ardito et al. 2017, Olsen et al. 2006). The ubiquity and specificity of
phosphorylation are associated with a huge number of genes (>500) encoding kinases, which is almost
2% of genes encoding proteins in humans (Manning et al. 2002). The number of genes for
phosphatases is almost 10x lower. The problem of protein phosphorylation, despite being the subject
of interest of numerous research groups for over 100 years, still holds many secrets, and our
understanding of the role of phosphorylation in signaling networks is in its infancy.

The phosphorylation reaction occurs due to the activity of protein kinases and involves the
attachment of a phosphate group (-POa) to the polar side chain of various amino acids. Over 1/3 of
protein phosphorylation reactions occur on serine, threonine and tyrosine residues (O-
phosphorylation). In eukaryotic organisms, serine residues (86.4%), followed by threonine (11.8%),
are phosphorylated most frequently, whereas only 1.8% of tyrosine residues are phosphorylated
(Olsen et al. 2006). Phosphorylation of tyrosine is relatively rare compared to other post-translational
modifications; it is typical of the epidermal growth factor receptors (EGFR) family that contain a
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domain called tyrosine kinase domain. From the chemical point of view, it is also possible to
phosphorylate six other amino acids, namely histidine, aspartic acid, glutamic acid, arginine, lysine
(N-phosphorylation) and cysteine (S-phosphorylation), however, these modifications are less stable
than phosphorylation of serine, threonine and tyrosine residues. Phosphorylation of histidine, lysine
and arginine residues may have been important under prebiotic conditions, as it allows generation
"high energy" phosphoramidate bonds. Arginine phosphate represents an energy storage compound
in plants. Phosphohistidine, in turn, acts as a key player in a large number of prokaryotic two-
component signaling systems (Hunter 2012). The specificity of protein phosphorylation depends on
many factors, including the phosphorylated residue itself (serine, threoning, tyrosine), the surrounding
primary sequence, and the conformation of the phosphorylated motif (Schwartz 2011). While most
phosphocomplexes in humans contain only a few phosphorylation sites, in some proteins more than
half of the serine, threonine and tyrosine residues are phosphorylated (Nishi et al. 2011).
Phosphorylation may occur in both well-ordered and disordered regions of proteins. Disordered
regions usually participate in protein-protein interactions (e.g., in the formation of protein complexes),
and contain much more phosphorylation sites (mainly serine and threonine residues) than well-
structured regions. Well-structured regions are usually responsible for catalytic, structural and
conformational interactions and are rich in tyrosine residues (Collins et al. 2008, lakoucheva et al.
2004).

2.  Why phosphorylation?

The specific properties of the phosphate group make this modification a good tool for the
regulation of key biological cell functions. Phosphates are salts of phosphoric acid with three distinct
ionization states (pKa 2.15, 7.20 and 12.33). At physiological pH, the phosphate groups are usually
dianionic, which is a property not found in any naturally occurring amino acid. Protein
phosphorylation is chemically stable under physiological conditions, which allows reliable control of
protein activity. The stability of the phosphate monoester bonds results from the fact that the ionized
phosphate group presumably repels anionic nucleophiles (Westheimer 1987). What is more, an
enzymatic dephosphorylation of phosphoproteins can be quite easy - 17 orders of magnitude faster
than non-enzymatic hydrolysis (Lad et al. 2003). This enables precise enzymatic regulation of the
protein phosphorylation level. Thus, a single phosphate group is an ideal molecular "switch" that
affects extremely complex signaling networks through flexible, rapid, transient phosphorylation
reactions that drive the formation and reorganization of dynamic protein-protein interaction networks.

Protein phosphorylation is also beneficial from an energetic point of view. The energetics of
phosphorylation are well balanced due to the fact that the phosphodiester bond energy is similar to
the energy of B-y anhydride bond in ATP. Indeed, the equilibrium constant for the reaction: protein
kinase + ATP-> P-protein + ADP is from 2 to 50, and numerous protein phosphatases can quickly
dephosphorylate phosphoprotein in the presence of ADP, generating ATP. Thus, in the cell the
phosphorylation depends on a high ATP/ADP ratio that prevents reverse reaction (Hunter 2012).
Another factor that makes phosphorylation evolutionarily preferred is the fact that ATP is very
abundant in the cell and present at high concentrations in the cytoplasm. The amount of ATP in cells
is usually in the range of 1 and 4 mM, but can be very diverse and reach even up to 12mM. The source
of the phosphate group is therefore readily available, and the phosphate transfer reaction is
thermodynamically favorable.

In addition to phosphorus, several other elements neighboring in the periodic table are also
able to form polyoxyanions, and thus potentially could be an alternative to the phosphate group in the
post-translational modification of proteins. The most prominent example is sulfur, which in form of
sulphate esters can be present in numerous biological molecules, e.g. in the sulfonated tyrosine of
secretory proteins. However, the energy of the sulfonation reaction is not as favorable as in the case
of phosphorylation; moreover, sulfonated compounds are chemically unstable. Like sulfur, also
silicon creates unstable esters in aqueous solutions. From a chemical point of view, arsenate is the
most preferred alternative to phosphate. Arsenic, like phosphorus, belongs to group 15. Arsenate (V)
AsQ4* can form esters and its pKa values (2.1, 6.9 and 11.5) are similar to phosphate. Like phosphate,
arsenate can form mono-, di- and triesters. However, arsenic triesters and diesters are very unstable
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in aqueous solutions. Furthermore, arsenate has undesirable chemical properties, such as reaction with
cysteine thiol groups. As (V) is rapidly reduced by free thiols, forming As (llI) trithiolates and
oxidized dithiols, which is the basis for arsenic toxicity; these properties therefore exclude arsenates
as a potential alternative to phosphate groups (Hunter 2012).

3. The effect of phosphorylation on the structure and function of proteins

Attaching or removing a phosphate group to the protein molecule can significantly alter its
local physicochemical properties, thereby affecting stability, kinetics and dynamics (Johnson 2009).
These changes are mainly influenced by the double negative charge of the phosphate group and the
ability of the oxygens of the phosphate group to form extensive networks of hydrogen bonds and salt
bridges with neighboring amino acid residues belonging to the same or different polypeptide chains.
One of the dominant types of interaction between the phosphorylated residue and other amino acids
is the interaction with nitrogen at the termini of the a-helix dipole to neutralize the combined effect
of carbonyl dipoles (Johnson, Lewis 2001). Modification in N-terminus may result in stabilization of
a-helical structure, whereas C-terminal modification may have the opposite effect. Another common
interaction model is formation of hydrogen bonds and salt bridges between phosphate group oxygens
and side chains of arginine or lysine. Thanks to its planar structure and the ability to create numerous
hydrogen bonds, the arginine guanidine group is well adapted to this type of interaction.
Computational analyzes have shown that the bidentate interactions between arginine and the
phosphate are stronger than the interaction between phosphate and the -NH3* lysine group (Mandell
et al. 2007). Furthermore, other polar amino acid residues, such as lysine, tyrosine, histidine, serine
and threonine, may also be included in the hydrogen bonding network (Johnson 2009). The functional
roles of these residues include stabilization of the protein structure, facilitation of correct substrate
identification and promoting conformational changes (Humphrey et al. 2015).

Recent large-scale comparative analyses have shown that phosphorylation can cause both
local and global changes in protein structure. The structural changes resulting from phosphorylation
were the highest compared to the effects of other post-translational modifications (Xin, Radivojac
2012). However, the shift of protein atoms in response to phosphorylation may be either small or
large. There is no universal response allowing a general mechanism of control by phosphorylation.
The phosphate residue may play the role of a covalently attached allosteric effector, which induces
initially local conformational changes that can in turn induce greater rearrangements of the tertiary
and quaternary structure (Nussinov et al. 2012). This is the way of activation of some enzymes, such
as glycogen phosphorylase or kinases that require upstream phosphorylation for their activation
(Johnson 2009). On the other hand, phosphorylation can also inhibit enzyme activity, as in case of
isocitrate dehydrogenase, where phosphorylation causes a steric conformation blockade (Hurley et al.
1990), or CDK2, where phosphorylation impairs substrate recognition (Welburn et al. 2007). In
addition, it has been shown that disordered proteins or flexible protein regions are often
phosphorylated, and this modification can result in a reversible conformational shift of protein from
unordered to ordered state (Collins et al. 2008). Computational analyses performed by Tyanova et al.
have revealed that the phosphorylation sites localized within regular secondary structures exhibit less
variable changes of phosphorylation level during the cell cycle than sites that lie in disordered regions
(Tyanova et al. 2013). Furthermore, phosphorylation may not induce conformational changes per se,
but provide a signal for the action of an enzyme that induces such changes (Lu et al. 2002). In addition,
protein phosphorylation may not only cause a change between different conformational states, but
also modulate the transition between different oligomeric states of homo- and heterooligomeric
complexes, thus constituting an important mechanism for regulating protein activity (Nishi et al.
2014). Nishi et al. showed that on the surface of protein molecules in transient homo- and
heterooligomers there are much more phosphorylation sites compared to non-interfacial sites. Binding
hot spots in heterooligomers have a tendency to be phosphorylated and the phosphorylation may
regulate the strength of interactions. It is assumed that phosphorylation at binding hot spots might
potentially disrupt the complex formation (Nishi et al. 2011).
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Calculation of binding energy differences after phosphorylation showed that the majority of
phosphorylation modifications does not affect protein-protein binding. However, the study performed
by Nishi et al. showed that for one third of examined protein complexes, phosphorylation brings about
relatively large changes in binding energy of more than 2kcal/mol. (Nishi et al. 2011). This, in turn,
can lead to conformational changes or prevent from unwanted interactions due to steric constraints.
Responses to phosphorylation may vary from the 10° fold increase in catalytic efficiency with
CDK2/cyclin A to >108 fold inhibition of IDH. Nevertheless, even if phosphorylation does not affect
the stability of the complex, it can cause a change in binding specificity. Binding domains with the
specificity towards phosphorylated amino acids, such as 14-3-3 domain for phosphoserine, SH2 and
PTB domains for phoshphotyrosine or MH2 domain for phosphothreonine, are common functional
modules, widely distributed among signal molecules. Typically, these domains contain arginine or
lysine residues in binding regions that form hydrogen bonds with phosphates, and may also contain
adjacent residues (e.g., hydrophobic residues for phosphotyrosine) that help to recognize
phosphorylated sites, or specific residues in binding motifs (Johnson et al. 2010).

It should be emphasized that the function of protein phosphorylation is site-dependent, i.e.,
the protein fulfils the particular role only if phosphorylation takes place on a specific site. Different
phosphosites on one protein may show different kinetics, underlining the fact that they might have
different functional roles (Olsen et al., 2006). In some eukaryotic systems, protein activation cannot
be achieved by phosphorylation on a single site. MS-based proteomic analyses have shown that key
regulatory proteins are often phosphorylated on multiple sites. Further phosphoproteomic studies have
revealed that, on average, proteins can be phosphorylated on at least five different sites; however,
these phosphorylation events do not have to occur on the same molecule (Humphrey et al. 2015). The
multiple phosphorylation events can occur sequentially or in a random way. In sequential way of
phosphorylation, modification of one site depends on the phosphorylation state of another site;
therefore, phosphorylation events must occur in a strict order. In contrast, random phosphorylation
does not require a specific order of reactions. Phosphorylation on multiple sites can amplify the signal,
thereby increasing the affinity of phosphoprotein to its binding partners, as well as extend the
regulation pattern, conferring more precise modulation of conformational changes (Nishi et al. 2014).
Such specific signaling at the amino acid level is a good indicator that the previous stage in cellular
signaling network has completed successfully.

Protein phosphorylation can also be involved in post-translational modification crosstalk,
e.g. by changing the activity of proteins that regulate other types of modifications. As a result,
phosphorylation can promote or inhibit the modification of other sites. Recent studies have revealed
the crosstalk of phosphorylation with eleven other PTM types. In example, in some cases protein
phosphorylation can promote its ubiquitylation, thereby directing the protein to degradation. Protein
GIcNAcylation, in turn, may cause either increase or decrease of phosphorylation, depending on the
particular phosphosite (Nishi et al. 2014).

4. Summary

Reversible phosphorylation of proteins plays an important role in the regulation of almost all
processes in eukaryotic cells. Conformational changes occurring as a result of phosphorylation often
cause a change in protein function, which is an important mechanism for regulating the activity of
numerous enzymes. The regulatory mechanisms of protein phosphorylation are quite diverse; in some
cases, phosphorylation can lead to protein activation, whereas in others it may cause disruption of
protein activity. Although protein phosphorylation has been a subject of intense research for many
years, our understanding of the molecular basis of signal propagation through phosphorylation and
the consequences of this process is still in its infancy. One of the most important challenges in the
aspect of protein phosphorylation research is the precise determination of protein substrates for
individual kinases and phosphatases. Defects in protein kinase function may result in a variety of
diseases, therefore, the development of drugs modulating the activity of specific kinases and
phosphatases can be a milestone in the development of new therapeutic strategies.
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Abstract

Process of protein synthesis to proceed in a fast and efficient manner requires a number of
protein factors. The most prominent group of factors involved in facilitating and regulation of the
protein synthesis are translational GTPases (trGTPases), i.e., translational factors possessing the
GTPase activity. The energy released upon the hydrolysis of GTP by trGTPases is necessary for
conferring the unidirectional trajectory of translation. Here, we present the recent knowledge about
the structure, function and regulation of translational GTPases.

1. Introduction

Translation - the process of protein biosynthesis on the basis of the genetically encoded
information - is regarded as one of the most important and most complex biochemical processes
occurring in cells. The core of translational machinery in all domains of life is comprised by the
ribosome, whose main functions in protein biosynthesis are decoding the genetic information and
formation of peptide bonds. These functions are conferred by the ribosomal RNA, therefore,
ribosomes are considered to be ribozymes (Nissen et al. 2000). The catalytic activity of rRNA during
protein biosynthesis suggests that ribosome has its origin in the so-called RNA world. It is assumed
that initially the translation process was based exclusively on interactions between different types of
RNA, and protein elements appeared in the course of evolution to increase the speed and accuracy of
protein synthesis, leading to the present diversity of life forms.

One of the ribosomal structures, the appearance of which determines the greatest
breakthrough in the way between the rRNA world and the protein world, is the GTPase-associated
center (GAC) on the large ribosomal subunit. It is a site of ribosome interaction with numerous protein
factors that allow the regulation of protein biosynthesis and optimization of translation speed and
fidelity at all its stages. A particularly important group of translational factors are so-called
translational GTPases (trGTPases) - universally conserved protein factors with GTPase activity that
control transitions between ribosome structural states in a manner dependent on GTP hydrolysis
(Maracci and Rodnina 2016).

2. Canonical and non-canonical translational GTPases

The process of protein biosynthesis in all domains of life includes four steps: initiation,
elongation, termination and recycling. Each of these steps is regulated by a broad range of protein
factors, including translational GTPases (Liljas and Ehrenberg 2013). The GTP hydrolysis catalyzed
by trGTPases provides energy for maintaining the unidirectional trajectory of translation. The
translation initiation step includes binding of ribosomal subunits to the mRNA and formation of the
translation-competent ribosome. The assembly of the initiation complex is regulated by trGTPases:
IF2/alF5B/elF5B and elF2. Bacterial IF2 and its eukaryotic and archaeal homologues, elF5B and
alF5B, respectively, are universally conserved GTPases that are involved in the assembly of
ribosomal subunits, and their activation is ribosome-dependent. Prokaryotic IF2 is also involved in
selection of initiator tRNA,; it regulates the attachment of formylometionyl-tRNAsve: to the P site on
the small ribosomal subunit during initiation, thereby controlling the selection of correct reading
frame. In Eukaryotes, the initiation step is more complex and involves a greater number of protein

49|Strona



Nauki przyrodnicze — Cze$¢ IV

factors. The initiator methionyl-tRNAwe: is delivered to the eukaryatic ribosome by elF2 - GTPase
which does not show similarity to the bacterial factor 1F2, and, unlike other trGTPases, is activated
by the specialized GTPase-activating protein (GAP), elF5, not by the ribosome.

After forming the initiation complex, the ribosome enters the elongation cycle. Subsequent
amino acids are delivered to the ribosomal A site in the form of a ternary complex consisting of
trGTPase (EF-Tu in bacteria, eEF1A in Eukaryotes, and EF1A in Archaea), GTP and aminoacyl-
tRNA. After forming the peptide bond between the delivered amino acid and the nascent polypeptide
chain, another GTPase - EF-G in bacteria, eEF2 in Eukaryotes and aEF2 in Archaea - catalyzes the
translocation of the ribosome on the mRNA by precisely one codon. The elongation cycle is repeated
until the ribosome reaches the STOP codon, which is recognized by a specific release factor (RF1/RF2
in bacteria, eRF1 in Eukaryotes), releasing the nascent polypeptide chain. In bacteria, releasing factors
are separated by GTPase RF3, whereas in Eukaryotes trGTPase eRF3 allows peptidyl-tRNA to be
hydrolyzed by eRF1. During the recycling stage, the ribosomal complex is divided into subunits with
the aid of EF-G factor, which, cooperating with RRF, causes the dissociation of the post-translational
complex, allowing the ribosome to enter a new translational cycle (Maracci and Rodnina 2016).

Translational factors IF2, EF-Tu, EF-G and RF3, as well as their archaeal and eukaryotic
counterparts, constitute a set of so-called canonical translational GTPases, forming the “core" of the
translational apparatus. In addition, other factors with GTPase activity, called non-canonical
trGTPases, are involved in protein biosynthesis. These include, among others, SelB, LepA and TypA
(Atkinson 2015). The SelB protein is a specialized bacterial elongation factor that delivers
selenocysteine to the ribosomal A site in a ternary complex with aa-tRNA and GTP; its eukaryotic
counterpart is the EFs factor (Ibba and Soll 2004). LepA factor (EF4) promotes reverse translocation
in vitro - backward movement of peptidyl-tRNA and deacylated tRNA from P and E sites to sites A
and P, contrary to the movement catalyzed by EF-G (Qin et al. 2006). It is believed that the main
function of LepA can be the retention of the ribosome in the intermediate conformational state during
translocation which leads to transient inhibition of elongation (Liu et al. 2011). It is speculated that
such pauses in elongation may support cotranslational folding of the nascent polypeptide chain. The
physiological significance of LepA remains unclear due to the lack of a distinguishable phenotype as
a result of its deletions, but it seems to be involved in response to extreme environmental conditions
such as temperature or ionic stress. Less is known about the factor TypA (also known as BipA), except
that it is associated with the ribosome and, like LepA, seems to be involved in the response of bacteria
to stress and environmental conditions. TypA is also important for the virulence of bacterial pathogens
(Neidig et al. 2013).

3. The structure of trGTPases and the mechanism of nucleotide exchange

All translational GTPases, from bacteria to Eukaryotes, share the universally conserved core
part, consisting of the GTPase domain (the G domain, common for all proteins with GTPase activity)
and the B-barrel domain (domain Il). Many translational GTPases have one or more additional
domains that are typically unique for a given factor. The G domain forms the functional center of
trGTPases, responsible for the binding of GTP and its hydrolysis, enabling the factor to perform
certain functions in the translation process (Maracci and Rodnina 2016).

In terms of the sequence and the architecture, the G domain of trGTPases is similar to small
G proteins from the Ras-like group; both groups of proteins belong to the GTPase P-loop superfamily.
In the classic approach, G proteins act as molecular switches that oscillate between the inactive state,
associated with GDP, and a structurally different active state, associated with GTP. The exchange of
GDP into GTP is accompanied by conformational changes within two conserved elements, called
switch 1 and 2, which undergo specific interaction with the y-phosphate group of GTP. Returning to
the GDP-bound state requires GTP hydrolysis and the release of inorganic phosphate, which allows
the switch 1 and switch 2 regions to return to the inactive conformation. Due to these structural
changes, only G proteins with GTP bound are able to interact with the effector molecule and fulfill
their biological functions (Kuhle and Ficner 2014).

With the exception of the EF-Tu, translational GTPases, such as IF2, SelB, EF-G and their
archaeal and eukaryotic homologs, typically bind GTP with similar or greater affinity than GDP.
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Nucleotide exchange occurs spontaneously and is associated with a higher concentration of GTP
inside the cell. However, EF-Tu has much higher affinity for GDP than for GTP. As GDP dissociation
rate from EF-Tu is very slow compared with the rate of elongation, which would delay the recycling
of EF-Tu during elongation, the formation of the active EF-Tu-GTP complex requires the presence
of additional protein, belonging to the group of so-called GTP-exchanging factors (GEFs) - EF-Ts,
which accelerates the dissociation of GDP more than four times. This feature is also conserved for
eEF1A, which requires eEF1B as GEF, and elF2, which uses elF2B to catalyze the exchange of
nucleotides. Despite the different structures of the EF-Ts, eEF1B and elF2B, the nucleotide exchange
mechanism itself is conservative for all trGTPasesas well as other GTPases, such as Ras proteins. In
all cases, GEF introduces a conformational change in the nucleotide pocket, thereby disrupting the
Mg?* ion coordination shell and initiating the release of GDP (Maracci and Rodnina 2016).

Interestingly, the ribosome can spontaneously accelerate the exchange of nucleotides in RF3.
Initial reports suggested that the affinity of RF3 for GDP is much higher than for GTP, and that
ribosomes in the state in which the peptide releases can increase the rate of nucleotide exchange at
least a hundredfold. Subsequent studies confirmed that ribosome complexes with RF1 or RF2 (factors
that promote peptide release during termination) can accelerate the exchange of nucleotides in RF3
even when the internal rate of RF3-GDP dissociation is high enough to support in vivo termination
(Zavialov et al. 2001). However, the difference in RF3 affinity for GTP and GDP turned out to be
smaller than it was originally thought (Peske et al. 2014). Thus, in cells RF3 is primarily in the form
associated with GTP. The rapid exchange of nucleotides in RF3 on the ribosome may probably act as
a backup mechanism in situations when RF3-GDP binds to the termination complex.

Unlike RF3, binding of GTP to IF2 and EF-G is stabilized by the ribosome. This may reflect
structural differences in the interactions of these factors with the ribosome. The G-domain of RF3
binds to the ribosome in a different spatial orientation than EF-Tu and EF-G G-domains, which
interferes with the interaction of key histidine (position H92 in RF3) within the sarcin-ricin loop,
comprising the part of GTPase-associated center (Schmeing et al. 2009; Gao et al. 2009). Thus, the
ribosome can alter the properties associated with nucleotide binding and GTPase activity of
trGTPases, depending on the details of their docking to the SRL.

4. The role of the ribosome in activation of translational GTPases

The energy released during GTP hydrolysis by translational GTPases is not a limiting factor
for the protein biosynthesis; the process may occur, although at a much lower level, without the
participation of GTP hydrolysis. It is assumed that GTP acts as an allosteric effector that binds to the
ribosome and induces conformational changes that allow sequential overlap of subsequent steps in
the translation process. GTP hydrolysis results in the return of the ribosome to the initial conformation
(Maracci and Rodnina 2016).

The intrinsic GTPase activity of trGTPases is low, and its radical increase is associated with
the attachment of the factor to the ribosome. A particularly significant increase in GTPase activity in
the presence of the ribosome is observed for the elongation factors EF-Tu and EF-G. As demonstrated
for bacterial factors, the rate of GTP hydrolysis by the individual GTPases ranges from 0.1 s* for RF3
(Peske et al. 2014), 36 s for IF2, 250 s for EF-G to over 500 s for EF-Tu (Maracci and Rodnina
2016). The maximum stimulation of EF-Tu activity occurs when the aminoacyl-tRNA in the EF-Tu-
GTP-aa-tRNA complex is 100% complementary to the codon at A site, which increases the rate of
GTPase activity by about six orders of magnitude. For comparison, when the codon is near- or non-
cognate to aa-tRNA, the extent of GTPase activation by ribosome is significantly lower, 2-4 orders
of magnitude (Pape et al. 1998).

With the exception of the elF2, which attaches to the small ribosomal subunit and is released
during the assembly of the subunits, translational GTPases bind to the ribosome in GTPase-associated
center (GAC). This center is a universally conserved active site of the ribosome, involved in
recruitment and stimulation of catalytic activity of translational factors with GTPase activity (Diaconu
et al. 2005). The GTPase-associated center is located on a large ribosomal subunit and includes two
main elements: the rRNA region, called the sarcin-ricin loop (SRL) and the protein complex of lateral
protuberance, the ribosomal stalk. Both elements of the GAC are critical for activation of trGTPases
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and the cooperativity of the SRL and the stalk proteins has been shown to be crucial in stimulation of
GTP hydrolysis by trGTPases. The SRL is a highly conserved part of the rRNA, which is the site of
binding of trGTPases to the ribosome. SRL contains the longest known universally conserved
ribosomal sequence (Azesa-Azess in E. coli 23S rRNA and Auzis-Asaze in rat 28S rRNA). It may be
specifically modified by some toxins, i.e. sarcin or ricin, which inhibits the binding of elongation
factors, resulting in inhibition of protein synthesis in vitro (Clementi and Polacek 2010). Biochemical
studies have shown that the SRL represents a critical element responsible for the interaction and
stimulation of trGTPases activity in all domains of life.

Another structure comprising the part of the GAC, involved in the activation of translational
GTPases, is the ribosomal stalk complex. Its main function is binding and transient stabilization of
translational factors with GTPase activity. The structure of ribosomal stalk, consisting of acidic
proteins, is conserved among the three domains of life. In all organisms, the base of the complex is
the uL10 protein (previously described as P0), anchoring the protein dimers. The bacterial stalk
consists of the uL10, uL11 and two copies of the bL12 dimer. Archaea and Eukaryotes have functional
analogues of the bacterial bL12 protein - aP1 in Archaea and P1 and P2 in Eukaryotes (Diaconu et al.
2005).

It has been shown that deletion of bacterial bL12 proteins causes a dramatic decrease in
GTPase activity of EF-G, IF2 and RF3, while as a result of recombinant L12 protein reconstitution,
GTPase activity of all GTPases returned to full activity (Mohr et al. 2002). These results were
confirmed by structural analyzes that showed the presence of specific interactions between the C-
terminal domains of the ribosomal stalk proteins and translational GTPases (Helgstrand et al. 2007).
Analogous experiments carried out with the ribosomal stalk proteins from Archaea and Eukaryota
also confirmed the contribution of these proteins in the binding and stimulation of trGTPases (Nomura
et al. 2012). Based on these results, it can be concluded that the lateral ribosomal stalk proteins in all
domains of life are responsible for the recruitment of trGTPases and stimulation of the hydrolysis of
associated GTP, regardless of the structural differences between them.

5. Summary

Protein synthesis is one of the most energy-consuming processes occurring in the cell.
Nevertheless, it can take place without the contribution of any additional protein factors, however,
less efficiently. Translational GTPases have emerged in the course of evolution in order to increase
the rate and efficiency of protein synthesis, as well as ensure the unidirectionality of this process. It
is also possible that the development of a complex translation apparatus, involving numerous
trGTPases, could facilitate the rapid adaptation of the cellular metabolism to changing environmental
conditions and enable organisms to settle new ecological niches. As translational GTPases are key
components of translational machinery, elucidating the mechanism of action and regulation of
trGTPases is crucial for understanding the mechanism of protein synthesis in all living cells.
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Abstract

Organisms have basic physiological reactions against invading pathogens. The number of
immunity mechanisms that invertebrates have, is limited by the lack of acquired immunity. The
immune system of invertebrates consists of anatomical barriers that form the body's shell and the two
main branches of innate immunity: humoral and cellular response. Specialized hemolymph cells
called hemocytes mediate the cellular immune response of insects and employ germline encoded
receptors to recognize microbes which are futher eliminated through the process of phagocytosis. It
has been studied over the past decades in model systems, for example the fruit fly Drosophila
melanogaster or the greater wax moth Galleria mellonella. Due to the studies of incest phagocytes,
scientists has gathered valuable information. Facts that are especially worth mentioning are associated
with the roles of receptors in phagocytosis and their diversity.

1. Introduction

Insects are invertebrates that inhabit all ecological niches, apart from the sea (Hoffmann
1995). Their ability to inhabit such a wide variety of environments indicates that they have a highly
effective immune response. They are constantly exposed to harmful impact of microorganisms such
as viruses or bacteria. The insect immune response consists of two colligating components: the
cellular and the humoral branches (Hoffman 1995). The humoral defenses consist of soluble effector
molecules, for example melanin, antimicrobial peptides and the phenoloxidase (PO) pathway (that
disable or kill pathogens). In contrast, the cellular response is mediated by the special kind of cells
found in hemolymph, called hemocytes and includes phagocytosis, encapsulation, and nodulation
(Lavine et al., 2002). It was first described over 100 years ago by a russian zoologist, Elie
Metchnikoff. Pattern-recognition receptors (PRRs) detect molecules characteristic for pathogens, so-
called pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) such as lipoteichoic acid (LTA),
lipopolysaccharide (LPS) and peptidoglycan (PGN). These receptors bind to ligands and initiate
signalling events that end in the disposal of pathogens. Thanks to a series of analyses of insect immune
responses, we have enhanced our understanding of the roles of phagocytic cells. A lot of interesting
information has been gathered from comprehensive examination of immune receptors in the fruit fly,
with the help of genetic tools and the fully sequenced genomes of 12 Drosophila melanogaster species
(Hoffman 1995).

2. Hemocytes and phagocytic receptors

We can highlight three different types of hemoctes in the fruit fly, that are: plasmatocytes,
crystal cells and lamellocytes (Lanot et al. 2001). Plasmatocytes adhere to the heart tissue in the dorsal
vessel and function as the primary effector of cellular immunity in adult fruit flies and they actually
are the equivalent of mammalian macrophages (Elrod-Erickson et al. 2000). Experiments, where
plasmatocytes were genetically ablated show that phagocytosis is crucial for the fight of the Gram-
positive bacteria (Defaye et al. 2009). Phagocytosis begins with cell surface receptors recognizing
their complementary ligands. After that, engulfment of molecules into the phagosome is triggered.
There are two ways in which phagocytic receptors bind to ligands: they can either recognize targets
coated by opsonins that attach to foreign cell’s body or directly bind to ligands on the target cells. To
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enable uptake, multiple receptors are simultaneously binded to ligands on the surface of target
particles due to the diversity of molecules that are taken up by phagocytosis. The overlap and
redundancy in a receptor ligand specificities are very helpful in the formation of strong interactions
between the target particle and the phagocyte. Receptor redundancy is particularly important, as it
allows the host cell to defeat pathogens that evade detection by a particular receptor by developing
special mechanisms. Apoptotic cells and microorganisms are two main classes of molecules that are
targeted by phagocytes. It is crucial to remove apoptotic cells during embryogenesis and development
(Arandjelovic and Ravichandran 2015). In D. melanogaster larvae plasmatocytes are the primary
phagocytic immune cells that migrate to sites of infection. In adults, plasmatocytes stick to tissues
such as the dorsal vessel instead of circulating freely (Elrod-Erickson et al. 2000; Lanot et al. 2001).
In a subset of heart-associated plasmatocytes, mitosis is triggered by bacteria. In the fruit fly all
hemolymph flows through the heart. Microbes swept by the hemolymph are phagocytosed by
hemocytes aggregated along the heart. Some of the receptors in phagocytosis have mammalian
orthologs. However, others are unique only to insects (Nazario-Toole et al. 2017).

3. Peptidoglycan-Recognition Receptors

The peptidoglycan recognition proteins (PGRPs) are important microbial receptors that were
first identified in the hemolymph of silkworms— Bombyx mori (Yoshida et al. 1996). PGRPs were
subsequently found in moth (Trichoplusiani) larvae challenged with the Gram-positive bacteria
Enterobacter. PGRPs bind to peptidoglycan (PGN), a polymer consisting of sugars and aminoacids
that is an important component of the cell wall of Gram-positive and Gram-negative bacteria (Yoshida
et al. 1996). Peptidoglycan is made up of N-acetylglucosamine (GIcNAc) and N-acetylmuramic acid
(MurNAC) residues that are cross linked to each other by peptide bridges of three to five amino acids.
PGN of Gram-positive bacteria contains a lysine residue as the third aminoacid in the peptide chain
and is known as lysine type peptidoglycan (Lys-PGN). Most of Gram-negative bacteria have a
different peptydoglican types which contain a diaminopimelic acid as the third amino acid (DAP-type
PGN). Peptidoglycans of Gram-positive and Gram-negative bacteria differ in their location in the cell
wall. DAP-type PGN often forms a single layer that is inside the periplasmic space beneath the outer
membrane and lipopolysaccharyide layer of the cell wall of Gram-negative bacteria. In Gram-positive
bacteria, PGN can provide more than 50% mass of the cell wall because they tend to form a multilayer
PGN membrane to protect the bacteria from hazardous environment conditions. Recognition of PGN
plays a critical role in immune defence in D. melangoster (Nazario-Toole et al. 2017). Most
comprehensive information about genes encoding PGRP has been provided by research conducted on
the fruit fly model system. Insect immune response depends on the Toll and immune deficiency (IMD)
signalling pathways. D. melanogaster PGRPs recognize their microbial ligands upstream and due to
the pathways’ activation, the production of immune responsive effectors starts. The difference
between the Toll and the IMD pathway is that the first one is activated after infection of fungi or
Gram-positive bacteria and the other one by Gram-negative bacteria (Nazario-Toole et al. 2017).
There are thirteen D. melanoaster PGRP genes, six of which code for long (L) and seven short (S)
forms (predicted to be secreted). Four of the long PGRP genes are transmembrane proteins. Members
of the noncatalytic PGRPs group (like PGRP-SA, SD, LA and others) serve as microbial sensors, they
are unable to degrade PGN. What is more, in the enzymatic pocket of the PGRP domain, they don’t
have the cysteine residue. On the contrary, catalytic group of PGRPs like PGRP-SC1, LB or SB1 to
have amidase activity needed to degrade PGN (Bischoff et al. 2006).

4. Integrins

The integrin heterodimer, aPS3 and Bv, is a receptor for Staphylococcus aureus bacteria and
apoptotic cells in Drosophila melanogaster. Integrin fully functions as the heterodimer of
transmembrane subunits: o and B integrin. In the D melanogaster genome there are five genes
responsible for coding the o subunit and two genes for the  subunit. Integrines plays an important
role in cellular responses in insects. They are responsible for microbial recognition. Futhermore, they
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mediate the binding and removal of microbes in phagocytosis and encapsulation, the main cellular
responses to pathogen infections (Shattil et al. 2010).

5. Down Syndrome Adhesion Molecule 1 (Dscam 1)

Members of the immunoglobulin superfamily (IgSF) such as antibodies and the antigen
receptors found on T and B lymphocytes are an essential part of mammalian adaptive immune
response. Nevertheless, some of the proteins, which wither secondary structures resemble variable
regions of antibodies that exist in insects and belong to the so called immunoglobulin superfamily
(IgSF) (Nazario-Toole et al. 2017).Down syndrome adhesion molecules 1 (Dscaml) are IgSF
members found in Drosophila melanogaster. The D. melanogaster genome contains four Dscam-like
genes. The most characterized and known gene is the Dscaml. The Dscaml gene is arranged into
clusters of four variable exons (exons 4, 6, 9, and 17) that are flanked by constant exons. Alternative
splicing of the exons generates a large repertoire of protein isoforms that have the potential to
recognize and bind varied ligands (Schmucker et al. 2000). Main function of Dscam is the recognition
of the invading bacteria and direct recognized microbes to removal in phagocytosis process. What is
more, Dscam plays an important role for nervous system development and is an essential formation
of neural connections in D. melanogaster (Wojtowicz et al. 2004). Studies using the mosquito
Anopheles gambiae demonstrated that Dscam isoforms show specificity for different pathogens. The
immune competent line of Anopheles Gambiae mosquitoes was infected with various microbes
including Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria and parasite Plasmodium berghei. Each
infection induced splicing of Dscam 1 resulting in production of AgDscam molecules with highly
specific binding properties to different microbes. This mechanisms suggest that splicing of AgDscam
plays a crucial role in mosquitos immune receptors diversity and specifity in response to infections
(Nazario-Toole et al. 2017).

6. Scavenger receptors

Scavenger receptors are a group of molecules that bind multiple polyanionic ligands and
exhibit broad ligand specificity. They are structurally unrelated; however, they share functional
atributes and can be divided into nine classes (Classes A1) based on shared domain architecture. We
can mention Croquemort, paralog of mammalian Class B scavenger receptor CD36 (which recognizes
Gram-negative and Gram-positive bacteria) It is worth mentioning that CD36 is essential for
phagocytosis of apoptotic cells in vivo (Nazario-Toole et al. 2017). The Class C scavenger receptors
are unique to insects. Scavenger receptor class C, type | (SR-CI) from Drosophila melanogaster is
the only broadly characterized one so far. It is a receptor for Gram-negative and Gram-positive
bacteria. When expressed in mammalian Chinese hamster ovary (CHO) cells, SR-CI show high
binding affinity for low-density lipoprotein (LDL). There are four members of the Class C SR family
in D. melanogaster: dSR-CI, CIlI that are membrane-bound as well as ClII and CIV that encode
secreted proteins. SR-CIII and SR-CIV are expressed at low levels in Schneider 2 cells (also know as
S2 cells; one of the most commonly used D. melanogaster cell lines) (Graveley et al. 2011). It has
been uncovered by analysis of tissue and temporal expression that SR-CI is expressed in larval
hemocytes and throughout the whole life of the fly. Meanwhile, the other Class C SRs are only
expressed in the early stages of life, not in the final adult form (Nazario-Toole et al. 2017). Scientist
identified another CD36 homolog, class B scavenger receptor Peste. It turned out to be a PRR for
Mycobacteria. Mycobacterium marinum (free-living bacterium) causes opportunistic infections in
humans and also a lethal infection in D. melanogaster. The bacteria grew in phagocytes in the early
stages of infection (Dionne et al. 2003).

7. Nimrod Receptor superfamily

Epidermal growth factor (EGF) repeats have roles in extracellular adhesion and receptor—
ligand interactions. Proteins that are characterized by the presence of EGF-like repeats (called NIM
repeats) are called Nimrod superfamily (Kurucz et al. 2007a). The NIM repeat is a special type of the
EGF domain. The Nimrod family consists of three types based on the structural characteristics:
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Draper-type genes (with several EGF domains and one copy of the NIM motif) and proteins
containing many NIM domains (Poly-N1M), Nimrod B-types (with a lack of transmembrane domains)
and Nimrod C-types (that are are transmembrane proteins with a variable number of NIM repeats)
(strosh14). The Draper-type proteins are important for phagocytosis in several organisms, including
humans and D. melanogaster, meanwhile Nimrod B-type proteins recognize pathogens in mosquitoes
(Midega et al. 2013). It is believed that the Nimrod C-type emerged first. One of the Nimrod C family
gene, called eater, shows strong reduction terms of Staphylococcus aureus (Gram-positive bacteria)
and Escherichia coli phagocytosis. The Eater protein is restricted to the plasmatocyte lineage and
consists of an N-terminal signal peptide, 32 EGF-like domains, a transmembrane domain, and an
intracellular C-terminal domain (Nazario-Toole et al. 2017).

8. Opsonins

Opsonization is the process in which host molecules mark the pathogen for better ingestion
and elimination by the phagocytes. Insect thioester-containing proteins (TEPS), responsible for
recruting immune cells, phagocytosis and lysis of microorganisms, share simmilar sequences with the
vertebrates complement factors C3/C4/C4 and the o2-family of serine proteases (Nazario-Toole et al.
2017). In Drosophila melanogaster, the TEP family containts six genes: TEPI, TEPII, TEPIII, TEPIV,
TEPV and TEPV, although TEPV is not always expressed. Genes of TEP family posses a signal
peptide which proves their affiliation to secreted proteins. TEPVI, known as macroglobulin
complement related (Mcr), is different than other TEP genes family because it lacks in cysteine
residue in the thioester-binding site. (Stroschein-Stevenson et al. 2006). A genetic analysis of TEP
family proteins showed that TEPI is under positive selection of evolving genes in D. melanogaster
genome, which suggests that TEP1 gene is responsible for adaption of species to new dangerous
pathogens encountered in the environment. (Nazario-Toole et al. 2017). In D. melanogaster larvae
TEPI-TEPIV and TEPVI (Mcr) are expressed in hemocytes, mostly in plasmatocytes. TEPI, TEPII
and TEPIV proteins are expressed in fat body. The localization and function of these molecules proves
their important role in innate immunity. Expresion of TEPI-IV and Mcr is upregulated in larval fat
body and hemocytes. Mcr plays an important role in phagocytosis of Candida albicans due to its
abilitity to recognize unique features of fungus cell wall (Stroschein-Stevenson et al. 2006). The
studies of Anopheles gambiae have given the best evidence of TEPs function. Infection in A. gambiae
with Plasmodium berghei (a protozoan parasite that causes malaria in certain rodents) has shown that
ookinetes of this parasite were bound in insects ‘midgut epithelium by AgTEP1, resulting in parasite
death. During bacterial infections, expression of TEP1 molecules increased after infection of
Escherichia coli (Gram-negative bacteria) and Micrococcus luteus (Gram-positive bacteria), which
proves their anti Gram-negative and anti Gram-positive bacterial properties (Nazario-Toole et al.
2017).

9. Summary

Insects’ immune system is an extremely powerful tool for fighting invading microorganisms.
We have significatly improved our understanding of the specificity of insect immune responses over
the last decades due to classical and molecular genetics approaches that use insect models, but a great
deal of issues remain uncovered and are still to be discovered. Valuable insights have been provided
into the complex cell biology of phagocytes thanks to the Drosophila melanogaster. It will be required
to examine phagocytosis and hemocyte-mediated responses even further in order to characterize
functional similarities among species and explore how insect immune responses are adapted for
specific pathogens. An interesting phenomenon that recently has been discovered in insects is immune
priming. The mechanisms of immune priming depend on infection of insects with a nonlethal dose
of a pathogen, resulting in increased resistance after infection with a lethal dose of the same or
different pathogen. It is likely that some of the factors determining the mechanism of priming are the
components of cellular immunity, including phagocytosis (Dhinaut et al. 2018).
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Streszczenie

Komorki ludzkiego ciata stale narazane sa na czynniki uszkadzajace ich materiat genetyczny.
Czynniki te moga pochodzi¢ zaréwno ze srodowiska wewnetrznego komorki (czynniki endogenne)
oraz wystepowac w Srodowisku zewnetrznym komorki (czynniki egzogenne). Powstate w wyniku ich
dziatania uszkodzenia DNA naprawiane sa z wysoka efektywnos$ciag przez system nazywany
odpowiedzig na uszkodzenia DNA (DDR), w sktad ktérego wchodzi skomplikowana maszyneria
biatkowa. Naprawa jednak nie zawsze dziala w sposdb bezbledny, pewne uszkodzenia nie sg
naprawiane, czego najgrozniejsza dla cztowieka konsekwencja jest nowotwor.

1. Wstep

Kwas deoksyrybonukleinowy bedacy nosnikiem informacji genetycznej, podatny jest na
liczne modyfikacje powstajace na skutek dziatania wielu zwigzkow chemicznych. Ze wzgledu na
pochodzenie czynnika uszkadzajacego, uszkodzenia DNA zostaly podzielone na: endogenne
i egzogenne. Wigkszo$¢ endogennych uszkodzen powstaje w wyniku reakcji hydrolitycznych
z udzialem wody oraz oksydacyjnych z reaktywnymi formami tlenu (ROS). Egzogenne uszkodzenia
DNA powodowane sg przez czynniki pochodzace ze srodowiska zewnetrznego (Chatterjee i Walker
2017).

2. Uszkodzenia DNA

Komoérki eukariotyczne replikujg swdj material genetyczny z wysoka wiernoscig. Glowng
role w replikacji odgrywajg polimerazy replikacyjne 3 (delta) and & (epsilon). Wiernos$¢ polimeraz
zapewnia komorce stabilno$¢ genomowg i zapobiega mutagenezie. Pomimo to, polimerazy moga
popetniaé btedy, ktore jesli nie zostang skorygowane, moga prowadzi¢ do niekorzystnych efektow
w komorce. W komoérce eukariotycznej wystepuje wiele polimeraz DNA, a kazda z nich posiada
unikatowe cechy oraz pelni czesto odmienne funkcje. Btedy w procesie replikacji moga prowadzié¢
do nieprawidtlowego parowania zasad azotowych. Ponadto podczas replikacji sekwencji
powtarzajacych si¢ moze dojs¢ do tzw. poslizgu polimerazy, prowadzac do mutacji typu in-del
(insercji i delecji) przyczyniajacych si¢ do zmian ramki odczytu (Chatterjee i Walker 2017).

Topoizomerazy natomiast to enzymy, ktore usuwajg napiecia torsyjne DNA powstate
w procesie jego replikacji i transkrypcji. Podczas dziatania topoizomeraz moze dochodzi¢ do
stabilizacji przesuwajacego si¢ po nici kompleksu topoizomerazy zwigzanej z DNA,
a w konsekwencji zatrzymania widetek replikacyjnych (Chatterjee i Walker 2017).

Jednym z glownych proceséw przyczyniajacych si¢ do spontanicznej mutagenezy
w komorkach cztowieka jest deaminacja zasad azotowych. Polega na zastgpieniu atomu azotu, tlenem
W czgsteczce egzocyklicznych amin. Prowadzi to do blednego parowania zasad azotowych, czego
konsekwencjg sg mutacje (Bauer i in. 2015).

W DNA na skutek hydrolizy wigzania N-glikozydowego taczacego zasad¢ azotowa
z rdzeniem cukrowo-fosforanowym moga powstawa¢ miejsca apurynowe -apirymidynowe.
Konsekwencja powstania miejsc AP sa natomiast pgknigcia jednoniciowe DNA (Liu i in. 2016).
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Peknigcia jednoniciowe moga powstawaé réwniez w wyniku oddzialywania DNA
z reaktywnymi  formami tlenu (RFT), generowanymi jako produkt uboczny oddychania
komoérkowego (Chatterjee i Walker 2017). Najczgéciej wystepujacymi RFT sg anionorodniki
ponadtlenkowe (*O27), nadtlenek wodoru (H.O.) oraz najbardziej reaktywny z nich rodnik
hydroksylowy (*OH) (Cadet i in. 2013). Oksydacja pirymidyn prowadzi do powstania hydratow oraz
pochodnych glikolowych. Konsekwencja oksydacji puryn moze by¢ natomiast otwarcie pier$cienia
purynowego i utworzenie pochodnych: formamidopirymidyny oraz 2-hydroksyadeniny. Oksydacja
guaniny prowadzi do powstania 8-oksoguaniny, ktora paruje z adening w kolejnej turze replikacyjnej
(Bauer i in. 2015).

Ostatnim typem uszkodzen zamykajacym pule endogennych uszkodzen DNA sg
uszkodzenia spowodowane metylacja zasad azotowych. Metylotransferazy DNA sa enzymami
katalizujacymi reakcj¢ przeniesienia grup metylowych (-CHa) na czasteczki zwigzkow chemicznych.
Glownym donorem grup metylowych w komorce eukariotycznej jest S-adenozylo-L-metionina
(SAM). W rekcji katalizowanej przez metylotransferazy, grupy metylowe z SAM przytaczane sg do
zasad azotowych w tym: cytozyny, guaniny oraz adeniny tworzac pochodne o charakterze
mutagennym:

N7-metyloguanine, N3-metyloadening oraz Os-metyloguaning (Chatterjee i Walker 2017).

Uszkodzenia egzogenne mogg powstawaé m.in. w wyniku:

e Promieniowania jonizujacego, ktore w skutek bezposredniego przekazania energii lub
poprzez generowanie (*OH) przyczynia¢ si¢ moga do powstawania podwdjnych peknig¢ w
DNA (Chatterjee i Walker 2017).

e Promieniowania UV, ktorego absorbcja prowadzi do wzbudzania materii i jej
fotochemicznej modyfikacji. Promieniowanie UVC prowadzi do wytworzenia dwoch
gtownych fotoproduktéw: dimeréw pirymidynowych (CPD) oraz 6-4° fotoproduktow
zaburzajacych strukture DNA (Chatterjee i Walker 2017).

3. Naprawa DNA

W odpowiedzi na dziatanie czynnikow uszkadzajacych DNA, komorka wyksztalcita system
wykrywania, sygnalizacji oraz naprawy uszkodzen wspolnie nazywany systemem odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (DDR). Rodzaj uszkodzenia DNA determinuje sposob jego naprawy, jednakze
wszystkie systemy naprawcze taczy podobny ogélny schemat dzialania. Wigkszos¢ odpowiedzi na
uszkodzenia opiera si¢ na zlozonej sekwencji zdarzen, w ktérej uczestniczy wiele
wyspecjalizowanych biatek. Tworza one swoista kaskade sygnalizacyjna prowadzaca do naprawy
uszkodzenia, ,,przetwarzania” RNA, remodelowania chromatyny, transkrypcji, autofagii, starzenia
komoérkowego czy apoptozy (Jackson i Bartek 2009).

W odpowiedzi DDR biorg udzial biatka odpowiedzialne za wykrycie uszkodzenia,
proksymalne i dystalne kinazy transdukcyjne, biatka efektorowe cyklu komoérkowego, czynniki
transkrypcyjne oraz mediatory/regulatory szlaku (Harper i Elledge 2007).

Naprawa uszkodzen DNA moze przebiega¢ na drodze dwoch odrgbnych mechanizmow.
Uszkodzenie moze zosta¢ bezposrednio odwrdcone w jednoetapowej reakcji (bezposrednia rewersja
uszkodzenia) lub fragment zawierajacy uszkodzenie moze zosta¢ wycigty i naprawiony w akcie
syntezy naprawczej (Romanowicz-Makowska i wsp., 2009). Naprawa DNA sklada si¢ z trzech
glownych etapow: detekeji uszkodzenia, usuniecia uszkodzonego DNA oraz naprawy lub resyntezy
fragmentu DNA (Jackson i Bartek, 2009).

3.1 Systemy naprawy DNA
Bezposrednia rewersja uszkodzen

Najprostszym 1 najszybszym rodzajem naprawy jest bezposrednia rewersja uszkodzen.
Dotyczy ona glownie uszkodzen alkilacyjnych w tym uszkodzen -charakterystycznych dla
dwuniciowego DNA: Og-metyloguaniny (OsmeG) oraz 3-metyloadeniny (3meA) oraz
jednoniciowego DNA: 1-metyloadeniny (1meA) oraz 3-metylocytozyny (3meC). OsmeG jest
uszkodzeniem, ktore nie blokuje znaczaco syntezy DNA, lecz prowadzi do blednego parowania
nukleotydow w kolejnych rundach replikacyjnych. Grupy metylowe OsmeG usuwane sg w sposob
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bezposredni przez metylotransferazg OsmeG (MGMT). Biatko to przytacza do siebie grupe metylowa
(grupa cysteinowa aktywnego enzymu), co przyczynia si¢ do jego dezaktywacji. Nieaktywny enzym
kierowany jest nastepnie do proteosomu, gdzie ulega degradacji (Roos i Kaina 2013).

Naprawa przez wycinanie zasad azotowych (BER)

BER bierze udzial w naprawie uszkodzen oksydacyjnych, alkilacyjnych, miejsc AP oraz
powstatych w wyniku deaminacji zasad. Szczeg6lnie waznymi enzymami w wWw. naprawie sa
glikozylazy DNA. Funkcja glikozylaz jest hydroliza wigzania N-glikozydowego, ktory taczy zasade
azotowa z pierscieniem cukrowym. Biorac pod uwage funkcjonalnos$¢ glikozylazy dzielimy je na
mono lub bifunkcyjne (Chatterjee i Walker 2017; Roos i Kaina 2013; Jackson i Bartek, 2009).
W szlaku krotkim BER powstale w wyniku dziatania glikozylazy monofunkcyjnej miejsce AP
przeksztatcane jest przez endonukleazg AP (APE-1 w komorkach ludzkich), ktora rozrywa wiazanie
fosfodiestrowe po stronie 5’ miejsca AP. W wyniku rozerwania wspomnianego wigzania powstaje
koniec 3’ zakonczony grupa hydroksylowa oraz koniec 5°-dRP zakonczony fosforanem
deoksyrybozy. Usuwany jest on dzieki aktywnosci liazowej POL B. Polimeraza B wypelnia nast¢pnie
istniejaca luke, a ligacja odbywa si¢ dzigki aktywnosci ligazy III, wspotpracujacej z XRCCI.
W szlaku dlugim BER przemieszony na skutek napotkania przez polimerazg & oraz € uszkodzony
fragment DNA (w postaci Flapu) zostaje usuniety przez endonukleaz¢ FLAP (FENI1). Fragment
syntetyzowany ma dtugos¢ do 13 nukleotydéw, w poroéwnaniu do szlaku krotkiego w ktorym synteza
obejmuje pojedynczy nukleotyd (Chatterjee i Walker 2017; Romanowicz-Makowska i in. 2009).

Naprawa przez wycinanie nukleotydow (NER)

Naprawa przez wycinanie nukleotydow jest systemem naprawy uszkodzen wywolanych
przez promieniowanie UV takich jak: dimery pirymidynowe (CPDs) oraz 6’-4’ fotoprodukty (6°-
4”)PP. NER bierze udzial w naprawie adduktow zasad, zasad uszkodzonych przez ROS oraz wigzan
krzyzowych. NER moze by¢ podzielony na globalny genomowy NER (GG-NER) oraz NER
sprzezony z transkrypcja (TC-NER) (Park i Kang 2016). W GG-NER uszkodzenie DNA
rozpoznawane jest przez XPC dziatajace w kompleksie z RAD23B (Chatterjee i Walker 2017) TC-
NER inicjowany jest natomist uszkodzeniem powodujagcym zatrzymanie polimerazy RNA II. Ten
wariant NERu rozpoczyna si¢ rekrutacjg CSA (ERCCS8) oraz CSB (ERCC6) do miejsca uszkodzenia.
W kolejnych etapach zar6wno GG-NER i TC-NER biorg udziat biatka komplementacyjne XP. Za
wyciecie uszkodzenia odpowiadajg biatka ERCC1-XPF (nacigcie DNA po stronie 5° uszkodzenia)
oraz XPG (nacigcie po stronie przeciwnej). Powoduje to uwolnienie fragmentu zawierajacego
uszkodzenie. Usuniety fragment DNA jest dobudowywany przez polimerazy vy, k oraz € oraz taczony
przy udziale kompleksu ligazy Illa. z XRCC1 lub ligaze I (Schérer 2013).

Naprawa bt¢dnie sparowanych zasad (MMR)

Substratami dla MMR sa glownie btedne sparowane zasady oraz petle insercyjno-delecyjne
(IDLs). Powstajace btedne sprawowania oraz proste 1-2 nukleotydowe petle in-del wykrywane sa
przez heterodimer hMutSa zbudowany z biatek MSH2 oraz MSH6. Heterodimer hMutSb utworzony
przez biatka MSH2/MSH3 rozpoznaje IDLs obejmujace wicksza liczbe nukleotydow. Kolejnym
biatkiem zaangazowanym w MMR jest hMutLa (zbudowany z biatek MLH1/PMS2), a ktorego rola
jest rearanzacja kompleksu, ktory tworzy z hMutSa/b. MMR czlowieka moze dziata¢ dwukierunkowo
(w kierunku 3°-5° lub 5°-3°), a glowna nukleaza jest Exol. Resynteza nici przeprowadzana jest
Z udziatem polimerazy DNA oraz PCNA (Chatterjee i Walker 2017; Poptawski i Btasiak 2003).

Naprawa peknie¢ jednoniciowych (SSBR)

SSBR jest przez wielu uwazany za wyspecjalizowany wariant BER, ze wzgledu na udziat
tych samych lub podobnych biatlek w procesie naprawy. Charakteryzuje si¢ jednak obecnoscig
wyspecjalizowanej maszynerii biatkowe] zaangazowanej w przeksztalcanie prawie zawsze
uszkodzonych koncow DNA w tym: aprataksyny (APTX), kinazy/fosfatazy polinukleotydowej
(PNKP), czy fosfodiesterazy tyrozylowej DNAL (TDP1) (Bauer i in. 2015).
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Naprawa pegknig¢ dwuniciowych (DSBR)

P¢knigcia dwuniciowe (DSB) stanowig najpowazniejsze zagrozenie dla prawidlowego
funkcjonowania komorki. Zaledwie pojedyncze DSB moze prowadzi¢c do $mieci komorki,
anieefektywna naprawa skutkowa¢ moze delecja materialu genetycznego lub zmianami
chromosomalnymi prowadzacymi do transformacji nowotworowej. Naprawa pekni¢¢ dwuniciowych
przebiega dwiema gtéwnymi drogami, za pomoca nichomologicznego taczenia koncow (NHEJ) oraz
przy pomocy rekombinacji homologicznej (HR)

Naprawa NHEJ rozpoczyna si¢ przylaczeniem heterodimeru biatek Ku (Ku70/80) do tepych
koncow DNA w miejscu uszkodzenia. Heterodimer DSB-Ku70/80 rekrutuje i aktywuje DNA-PKcs
oraz posiada aktywno$¢ enzymatyczna, przez co moze przeksztalca¢ uszkodzone konce DNA. Konce
DNA zostajg polaczone przez ligaz¢ IV wspotdziatajacg z XRCC4 (Barnes 2001).

Mechanizm HR moze zosta¢ podzielony na 4 gtéwne etapy: resekcje 5°-3°, inwazje nici na
nic homologiczna, syntezg naprawczg oraz rozdzielenie nici. Poszukiwanie sekwencji homologicznej
wymaga jednoniciowego fragmentu DNA. Produkt posredni moze by¢ generowany przez
nukleolityczng degradacje 5° konca nici DSB. W procesie tym kluczowa rolg odgrywa kompleks
MRN. Mrell sktadnik kompleksu posiada aktywno$¢ endo i egzonukleazy szczegdlnie wazne
W poczatkowych etapach resekcji koncow oraz dla rekrutacji CtIP. Utworzone fragmenty 3°-sSDNA
okrywane sg przez biatka RPA, ktore biorg udziat w ich stabilizacji oraz tworza platforme do ktorej
moze przylaczy¢ si¢ RADS1. Wchodzi ono rowniez w interakcje z biatkiem BRCA2, ktére promuje
inwazje pojedynczej nici na dupleks (Ciccia i Elledge 2010).

Szlak Anemii Fanconiego

Migdzyniciowe wigzania krzyzowe (ICL) DNA stanowig wysoce toksyczne uszkodzenia
DNA. Kowalencyjne polaczenie przeciwlegltych nici DNA moze hamowac proces replikacji oraz
transkrypcji DNA. ICLe sg uszkodzeniami, ktore obejmuja swoim zakresem obie nici helisy DNA,
co sprawia, ze sg szczeg6lnie ciezkie w naprawie. Brak naprawy wigzan krzyzowych moze prowadzié
do mutacji, pekania chromosomow oraz katastrofy mitotycznej.

W odpowiedzi na indukcje wigzan krzyzowych, komorka wyksztalcita szlak Anemii
Fanconiego (FA) stanowigcy gtdwny system ich naprawy. Szlak FA taczy w sobie elementy naprawy
innych systemow naprawczych w tym: rekombinacji homologicznej oraz naprawy przez wycinanie
zasad. Szlak Anemii Fanconiego sktada si¢ z okoto 19 biatek FA oraz wielu biatek pomocniczych
(Lopez-Martinez i in. 2017).

Synteza na uszkodzonej matrycy

Synteza na uszkodzonej matrycy (synteza przez uszkodzenie, tolerancja uszkodzenia - TLS)
jest sposobem na zapobieganie konsekwencjom zatrzymania widetek replikacyjnych, ze wzgledu na
uszkodzenie obecne w matrycy, blokujace postep procesu replikacji. Zapewnia ona komorce
dodatkowy czas na naprawe uszkodzenia, nim replikaza powrdci duplikowac genom. Ze wzgledu na
niskg wierno$¢ uczestniczacych w syntezie TLS polimeraz DNA, proces ten jest zwykle mutagenny.
Miejsca aktywne polimeraz TLS s3 obszerne, co pozwala im akomodowa¢ wicksze uszkodzenia,
ktérych polimerazy replikacyjne nie s3 w stanie objaé. W poréwnaniu do replikaz, polimerazy TLS
nie posiadaja wlasciwosci egzonukleolitycznych, co uniemozliwia im wycinanie btedow powstatych
podczas duplikacji nieuszkodzonej matrycy (Goodman i Woodgate 2013).

4. Zastosowanie wiedzy o naprawie DNA

Istotng cecha komodrek nowotworowych jest ich nieograniczony potencjat replikacyjny
osiggany m.in. dzigki systemom naprawy DNA. Istnieje paradoks — komorka nowotworowa powstaje
dzigki btgdnemu funkcjonowaniu systemow naprawy, nagromadzeniu mutacji, lecz by zachowac
zdolno$¢ do replikacji polega na sprawnym funkcjonowaniu tych samych systeméw naprawczych.
Uszkodzenia DNA zwykle naprawiane sa przez wiele szlakow naprawczych, kluczowych dla
przetrwania komorki. Ze wzgledu na genomowa niestabilnos¢ w komorkach nowotworowych
prawdopodobne jest, ze wiele szlakow naprawczych nie funkcjonuje prawidtowo. Zablokowanie
alternatywnego do juz zmutowanego (wylaczonego) szlaku naprawczego uniemozliwia komodrce
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naprawe uszkodzenia, powodujac jej $mier¢. Prowadzi to do tzw. syntetycznej letalnosci (Shaheen
iin. 2011).

Zjawisko to zostalo po raz pierwszy opisane przez Calvina Bridges’a w 1992, ktory
zaobserwowal, ze niektore kombinacje mutacji u Drosophila melanogaster prowadza do jej $mieci.

Syntetyczna letalnos¢ jest w istocie konsekwencja tendencji organizméw do wyksztatcania
uktadow buforowych, pozwalajacych na zachowanie fenotypu mimo zmian w $rodowisku czy
przypadkowych mutacji. Obecno$¢ alternatywnych biatek o podobnej funkcji, kamufluje
niekorzystne efekty mutacji. W ten sposob kluczowe dla komorki procesy nie zalezg od pojedynczego
czynnika sktadowego (genu) (Nijman 2011). ,,Wylaczenie” alternatywnego odpowiednika (np. przez
zastosowanie niskoczasteczkowych inhibitorow) stanowi zatem interesujace podejscie terapeutyczne
charakteryzujace si¢ wyzsza selektywnoscia w stosunku do komorek nowotworowych, ktore z natury
gromadza liczne mutacje (Shaheen i in. 2011).
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Streszczenie

Proces mikrokapsutkowania umozliwia utrwalanie niestabilnych zwiazkow bioaktywnych
i ich efektywne wykorzystywanie jako dodatkow do zywnosci. Polega na tworzeniu wokoét substancji
otoczkowanej powtoki jedno lub wiclowarstwowej, co powoduje powstawanie kulistych lub
nieregularnych kapsulek o réznej $rednicy w zaleznoéci od wybranej metody. W artykule opisano
wybrane techniki i mozliwo$ci kapsutkowania skladnikéw bioaktywnych. Procesy immobilizacji
W przemysle zywnosciowym sg stosowane w celu kontrolowanego uwalniania w miejscu i warunkach
docelowych, tatwiejszego przechowywania oraz dozowania dodatkéw do zywnosci podczas
proceséw produkeyjnych.

1. Wstep

Wspoélczesny rynek przemystu zywnosciowego charakteryzuje si¢ stosunkowo wysokim
poziomem innowacyjno$ci. Dazy si¢ do ograniczenia kosztoéw produkcji, zwickszenia wydajnosci
oraz poprawy trwato$ci, bez jednoczesnego negatywnego wptywu na whasciwosci organoleptyczne
przetworé6w. Coraz bardziej §wiadomi i wymagajacy konsumenci stawiaja przed producentami
wysokie wymagania. Poszukuja produktow, ktore nie tylko beda smaczne i zaspokoja gtdd, ale
rownoczes$nie beda ekologiczne, dietetyczne, szybkie w przygotowaniu lub gotowe do spozycia.
Czesto motywowani dziataniami marketingowymi wybieraja zywno$¢ funkcjonalnag, tj. produkty
wzbogacone w sktadniki mineralne, witaminy czy ekstrakty roslinne o udokumentowanym dziataniu
prozdrowotnym lub produkty o obnizonej kalorycznosci lub zawartosci np. sodu, cholesterolu
(Gutkowska 2011; Tomaszewska i in. 2014).

2. Opis zagadnienia

Enkapsulacja stwarza mozliwo$ci kontrolowania dynamiki uwalniania zwigzkéw bioaktywnych,
co zwieksza zakres i efektywno$¢ ich zastosowan. Umozliwia réwniez izolowanie wrazliwych
substancji od niekorzystnych czynnikow zewngtrznych, co stabilizuje ich strukture i aktywno$¢ w
czasie uzytkowania. Materiat powlokowy dobierany jest na podstawie techniki kapsutkowania oraz
wiasciwosci funkcjonalnych, jakie powinna posiada¢ mikrokapsutka. Podczas wyboru metody
uwzglednia si¢ finalng jakos$¢ produktow, trwato$é, jednorodno$é, rozpuszczalno$é i rozmiar
kapsulek, wydajno$¢ procesowa a takze koszty, poniewaz otoczka moze stanowi¢ nawet 95% masy
kapsutki. Materiat powlokowy powinien tworzy¢ z rdzeniem stabilng emulsj¢ lub dyspersj¢ natomiast
nie by¢ z nim reaktywny podczas przetwarzania i przechowywania (Korus i in. 1997; Barbosa-
Canovas i in. 2005).

3. Przeglad literatury
3.1 Metody kapsutkowania

Metoda zelowania jonowego to mikrokapsutkowanie przy zastosowaniu procesow
suspensyjnych. Wykorzystywana jest przede wszystkim w biotechnologii, farmacji, ale rowniez ze
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wzgledu na niski koszt oraz prostote¢ produkcji mikrokapsulek, w przemysle zywnoSciowym.
Technika ta polega na polimeryzacji w zawiesinie w ktorej monomer tworzy krople. Zawiesing
uzyskuje si¢ poprzez intensywne mieszanie monomeru w substancji dla niego nierozpuszczalne;j.
Polimeryzacja odbywa si¢ wewnatrz kropel monomeru, w wyniku Czego powstaja gotowe
mikrokapsulki. Przygotowanie zelu o wlasciwej konsystencji wymaga uzycia polimeru
0 odpowiedniej lepkosci i stezeniu. Zwykle stosowane sg roztwory od 0,5% do 2%. Jako substancje
zelujace wykorzystuje si¢ najczgsciej polimery naturalne np. alginian, agar, karagen, Zelatyng,
chitozan. Metoda polega na rozpuszczeniu lub zdyspergowaniu substancji aktywnej w roztworze
polimeru powlekajacego np. witaminy C w alginianie, nastgpnie w postaci mikrokropelek aplikowane
sa do roztworu sieciujacego np. chlorku wapnia, w ktérym sg utwardzane. Czas mieszania wpltywa
na ilo$¢ jonéw Ca2+ przechodzacych z roztworu do mikrokapsutek. Rodzaj soli, st¢zenie, temperatura
oraz pH ma duzy wptyw na wlasciwosci tworzonych zeli. Powstale mikrokapsutki w zalezno$ci od
wielko$ci zostaja oddzielone za pomoca filtracji lub wirowania, nastepnie sa przemywane i suszone.
Cechy mikrokapsulek otrzymywanych metoda zelowania jonowego sa uzaleznione od wtasciwosci
zeli, stezenia polimeru, a takze czasu mieszania w roztworze sieciujgcym. Metoda ta stosowana
W przemysle zywnoS$ciowym jest uzywana do hermetyzacji dodatkdow, kontrolowanego uwalniania
srodkow odzywczych, produkcji zywnosci funkcjonalnej, aromatow, witamin, bialek, koncentratow
a nawet mleka w proszku (Dembczynski i Jankowski 2004; Korus i in. 1997).

Metoda suszenia rozpylowego to najprostsza i najcze$ciej stosowana technika
kapsutkowania. Jest prowadzona w suszarkach rozpylowych i umozliwia produkcj¢ kapsutek
0 wysokiej jakosci, kulistym ksztalcie, porowatej powierzchni i dobrej rozpuszczalnosci w wodzie.
Wielkos¢ kapsutek jest uzalezniona od parametréw procesu i moze wynosi¢ od 10 um do 2 mm
(Dtuzewska 2008). Metoda polega na zdyspergowaniu substancji aktywnej w stezonym roztworze
materiatu powtokowego. Otrzymana w ten sposob emulsja jest rozpylana w goracej komorze suszarki
rozpytowej. W wyniku gwattowanego odparowania wody pod wplywem wysokiej temperatury wokot
czasteczek rdzenia tworza si¢ otoczki z materiatu powlekajacego (Korus i in. 1997). Materialami
powlekajacymi sg najczesciej maltodekstryny, guma arabska i skrobia modyfikowana. Substancja
aktywna nie moze by¢ rozpuszczalna w materiale powlokowym. Polarna otoczka jest stabo
przepuszczalna dla niepolarnych olejkéw eterycznych. Hydrofobowe substancje aktywne wykazuja
niskg zdolno$¢ dyfuzji przez hydrofilowa otoczke. Za pomoca suszenia rozpylowego mozliwe jest
kapsutkowanie substancji aromatycznych ztozonych z lotnych zwigzkéw mimo wysokiej temperatury
powietrza od 160 °C do 280 °C. Ze wzgledu na krotkotrwate dziatanie (maksymalnie kilka sekund)
temperatura rdzenia nie osiagga 100 °C. Materiat powlekajacy powinien charakteryzowac si¢ wysoka
rozpuszczalno$cig w wodzie, niskg lepkos$cig przy duzym stgzeniu, wysokg barierowoscig w stosunku
do tlenu i substancji lotnych oraz dobrymi wiasciwosciami emulgujacymi. Stopien uwalniania rdzenia
zalezy m.in. od wilgotnos$ci otoczenia, st¢zenia polimeru, stopnia zdyspergowania substancji
aktywnej i wielkos$ci rozpylanych kapsutek. W wyniku suszenia rozpytowego otrzymuje si¢ dobrej
jakosci mikrokapsutki o duzej porowatosci (Barbosa-Canovas i in. 2005; Gouin 2004; Korus i in.
1997).

Metoda ekstruzji jest szczegdlnie istotna w mikrokapsutkowaniu zwiazkoéw
termowrazliwych np. aromatéow, witamin, barwnikow ze wzgledu na niska temperature procesu.
Zapewnia duzg stabilno$¢ sktadnikom aromatéw (nawet do 5 lat), gdyz tlen stosunkowo trudno
dyfunduje przez szklistg matryce hydrofilowa (Dtuzewska 2008). Urzadzenie wykorzystywane w tej
metodzie sktada si¢ z generatora kropel i zbiornika z kapiela utwardzajaca. Utwardzanie zachodzi
w wyniku zelowania, zestalania kropel przez chtodzenie lub na drodze chemicznej np. przez
chelatowanie (Korus i in. 1997). Materiatami powlekajacymi sa najczesciej weglowodany takie jak
sacharoza, maltodekstryna, syrop skrobiowy. Metoda polega na dodaniu emulgatora do masy
cukrowej o zawartosci wody do 10%. W komorze ekstrudera (temp. ok. 130 °C) dyspergowany jest
aromat (15-35%), a nastepnie zhomogenizowana masa jest ekstrudowana do zimnego izopropanolu.
Zachodzi schtadzanie, utwardzanie i tamanie wilokien, ktéore w koncowym etapie sa wirowane
i suszone prozniowo. W wyniku ekstruzji otrzymuje si¢ mikrokapsutki o zawartosci rdzenia 10-15%
oraz trwatosci do 2 lat. Stosujac modyfikacje parametrow tego procesu mozna osiggnaé nawet
dwukrotnie wyzsza wydajnos¢ (Dhuzewska 2008; Korus i in. 1997).
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Metoda koacerwacji jest obiecujaca technologia mikrokapsutkowania najczgsciej stosowana
do enkapsulacji zwigzkéw aromatycznych, ale rowniez witamin, konserwantdow, enzymow
i sktadnikéw odzywczych. Mozna wyrézni¢é koacerwacj¢ prosta zachodzacg w  systemie
zawierajacym jeden koloid np. zelatyng i zlozong kiedy koloidow jest dwa lub wigcej np. guma
arabska i zelatyna. Metoda polega na wydzieleniu fazy cieklej materiatu powlokowego z roztworu
i zamknigciu w niej substancji aktywnej. Jezeli warto§¢ pH jest mniejsza niz pl, zelatyna jest
natadowana dodatnio, a guma arabska ujemnie. Czasteczki o przeciwnych tadunkach przyciagaja sie,
a nastgpnie wytraca si¢ nierozpuszczalny kompleks o lepkiej konsystencji, ktory powleka czasteczki
substancji kapsulkowanej znajdujacej si¢ w wodzie. Tak powstate mikrokapsulki zostaja od siebie
oddzielone poprzez wirowanie lub sgczenie, nastgpnie sg przemywane i suszone. W wyniku rozdziatu
fazowego otrzymywane sa mikrokapsutki o zawartosci rdzenia ok. 80%, stabo rozpuszczalne
W zimnej wodzie i o matej porowato$ci. Substancja rdzenia moze by¢ uwalniana pod wplywem
temperatury, ci$nienia lub czynnikéw chemicznych (Gouin 2004; Korus i in. 1997).

Metoda mikrokapsutkowania przez powlekanie w ztozu fluidalnym to jedna z niewielu
technologii, w ktorej mozna powleka¢ substancje aktywne prawie kazdym rodzajem materiatu
powtokowego m. in. pochodnymi celulozy i skrobi, dekstrynami, emulgatorami, thuszczami. Metoda
polega na umieszczeniu substancji aktywnej w dolnej czesci komory, a nastgpnie jej unoszeniu
gorgcym powietrzem doprowadzanym przez perforowane dno z réwnoczesnym wtryskiwaniem
roztworu polimeru powlekajacego od spodu i kierowaniu ku gorze. Czasteczki rdzenia podczas
unoszenia sg rownoczesnie powlekane i suszone, a czgéciowo powleczone spadajg na dno i sg
zawracane az do uzyskania przez nie pozadanej grubosci $cian. O jakosci otrzymywanych
mikrokapsutek decyduje szybkos$¢, wilgotno$¢ i temperatura wprowadzanego powietrza oraz
szybkos¢ dozowania substancji powlekajacej. Metoda mikrokapsutkowania przez powlekanie moze
by¢ wykorzystywana do otoczkowania czasteczek rdzenia o Srednicy 50-5000 pm, a caty proces trwa
od 2 do 12 h (Gouin 2004; Korus i in. 1997).

Metoda kokrystalizacji polega na wspdélnej krystalizacji substancji aktywnej z materiatem
matrycy np. sacharozg. Dodanie substancji aktywnej do przesyconego roztworu sacharozy (97 °Bx
w temp. 121 °C) powoduje obnizenie temperatury i rozpoczyna proces samoczynnej krystalizacji.
Powstajace mikrokrysztaty o $rednicy 3-30 um powoli tacza si¢ w agregaty o gabczastej strukturze.
Substancja rdzenia wykrystalizowuje w wolnych przestrzeniach i na powierzchni krysztalow jest
cze$ciowo chroniona przed wptywem srodowiska lecz nie tworzy klasycznych kapsutek. Produkt jest
suszony, rozdrabniany i przesiewany (Korus i in. 1997).

Metoda inkluzji w PB-cyklodekstrynach wykorzystywana jest przede wszystkim do
mikrokapsutkowania zwigzkow aromatycznych. Cyklodekstryny to polisacharydy ztozone
z czasteczek glukopiranozowych, produkowanych przez enzymatyczna konwersje¢ skrobi. Tworza
gotowe mikrokapsulki ksztaltem przypominajace Scigty stozek z wolnym miejscem w centrum.
Metoda polega na utworzeniu emulsji nasyconego roztworu B-cyklodekstryn z substancja rdzenia
W podwyzszonej temperaturze. Czasteczki wody zostaja wyparte z wnetrza i zastapione substancja
aktywng. Stabilny kompleks najczgéciej otrzymuje si¢ przez ochlodzenie w celu zainicjowania
procesu krystalizacji lub przez ucieranie substancji aktywnej z cyklodekstryng w stanie statym po
odfiltrowaniu i wysuszeniu kompleksow. W wyniku inkluzji w cyklodekstrynach otrzymywane sa
bezwonne i higroskopijne mikrokapsutki o duzej trwatosci, odpornosci na utlenianie oraz stabilnosci
w podwyzszonej temperaturze (Janiszewska i Witrowa-Rejchert 2006; Korus i in. 1997).

3.2 Mozliwosci kapsutkowania wybranych substancji aktywnych w zywnosci

Mikrokapsutkowanie olejkdéw eterycznych w przemysle spozywczym jest stosowane w celu
poprawy funkcjonalno$ci i stabilno$ci aromatoéw w produkcie. Substancje aromatyczne sg lotne, mato
stabilne 1 tatwo ulegajg degradacji podczas procesow technologicznych. Uzywanie kapsutkowanych
aromatow daje mozliwo$¢ bezpieczniejszego przechowywania, powoduje mniejsze odparowanie
i ochrong¢ przed niepozadanymi reakcjami z innymi sktadnikami produktu, a takze poszerza
mozliwos$ci aplikacyjne kapsutkowanych substancji (Dtuzewska 2008; Zuidam 2009).

Mikrokapsutkowanie olejku eterycznego z oregano ma zapewni¢ ochrong sktadnikom, ktore
oprocz pozadanego aromatu maja wlasciwosci przeciwutleniajagce 1 bakteriobdjcze. Za
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antyoksydacyjny charakter odpowiadajg fenole: tymol i karwakrol. Beirdo-da-Costa (2013) proces
mikrokapsutkowania przeprowadzil metoda suszenia rozpylowego, a jako otoczki uzyl inuliny.
Roztwoér zemulgowanej inuliny z olejkiem eterycznym wysuszyl w temperaturze 190 °C.
Otrzymywane mikrokapsutki charakteryzowaty si¢ regularnoscia, gltadka powierzchnig i rozmiarem
3-4,5 um. Wedlug naukowca, wytworzone w ten sposdb preparaty moga by¢ uzywane do poprawiania
wiladciwosci organoleptycznych lub jako naturalny konserwant (Beirdo-da-Costa 2013).

Mikrokapsulkowanie olejku eterycznego z rozmarynu ma na celu ograniczenie utraty
lotnych sktadnikow aromatu. Najwazniejszymi substancjami aktywnymi zawartymi w rozmarynie sa
kwas karnozynowy i karnozyl. Olejek posiada istotne wiasciwosci antyoksydacyjne, antyseptyczne
i przeciwbOlowe. Janiszewska 1 Witrowa-Rejchert (2006) proces mikrokapsutkowania
przeprowadzity metoda suszenia rozpylowego, ktora pozwala na szybkie zestalenie otoczki
i ograniczenie strat substancji aktywnej. Jako no$nika uzyly maltodekstryny. Zhomogenizowany
roztwor maltodekstryny i olejku rozmarynowego, wysuszyly w temperaturze 200 °C. Wytworzone W
ten sposob preparaty wykorzystywane sa w przemysle spozywczym do utrwalania migsa oraz jako
przyprawa (Janiszewska i Witrowa-Rejchert 2006; Samotyja i Urbanowicz 2005).

Mikrokapsutkowanie witamin w przemysle spozywczym jest stosowane w celu zwickszenia
trwato$ci 1 stabilnosci substancji aktywnej w niekorzystnych warunkach fizykochemicznych oraz
zwigkszenia biodostepnosci i mozliwosci kontrolowanego uwalniania w miejscach docelowych.
Moze réwniez chroni¢ przed wptywem tlenu i promieniowania UV oraz maskuje niepozadany smak
i zapach substancji aktywnych. Rozwdj sektora zywnosci funkcjonalnej stwarza nowe mozliwosci
aplikacyjne dla stabilnych preparatéw uzyskanych metodg enkapsulacji (Estevinho i in. 2016; Lazim
i Muhamad 2017).

Witamina Bi2 pelni istotng role w regulacji proceséw krwiotworczych i uczestniczy
W biosyntezie kwasow nukleinowych. Glownym zroédtem kobalaminy sg produkty pochodzenia
zwierzecego, dlatego jej suplementacja jest szczegblnie wazna dla osob rezygnujacych z konsumpcji
miesa. Konsekwencjami niedoboru tej witaminy sa dysfunkcje neurologiczne oraz niedokrwistos¢
megaloblastyczna. Mikrokapsutkowanie kobalaminy utatwia jej dozowanie oraz poprawia trwato$¢
w produkcji zywnosci wzbogaconej. Jedng z technik mikrokapsutkowania witaminy B jest suszenie
rozpylowe w temperaturze 120 °C, gdzie jako nosnika uzywa si¢ chitozanu i alginianu sodu.
Otrzymane w ten sposob mikrokapsutki sa gtadkie i majg 3 um $rednicy. Wytworzone w ten sposob
preparaty majg wyzsza stabilno$¢ oraz mozliwo$é kontrolowanego uwalniania witaminy Bio
w wybranym $rodowisku (Estevinho i in. 2016).

Witamina A jest niezb¢dna w procesie widzenia, odgrywa istotng rol¢ w podziatach
i r6znicowaniu komorek oraz zachowaniu ich prawidtowej struktury. Aktywne formy przewazajace
w organizmie czlowieka to przede wszystkim retinol i estry retinylu. Immobilizowanie witaminy A
pozwala na jej kontrolowane uwalnianie i zapewnia stabilno$¢ w procesach produkcyjnych. Zwiazki
retinoidowe posiadajg wlasciwosci przeciwutleniajace, chronia przed dziataniem reaktywnych form
tlenu. Proces mikrokapsutkowania moze by¢ prowadzony metodami kapsulkowania w liposomach
oraz inkluzji w B-cyklodekstrynach. W branzy spozywczej wykorzystywane sa rowniez latwo
przyswajalne mikroemulsje sktadajace si¢ z fazy olejowej zdyspergowanej w wodnym roztworze
alginianu. Krople oleju tworza mikrokapsutki dzieki alginianowi, ktory inicjuje sieciowanie uktadu.
W rdzeniu tych kapsutek zamykany jest octan retinolu (Tataruch 2013).

Mikrokapsutkowanie barwnikéw w przemysle spozywczym jest stosowane w celu poprawy
ich rozpuszczalnosci i przedluzenia trwalo$ci. Barwniki naturalne otrzymywane gldwnie przez
ekstrakcje surowcow roslinnych i zwierzgcych wykazuja wyzsza stabilno$s¢ w formie krystalicznej
niz plynnej lecz tatwo ulegaja zbryleniu i pyleniu. Uzywanie kapsutkowanych barwnikoéw pozwala
na modyfikowanie koloru w zaleznosci od rodzaju otoczki i umozliwia ich tatwiejsze dozowanie
(Dhtuzewska 2008).

Mikrokapsutkowanie B-karotenu ma na celu ograniczenie utraty barwy w wyniku utleniania
podczas procesoOw technologicznych. Barwniki naturalne w poréwnaniu do syntetycznych
charakteryzuja si¢ niska odpornoscia na dziatanie zewnetrznych czynnikow fizykochemicznych oraz
nizsza stabilnoscia przechowalnicza. Przybysz i in. (2012) opisuje proces mikrokapsutkowania
prowadzony metoda suszenia rozpylowego, a jako najczgsciej stosowane materialy powlekajace

67|Strona



Nauki przyrodnicze — Cze$¢ IV

wymienia gume arabska, zelatyne, maltodekstryne i skrobi¢ modyfikowang. Niekorzystne dziatanie
temperatury, wysokiego cisnienia i czynnikow oksydacyjnych na barwniki moze powodowac
obnizenie ich aktywno$ci biologicznej (Dluzewska 2008; Przybysz i in. 2012).

Mikrokapsutkowanie betaniny ma na celu przede wszystkim ochrone barwy i jej wlasciwos$ci
przeciwutleniajacych, dzieki ktorym moze zmniejszaé ryzyko wystapienia chordb uktadu
krwiono$nego i nowotwordw. Janiszewska i Witrowa-Rejchert (2006) proces mikrokapsutkowania
przeprowadzity metoda suszenia rozpytowego w temperaturze 160 °C, jako no$nika uzywa si¢
maltodekstryny i gumy arabskiej. Przewage pigmentow zottych otrzymuje si¢ w przypadku otoczki
z maltodekstryn, a fioletowych w mikrokapsutkach powleczonych guma arabska. Kapsutki
otrzymane z uzyciem gumy arabskiej charakteryzuja si¢ nizsza higroskopijnoscia i wyzsza
stabilnos$cig. Wytworzone w ten sposob preparaty zachowuja cenne wiasciwosci soku z burakow
i moga by¢ bezpiecznie dodawane jako naturalny barwnik w zywno$ci (Dluzewska 2008;
Janiszewska i Witrowa-Rejchert 2006).

Mikrokapsutkowanie enzymoéw w przemysle spozywczym jest stosowane w celu ochrony
biatek przed denaturacja, poniewaz ich stabilno§¢ w postaci immobilizowanej jest wyzsza. Substancje
hydrofobowe moga by¢ kapsutkowane w podwdjnej warstwie fosfolipidowej, a hydrofilowe
W rdzeniu liposomu. Stabilno$¢, przepuszczalnos¢ i aktywnos$¢ powierzchniowa liposoméw zalezy
od wielkosci kapsutek, a wydajnos¢ mikrokapsutkowania jest proporcjonalna do stezenia i sktadu
frakcji thuszczowej. Zastosowanie mikrokapsutkowania pozwala na 100-krotne zmniejszenie iloSci
potrzebnego enzymu oraz na regulowanie szybkosci reakcji, a takze uzyskanie pozadanych cech
organoleptycznych (Dluzewska 2008; Meesters i in. 2010).

Mikrokapsutkowanie enzymu [-galaktozydazy najczeSciej produkowanej przez bakterie,
grzyby i plesnie ze wzgledu na niski koszt oraz wysoka wydajno$¢, ma na celu zwigkszenie
stabilno$ci i zakresu pH dziatania. Enzym katalizuje hydrolize laktozy, dlatego w przemysle
spozywczym shuzy do produkceji artykuléw mlecznych o obnizonej zawartosci laktozy, szczegodlnie
waznych dla osob cierpigcych na jej nietolerancj¢. Synowiecki i Wolosowska (2007) opracowali
technik¢ unieruchamiania p-galaktozydazy z bakterii Pseudoalteromonas sp. na nosniku
chitozanowym. Preparat charakteryzuje si¢ wysoka stabilnoscia oraz umozliwia zmniejszenie
zawartosci laktozy w mleku o ponad 90% w 4 °C po 24 h. Korzyscia stosowania tych preparatow jest
réwniez eliminacja niepozgdanego dziatania laktozy m.in. obnizanie jakoSci produktéw poprzez
krystalizacje¢ laktozy w niskich temperaturach oraz jej zdolnos¢ do wigzania obcych zapachow
z otoczenia (Sindhu 1 in. 2018; Synowiecki i Wolosowska 2007).

Mikrokapsutkowanie enzymu o-amylazy ma na celu zwigkszenie jego aktywnosci
i stabilnosci podczas procesow technologicznych. Enzym hydrolizuje wigzania a-1,4-glikozydowe
rozktadajac skrobi¢ do krotkotancuchowych dekstryn. W przemys$le spozywczym enzym ten
wykorzystywany jest jako $rodek glazurujacy oraz wzmacniacz smaku. Mardani i in. (2018)
opracowali technik¢ immobilizowania a-amylazy na nanokompozytach chitozanowo-
montmorylonitowych. Chitozan jest najczeSciej stosowanym materialem powtokowym, posiada
W swojej strukturze grupe aminowa i hydroksylowa, dlatego z tatwoscia wiaze si¢ z enzymami.
Wytworzone w ten sposOb preparaty stwarzaja wicksze mozliwo$ci stosowania enzymow
W przemysle spozywczym np. do produkeji syropow glukozowo-fruktozowych (Mardani i in. 2018;
Sindhu i in. 2018).

4. Podsumowanie

Enkapsulacja jest skutecznym narzgdziem umozliwiajacym podaz z zywnoscia zwiazkow
bioaktywnych, takich jak: antyoksydanty, witaminy, sktadniki mineralne, probiotyki, prebiotyki,
wielonienasycone kwasy thuszczowe omega-3 czy fitosterole w taki sposob by ich biodostepnosc
i efekt fizjologiczny byly jak najbardziej efektywne. Znaczne ilo$ci preparatow produkowane sg
w skali laboratoryjnej w celach do§wiadczalnych. Hermetyzacja zwigzkow aktywnych jest obecnie
obiecujacym sektorem badan wymagajacym interdyscyplinarnego podejscia w zakresie wielu
dziedzin nauki m.in. materiatoznawstwa, chemii i technologii produkcji (Meesters i in. 2010).
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Streszczenie

Synteza biatek szoku zimna (ang. Cold Shock Proteins, CSP) jest indukowana gtownie
W odpowiedzi na niskie temperatury, w celu eliminowania niekorzystnego wptywu tego czynnika
abiotycznego na fizjologi¢ mikroorganizmow bakteryjnych. Do najlepiej poznanych biatek CSP
nalezy rodzina biatek szoku zimna wystepujaca u Escherichia coli, w obrebie ktorej wyrézniamy co
najmniej dziewi¢é bialek tego typu oraz szereg innych polipeptydow. Gtownym biatkiem szoku
zimna u E. coli jest CspA, ktore preferencyjnie wigze si¢ do czasteczek jednoniciowego (ang. single-
stranded, ss) sSSRNA/DNA. Ponadto sugeruje sig, ze biatka te biorg udzial w regulacji transkrypcji
i translacji oraz degradacji mRNA. Obecno$¢ homologdéw CspA potwierdzono u ponad 50 réznych
gatunkow Gram—ujemnych oraz Gram-dodatnich bakterii, przy czym najwigcksza homologie
strukturalng i funkcjonalng do CspA E. coli wykazano dla CspB Bacillus subtilis. W niniejszej pracy
zostaly przedstawione najwazniejsze informacje dotyczace struktury, funkcji i mechanizméw
indukcji syntezy biatek szoku zimna, ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli biatka CspA E. coli.

1. Wstep

Bakterie wystepujace w roznych ekosystemach poddane sg dzialaniu szeregu stresow
srodowiskowych, do ktérych naleza m.in.: ekstremalne temperatury, zasolenie, czy ograniczona
dostepnos¢ sktadnikow odzywezych. W zwiazku z tym aby przezy¢, mikroorganizmy te wyksztatcity
mechanizmy adaptacyjne umozliwiajagce im prawidlowy wzrost w niekorzystnych warunkach
otoczenia. W wyniku ekspozycji organizméw na dzialanie temperatur nizszych od optymalnej
dochodzi m.in do obnizenia ptynnosci ich blon komérkowych (a tym samym zaburzenia prawidlowe;j
aktywnos$ci metabolicznej komorki bakteryjnej) oraz zwigkszenia liczby ujemnych superskretow
w DNA i powstawania stabilnych drugorzedowych struktur kwasow nukleinowych, co zmniejsza
efektywnos¢ procesow: translacji, transkrypcji i replikacji DNA. W celu zniwelowania szkodliwych
skutkéw zmiany temperatury, mikroorganizmy wytwarzaja biatka w odpowiedzi na ten czynnik
stresowy, okreslane mianem biatek szoku zimna (ang. Cold Shock Proteins, CSP). W przypadku
mikroorganizméw psychrofilnych zidentyfikowano rowniez tzw. biatka aklimatyzacji do zimna (ang.
Cold Acclimation Proteins, CAP), wykazujace znaczne podobienstwo do biatek CSP obecnych
u Escherichia coli (Kaufman i Turkiewicz 2004; Phadtare i in. 1999; Thieringer i in. 1998).
Dodatkowo udziat w adaptacji do zimna przypisuje si¢ rybonukleazom (np. PNPaza, RNaza E, RNaza
R, RNaza II) i helikazom RNA (np. StmB, CsdA), ktore wspotdziatajac z biatkami CSP stymuluja
degradacje RNA w niskich temperaturach. Biatka CSP moga funkcjonowaé jako chaperony RNA,
ktore utatwiajg translacje poprzez destabilizacje drugorzedowych struktur powstajacych w tych
czgsteczkach w niskich temperaturach. Biatka te petnig takze role transkrypcyjnych aktywatoréw, co
zostato wykazane na przyktadzie dwoch gendow, ktorych produkty (GyrA, H-NS) sg zaangazowane
w zmian¢ topologii DNA (Ermolenko i Makhatadze 2002. Ponadto, bialka CSP biorg udziat
W odpowiedzi bakterii na stres wywotany niedoborem sktadnikéw odzywczych, promieniowaniem
UV, ci$nieniem oraz zasoleniem. Na skutek ekspozycji bakterii na niskie temperatury dochodzi do
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zahamowania syntezy wigkszosci ich biatek komorkowych. Etap ten zwany faza wstepnej adaptacji
(aklimatyzacji) charakteryzuje si¢ zatrzymaniem wzrostu mikroorganizméw i trwa w zaleznosci od
gatunku od kilkunastu minut do kilku godzin (Dziugan 2006; Kaufman i Turkiewicz 2004). Podczas
tej fazy obserwuje si¢ wzmozona, przejSciowa synteze biatek szoku zimna, w tym rowniez szeregu
rybosomalnych czynnikéw (np. RbfA, CsdA), ktére wiazac si¢ z rybosomami nadajg im odpornosé
na zimno i tym samym, przywracaja bakteriom zdolno$¢ do wzrostu w niskich temperaturach
(Phadtare i Severinov 2010). Wowczas komorki wchodza w tzw. fazg wlasciwej adaptacji, w ktorej
to ilos¢ bialek CSP ulega obnizeniu, a synteza endogennych biatek komérkowych osiaga poziom
podobny do stanu sprzed wystapienia szoku temperaturowego (Rys.1) (Horn i in. 2007; Dziugan
2006).
Ekspozycja na niskie
temieratury

Warunki fizjologiczne Faza Faza adaptacji wtasciwej
aklimatyzacji

4

Synteza biatek

/— Endogenne biatka komorkowe

CSPs

Czas
Rys. 1. Zmiany Ilosci bialek CSP oraz endogennych biatek komérkowych w czasie po ekspozycji
na niskg temperature. Opracowanie wlasne na podstawie (Dziugan 2006).

Wisrdd biatek CSP dominuja gtdéwnie mate biatka, ktérych obecnos¢ wykazano u réznych
gatunkow bakteryjnych. Do najlepiej scharakteryzowanych biatek szoku zimna nalezag CSP
wystepujace u E. coli. Gtownym biatkiem zaangazowanym w adaptacje do zimna jest CspA, ktore
zostato opisane u E. coli po raz pierwszy w 1987 roku przez P. Jones oraz wspotpracownikow i jak
wykazano, biatko to stanowi do 13% wszystkich biatek produkowanych w fazie aklimatyzacji (Jones
i in. 1987). Drugim dobrze scharakteryzowanym biatkiem szoku zimna jest CspB Bacillus subtilis
wykazujace 61% homologii do wspomnianego wczeséniej CspA E. coli. Obecno$¢ homologdéw CspA
wykazano rowniez u wielu innych (ponad 50 gatunkéw) Gram-ujemnych i Gram-dodatnich psychro-
, Mezo- i termofilnych szczepoéw bakteryjnych, takich jak: Pseudomonas fragi, Salmonella
typhimurium, Lactobacillus lactis i Bacillus caldolyticus (Kaufman i Turkiewicz 2004; Ermolenko
i Makhatadze 2002; Phadtare i in. 1999). Ostatnio potwierdzono réowniez obecno$¢ biatek CSP
U najwczesniej odgaleziajacych sie od archeonow, termofilnych bakterii z rodzaju Thermatoga oraz
Aquifex. Biatka te wykazuja okoto 62-68% podobienstwa sekwencji do biatek CSP Gram—dodatnich
mikroorganizméw, co wskazuje, ze ich ,,przodek” mégt byé obecny juz w poczatkowych etapach
ewolucji organizméw jednokomoérkowych (okoto 3,5 mld lat temu) (Dziugan 2006; Phadtare 2004).
Ponadto, wysoki stopien podobienstwa struktury i funkcji bialek CSP oraz konserwatywno$¢
promotoréw gendéw kodujacych te polipeptydy wskazujg na ich istotng rolg takze w innych
mechanizmach adaptacyjnych, niz adaptacja do zimna, ktére determinuja prawidtowy wzrost komoérki
w warunkach bezstresowych. W niniejszej pracy przedstawione zostaty ogdlne informacje dotyczace
struktury, regulacji ekspresji genow kodujacych biatka CSP oraz ich roli w adaptacji
mikroorganizméw do niskich temperatur, ze szczegélnym uwzglgdnieniem roli biatka CspA E. coli.

2. Bialka szoku zimna

Rodzina biatlek CSP E. coli obejmuje dziewie¢ niskoczgsteczkowych (okoto 7 kDa)
polipeptydow o dlugosci od 69 do 74 aminokwasoéw, ktorych podobienstwo sekwencji do siebie
wynosi od 29% do 83%. Polipeptydy te r6znia si¢ migdzy soba warto§ciami punktu izoelektrycznego
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(od 5,53 do 10,72) oraz mechanizmem regulacji ich biosyntezy. Na przyktad synteza nie wszystkich
biatek z tej grupy ulega indukcji pod wptywem niskich temperatur. Jedynie cztery z nich, tj. CspA,
CspB, CspG oraz Cspl sa typowymi biatkami szoku zimna. Natomiast synteza CspE i CspC utrzymuje
si¢ na stalym poziomie w warunkach fizjologicznych bakterii i bialka te odgrywaja istotng role
w kondensacji nukleoidu (Kaufman i Turkiewicz 2004; Ermolenko i Makhatadze 2002; Yamanaka
1999). Z kolei zwigkszony poziom syntezy biatka CspD jest obserwowany podczas stresu
wywotanego brakiem sktadnikow odzywczych. (Yamanaka 1999). Przypuszcza sig, ze biatka CspH
i CspF oddziatywaja z dwuniciowym (ang. double-stranded, ds) DNA, lecz obecnie nie ma dowodow
$wiadczacych o ich roli w adaptacji E. coli do stresu niskiej temperatury (Horn i in. 2007; Kaufman
i Turkiewicz 2004; Ermolenko i Makhatadze 2002). Biatko CspA stanowi okoto 13% wszystkich
bialek syntetyzowanych przez bakterie po ich ekspozycji na niskie temperatury. Przy czym,
zaobserwowano wystepowanie niewielkich stezen (50 uM) tego biatka w poczatkowych fazach
logarytmicznego wzrostu mikroorganizméw w warunkach bezstresowych. W temperaturze 37 °C
zaobserwowano rowniez konstytutywna ekspresj¢ genu kodujacego biatko CspE. Sugeruje to, ze
biatka CSP oprocz adaptacji do stresu zimna, pelnig dodatkowe funkcje w regulacji proceséw
komorkowych bakterii (Horn i in. 2007, Kaufman i Turkiewicz 2004, Bae i in. 1999).

Analiza frakcji biatek cytoplazmatycznych E. coli metoda elektroforezy dwukierunkowe;j
umozliwila zidentyfikowanie takze innych bialek niz CSP, ktorych synteza jest indukowana niska
temperatura. Nalezg do nich m.in.: czynnik inicjacji translacji IF2 (ang. Initiation factor 2), helikaza
DEAD-box CsdA (ang. Cold shock domain protein A), biatko RecA uczestniczace w rekombinacji,
podjednostka o gyrazy GyrA, niskoczasteczkowe biatko histonopodobne H-NS (ang. Histone-like
protein), fosforylaza polinukleotydowa PNP (ang. purine nucleoside phosphorylase) oraz biatko
NusA (ang. N utilization substance protein A) (Tab.1) (Kaufman i Turkiewicz 2004, Thieringer i in.
1998).

Biatka E. coli, ktorych synteza jest indukowana zimnem, mozna podzieli¢ na dwie klasy. Do
I klasy zaliczamy bialka, ktorych ilo§¢ w optymalnej temperaturze wzrostu bakterii (37 °C) jest
znikoma, natomiast w wyniku ekspozycji na zimno ich synteza zachodzi na bardzo wysokim
poziomie (ponad 10-krotnie wickszym w poréwnaniu do warunkoéw kontrolnych). Biatka te petnig
role chaperondéw oraz aktywatoréw transkrypcji i translacji. Umozliwiaja one biosynteze
specyficznych polipeptydow, ktore nie wymagaja obecnosci dodatkowych czynnikow translacyjnych
nieaktywnych w niskich temperaturach, co pozwala na produkcj¢ endogennych biatek komorkowych.
Z kolei do 1II klasy zaliczamy te biatka, ktorych obecno$¢ wykazano takze w 37 °C, a ich iloé¢
w komorce wzrasta jedynie nieznacznie w odpowiedzi na niskg temperatur¢. Sg one wowczas
produkowane w sposob ciagly, co umozliwia synteze i prawidlowe faldowanie powstajacych w tych
warunkach tancuchow polipeptydowych. Przyktady biatek z poszczegdlnych grup zostaty
przedstawione w tabeli 1 (Kaufman i Turkiewicz 2004, Yamanaka 1999; Thieringer i in. 1998).

Tab. 1. Przedstawiciele poszczegdlnych klas biatek szoku zimna E. coli (Kaufman i Turkiewicz
2004, Thieringer i in. 1998).

Klasa Bialko Funkcja
Rodzina biatek CSP Chaperony RNA/DNA
RbfA czynnik o masie 15 kDa wiagzgcy rybosomalng
podjednostke 30S
Klasa | CsdA biatko (70 kDa) o aktywnosci helikazy RNA,
zwigzane z rybosomami
PNP Rybonukleaza
NUSA Biatko uczestniczace w terminacji i antyterminacji
transkrypcji
H-NS Biatko wigzace DNA
IF-2 Czynnik inicjacji translacji
Klasa Il RecA Czynnik rekombinacji
GyrB Podjednostka a gyrazy DNA o aktywnosci
topoizomerazy |l
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Indukcja syntezy bialek pod wplywem zimna zostala wykazana rowniez u Gram—dodatniej
bakterii B. subtilis. Obecno$¢ co najmniej jednego z tych biatek jest niezbedne dla utrzymania
zywotnoséci komorek, a dwa z nich (CspB i CspC) sg rowniez indukowane w fazie stacjonarnej, co
wskazuje, ze synteza tych bialek ulega zwigkszeniu takze w odpowiedzi na inne czynniki stresowe.
Wydaje sig, ze biatko CspB odgrywa gléwng role w adaptacji B. subtilis do niskich temperatur i ma
podobng funkcje jak biatko CspA E. coli. W sytuacji braku syntezy wszystkich trzech CSP nie
zaobserwowano wzrostu B. subtilis w 37 °C, co potwierdza istotng role tych bialek rowniez
w warunkach fizjologicznych bakterii (Grauman i Marahiel 1999).

3. Struktura bialek CSP

Przy uzyciu metod krystalografii oraz spektroskopii NMR okreslono tréjwymiarowsa
strukture 70-aa biatka CspA o masie 7,4 kDa wystepujacego u E. coli, a takze bialek CspB obecnych
u B. subtilis, B. caldolyticus oraz Thermatoga maritima. Wykazano, ze biatka CspA E. coli oraz CspB
B. subtilis zawieraja odpowiednio pigé i trzy P-harmonijki utozone antyrownolegle i tworzace
strukture typu B-baryiki, ktéra wystepuje rowniez jako domena szoku zimna (ang. Cold-Shock
Domain, CSD) w biatkach niezwigzanych ze stresem temperaturowym (OB fold), zdolnych do
wigzania si¢ z oligosacharydami i/lub oligonukleotydami (Kaufman i Turkiewicz 2004). Obecno$é
domen CSD wykazano m.in. w rybosomalnych biatkach Thermus thermophilus S1, S12 i S17,
czynniku inicjacji translacji alFla Methanococcus jannaschii oraz elFla Homo sapiens, czynniku
terminacji transkrypcji Rho E. coli oraz w kilku innych biatkach indukowanych stresem zimna (NusA,
PNPase, IF1). Wykazano rowniez znaczaca homologi¢ sekwencji (43% identycznosci) pomiedzy
bakteryjnymi biatkami CSP a domenami CSD eukariotycznych biatek rozpoznajacych motyw Y-box
o sekwencji 5’-ATTGG-3’, ktore naleza do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych wiazacych kwasy
nukleinowe (Kaufman i Turkiewicz 2004; Ermolenko i Makhatadze 2002; Thieringer i in. 1998, Jiang
i in. 1997). Domeny CSD znaleziono réwniez w kilku innych biatkach eukariotycznych, nie
nalezacych do rodziny Y-box, na przyktad w ludzkim biatku Unr wigzacym RNA, ktore jest
wymagane do translacji zaleznej od wewnetrznego miejsca wigzania rybosomu (ang. Internal
Ribosomal Entry Site, IRES). Natomiast pierwszym zidentyfikowanym eukariotycznym biatkiem,
wykazujacym w pelni homologi¢ do bakteryjnych biatek CSP jest biatko Clah 8 wystepujace
u Cladosporium herbarum, ktore sktada sie wytgcznie z domen CSD (Kaufman i Turkiewicz 2004;
Ermolenko i Makhatadze 2002). Bialka CSP naleza do duzej rodziny biatek wykazujacych
powinowactwo do czasteczek jednoniciowych kwasow nukleinowych (RNA/ssDNA) bogatych
w pirymidyny. W oddziatywaniu tych biatek z RNA/ssDNA uczestniczg dwa motywy zlokalizowane
w strukturze B-harmonijek (B21 Bs): motyw RNP1(K/R-G-F/Y-G/A-F-V/I-X-F/Y) i motyw RNP2
(LNN-F/Y-V/1-G/K-N/G-L), ktore wystepuja we wszystkich poznanych do tej pory biatkach szoku
zimna. Prawdopodobnie umieszczone po jednej stronie tych biatek zasadowe i aromatyczne reszty
aminokwasowe (fenyloalaniny, tryptofanu, tyrozyny, histydyny, lizyny, argininy), obecne we
wczesniej wspomnianych motywach stanowig miejsca wigzace kwasy nukleinowe. Zdolno$¢ do
preferencyjnego wigzania jednoniciowych kwaséw nukleinowych, wskazuje na role tych biatek
w destabilizowaniu drugorzgdowych struktur RNA, ktore utrudniajg inicjacje translacji, co wskazuje
na chaperonowy charakter dziatania CSP (Kaufman i Turkiewicz 2004; Ermolenko i Makhatadze
2002).

4. Rola bialek CSP w adaptacji do stresu niskich temperatur

Inkubacja bakterii w niskich temperaturach wywoluje wiele niekorzystnych zmian
w fizjologii tych mikroorganizméw, do ktérych zaliczamy m.in.: zmniejszenie ptynnosci blon
i aktywnosci enzyméw komorkowych, zwigkszenie superhelikalnej gesto$ci DNA, nieefektywne
fatldowanie biatek oraz tworzenie i stabilizacja drugorzgdowych struktur kwasow nukleinowych.
Istotng rol¢ w niwelowaniu skutkow tych zmian, zwigzanych gtéwnie z kwasami nukleinowymi,
przypisuje si¢ biatkom CSP (Phadtare i Severinov 2010; Kaufman i Turkiewicz 2004; Ermolenko
i Makhatadze 2002; Phadtare i in. 1999).
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Biatka CSP moga funkcjonowacé jako aktywatory transkrypcji, co wykazano na przyktadzie
genu h-ns, ktorego produkt jest zdolny do preferencyjnego wigzania czgsteczek ds DNA. Wykazano,
ze stosunek H-NS:DNA, okre$lony w warunkach szoku zimna, jest czterokrotnie wyzszy
w porownaniu do warunkéw fizjologicznych (Horn i in. 2007). Wzrost ekspresji genu h-ns jest
stymulowany przez biatko CspA, ktore to rozpoznaje jego region promotorowy. Podobny efekt mozna
uzyska¢ w wyniku heterologicznej ekspresji genu cspB B. subtilis, co wskazuje na S$ciste
podobienstwo funkcjonalne tych biatek pochodzacych z roznych gatunkow bakteryjnych (Horn i in.
2007). Potwierdzony =zostatl takze udzial CspA w aktywacji transkrypcji gyrA kodujacego
podjednostke o gyrazy DNA, w wyniku oddziatywania tego biatka z regionem promotorowym
regulowanego genu. Enzym ten uczestniczy w adaptacji komorki do stresu niskiej temperatury,
zmniejszajac superhelikalng gestos¢ DNA, co umozliwia replikacje DNA w takich warunkach (Horn
iin. 2007, Kaufman i Turkiewicz 2004). Ponadto, biatka te, zwtaszcza CspA, CspC oraz CspE, moga
funkcjonowa¢ w niskich temperaturach jako antyterminatory transkrypcji. Zapobiegaja one tworzeniu
si¢ drugorzedowych struktur typu ,.szpilki do wtoséw” powodujacych przedwczesng terminacje.
Innym biatkiem indukowanym zimnem, ktére uczestniczy w antyterminacji transkrypcji zaleznej od
biatka Q jest NusA (Barria i in. 2013, Horn i in. 2007).

Badania przeprowadzone w warunkach in vitro potwierdzity chaperonowy charakter biatka
CspA E. coli (Jiang i in. 1997). Opracowano model dziatania CspA, w ktorym biatko to wiaze si¢ do
regionu 5’-UTR czasteczki mRNA 1 w ten sposdb zapobiega tworzeniu si¢ stabilnych
drugorzedowych struktur, ktore utrudniajg rybosomowi odnalezienie sekwencji Shine—Dalgarno
(Rys.2a). Z drugiej strony, powinowactwo biatek CSP do RNA jest do$¢ niskie (zakres uM), co moze
w konsekwencji pozwoli¢ rybosomom na ich wypieranie i translacje liniowego mRNA. Ponadto,
destabilizujace dziatanie CSP na drugorzedowe struktury kwasow rybonukleinowych sprzyja ich
degradacji przez RNazy (Rys.2b). Wyjatek stanowi biatko CspE, ktore wigze si¢ do ogona poliA
i Wten sposOb zakloca trawienie RNA przez PNPazg i RNaze E (Barria i in. 2013; Ermolenko

i Makhatadze 2002).
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Rys. 2. Rola biatek CSP w regulacji transkrypcji w warunkach niskich temperatur. Opracowanie
wlasne na podstawie (Barria i in. 2013).

Jednym z wielu negatywnych skutkéw dziatania niskiej temperatury jest obnizenie ilosci
polisomow i akumulacja monosomoéw oraz podjednostek rybosomalnych (30S, 50S, 70S), co wptywa
niekorzystnie na efektywno$¢ translacji (Dziugan 2006). Jednakze wykazano isthienie wielu
czynnikow zwigzanych z rybosomami, ktére utatwiajg im prawidtowe funkcjonowanie podczas szoku
wywotanego niskg temperaturg. Przykladem jest helikaza CsdA, ktéra bierze udziat w biogenezie
duzej podjednostki rybosomalnej 50S. Wykazano, ze delecja genu csdA prowadzi do deficytu tej
podjednostki w niskiej temperaturze (Charollais i in. 2004). Ponadto, sugeruje si¢ role biatka CsdA
w interakcjach z podjednostkami rybosomu 30S oraz 70S. Z kolei, biatko RbfA (ang. Ribosomal
binding factor A) w warunkach niskiej temperatury bierze udzial w dojrzewaniu podjednostki 30S.
Takze czynniki inicjacji translacji (IF2, IF3), wiazac si¢ z rybosomami, umozliwiaja ich przejscie do
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stanu funkcjonalnego, ktory umozliwia efektywny proces translacji w tych warunkach stresowych
(Barria i in. 2013; Dziugan 2006; Kaufman i Turkiewicz 2004).

5. Regulacja ekspresji genow csp

Biatka CSP zostaty pierwotnie zidentyfikowane jako makroczasteczki, ktorych wzmozona
synteza jest obserwowana w wyniku ekspozycji bakterii na zimno. Nalezy zauwazy¢, iz ten rodzaj
odpowiedzi mikroorganizmoéw na niekorzystne warunki $rodowiskowe jest wywolany przez
obnizenie temperatury o 10 lub wigcej stopni °C. Im wigksza amplituda zmian temperatury, tym
wyzszy wzrost ilosci biatek CSP (Ermolenko i Makhatadze 2002). Mechanizm indukcji syntezy
biatek szoku zimna E. coli zalezny od temperatury podlega $cistej kontroli na poziomie transkrypcji,
stabilno$ci struktur mRNA oraz translacji (Phadtare i Severinov 2010, Ermolenko i Makhatadze
2002). Ponadto, ekspresja genéw kodujacych biatka szoku zimna moze byé wywolana réwniez
poprzez dodanie do hodowli bakteryjnej antybiotykdéw (Horn i in. 2007; VanBogelen i Neidhardt
1990). Zaobserwowano, ze dodanie do hodowli E. coli prowadzonej w 37 °C antybiotykow
blokujacych translacje na etapie: wigzania aminoacylo-tRNA (tetracyklina), reakcji katalizowanej
przez transferaz¢ peptydylowa (chloramfenikol, erytromycyna) i translokacji (kwas fusydowy)
indukuje synteze biatek CSP, podobnie jak ma to miejsce podczas adaptacji bakterii do zimna
(VanBogelen i Neidhardt 1990).

Istotng role w regulacji transkrypcji gendw CspA, cspB, cspG, cspl odgrywa dhugi
(w przypadku cspA liczacy az 159 nukleotydow) region 5'-UTR (5 -untranslated region) mRNA,
ktory zawiera wysoce konserwatywna sekwencj¢ o dlugosci 11 par zasad, zwang ,,cold-box”
(Kaufman i Turkiewicz 2004, Xia i in. 2001). Jest to tzw. miejsce przerwania transkrypcji, ktore
bierze udzial w represji ekspresji genu CSpA. Wykazano, ze ekspresja genow kodujacych CspA nie
wymaga zadnych dodatkowych czynnikéw transkrypcyjnych, jak ma to miejsce w przypadku genéw
dla bialek szoku cieplnego (ang. Heat Shock Proteins, HSPs), lecz podlega autoregulacji.
W warunkach braku biatka CspA, tempo translacji jego mRNA w poczatkowej fazie aklimatyzacji
Utrzymuje si¢ na wysokim poziomie, gdyz wowczas polimeraza RNA ,,omija” sekwencje ,,cold-box
” hamujace transkrypcje. Natomiast wraz ze wzrostem st¢zenia biatka CspA w komoérce dochodzi do
jego zwigzania sie z wlasnym mRNA, a tym samym do destabilizacji kompleksu elongacyjnego
i atenuacji transkrypcji. Na podstawie analizy mutantow E. coli posiadajacych delecje w regionie 5'-
UTR wykazano, ze fragment ten jest odpowiedzialny za zwigkszong niestabilnos¢ mRNA cspA w 37
°C (okres pottrwania 12 sekund) i ma pozytywny wplyw na stabilno$¢ tego mRNA w niskiej
temperaturze (ponad 20 min w 15 °C) (Barria i in. 2013; Horn i in. 2007; Kaufman i Turkiewicz 2004;
Phadtare 2004; Yamanaka 1999). Wykazano, ze helikaza RNA zawierajaca motyw DEAD-box (kwas
asparaginowy--kwas glutaminowy-alanina-kwas asparaginowy) kodowana przez gen csdA réwniez
wplywa na stabilnos¢ mRNA (Horn i in. 2007; Ermolenko i Makhatadze 2002). Zaburza ona
tworzenie si¢ struktur typu ,,spinki do wloséw” w obregbie regionu 5°-UTR wystepujacego w mRNA
Csp, zapewniajac im ochrone przed atakiem endonukleaz (np. RNazy III) (Ermolenko i Makhatadze
2002).Pozytywna role regionu 5’-UTR w indukcji CSP wykazano réwniez w przypadku mRNA dla
biatka CspB B. subtilis. Biatko to preferencyjnie wigze si¢ do sekwencji bogatych w uracylw regionie
5’-UTR jego mRNA, co zapobiega tworzeniu stabilnych, drugorzedowych struktur w tej czgsteczce,
ograniczajacych dostgpnos¢ sekwencji Shine-Dalgarno wymaganej do inicjacji translacji. Jak juz
wspomniano, struktury te sa rowniez celem dla RNazy IlI, dlatego tez ich destabilizacja z udzialem
biatka CspB zwigksza wydajno$¢ translacji i hamuje degradacj¢ mRNA. W podobny sposob biatko
to moze uczestniczy¢ w indukcji syntezy pozostatych bialek CSP podczas szoku wywotanego niska
temperaturg (Horn i in. 2007, Ermolenko i Makhatadze 2002).

Z kolei, w regulacji ekspresji genu cSpA na poziomie translacji bierze udzial 14-
nukleotydowa sekwencja zwana ,,downstream-box” (DB), zlokalizowana 12 pz ponizej kodonu
inicjacyjnego (Phadtare i Severinov 2010, Kaufman i Turkiewicz 2004, Etchegarar i Inouye 1999).
Obecnos¢ motywu DB wykazano rowniez w mRNA genow ¢spB, cspG, rbfA i csdA E. coli. Uwaza
si¢, ze sekwencja ta zwigksza efektywno$¢ translacji poprzez interakcje z fragmentem czgsteczki 16S
rRNA (1496-1483 nt), co ulatwia tworzenie sie¢ stabilnego kompleksu inicjacyjnego w fazie
aklimatyzacji (Phadtare i Severinov 2010, Kaufman i Turkiewicz 2004, Etchegarar i Inouye 1999).
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Innym elementem zaangazowanym w regulacje¢ translacji jest motyw ,,upstream-box” (UP)
zlokalizowany w regionie 5’-UTR gendéw csSpA, cspB, ¢spG i cspl E. coli, 11 nt powyzej sekwencji
Shine-Dalgarno, ktory podobnie jak motyw DB, jest komplementarny do regionu 1035-1023 nt genu
16S rRNA E. coli (Ermolenko i Makhatadze 2002). Wykazano, ze delecja kilku pz z regionu 5°-UTR
(w pozycji 118-143 nt) zmniejsza efektywno$¢ translacji CspA E. coli w warunkach obnizonej
temperatury. W oparciu o te dane zasugerowano, ze sekwencja UP moze pelni¢ role wzmacniacza
translacji biatek CPS (Kaufman i Turkiewicz 2004, Ermolenko i Makhatadze 2002).

W regulacji translacji mRNA bialek szoku zimna biorg udzial réwniez czasteczki
niekodujacego RNA, przykladem ktorych jest 87-nt RNA DsrA wystepujacy u E. coli (Ermolenko
i Makhatadze 2002). W niskich temperaturach reguluje on translacj¢ dwdch globalnych regulatorow
transkrypcyjnych, tj. czynnika o polimerazy RNA — RpoS (ang. RNA polymerase sigma factor) oraz
jego antagonisty biatka H-NS, wiazac si¢ z ich mRNA. Skutkiem tych interakcji jest wzrost ilosci
RpoS w komorce oraz blokowanie translacji H-NS, ktory reguluje negatywnie ekspresje genu CSpA
E. coli (Tyczewska i Figlerowicz 2009, Horn i in. 2007, Ermolenko i Makhatadze 2002).

6. Podsumowanie

Podsumowujac, biatka CSP sg syntetyzowane gtéwnie w logarytmicznej fazie wzrostu
bakterii, a nastgpnie (w fazie stacjonarnej) dochodzi do zahamowania ich syntezy na poziomie
transkrypcyjnym przez biatko H-NS. Gléwnym mechanizmem indukcji syntezy CSP podczas szoku
zimna jest stabilizacja ich wlasnego mRNA. Okres pottrwania mRNA biatek CSP jest krotki w 37
°C, ale znacznie wzrasta w niskiej temperaturze. Waznym elementem w tej adaptacji moze by¢
helikaza CsdA, ktora zapobiega degradacji czasteczek mRNA dla CspA. Biatka te mogg roéwniez
stymulowa¢ wlasng translacj¢ oraz stabilno§¢ mRNA. Jednak mimo licznych badan mechanizm
indukcji syntezy biatek CSP w stresowych warunkach pozostaje nadal nie w pelni poznany
(Ermolenko i Makhatadze 2002). Wérod tych biatek najwazniejsze znaczenie przypisuje sie biatkom
CSP pehigcym role chaperonow RNA, ktore destabilizuja drugorzgdowe struktury w kwasach
rybonukleinowych, co ulatwia transkrypcj¢ i translacje, umozliwiajac tym samym wzrost
mikroorganizméw w niskiej temperaturze. Obecne badania wstepnie wskazuja, ze prawidlowe
funkcjonowanie tych biatek jest wazne nie tylko w niskich temperaturach, ale réwniez w warunkach
fizjologicznych bakterii.

Jednakze mimo licznych badan, nadal istnieje wiele niewyjasnionych aspektow dotyczacych
regulacji ekspresji genéw kodujacych biatka CSP i ich funkcji w komorkach bakteryjnych. Wydaje
sig, ze inicjacja translacji jest hamowana podczas szoku zimna, ale nadal nie wiadomo, czy jest to
konsekwencja obnizenia temperatury czy bezposrednia odpowiedz komorki. Do tej pory nie
okreslono rowniez wplywu biatek CSP na translacj¢ roznych mRNA dla innych gendw w zmiennych
temperaturach. Znalezienie odpowiedzi na te pytania przyczynig si¢ do lepszego zrozumienia
fizjologii bialek w warunkach szoku wywotanego niskg temperaturg. Dodatkowo, badania
mechanizmoéw adaptacyjnych mikroorganizméw do takiego stresu abiotycznego mogg stanowic
wazne zrodto informacji dotyczacych zastosowan bialek CSP oraz syntetyzujacych je bakterii
W rolnictwie, przemysle i medycynie (Barria i in. 2013); (Ermolenko i Makhatadze 2002).
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Streszczenie

W obrebie rodziny roslin bobowatych wyrézniamy liczne gatunki o istotnym znaczeniu
gospodarczym. Stanowia one cenne zrodio biatka dla zwierzat i ludzi oraz mogg by¢ stosowane do
rekultywacji zanieczyszczonych gleb. Ich charakterystyczng cechg jest zdolno$¢ nawigzywania
interakcji symbiotycznych z glebowymi, Gram-ujemnymi bakteriami z rodziny Rhizobiaceae, co
umozliwia im pozyskiwanie niezbg¢dnego do prawidlowego wzrostu i rozwoju azotu. Zachodzace
pomiedzy makro- a mikrosymbiontem interakcje podlegaja licznym, niekorzystnym zmianom
wywolanym przez abiotyczne czynniki stresowe, przykladem ktérych jest niska temperatura.
Oddzialuje ona zar6wno bezposrednio na fizjologie obu partneréw symbiozy jak i poszczegolne jej
etapy, co prowadzi do zmniejszenia efektywnos$ci wigzania azotu i tym samym ograniczenia
produktywno$ci upraw rolnych. Jednym ze sposobow poprawy wydajnosci tych symbiotycznych
interakcji zachodzacych w niskich temperaturach jest zastosowanie w praktyce rolnej rizobiow
odpornych na zimno. Wykazano, ze inokulacja roslin bobowatych takimi bakteriami poprawia ich
produktywnos¢ i przezywalno$¢ w zimnych srodowiskach. Z uwagi na globalne zmiany klimatu oraz
ciagle rosnaca liczbe ludnosci §wiata potrzeba optymalizacji procesu biologicznego wigzania azotu
poprzez selekcje i charakterystyke szczepow tolerujacych niskie temperatury stanowi jedno
z najwazniejszych wyzwan wspotczesnej nauki i rolnictwa. Odpowiednio dobrane do warunkéw
srodowiskowych rizobia umozliwig wytwarzanie bionawozow pozwalajacych nie tylko na uzyskanie
wickszej wydajnosci plonéw rolnych, ale rowniez ograniczajacych chemizacje rolnictwa.

1. Wstep

Azot jest jednym z glownych sktadnikow odzywczych limitujacych prawidtowy rozwoj
ro$lin i wydajno$¢ upraw rolnych. Rosliny bobowate (Fabaceae) pokrywajg wigkszo$¢ swojego
zapotrzebowania na ten pierwiastek w sposob naturalny, nie wymagajacy stosowania syntetycznych
nawozow chemicznych, wchodzgc w symbioze z bakteriami z rodziny Rhizobiacaea. Symbiotyczne
interakcje wystepujace pomiedzy tymi glebowymi Gram-ujemnymi mikroorganizmami, powszechnie
zwanymi rizobiami, a roslinami bobowatymi umozliwiajg wigzanie i redukcje azotu czgsteczkowego
(ang. biological nitrogen fixation, BNF) do form tatwo dostgpnych dla makrosymbionta. Symbioza
jest wieloetapowym procesem, w ktorym na skutek skoordynowanej wymiany sygnatow
molekularnych, m.in. bakteryjnych czynnikoéw Nod (ang. Nod factor, NF) oraz roslinnych
flawonoidéw dochodzi do chemotaksji i adhezji rizobiow do korzenia, tworzenia nici infekcyjnej
i intensywnych podziatéw komorek kory korzenia, co w rezultacie prowadzi do powstawania
brodawek korzeniowych. W strukturach tych zachodzi redukcja azotu atmosferycznego do jondéw
amonowych w reakcji redukcji katalizowanej przez enzym nitrogenaze syntetyzowang przez rizobia
(Stasiak i in. 2016).
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Rys.1. Etapy symbiozy rosliny bobowate — rizobia A. Wymiana sygnatéw molekularnych pomiedzy
partnerami symbiozy. B. Inicjacja tworzenia brodawki korzeniowej. C. Wigzanie i redukcja azotu
atmosferycznego. Modyfikacja wlasna na podstawie (Stasiak i in. 2016; Laranjo i in. 2014).

Proces BNF stanowi tanszg i przyjazna dla srodowiska metode¢ zapewniajaca odpowiednia
podaz azotu niezb¢dng do otrzymania wydajnych plondéw ro$lin uprawnych i pastewnych, takich jak:
ciecierzyca, fasola czy koniczyna (Andrés i in. 2012). Szacuje si¢, ze w wyniku BNF jest wigzane
rocznie okoto 100-290 Tg N>, a 85 Tg tego pierwiastka jest dostarczane do upraw rolnych w postaci
nawozow azotowych (Stasiak i in. 2016). Przy czym ro$liny wykorzystuja mniej niz 50% azotu
wprowadzanego do gleby w postaci syntetycznych nawozéw chemicznych, a pozostata jego czes$é
ulega wymywaniu badz nitryfikacji i denitryfikacji, co przyczynia si¢ m.in. do wzrostu efektu
cieplarnianego oraz zanieczyszczania i eutrofizacji §rodowisk wodnych, powodujac zmniejszenie
réznorodnos$ci organizméw (Vance 2001).

Rosliny bobowate stanowia cenne zrodto biatka dla ludzi i zwierzat. Stosuje si¢ je rowniez
do rekultywacji i ponownego zalesiania zanieczyszczonych gleb. Ich obecno$¢ odnotowano
w wigkszosci ekosystemow ziemskich, poczawszy od klimatu tropikalnego po arktyczny (Prévost
iin. 1999). Totez na efektywnos$¢ tych oddziatywan ma wplyw szereg srodowiskowych czynnikow
abiotycznych, wsrdd ktorych jednym z najwazniejszych jest temperatura. Reguluje ona zaréwno
metabolizm mikrosymbionta jak i gospodarza roslinnego oraz poszczegoélne etapy zachodzacej
pomiedzy nimi symbiozy. Zakres temperaturowy, w ktorym to obserwuje si¢ optymalng wydajno$é
symbiozy zalezy gtéwnie od danego szczepu bakteryjnego i gatunku makrosymbionta. Ponizej
optymalnej dla BNF temperatury nastepuje spadek efektywnosci omawianych interakcji
symbiotycznych, co prowadzi do obnizenia iloSci dostgpnego azotu, a tym samym zmniejszenia
wydajnosci upraw rolnych (Lipsanen i Lindstrém 1986). Zwigkszenie produktywnos$ci plonow mozna
osiggnaé poprzez zastosowanie gatunkoéw roélin i szczepow rizobiow cechujacych sie wysoka
tolerancja na srodowiskowe czynniki stresowe, np. niska temperatur¢. Przyktadowo, w chtodnym
klimacie umiarkowanym kietkowanie roslin bobowatych zachodzi, gdy temperatura gleby jest
znacznie nizsza niz optymalna temperatura wzrostu rizobiéw i wigzania azotu czasteczkowego.
Wykazano, Ze nawigzanie efektywnej symbiozy w sezonie wegetacyjnym wczeséniej niz zwykle ma
to miejsce, podwaja ilo$¢ zwigzanego N», co tym samym powoduje wzrost wydajnosci upraw roslin
bobowatych (Prévost i in. 1999). Poszukiwanie szczepdw odpornych na niskie temperatury polega na
filogenetycznej i fenotypowej analizie poroOwnawczej rizobidw zakazajacych okreslony gatunek
roélin z rodziny Fabaceae pochodzacych zaréwno z klimatu umiarkowanego jak i arktycznego
(Lipsanen i Lindstrém 1986). Psychrofilne rizobia wyizolowane z brodawek korzeniowych roslin
bobowatych wystepujacych w regionach arktycznych moga stanowi¢ rezerwuar genow
warunkujacych odpornos¢ na zimno, ktore to moga ulega¢ transferowi do innych bakterii z rodziny
Rhizobiacea specyficznych dla gospodarzy ros§linnych o waznym znaczeniu rolniczym (Prévost i in.
1999).
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W niniejszej pracy omowiono wplyw stresu zimna na symbioze ro$lin bobowatych
z bakteriami z rodziny Rhizobiaceae oraz przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacy rizobiow
odpornych na zimno i korzysci wynikajace z ich zastosowania w rolnictwie.

2. Wplyw niskiej temperatury na symbiotyczne interakcje bakterii z rodziny
Rhizobiaceae — roslina bobowata

Symbiotyczne interakcje wystepujace pomigdzy korzeniami roslin bobowatych a bakteriami
z rodziny Rhizobiaceae podlegajg licznym, niekiedy niekorzystnym zmianom wywolanym przez
abiotyczne czynniki srodowiskowe, wérod ktorych istotng role odgrywa niska temperatura (Andrés i
in. 2012; Prévost i in. 1999).

Optymalna temperatura wzrostu dla wigkszosci rizobiow wynosi od 25°C do 30°C. Wyjatek
stanowi Ensifer meliloti preferujacy temperaturg okoto 35°C. W zwigzku z tym ekspozycja tych
mikroorganizméw na zimno moze powodowac niekorzystne zmiany zaréwno w fizjologii samych
bakterii jak i w zachodzacym z ich udzialem procesie BNF (Prévost i in. 1999, Alves i in. 2014). Na
podstawie licznych badafn majacych na celu okreslenie wplywu niskiej temperatury na
mikroorganizmy bakteryjne stwierdzono, ze do najpowszechniejszych skutkéw wywotanych przez
wyzej wspomniany czynnik naleza: (i) utrata ptynnosci cytoplazmatycznych blon komoérkowych,
atym samym zaburzenie aktywno$ci metabolicznej bakterii, (ii) powstawanie stabilnych,
drugorzgdowych struktur kwaséw nukleinowych zmniejszajacych tempo replikacji DNA oraz
transkrypcji i translacji biatek, (iii) obnizenie aktywnosci enzymow bakteryjnych oraz (iv) tworzenie
si¢ krysztatkoéw lodow powodujacych mechaniczne uszkodzenia komérek (Kaufman i Turkiewicz
2004). Niska temperatura oddzialuje réwniez na wzrost i produktywnos¢ roslin wchodzacych
W symbioze z rizobiami powodujac glownie synteze reaktywnych form tlenu (RFT), takich jak:
nadtlenek wodoru (H202), rodnik hydroksylowy (OH-), czy anionorodnik ponadtlenkowy (O -).
Obecnos¢ RFT w komorkach roslinnych prowadzi m.in. do dysfunkcji biatek, uszkodzenia DNA
i peroksydacji lipidow, co skutkuje zaburzeniem struktury bton komérkowych oraz powstaniem
wysoce reaktywnego i powodujacego wtorne uszkodzenia oksydacyjne dialdehydu malonowego
(MDA) (Liu i in 2019). Biorac pod uwage, iz ekspozycja na zimno zakldca prawidtowe
funkcjonowanie obu partneréw symbiozy, nie dziwi fakt, iz niskie temperatury maja wplyw réwniez
na poszczegodlne etapy procesu BNF wplywajac m.in. na konkurencyjno$¢ rizobiow, brodawkowanie
gospodarza roslinnego oraz aktywnos¢ nitrogenazy.

Wykazano znaczacy wplyw niskiej temperatury strefy korzeniowej rosélin na
konkurencyjnos$¢ dwoch odmian handlowych szczepéw E. meliloti BALSAC i NRG-185. W 8°C az
63% brodawek korzeniowych lucerny bylo zasiedlone przez oba badane szczepy. Natomiast wraz ze
wzrostem temperatury z 8°C do 25°C w powstatych brodawkach zaczynal przewaza¢ E. meliloti
NRG-185 (zasiedlat on od 9% do 75% brodawek), podczas gdy ilos¢ szczepu BALSAC utrzymywata
si¢ na wzglednie statym poziomie 25% w zakresie od 8°C do 21°C (Prévost i in. 1999). Rowniez
w przypadku soi temperatura ryzosfery stanowi istotny czynnik kontrolujacy konkurencyjnosé
rizobidow i wydajno$é symbiozy. W badaniach oceniajacych zasiedlanie brodawek soi przez
Bradyrhizobium japonicum wykazano, iz szczepy rzadko izolowane z zimnych $rodowisk (10°C)
tworzyty najwigcej brodawek na korzeniach roslin wystepujacych w glebach o temperaturze 30°C.
Natomiast sytuacja byla odwrotna w przypadku rizobiow wystepujacych gtownie w 10°C lub 15°C,
ktore to formowaty zdecydowanie mniejsza liczbg brodawek w 30°C (Weber i Miller 1972). Wyniki
te potwierdzity, ze stopiefn konkurencyjnosci rizobiow jest zalezny od temperatury ryzosfery, co tym
samym wskazuje, iz selekcja szczepdw inokulujacych rosliny bobowate powinna uwzgledniaé wplyw
niskich temperatur na inicjacj¢ nodulacji (Prévost i in. 1999).

W badaniach okre$lajacych wpltyw zimna na wczesne etapy interakcji symbiotycznych
zachodzacych pomiedzy sojg a Bradyrhizobium japonicum zaobserwowano stopniowe opo6znianie
infekcji strefy korzeniowej przez bakterie w zakresie temperatur wynoszacym od 25°C do 17,5°C.
Natomiast w temperaturach ponizej 17°C doszto do catkowitego zahamowania kolonizacji wto§nikéw
korzeniowych soi (Zhang i Smith 1999; Prévost i in. 2003). W przypadku roslin bobowatych
nawigzywanie efektywnej symbiozy wymaga skoordynowanej wymiany szeregu sygnatow
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molekularnych, w tym roslinnych flawonoidow indukujgcych ekspresje bakteryjnych genéow nod,
ktérych produkty biorg udziat w formowaniu w pelni funkcjonalnych brodawek. Wykazano, ze
wystgpowanie niskich temperatur w strefie korzeniowej hamuje biosynteze genisteiny, tj.
izoflawonoidu bedacego jednym z gléwnym sktadnikéw ekstraktu korzeniowego soi, CO tym samym
uniemozliwia powstanie prawidtowych brodawek korzeniowych (Prévost i in. 1999; Andrés i in.
2012; Alexandre i Oliveira 2013). McKay i Djordjevic (1993) badajac wytwarzanie NF przez
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii w niekorzystnych warunkach §rodowiskowych wykazali, ze
obnizenie temperatury z 28°C do 18°C powoduje redukcje ilosci czynnikow Nod w szczepach
wrazliwych na zimno, nawiazujacych interakcje symbiotyczne z Trifolium subterraneum. Jak
wykazano na przyktadzie lucerny uprawianej w 8°C w konsekwencji niedoboru NF zmniejszeniu
ulega liczba powstajacych brodawek korzeniowych (Prévost i in. 2003). Z kolei Roughley (1970)
badajac symbiotyczne interakcje pomiedzy R. leguminosarum bv. trifolii a T. subterraneum
W réznych temperaturach (w zakresie od 7°C do 19°C) stwierdzit, ze niskie warto$ci tego czynnika
abiotycznego wplywajg rowniez na strukture brodawek oraz hamuja réznicowanie rizobiow w zdolne
do wigzania N> bakteroidy. Totez wydaje si¢, ze zdolnos¢ poszczegdlnych szczepoéw rizobiow do
wytwarzania NF stanowi gléwny czynnik warunkujacy tworzenie i zasiedlanie brodawek
korzeniowych w niskich temperaturach (Prévost i in. 1999). Oprécz czynnikéw Nod, istotne
znaczenie w procesic BNF ma nitrogeneza katalizujaca redukcj¢ azotu atmosferycznego do form
fatwo dostgpnych dla roslin. Aktywnos¢ tego enzymu ulega znacznemu zmniejszeniu podczas stresu
zimna. Layzell i wsp. (1984) wykazali zwigkszenie wartosci (z 1,3 do 2,4) temperaturowego
wspotczynnika reakeji (Q10) katalizowanej przez nitrogeneze¢ w brodawkach korzeniowych soi wraz
ze wzrostem temperatury z 15°C do 25°C. Przy czym sugeruje si¢, ze aktywnos¢ enzymu zalezy od
geograficznego pochodzenia szczepdéw. Lipsanen i Lindstrom (1986) porownujac wydajnosé
symbiozy przeprowadzonej przez mikrosymbionta koniczyny czerwonej R. leguminosarum bv.
trifolii pochodzacego z roznych siedlisk biologicznych zlokalizowanych na obszarze Finlandii
wykazali, ze szczepy wystepujace na obszarach wysunigtych najdalej na poinoc cechowaty sie¢
w temperaturze 5-10°C wigksza aktywnoscig nitrogenazy w poréwnaniu do rizobidow obecnych
W potudniowych czgsciach tego kraju. Natomiast odwrotne wyniki zaobserwowano podczas
inkubacji tych bakterii w cieplejszych warunkach klimatycznych (15-18°C). Dowody $wiadczace
0 istnieniu zaleznoéci pomigdzy geograficznym pochodzeniem bakterii z rodziny Rhizobiaceae
a aktywnoscig nitrogenazy i tym samym wydajno$cig procesu BNF przedstawit rowniez Prévost wraz
z wspotpracownikami. Wykazali oni, iz izolaty rizobiow pochodzace z obszaréw arktycznych
infekujacych roéling klimatu umiarkowanego Onobrychis viciifolia charakteryzujg si¢ wyzsza
aktywnoscig nitrogenazy w porownaniu do jej homologicznych mikrosymbiontéw wystepujacych
w tych samych warunkach §rodowiskowych co gospodarz roslinny. Przy czym aktywnos$¢ enzymu
wykazywata zalezno$¢ z szybko$cia wzrostu hodowli szczepdw arktycznych w niskich temperaturach
(Prévostiin. 1987). Silng korelacj¢ pomigdzy pochodzeniem poszczegdlnych szczepow bakteryjnych
a ich efektywnoscia symbiotyczng, wykazal rowniez Roughley (1970) obserwujac, iz hamujacy
wplyw niskiej temperatury na réznicowanie bakteroidow w brodawkach T. subterraneum zostat
zniesiony w wyniku jej inokulacji rizobiami wyizolowanymi z ro$lin wystepujacych w zimnym
klimacie. Tym samym sugeruje to, iz zastosowanie bakterii z rodziny Rhizobiaceae cechujacych sie
tolerancja wobec niskiej temperatury umozliwi podtrzymanie, badz zwigkszenie wydajnosci wigzania
azotu atmosferycznego, a tym samym wzrostu roslin bobowatych w zimnych fazach ich okresu
wegetacyjnego.

3.  Mechanizmy adaptacji rizobiéw do zimna

W wyniku ekspozycji bakterii na niskie temperatury dochodzi do zwigkszenie sztywnosci
bton komoérkowych. W celu zniwelowania szkodliwych efektow tego zjawiska mikroorganizmy
bakteryjne sa zdolne do modyfikacji sktadu lipidowego membran m.in. poprzez zwigkszenie ilosci
krétkotancuchowych, nienasyconych kwasow ttuszczowych (Alexandre i Oliveira 2013; Mishra i in.
2010; Kaufman i Turkiewicz 2004). Utrzymanie prawidlowego stopnia ptynnosci membran
komoérkowych stanowi jeden z gléwnych mechanizméw adaptacyjnych bakterii z rodziny
Rhizobiaceae do zimnego $rodowiska, ze wzgledu na obecno$¢ w tych btonach symbiotycznych
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biatek rizobiéw warunkujacych specyficznos¢ symbiozy. Drouin i wsp. (2000) wykazali, ze niska
temperatura wptywa w podobny sposob na sktad kwasow tluszczowych blony komodrkowej
wszystkich badanych szczepow niezaleznie od ich poziomu adaptacji na zimno. Ilo§¢ nienasyconych
kwasow tluszczowych znaczaco zwigkszata si¢ wraz ze spadkiem temperatury wzrostu rizobiéw
2 25°C do 5°C. Przy czym glownym kwasem obecnym w btonie komoérek bakteryjnych poddanych
dziataniu zimna byt kwas cis—wakcenowy.

Kolejnym mechanizmem umozliwiajacym wzrost rizobiow w niskich temperaturach jest
synteza bialek szoku zimna (ang. cold shock proteins, CSP). Gléowna funkcja tych
niskoczgsteczkowych molekut polega na wigzaniu kwaséw nukleinowych i tym samym zapobieganiu
tworzenia si¢ ich stabilnych, drugorzgdowych struktur uniemozliwiajacych replikacje DNA oraz
transkrypcje¢ i translacje¢ biatek (Mishra i in. 2010). CSP zostaly dobrze scharakteryzowane przede
wszystkim u Escherichia coli, natomiast biatka te sg stabo zbadane u rizobiéw. Homolog genu cspA
E. coli zidentyfikowano u E. meliloti, przy czym ekspresja tego genu, kodujacego biatko o masie 10,6
kDa, jest indukowana w wyniku obnizenia temperatury otoczenia (Alexandre i Oliveira 2013). Drouin
i wsp. (2000) porownujac rizobia wrazliwe (szczep referencyjny R. leguminosarum bv. viciae ATCC
10004 i komercyjnie dostepny R. leguminosarum bv. viciae 175P1) oraz wykazujace tolerancj¢ na
zimno (R. leguminosarum bv. viciae wyizolowane z Lathyrus japonicus i Lathyrus pratensis)
zaobserwowali indukcje bialek CSP we wszystkich badanych szczepach na skutek obnizenia
temperatury z 25°C do 10°C, 5°C oraz 0°C. Przy czym liczba powstatych CSP w 0°C byta wyzsza
U rizobidw odpornych na zimno, jednakze u wszystkich wykorzystanych w doswiadczeniu szczepach
stwierdzono obecnos¢ biatka CSP o masie 6,1 kDa. Mikroorganizmy oprocz CSP wytwarzajg rowniez
biatka aklimatyzacji do zimna (ang. cold acclimation proteins, CAP), ktore ulegaja ciagtej syntezie
podczas dlugotrwatego wzrostu bakterii w niskich temperaturach i warunkuja zachowanie
prawidlowej aktywnos$ci metabolicznej komorki. Produkcje CAP obserwowano rowniez u wszystkich
rizobidw zdolnych do wzrostu w 5°C (Drouin i in. 2000).

W wyniku ekspozycji Rhizobium DDSS69 na zimno zmianie ulegla aktywnos$¢ takich
enzymow jak dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa oraz dehydrogenazy 6-fosfoglukonianowa,
odgrywajacych kluczowa role w szlaku pentozofosforanowym. Prawdopodobnie umozliwito to
badanym szczepom zwickszenie tempa metabolizmu w celu szybszego niwelowania skutkow szoku
zimna (Mishra i in. 2010).

4. Znaczenie rizobiéw tolerujacych niskie temperatury w rolnictwie

Istnieje coraz wigcej dowodow wskazujacych, ze inokulacja roslin bobowatych bakteriami
zrodziny Rhizobiaceae wykazujacymi adaptacje do zimna poprawia ich produktywno$é
i przezywalno$¢ w niskich temperaturach, co ma istotne znaczenie zwtaszcza w przypadku upraw
rolnych prowadzonych w klimacie umiarkowanym (Prévost i in. 2003; Prévost i in. 1999).
Przyktadem szczepdw charakteryzujgcych sie tolerancjg na zimno sg m.in. wczesniej wspomniany
juz R. leguminosarum bv. viciae infekujacy groszek nadmorski (L. japonicus) i groszek zotty (L.
pratensis) oraz rizobia wyizolowane z arktycznych gatunkéw ro$lin bobowatych, takich jak
Astragalus i Oxytropis, ktore to na podstawie ich minimalnej oraz maksymalnej temperatury wzrostu
wynoszacej, odpowiednio 0°C i 27-30°C, zaklasyfikowano do psychrotroféw. Wykazano, iz bakterie
te sg zdolne do brodawkowania dwoch roslin pastewnych wystepujacych w klimacie umiarkowanym,
tj. esparcety siewnej (Onobrychis viciifolia) oraz traganka pecherzykowatego (Astragalus cicer)
(Drouin i in. 2000; Prévost i in. 1999).

Interakcje symbiotyczne wystgpujace pomiedzy wspomnianymi powyzej bakteriami
a esparceta siewna zostaly wykorzystane jako model do okreslenia agronomicznego potencjatu
zastosowania rizobiow wykazujacych tolerancj¢ na zimno w celu poprawy wydajnosci procesu BNF
przeprowadzanego przez rosliny klimatu umiarkowanego w niskich temperaturach. W 9°C szczepy
arktyczne zasiedlaly ponad 65% brodawek powstatych na korzeniach esparcety siewnej, podczas gdy
w temperaturze 15°C sytuacja byta odwrotna, tj. dominowaly rizobia charakterystyczne dla klimatu
umiarkowanego. Dodatkowo, ro$liny inokulowane bakteriami z obszaréow arktycznych
charakteryzowaty sie wiekszg aktywnoscig nitrogenazy i suchg masg pedow w pordéwnaniu do
makrosymbiontéw infekowanych przez szczepy pochodzace z regiondow umiarkowanie cieptych
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(Prévost i in. 1999). Oceniono réwniez wydajno$¢ symbiotyczna rizobiow infekujacych rosliny
zrodzaju Lathyrus. Wykazano, iz komercyjnie dostepny szczep 175P1 w temperaturze 15-20°C
charakteryzowat si¢ zwickszonym poziomem aktywnos$ci nitrogenazy i powodowal wzrost ilosci
suchej masy pedéw w poroéwnaniu do wyizolowanego z L. pratensis arktycznego szczepu LP0610.
Natomiast odmienne wyniki zaobserwowano w nizszych wartosciach temperatury (15-17°C),
W ktorych to LP0610cechowat si¢ wigksza efektywnoscia symbiotyczng niz szczep 175P1 (Prévost i
in. 1999). Dodatkowo sugeruje si¢, ze zwigkszona tolerancja roslin bobowatych na stres zimna moze
by¢ regulowana przez symbiotyczne interakcje zachodzace pomigedzy nimi a bakteriami z rodziny
Rhizobiacea. Przyktadowo, w rezultacie infekcji wlosnikéw korzeniowych lucerny szczepami E.
meliloti zaobserwowano: (i) akumulacj¢ substancji osmotycznie czynnych, takich jak prolina, ktore
chronig rosling przed odwodnieniem i usuwaja wolne rodniki, (ii) wzrost aktywnos$ci enzymow
antyoksydacyjnych, tj. dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy oraz (iii) zwigkszenie ekspresji
roslinnych genow takich jak: CBF2 (czynnik transkrypcyjny zwigzany z tolerancja ro$lin na niskie
temperatury), CorF (kodujacy syntaze galaktinolu), Casl5a (produktem genu jest biatko nalezace do
rodziny dehydryn syntetyzowanych w odpowiedzi na stres suszy, badz zimna). Procesy te
przyczynialy si¢ do zmniejszenia stresu oksydacyjnego, a tym samym do wigkszej przezywalno$ci
ro$lin w zimnym $rodowisku. Przy czym sugeruje si¢, ze wzrost tolerancji makrosymbionta na niskie
temperatury wynika ze zdolnosci rizobiow do zwigkszania odpornosci systemowej swoich
gospodarzy roslinnych poprzez indukcje gendw o funkcjach obronnych w réznych gatunkach roslin
bobowatych, takich jak: Arachis hypogaea czy Stylosanthes guianensis (Liu i in. 2019).

Przedstawione przyktady udowadniaja, Ze istnieje mozliwos¢ zwigkszenia efektywnosci
interakcji  symbiotycznych (w tym konkurencyjnosci szczepow, nodulacji i wigzania azotu
atmosferycznego) w niskich temperaturach poprzez selekcje rizobiow zdolnych do adaptacji do
panujacych w danym ekosystemie warunkéw klimatycznych. Ta poprawa wlasciwosci
symbiotycznych znajduje odzwierciedleniec w rozwoju roslin straczkowych. Ilo§¢ suchej masy
lucerny uprawianej w warunkach polowych zostala zwigkszona o okoto 23% w wyniku jej inokulacji
szczepem klimatu umiarkowanego E. meliloti NRG-34 wybranym na podstawie zalezno$ci pomiedzy
tempem wzrostu, konkurencyjnoscia, zdolnoscia brodawkowania gospodarza roslinnego
i wydajnoscig okreslong w temperaturze 12°C w poréwnaniu do komercyjnie dostepnego szczepu E.
meliloti NRG-185 (Prévost i in. 1999) Takze badania przeprowadzone z udziatem arktycznych
mikrosymbiontow Astragalus oraz Oxytropis wykazaly zwigkszenie o 30% wzrostu ro$lin
bobowatych wystepujacych w klimacie umiarkowanym (Prévost i in. 1999).

5. Podsumowanie

Biorgc pod uwagg globalne zmiany klimatu oraz ciagle rosnaca liczbg ludnosci $wiata,
potrzeba optymalizacji procesu BNF stanowi jedno z najwazniejszych wyzwan wspotczesnego
rolnictwa. Niska temperatura jest czynnikiem znacznie ograniczajacym wydajno$¢ upraw rolnych,
natomiast rizobia sg waznym zréodtem azotu, ktére moga pomoc w zwiekszeniu plondw roslin
bobowatych, zwlaszcza w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych wystepujacych np.
W poczgtkowym okresie wegetacyjnym klimatu umiarkowanego (Alexandre i Oliveira 2013).
Najwigksze zwigkszenie efektywnosci interakcji symbiotycznych mozna uzyskaé w sytuacji, gdy
zarowno mikro- jak i makrosymbiont wykazuja adaptacj¢ do niskich temperatur.

Jak sugeruja przytoczone badania, wytwarzanie bionawozoéw zawierajacych odpowiednio
dobrane do warunkéow S$rodowiskowych rizobia pozwoli nie tylko na uzyskanie wigkszej
produktywnosci plonéw rolnych, ale rowniez przyczyni si¢ do ograniczenia chemizacji rolnictwa
(Andrés i in. 2012; Mishra i in. 2010). Jednakze nadal pozostaje wiele niewyjasnionych kwestii
zwigzanych z mechanizmami tolerancji tych szczepéw na zimno oraz ich wptywem na poszczegélne
etapy symbiozy. Dalsze badania powinny by¢ ukierunkowane przede wszystkim, na: (i) okreslenie
molekularnych podstaw wigkszej konkurencyjno$ci rizobidow tolerujacych niskie temperatury, (ii)
charakterystyke funkcji i struktury bialek CSP i CAP syntetyzowanych przez bakterie z rodziny
Rhizobiaceae klimatu umiarkowanego i polarnego oraz (iii) wyjasnienie mechanizméw
warunkujacych prawidlowsg aktywno$¢ nitrogenazy w powstajacych w zimnym Srodowisku
brodawkach, formowanych przez rizobia zaadaptowane do niskich temperatur (Prévost i in. 1999).
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Streszczenie

Zaréowno $mier¢ komorkowa jak 1 proliferacja komoérek sa w pehi fizjologicznymi
procesami zachodzacymi w kazdym zywym organizmie. Utrzymanie rownowagi pomiedzy tymi
procesami jest niezmiernie wazne dla prawidtowego funkcjonowania organizmu. Zaburzenie szeregu
mechanizmoéw homeostazy lezy u podtoza wielu choréb, w tym nowotworowych. Najczesciej
wystepujacymi typami $mierci komérkowej sa apoptoza, autofagia oraz nekroza. Dlatego tez,
zglebienie mechanizmow tych proceséw moze stanowi¢ podstawe lepszego poznania podtoza chordb
oraz skonstruowanie nowoczesnych terapii celowanych.

1. Wstep

Liczba komoérek w organizmie czlowieka nie jest stata. Ulega ona cigglym zmianom
w wyniku nieustannie zachodzacej proliferacji oraz $mierci komorkowej. Fizjologiczna rownowaga
pomiedzy tymi procesami pozwala zachowaé wazng dla organizmu homeostaze. Do fizjologicznych
proceséw $mierci komorkowej mozemy zaliczy¢ zaprogramowang $mieré komorkowa, ktora jest
naturalnym procesem usuwania uszkodzonych komorek. Jednakze, w szczegolnych warunkach moze
doj$¢ do martwiczej $mierci, ktora jest zjawiskiem patologicznym i prowadzi do rozwoju wielu
réznych schorzen, w tym rowniez choréb nowotworowych.

Programowana $mier¢ komorki (z ang. programmed cell death, PCD) to wieloetapowy,
genetycznie zaprogramowany proces pozwalajacy na eliminowanie nieprawidlowych komorek
poprzez destrukcje jej sktadnikow. Cho¢ proces ten przez wiele lat pozostawatl tajemnica, dzi§ juz
wiadomo, iz jest to rodzaj samobojczej $mierci przynoszacej korzysci dla reszty prawidtowych
komorek, nie zaburzajac ich funkcjonowania. Gléwnym celem PCD jest utrzymanie réwnowagi
wewnetrznej organizmu — homeostazy. Programowana §mieré wystepuje zarbwno w organizmach
wielokomoérkowych jak i jednokomoérkowych. Programowana $mier¢ komorkowa zachodzi podczas
calego procesu ontogenezy, rozpoczynajac si¢ juz w okresie rozwoju ptodowego. Odgrywa wazna
role w adaptacji do stale ewoluujgcego srodowiska (Godlewski i in. 2016; Paduch i in. 2015).

PCD jest inicjowana przez wiele czynnikdw zaré6wno zewnetrznych jak i wewnetrznych.
Kluczowym aspektem jest sita dzialania bodzca, wywotujacego w komorce odpowiedni rodzaj
$mierci. Mozemy wyr6zni¢ wiele typow PCD, jednak najlepiej scharakteryzowanymi sg apoptoza
oraz autofagia.

Najczesciej obserwowanym z kolei rodzajem $mierci niezaleznej od komorki jest nekroza.
Jest ona czgsto procesem przypadkowym, patologicznym, doprowadzajacym do martwicy duzych
obszarow komorek, tkanek, a nawet catych narzadéw. Moze ona prowadzi¢ do wystapienia oraz
rozwoju roznego rodzaju schorzen np. miejscowego ostrego stanu zapalnego, czy chordb
nowotworowych (Paduch i in. 2015).
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2. Apoptoza

Apoptoza (z greckiego apdptsis — proces opadania, wiednigcia lisci) to najczesciej
wystepujacy 1 najlepiej scharakteryzowany obecnie typ programowanej $mierci komoérkowej.
Jest powszechnie obserwowany podczas wielu mechanizméw rozwoju i ré6znicowania si¢ komorek.
Jest to proces wieloetapowy, aktywny, $cisle kontrolowany i zalezny od gené6w komorki. Pozwala na
wyeliminowanie zmienionych czy uszkodzonych komoérek bez naruszania sasiadujacych, prawidtowo
funkcjonujacych komorek (Stepien i in. 2007; Sulejczak 2000).

Komoérka umierajgca na drodze apoptozy wykazuje charakterystyczne cechy morfologiczne.
Komoérka obkurcza sig, co jest zwigzane z utrata wewnatrzkomorkowej wody. Chromatyna jadrowa
ulega kondensacji a material genetyczny zostaje pofragmentowany na odcinki o dlugosci 180 — 200
pz. Nastgpuje fragmentacja cytoplazmy, a organelle rozdzielaja si¢ na tak zwane ciatka apoptotyczne
(Rys. 1.). Ciagtos¢ blony komdrkowej pozostaje nienaruszona, a zawartos¢ komorki nie wydostaje
si¢ na zewnatrz. Nie tworzy si¢ wowczas stan zapalny, za$ pozostalosci po rozpadzie komoérki moga
by¢ usuwane przez naptywajace makrofagi na drodze fagocytozy (Elmore 2007; Godlewski i in.
2016).

Komorka normalna
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Rys. 1. Zmiany morfologiczne zachodzace w komoérce podczas apoptozy (Saikumar et al. 1999).

W przebiegu apoptozy mozna wyr6znic trzy podstawowe etapy: indukcyjny, wykonawczy
oraz koncowy etap degradacji. Proces $mierci rozpoczyna si¢ juz po zadziataniu czynnika
indukujacego, ktéry moze by¢ zardwno czynnikiem zewnetrz- jak i wewngtrzkomorkowym.
Wyréznia si¢ dwie glowne drogi przekazywania sygnatu wprowadzajacego komorke na droge
apoptozy: szlak zewnetrzny (receptorowy, z ang. extrinsic) oraz wewnatrzpochodny
(mitochondrialny, z ang. intrinsic). Pierwszy z nich zwiazany jest bezposrednio z receptorami $mierci
zlokalizowanymi w blonie komérkowej. Drugi powiazany jest z czynnikami AIF ( z ang. apoptosis
inducing factor), ktore zostaja uwolnione z mitochondrium do cytoplazmy (Elmore 2007; Rudnicka
2011).

Poczatkowy etap indukcyjny zwigzany jest bezposrednio z aktywacja kaspaz, enzymow
z grupy proteaz cysteinowych. Enzymy te sg syntetyzowane w postaci proenzymoéw, wiec do ich
dziatania niezbedny jest proces aktywacji. Aktywacja kaspaz przebiega kaskadowo. Szlak
receptorowy prowadzi do aktywacji kaspazy 8, za$ w szlaku mitochondrialnym w koncowym etapie
aktywowana jest prokaspaza 9 do kaspazy 9. Faza wykonawcza zwiazana jest z aktywacja kaspaz
efektorowych (aktywowanie kaspazy 3, ktora odpowiedzialna jest za proteoliz¢ biatek niezbednych
do funkcjonowania komorki) (Elmore 2007; Rudnicka 2011).
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Proces apoptozy jest $cisle regulowany przez wiele biatek zarowno proapoptotycznych jak
i antyapoptotycznych. Szczegélnie przez rodzing biatek regulatorowych — Bcl-2 (z ang. B-cell
lymphoma 2), ktére uczestniczg w uwalnianiu cytochromu ¢ z mitochondriéw. Wsrdéd nich mozna
wyr6zni¢ biatka proapoptotyczne : Bax (z ang. bcl-2-like protein X), Bak ( z ang. Bcl-2
antagonist/killer protein), Bad ( z ang. Bcl-2 associated agonist of cel death) oraz antyapoptotyczne :
Bcl-2, BelxL ( z ang. B-cell lymphoma-extra large) czy Mcl-1 (induced myeloid leukemia cel
diferentation protein) (Czabotar et al. 2014).

3. Autofagia

Autofagia z jezyka greckiego oznacza autds-samo, phagos- zjadanie i odnosi si¢
do konserwatywnego procesu polegajacego na wewnatrzkomorkowej degradacji uszkodzonych
organelli, sktadnikéw cytoplazmy, a w szczeg6lnosci bialek o dugim okresie pottrwania.

Mozemy wyr6zni¢ trzy podstawowe postacie autofagii: makroautofagie, mikroautofagie
oraz autofagi¢ zalezng od biatek opiekunczych. Klasyfikacji tej dokonano na podstawie sposobu w
jaki substrat dostarczany jest do lizosoméw (Polewska 2012; Rudnicka i in. 2011).

Makroautofagia jest najczgéciej wystepujaca postacig autofagii. Charakteryzuje si¢
wyodrebnieniem z siateczki $rédplazmatycznej lub aparatu Golgiego fagofora. Otacza on wybrany
fragment cytoplazmy lub organellum przeznaczonego do strawienia i przeksztatca si¢ w autofagosom
- strukture podwdjnie obloniona, ktora ulega fuzji z lizosomem tworzac autofagolizosom. W nim
degradacji ulegaja organella, kompleksy biatkowe, biatkowo-lipidowe z uzyciem enzymow
hydrolitycznych obecnych w lizosomach. Zwyczajowo makroautofagie okre§la si¢ terminem
autofagii” (Rys. 2.) (sorekiin. 2005 Rudnicka i in. 2011).

Lizosom

(e %)
\ 0.

Autofagosom BE
Autofagolizosom

Rys. 2. Schemat przebiegu autofagii (https://bhavanajagat.com/2016/12/09/life-and-death-
knowledge-in-action/life-and-death-knowledge-in-action-cell-compartments/)

Mikroautofagia jest najmniej poznang postacig autofagii. Podczas tego procesu mate
oragenlla, fragmenty jadra komoérkowego czy cytoplazmy z zawartymi w niej biatkami zostaja
otoczone przez blong lizosomalng i w wyniku endocytozy wnikaja do wngtrza lizosoméw gdzie
ulegajg trawieniu (sorekiin 2005 Rudnicka i in. 2011).

Podczas autofagii zaleznej od biatek opiekunczych- chaperonéw (z ang. chaperone mediatel
autophagy, CMA) trawieniu ulegaja znajdujace si¢ w cytoplazmie wybrane biatka i peptydy. Dzigki
obecnosci odpowiednich receptoréw na lizosomach transportowane sa one do ich wngtrza.
Charakterystyczna jest obecno$¢ odpowiedniego fragmentu sygnatowego W  sekwencji
aminokwasowej bialka substratowego rozpoznawanego przez chaperon. Receptor wiaze kompleks
chaperon-substrat, a drugie biatko opiekuncze obecne w lizosomie odpowiada za translokacje tego
substratu (sorexiin. 205; Rudnicka i in. 2011).

Autofagia ma na celu utrzymanie homeostazy w komorce, poprzez zachowanie rOwnowagi
migdzy degradowanymi sktadnikami a ich wewnagtrzkomdrkowa syntezg. Zwraca si¢ uwage przede
wszystkim na to, ze autofagia jest procesem o dwojakim charakterze. Z jednej strony pozwala
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przetrwaé cigzkie warunki $rodowiska, jest procesem adaptacyjnym do warunkow stresowych
i umozliwia w ten sposob dostarczenie potrzebnych substancji odzywczych do utrzymania
niezbednych procesé6w zyciowych. Bierze udziat w takich procesach jak: dojrzewanie czerwonych
krwinek, wewnatrzkomorkowa biogeneze surfaktantu na powierzchni pneumocytéw II, czy
biosyntez¢ neuromelaniny w dopaminergicznych neuronach (Lamparska- Przybysz i in. 2005).

Z drugiej strony autofagia jest mechanizmem $mierci komorki, wowczas okreslana jest
programowana $miercig komorki typu II. Moze takze peni¢ funkcj¢ ochronng organizmu przed
patogenami. Angazuje si¢ rowniez w eliminacj¢ uszkodzonych badz nieprawidtowo funkcjonujacych
organelli. Zaklocenia w procesie autofagii moga prowadzi¢ do rozwoju choréb immunologicznych,
miopatii lub choréb neurodegeneracyjnych (np. choroba Parkinson, choroba Alzheimera, plasawica
Huntingtona) (Lamparska- Przybysz i in. 2005; Marino i Lopez-Otin 2004; Polewska 2012).

W przeciwienstwie do apoptozy, autofagia jest procesem niezaleznym od kaspaz.
Chromatyna nie ulega kondensacji, ale nastepuje wakuolizacja cytoplazmy. Podobnie
jak w apoptozie organella lub cala komoérka ulega degradacji bez uwolnienia zawarto$ci
do srodowiska, tak wigc rowniez nie wywotuje reakcji zapalnej (Lamparska- Przybysz i in. 2005;
Polewska 2012).

W komorkach nowotworowych moze odgrywaé dwojaka role: jako supresor transformacji
nowotworowej, szczegdlnie na wczesnej fazie inicjacji, a z drugiej strony role onkogenna poprzez
stymulacje wzrostu komoérek i umozliwienie przezywalno$ci w niekorzystnych warunkach. Rola tego
procesu moze zmienia¢ si¢ w zaleznosci od stadium rozwoju choroby i rodzaju nowotworu (Lisiak
i in. 2014).

Zahamowanie autofagii moze wptynag¢ na wzmocnienie aktywnosci stosowanych lekoéw
przeciwnowotworowych w indukowanej chemioterapia aktywacji szlakow sygnalowych autofagii.
Natomiast promowanie autofagii moze wzbudza¢ eliminacje komoérek nowotworowych, a tym
samym ograniczy¢ wielko$¢ guza. Tak wigc obie strategie maja duze znaczenie w leczeniu chordb
nowotworowych (Polewska 2012; Lisiak i in. 2014).

Do czynnikéw indukujacych autofagic nalezag miedzy innymi: deficyt skladnikow
odzywczych, hormony, cytokiny, niedotlenienie, uszkodzenie materialu genetycznego, aktywacja
onkogendw. Niezalezenie od rodzaju czynnika indukujacego mozemy wyr6zni¢ fazy takie jak:
powstawanie autofagosomu (indukcja, enukleacja, elongacja), fuzja autofagosomu z lizosomom
(dojrzewanie) oraz degradacja (trawienie) (Polewska 2012).

4. Nekroza

Nekroza to rodzaj $§mierci martwiczej, biernej i niekontrolowanej przez komorke. Proces ten
indukowany jest przez czynniki fizyczne, biologiczne oraz mechaniczne, ktére uszkadzaja organelle
komorkowe. Nekroze od pozostatych typow $mierci komorki (apoptozy czy autofgii) odroznia to, iz
jest ona prawie zawsze zwigzana z procesem patologicznym. Martwica nie posiada cech autofagii czy
apoptozy, poniewaz dotyczy catych grup komorek, tkanek, a nawet narzagdow (Adigu i Murray 2019).

Prawdopodobna przyczyna $mierci martwicze] jest utrata réwnowagi osmotycznej
w komorce, ktorej metabolizm zostaje zahamowany, a tym samym zaburzona jest rOwnowaga
osmotyczna i dochodzi do depolaryzacji btony mitochondrialnej. Skutkiem tego procesu jest spadek
poziomu ATP, a takze naptyw jonéw i wody do wnetrza komorki. Komoérka wraz z organellami
pegcznieje, a elementy strukturalne trawione s przez enzymy uwolnione z lizosomoéw. Konsekwencja
tych procesow jest catkowity rozpad komorki (Rys. 3.), przez co materiat znajdujacy si¢ wewnatrz
zostaje w sposob niekontrolowany uwalniany do $rodowiska pozakomorkowego, a to z kolei
prowadzi do powstawania stanow zapalnych w obrebie tkanki (Paduch i in. 2015). Te same czynniKki
uszkadzajace moga wywolywac zarowno nekroze jak i apoptoze. Jednak to, czy komorka wejdzie
W fazg apoptozy czy ulegnie natychmiastowej $mierci martwiczej zalezy m.in. od czasu ekspozycji
na dany bodziec, jego sily i rodzaju komorki (Adigu i Murray 2019).

Obecnie wiadomo, ze martwica nie zawsze jest losowym i przypadkowym procesem
patologicznej $mierci komorki. Wraz z odkryciem kluczowych mediatoréw nekrozy - kinazy RIP3
(zang. receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3), polimerazy poli-ADP-rybozy,
zauwazono, ze istnieja przypadki zaprogramowanej genetycznie nekrozy (nekroptoza). Jednym
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z mechanizméw nekroptozy jest odpowiedz na polaczenie si¢ receptora TNFR1 (z ang. tumor
necrosis factor receptor 1) z ligandem. W fizjologicznych warunkach powstaje trimer, do ktorego
przylaczaja si¢ m.in. biatka TRADD ( z ang. tumor necrosis factor receptore type 1-associated
DEATH domain protein). Nastepnie dochodzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB
(z ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), dzieki ktoremu komoérka
przystosowuje si¢ do czynnikow stresowych. Wazna role odgrywa tutaj kaspaza 8, ktdra moze
wprowadzi¢ komorke na szlak apoptozy, za$ jej unieczynnienie powoduje rozpoczgcie
programowanej nekrozy (Gizycka i in.2015; Ouyang et al. 2012).

Coraz cz¢éciej mowi si¢, ze programowana nekroza ma znaczacy wptyw na przebieg wielu
chorob, w tym takze nowotworéw. Do badan nad nekroptoza wykorzystuje si¢ komorki
charakteryzujace si¢ niedoborem proapoptotycznych genéw Bcl-2, Bax i Bak. Gdy takie komorki
poddane zostang chemioterapii, natychmiast pojawiaja si¢ zaburzenia metabolizmu, ktoére powoduja
wyczerpywanie si¢ NAD+ i ATP. Kluczowa role odgrywa tutaj polimeraza PARP (z ang. poly (ADP-
ribose) polymerase). Jej aktywacja w wyniku uszkodzenia DNA, powoduje wyczerpywanie si¢
NAD+ (kofaktora procesu glikolizy tlenowej), a w konsekwencji przejsciowe zahamowanie glikolizy.
W ten sposob powstale zaburzenie homeostazy prowadzi w konsekwencji do $mierci w wyniku
nekrozy (Ouyang et al. 2012).

Komorka normalna

Nekroza
Rys. 3. Zmiany morfologiczne zachodzace w komoérce podczas nekrozy (Saikumar et al. 1999).

5. Podsumowanie

Rodzaj $mierci komérkowej odgrywa fundamentalng role w prawidtowym funkcjonowaniu
organizmu. Zaburzenia w regulacji tego procesu prowadza do rozwoju wielu schorzen. Zbyt wysoki
poziom komorek apoptotycznych jest czgsto obserwowany w przebiegu wielu chorob
autoimmunologicznych i neurodegeneracyjnych. Natomiast zahamowanie tego procesu jest
charakterystyczne dla komorek nowotworowych, ktore ulegaja niekontrolowanej proliferacji i nie
reaguja na sygnaty wprowadzajace je na droge $mierci. Komorki nowotworowe opracowaty wiele
strategii unikania zaprogramowanej $mierci. Dodatkowo, nekroza jako czynnik prozapalny, moze
rowniez indukowaé lub wzmagaé intensywnos$¢ niektorych schorzen. Dlatego tez doktadne poznanie
molekularnych mechanizméw $§mierci komorkowej pozwolitoby na stworzenie skuteczniejszych
lekéw np. chemioterapeutykow, co mogloby by¢ ogromnym krokiem w Kierunku zmniejszenia liczby
zachorowan na rézne rodzaje nowotworow.

Zaprogramowana $mier¢ komoérkowa jest bardzo ciekawym aspektem funkcjonowania
komorek. Najnowsze badania pokazujg jak niezwykle dynamicznym i wysoce zmiennym procesem
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jest PCD. Ciekawostka jest rowniez umiejetnos¢ ,,przetagczania” pomiedzy jednym rodzajem $mierci
a drugim. Stad coraz wigcej badan zwigzanych z dokladniejsza i obszerniejsza klasyfikacjg typow
programowanej §mierci.
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Streszczenie

W kazdym zywym organizmie zachodzg naturalne procesy fizjologiczne takie jak wzrost,
namnazanie czy $mier¢ komorkowa. Umozliwia to utrzymanie homeostazy poprzez zachowanie
odpowiedniej ilosci komorek zaréwno prawidlowych jak i zmutowanych. Programowana §miec
komorki (PCD, ang. programmed cell death) to rodzaj samobdjczej wykorzystywanej przez organizm
w celu utrzymania réwnowagi proliferacyjnej. Najczesciej wystepujacym i obecnie najlepiej
poznanym rodzajem PCD jest apoptoza. Isnieje szereg czynnikow kierujacych komoérke na droge tego
procesu, za$ jego indukcja zachodzi na kilka sposoboéw w zaleznosci od szlaku przekazywania
sygnahu.

1. Wstep

Apoptoza z jezyka greckiego apoptosis dostownie oznacza ,,opadanie” i po raz pierwszy
opisano ja w odniesieniu do opadania li§ci z drzew jesienia. Ta analogia podkresla, ze §mier¢ komorki
jest integralng i niezbedng czescig cyku zycia organizméw (Marek 2013; Wong 2011). Jako pierwsi
okreslenia tego uzyli w 1972 roku Kerr, Wyllie oraz Currie. Apoptoza nazywana jest rowniez
programowang $miercig komorki typu 1 (Gewies 2003).

Jest procesem w pelni aktywnym, podlegajacym $cistej kontroli komorkowej. Odgrywa
wazng role w rozwoju organizméw oraz w regulacji i utrzymaniu prawidtowej ilosci komorek
w warunkach fizjologicznych i patologicznych (Marek 2013). Jej celem jest usuwanie
niepotrzebnych, starych i uszkodzonych komorek, a takze tych wystepujacych w nadmiarze. Jest
dobrze zdefiniowang i prawdopodobnie najczestsza formg programowanej $mierci komorki. Stanowi
wazny element prawidlowego rozwoju organizmu i utrzymania rownowagi wewngtrznej. Zaburzenia
procesu apoptozy moga doprowadzi¢ do zmniejszenia odporno$ci organizmu, rozwoju chordb
autoimmunologicznych czy nowotworow (Horodyjewska i in. 2005; Marek 2013).

1.1 Czynniki wywolujace apoptoze

Wystepuje wiele czynnikow, ktore kieruja komorke na droge apoptozy. Moga by¢ to migdzy
innymi zwiazki uszkadzajace material genetyczny lub zaburzajace cykl podziatu komorki, szok
termiczny, stres oksydacyjny, aktywacja okre§lonych receptorow (Gewies 2003). Istnieje kilka
mozliwosci ich podziatu, jednym z nich jest zgrupowanie na fizyczne, chemiczne oraz biologiczne.

Do czynnikéw inicjujacych zaprogramowana smier¢ komorki naleza:
= czynniki fizyczne:

e promieniowanie ultrafioletowe
e promieniowanie y
e obecnos¢ wolnych rodnikow
= czynniki chemiczne:
e aplikowane chemioterapeutyki stosowane w leczeniu nowotwordéw (np. Etopsyd,
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e Melfalan, Chlorambucyl)
e zwigzki takie jak: metanol, azydek sodu, cyjanki, akroleina, rapamycyna, aktynomycyna D,
N-acetylosfingozyna
= czynniki biologiczne:
infekcje wirusowe (np. wirus HIV, wirus HTLV, wirus SV - 40),
obecno$¢ wybranych bakterii (np. Helicobacter pylori)
niedobor czynnikow wzrostu (np. IL-2, IL-6, ktére prowadza do zatrzymania podziatow)
uszkodzenie DNA
zaburzenia gospodarki jonowej (np. wzrost stezenia jonéw Ca?*)
niedobor hormonow (np. zmiany st¢zenia hormonow steroidowych)
wzmozona aktywnos¢ czynnika martwicy nowotworow (TNF, ang. tumor necrosis factor)
wzmozona aktywacja onkogenow
inaktywacja gené6w supresorowych
Czynniki indukujace apoptoze sa czesto analogiczne jak w przypadku innych rodzajow
$mierci komérkowej. Kluczowym aspektem jest jednak sita dziatania bodzca. Delikatny sygnat moze
skierowa¢ komorke na droge apoptozy. Ten sam czynnik, jednak o znacznie wyzszym natgzeniu,
moze wywola¢ §mier¢ martwicza — catkowicie niezalezng od komorki (Gewies 2003; Matecki i in.
2005; Stepien i in. 2007).
Podczas procesu apoptozy w komorkach zachodzi wiele charakterystycznych zmian

morfologicznych jak i biochemicznych.

1.2 Morfologia komérki apoptotycznej

Komoérki umierajace na drodze $mierci apoptotycznej posiadajg wiele charakterystycznych
cech morfologicznych i biochemicznych (Ryc. 1) (Jyotirmoy et al. 2012). Proces apoptozy przebiega
wedhug okreslonego schematu. Zazwyczaj od inicjacji $mierci komorki do jej fragmentacji mija kilka
godzin, zalezy to jednak od kilku czynnikéw m.in. rodzaju komorki czy tez bodzca, ktory wprowadza
ja na ten szlak (Wong 2011).

Komoérka umierajaca na drodze apoptozy przyjmuje owalny lub kulisty ksztalt, z wyraznie
widocznymi gestymi fragmentami chromatyny jadrowej (Elmore 2007; Marek 2013). Dochodzi do
powolnego obkurczania si¢ komorki, co spowodowane jest stopniowa utratg wewnatrzkomorkowej
wody, dodatkowo odtacza si¢ od pozostatych, sagsiadujacych struktur (Koperwas 2013; Marek 2013).

Jednym z pierwszych sygnatéw, $wiadczacych o rozpoczynajacym si¢ procesie apoptozy jest
spadek potencjatu elektrochemicznego na wewnetrznej blonie mitochondrialnej co jest bezposrednio
zwigzane z przeniesieniem fosfatydyloseryny na zewngtrzng powierzchni¢ btony komorkowe;.
Fosfolipid ten jest transportowany na zewnatrz poprzez biatko btonowe- flipazg¢. Na tym etapie
dochodzi juz do pierwszych zmian w obrebie jadra komodrki (Gewies 2003; Koperwas 2013; Wong
2011). Na obrzezach blony jadrowej rozpoczyna si¢ kondensacja chromatyny tworzac wyrazng
strukture podobng do pier§cienia lub poétksiezyca. Stopniowo ulega ona dalszej kondensacji
i wypelnia cate jadro. Prowadzi to do jego obkurczenia i powstania tzw. jadra pyknotycznego
(Koperwas 2013; Wong 2011). Jeszcze wigksza kondensacja chromatyny powoduje rozerwanie
otoczki jadrowej i rozpad jadra. DNA ulega fragmentacji na odcinki o dtugosci 180 — 200 par zasad
lub ich wielokrotno$éi. Warto zaznaczy¢, iz podczas $mierci komorki przebiegajacej na drodze
apoptozy nie dochodzi do znacznego naruszenia struktury pozostatych organelli komoérkowcyh
(Koperwas 2013; Stepien i in. 2007; Wong 2011).

Jednym z najwazniejszym momentow w czasie apoptozy jest formowanie cialek
apoptotycznych. Zawieraja one fragmenty cytoplazmy z organellami oraz zdegradowane elementy
jadra komérkowego. Ciatka sg rozpoznawane przez makrofagi, monocyty i sgsiadujace komorki.
Umozliwia to wychwytanie i ich fagocytozg (Madej i in. 2015).

1.3 Szlaki przekazywania sygnatu

Najwazniejszymi biatkami uczestniczacymi w procesie apoptozy sa kaspazy. Sg to enzymy
z grupy proteaz cysteinowych, ktore powoduja hydrolize biatek strukturalnych i funkcjonalnych,
w konsekwencji prowadzac do $mierci komoérki. Syntezowane sg w postaci nieaktywnej i aby pelnié
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swoje funkcje musza zosta¢ aktywowane. Do ich aktywacji zachodzi poprzez dwie drogi: szlak
zewnetrzny (extrinsic) zwigzany z blona komoérkowa oraz szlak wewnetrzny (intrinsic) zalezny od
mitochondriéw (Horodyjewska i in. 2005).

¥
—)0%
@

Rys. 1. Zmiany morfologiczne zachodzace w komoérce podczas procesu apoptozy
(http://www.samper.pl/strony/Piasecka_Marzena/umieranie.htm).

=y

Wewngtrzny szlak apoptotyczny

Wewnetrzny szlak przekazywania sygnalu (Ryc. 2) jest bezposrednio zwigzany
z funkcjonowaniem mitochondrium. Szczegdlng role w tym procesie odgrywa rodzina biatek Bcl-2
(ang. B-cell lymphoma 2), ktora kontroluje jego caly przebieg. Wérdd nich wyrdznia si¢ biatka
0 dziataniu proapoptotycznym np. Bax (ang. Bcl-2-associated X protein) czy Bad (ang. Bcl-2
associated agonist of cel death) oraz antyapoptotycznym takie jak Bcl-2 czy Bcl-xL (ang. B-cell
lymphoma-extra large). [lo$¢ tych biatek oraz oddziatywania miedzy nimi decyduja ostatecznie o tym
czy komorka ma rozpoczaé proces $mierci (Tomek et al. 2012).

W poczatkowym etapie apoptozy aktywacji ulegaja biatka proapoptotyczne Bcl-2, ktore
hamuja aktywnos¢ polipeptydoéw (Loreto et al. 2014; Tomek et al. 2012). Dochodzi do powstania
charakterystycznych poréw w btonie mitochondrium, przez ktére do cytoplazmy zostaje uwolniony
cytochrom c. Ten etap jest wyraznym sygnalem do powstania apoptosomu w sktad ktérego wchodzi
biatko Apaf-1 (ang. apoptotic protease activating factor-1), cytochrom c, prokaspaza — 9 oraz
odpowiednie zrodto energii. W obrebie powstalej struktury dochodzi do aktywacji kaspazy 9, ktéra
z kolei uruchamia tzw. kaskade kaspaz. Ostatnim etapem tego procesu jest aktywacja kaspazy 3, ktora
nazywana jest kaspaza bez powrotu. Z chwilg jej pobudzenia jest pewne, iz komérka umrze na drodze
$mierci apoptotycznej. Kaspaza 3 inicjuje proces degradacji bialek jadrowych i cytoplazmatycznych
co wiaze si¢ z tworzeniem ciatek apoptotycznych (EImore 2007, Fluda et al. 2006; Gillies et al. 2014;
Loreto et al. 2014; Tomek et al. 2012).

Zewngtrzny szlak apoptotyczny

Do aktywacji zewnetrznego szlaku apoptotycznego (Ryc. 3) dochodzi pod wplywem tzw.
receptorow $mierci np. TNF (ang. tumor necrosis factor), TRAIL-R (ang. TNF-related apoptosis-
inducing ligand). Receptory te posiadaja dwie domeny zewnatrzkomoérkowa bogata w cysteine
i cytoplazmatyczng ,,domeng $mierci” (sktadajaca si¢ z 80 aminokwasow), ktora odgrywa kluczows
role w przekazywaniu sygnatu o $mierci z powierzchni komorki na wewnetrzne szlaki sygnatowe.
Przylaczenie odpowiedniego liganda do receptora powoduje przekazanie sygnatu §mierci do czesci
cytoplazmatycznej a doktadnie do domeny efektorowej $mierci (ang. death effector domain — DED)
biatka FADD (ang. fas -associated death domain) (Hongmei 2012; Fulda et al. 2006). Utworzenie
kompleksu z prokaspaza 8 prowadzi do powstania aktywnej formy tego enzymu, ktdra to
zapoczatkowuje kaskade kaspaz. Ostatnim etapem tego procesu jest aktywacja kaspazy 3, ktora jest
jednym z ostatnich sygnalow wykonawczych apoptozy. Ostatecznie aktywowany jest odpowiedni
czynnik odpowiadajacy za fragmentacj¢ materialu genetycznego i dochodzi do degradacji komorki.

Apoptoze indukowang szlakiem zewngtrznym mozna zahamowa¢ przy pomocy
komoérkowego biatka c-FLIP (z ang. ang. cellular FLICE-like inhibitory), ktore wiazac si¢ z kaspaza-
8, inaktywuje ja, a tym samym zatrzymuje caly mechanizm zaprogramowanej $mierci (Hongmei Z.
2012).
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fragmentacja DNA
kaskada kaspaz >y degradacja bialek
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Rys 2. Wewnetrzny szlak indukcji apoptozy (http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/apoptoza).
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szlak wewnetrzny APOPTOZA

Rys. 3. Zewnetrzny szlak indukcji apoptozy http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/apoptoza).
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1.4 Rola apoptozy w procesach fizjologicznych

Smieré komérkowa, jak juz wezesniej wspomniano, jest w petni fizjologicznym procesem
i rozpoczyna si¢ juz podczas rozwoju ptodowego. Znaczna cz¢$¢ komorek organizmu ginie w czasie
embriogenezy. Apoptoza odgrywa wigc istotng role w prawidlowym ksztattowaniu tkanek
i narzadow. Jest ona niezbedna migdzy innymi w trakcie rozwoju uktadu nerwowego czy
rozrodczego. Cickawym przykladem udzialu tego procesu w embriogenezie jest proces formowania
si¢ palcow uwyzej uorganizowanych kregowcow, gdzie wykazano, iz apoptoza komorek
znajdujacych si¢ pomiedzy palcami rozwijajacego si¢ zarodka jest niezbedna do wiasciwego
uksztattowania dystalnych czgséci konczyn (Bas$ i in. 2004; Horodyjewska i in. 2005).

Programowana $mier¢ komorki pelni takze niezwykle istotng rolg¢ w prawidlowym
funkcjonowaniu w pelni wyksztalconych narzadéw. Przykladem moze by¢ grasica, ktora wraz
z wiekiem ulega inwolucji, za$ jej limfoepitelialne obszary zostaja zastepowanie przez tkanke tgczng
i thuszczowa. Fizjologiczny zanik obserwuje si¢ takze w gruczole krokowym, w ciatku zottym czy
W blonie §luzowej macicy. Zmianami w duzym stopniu zaleznymi od procesu apoptozy jest rowniez
inwolucja macicy po porodzie czy tez gruczotu mlekowego po spetnieniu swojej roli (Ba$ i in. 2004;
Horodyjewska i in. 2005; Wong 2011).

Procesy apoptotyczne odgrywaja wazng role w funkcjonowaniu uktadu krwiotworczego,
dzigki czemu mozliwe jest zachowanie réwnowagi pomigdzy wytwarzaniem i obumieraniem
komorek krwi. Obnizenie poziomu erytropoetyny stymuluje procesy apoptotyczne réznicujacych si¢
komorek krwi, a szczegdlnie prekursoréw krwinek czerwonych. Apoptoza jest rowniez niezbedna do
prawidlowego funkcjonowania uktadu odporno$ciowego, przez m.in. czynny udzial w procesie
dojrzewania limfocytow T (Bas i in. 2004; Horodyjewska i in. 2005).

Apoptoza jest rowniez bardzo wazna w procesie starzenia. To dzigki nim usuwane sa
komorki stare czy uszkodzone. Eliminowane sg réwniez komorki ktére utracily swoja
funkcjonalnos¢, wykazujace nieprawidtowe dzialanie i moga stanowi¢ zagrozenie dla pozostatych
(Bas i in. 2004; Horodyjewska i in. 2005; Wong 2011).

1.5 Rola apoptozy w procesach patologicznych

Niestety proces $mierci apoptotycznej spotykany jest rowniez w stanach niepozadanych,
patologicznych.

W momencie, gdy szlak apoptozy nie moze by¢ uruchomiony, dochodzi do wystgpienia
roéznorodnych skutkow ubocznych. W ztozonych procesach programowanej $mierci komoérek moze
dojs¢ do zaburzen bedacych skutkiem na przyktad mutacji genéw biatek uczestniczacych w tym
procesie albo by¢ zwigzane z ich uposledzong interakcjg w czasie trwania apoptozy (Chwitkowska
i in. 2011; Horodyjewska i in. 2005)

Zarowno wzmozona $mier¢ jak rowniez jej brak leza u podloza wielu niebezpiecznych
stanéw. Standardowym przyktadem obnizonej aktywnosci apoptotycznej jest proces nowotworzenia,
gdzie czestotliwo$¢ podzialow komorkowych wymyka si¢ spod kontroli organizmu. W wyniku
transformacji nowotworowej nadekspresji ulegaja czynniki hamujace zaprogramowang $mierc¢ co

2011; Elmore 2007; Horodyjewska i in. 2005)

Zbyt wysoki poziom procesOw apoptotycznych lezy za§ u podtoza wielu choréb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona, choroba Alzheimera, choroba Huntingtona
czy stwardnienie zanikowe boczne. Te stany chorobowe charakteryzuja sie deficytem prawidlowo
funkcjonujacych komoérek. Zaburzenia w przebiegu apoptozy kojarza si¢ réwniez z chorobami
autoagresywnymi. Przykladem jest tu reumatoidalne zapalenie stawow. W czasie tej choroby,
dochodzi do zbyt silnej odpowiedzi uktadu odpornosciowego na wiasne antygeny (Elmore 2007).

2. Podsumowanie

Programowana $mier¢ to proces rownowazacy proliferacje komorek. Dzieki niej mozliwe
jest zachowanie homeostazy komorkowej oraz prawidlowe kontrolowanie proceséw
proliferacyjnych. Zaburzenia w przebiegu apoptozy moga prowadzi¢ do powstawania nieprawidlowo
zbudowanych oraz funkcjonujacych narzadéw (Horodyjewska i in. 2005). Zaréwno zahamowanie
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tego procesu jak i jego zbyt wysoki poziom lezy u podioza wielu zaburzen takich jak choroby
nowotworowe czy neurodegeneracyjne. Dlatego tak wazne jest dokltadne poznanie mechanizmow
apoptozy, co pozwoli na opracowanie nowych strategii sterowania tym procesem w celu walki
z wieloma schorzeniami.
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Streszczenie

Analizom petrograficznym poddano popioty denne i lotne pochodzace ze spalania wegla
kamiennego, biomasy drzewnej w formie pelletu oraz mieszanki tych dwoch paliw w proporcjach
wagowych 50:50. Eksperymentalne spalanie przeprowadzono w retortowym kotle podajnikowym
Galmet Galaxia o mocy 15 kW. Analizy petrograficzne popiotow dennych i lotnych ze spalania wegla
wykazaly przewagg substancji mineralnej i charow typu inertoid. W przypadku popiotéw ze spalania
biomasy, w popiotach dennych dominowaly chary o strukturze tkankowej i grubych §ciankach, z kolei
w popiotach lotnych czgséciej obserwowane byly skladniki mineralne oraz chary o strukturze
porowatej. Popioly ze spalania mieszanki wegla z biomasa maja odmienny sktad petrograficzny.
Zarowno popioty denne, jak i lotne zawieraja mniej substancji mineralnej, w pordwnaniu z popiotami
ze spalania wegla i biomasy. Chary pochodzace z wegla czgéciej reprezentowane byty przez silnie
porowate morfotypy, z kolei chary z biomasy cechowaty si¢ zblizonym udziatem form tkankowych
i porowatych. Wyzszy udziat porowatych charéw weglowych w popiotach ze wspoétspalania wegla
z biomasg, w porownaniu z popiotami ze spalania wegla, sugeruje wyzsza temperatur¢ podczas
wspotspalania. Wyzszy udziat porowatych charéw pochodzacych z biomasy sugeruje jej gwattowne
odgazowanie podczas wspotspalania. Nizszy udzial substancji mineralnej w popiotach ze
wspotspalania, w porownaniu z popiotami ze spalania wegla i biomasy, sugeruje nizszg efektywno$¢
procesu.

1. Wstep

Wspotspalanie wegla kamiennego i biomasy rozpatrywane jest jako bardziej przyjazna
srodowisku alternatywa dla spalania samego wegla. Dotychczasowe eksperymenty wskazuja, ze
wspotspalanie moze prowadzi¢ do redukcji emisji SOz i NOx (Demirbag 2003; Jurado i in. 2017,
Munir i in. 2011; Rokni i in. 2018; Savolainen 2003; Xie i in. 2007). Ztego tez wzgledu,
zainteresowanie réznymi aspektami wspotspalania ro$nie.

Jednym z aspektow badan, poswigconych wspolspalaniu, jest analiza petrograficzna
popiotéw (Grammelis i in. 2005; Wang i in. 2011). Moze by¢ ona przydatna m.in. w predykcji
potencjalnych zastosowan popiotéw. Ponadto, wystepujace w popiotach chary, czyli zmienione
pozostatosci wegla czy biomasy, umozliwiaja wnioskowanie na temat przebiegu procesu spalania
(Lester et al., 2018, 2010).

W ponizszej pracy przyréwnano sktad petrograficzny popioldw ze wspotspalania mieszanki
zawierajacej po 50% wag. wegla 1 biomasy z popiotami powstalymi w wyniku spalania tej samej
biomasy i tego samego wegla w danym piecu. Umozliwito to porownanie wptywu domieszki
wegla/biomasy na formy wystepujacych w popiele charéw, a w konsekwencji — wnioskowanie na
temat przebiegu procesu spalania.
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2. Material i metody

Pierwszym etapem badan bylo przeprowadzenie spalania probek wegla kamiennego
(ekogroszku), pelletu drzewnego oraz mieszanki wegla i pelletu, zawierajacej po 50% wag. wegla
i biomasy. Paliwa spalano w retortowym kotle podajnikowym Galmet Galaxia 0 mocy 15 kW,
stanowigcym czg§¢ mobilnego laboratorium PoLoNEs, znajdujacego si¢ w Centrum
Zréwnowazonego Rozwoju i Poszanowania Energii WGGiOS, AGH w Migkini.

Nastepnie, z popielnika kotta pobrano probki popiotdow dennych, a z jego wyczystek — probki
popiotdéw lotnych. Pobrano rowniez probki pelletu i wegla, ktore poddano analizie technicznej na
Wydziale Energetyki i Paliw AGH. Analiza obejmowata oznaczenie wilgoci catkowitej, wilgoci
analitycznej, zawartoSci popiotu, zawartosci cze¢sci lotnych, ciepta spalania i warto$ci opatowe;.
Z probki wegla oraz probek popiotow wykonano polerowane zglady do badan mikroskopowych.
Badania petrograficzne przeprowadzono za pomocg mikroskopu Opton-Zeiss z obiektywem
immersyjnym. Analizy wegla kamiennego wykonano zgodnie z zaleceniami International Committee
for Coal and Organic Petrology (ICCP 1998, 2001; Pickel i in. 2017). Do analizy popiolow ze spalania
wegla zastosowano Coal Char Classification Lestera i in. (Lester i in. 2010), z kolei popioty ze
spalania biomasy klasyfikowano za pomocg Biomass Char Classification Lestera i in. (Lester i in.
2018). W przypadku popiotow ze spalania mieszanki wegla z biomasa, zastosowano obie
klasyfikacje.

Klasyfikacja charéow ze spalania wegla dzieli obserwowane mikroskopowo sktadniki na
podstawie ich stopnia przereagowania i porowatosci na nastgpujace typy:

e mineroid — ponad 50% substancji mineralnej,

e solid / fusinoid — porowato$¢ <5% (solid) lub relikty maceratu fuzynitu (fusinoid),

e inertoid — porowatos$¢ 5-40%, zmieniony lub nie,

e mixed dense — czesciowo zmieniony (w 25-75%), porowatos¢ 40-60%,

e mixed porous — czgsciowo zmieniony (w 25-75%), porowatos¢ >60%,
crassinetwork — struktura sieciowa, >50% $cianek >3 pum, porowatos$¢ >40%,
tenuinetwork — struktura sieciowa, >50% $cianek <3 um, porowato$¢ >70%.
crassisphere — sferyczny, >50% $cianek >3 um, porowato$¢ >60%,
tenuisphere — sferyczny, >50% $cianek <3 pm, porowato$¢ >80% (Lester i in. 2010).
Klasyfikacja charéw ze spalania biomasy dzieli mikrosktadniki na cienko$cienne,
0 $ciankach o grubo$ci < 3 pum (thin, Th) i o grubych $ciankach, grubszych niz 3 pm (thick, T), na
porowate (porous, P) lub o strukturze komorkowej (cellular, C) oraz na te 0 wysokim stosunku
dtugoscei do szerokosci (high aspect ratio, H) badz o niskim stosunku dtugosci do szerokosci (low
aspect ratio, L). Osobng kategori¢ stanowig chary typu solid, niewykazujace porowatosci. Podziat
ten umozliwia wyrdznienie nastepujacych typéw charéw ze spalania biomasy:
solid — czastki stale, o znikomej porowatosci,
TPL — gruboscienne, porowate, o matej dtugosci,
TCL — gruboscienne, o strukturze komérkowej i matej dtugoscei,
TPH — gruboscienne, porowate, wydtuzone,
TCH — gruboscienne, o strukturze komorkowej, wydtuzone,
ThPL — cienko$cienne, porowate, o matej dtugosci,
ThCL — cienkos$cienne, o strukturze komorkowej i matej dlugoscei,
ThPH — cienkoscienne, porowate, wydtuzone,
ThCH — cienkos$cienne, o strukturze komorkowej, wydtuzone (Lester i in. 2018)

Wyniki

3.1 Analizy wegla kamiennego i biomasy
W sktadzie petrograficznym badanego wegla kamiennego dominowaty maceraty grupy
witrynitu (60,6%). Maceraly grupy inertynitu stanowity 24,6%, grupy liptynitu — 12,9%, z Kkolei
substancja mineralna stanowita 1,9% obje¢tosci badanego wegla (Rys. 1).
Wyniki analizy technologicznej wegla kamiennego i biomasy przedstawiono w Tab. 1.
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Rys. 1. Sktad petrograficzny spalanego wegla kamiennego.

Tab. 1. Wyniki analizy technologicznej paliw

Cwitrynit

|liptynit

Cinertynit

W substancja mineralna

Parametr Jednostka | Warto$é¢ — wegiel | Warto§é — biomasa
Wilgo¢ catkowita % 3,8 7,4
Wilgo¢ analityczna % 3,9 75
Zawarto$¢ popiotu (stan analityczny) % 3,2 1,3
Zaw.artoéé czgéei lotnych (stan % 312 75.2
analityczny)
Ciepto spalania kd/kg 31367 18808
Warto$¢ opatowa kJ/kg 30235 17228

3.2 Popioty denne i lotne ze spalania wegla kamiennego

W sktadzie petrograficznym popiotéw dennych ze spalania wegla kamiennego przewazata
substancja mineralna oraz chary typu inertoid. Typ solid, reprezentowany glownie przez
niezmienione maceraty, stanowit 4,2% objetosci probki. Czegsto obserwowane byly chary typow
mixed dense and mixed porous, stanowiace odpowiednio 11,7 i 8,7% objetosci badanego popiotu
dennego. Chary o wyzszej porowatosci (crassinetwork, tenuinetwork, crassisphere, tenuisphere)
wystepowaty rzadko (Tab. 2).

Popioty lotne ze spalania weggla rowniez zdominowane byly przez substancj¢ mineralng
i chary typu inertoid, jednak rzadziej wystepowaty w nich typy mieszane (mixed dense, mixed
porous), z kolei typy o wigkszej porowatosci i sferycznym ksztalcie (crassisphere, tenuisphere) byty
znacznie czestsze (odpowiednio 11,9 1 9,3%).

Tab. 2. Sktad petrograficzny popiotow dennych (PD) i popiotow lotnych (PL) ze spalania wegla

kamiennego.
. . Udzial charow z pominieciem

Rodzaj charu Udzial [% obj.] typu mineroid [f% obj.] )

PD PL PD PL
Mineroid 51,1 46,4 - -
Solid / fusinoid 4,2 2,6 8,6 4,8
Inertoid 18,4 18,6 37,7 34,6
Mixed dense 11,7 1,0 23,8 1,9
Mixed porous 8,7 1,5 17,9 2,9
Crassinetwork 2,6 41 53 7,7
Tenuinetwork 2,3 46 4,6 8,7
Crassisphere 0,3 11,9 0,7 22,1
Tenuisphere 0,6 9,3 1,3 17,3
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3.3 Popioty denne i lotne ze spalania biomasy

W popiotach dennych ze spalania pelletu drzewnego substancja mineralna wystepowata
rzadziej, niz w popiotach ze spalania wegla- stanowita ona 22,0% objetosci probki. Najczesciej
wystepujacymi typami charéw byly TPL (gruboscienny, porowaty, o matej dlugosci) i ThCH
(cienkoscienny, o strukturze komorkowej, wydtuzony). Generalnie, w skladzie probki przewazaly
chary gruboscienne i o strukturze komoérkowej. Udziat czasteczek wydtuzonych i krotkich byt
zblizony (Tab. 3, Rys. 2).

Popioty lotne cechowaly si¢ mato zréznicowanym sktadem, zdominowanym przez
substancje mineralna i chary o strukturze porowatej (Tab. 3).

W cienkoscienne W porowate W krotkie
gruboscienne komoérkowe wydfuzone
msolid M solid msolid
5,4 5,4 5,4
52,2 52,2 48,9

Rys. 2. Udziat poszczeg6lnych rodzajow charow z biomasy w badanych popiotach dennych.

Tab. 3. Sktad petrograficzny popiotéw dennych (PD) i popiotow lotnych (PL) ze spalania biomasy.

Udziat charow 2z
< 1o . s .

Rodzaj charu Udziatl [% obj.] gqoirr::::i;gle;/r:’ Objt.)]fpu

PD PL PD PL
Substancja mineralna 22,0 48,3 - -
Solid 4,2 2,8 54 54
TPL 17,8 20,5 22,8 39,6
TCL 6,8 14,8 8,7 28,7
TPH 7,6 - 9,8 -
TCL 6,8 - 8,7 -
ThPL 51 13,6 6,5 26,3
ThCL 5,9 - 7,6 -
ThPH 2,5 - 3,3 -
ThCH 12,7 - 16,3 -

3.4 Popioty denne i lotne ze wspoétspalania wegla kamiennego i biomasy

W popiotach dennych z wspotspalania nieznacznie przewazaty chary pochodzace z wegla
(44,1%). Zwraca uwagg niska zawarto$¢ substancji mineralnej w popiele — 16,7% w poréwnaniu
z 51,1% w popiele ze spalania wegla i 22,0% w popiele ze spalania biomasy (Rys. 3).
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O Char weglowy
H Char z biomasy

O Substancja
mineralna

Rys. 3. Sktad petrograficzny popiotu dennego z wspotspalania wegla i biomasy.

Obserwowane w popiele chary weglowe reprezentowane byly glownie przez morfotypy
mieszane (mixed dense, mixed porous), stanowigce tacznie 33,7% obj. probki. Czgsto obserwowano
réwniez inertoidy (27,2%), jednak ich udziat byl nizszy, niz w popiele ze spalania samego wegla
(37,7%). Znacznie cze$ciej obserwowano silnie porowate chary o strukturze sieciowej
(crassinetwork, tenuinetwork) i sferycznej (crassisphere, tenuisphere) (Rys. 4).

Osolid/fusinoid
minertoid

O mixed

W network
Osphere

337

Rys. 4. Uszczegdtowiony sktad petrograficzny popiotéw dennych — chary ze spalania wegla.

W przypadku charéw pochodzacych ze spalania biomasy, zauwazalny jest wzrost udziatu
typow o strukturze porowatej — w probee z wspotspalania, stanowig one 53,7% obj., z kolei w probcee
ze spalania biomasy, stanowig one 42,4% (Rys. 5).

O porowate
® komoérkowe

Rys. 5. Udziat charéw porowatych i komérkowych w catkowitym udziale charéw z biomasy w
popiele dennym z wspoélspalania.
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Popidt lotny cechowal si¢ wyzsza zawartoscig substancji mineralnej (43,6%), niz popidt
denny, jednak nizsza niz w przypadku popiotéw ze spalania samego wegla (46,4%) i samej biomasy
(48,3%). Chary weglowe stanowia 39,3% jego objetosci, z kolei te pochodzace ze spalania biomasy
—17,1% (Rys. 6).

N\

\ O Char weglowy
39,3

B Char z biomasy

0O Substancja
mineralna

Rys. 6. Sktad petrograficzny popiotéw z wspoétspalania wegla i biomasy.

Generalnie, chary weglowe wystepujace w popiele lotnym ze wspotspalania majg podobne
morfologie do tych obserwowanych w popiele ze spalania wegla — dominujg inertoidy (23,9%) oraz
formy sferyczne, crassidphere i tenuisphere, stanowigce odpowiednio 21,71 15,2%. Chary ze spalania
biomasy majg mato zréznicowane morfologie, a udziat form porowatych i o strukturze komoérkowej
jest zblizony.

4. Dyskusja i wnioski

Sktad petrograficzny popiotdow ze spalania wegla wskazuje na niska temperaturg podczas
spalania. Obserwowany sktad probek jest zblizony do charéw powstatych w wyniku spalania
wysokowitrynitowego wegla kolumbijskiego (o zblizonym sktadzie petrograficznym do badanego
wegla) w temperaturach rzedu 800-1150°C, opisanego w pracy Rosenberga, Petersena i Thomsena
(1996). Jednakze udziat charéw o niskiej porowatosci (solid i inertoid) byt wyzszy w przypadku
badanych probek, przede wszystkim popiotu dennego, niz w wymienionej wyzej pracy.

Jako ze w poddanym spalaniu weglu dominowaly maceraty grupy witrynitu, mozna
przypuszczaé, ze chary o niskiej porowatosci powstaly wtasnie z nich. W przypadku zgazowania
wegli brunatnych, chary typu inertoid prawdopodobnie powstajg gtéwnie z ulminitu (Bielowicz
2016), mozna wigc przypuszczac, ze w przypadku wegli kamiennych, powstaja one przede wszystkim
z kolotelinitu. Ponadto, badania Eversona i in. (Everson i in. 2008) wskazuja, ze witrynit
w temperaturach ok. 700°C (do maksymalnie 900°C) nie zmienia swojej morfologii, wzrasta jedynie
jego refleksyjnos¢, co jest zbiezne z charakterystyka inertoidu.

Chary o niskiej porowatosci czgéciej wystepowaty w popiele dennym, niz w lotnym, co
sugeruje, ze maja one tendencj¢ do akumulacji w popiele dennym — prawdopodobnie ze wzglgdu na
wickszg gestos¢, w porownaniu z charami o wysokiej porowatosci.

W przypadku popiotéw dennych ze spalania biomasy, w ich sktadzie dominowaty chary o
strukturze komorkowej, co wskazuje na spokojne odgazowanie poprzez istniejgce komorki — bez
wytwarzania nowych poréw (Lester i in. 2018). Generalnie, chary obserwowane w popiele dennym
miaty przewaznie grube $cianki, co rowniez w przypadku morfotypdéw porowatych wskazuje na mniej
gwattowne odgazowanie. Formy charow sugerujg wigc spokojny proces spalania.

W popiotach lotnych dominowaly chary o strukturze porowatej. Ich wyzszy udziat
w sktadzie popiotow lotnych sugeruje, iz sktadniki o duzej porowatosci maja sktonnos¢ do unoszenia
si¢ z popiotem lotnym.

Roznice w skladzie petrograficznym sa szczegdlnie widoczne przy poréwnaniu sktadu
popiotdéw dennych z wspotspalania z popiotem dennym ze spalania samego wegla i biomasy. Wyzszy

102|Strona



Badania i Rozwoéj Mtodych Naukowcow w Polsce

udzial charéw weglowych o podwyzszonej (typy mixed) oraz wysokiej porowato$ci (typy —network
i —sphere) wskazuje na wyzszg temperature spalania, prawdopodobnie powyzej 900°C (Everson i in.
2008; Rosenberg i in. 1996). Ponadto, podwyzszony udziat charéw ze spalania biomasy o strukturze
porowatej wskazuje na bardziej gwaltowne odgazowanie biomasy w trakcie spalania.
Podsumowujac, sklad petrograficzny popiotow ze spalania wegla, w szczegdlnosci
stosunkowo wysoki udziat charow 0 niskiej porowatosci wskazuje na nizsze temperatury spalania,
rze¢du 700-900°C.
W przypadku popiotdw ze spalania biomasy, stwierdzono w nich przewage charow
0 strukturze komorkowej, co wskazuje na spokojne odgazowanie spalanej biomasy.
W poroéwnaniu ze sktadem petrograficznym popiotow ze spalania wegla i biomasy, popioty
ze wspotspalania:
e charakteryzuja si¢ wyzszym udziatem charow weglowych o strukturze porowatej, co
sugeruje wyzszg temperature spalania (powyzej 900°C),
e zawieraja wigcej porowatych charow z biomasy, co wskazuje na gwattowne odgazowanie
biomasy w trakcie spalania,
e zawieraja znacznie mniej substancji mineralnej, co sugeruje nizsza efektywnos¢ procesu
wspolspalania, w pordwnaniu ze spalaniem wegla czy biomasy w tym samym kotle.

Podzigkowania
Badania sfinansowane zostaty z grantu nr 15.11.140.187.
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Stowa Kluczowe: enzymy, hydroliza enzymatyczna, bioaktywne peptydy, jaja kurze

Streszczenie

Btony podskorupowe jaj kurzych, uwazane za problematyczny material odpadowy
przemystu jajczarskiego, stanowig wartoSciowy material do pozyskiwania substancji bioaktywnych.
Zawierajg one mi¢dzy innymi znaczne iloSci biatek gldwnie kolagenu oraz kwasu hialuronowego.
Wykazano, ze odpowiednio pozyskane hydrolizaty posiadaja specyficzne wiasciwosci
przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne i przeciwzapalne.

Badania koncentrowaly si¢ na okresleniu podatnosci bton podskorupowych na dziatanie
proteaz roznego pochodzenia oraz okresleniu optymalnych warunkow hydrolizy enzymatycznej
ukierunkowanej na otrzymanie biologicznie aktywnych peptydow. Wykorzystano: papaing z Carica
papaya, pepsyne z zotadkdéw wieprzowych oraz serynowa proteazg z dyni figolistnej (Cucurbita
ficifolia). Okreslono zdolno$¢ proteolityczng enzyméw wzgledem blon podskorupowych oraz
oceniono wiasciwos$ci antyoksydacyjne produktow enzymatycznej degradacji biatek. Wykazano, ze
zastosowane enzymy cechowaly si¢ zréoznicowanymi uzdolnieniami proteolitycznymi, przy czym
najlepszym enzymem do degradacji bton podskorupowych byla proteaza z dyni figolistne;.
Otrzymane hydrolizaty posiadaty znaczng aktywnos$¢ antyoksydacyjna, ktorej poziom zalezny byt
gtownie od rodzaju proteazy oraz od stopnia hydrolizy.

1. Wstep

Blony podskorupowe stanowia okoto 0,6% masy jaja kurzego i sa skomplikowanym pod
wzgledem budowy biomaterialem (Balaz 2014). Blony podskorupowe majg strukturg¢ zwiezla
i zbudowane sg z mukopolisacharydow oraz siateczki keratynowo-kolagenowej. Sktadajg sie one
z warstwy wewnetrznej i zewngtrznej oraz btony granicznej. Btona zewngetrzna zlokalizowana jest
tuz pod skorupa, a grubo$¢ jej widkien waha si¢ pomiedzy 1-7 wm, natomiast grubos¢ catej warstwy
wynosi 50-70 um. Ré6znig sie one morfologig. Grubos¢ obu bton wynosi od 60 do 90 um, gdzie btona
wewnetrzna jest ciensza od zewngtrznej. Widkna btony podskorupowej wewnetrznej przeplataja si¢
z btong zewnetrzng (Liong et al. 1997). Na tgpym koncu jaja btony pdoskporupowe rozdzielaja si¢
tworzac komore¢ powietrzna (Balaz 2014).

Wiokna bton podskorupowych sktadaja si¢ w 80-85% z biatek, przy czym okoto 10%
stanowi kolagen. Wewngtrzna warstwa btony nie ulega zwapnieniu, natomiast wtokna zewnetrzne sa
czg$ciowo zmineralizowane i potaczone ze skorupa. Pod wzgledem sktadu aminokwasowego btony
podskorupowe wyr6zniaja si¢ wysoka zwartoscig proliny, kwasu glutaminowego oraz glicyny,
ktorych udziat wynosi >10%. W btonach podskorupowych odnotowano obecnos¢ kwasu sjalowego,
kwasu uronowego i niewielkie ilo$ci sacharydow (Nys et al. 2003)

Dzigki charakterystycznej budowie btony podskorupowe stanowig dobra barierg
mechaniczng dla drobnoustrojow, umozliwiajac jednoczesnie przepuszczalnos¢ wody i gazow. Btony
podskorupowe wzmacniajg skorupe jaja oraz nadajg jej elastyczno$¢. Pelnig one rdwniez znaczaca
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role w budowie strukturalnej jaja, otaczajac jego zawarto§¢ oraz uniemozliwiajac odkladanie si¢
materiatu skorupotworczego (Balaz 2014).

Kolagen, ktérego alternatywnym zrodtem moga by¢ blony podskorupowe, jest biatkiem
z grupy bialek fibrylarnych, stanowigcych u krggowcow okoto 30% wszystkich protein. Wystepuje
licznie w tkankach i narzadach jako element mi.in. kosci, zgbow, chrzastek, $ciegien, skory, wiazadet
czy rogobwki oka. Jest on réwniez gtéwnym skladnikiem substancji zewnatrzkomorkowej. Zasadnicza
funkcja kolagenu jest zapewnienie odpowiedniej integralnosci oraz sprezystosci tkanki tacznej.
Uczestniczy takze w procesach regeneracyjnych, gojenia si¢ ran oraz wzrostu komodrek (Czubak
i Zbikowska 2014).

Kolagen ma specyficzng strukture, kazdy z jego typow sktada si¢ z trzech lewoskretnych
fancuchow polipeptydowych, ktore nawinigte sa na prawoskretna helisg. Wspolna o$ tancuchow
utrzymywana jest poprzez wigzania wodorowe. Budowa wiokien kolagenowych jest $cisle powigzana
ze sktadem aminokwasowym. Lancuchy tworzace pojedyncze wtdkno kolagenu sktadaja si¢ z okoto
1000 aminokwasow, w ktorych wystepuje powtarzajaca si¢ sekwencja (—Gly —X —Y),.
W sekwencji tej oprocz glicyny, czes¢ X stanowia najczgséciej reszty proliny (ok. 28%), natomiast Y
stanowia na ogot reszty hydroksyproliny (ok. 38%). Dodatkowo w kolagenie wstgpuja aminokwasy
polarne a zawarto$¢ aminokwaséw kwasowych i zasadowych rownowazy sie (Czubak i Zbikowska
2014). Typy kolagenow rozrdznia si¢ na podstawie miejsca wystgpowania w organizmie, struktury
oraz funkcji jakie petnig. Kolageny dzieli si¢ na dwie podstawowe grupy — fibrylarne oraz
niefibrylarne. W sktadzie kolagenow fibrylarnych znajduja sie¢ typy I, IL, I11, V, XI, XXIV oraz XXVII
i to gtéwnie one zlokalizowane s3 wewnatrz organizméw zwierzecych (Czubak i Zbikowska 2014).

Hydroliza kolagenu moze by¢ przeprowadzona metodami chemicznymi i enzymatycznymi.
Hydroliza chemiczna wykorzystuje kwasy (kwas solny, cytrynowy badz octowy) lub zasady (wapno,
weglan sodu, wodorotlenek sodu lub tlenek magnezu). Hydrolizy chemiczne sa reakcjami szybkimi
oraz wydajnymi. Niestety generuja one duze koszty oraz prowadza do catkowitego ziszczenia
struktury kolagenu i otrzymania samych aminokwaséw. Hydroliza przeprowadzona w ten sposob
mocno ogranicza mozliwosci wykorzystania hydrolizatow (Laczkowska i in. 2016). Natomiast
hydrolize enzymatyczna kolagenu prowadzi si¢ z udziatem proteaz o zréznicowanej specyficznosci.
Przebiega w tagodnych i tatwych w kontroli warunkach, przez co jest mniej inwazyjng metoda.
Cechuje si¢ takze wigksza selektywnos$cig. Produkty hydrolizy enzymatycznej sg bardziej stabilne
oraz mozna je uzyskiwaé w czystszej postaci. Wadami hydrolizy enzymatycznej jest dlugi czas
reakcji i niska podatno$¢ kolagenu na dziatanie wigkszosci z dostgpnych enzymow proteolitycznych
(Laczkowska i in. 2016).

Bioprepraty pozyskiwane z bton podskorupowych oraz preparaty kolagenowe, w tym
hydrolizaty, sa uzytecznymi biomateriatami. Istnieje mozliwo§¢ zastosowania bton jako matryc do
syntezy nanoczasteczek oraz sorbentow ciezkich metali, substancji organicznych, barwnikow,
sulfonianow i fluorkéw (Balaz 2014). Biomaterialy kolagenowe cechuja si¢ bardzo niska
toksyczno$cig oraz antygenowoscia, jednoczesnie wykazujac wysoka biozgodnos¢ i zdolnos¢ do
biodegradacji. Jednym z gtéwnych zastosowan preparatow kolagenowych jest zastosowanie ich jako
suplementéw zywieniowych oraz do produkcji pasz (Kotczak i Surowka 2014). Wykazano, ze
kolagen moze by¢ prekursorem peptydow o zréznicowanej aktywnosci biologicznej. Biopeptydy te
posiadajag zdolno$ci antyoksydacyjne, uczestnicza w leczeniu schorzen skéry, oczu, ukladu
nerwowego 1 krwiono$nego oraz moga by¢ wykorzystywane w procesach regeneracji tkanek i kosci
(Darewicz i in. 2015).

2. Materialy i Metody

Materiatlem badawczym byly liofilizaty bton podskorupowych jaj kurzych wyizolowane
w Katedrze Technologii Surowcow Zwierzecych i Zarzadzania Jakos$cia, Wydziatu Biotechnologii
i Nauk o Zywnoéci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Zastosowano dostepne w handlu
proteazy takie jak papaina z Carica papaya (SERVA, numer kat. 31610) i pepsyna z zotadkow
wieprzowych (BIOCATALYSTS, numer kat. 11129345) oraz niekomercyjna serynowa proteaza
z dyni figolistnej (Cucurbita ficifolia).
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2.1 Izolacja i przygotowanie bton podskorupowych

Skorupy rozdrabniano w homogenizatorze, poddano prazeniu i przemyto je woda. Blony
izolowano za pomoca 0,5 M kwasu cytrynowego w warunkach chlodniczych. Nastepnie
doprowadzono zawiesing blon do odczynu obojetnego i wysuszono sublimacyjnie.

2.2 Oznaczenie biatka metoda Kiejdahla

Proby poddano mineralizacji stezonym kwasem siarkowym (V1) z dodatkiem katalizatora
W wysokiej temperaturze. Nastepnie oznaczono biatko metoda Kiejdahla.

2.3 Oznaczenie sktadu aminokwasowego

Blony podskorupowe hydrolizowano metoda chemiczng (6M HCI). Wolne aminokwasy
poddano derywatyzacji i analizowano w systemie wysokoci§nieniowej chromatografii cieczowej
(HPLC) na kolumnie PicoTag o wymiarach: 3,9 x 150 mm (Waters, Milford, MA, USA).

2.4 lzolacja serynowej proteinazy z dyni figolistnej (Dryjanski et al., 1990)

Serynowa proteinazg¢ z dyni figolistnej wyizolowano stosujac ekstrakcje 0,1M buforem Tris-
HCI o pH 8,0 oraz wysalanie przy uzyciu siarczanu amonu. Nastepnie wytrgcony osad stanowiacy
bialko enzymatyczne odseparowano poprzez wirowanie. Przed uzyciem preparat dializowano do

wody.
2.5 Oznaczenie aktywnos$ci enzymatycznej (Chrzanowska i Kotaczkowska 1998)

Aktywnos$¢ proteolityczng oznaczano wobec 2% r-r kazeiny i hemoglobiny zawieszonych
odpowiednio w buforze 0,1M buforze fosforanowym o pH 7,0, 0,1M buforze cytrynianowym o pH
3,0 i w0,1M buforze Tris-HCl o pH 8,0. Reakcje prowadzono przez 30 minut w temperaturze 37°C.
Po tym czasie reakcj¢ przerywano przy uzyciu 5% kwasu trichlorooctowego (TCA), a nastgpnie
probki odwirowano (5500 obr./min, t= 15 min, T= 15°C). W uzyskanych supernatantach dokonano
pomiaru absorbancji przy dlugosci fali A = 280 nm. Przyjeto, ze jedna jednostka enzymatyczna to taka
ilo§¢ proteazy, ktéra powoduje zmian¢ absorbancji (w odniesieniu do proby kontrolnej) rowng AE =
0,1.

2.6 Hydroliza enzymatyczna

Btony podskorupowe zdezintegrowano w mozdzierzu i sporzadzono z nich 20% roztwory
dodajac odpowiednie bufory: 0,1M bufor fosforanowy o pH 7,0 z dodatkiem EDTA oraz L-cysteiny
dla papainy, 0,1M bufor cytrynianowy o pH 3,0 dla pepsyny oraz bufor 0,1M Tris-HCI o pH 8,0 dla
proteazy dyni figolistnej. Hydroliz¢ rozpoczynano poprzez dodatek enzyméw w ilosci 50 j/mg
hydrolizowanego bialka. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze 37°C przez 4 godziny, pobierajac
hydrolizaty odpowiednio po czasie 30 min oraz 1, 2 i 4 godziny. Probe kontrolng stanowita zawiesina
bton w odpowiednim buforze bez dodatku enzymu. Reakcj¢ hamowano poprzez inkubacj¢ prob we
wrzacej tazni wodnej (T=100°C) przez 15 minut. Otrzymane hydrolizaty odwirowano (5500 obr./min,
t= 15 min, T= 10°C). Préby przechowywano w warunkach zamrazalniczych.

2.7 Wyznaczanie stopnia hydrolizy (DH) poprzez oznaczenie stgzenia peptydow
rozpuszczalnych w 10% kwasie trichlorooctowym (TCA) (Silvestre 1997)

Do hydrolizatow z bton podskorupowych dodano w ilosci 1:1 (v/iv) 10% kwas
trichlorooctowy. W celu wytracenia niezhydrolizowanych biatek, préby pozostawiono na czas 30
min. Nastepnie proby odwirowano (5500 obr./min, t=15 min, T=5°C). W uzyskanych supernatantach
dokonano pomiaru absorbancji przy dlugosci fali A = 280 nm.

2.8 Wyznaczenie stgzenia wolnych grup a-aminowych w reakcji z TNBS (Kuchroo i Rahilly,
1983)

Do 2 mL odpowiednio rozcienczonej w 0,1M boraksie proby hydrolizatu dodano 500 pL
0,03M wodnego roztworu kwasu 2,4,5-trojnitrobenzanosulfonowego (TNBS). Nastepnie proby
pozostawiono w zaciemnionym miejscu na czas 2 godzin w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
dodano r-r stabilizujacy (0,1 M r-r NaH,PO,, zawierajacy 1,5 mM NaySOs) i wykonano pomiar
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absorbancji przy dlugosci fali A = 420 nm. Ilo$¢ wolnych grup aminowych odczytano z krzywej
wzorcowej sporzadzonej dla znanych st¢zen roztworu glicyny.

2.9 Wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconych fazach RP-HPLC

Analizg profili peptydowych RP-HPLC wykonano z wykorzystaniem chromatografu
Agilent Technologies 1200 series. Rozdziat sktadnikoéw hydrolizatow przeprowadzono na kolumnie
Zorbax XDB-C18 (1,8um; 4,6 x 50 mm), w uktadzie 0,1 % roztwor kwasu trifluorooctowego (TFA)
w wodzie (A) 1 0,1 % roztwor kwasu trifluorooctowego (TFA) w acetonitrylu (B), przy liniowym
gradiencie fazy B wynoszacym 10% B/minute¢ (od 0 % do 100% B) w temperaturze 25° C i przeptywie
wynoszacym 0,8 ml/min. Eluenty monitorowano przy dtugosci fali A= 280 nm.

2.100znaczenie aktywno$ci przeciwutleniajacej jako zdolnosci do wymiatania wolnych
rodnikéw DPPH (Yen i Chen 1995)
Hydrolizaty odpowiednio rozcienczono w wodzie do objetosci 1 mL i doprowadzono 0,1M
HCI Iub NaOH do pH 7.0. Nastegpnie dodano 1 mL 96% etanol, wymieszano i dodano 500 pL 0,3
mM etanolowego roztworu rodnikéw DPPH. Po uptywie 30 min zmierzono absorbancj¢ przy
dtugosci fali A =517 nm. Aktywnos¢ antyoksydacyjng obliczono na podstawie krzywej standardowej
sporzadzonej dla Troloxu.

2.110znaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej metoda FRAP (Benzie i Strain 1996)

Do 3 mL odczynnika roboczego (10 mM TPTZ w 40 mM HCI, 20 mM FeCls, 0,3 M bufor
octanowy o pH 3,6) dodano 1 mL hydrolizatu i wymieszano. Po 10 minutach inkubacji
W temperaturze pokojowej, zmierzono absorbancj¢ roztworu przy dilugosci fali A = 593 nm.
Aktywno$¢ przeciwutleniajacg wyrazono jako zdolno$¢ redukeji stopnia utlenienia jonow zelaza Fe®*
do Fe?*. Stezenie jonéw Fe?* wyliczono w probie na podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej dla
znanych stezen FeSOa.

2.12Frakcjonowanie
Hydrolizaty frakcjonowano na membranach ultrafiltracyjnych Amicon Pro oraz Amicon
Ultra o punktach odciecia 30, 10 i 3k Da.

3. Wyniki i dyskusja

W liofilizacie bton podskorupowych oznaczono zawarto$¢ biatka metoda Kiejdahla, ktora
wyniosta 95,39%. Pod wzgledem sktadu aminokwasowego preparat bton podskorupowych cechowat
si¢ szczegblnie wysokg zawartoscig proliny (2031,99 nM/mg), waliny (1592,71 nM/mg) i glicyny
(1557,54 nM/mg) (Rys.1). Natomiast asparagina (196,95 nM/mg) i tyrozyna (299,74 nM/mg)
stanowity najnizszy udziat. Wysoki udziat glicyny i proliny w sktadzie aminokwasowym wskazuje
na znaczng zawartos¢ kolagenu w badanym materiale. Aminokwasy te wystepuja w powtarzajacych
si¢ sekwencjach charakterystycznych dla kolagenu (Czubak i Zbikowska 2014).
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Rys.1. Sktad aminokwasowy blonach podskorupowych.
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Przeprowadzono reakcje hydrolizy bton podskorupowych z udzialem papainy, pepsyny
i proteazy z dyni figolistnej. Wykazano, ze wraz z wydluzeniem czasu reakcji stopiefi hydrolizy
wzrastal i najwyzsze wartosci dla kazdego z wariantow uzyskano po 4 h reakcji (Tab. 1). Najwyzszy
finalny stopien hydrolizy odnotowano dla 4h hydrolizatu otrzymanego z udzialem proteazy z dyni
figolistnej (9,77%), najnizszy za$ dla pepsynowego hydrolizatu (4,76%).

Proteazy wykazuja zréznicowane zdolnosci do degradacji kolagenu. Enzymy trawienne
cztowieka nie hydrolizuja helisowych obszarow kolagenu, ktére z kolei sa podatne na dziatanie
kolagenaz bakteryjnych. Proteazy roslinne mogg by¢ wykorzystane do degradacji kolagenu, przy
czym wykazuja wyzsza zdolno$¢ proteolityczng w stosunku kolagenu termicznie zdenaturowanego
niz natywnego (Bailey et al. 1989). Uzyskane rezultaty znajduja czeSciowe potwierdzenie
literaturowe. Martinez-Ortiz et. al (2015) dowiedli, ze pepsyna i papaina dzialaja jedynie na region
niehelikalny tancuchéw polipeptydowych, co skutkowato stabilnoscia strukturalng oraz biologiczna
aktywno$cia wyekstrahowanego kolagenu. Natomiast wyniki badan przeprowadzonych przez
Krasnowska (2004) potwierdzity, ze hydroliza kolagenu pochodzacego ze skér wieprzowych przy
wykorzystaniu pepsyny prowadzona w pH=3, powodowata uwolnienie najwickszej ilosci biatka do
roztworu.

Tab.1. Stopien hydrolizy (DH%) w enzymatycznych hydrolizatach bton podskorupowych.

Enzym
Czas [h]
Papaina | Pepsyna | Enzym z dyni
0 (kontrola) Oa Oa Oa
0,5 5,41f 3,34b 5,579
1 7,83i 3,57¢c 6,86h
2 8,17j 4,15d 9,771
4 8,58k 4,76e 9,771

Postep hydrolizy potwierdzono takze otrzymaniem przyrostu st¢zenia wolnych grup
aminowych (Tab. 2). Najwyzszymi zdolno$ciami do uwalniana tych grup cechowala si¢ proteza
z dyni figolistnej (2,279 uM GLY/g), natomiast najnizszymi pepsyna (1,551 uM GLY/g). Otrzymane
wyniki potwierdzaja, ze niekomercyjna proteaza z dyni figolistnej posiada wysokie uzdolnienia
proteolityczne. Silne wlasciwosci proteolityczne tej proteazy potwierdzono miedzy innymi wzgledem
kazeiny i biatek jaja (Dryjanski i in. 1990; Pokora i in. 2014). W prezentowanej pracy wykazano, ze
takze z udziatem tej proteazy mozliwa jest degradacja kolagenu, ktory jest biatkiem bardzo opornym
na dziatanie enzymow proteolitycznych.

Tab.2. Stezenie wolnych grup a-aminowych [uM GLY/g] w enzymatycznych hydrolizatach bton
podskorupowych.

Enzym
Czas [h]
Papaina | Pepsyna | Enzym z dyni
0 (kontrola) Oa Oa Oa
0,5 1,51e 1,20c 1,38d
1 1,589 1,07b 1,66h
2 1,54f 1,53ef 2,18i
4 1,609 1,55fg 2,22j
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Efektem hydrolizy enzymatycznej bialek jest powstawanie produktéw degradacji wzgledem
proby kontrolnej (chromatogram K), ktore zazwyczaj cechuja si¢ wigksza hydrofobowos$cia niz
biatkowe substraty. Odzwierciedla si¢ to obecnoscia w profilach peptydowo-biatkowych
hydrolizatow pikow o krétszych czasach retencji niz piki odpowiadajace degradowanym biatkom.
Dlatego do oceny postepu reakcji czesto wykorzystuje si¢ analiz¢ RP-HPLC (Durham et al. 2015).
Najbardziej odmienny profil peptydowy uzyskano dla papainowego hydrolizatu (PA), gdzie mozna
zauwazy¢ wyrazny przyrost pikow, eluowanych w poczatkowym etapie rozdziatu (Rys.2). Odmienne
profile peptydowe tych hydrolizatow $wiadcza takze o odmiennej specyficznosci enzymow, ktore
uwalniaty z bton podskorupowych produkty degradacji o odmiennej hydrofobowosci.

Oceniono  aktywno$¢ antyoksydacyjna enzymatycznych hydrolizatow =z  blon
podskorupowych wykorzystujac metode z wolnymi rodnikami DPPH oraz FRAP. Wykazano, ze
najwickszy potencjal antyoksydacyjny mierzony metoda FRAP posiadaty hydrolizaty z najwigkszym
stopniem degradacji biatka (Tab. 3). Najwyzszy poziom tej aktywnosci odnotowano dla 4-h
hydrolizatu otrzymanego z zastosowaniem proteazy z dyni figolistnej (3,12 pg FeSO4/mg bialka).

Tab.3. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna oznaczona metoda FRAP [pug FeSOs/mg Dbiatka]
enzymatycznych hydrolizatow z bton podskorupowych.

Enzym
Czas [h]
Papaina | Pepsyna | Enzym z dyni
0 (kontrola) Oa Oa Oa
0,5 Oa 0,75¢c 1,51d
1 0a 0,79¢c 1,83e
2 Oa 0,65b 2,73f
4 Oa 0,77c 3,129

Z kolei hydrolizaty bton podskorupoawych otrzymane z udziatem papainy charakteryzowaty
si¢ najwyzsza zdolnoscig do wymiatania wolnych rodnikow DPPH, ktora zwierata si¢ w zakresie od
0,0252. Do 0,0525 (uM Trolox/mg biatka) (Tab. 4). Aktywnos¢ ta nie byta wprost zalezna od stopnia
degradacji biatka. Pozostale hydrolizaty wykazaly znaczaco nizsza zdolno$¢ do wymiatania tych
rodnikow. W pracy potwierdzono aktywno$¢ antyoksydacyjng otrzymanych hydrolizatow. Dane
literaturowe wskazujg rowniez, ze hydrolizaty bton podskorupowych posiadajg wiasciwosci
immunostymulujgce i przeciwbakteryjne (Jiang et al. 2014).

Tab.4. Zdolnoé¢ do wymiatania wolnych rodnikow DPPH [uM Trolox/mg biatka] enzymatycznych
hydrolizatow z bton podskorupowych.

Enzym
Czas [h]
Papaina | Pepsyna | Enzym z dyni
0 (kontrola) Oa Oa Oa
0,5 0,0252i | 0,0119¢ 0,0019d
1 0,0454k | 0,0145h 0,0007c
2 0,05251 | 0,0136f 0,0004b
4 0,0386] | 0,0138g 0,0001b

Celem czgSciowej charakterystyki pod wzglgdem mas czasteczkowych produktow
degradacji biatek bton podskorupowych 4h hydrolizaty poddano frakcjonowaniu z zastosowaniem
amikonu. Zastosowano sekwencj¢ membran o punktach odcigcia 30, 10 i 3,0 kDa. Wykazano, ze
najwyzszy udzial w hydrolizatach majg produkty degradacji biatka o masach czgsteczkowych
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w zakresie od 30kDa do 10kDa. Z kolei najnizszy udziat w skladzie hydrolizatow miaty
drobnoczasteczkowe frakcje o masach ponizej 3kDa. Dla hydrolizatéw otrzymanych z udziatem
papainy rozklad biatlek wynosit 30 kDa>64%>10 kDa, 10 kDa>33%>3 kDa, 3 kDa>3%.
W przypadku hydrolizatow pepsyny jest to stosunek 30 kDa>54%>10 kDa, 10 kDa>36%>10 kDa, 3
kDa>3%. Natomiast w hydrolizatach enzymu z dyni 30 kDa>72%>10 kDa, 10 kDa>23%>3 kDa, 3

kDa>3%.
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Rys.2. Profile peptydowo-biatkowe hydrolizatéw na RP-HPLC. K — kontrola, PA — papaina, PE —
pepsyna, D — proteaza z dyni figolistnej.
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4, Whnioski

Potwierdzono, ze w skladzie aminokwasowym bton podskorupowych dominuja
aminokwasy takie jak: prolina, glicyna i kwas glutaminowy. Wskazane aminokwasy: glicyna oraz
prolina wystepuja w powtarzajacych si¢ sekwencjach kolagenu. Wiec alternatywnym zrédlem tego
biatka moga by¢ blony podskorupowe bedace wraz ze skorupami odpadem przetworstwa jaj.

Zastosowanie wytypowanych proteaz pozwolito na uzyskanie zrdéznicowanego stopnia
degradacji bialek bton podskorupowych. Najwyzszymi uzdolnieniami proteolitycznymi wzgledem
tego substratu charakteryzowata si¢ proteaza z dyni figolistne;.

Enzymatyczne hydrolizaty blon podskorupowych posiadaly znaczng aktywno$é
antyoksydacyjna, ktorej poziom zalezny byt gtdéwnie od rodzaju proteazy oraz od stopnia hydrolizy.
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18. Alternatywne metody izolacji yolkiny z zéltek jaj kurzych

Alternative methods of isolation of yolkin from hen’s egg yolks
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Streszczenie

Naturalne substancje wykazujace wlasciwosci endogennych regulatoréw budza ogromne
zainteresowanie, poniewaz moga by¢ alternatywa dla syntetycznych preparatéw farmakologicznych.
Przyktadem takiej substancji jest yolkina wystepujaca w zottku jaja kurzego. Podjeto probe
usprawnienia procesu izolacji yolkiny, ktory jest dlugotrwaty i efektywny w skali laboratoryjnej.
Modyfikacje metody dotyczyly etapéw wysalania, rozcieficzania oraz mrozenia. Zamiast sgczenia
molekularnego zastosowano ekstrakcje roznymi rozpuszczalnikami organicznymi lub chromatografie
jonowymienna. Najwyzsza wydajno$¢ izolacji kompleksu immunoglobuliny Y (IgY) i yolkiny
uzyskano modyfikujac etap wysalania, do ktorego uzyto chlorek sodu. Z kolei na etapie rozdziatu
yolkiny z kompleksu IgY + yolkina obserwowano odwrotng zalezno$¢ pomiedzy wydajno$cia etapu
a stezeniem rozpuszczalnika. Na podstawie analizy obrazow elektroforetycznych preparatow yolkiny
wykazano, ze zastosowanie rozpuszczalnikow do izolacji yolkiny jest bardziej skuteczne niz
chromatografia jonowymienna, w wyniku ktorej otrzymano preparaty yolkiny z przewazajacym
udziatem IgY.

1. Wstep

Yolkina, ktora naturalnie wystgpuje w kompleksie z immunoglobuling Y (IgY) we frakcji
plazmatycznej zottka jaja, sktada si¢ z polipeptydéw o masach czgsteczkowych w zakresie od kilku
do 36 kDa. Cechuje si¢ stosunkowo wysokg zawarto$cig aminokwaséw kwasnych i $ladowa
zawartos$cig metioniny (Polanowski et al. 2013). Biatkiem prekursorowym yolkiny jest witellogenina
typu II, ktora ulega fragmentacji prawdopodobnie pod wplywem katepsynyny D, podczas procesu
formowania si¢ jaja (Yamamura et al. 1995). Sekwencja N-konicowych fragmentow 6 oczyszczonych
elektroforetycznie peptydow wykazata, ze sa one homologiczne do C-terminalnej domeny
witellogeniny II. Frakcja o masie okoto 3700 Da odpowiada fragmentowi rozpoczynajacemu si¢ od
pozycji 1732 a pozostale o masach okoto 15600, 19300, 22800, 32000 i 36000 to glikoproteiny
rozpoczynajace si¢ od pozycji 1572 sekwencji aminokwasowej biatka prekursorowego (Polanowski
et al. 2013). Yolkina wykazuje wlasciwos$ci immunomodulacyjne i jest silnym induktorem komorek
krwi ludzkiej do wydzielania kluczowych dla uktadu immunologicznego cytokin: TNF-o, IL-6 i IL-
1B (Polanowski et al. 2012; 2013).

Wiasciwosci immunoregulatorowe yolkiny wynikajg takze ze zdolnosci pobudzania
komorek makrofagowych linii J774 i mysich makrofagéw BMDM do wydzielania tlenku azotu
(Zambrowicz et at. 2018). Ostatnio wykazano, ze yolkina posiada aktywno$¢ neuroprotekcyjna
poprzez stymulowanie komorek pelnej krwi obwodowej do wydzielania neurotrofiny — mozgowego
neurotroficznego czynnika wzrostu (BDNF) oraz udziat w procesach antyoksydacyjnych
zachodzgcych komorkach bedacych pod wpltywem stresu oksydacyjnego (Zambrowicz et al. 2017,
Zabtocka et al. 2018). Dodatkowo udowodniono prokognitywne dziatanie yolkiny na modelu
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zwierzecym (Lemieszewska et al. 2016). Stad potrzeba opracowania metody izolacji yolkiny, ktora
umozliwitaby wprowadzenie tego potencjalnego preparatu farmakologicznego na rynek.

Celem pracy bylo otrzymanie yolkiny, stosujac techniki, ktére mozna byloby zastosowaé
w skali przemystowe;.

2. Materialy i Metody

Materiatem badawczym byly jaja kurze zakupione w lokalnym markecie.
2.1 Otrzymywanie yolkiny z jaj kurzych

Yolking izolowano z zo6ttek jaj wedtug metody opisanej przez Polanowskiego et al. (2013)
(Wariant 1).

2.2 Modyfikacje izolacji kompleksu IgY i yolkiny
Przeprowadzono trzy modyfikacje metody izolacji kompleksu IgY i yolkiny (Rys. 1.).
Pierwsza dotyczyta etapdw zamrazania i rozmrazania, ktéore w odniesieniu do kontroli, zostaty
pomini¢te (Wariant 2). Druga modyfikacja metody zakladata zmiany w prowadzeniu procesu
wysalania, w ktorym do wysalania biatek zamiast klasycznego (NH4)2SO4 uzyto NaCl, pozostate
czynniki nie ulegly zmianie (Wariant 3). Ostatnia modyfikacja dotyczyta poczatkowego etapu

rozcienczania, gdzie stosunek rozcienczenia zoéltka woda destylowang zmniejszono dwukrotnie
(Wariant 4).
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Rys. 1. Schemat izolacji kompleksu IgY i yolkiny oraz miejsca wprowadzenia modyfikacji. Jako
Wariant 1 przyjeto yolkine wyizolowang wedtug metody Polanowskiego et al. (2013).

2.3 Modyfikacje etapu izolacji yolkiny z kompleksu IgY + yolkina
Frakcjonowanie etanolem i acetonem

Proces frakcjonowania kompleksu IgY i yolkiny prowadzono z uzyciem rozpuszczalnikow
organicznych: aceton i etanol (Rys. 2.). Do materiatu wyjsciowego dodawano odpowiednio aceton
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lub etanol w ilosci pozwalajacej otrzymac koncowe stgzenia w probach wynoszace 40% lub 70%.
Proby pozostawiono na 60 minut w temp. pokojowej. Po tym czasie proby wirowano (9000g, 20 min.,
temp. 20°C). Nastepnie osad odrzucano a z supernatantdéw usuwano reagenty poprzez odparowanie
ich w wyparce prozniowej (temp. max. 40 °C). Nastgpnie proby wymrazano i poddano liofilizacji.
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Rys.2. Etapy rozdzielania kompleksu IgY + yolkina.

Chromatografia cieczowa

Izolacje yolkiny z kompleksu IgY + yolkina prowadzono z wykorzystaniem chromatografii
jonowymiennej (Rys. 2.). Probe¢ nanoszono na kolumng¢ ze ztozem SP-Sephadex C-50, uprzednio
kondycjonowanym 0,05 M buforem octanowym o pH 3,5. Zwigzane ze zlozem biatka i peptydy
eluowano 0,05 M buforem octanowym o pH 3,5, zawierajacym 1M NaCl. Proces prowadzono
w gradiencie NaCl od 0 do 100%, wynoszacym 1%/min, w temperaturze pokojowej, przy przeptywie
rownym 1 mL/min. Eluent zbierano w postaci frakcji (co 2 min), dla ktérych mierzono absorbancje
przy dhugosci fali A= 280 nm. Na podstawie analizy chromatogramu uzyskanego z pomiaru
absorbancji, odpowiednie frakcje zlewano, dializowano do wody destylowanej przez 24h
i liofilizowano.

2.4 Oznaczanie st¢zenia biatka

Wydajno$¢ procesu wyrazono w % oznaczajac udziat biatka w preparatach wg.
spektrofotometrycznej metody Bradforda (1976).

2.5 Elektroforeza SDS-PAGE

Preparaty yolkiny analizowano jakosciowo z wykorzystaniem elektroforezy bialek wg.
Laemmli (1970). Proby przygotowano warunkach denaturujacych, nastepnie prowadzono
elektroforeze w 12% zelu poliakryloamidowym.

3. Wyniki i dyskusja

Glownymi etapami izolacji yolkiny sa: 10 x rozciefnczenie zoltek, wymrazanie, wirowanie,
wysalanie plazmy i chromatografia zelowa (ztoze Sephacryl S-100 HR). Ze wzgledu na duze
rozcienczenie zoltek, niewielka zawarto§¢ w nich yolkiny oraz dlugotrwale saczenie molekularne,
proces ten jest niedostatecznie wydajny i trudny do odtworzenia w skali przemystowej. Podjeto probe
modyfikacji izolacji yolkiny celem skrdcenia i usprawnienia procesu. Metode izolacji yolkiny mozna
podzieli¢ na dwa zasadnicze etapy: otrzymywanie kompleksu IgY + yolkina oraz izolacj¢ yolkiny.
W pierwszym etapie modyfikacje dotyczyly wysalania, rozcienczania oraz mrozenia (Rys.l1.).
Natomiast w drugim etapie izolacji zamiast sagczenia molekularnego zastosowano ekstrakcje roznymi
rozpuszczalnikami organicznymi lub/i chromatografi¢ jonowymienng (Rys.2.).
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Wydajno$¢ izolacji kompleksu IgY + yolkina zawierata si¢ w zakresie od 2,73% do 3,71%
(Tab.1.). Najwyzsza wydajno$¢ izolacji tego kompleksu uzyskano stosujac klasyczng metode wg.
Polanowskiego et al. (2013). W obrebie modyfikacji najlepsza wydajno$¢ (3,54%) uzyskano
zmieniajac etap wysalania, do ktérego uzyto NaCl.

Tab.1. Wydajno$¢ izolacji kompleksu IgY + yolkiny z zéttek jaj.

Wariant W1 W2 W3 W4
Wodny Bialko catkowite | cna75 | 43440 | 66225 | 50050
roztwér zéttek [mMg/Vprsvy]
Kompleks Bialko calkowite
lgY + yolkina MOV o] 2244,0 | 1437,16 | 2345,7 | 1366,13
WYDAJNOSC [%] 3,71 331 3,54 2,73

Z Kkolei na etapie rozdziatu yolkiny z kompleksu IgY + yolkina, stosujac frakcjonowanie
acetonem i etanolem, obserwowano odwrotng zalezno$¢ pomiedzy wydajno$cia etapu a stgzeniem
rozpuszczalnika (Tab.2.). Wydajno$¢ ta zawierata si¢ w zakresie od 4,80 do 24,67%. Zaskakujaco
wysokie wydajnoséci izolacji yolkiny uzyskano frakcjonujac etanolem lub acetonem preparat
wyjsciowy, ktory uprzednio otrzymano poprzez wysalanie chlorkiem sodu.

Tab.2. Wydajnosc izolacji (ekstrakcji) yolkiny z kompleksu IgY + yolkina.
Stezenie 40% 70%
etanolu
Wariant w1 W2 W3 W4 W1 W2 W3 W4

Bialko 186,6 | 90,65 | 578,57 | 83,35 | 107,6 | 99,64 | 370,26 | 83,35
calkowite
[mg/Vpréby]
Wydajnosé | 8,32 | 6,93 | 2467 | 6,10 | 4,80 6,3 | 15,78 | 6,83

[%0]

Stezenie 40% 70%

acetonu

Wariant w1 W2 W3 W4 W1 W2 W3 W4

Bialko 2132 | 123,8 | 324,31 | 88,8 | 152,02 | 119,1 | 241,33 | 91,56
calkowite
[mg/Vpréby]
Wydajnosé | 95 | 861 | 1383 | 6,70 | 6,77 | 829 | 10,29 | 6,50

[%]
Chromatografia jonowymienna to kolejna zaproponowana w tej pracy metoda izolacji
yolkiny, bedaca alternatywa dla tradycyjnej chromatografii zelowej. Wydajnos$¢ procesu wyznaczano
osobno dla zebranych frakcji oznaczonych jako 2 i 3. Zawierata sie ona w szerokim zakresie od 3,91
do 44,66% (Tab.3.). Znacznie wigkszy udzial w materiale wyjsciowym miata frakcja eluowana
z kolumny przy nizszym gradiencie NaCl (frakcja 2), co odzwierciedla wydajno$¢ procesu.
Modyfikacje metody otrzymywania kompleksu IgY + yolkina na etapach mrozenia i rozcienczania
(W2 1 W3) spowodowaty osiagnigcie znaczniej wigkszej wydajnosci izolacji yolkiny w odniesieniu
do metody klasycznej (W1). Modyfikacja etapu wysalania, podczas ktorej zastosowano NaCl
wptynela niekorzystnie na wydajnos$¢ dalszej izolacji yolkiny metoda chromatografii jonowymiennej
(Tab.3.).
Na podstawie analizy obrazéw elektroforetycznych preparatow yolkiny wykazano, ze
zastosowanie rozpuszczalnikow do jej izolacji jest bardziej skuteczne niz chromatografia
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jonowymienna, w wyniku ktorej otrzymano preparaty yolkiny z przewazajacym udziatem IgY
(Rys.3.). Probe kontrolng stanowit preparat yolkiny wyizolowany z jaja metoda klasyczna. Jego obraz
elektroforetyczny ujawnil obecno$¢ tylko jednego pasma biatka odpowiadajacego yolkinie.

Tab.3. Wydajno$¢ izolacji yolkiny z kompleksu IgY + yolkina metoda chromatografii
jonowymienne;j.

Wariant W1 W2 W3 W4

Zbierana
frakcja
Bialko
calkowite 136,8 | 46,2 | 1936 | 114 91 19,68 | 154,8 | 48,4
[mg/Vpréby]

Wydajnosé

28,69 | 9,69 | 41,76 | 24,59 | 18,10 | 3,91 | 44,66 | 13,96
[%0]

a) Preparaty yolkiny b) Preparaty yolkiny
wyizolowane z kompleksu wyizolowane z kompleksu IgY
IgY + yolkina otrzymanego + yolkina otrzymanego wg

wg wariantu 1 wariantu 2

c) Preparaty yolkiny d) Preparaty yolkiny
wyizolowane z kompleksu wyizolowane z kompleksu IgY
IgY + yolkina otrzymanego + yolkina otrzymanego wg

wariantu 3 wariantu 4
Rys.3. Obrazy elektrovfy(?retyczne preparatow yolkiny. K — proba kontrolna, preparat czystej yolkiny

otrzymany wedlug metody Polanowskiego et al. (2013), 1 — frakcja niezwigzana ze ztozem
z chromatografii jonowymiennej, 2 — frakcja nr 2 z chromatografii jonowymiennej, 3 - frakcja nr 3
z chromatografii jonowymiennej, E40 — ekstrakcja 40% etanolem, E70 — ekstrakcja 70% etanolem,
A40 — ekstrakcja 40% acetonem, A70 — ekstrakcja 70% acetonem.

Proby opracowania alternatywnej metody izolacji yolkiny z jaj kurzych podjeto stosunkowo
niedawno (Zabtocka et al. 2014; Zambrowicz et al. 2017). Zabtocka et al. (2014) do wydzielenia
yolkiny z kompleksu IgY + yolkina zastosowali ultrafiltracj¢ w amikonie lub stracanie biatek kwasem
nadchlorowym. Otrzymano znaczaco rdznigce si¢ skladem preparaty yolkiny, w odniesieniu do
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preparatow otrzymanych w tej pracy. Obserwowano obecno$¢ dwoch gtownych biatek o masach
czasteczkowych wynoszacych 20 i 37 kDa oraz kilku biatek (MW 23, 24,25 1 35 kDa), stanowigcych
mniejszy udziat w preparatach (Zabtocka et al. 2014).

Z kolei w innych badaniach przeprowadzonych przez Zambrowicz et al. (2017) kompleks
IgY i yolkina poddano precypitacji acetonem lub etanolem dodawanych do koncowych stezen
W probie wynoszacych: 50%, 60% i 70%. Wykazano, ze wraz ze wzrostem stg¢zenia acetonu lub
etanolu w probie wydajnos¢ izolacji yolkiny, mieszczaca si¢ W zakresie od 2,13- 4,59%, malata.
Zatem wyniki otrzymane w tej pracy dobrze koresponduja z wynikami opisanymi przez Zambrowicz
et al. (2017). Zastosowanie alternatywnej metody izolacji yolkiny opracowanej przez Zambrowicz et
al. (2017) pozwolito na catkowite oddzielenie IgY od yolkiny. Efektywno$¢ izolacji wzrastata wraz
ze wzrostem stgzenia tych substancji w oczyszczanym materiale. W odréznieniu do preparatow
yolkiny otrzymanych w tej pracy, w preparatach uzyskanych przez Zambrowicz et al. (2017)
znajdowaty si¢ dwie gtéwne frakcje polipeptydowe o masach czasteczkowych wynoszacych okoto
35 i 40 kDa. Preparaty yolkiny otrzymane proponowang metoda zachowaly zdolno$¢ indukcji
komorek krwi ludzkiej do wydzielania cytokin IL- 6 i IL -10. Ponadto wykazano, ze yolkina
wydzielona alternatywna metoda wykazuje wlasciwosci neuroprotekcyjne, poniewaz wywiera
korzystny wptyw na wydzielanie neurotrofiny BDNF przez komorki ludzkiej petnej krwi obwodowej
(Zambrowicz et al. 2017).

4. Wnhnioski

Zmiany etapu rozcienczania oraz pomini¢cie wymrazania roztworu zottka zastosowane w tej
pracy wydaja si¢ by¢ perspektywicznymi modyfikacjami, ktére moga stanowi¢ baze do dalszych
poszukiwan metody izolacji yolkiny z jaj kurzych, mozliwej do zastosowania w skali przemystowe;.
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Streszczenie

Mikrobiom jelitowy tworzy zespot zywych organizméw wystepujacych m.in. w ludzkim
uktadzie pokarmowym. Sposroéd tysiagca gatunkow, wickszo§¢é przedstawicieli bakterii jest
beztlenowcami, a najliczniej reprezentowane sa typy Firmicutes i Bacterioidetes. Probiotyki to
bakterie 1 drozdze wchodzace w sklad mikrobiomu, ktére sa niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania organizmu gospodarza. Prebiotyki naleza do wyspecjalizowanej grupy widkien
ro§linnych zawierajacych gléwnie cukry ztozone. Nie ulegaja one trawieniu przez organizm, lecz
stanowig pozywke dla probiotykow, warunkujac ich wzrost. Prebiotyki, probiotyki i niektore ich
metabolity moga réwniez modulowa¢ funkcjonowanie mozgowia, uktadu immunologicznego
i endokrynnego. W niniejszej pracy przedstawiono i porownano dziatanie probiotykow i prebiotykow
w konteks$cie tagodzenia zmian behawioralnych i immunologicznych wywotanych stresem.

1. Wstep

Mikrobiom jelitowy stanowi zesp6t mikroorganizmow zasiedlajacych ludzki uktad
pokarmowy, na ktory skladajg si¢ glownie bakterie komensalne. Bakterie te nie wykazuja cech
patogennosci i odpowiadajg przede wszystkim za utrzymanie prawidtowej pracy mikrobiomu, jak
rowniez ukladu pokarmowego i immunologicznego. Ponadto coraz wigcej wynikéw badan
potwierdza wplyw zmian w obrgbie mikrobiomu na powstawanie chorob zwigzanych ze stanami
zapalnymi czy otyto$cig oraz na funkcjonowanie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), przede
wszystkim za posrednictwem osi jelitowo-mozgowej. Komunikacja ta obejmuje obukierunkowe
szlaki endokrynne, neuronalne i immunologiczne (Cryan i Dinan 2012, Rucinski i Myslinska 2016,
Rudzki i Szule 2013). O$ podwzgorzowo-przysadkowo-nadnerczowa (PPN) jest glownym systemem
regulacji odpowiedzi organizmu na stresory o charakterze psychicznym i fizycznym (w tym infekcje).
Reakcja stresowa stanowi podstawowy mechanizm adaptacyjny do zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiska. Efektem pobudzenia osi PPN jest wydzielanie glikokortykoidow z kory nadnerczy
(kortyzolu u ludzi, kortykosteronu u gryzoni). Jednakze przewlekly stres moze powodowaé
zaburzenia zdolno$ci poznawczych, mechanizméw odporno$ciowych, a takze prowadzi¢ do
destabilizacji mikroflory jelitowej (Liang i in. 2015, McVey-Neufeld i in. 2017). Zwierz¢ta
pozbawione mikrobioty jelitowej (ang. germ free, GF) lub poddane antybiotykoterapii wykazuja
zaburzenia nastroju, zachowan zwigzanych z Igkiem, funkcji poznawczych, a takze aktywnosci osi
PPN, za$ zastosowanie suplementacji probiotykami czy prebiotykami prowadzito do ztagodzenia tych
zaburzen (Bravo i in. 2011). Badania takie potwierdzaja istotng role mikrobiomu w regulacji
funkcjonowania OUN. Poznanie i zrozumienie w jaki sposob bakterie komensalne oddziatuja na o$
jelitowo-mozgowa moze wptyna¢ na rozwinigeie nowych terapii pomocniczych wykorzystywanych
w leczeniu roznych zaburzen, w tym rowniez tych o podtozu neurogennym.

2. Mikrobiom jelitowy, probiotyki i prebiotyki

Liczebno$¢ bakterii jelitowych siega nawet do tysigca gatunkoéw i stukrotnie przekracza
liczbe komorek eukariotycznych tworzacych ludzki organizm. Najwigcej mikroorganizmoéw zasiedla
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jelito grube, wystepujace tam bakterie w wigkszosci sa beztlenowcami. Najliczniejszymi
przedstawicielami bakterii w mikrobiomie sa typy: Firmicutes i Bacterioidetes, ktore stanowia 70-
75% mikroflory jelitowej (Liang i in. 2015). Zarowno komensalne, jak i patogenne drobnoustroje
stymuluja miejscows i ogdlng odpowiedz odpornosciowa. Immunoglobuliny typu A (IgA) oraz
mukopolisacharydy $luzu jelitowego tworza warstwe chronigca nabtonek jelit. Niwelujac szkodliwe
produkty powstajace podczas niszczenia bakterii, zobojetniaja dziatanie toksyn i enzymoéw
proteolitycznych, alergenoéw i sktadnikéw pokarmu, ktore majg wlasciwosci antygenowe. Bakterie
jelitowe indukuja wzrost wydzielania czynnika martwicy nowotworow alfa (TNF-a), ktory oddziatuje
na aktywno$¢ limfocytow i metabolizm komoérek, jak rowniez na apoptoze komoérek nowotworowych
(Glinski i Kostro 2015). Wyniki badan z ostatnich lat ujawnily, ze bakterie same decyduja
0 zasiedlaniu okreslonej niszy w wyniku procesu cross-talk i wptywaja na ekspresje¢ okreslonych
gatunkow gospodarza. W przypadku bakterii jelitowych mozna wykaza¢ ich wptyw na powstawanie
glikokoniugatéw (pattern recognition receptors - PRPS), 0 wzorze pasujacym do molekularnych
wzorcOw mikrobiontow (microbiota-associated molecular patterns - MAMPs) na komoérkach
nabtonka jelit i komdrkach uktadu immunologicznego (Binek 2011). Probiotyki to zywe bakterie
i drozdze, ktore sa niezbedne do zachowania prawidtowego funkcjonowania i utrzymania dobrego
stanu zdrowia gospodarza. W jelitach zyja setki gatunkdéw probiotycznych, glownie z rodzaju
Lactobacillus (L. rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum) i Bifidobacterium (B. bifidum,
B. longus, B. lactis, B. breve). Probiotyki znajdujg si¢ w sfermentowanych produktach mlecznych
(np. jogurty, kefir, maslanka), jak rowniez w produktach kiszonych — w kapuscie czy ogorkach.
Efekty dziatania probiotykdéw zblizone sg do efektow uzyskiwanych w wyniku zastosowania
antybiotykow paszowych. W obu przypadkach dochodzi do redukcji liczby bakterii patogennych,
jednak metoda ich dziatania jest r6zna. Probiotyki jako naturalne stymulatory wzrostu nie powoduja
skutkéw ubocznych, odkladania si¢ szkodliwych substancji obcych, stad nie ma niebezpieczenstwa
ich przedawkowania. Stosowanie naturalnych probiotykdéw przyczynia si¢ do obnizenia dawkowania
lub catkowitej eliminacji antybiotykéw z diety zwierzat hodowlanych i tym samym do uzyskania
bezpiecznej zywnosci. Biologiczny i biochemiczny mechanizm dziatania probiotykow jest
roéznorodny i pelni réznorakie funkcje w organizmie ludzi lub zwierzat. Mikroorganizmy
probiotyczne wptywaja na rozktad i fermentacj¢ niestrawionych resztek pokarmowych, biorg udziat
w wytwarzaniu niezbednych zwigzkow dla gospodarza (m.in. witamin i aminokwasoéw), wptywaja na
kontrole snu, cigglosci nablonka jelit, zapewnienie wczesnej odpowiedzi immunologicznej oraz
utrzymanie prawidlowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego (Cryan i Dinan 2012, Slizewska
i in. 2006). Prebiotyki to wyspecjalizowana grupa widkien roslinnych lub zwigzkéw pochodzacych
z mleka zawierajagcych cukry zlozone, do ktorych nalezg glownie fruktooligosacharydy (FOS)
i galaktooligosacharydy (GOS). Nie sg one trawione przez organizm, lecz stanowig pozywke dla
probiotykow, promujac ich wzrost. Bogatymi w prebiotyki sa korzen cykorii, guma arabska, owies,
szparagi iro$liny straczkowe. Prebiotyki w produktach spozywczych funkcjonuja jako btonnik
pokarmowy. Kazdy z tych terminéw dotyczy sktadnika pokarmowego, ktory nie podlega strawieniu
w przewodzie pokarmowym, z tg r6znica, ze prebiotyki sg fermentowane przez okreslone bakterie
mikrobiomu, za$ blonnik pokarmowy wykorzystywany jest przez wiekszo$¢ mikroorganizmow
bytujacych w okr¢znicy. Stad tez wszystkie prebiotyki stanowia blonnik pokarmowy, lecz nie kazdy
btonnik jest prebiotykiem. Do blonnika pokarmowego zalicza si¢ wielocukry nieskrobiowe: celuloze,
hemiceluloze, pektyny, gumy, czy substancje uzyskiwane z glondw morskich, jak rowniez FOS,
GOS, ksylooligosacharydy, izomaltooligosacharydy, laktuloze, oligosacharydy sojowe, skrobie
oporne, inuliny oraz pektyny. Produkty, bedgce potaczeniem prebiotykdéw i probiotykow nazywane
sa synbiotykami (Slizewska i in. 2013).

3. 05 jelitowo-moézgowa oraz relacje pomiedzy jej elementami

05 jelitowo-mdzgowa obejmuje dwukierunkows, bezposrednia i posrednig komunikacje
pomiedzy mikrobiota jelitowa a OUN, wsrdd ktérej wyrdzni¢ mozna szlaki hormonalne,
immunologiczne i neuronalne. Gtoéwne elementy osi to: jelitowy uktad nerwowy, nerw btedny, uktad
neuroendokrynny (przede wszystkim o§ PPN), uklad immunologiczny oraz metabolity
mikroorganizméw jelitowych (Rys. 1). Mikrobiom moze wchodzi¢ w interakcje z ukladem
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neuroendokrynnym gospodarza, co powoduje modyfikacje jego zachowania. Ponadto, mikrobiota
jelitowa wytwarza kilka metabolitéw hormonopodobnych, ktére dostaja si¢ do uktadu krazenia
i mogg oddziatywa¢ w odleglych miejscach i narzadach, w tym w mozgu (Cussotto i in. 2018). We
wczesnym okresie rozwoju uklad nerwowy, a szczegdlnie méozgowie jest najbardziej plastyczne
i wrazliwe na wydarzenia o charakterze stresowym, ktore wywieraja dtugotrwaty wptyw na OUN.
Jadro przykomorowe podwzgérza (PVN), wydzielajac kortykoliberyng (ang. corticotrophin-releasing
factor, CRF) w odpowiedzi na stres, indukuje sekrecje hormonu adrenokortykotropowego (ACTH)
z komoérek przysadki do krazenia ogoélnoustrojowego. ACTH nastgpnie wzbudza wydzielanie
glikokortykoidéw z kory nadnerczy - kortyzolu u ludzi i kortykosteronu u gryzoni. Hormony te
oddziatuja na uktad immunologiczny, w tym na sekrecje cytokin. Moga roéwniez wptywac¢ na zmiang
sktadu mikrobioty oraz stan i ciaglo$¢ nabtonka jelit. Natomiast mikrobiom jelitowy moze
modulowa¢ obwodowy poziom cytokin. Sygnatly takie s3 przekazywane za posrednictwem nerwu
btednego do OUN, co w efekcie moze wptywac na funkcje moézgowia, takie jak: nastroj, emocje czy
procesy poznawcze. Ponadto niektore produkty wtorne fermentacji bakteryjnej o dziataniu
neuroaktywnym, jak krotkotancuchowe kwasy tluszczowe (ang. short-chain fatty acids, SCFA),
stanowigce pozostato§¢ niestrawionych weglowodanow, przedostajac si¢ do krwioobiegu moga
wplywaé na funkcjonowanie mézgowia i zachowanie (Cryan i Dinan 2012, Cussotto i in. 2018,
Johnson i Foster 2018).

btedny neuroprzekazniki

nabtonek
jelit

komérkrl\g
wewnatrz- )
wydzielnicze - ”

Mikrobiota jelitowa

Rys. 1. O$ jelitowo-mézgowa (schemat na podstawie Montiel-Castro i in., 2013; zmodyfikowano).
Am — cialo migdalowate, Hy — podwzgorze, IC — kora wyspy, 0§ PPN — 0§ podwzgorzowo-
przysadkowo-nadnerczowa.

4. Probiotyki i prebiotyki a zmiany behawioralne i immunologiczne wywolane stresem

Burokas i in. (2017) wykazali przeciwdepresyjne i przeciwlgkowe wtasciwosci FOS i GOS
u myszy poddanych przewleklemu, tagodnemu stresowi. Trzy tygodnie suplementacji tymi
prebiotykami wptynety na obnizenie poziomu zachowan lgkowych w tescie uniesionego labiryntu
krzyzowego — zwierzgta suplementowane spedzaty wigcej czasu na otwartych ramionach aparatu
testowego w poréwnaniu do myszy otrzymujacych wodg. FOS 1 GOS spowodowaly takze redukcje
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zachowan zwigzanych z depresja w teScie zawieszenia za ogon i te§cie wymuszonego ptywania, co
przejawiato si¢ krotszym czasem bezruchu, kojarzonym z brakiem motywacji u pacjentéw z depresja.
Oddzielenie mtodych gryzoni od matki jest wiarygodnym modelem stresu we wczesnym etapie zycia.
Stres wywotuje zmiany zaréwno fizjologiczne, jak i behawioralne. Mikrobiota potomstwa
oddzielonego od matki cechuje si¢ zredukowana biordéznorodno$cia. Zbadano wptyw polidekstrozy
(PDX) i GOS, samych lub w potaczeniu z zywymi bakteriami Lactobacillus rhamnosus w szczurzym
modelu stresu zwigzanego z odseparowaniem od matki. Do§wiadczenie polegato na ocenie poziomu
zachowan legkowych w tescie otwartego pola oraz funkcjonowania pamigci przestrzennej w tescie
labiryntu wodnego Morrisa u dorostych gryzoni. W badaniach wykazano, ze suplementacja
probiotykami, prebiotykami, jak i synbiotykami odwraca niekorzystne zmiany wywotane przez stres
we wczesnym etapie zycia, w tym redukuje poziom zachowan lgkowych oraz korzystnie wplywa na
procesy poznawcze szczurow (McVey-Neufeld i in. 2017). Przy wykorzystaniu bakterii ze szczepu
Lactobacillus helveticus R0052 i Bifidobacterium longum R0175 udowodniono, ze suplementacja
probiotykami przyczynia si¢ do obnizenia behawioru Igkowego u szczurow w  tedcie
uwarunkowanego obronnego zakopywania. Skuteczno$¢ suplementacji probiotykami w tagodzeniu
zmian wywotlanych stresorem (draznienie pradem) byla poréwnywalna do wynikéw uzyskanych
u zwierzat, ktorym podawano lek przeciwlekowy, diazepam. Natomiast u zdrowych ludzi
W codziennych, normalnych warunkach przyjmujacych probiotyki odnotowano obnizenie zachowan
depresyjnych, lekowego, gniewu, agresji, a takze spadek stezenia kortyzolu w osoczu (Messaoudi
i in. 2011).

W badaniach wykorzystujacych ekstrakt z lisci Veronia amygdalina zawierajacy prebiotyki
(FOS i GOS) wykazano, ze przyjmowanie doustne prebiotykow przez gryzonie, juz po 7 dniach
przyczynia si¢ do zwigkszenia ogdlnej liczby leukocytow, w tym limfocytow odpowiedzialnych m.in.
za wytwarzanie przeciwzapalnej interleukiny 10 (IL-10) we krwi obwodowej w warunkach
spoczynkowych (Im i in. 2016). Suplementacja doustna probiotykiem Lactobacillus helveticus NS8
promuje zwickszenie wydzielania przeciwzapalnej IL-10, regulujac w ten sposob odpowiedz
immunologiczng zaburzong przez dlugotrwaly stres spowodowany unieruchomieniem. Nie wykazano
wplywu tego probiotyku na stgzenie cytokin prozapalnych: TNF-a oraz interferonu gamma (IFN-y).
Aktywacja mechanizmoéw przeciwzapalnych przyczynia si¢ do wywierania korzystnego wptywu na
OUN - autorzy wykazali, ze suplementacja probiotykiem przyczynila si¢ do przywrdcenia poziomu
serotoniny, noradrenaliny i czynnika troficznego pochodzenia moézgowego (BDNF) u szczurow
poddanych przewlektemu stresowi (Liang i in. 2015). W przypadku zwierzat wystawionych na
dziatanie stresu, odnotowano wyzsze stezenie interleukiny 6 (IL-6) oraz TNF-a po stymulacji
komorek odpornosciowych konkanawaling A, natomiast zwierzeta, ktorym podano mieszaning
FOS/GOS miaty zblizony poziom tych cytokin do zwierzat kontrolnych. Nie stwierdzono wplywu
tych prebiotykow na stgzenie I1L-10 (Burokas iin. 2017). Zakazenie ludzkim wirusem niedoboru
odpornosci (HIV) powoduje m.in. uszkodzenia uktadu pokarmowego, translokacj¢ drobnoustrojow
i aktywacje immunologiczng, ktore nie sa catkowicie tagodzone przez terapi¢ antyretrowirusowa
(ARV). Zwigkszona zachorowalnos¢ i $miertelnos¢ osob zakazonych wirusem HIV leczonych ARV
jest zwigzana z tymi dysfunkcjami. W celu wzmocnienia fizjologicznej bariery przewodu
pokarmowego, leczono zakazone wirusem HIV makaki po 100 dniach od momentu zakazenia,
wykorzystujagc ARV. Drugg grupe makakow leczono przy uzyciu ARV i probiotykéw, prebiotykdw
lub synbiotykdéw przez 60 dni. Leczenie synbiotyczne skutkowalo zwiekszeniem liczby i poprawag
funkcji komorek prezentujagcych antygen (ang. antygen-presenting cell, APC) przewodu
pokarmowego, wzmocniong rekonstytucjg i funkcjonalnoscig limfocytdéw T CD4+ i zmniejszonym
zwtoknieniem pecherzykdow limfoidalnych w okreznicy. Terapia synbiotyczna ARV u 0sob
zakazonych wirusem HIV moze poprawi¢ funkcje odpornosciowe przewodu pokarmowego i tym
samym ztagodzi¢ nastgpstwa zapalenia, ostatecznie poprawiajac rokowania pacjentow (Klatt i in.
2013). Uwaza sig, ze prebiotyki moga by¢ skutecznym narzedziem do walki z rakiem odbytu (ang.
colorectal cancer, CRC). Dzigki rozleglym metaanalizom stwierdzono, ze spozycie ponad 27 ¢
blonnika dziennie powoduje zmniejszenie prawdopodobienstwa wystapienia CRC 0 50%
W poréwnaniu ze spozyciem mniejszym niz 11 g. Wykazano, ze fruktany, np. inulina, obecne
w zywnosci takiej jak czosnek, cebula, szparagi i karczoch zwigkszaja liczebnos$¢ bakterii z rodzaju
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Bifidobacterium i stezenie krétkotancuchowych kwasdéw thuszczowych (SCFA) w $wietle jelita.
Wykazano, ze inulina i oligofruktoza zmniejszaja ekspansywnos$¢ raka okreznicy indukowanego 1,2-
dimetylohydrazyna u szczuréw. Dalsze badania wykazaty zdolno$¢ prebiotycznej opornej skrobi typu
3 (Novelose 330) do zmniejszenia czgstoSci wystgpowania karcynogenezy okreznicy poprzez
indukowana apoptoz¢ uszkodzonych komoérek u szczuréw. Efekt ten przypisano zwigkszonej
produkcji maslanu — jednego z metabolitow bakteryjnych. W innym badaniu spozycie
modyfikowanych otrebow ryzowych z arabinoksylanu wptyneto na zwigkszenie aktywnosci komorek
natural killer (NK) — limfocytow o wlasciwosciach cytotoksycznych skierowanych przeciw
komérkom nowotworowym. Swiadczy to o zdolnosci prebiotykéw do zwickszenia odpowiedzi
immunologicznej i przeciwnowotworowej gospodarza (Fotiadis i in. 2008). Przeprowadzono rowniez
badania majace na celu ocene dlugotrwatych skutkéw suplementacji synbiotykami u noworodkow.
Badania przeprowadzono w latach 2000-2003 na ci¢zarnych kobietach, ktorych dzieci z duzym
prawdopodobienstwem obarczone beda alergiami. Zostaly one przydzielone do dwodch grup:
w pierwszej, kobiety otrzymywaty mieszaning 4 gatunkow bakterii probiotycznych (Lactobacillus
rhamnosus GG i LC705, Bifidobacterium breve Bb99 i Propionibacterium freudenreichii ssp
shermanii) z galaktooligosacharydami, za$ druga grupa otrzymywata placebo. Suplementacja trwata
przez 4 tygodnie przed planowanym porodem i 6 miesiecy po urodzeniu. Sposrdéd 925 niemowlat
zaobserwowano, ze dzieciom suplementowanym synbiotykami rzadziej przepisywano antybiotyki
w poréwnaniu do dzieci suplementowanych placebo (23% vs 28%), jak rowniez infekcje uktadu
oddechowego wystepowaty w mniejszym stopniu: 3,7% vs 4,2% (Kukkonen i in. 2008).

5. Podsumowanie

Zaroéwno probiotyki, prebiotyki jak i synbiotyki przyczyniajg si¢ do niwelowania zmian
wywotanych stresem. Na poziomie behawioralnym redukuja poziom zachowan Iekowych i objawow
przypominajacych depresj¢ oraz oddziatluja korzystnie na pamigé przestrzenng u gryzoni.
Suplementacja probiotykami, prebiotykami oraz synbiotykami wywiera pozytywny wplyw na uktad
immunologiczny. Wyniki badan sugerujg, ze probiotyki indukuja odpowiedZz przeciwzapalng,
natomiast prebiotyki wplywaja na obnizenie poziomu mediatorow zapalnych. Przyjmowanie
probiotykdw promuje wzrost jednego lub kilku gatunkéw korzystnych bakterii, podczas gdy
prebiotyki przyczyniaja si¢ do namnazania wszystkich bakterii z rodzaju Bifidobacterium oraz
niektorych gatunkow z rodzaju Lactobacillus (Savignac i in. 2016). Korzystny wptyw prebiotykow,
probiotykow i synbiotykdéw na organizm czlowieka zostal potwierdzony w wielu pracach, w zwiazku
Czym moga one stanowi¢ istotny element diety o wilasciwosciach terapeutycznych u pacjentow
z zaburzeniami immunologicznymi i behawioralnymi spowodowanymi stresem.
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Streszczenie

Migdzy o$rodkowym uktadem nerwowym a mikrobiota jelitowa wystepuje dwukierunkowa,
bezposrednia i posrednia komunikacja, wsrdd ktorej wyrdzni¢ mozna szlaki hormonalne,
immunologiczne i neuronalne. Gtownym elementem szlaku neuronalnego jest nerw bledny,
najdtuzszy z nerwow czaszkowych, unerwiajacy niemal wszystkie narzady jamy brzusznej, uznawany
obecnie za regulator stanéw motywacyjnych i emocjonalnych. Najnowsze badania polegajace na
modulacji aktywnosci poszczegblnych, doosrodkowych drog nerwu btednego przeprowadzono przy
uzyciu technik optogenetycznych. Wykazano istotng rolg nerwu blednego w komunikacji pomigdzy
jelitami a osrodkowym uktadem nerwowym (OUN) w kontekscie procesOw o charakterze
emocjonalnym, motywacyjnym i napgdowym. Odkrycie konkretnych potaczen neuronalnych nerwu
btednego zaangazowanych w szybka aktywacje mézgowego uktadu nagrody, otwiera mozliwosci dla
nowych, bardziej specyficznych terapii zaburzen odzywiania, a takze zaburzen emocjonalno-
motywacyjnych.

1. Wstep

Nabtonek jelit cztowieka zawiera ponad 100 milionéw komdrek nerwowych, stad czgsto
jelitowy uktad nerwowy bywa okre$lany mianem ,,drugiego mézgu”. Mikrobiom jelitowy (zespot
mikroorganizméw zasiedlajacych jelita) komunikuje si¢ z mézgowiem, wydzielajac do krwioobiegu
hormony, ktére w ciggu okoto 10 minut informujg nas o gtodzie lub sytosci (Zanchi i in. 2017). Nowe
badania ujawniajg, ze jelita posiadajg znacznie bardziej bezposrednie polaczenie z osrodkowym
uktadem nerwowym (OUN) poprzez grupe neuronéw odpowiadajacych za przekazywanie sygnatu
w zaledwie kilka sekund. Nerw btedny, najdtuzszy z nerwoéw czaszkowych, zbudowany jest z widkien
ruchowych i czuciowych przechodzacych przez szyje i klatke piersiowa do narzadéw jamy brzusznej.
Dotychczas uwazano, ze nerw ten posredniczy wylacznie we wplywie hamujacym (zwigzanym
z uktadem przywspotczulnym) na funkcjonowanie jelit, wigzgcym sie z poczuciem sytosci. Natomiast
za przekazywanie sygnatow z jelit do mozgowia (w tym rowniez do limbicznego uktadu nagrody)
odpowiada¢ miaty gléwnie hormony krazace we krwi obwodowej. Wykazano jednak istnienie
populacji neurondéw tzw. ,,neurondéw nagrody”, znajdujacych sie wérdd komorek czuciowych prawej
gatezi nerwu btednego. W efekcie udowodniono, ze pobudzenie nerwu btednego, a doktadnie jego
gornej galezi jelitowej, skutkuje silnym pobudzeniem neuronéw nagrody lezacych w podkorowych
strukturach mézgowia (Han i in. 2018). Komorki enteroendokrynowe (EEC) stanowiag cz¢$¢ uktadu
neuroendokrynnego przewodu pokarmowego, ktory wytwarza ponad 100 rodzajow peptydow
0 aktywnosci hormonalnej. Peptydy te sa wydzielane przez EEC w odpowiedzi na sktadniki
odzywcze, aromaty i produkty metabolizmu bakterii. Niedawno wykazano, ze EEC sa niezbedne dla
prawidtowego funkcjonowania organizmu, utrzymania homeostazy, jak rowniez petnig istotna rolg
W procesie trawienia i wchianiania sktadnikow odzywczych. Ostatnio wiele uwagi po§wigcono
funkcji tych komoérek, ze wzgledu na to, ze kilka hormonow zotadkowo-jelitowych moduluje
wydzielanie insuliny i przyjmowanie pokarmu, co moze mie¢ ogromne znaczenie w kontekscie
opracowania nowych terapii w leczeniu cukrzycy (Bohorquez i Liddle 2011).
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2. Nerw bledny - glowny neuronalny szlak komunikacyjny pomiedzy jelitami
a moézgowiem

Galezie zotagdkowo-jelitowe nerwu blednego uwazane sa za rdzen osi jelitowo-mozgowe;j,
jednak jedyna funkcja przypisywana drogom aferentnym nerwu blednego bylo przekazywanie
sygnatow pochodzacych z trawienia pokarmu do OUN, co stanowilo gtéwny mechanizm ujemnego
sprzezenia zwrotnego w regulacji wielkoéci przyjmowanych positkow (Schwartz 2000). W tym
klasycznym ujeciu, nerwy aferentne jelita, odbierajac sygnaly mechaniczne i chemiczne, wptywaty
na uklad nagrody poprzez angazowanie koncowych drég docierajacych do miedzymozgowia
(Norgren i Smith 1988, Schwartz 2000). Warto dodaé, ze to komponenta hormonalna, a nie
neuronalna zwigzana z transmisjg poprzez nerw btedny, byta zwykle utozsamiana z przekazywaniem
sygnatow dotyczacych odczuwania przyjemnosci do moézgowia (Sclafani 2013). Stosunkowo
niedawno zaczeto rozpatrywaé role osi jelitowo-mozgowej oraz nerwu blednego znacznie szerzej,
przede wszystkim potwierdzono ich udziat w modulowaniu proceséw neuropsychologicznych, do
ktorych zaliczamy zachowania lekowe, depresje, funkcje poznawcze oraz reakcje o charakterze
motywacyjno-nap¢dowym (Mayer 2011, Sharon i in. 2016). Pomimo tego, potgczenia nerwowe,
pozwalajagce zotadkowi i jelitom na kontrole nad procesami motywacyjnymi i emocjonalnymi, nie
zostaty szczegdtowo oznaczone. Postepy w tej dziedzinie znacznie ograniczaty trudnosci techniczne
zwigzane z wyizolowaniem gatezi nerwu blednego w Srodowisku pozaustrojowym (de Lartigue
i Diepenbroek 2016). Aby odpowiedzie¢ na nurtujace pytania, Han wraz z zespotem (2018) postuzyli
si¢ wektorami wirusowymi i przy pomocy technik optogenetycznych scharakteryzowali funkcje
behawioralne i osrodkowe jelitowych aferentnych gatezi nerwu blednego. Metody optogenetyczne
polegaja na wprowadzeniu do komorki nerwowej egzogennych kanatow jonowych, ktore nastepnie
ulegaja wbudowaniu w bton¢ neuronu i reaguja otwarciem na bodziec $wietlny. Efektem tego jest
przeptyw jondéw, a w konsekwencji aktywacja badZ inhibicja neuronu. Wykorzystywanymi
W optogenetyce kanatami blonowymi sa opsyny. Wystepuja one w naturze u niektorych
mikroorganizmow, ktore aby przetrwa¢ w trudnych warunkach $rodowiska oraz ze wzgledu na
utrudniony dostep do $wiatla, produkujg rozne typy opsyn, czyli biatek $wiattoczutych. Do takich
organizmow nalezg m.in. jednokomodrkowe zielenice, jak Chlamydomonas reinhardtii bytujaca
w glebie i stodkowodnych zbiornikach wodnych, czy tez zielenice z rodzaju toczkowatych Volvox
tworzace sferyczne cenobia. Opsyny wytwarzajg takze halobakterie zyjace w ekstremalnych
warunkach jak wysoko zasolone jeziora Egiptu czy Kenii. Kanaly blonowe w postaci opsyn
u wymienionych mikroorganizméw reguluja przeptyw jonéw pomiedzy wnetrzem a zewnetrzem
komorki, co generuje roznice potencjatu elektrycznego po obydwu stronach btony celem pozyskania
energii ze srodowiska. Rézne typy ospyn roznig si¢ wrazliwoscia na $wiatlo — reaguja na Swiatto
0 okreslonej dlugosci fal. Najpopularniejszymi biatkami $wiatloczutymi wykorzystywanymi
W neurobiologii sa mutanty czyli inne warianty biatek $wiattoczutych (tab. 1), ktére ulepszono
metodami inzynierii genetycznej (np. substytucja aminokwaséw w sekwencji biatka) przez co réznia
si¢ one wrazliwos$cig na §wiatlo 1 zastosowaniem. Do manipulacji takich nalezy np. skrocenie lub
wydluzenie czasu zamkniecia kanatu co zmienia ich parametry i zastosowanie (Deisseroth 2010,
Deubner i in. 2019).

W badaniach nad rola nerwu blednego w komunikacji jelita-mozg, wykorzystano techniki
optogenetyczne, aby manipulowa¢ pobudliwo$cig tylko tych czesci nerwu blednego, ktore
odpowiadaja za przekazywanie sygnatow z jelit. W tym celu najpierw transfekowano Zzotadek
i dwunastnice myszy typu dzikiego za pomoca transportowanego wstecznie wirusa zwigzanego
z adenowirusem, niosacego konstrukt rekombinazy Cre z biatkiem niebieskiej fluorescencji (Cre-
EBFP). W ten sposob rekombinaza Cre byla wstecznie i obustronnie transportowana do zwojow
czuciowych nerwu blednego, a doktadniej do zwojow weztowych (ganglion nodosum, NG).
Nastegpnie osobno transfekowano prawy i lewy zwdj nerwu btednego (NG) przez iniekcje wirusa
niosgcego konstrukt wrazliwego na $wiatlo kanatu depolaryzacyjnego Channelrhodopsin2 (DIO-
ChR2), indukowany obecnoscig Cre. Do struktur pnia mozgu: pola najdalszego (AP) lub jadra pasma
samotnego (NTS), nad zakonczeniami neurondow NG, zaimplantowano $wiattowody, dzigki ktorym
mozliwe byto oddzialywanie impulsami laserowymi na $wiatloczule kanaty jonowe. Aby sprawdzic,
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czy iniekcje zostaly poprawnie wykonane przy pomocy mikroskopii konfokalnej sprawdzono
wspolwystepowanie biatka Cre i kanatéw rodopsynowych (ChR2) w prawym zwoju wezlowym
nerwu blednego (R-NG). Nastepnie sprawdzono, czy stymulacja §wiattem powoduje pobudzenie
transfekowanych neuronéw. W tym celu zaimplantowano elektrody rejestrujace pobudzenie
neurondéw. Po pozytywnej weryfikacji obu tych zalozef, zbadano behawioralne efekty pobudzenia R-
NG w kontekécie aktywacji uktadu nagrody za pomoca testu preferencji miejsca. Poczatkowo
zwierzeta mogly swobodnie eksplorowac aparat testowy (Pre-test) i z podobng czgsto$cia pojawiaty
si¢ w obu jego czeéciach. W przypadku testu wiasciwego, kiedy obecnos¢ zwierzat w prawej czesci
aparatu testowego inicjowata stymulacj¢ §wiatlem, myszy istotnie statystycznie czgséciej przebywaty
w tych miejscach, w ktorych aktywowany byt laser. Kolejnym efektem behawioralnym $swiadczacym
o silnym pobudzeniu uktadu nagrody byta samostymulacja. Badacze sprawdzali czy myszy beda
naciska¢ t¢ dzwignig, ktora prowadzita do emisji impulséw laserowych. Okazato si¢, ze szybka
aktywacja optyczna zakonczen R-NG nerwu btednego powodowala u myszy zachowania zwigzane
z podtrzymywaniem samostymulacji. Zachowanie to bylo coraz silniejsze kazdego kolejnego dnia
testu i co cieckawe wystgpowato takze ostatniego dnia testu, pomimo wylaczonego laseru. Przy
pomocy mikrodializ w polaczeniu z detekcja elektrochemiczng wykazano réwniez, ze optyczna
aktywacja neuronéw czuciowych nerwu btednego przekazujacych sygnaty z jelit indukuje uwalnianie
dopaminy w strukturach uktadu nagrody. Dopamina wytwarzana w istocie czarnej srodmozgowia
aktywuje prazkowie odpowiedzialne za reakcje motoryczne (wykonywanie czynno$ci) oraz pobudza
struktury uktadu nagrody (odczuwanie przyjemnosci, utrzymanie motywacji do dalszego
wykonywania czynno$ci). Podsumowujgc, badania te wykazaly istotng rola nerwu blednego
w komunikacji jelita-OUN w kontekscie procesow o charakterze emocjonalnym, motywacyjnym
i napedowym (Han i in. 2018).

Tab. 1. Opsyny wykorzystywane w neurobiologii, ich cechy i zastosowanie.

Opsynai jej Zrédio Odpowiedz na | Zastosowanie

warianty Swiatlo

Ultrafast Chlamydomonas 470 nm Szybkie pobudzenie/hamowanie

channelrhodopsin reinhardtii (maximum neurondw, bardzo duza precyzja

(ChR2) mutants aktywacji) mierzona w milisekundach do 200

razy/sek.

Step function Chlamydomonas 470 nm - Aktywacja/dezaktywacja stanu

opsins — reinhardtii pobudzenie; wzbudzenia za pomoca krotkiego btysku

zwigkszenie czasu 546 nm — $wiatla; Ze wzgledu na wysoka czuto$é,

zamknigcia kanatu hamowanie szczegoblnie uzyteczne w badaniach, w

(ultraslow ChR2 (niektore ktorych $wiatto musi przenikna¢ przez

mutants) mutanty) duze objetosci tkanki, jak np. moézgowie

ssakow.

VChR1 Volvox carteri 5351589 nm Wzbudzanie potencjatow

channelrhodopsin czynnosciowych; Poniewaz VChR1

reaguje na z6lte Swiatto, a ChR2 reaguje
na zakres niebieski, oba typy opsyn sa
uzywane w polaczeniu, aby jednoczes$nie
kontrolowa¢ wzbudzenia w mieszanych
populacjach neurondw.

Halorodopsyna Natronomonas 580nm Dziata na zasadzie pompy Cl- (wyst. u

(opsyna hamujgca) | pharaonis Halobakterii) majaca zdolnos¢ do
(Halobacteriaceae) przenoszenia jonow Cl- lub protonéw do

wewnatrz komorki, co powoduje
hiperpolaryzacje.

OptoXRs Syntetyczny 500 nm Szybka i zalezna od typu komorek
kompleks kontrola szlakow biochemicznych; moze
rodopsyny by¢ wykorzystywana w badaniach na
sprzgzony zwierzgtach czuwajacych (wolno
Z biatkiem G poruszajacych si¢).
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3.  Rola komérek enteroendokrynowych

Komorki enteroendokrynowe bedace czgécig ukladu neuroendokrynnego przewodu
zotadkowo-jelitowego, sa niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania organizmu. Zablokowanie
réznicowania si¢ EEC u myszy przez indukowane mutacje w neurogeninie-3 powoduje uposledzenie
wchtaniania lipidow, zmniejszony przyrost wagi i wysoka $miertelno$¢ podczas pierwszego tygodnia
po porodzie. U ludzi mutacje neurogeniny-3 sg zwiagzane z brakiem EEC w jelitach i trzustce, a takze
z zagrazajaca zyciu biegunka z powodu uposledzonej syntezy hormondéw jelitowych (Mellitzer
i in. 2010, Wang i in. 2006). Hormony te regulujg niektore podstawowe funkcje fizjologiczne, w tym:
oproznianie zotadka i wchianianie sktadnikow odzywczych (np. cholecystokinina, CCK; peptyd
tyrozyna tyrozyna, PYY), uczucie sytosci i apetyt (np. PY'Y, CCK, grelina, oksyntomodulina), a takze
uwalnianie insuliny (np. glukagonopodobny peptyd-1, GLP-1; zalezny od glukozy polipeptyd
insulinotropowy, GIP). Wplyw na funkcje fizjologiczne poszczegodlnych hormondéw jelitowych
sprawity, ze EEC staly si¢ atrakcyjnym celem opracowywanych terapii wykorzystywanych
W leczeniu zaburzef metabolicznych, zwlaszcza otytosci i cukrzycy. Jednak wiedza na temat biologii
tych komorek nadal jest niewystarczajaca. Dotychczas, EEC jelita cienkiego i grubego byly trudne
do scharakteryzowania ze wzgledu na to, ze w poréwnaniu do innych komorek nabtonka jelitowego,
wystepuja rzadziej, a ich utozenie jest rozproszone. Badania had EEC w duzej mierze odbywaty sie
za pomocg metod posrednich, takich jak: (1) pomiar poziomu hormonéw w osoczu w odpowiedzi na
spozycie pokarmu, sktadniki odzywcze lub leki; (2) zastosowanie niesmiertelnych linii komérkowych
(np. komorki STC-1), ktére maja wspodlne cechy z EEC, ale nie sg ulozone w ciagla warstwe
nablonkowsa i maja zmieniony fenotyp; lub (3) identyfikacja EEC poprzez ich immunoreaktywno$é
Z przeciwcialami skierowanymi przeciwko peptydom hormonalnym, ktéra jest w duzej mierze
ograniczona przez liczbg przeciwcial pierwszorzedowych, ktore moga by¢ stosowane jednoczes$nie
(co najwyzej trzy). Ponadto pecherzyki hormonalne sa zlokalizowane u podstawy komorki, a zatem
barwienia immunohistochemiczne nie okre$laja jej pelnej anatomii (wszystkich granic struktury).
W konsekwencji, EEC sg ogdlnie uwazane za komoérki nabtonkowe w ksztalcie wrzecionowatym lub
kolbkowatym, zawierajace tylko jeden lub dwa typy hormonéw (Bertrand 2009, Schwartz i Holst
2010). W 2010 roku neurolobiolog Diego Bohorquez z Duke University w Durkham w Pétnocnej
Karolinie dokonat zaskakujacego odkrycia - komorki enteroendokrynowe posiadaja wypuktosci
przypominajace ksztaltem synapsy nerwowe oraz stuzace do komunikacji migdzy komorkami.
Dojelitowa iniekcja wirusa wscieklizny pozwolita na obserwacje¢ drogi transportu wirusa, ktory
posiada zdolnos$¢ do przemieszczania si¢ poprzez btony synaps neuronalnych. W efekcie otrzymano
barwng odpowiedZ nie tylko w EEC jelita, ale rowniez gatgzi nerwu blednego. Na szalce Petriego
komorki enteroendokrynowe siggaty do neuronéw nerwu btednego, tworzac potaczenie synaptyczne.
Dodatkowo komoérki te wydzielalty glutaminian, neurotransmiter zaangazowany m.in.
W rozpoznawanie smaku i zapachu, ktory zostal przylaczony do receptorow znajdujacych si¢ na
btonie neuronéw nerwu btednego w ciggu 100 milisekund (Bohorquez i Liddle 2011). Ten rodzaj
transportu okazat si¢ szybszy niz w przypadku komunikacji hormonalnej z jelit do mézgowia za
posrednictwem krwioobiegu. Istniejg oczywiste zalety tak szybkiej sygnalizacji jelitowej
uzasadniajace jej udziat w wykrywaniu zwigzkow toksycznych dla gospodarza, ale moga istnie¢ inne
korzys$ci wynikajace z faktu, ze OUN otrzymuje informacje o zawarto$ci naszych jelit w czasie
rzeczywistym. Opracowanie transgenicznych modeli myszy produkujacych biatko zielonej
fluorescencji (GFP) pod wptywem specyficznych hormonéw (np. PYY) rzuca $wiatto na uprzednio
pomijane wilasciwosci EEC. Obecno$¢ wyrostkow cytoplazmatycznych w EEC zostata po raz
pierwszy opisana w komorkach wydzielajacych somatostatyng. Diugie, rozgalgzione i bulwiasto
zakonczone wyrostki stuza do dostarczania somatostatyny bezposrednio do komoérek wydzielajacych
gastryne i komorek oktadzinowych zotadka na zasadzie dziatania parakrynnego. Wiadomo, ze kilka
EEC posiada w podstawie wyrostki, w tym komorki enterochromafinowe, nalezace do komorek
rozsianego uktadu wewnatrzwydzielniczego grupy APUD. Znajduja si¢ gldownie w neuronach uktadu
autonomicznego zotadka i jelit. Odpowiedzialne sa za wytwarzanie takich substancji jak: serotonina,
motylina, somatostatyna, substancja P, wazoaktyny, peptyd jelitowy, peptyd uwalniajgcy gastryne,
komorki typu K wydzielajace GIP, komorki 1 wydzielajace CCK i komoérki L (Raybould 2010).

128 |Strona



Badania i Rozwoéj Mtodych Naukowcow w Polsce

W szczegoblnosci komorki L stanowig przedmiot zainteresowan w badaniach nad cukrzycg i otyloscia,
poniewaz wydzielajag hormon stymulujacy insuling GLP-1 i hormon odpowiedzialny za uczucie
sytosci - PY'Y. Transgeniczny model myszy PYY-eGFP, pozwala na izolacj¢ komorek typu L sposrod
innych komoérek nabtonka za pomoca selekcji poprzez aktywacje fluorescencji w komoérkach
i identyfikacje ich w tkance jelitowej przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej (Bohorquez i in.
2011). Powierzchnia wierzchotkow wigkszosci EEC znajduje si¢ w kontakcie ze $wiatlem jelit.
Sktadniki odzywcze obecne w $wietle jelit maja bezposredni kontakt z powierzchniag komorek
endokrynnych, przez co stymulujg wydzielanie hormonow. Jednak niektore doniesienia sugeruja, ze
wchianianie sktadnikow odzywczych moze stymulowaé procesy zwigzane z wydzielaniem
hormonoéw jelitowych (Bohorquez i in. 2011). Obecno$¢ wyrostkow w Czgéci bazalnej komorek,
moze wptywaé na wykrywanie obecnosci sktadnikow odzywczych za posrednictwem okreslonych
receptorow. Wiadomo, ze EEC posiadaja receptory dla sktadnikow odzywczych, jak rowniez bakterii
w tym bakterii jelitowych. Biorac pod uwage, ze powierzchnie apikalne komdrek L maja dlugosé
okoto 3 pm natomiast wyrostki bazalne powyzej 50 pwm, mozna wysnu¢ hipoteze, ze w wyrostkach
moga znajdowaé si¢ przynajmniej niektére z receptoréw dla sktadnikéw pokarmowych, ktore
stymuluja wydzielanie hormonéw. Wykazano rowniez, ze resekcja jelita cienkiego szczura z lipidami
stymuluje wydzielanie CCK, oraz ze dzialanie to blokowane jest przez hamowanie tworzenia
chylomikronéw (Raybould i in. 1998). Badania immunohistochemiczne wykazaly obecnos¢
niektorych receptorow kwasow tluszczowych we wngtrzu EEC, a gldwnie w ich bazalnej czgsci.
Oprocz identyfikacji sktadnikow odzywczych w jelitach, szczytowa czg$¢ komodrek bedaca
W kontakcie ze $rodowiskiem $wiatta jelit moze reagowac na czgsteczki pochodzenia bakteryjnego.
Cze$¢ receptorow bakteryjnych typu "Toll-like" (np. TLR 4, 5 i 9) ulega ekspresji w linii STC-1
w EEC, a stymulacja ligandami bakteryjnymi (np. lipopolisacharydem lub flagleling) powoduje
wydzielanie CCK, chemokin pochodzenia keratynowego i B-defensyny-2 (Palazzo i in. 2007). Warto
podkresli¢, ze cytokiny i defensyny sg wydzielane z komérek STC-1 tylko w odpowiedzi na ligandy
bakteryjne, a nie na kwasy tluszczowe. Wyciszanie mediatora TLR MyD88 zmniejsza wydzielanie
CCK stymulowane przez ligandy bakteryjne, ale nie przez kwasy ttuszczowe. Co ciekawe,
genetyczna delecja genu kodujacego TLR 5 u myszy indukuje fenotyp objawiajacy si¢ hiperfagia
i wszystkimi cechami zespotu metabolicznego (Vijay-Kumar i in. 2010). Wyrostki EEC ze wzgledu
na ksztalt ,,aksonalny” zaangazowane sg w przekazywanie informacji elektrochemicznej do neuronéw
dochodzacych do blaszki wlasciwej nabtonka jelit lub miofibroblastéw podnabtonkowych na zasadzie
potaczenia komodrka-komoérka. Poniewaz jelita stanowig jedyny w swoim rodzaju osrodek integracji
czynnikow odzywczych 1 zywych mikroorganizow (niczym bioreaktor organizmu), przyszie
dziatania majace na celu zrozumienie mechanizméw komunikacji EEC z komoérkami w blaszce
wilasciwej, mogg przyczyni¢ sie do badan nad nowymi strategiami leczenia m.in. zaburzen
metabolicznych.

4. Podsumowanie

Nowo zidentyfikowane ,,neurony uktadu nagrody’’ prawego odgatezienia nerwu blednego
podlegaja tym samym mechanizmom, ktore charakteryzuja neurony osrodkowego uktadu nagrody,
co oznacza, ze tacza one obwodowe komorki czuciowe z uprzednio zmapowanymi populacjami
neurondw nagrody w mozgowiu. Neurony lewego odgal¢zienia nerwu blednego sa zwigzane
Z uczuciem sytosci, ale nie z nagradzaniem. Dopamina jest przekaznikiem nerwowym, o ktéorym
wiadomo, ze jest niezbgdny do prawidlowego funkcjonowania uktadu nagrody i motywacji-uktadu
limbicznego mozgowia. Odkrycie specyficznych neuronéw w zotadkowo-jelitowym odcinku nerwu
btednego jako przenosnikow sygnatéw nagrody do mézgu otwiera mozliwos$¢ dla nowych, bardziej
specyficznych terapii zwiazanych ze stymulacja czesci uktadu nerwowego (a konkretnie jelitowego
uktadu nerwowego), ktore moga okazac si¢ bardziej skuteczne. Terapie tego typu polegaja na
dostarczaniu impulséw elektrycznych do nerwu blednego u pacjentdéw cierpigcych na zaburzenia
emocjonalne oraz zaburzenia odzywiania. Szczegolnie poprzez wzglad na to, ze dotychczasowe
terapie polegaja na stymulacji jedynie lewych aferentéw nerwu btgednego, poniewaz charakteryzuja
si¢ one tatwiejszg dostepno$cig. Z kolei badania dotyczgce komoérek enteroendokrynowych moga
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przyczyni¢ si¢ do tworzenia lekéw ukierunkowanych na okreslone typy receptoréw i modulacje
wydzielania hormonéw odpowiedzialnych za regulacje apetytu i wydzielania insuliny.
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Streszczenie

Olej mikroalg C. cohnii z uwagi na wysoki udzial wielonienasyconych kwasow
thuszczowych i bezpieczenstwo stal sie¢ produktem wzbogacajacym produkty zywnosciowe
i suplementy diety. Wysoka cena mikroalg uniemozliwiajgca dodawanie ich do pasz dla zwierzat
gospodarskich, moze zosta¢ obnizona za pomoca procesu optymalizacji produkcji. Opracowanie
metod wydajnej i powtarzalnej produkcji oleju z mikroalgi C. cohnii zalezy w znacznej mierze od
poznania wptywu warunkow srodowiska (tj. rodzaj, stezenie i sposdb podania zrodla wegla i azotu,
napowietrzenie, odczyn oraz temperatura medium) na intensywnos$¢ namnazania mikroorganizmow,
uzyskang biomas¢ oraz produkcyjnos¢ DHA. Celem pracy jest przyjrzenie si¢ dotychczasowym
ustaleniom dotyczacych optymalizacji produkcji oleju z mikroalg C. cohnii.

1. Wstep

Pod koniec lat 90. ubiegtego wieku doglgbnie poznano role jaka petnig wielonienasycone
kwasy thuszczowe w prawidtowym funkcjonowaniu bton komorkowych, oraz efekt ich niedoborow
(Lands, 2000). Wiedza ta skutkowata nasilonymi dzialaniami informacyjnymi organizacji
zajmujacych si¢ zywieniem cztowieka i propagowaniem wilgczenia migsa i olejow z ich watrob do
codziennej diety, by zniwelowa¢ ogromna dysproporcje przyjmowanych kwasow omega-6 do omega-
3. Rosnaca dzigki temu $wiadomos$¢ konsumencka do dzi$ powoduje zwiekszajacy sie popyt na ryby,
ktérych chow wymaga polowdw mato cennego surowca rybnego (szprot, sardelowate) w ilosci 20
miliondw ton kazdego roku (www.scientificamerican.com). Przetowienie naturalnych zasobow ryb
jest problemem, ktory mozna opanowaé jedynie znajdujac inne réwnocenne zrodia
wielonienasyconych kwasow tluszczowych (ang. polyunsaturated fatty acids, PUFA) omega-3, co
mieso ryb. Naturalnym zamiennikiem wydaja si¢ by¢ mikroalgi, ktore s3 powodem bogactwa ryb
w PUFA, z uwagi na bycie przez nie jednym z pierwszych elementdw tancucha troficznego akwenow
wodnych.

2. Opis zagadnienia

Tzw. olej z organizmow jednokomoérkowych (Single Cell Oil, SCO) jest produktem
pozyskiwanym od mikroorganizmoéw, ktére nadmiar substancji odzywczych z otoczenia magazynuja
w postaci PUFA. Atrakcyjnos¢ mikroorganizmu ze wzgledow komercyjnych wzrasta wraz z jego
umiejetnoscig do wigkszej akumulacji drozszych kwasow ttuszczowych. Sktad i zawarto$¢ kwasow
thuszczowych rozni si¢ w zaleznosci od wybranego mikroorganizmu. Poszukiwania organizméw
Z wysokim potencjatem do magazynowania PUFA spowodowaty pod koniec XX wieku wyr6znienie
kilkunastu mikroorganizméw okreslanych mianem gatunkoéw olejogennych. Skupiajac si¢ na
producentach kwasu dokozaheksaenowego (DHA) mozemy wyrdzni¢ trzy mikroalgi: Schizochytrium
sp., Thraustochytrium aureum i Crypthecodinium cohnii. Wszystkie trzy na poczatku obecnego wieku
zaczgto uzytkowac¢ komercyjnie w celu pozyskania SCO. Pierwsze dwie mikroalgi (z uwagi na
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wigkszy udzial kwasu eikozapentaenowego (EPA) i kwasu dokozapentaecnowego (DPA) w skladzie
wolnych kwasow thuszczowych) stosowano gltéwnie jako dodatki zootechniczne oraz zrédto PUFA
w paszy dla kur niosek w celu wytworzenia jaj wzbogaconych. Olej z C. cohnii z uwagi na wickszy
udzial DHA w wolnych kwasach tluszczowych (ang. Free Fatty Acids, FFA)(ok. 55%) szybko stat
si¢ dodatkiem do zywnosci (w tym do mleka modyfikowanego dla niemowlat).

C. cohnii jest mikroorganizmem wystepujacym w toni wiekszosci stonych zbiornikow
wodnych na kuli ziemskiej. Jako organizmy saprofityczne zwykle mozna je znalez¢ w rozktadajacej
si¢ materii 1 w poblizu glonéow Fucus spp. Rozmnazaja si¢ bezplciowo i piciowo, a na inicjowanie
rozmnazania piciowego wplywa wyczerpanie sktadnikow pokarmowych w $rodowisku. Sa to
organizmy heterotroficzne pozyskujace energi¢ 1 wegiel do budowy nowych komorek w procesie
fermentacji tlenowej. Ich wzrost dokonuje sie bez dostepu do $wiatta, z uwagi na jego hamujace
dziatanie w stosunku do wickszosci szczepoéw (Tuttle i Loeblich, 1975). Intensywnos$¢ i sktad
materiatow zapasowych C. cohnii, ktorymi sg w wickszosci PUFA, w znacznej mierze zalezg od
warunkow srodowiska. Celem pracy jest przyjrzenie si¢ dotychczasowym ustaleniom dotyczacych
optymalizacji produkcji oleju z mikroalg C. cohnii.

3. Przeglad literatury

Zrédto wegla dla C. cohnii moze stanowié glukoza, dekstroza, etanol, kwas octowy, octan
sodu lub syrop z chleba $wigtojanskiego (Mendes i in., 2009). Umigje¢tno$¢é wykorzystania tak wielu
roéznych zrédet wegla wynika ze sposobu wzrostu w srodowisku naturalnym tj. na martwej materii.
Safdar i in. (2017a) zbadali wptyw szeSciu zrodet wegla (sacharozy, glukozy, galaktozy, etanolu,
glicerolu i kwasu octowego) na intensywno$¢ produkcji biomasy mikroalg. Sposrod przebadanych,
najwyzsza biomase uzyskano dzieki medium z zawartoscig glicerolu (15,1 g L-1). Podobnymi
wynikami charakteryzowaty si¢ glukoza (12,6 g L-1) i etanol (12,4 g L-1), natomiast medium oparte
na galaktozie i sacharozie powodowato o ponad 50% nizszy wynik uzyskanej biomasy. Nie
zaobserwowano statystycznie istotnych réznic pod wzglgdem udziatu DHA w biomasie, dla r6znych
zrodet wegla. Specyficzna szybko$¢ wzrostu mikroalg dla etanolu, glukozy i kwasu octowego byto
zblizone (0,64-0,68 d-1). Glicerol natomiast uzyskat wynik o okoto 10% wyzszy (0,72 d-1). Indeks
specyficznej szybkosci wzrostu stuzy do obliczenia wptywu stezenia substancji w pozywce na Wzrost
mikroorganizmdéw, a wyraza si¢ go wzorem:

S

K= Hmax m

,gdzie:

u- specyficzna szybkoéé wzrostu (d)

Umax- Maksymalna szybko$¢ wzrostu (d%)

S- koncentracja substratu w medium (g L)

Ks-warto$¢  stezenia rozpuszczalnego substratu przy potowie maksymalnego stopnia

specyficznego wykorzystania substratu (g L™?)

Podobne wyniki uzyskali Jiang i Chen (2000), badajac wplyw stezenia poczatkowego
glukozy w medium (5-40 g L) na wydajno$¢é namnazania komoérek i produkcje DHA przez C. cohnii.
Najwyzszy wynik dla cechy specyficznej szybkosci wzrostu osiggnety mikroalgi rosngce w medium
o0 poczatkowym stezeniu glukozy wynoszacym 20 g L™ (0,12 h'!). Grupy badawcze o warto$ciach
skrajnych stezenia glukozy osiagnety podobny wynik (o ponad 25% nizszy od wartosci optymalnej).
Najwyzsza ostateczna sucha masa mikroalg na litr pozywki rowniez zostata odnotowana gdy
zastosowano medium o stezeniu 20 g L1, Najnizszy wynik natomiast uzyskano stosujac o polowe
nizsze stezenie (10 g L'1). Stezenie poczatkowe 20 g L1 nie byto najbardziej optymalnym dla kazdego
z parametrow produkcyjnych. Udziat DHA w FFA wynosit 53,4% przy st¢zeniu poczatkowym
rownym 5 g L1 i zmniejszat sie liniowo wraz ze wzrostem poczatkowego stezenia glukozy, a jego
miejsce zajmowaly nasycone kwasy tluszczowe. Przy poczatkowym st¢zeniu glukozy w medium
rownym 40 g L't udzial DHA w FFA wynosit juz zaledwie 36,5%. Autorzy sugeruja, ze moze by¢ to
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wynik niekorzystnego dla formowania si¢ PUFA, wysokiego stosunku C:N, ktory wraz ze wzrostem
stezenia poczatkowego glukozy rést, by w szczytowym momencie osiggna¢ warto$¢ 20:1 (dla
stezenia 5 g L stosunek ten wynosit 2,5:1).

Mikroorganizmy potrzebuja do wzrostu azotu w postaci organicznej lub nieorganicznej. C.
cohnii potrafi wykorzystywac¢ azot w obu formach (peptony, syrop kukurydziany, wywar z drozdzy,
kwas glutaminowy, mocznik, KNO3 i NH4CI) (Mendes i in., 2009). Safdar i in., (2017b) sprawdzili
wplyw 4 réznych zrodet azotu na wzrost i synteze¢ DHA przez C. cohnii. Badanie objeto siarczan
amonu, mocznik, wodoroweglan amonu i azotan sodu. Sposrod przebadanych zrodet azotu
najwicksza masa mikroalg w 6 dniu uprawy charakteryzowata si¢ pozywka z dodatkiem azotanu sodu.
Uzyskano o ponad 24% wigcej suchej masy mikroalg uzywajac azotanu sodu niz pozostatych zrodet
azotu. Azotan sodu dal rowniez lepsze wyniki dla parametrmow: ilo$¢ gramow DHA uzyskanych na
litr medium (g L), produkcja DHA (g L d1), wydajno$¢ konwersji zrodta wegla na ttuszcz surowy
(t.s.)(mg g%) oraz wydajno$¢ konwersji zrodla wegla na DHA (mg g%). Druga faza badan zakladata
optymalizacje stezenia azotanu sodu w celu maksymalizacji produkcji PUFA. Grupy badawcze
stanowity stezenia: 0,2; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 g L1. W ciagu pierwszych 24 godzin uprawy nie odnotowano
znaczacych réznic pomiedzy grupami. Po 36 godzinach zaobserwowano wyczerpanie si¢ azotu
W probie o najnizszym stezeniu NaNOs. Po 6 dniach kultywacji najwyzszy przyrost biomasy
zanotowano dla stezenia 0,8 g L (23,7 g L?). Stezenie 0,8 g L'? NaNO3 spowodowato rowniez
najwyzsza produkcje thuszezu surowego (0,79 g L™t d1), najwyzsza produkcje DHA (0,236 g L d)
i najwicksza wydajno$¢ konwersji zrodta wegla na DHA (52,49 mg g). Wyzsze stezenia NaNOg
wykazaly nizszy przyrost biomasy o ponad 15% co wskazuje na inhibicyjny wptyw wysokich stezen
azotu na wzrost C. cohnii. Odnotowane nizsze wyniki ww. parametrow w grupach o stezeniach 1,2-
1,6 g L'! moga wskazywaé na korzystne dziatanie glodu azotowego na akumulacje lipidow (w tym
DHA). Dostarczenie azotu ad libidum powoduje spadek udziatu t.s. w tym DHA jako materiatu
zapasowego, z uwagi na ciggle i intensywne namnazanie. Mikroorganizmy przy zapewnionym
odpowiednim stosunku C:N kontynuuja namnazanie kumulujac jedynie minimalne iloéci substancji
zapasowych. W przypadku mikroalgi C. cohnii w czasie fazy namnazania kumulowana jest gtownie
skrobia florydzka (ang. floridean starch). Powszechng praktyka stato si¢ zatem ograniczanie azotu w
pozywece po pierwszych dwoch dniach uprawy przy jednoczesnym zapewnieniu zrodta wegla. Takie
dziatanie powoduje zwickszong akumulacje substancji weglowych i przeksztatcanie ich w lipidy
(zwykle trojglicerydy)(De Swaafi in., 2003).

Liu i in., (2018) rowniez zbadali wptyw wysokiego stezenia zrodta azotu na zahamowanie
wzrostu C. cohnii. Jako Zrédto azotu uzyto ekstraktu drozdzowego w stezeniu inicjujgcym rownym
3,610 12 g LY. Dla dwoéch najwyzszych stezen odnotowano opdzZnienia we wzroécie mikroalg
wynoszace odpowiednio 24 i 72 godziny. Opo6znienie to polegato na braku intensywnego wzrostu
W pierwszych godzinach od inokulacji. Pomimo opodznienia, najwyzsza uzyskang biomasa
charakteryzowaly si¢ mikroalgi utrzymywane na pozywce o stezeniu 6 g L' (25,1 g L biomasy),
natomiast najnizsza o stezeniu 3 g L (18,52 g L biomasy). Fakt ten jest najprawdopodobniej
konsekwencjg szybkiego zuzycia azotu przez mikroorganizmy w medium o stezeniu 3 g L7 (12
godzina uprawy). Czas zuzycia azotu w medium rést liniowo w stosunku do rosngcego stezenia
poczatkowego azotu. Najnizsze stezenie azotu charakteryzowalo si¢ rowniez najwyzszym udziatem
procentowym t.s. i DHA w biomasie, jednak pomimo tego, osiggnigty niski poziom biomasy
spowodowal, Ze najwieksza produkcyjnos¢ DHA uzyskano przy stezeniu 6 g L'3(19,01 mg L hr
Y(przy stezeniu 3 g L* ekstraktu z drozdzy uzyskano 18,63 mg L'* h). W drugiej fazie eksperymentu
zbadano wptyw cigglego podawania do medium 50 % roztworu ekstraktu drozdzowego (1,5;2,112,7
mL h'?) i wptyw tego dziatania na parametry produkcyjne mikroalgi C. cohnii. Najwyzsza specyficzna
predko$¢ wzrostu zostata odnotowana dla ilosci 2,1 mL h™* wynoszac dla pierwszych 48 godzin 1,136
d?, a dla catego okresu wzrostu 0,537 d!. Dla powyzszej proby odnotowano roéwniez najwiekszy
wzrost biomasy (71,20 g L1), co wynosito warto$¢ o ponad 35% wiekszg niz dla pozostatych ilosci
dawkowania roztworu. Za interesujace nalezy rowniez uzna¢ fakt wyzszego udziatu t.s w grupach
badawczych 1,5 i 2,1 mL h'' w biomasie niz w pierwszej fazie badania, gdzie azot dostarczono
jednokrotnie, wraz z inokulacja. Wskazuje to na mozliwa do zastosowania metode optymalizacji
produkcji i zwigkszenia uzyskanego DHA na litr medium.
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Odnotowanie wystepowania mikroalgi C. cohnii na bardzo réznych szeroko$ciach
geograficznych wskazuje na dobre dostosowanie si¢ do warunkow §rodowiska, w tym réznorodnych
temperatur otoczenia. Optymalizacja procesu produkcyjnego wymusita poznanie temperatur
W ktorych uzyskuje si¢ najwickszg ilos¢ DHA na litr pozywki. Jiang i Chen (2000b) zbadali wplyw
temperatury $rodowiska na wzrost mikroalgi C. cohnii. Cztery grupy (15, 20, 25 i 30°C) mikroalg
uprawiano przez 96 h po czym poréwnano uzyskang ilo§¢ biomasy oraz jej sktad. Najwyzsza
produkcyjnoscig biomasy charakteryzowata si¢ grupa utrzymywana w 30°C uzyskujgc 2,42 g L%,
Najwyzsza temperatura wptyneta pozytywnie rowniez na wynik specyficznej predkosci wzrostu ktora
osiggnela warto$¢ o ponad 10% wyzsza od pozostatych grup (0,092 h'). Potwierdzajg to badania
Tuttle i Loeblich (1975), ktérzy ustalili, Ze najkorzystniejsza temperaturg do wzrostu i osiagni¢cia
najwickszej biomasy od C. cohnii jest temperatura 27°C. Jiang i Chen (2000b) po 72 godzinach
uprawy odnotowali najwyzsza warto$¢ udzialtu DHA w FFA dla medium o temperaturze 15°C. Po 96
godzinach uprawy w 15°C, DHA w FFA stanowito 52,97%, a wigc o 36,18 punktu procentowego
wiecej, niz w przypadku medium o temperaturze 30°C. Dysproporcja w zawartosci DHA
spowodowata, ze pomimo wysokiej produkcyjnosci biomasy w najwyzszej badanej temperaturze,
produkcja DHA w poréwnaniu z utrzymaniem w 15°C byta 3,5-krotnie nizsza (odpowiednio 0,39 mg
Lt h?i 1,37 mg LT h'). Wynik ten sprowokowal drugg faze badania, w ktorej sprawdzono
produkcyjno$¢ mikroalg w warunkach zmiennej temperatury. Zmiana temperatury z 25°C na 15 °C
nastgpita po 48 godzinie od inokulacji medium po fazie najbardziej intensywnego wzrostu. Po 24
godzinach od zmiany temperatury mikroalgi charakteryzowaly si¢ poprawiong produkcyjnoscia DHA
(1,47 mg Lt h'!), co wskazuje na uzyteczno$¢ tej metody w produkeji SCO. Autorzy zwracajg jednak
uwage na koszty, ktore trzeba ponie$¢ przy ochtadzaniu medium.

C. cohnii jest obligatoryjnym aerobem. Pierwsze badania optymalizujace produkcj¢ DHA
przy uzyciu tego mikroorganizmu wskazaty na pozytywny wptyw wysokiego natlenienia medium na
wzrost mikroalg. Beach i Holz (1973) pordéwnali wzrost mikroalgi C. cohnii uprawianej przy
zastosowaniu pozywki nasyconej tlenem (z agitacja i bez agitacji medium) oraz azotem (jedynie
z agitacjg). Agitacja medium podczas natleniania spowodowata wzrost liczby komoérek w 1 mililitrze
o ponad 536% w poréwnaniu do grupy natlenionej bez agitacji (z 3,95 10° do 21,19 10° komorek ml°
1), Zmiana podawanego gazu z tlenu na azot spowodowata spadek w liczebnosci komérek w mililitrze
medium do 2,23 10° komoérek ml?, co wskazuje na istotng role tlenu w rozmnazaniu C. cohnii.
Podobnie jak w przypadku pozostatych producentow SCO, dla C. cohnii tlen odgrywa zasadnicza
role w procesie fermentacji tlenowej, podczas gdy jego nadmiar prowadzi do inhibicji syntezy PUFA
omega-3. Produkcja PUFA odbywa si¢ bowiem przy uzyciu niezaleznych od tlenu enzyméw dwoma
szlakami enzymatycznymi - FAS (Szlak Syntazy Kwasow Thiszczowych, ang. Fatty Acid Synthase
Patchway) i PKS (Szlak Syntazy Poliketydowej, ang. Polyketide Synthase Pathway) (Ratledge
i Wynn, 2002). Ta nieregularno$¢ w zapotrzebowaniu na tlen zostata zbadana w ramach proby
optymalizacji produkcji DHA mikroalgi Schizochytrium sp. (rodzina Thraustochytriaceae), czego
efektem stato si¢ wprowadzenie tzw. natleniania fazowego. Polega ono na intensywnym natlenianiu
medium w fazie pierwszej, trwajacej okoto 48 godzin, gdy mikroorganizmy namnazaja si¢
najintensywniej i gdy (za sprawa tych intensywnych podzialdéw komorki) nie obserwuje si¢ znacznej
akumulacji materiatu zapasowego. W drugiej fazie trwajacej od spowolnienia namnazania komorek
do zakonczenia uprawy, odnotowuje si¢ wzmozony proces akumulacji materiatu zapasowego, dlatego
obniza si¢ poziom natlenienia o okoto 60%, co przynosi wymierne korzysci w uzyskanej ilosci DHA
w mg g suchej masy komoérek (Qu i in., 2010). Z uwagi na brak badan tego zagadnienia w przypadku
mikroalgi C. cohnii dla roznych faz wzrostu, nalezy oczekiwa¢ w przysztosci dalszych prac w tym
kierunku.

Najczesciej praktykowana metoda zwigkszenia natlenienia medium w pierwszej fazie
wzrostu jest zwigkszenie czgstotliwosci 1 skuteczno$ci mechanicznej agitacji medium oraz ilo$ci
przeptywajacego powietrza przez pozywke. Tuttle i Loeblich (1975) wskazuja jednak na negatywne
dziatanie zbyt wysokiej czestotliwosci mechanicznego mieszadlta na wzrost liczby komorek
mikroalgi. Ograniczenia w postaci wydajnosci i kosztow pracy pompy wtlaczajacej powietrze do
medium pozwalaja na rozpatrzenie alternatywy w postaci dodatku n-dodekanu. Da Silva i in. (2006)
zbadali wptyw dodatku tej substancji na dostepnos¢ tlenu w medium dla C cohnii. W poczatkowej
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fazie wzrostu mikroalg, 1% dodatek n-dodekanu (do 86 godziny uprawy) nie mial pozytywnego
wplywu na wydajno$¢ produkcji DHA. Po tym czasie grupa z dodatkiem uzyskiwata lepsze wyniki
parametrow produkcyjnych, by ostatecznie, po 135 godzinach uprawy osiagna¢ o 34,5% wyzsza ilo§¢
biomasy, o 9% wickszy udzial DHA w biomasie, uzyskujac tym samym o ponad 47% wicksza
produkcyjnos¢ DHA na litr medium na godzing. Wektor tlenu (jakim jest n-dodekan) w kulturach
drobnoustrojéw zwicksza szybkos¢ transferu tlenu z fazy gazowej do mikroorganizméw bez potrzeby
dodatkowego dostarczania energii i wynikajacego z tego wzrostu napr¢zen $cinajacych, ktore moga
wplywaé na wrazliwe organizmy, takie jak mikroalgi C. cohnii. Wektory tlenu moga dziata¢ jako
srodki powierzchniowo czynne, aby obnizy¢ napigcie powierzchniowe wody i zwigkszy¢ specyficzny
gazowy obszar mi¢gdzyfazowy.

Odczyn $rodowiska wptywa na whasciwosci powierzchni komorki, takie jak adhezja do szkta
lub metalu, przenikanie jondw z i do komorki tym samym wptywajac na jej metabolizm. Odczyn
wewnatrzkomérkowy jest utrzymywany przy uzyciu pomp protonowych zaleznych od podazy
energii. Konieczno$¢ ich pracy moze zmniejsza¢ wydajnos$¢ syntezy i magazynowania PUFA. Jiang
i Chen, (2000) zbadali wptyw poczatkowego odczynu medium na wzrost komoérek C. cohnii oraz
udzial DHA w t.s. Grupy badawcze obejmowaty przedziat o wartosci 4-10 pH medium o temperaturze
25 °C zaopatrzonym w 20 g L glukozy. Najbardziej optymalny do wzrostu okazal si¢ poczatkowy
odczyn rowny 7,2 pH (specyficzna predko$é wzrostu mikroalgi wynosita 0,086 hl, a sucha masa
komoérek 2,73 g IY). Odczyn pozywki wptyngt réwniez na udzial DHA w t.s. mikroalgi. Grupa
0 odczynie pozywki rownym 7,2 pH uzyskata wyzszg o okoto 11 punktéw procentowych zawartosé
DHA w FFA w poréwnaniu do grup granicznych (4 i 10 pH). Zmiana odczynu srodowiska wptyneta
réwniez na udziaty pozostalych kwasoéw thuszczowych powodujac, ze udziat nasyconych kwasow
thuszczowych wzrastat dla warto$ci granicznych badanych odczyndéw. Wyniki te sa w zgodzie
z wynikami badan Safdara i in. (2017a), ktoérzy potwierdzi, ze najbardziej optymalnym odczynem do
wzrostu na podobnej pozywce byto poczatkowe pH medium réwne 6,5. Uzyskana w ten sposob sucha
masa komorek rownala si¢ 22,4 g 1%, a udzial DHA w FFA wyniost 43,6%. Pozostate grupy badawcze
uzyskaty nizsze wyniki dla tych parametréw produkcyjnych. W odrdéznieniu od badan Jiang i Chen,
(2000), nie odnotowano réznic dla udziatu nasyconych kwasow thuszczowych pomigdzy badanymi
grupami.

Temperatura $rodowiska jest kolejnym elementem warunkéw Srodowiska, przy uzyciu
ktorego mozemy manipulowac wzrostem i sktadem mikroalg. Optymalng temperaturg do namnazania
si¢ komoérek C. cohnii jest temperatura 25-30°C (Safdar i in., 2017a). Badanie przeprowadzone na
pozywce glukozowej (25 g I'Y) wskazato na inhibicyjne dzialanie temperatur srodowiska spoza tego
przedzialu. Nalezy jednak zaznaczyé, ze sucha masa komorek osiggnicta dla grup 14°C i 40°C
stanowita 40% wagi uzyskanej dla najbardziej optymalnej temperatury (30°C), co wskazuje na
wysokie mozliwosci wzrostu C. cohnii w niesprzyjajacych warunkach termicznych. Podobne wyniki
uzyskali Jiang i Chen, (2000), wskazujace na 30°C jako na najbardziej optymalng temperaturg
srodowiska do namnazania mikroalgi. Ilo§¢ biomasy otrzymana dla tej grupy badawczej byta o 8%
i 35% wyzsza niz gdy produkcja odbywata si¢ w temperaturze odpowiednio 25°C i 20°C. Oba badania
wskazuja jednak na duzo wyzszy udzial PUFA w biomasie alg utrzymywanych w nizszych
temperaturach niz optymalne do wzrostu. Fakt ten sprowokowal zbadanie wpltywu zmiany
temperatury Srodowiska na uzyskana ilo§¢ DHA. Wyniki wskazaty na podniesienie produkcyjnosci
DHA z 1,38 mg I'* h'! (dla stalej temperatury 25°C) do 1,47 mg 1"t h"}(zmiana temperatury z 25°C na
15°C), a wiec wzrost 0 6,5%.

4. Podsumowanie

Optymalizacja produkcji mikroalg w tym C. cohnii oprocz zwigkszenia zyskow
producentéw SCO, moze mie¢ réwniez wymiar ekologiczny. W zwiazku z rosnagcym problemem
przetowienia poszukuje si¢ alternatyw dla paszy stosowanej w chowie wielkotowarowym ryb na bazie
maczki rybnej. Badania zywieniowe wskazuja, ze mikroalgi stanowig doskonate zrodto PUFA 1 ich
dodatek moze pozytywnie wptyna¢ na intensywno$¢ wzrostu i sktad chemiczny migsa (Prates i in.,
2018). Warunkiem uzycia dodatku mikroalg jest oczywiscie ich cena, ktéra powinna by¢
korzystniejsza z uwagi na ciagly proces optymalizacji warunkow Srodowiskowych oraz mozliwg poza
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granicami Polski modyfikacje genetyczng organizméw uprawianych na cele paszowe. Podczas
procesu optymalizacji produkcji nalezy skupi¢ si¢ maksymalizacji uzyskanego surowca, ale rowniez
na minimalizacji poniesionych kosztow.

5. Literatura

De Swaaf ME, Sijtsma L, Pronk JT (2003) High-cell-density fed-batch cultivation of the
docosahexaenoic acid producing marine alga Crypthecodinium cohnii. Biotechnology and
Bioengineering 81: 666-672.

Gold K, Baren CF (1966) Growth requirements of Gyrondinium cohnii. The Journal of
Protozoology 13: 255-257.

Jiang Y, Chen F (2000) Effects of medium glucose concentration and pH on docosahexaenoic acid
content of heterotrophic Crypthecodinium cohnii. Process Biochemistry 35(10): 1205-1209.

Lands WEM (2000) Lipid mediators in a paradigm shift: Balance between n-6 and n-3. W: Egg
nutrition and biotechnology. Red. JS Sim. CABI International 1: 35-52.

Liu L, Wang F, Yang J i in. (2018) Nitrogen feeding strategies and metabolomic analysis to
alleviate high-nitrogen inhibition on docosahexaenoic acid production in Crypthecodinium
cohnii. Journal of Agricultural and Food Chemistry 66(40): 10640-10650.

Mendes A, Reis A, Vasconcelos R i in. (2009) Crypthecodinium cohnii with emphasis on DHA
production: a review. Journal of Applied Phycology 21: 199-214.

Prates A, Schorer M, Moura GS i in. (2018) Microalgae Schizochytrium sp. in Feed for Piau
Leporinus friderici. American Journal of Animal and Veterinary Sciences 13(4): 130-135.

Qu L, Ji XJ, Ren LJiin. (2011) Enhancement of docosahexaenoic acid production by
Schizochytrium sp. using a two-stage oxygen supply control strategy based on oxygen transfer
coefficient. Letters Applied Microbiology 52(1): 22-27.

Ratledge C, Wynn J (2002) The biochemistry and molecular biology of lipid accumulation in
oleaginous microorganisms. Advances in Applied Microbiology 51: 1 — 51.

Safdar W, Shamoon M, Zan X i in. (2017b) Growth Kinetics, fatty acid composition and metabolic
activity changes of Crypthecodinium cohnii under different nitrogen source and concentration.
AMB Express 7: 85-100.

Safdar W, Zan X, Song Y (2017a) Synergistic Effects of pH, Temperature and Agitation on Growth
Kinetics and Docosahexaenoic Acid Production of C. cohnii Cultured on Different Carbon
Source. International Journal of Research in Agricultural Sciences 4(2): 94-101.

Tuttle RC, Loeblich AR (1975) An optimal growth medium for the dinoflagellate Crypthecodinium
cohnii. Phycologia 14(1): 1-8.

www.scientificamerican.com/article/faux-fish-might-help-aquaculture-keep-feeding-the-
world(dostep: 02.04.2019)

136|Strona



Badania i Rozwoéj Mtodych Naukowcow w Polsce

22, Saponiny — roslinne biosurfaktanty
Saponins — plant-based biosurfactants

Rekiel Edyta

Zaklad Zjawisk Mig¢dzyfazowych, Katedra Chemii Fizycznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej, Lublin

Opiekun naukowy: Prof. dr hab. Anna Zdziennicka

Rekiel Edyta: edyta.rekiel @poczta.umcs.lublin.pl

Stowa kluczowe: surfaktanty, aktywnos¢ biologiczna, rosliny

Streszczenie

Surfaktanty lub inaczej zwiazki powierzchniowo czynne to substancje o charakterystycznej
asymetrycznej budowie. Amfifilowa budowa surfa-ktantdw przyczynita si¢ do ich ogromnego
wykorzystania w roznego rodzaju galeziach przemystowych, np. przemysle kosmetycznym,
spozywczym, produkcji pasz czy tez przemysle farmaceutycznym. Postep technologiczny, wzmozona
industrializacja i wzrost wykorzystywania syntetycznych surfaktantoéw wymusily poszukiwanie
rozwigzan bardziej proekologicznych. Biosurfaktanty, produkowane przez mikroorganizmy
i niektore gatunki ro$lin okazaty si¢ bardziej biokompatybilne, tatwiej ulegajace biodegradacji i
nietoksyczne. Jednakze koszty zwigzane z produkcja i niska wydajno$¢ otrzymywanych zwigzkow
powoduje, ze ciagle stosuje si¢ je w mniejszych ilo$ciach niz klasyczne surfaktanty. Zainteresowanie
naukowcow wzbudzaja rowniez saponiny — zwiazki jakie moge by¢ uzyskane z wielokomorkowych
organizmow ze §wiata roslin.

1. Wstep

Rosliny  syntetyzuja  wiele roznorodnych  zwiazkéw  chemicznych, gldwnie
wykorzystywanych do samoobrony w atakach mikroorganizméw, owaddéw czy zwierzat
ro§linozernych. Cze$¢ zwiazkéw produkowanych przez rosliny moze stuzy¢ do nadania im
konkretnego smaku lub ubarwienia. Rozmieszczenie poszczegélnych zwiazkéw zalezy réwniez od
osobniczych cech danego gatunku, czgs¢ roslin gromadzi odpowiednie zwigzki w korzeniach,
kietkach, korze lub lisciach (Cowan 1999). Wiele roslin wykorzystywanych jest przez ludzi jako
przyprawy, sporo z nich znajduje zastosowanie w ziololecznictwie przez swoje pozytywne
wilasciwo$ci prozdrowotne, dzialanie przeciw-bakteryjne oraz postrzeganie konsumenckie. Od
poczatkow ludzkiej cywilizacji, cztowiek wykorzystywat ro§liny w postaci oktadéw lub naparéw do
celdow medycznych. Obecnie, zwigzkami zawartymi w tych eukariontach interesujg si¢ szczegdlnie
chemicy i mikrobiolodzy, zwtaszcza pod katem wykorzystania ich jako alternatywy dla zwigzkoéw
syntetycznych, mogacych powodowaé alergie, zmiany s$rodowiskowe i1 bedacych trudnymi
w biodegradacji. Interesujacym aspektem ekstraktow ziotlowych i owocowych jest ich bogactwo
w polifenole, ktore opodzniaja degradacje oksydacyjng lipidow. Ponadto, maja duze znaczenie ze
wzgledu na swoje potencjalne wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze
(Roidaki i in. 2008). Na szczegdlng uwage, sposrod zwiazkow roslinnych, zastuguja saponiny,
nalezace do duzej grupy fito-protektorow odpowiadajacych za system obronny roslin.

2. Opis zagadnienia

Saponiny to substancje zbudowane ze sztywnego szkieletu sktadajacego si¢ z przynajmniej
czterech pierscieni weglowodorowych. Do szkieletu przytaczone sg reszty cukrowe w podwdjnych
lub pojedynczych grupach, w zaleznosci od gatunku rosliny, z ktérej dana saponina pochodzi. Na
reszte¢ cukrowa moze sktada¢ si¢ glukoza, galaktoza, kwas glukuronowy, ksyloza, ramnoza lub
metylopentoza, ktore przylaczone sa za pomoca wigzania glikozydowego. Hydrofobowy szkielet
(aglikon) moze by¢ triterpenowy lub sterydowy, moze réwniez zawiera¢ wigcej niz jedno wigzanie
nienasycone C—C. Polozenie reszty cukrowej pozwala na podziat saponin. Jesli przytaczona jest ona
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W pozycji Cs jest to saponina monodesmozydowa; wiekszo$¢ saponin ma jednak dodatkowsg reszte
cukrows przytgczong w pozycji Cas lub Cas. Saponiny tego typu nazywane sg bidesmozydowymi. Ich
ogromna ztozono$¢ wynika z réoznorodnosci istniejacych aglikondow, natury tancuchow pobocznych
oraz pozycji, w ktorej inne grupy funkcyjne sa przytaczone (Francis i in. 2002). Mozna wyrdzni¢ 11
klas saponin: dammarany, tirurkalany, lupany, hopany, oleanany, teraksasterany, ursany, cykloartany,
lanostany, kukurbinaty i steroidy (Vincken i in. 2007).

Sama struktura chemiczna saponin moze zmieni¢ si¢ w czasie przetwarzania lub
przechowywania. Wigzania glikozydowe pomig¢dzy reszta cukrowa a aglikonem jak rowniez wigzania
glikozydowe w samych cukrach tatwo ulegaja przeksztalceniom pod wptywem enzymoéw lub
dziatalno$ci mikroorganizmoéw, sg wrazliwe na zmiany pH i hydroliz¢ (Kregiel i in. 2017).
Amfifilowa budowa wynikajaca z obecnosci hydrofilowych czasteczek cukru i hydrofobowego
szkieletu aglikonu nadaje saponinom pozadane wlasciwosci fizykochemiczne, szczegélnie
w przypadku wykorzystania ich jako naturalnych detergentéw. Nazwa saponina wywodzi si¢ od
stowa sapo, po tacinie oznaczajacego mydlo. Zwigzane jest to ze zdolnoscia saponin do emulgowania
oraz tworzenia mydlanej piany w kontakcie z wodg. Saponiny odznaczaja si¢ tez szerokimi
wiasciwosciami biologicznymi: stosuje si¢ je w produkcji hormonéw (przede wszystkim
sterydowych), konserwantach, lekach przeciwzapalnych i pobudzajacych system odpornosciowy. Do
tego maja szerokie zastosowanie antygrzybiczne, antybakteryjne, a takze bada si¢ je pod katem
wigzania cholesterolu (Cheeke 2006).

3. Przeglad literatury

Obecnos$¢ saponin opisano w ponad 100 rodzinach rolin. Istnieja tez morskie zrédla —
saponiny produkuje kilka gatunkéw strzykw i rozgwiazd. Rozmieszczenie saponin sterydowych
i triterpenowych zalezy od samego gatunku ro$liny. Saponiny triterpenowe mozna znalez¢ przede
wszystkim w roslinach stragczkowych, np. soi, grochu, fasoli. Saponiny sterydowe charakterystyczne
sg dla czosnku, pochrzynu chinskiego, kozieradki i zen-szenia. Spore ilosci tych saponin zawieraja
réwniez ziemniaki, pomidory, baktazany i papryka. Czg¢s¢ roslin potrafi gromadzié¢ zaréwno saponiny
triterpenowe jak i sterydowe, np. owies. Inne zboza nie zawierajg duzej ilosci saponin. R6znorodnos¢
saponin uzalezniona jest w duzej mierze od roznorodnosci gatunkéw roslin. Niektore badania nad
saponinami sugeruja, ze ich rozmieszczenie odzwierciedla potrzeby danej rosliny. W niektorych
przypadkach, duze st¢zenie saponin wystgpuje w owocach i bulwach, co sugerowaloby, ze saponiny
moga petni¢ funkcje ochronng dla organéw reprodukcyjnych. Produkcj¢ duzych ilosci saponin
zaobserwowano rowniez podczas patogennego lub lisciozerczego ataku. Niekorzystne warunki
srodowiskowe rowniez maja wpltyw na wzmozong produkcje saponin (niskie stezenie sktadnikow
odzywczych, brak $wiatta, nieodpowiednia temperatura).

Glownymi zrodtami saponin w ludzkiej diecie sa: fasola czerwona, soczewica i bob. Duze
iloSci przyjmowane sg wraz z cebula, czosnkiem, owsem, szpinakiem oraz herbatg (Kregiel i in.
2017). Charakter saponin zalezy od regionu ich wystepowania. Tym samym soja warzywna
pochodzaca z Chin jest bogatsza w saponiny od tej pochodzacej ze Stanéw Zjednoczonych czy
Kanady, a japonska odmiana pozbawiona jest enzymu glukotransferazy odpowiedzialnej za katalize
reszty cukrowej sapogenolu soi (Yoshiki i in. 1998). Dinchev i wspotpracownicy przeprowadzili
badania saponin sterydowych w probkach Tribulus terrestris (buzdyganka naziemnego)
pochodzacych z Bulgarii, Grecji, Turcji, Serbii, Macedonii, Gruzji, Iranu, Indii i Wietnamu.
W trakcie trwania badan, stwierdzili, ze saponiny z probek z Bulgarii, Turcji, Grecji, Serbii,
Macedonii, Gruzji i Iranu wykazaty podobny profil chemiczny. Probki saponin z Wietnamu i Indii
posiadaty zupetie rozny profil chemiczny. Tym samym, sugerowato to istnienie jednego chemotypu
powszechnego dla wschodnio-potudniowej Europy i zachodniej Azji (Dinchev i in. 2008).

Calendula officinalis, nazywana réwniez nagietkiem lekarskim jest dobrze znang ro$ling
W polskim ziotolecznictwie. Spotka¢ jg mozna réwniez jako rosline ozdobng, np. w przydomowych
ogrodkach. Tradycyjnie jednak, nagietek jest uzywany przy stanach zapalnych skory, otarciach,
bolach menstruacyjnych i problemach zotadkowych. Ro$lina ma dziatanie antyseptyczne, a takze
fagodne wilasciwos$ci napotne i rozkurczowe. Zawiera w swoim skladzie znaczace ilo$ci saponin
oleananowych nazywanych ,.glukozydami” lub ,glukoronidami” w zaleznosci od budowy
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odpowiedniego prekursora. Ekstrakty z nagietka ciagle stosowane sa do produkcji kreméw, masci
oraz szamponow ziotowych (Kregiel i in. 2017)

Okazuje sig, ze liScie burakéw cukrowych posiadaja saponiny na poziomie 5%, korzenie na
poziomie 0,1 do 0,3%. Co ciekawe, w procesie przetwarzania burakéw cukrowych, saponiny gtownie
mozna znalez¢ w pozostato$ciach przetworczych na poziomie 1,2% (Brezhneva i in. 2001). Podobne
ilosci saponin zauwazono w melasie oraz roztworze filtracyjnym. Biorac pod uwage ogromne
rozpowszechnienie produkcji opartych na buraku cukrowym, jest on potencjalnym Zrodiem
wytwarzania saponin na skale przemystowa.

Europa Potudniowa, szczegolnie region Morza Srodziemnego, stynie z winogron. Zawarte
w czerwonym winie saponiny glikozydowe dziataja ochronnie na serce, pozwalaja na obnizanie
poziomu cholesterolu LDL i pomagajg zwicksza¢ poziom cholesterolu HDL. Ponadto, saponiny
glikozydowe zapobiegaja sklejaniu si¢ erytrocytow. Wiele gatunkow roslin bogatych w saponiny ma
swoje zastosowania od czasOw starozytnej Grecji w postaci herbatek ziotowych lub S$rodkéw
aromatyzujacych. Jedng z takich ro$lin jest tymianek. Tymianek ros$nie na suchych i skalistych
miejscach w okresie od maja do sierpnia. Stosowany jest w kuchni przez swdj mocny, przyjemny
zapach, ktory zawdzigcza olejkom eterycznym. Dzialanie farmakologiczne tymianku polega przede
wszystkim  na  wlasciwosciach  przeciwbakteryjnych,  rozkurczowych,  wykrztusnych
i przeciwrobaczych. Inne rosliny regionu $rédziemnomorskiego takie jak: melisa, majeranek, dziki
bratek i szatwia sa bogate w saponiny o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych i przeciwzapalnych.
Rodzaj Ruscus jest zrodtem saponin sterydowych, ktore powszechnie stosuje sie w leczeniu zylakow,
hemoroidéw i hipotonii ortostatycznej (Kregiel i in. 2017).

Wiele roslin bogatych w saponiny pochodzi z Azji, przede wszystkim z regionu Chin. Wiele
gatunkow stosuje si¢ jako srodki moczopedne, wywotujace biegunke, hamujace goraczke i dziatajace
przeciwzapalnie. Ekstrakty z juki wykazuja duza aktywno$¢ przeciwwirusowa, szczegélnie
w przypadku wirusa mozaiki tytoniowej, oraz odznaczaja si¢ dziataniem przeciwgrzybiczym wobecC
drozdzy. Ros$liny z rodziny Fabaceae maja dtuga tradycje w medycynie chinskiej, gdzie stosowano
ich ekstrakty do leczenia raka piersi i raka szyjki macicy. Ich nasiona s3 zrédtem saponin
triterpenowych. Rodzina Leguminosae, przede wszystkim reprezentowana przez lukrecje, jest bogata
w saponiny o wilasciwosciach przeciwutleniajacych, przeciwnowotworowych, przeciwzapalnych
i przeciwwirusowych. Wiele ro$lin z rodzaju Panax jest stosowana od wiekow w Chinach jako leki,
ale rowniez $rodki zapobiegajace zmeczeniu, starzeniu si¢ komorek, dziatajace pozytywnie na
watrobe i uktad nerwowy. Camellia oleifera, nazywana po polsku kameliag olejodajna, jest waznym
zrodlem jadalnego oleju, ktory uzyskuje si¢ z jej nasion. Rosling wykorzystuje si¢ rowniez jako
naturalny $rodek czyszczacy, a jej ekstrakt jest bogaty w saponiny i komercyjnie wykorzystywany
jako emulgator i srodek stabilizacyjny dla pian. Surowy ekstrakt maczki uzyskanej z nasion kamelii
posiada saponiny na poziomie 8,34% (Chen i in. 2010).

Ze wzgledu na swoja charakterystyczng amfifilowa budowe, saponiny posiadaja wlasciwosci
emulgujace, pianotworcze i dyspersyjne. Te o po- jedynczym tancuchu cukrowym wykazuja
najlepsze wihasciwosci pianotworcze. Wigksza liczba reszt cukrowych powoduje ostabienie tych
wiasciwosci. Czasteczki saponin umieszczone w roztworze wodnym zaczynaja ustawiac si¢ tak, aby
ich hydrofobowa cze$¢ (ogon) zorientowana byta jak najdalej od wody co prowadzi do zmniejszenia
jej napiecia powierzchniowego. Po przekroczeniu CMC — krytycznego stezenia micelizacji —
saponiny tworzg micele obdarzone liofilowym centrum. Sama struktura i rozmiar tworzgcej si¢ miceli
zalezy od typu samej saponiny — niektdre tworza micele sktadajace sie z dwoch czgsteczek, a inne
z piecdziesieciu. Ksztatt miceli rowniez zalezy od typu saponiny, gtownie struktury aglikonu — moga
one by¢ wydtuzone (saponiny Saponaria, Quillaya), wtdkienkowate lub kuliste (G. max). Obecnos¢
réznorodnych grup funkcyjnych, m.in. grupy karboksylowej moze mie¢ wplyw na aktywno$é
powierzchniowa tych zwiazkow. Jesli umiejscowienie grupy hydrofilowej pozwala na dysocjacje,
tworzy si¢ wolny anion karboksylowy, ktory zwigksza rozpuszczalnos¢ saponin w roztworach
wodnych. Jesli jednak, grupa karboksylowa potaczona jest z aglikonem, jej zdolnos¢ do dysocjacji
jest niewielka (Kregiel i in. 2017).

Jedna z najwazniejszych cech niektorych saponin jest tworzenie stabilnych mieszanych
micel z kwasem zotciowym. Micele te przypominajg ksztaltem stosiki monet lub kanapki, ale moga
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by¢ to rowniez struktury otwarte lub widkienkowate. Zdolno$¢ do tworzenia stabilnych micel moze
by¢ szczeg6lnie wazna dla zrozumienia mechanizméw zywieniowych. Struktury te sg duze i tatwiej
wydalane przez organizm, dodatkowo powoduja podwyzszenie lepkosci i poziomu agregacji, co
prowadzi do zwiekszenia rozpuszczalnosci samego cholesterolu (Mitra i Dungan 2001).

Saponiny wykazuja duza aktywnos¢ biologiczng i niekoniecznie zawsze jest ona korzystna
dla organizmu. Przede wszystkim, niektore ekstrakty saponin powoduja rozrywanie erytrocytow
i uwalnianie hemoglobiny w procesie hemolizy. Z drugiej strony, zauwaza si¢ ich pozytywne
dziatanie w leczeniu cukrzycy, otytosci (poprzez zmiany poziomu lipidow) i osteoporozy (Marrelli
i in. 2016). Dodatkowo, saponiny maja zdolno$¢ do hamowania szybkiego namnazania si¢ komorek
nowotworowych, pobudzaja apoptoze 1 przeciw- dziataja angiogenezie (Du, Long i Chen 2014). Pod
tym katem zbadano saikosaponiny, diosgeniny, ginsensoidy, saponiny sojowe oraz kwas
glicyryzynowy oraz poddano badaniom ekstrakty zen-szenia i lukrecji (Nasri i in. 2014). Aglikony
takie jak kwas oleanowy i kwas betulinowy posiadajg aktywno$¢ przeciwnowotworowa i odznaczaja
si¢ dzialaniem przeciw- zapalnym, antywirusowym, przeciwwrzodowym, hepatoprotekcyjnym
i antykancerogennym (Kregiel i in. 2017).

Trudno$¢ w badaniu dzialania antybakteryjnego saponin polega na ich ogromnej
roéznorodnosci. Cze$¢ saponin, np. saponiny Yucca dziatajg dobrze na bakterie Gram+, ale nie
wykazuja tych wlasciwosci wobec bakterii Gram- (Guil-Guerrero i in. 2016). Samo antybakteryjne
dzialanie jest stabe lub bardzo wybidrcze, za to mozna zaobserwowaé dobra aktywno$¢
przeciwgrzybicza, opierajaca si¢ gldwnie na pozbawieniu blony komorkowej integralnosci.
Mechanizm oparto na dziataniu triterpenowej saponiny owsa — awenacyny. Na poczatku, fragmenty
aglikonu trafiaja do btony komorkowej, gdzie tacza si¢ z zawartymi w niej sterolami (Korchowiec
i in. 2015). Nastepnie aglikon reaguje z resztami cukrowymi tworzac kompleksy sterolowe, co
powoduje przemieszczenie lipidow blonowych i w konsekwencji prowadzi do tworzenia si¢ poréw
i lizy (Coleman i in. 2010).

W zastosowaniach komercyjnych prym wioda saponiny Y. schidigera i Q. saponaria,
wykorzystywane zardbwno w przemysle zywnosciowym jak i kosmetycznym. Y. schidigera posiada
dobre wlasciwosci pianotworcze, przez co stanowi istotny dodatek w produkcji napojow
bezalkoholowych (typu piwo korzenne) (Tenon i in. 2017). Ze wzgledu na przeciwgrzybicze
wlasciwosci saponin sterydowych Yucca, ekstrakty te czgsto wykorzystywane sg jako ,,przedtuzacze
czasu do spozycia” na rynku japonskim. Stosuje si¢ je rowniez w cukiernictwie przy produkcji polew
oraz jako zwigzki podnoszace jako$¢ i stabilno§é produktow. Wynika to z obecnosci saponin
sterydowych, ktore wplywaja na twardo$¢, gestos¢ i porowatosé produktéw oraz antyoksydantow,
ktore wptywajg na utlenianie lipidow (Sucharzewska i in. 2003). Saponiny Quillaja szeroko stosuje
si¢ przy produkcji napojow, zywnosci, szampondw, detergentdw 0raz w gasnicach jako czynnik
pianotworczy. W krajach Unii Europejskiej, ekstrakt Quillaja 0 oznaczeniu E999, stosowany jest jako
srodek pianotwoérczy w aromatyzowanych bezalkoholowych napojach i napojach na bazie wody
(FAO 2004).

4, Podsumowanie

Saponiny posiadaja bardzo szerokie zastosowania, szczegdlnie jako naturalne detergenty,
dodatki do ptyndéw i proszkow. Efektywnie pozwalaja na uzyskanie produktéw klarujacych wode
i czyszczacych powierzchnie ptaskie. Wyko-rzystanie substancji, ktore naturalnie wystepuja
W przyrodzie 1 wytwarzane s3 przez rosliny, moze pozwoli¢ na uzyskanie produktow
konkurencyjnych dla zwigzkéw syntetycznych, a do tego bezpieczniejszych dla $rodowiska
i tanszych. Ich biologiczne i fizykochemiczne whasciwosci mozna szeroko eksploatowaé w wielu
przemystach, a zréznicowanie rodzajow tych zwiazkéw pozwala sadzi¢, ze znajda jeszcze szersze
zastosowanie w przysztosci.
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Streszczenie

Pod wzglegdem wielko$ci produkeji, surfaktanty syntetyczne nalezg do jednej
z najwazniejszych klas przemystowych §rodkéw chemicznych z catkowita $wiatowa produkcja
wynoszaca okoto 10 milindw ton rocznie. Polowa tej ilosci jest zuzywana w gospodarstwach
domowych i pralniach, druga znajduje zastosowanie w réznego rodzaju przemystach, przede
wszystkim: chemicznym, tekstylnym, spozywczym, papierniczym, przemysle kosmetykow, srodkow
pielegnacyjnych, przemysle farmaceutycznym, rolnictwie, itd. Wigkszoé¢ obecnie stosowanych
srodkow powierzchniowo czynnych to zwigzki otrzymywane na bazie ropy naftowej. Sg one czesto
toksyczne dla srodowiska i ich uzycie moze prowadzi¢ do powaznych problemow ekologicznych,
szczegblnie W przypadku zanieczyszczen wod powierzchniowych i gruntowych. Toksycznosé,
bioakumulacja i biode- gradacja to najwicksze wspotczesne problemy uzytkowania syntetycznych
surfaktantow. Tym samym, coraz czg¢Sciej sigga si¢ po substancje pochodzenia naturalnego —
biosurfaktanty — ktore sa zwiazkami biodegradowalnymi, o niskiej toksycznosci i mozna je
bezpiecznie produkowac z zasobow odnawialnych.

1. Wstep

Soforolipidy to zwiazki powierzchniowo czynne wytwarzane przez wybrane gatunki

drozdzy. Znane sg one od ponad 40 lat, ale dopiero ze wzgledu na silnie rosngcg $wiadomos¢
ekologiczng, zwrécity na siebie szczegolng uwage badaczy (Van Bogaert i in. 2007). Na poczatku lat
60-tych ubieglego wieku opisano pierwszy glikolipid zewnatrzkomorkowy syntetyzowany przez
drozdze Torulopsis magnoliae (Gorin i in. 1961). W 1968 autorzy zgtosili btad w identyfikacji tego
szczepu, ktorym faktycznie byt Torulopsis apicola, obecnie znany jako Candida apicola. W tym
samym roku odkryto nowy soforolipid produkowany przez Candida bogoriensis (drozdze te obecnie
sa klasyfikowane jako szczep Rhodotorula bogoriensis). Ogolna struktura tego soforolipidu jest
podobna do soforolipidu produkowanego przez Candida apicola, ale r6zni sie resztg hydroksykwasu
thuszczowego: jednostka soforozy jest zwigzana z kwasem 13-hydroksydokosanowym (Tulloch i in.
1968).
Jako trzeci szczep produkujacy soforolipidy zidentyfikowano Candida bombicola (nazywany na
poczatku Torulopsis bombicola); glikolipidy i charakterystyka ich syntezy jest niemal taka sama jak
szczepu Candida apicola (Spencer i in. 1970). W 1998 opisano nowy gatunek drozdzy Starmerella
bombicola oraz przedstawiono go jako teleomorfa (ptciowa posta¢ rozwojowa grzyba) Candida
bombicola w oparciu o wysoka tozsamos¢ tych szczepow (Rosa i Lachance 1998). Wykazano roéwniez
produkcje soforolipidow przez szczep Wickerhamiella domericgiae (Chen i in. 2006).

2. Opis zagadnienia

Soforolipidy to zwiazki o budowie amfifilowej, oddziatujace z granica faz w uktadach
niejednorodnych. Sktadaja si¢ z hydrofobowego kwasu tluszczowego (ogona) o 16 Iub 18 atomach
wegla i hydrofilowego cukru (glowy) soforozy. Soforoza to disacharyd skladajacy si¢ z dwoch
jednostek glukozy potaczonych wigzaniem f-1,2- glikozydowym, ktore — w przypadku
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soforolipidow — moze byé acetylowane w pozycji 6’ i/lub 6”. Grupa hydroksylowa kwasu
thuszczowego jest polagczona wigzaniem B-glikozydowym do czasteczki soforozy. Grupa
karboksylowa jest wolna (forma kwasowa lub otwarta) lub wewnetrznie zestryfikowana w pozycji
4>, a w kilku rzadkich przypadkach w pozycji 6’ lub 6” (forma laktonowa). Sam hydroksykwas
thuszczowy liczy 16 lub 18 atomdéw wegla i moze mie¢ jedno lub wigcej wigzan nienasyconych.
Soforolipidy syntetyzowane przez Candida bombicola sa w rzeczywisto$ci mieszaning powigzanych
czasteczek roznigeych si¢ od siebie charakterystyka kwasu tluszczowego (dhugoscia tancucha,
nasyceniem oraz pozycja hydroksylacji) i strukturg laktonizacji oraz acetylacji. Asmer
i wspotpracownicy (Asmer i in. 1998) byli pierwszymi, ktorzy rzucili §wiatto na istnienie tych roznic.
Rozdzielili oni mieszaning soforolipidéw za pomoca $rednioci$nieniowej chromatografii cieczowej
i chromatografii cienkowarstwowej, i bazujac gtdéwnie na wzorach laktonizacji i acetylacji, wyr6znili
14 komponentéw. Nie uwzglednili oni jednak réznic w dhugosci kwasu tluszczowego i wzorze
hydroksylacji. Davila i wspotpracownicy (Davila i in. 1993) rozdzielili mieszaning soforolipidow za
pomocg elucji gradientowej w wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz zastosowali
detektor rozpraszania $wiatta. Zwroécili szczegdlng uwage na dtugosé kwasu thuszczowego 1 wyrdznili
ponad 20 sktadnikow.

Glowne metody stosowane w separacji soforolipidow obejmuja wspomniang juz wcze$niej
chromatografi¢ cienkowarstwowa (TLC) i wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC)
sprzezong z detektorem rozpraszania $wiatta (ELSD). Do wyjasnienia struktury soforolipidow stosuje
si¢ rOwniez réozne metody analityczne, np. spektrometrie mas sprzezong z wysokosprawng
chromatografia cieczows (HPLC-MS) lub chromatografia gazowg (GC-MS), magnetyczny rezonans
jadrowy (NMR) i spektroskopi¢ w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR). TLC mozna
wykorzysta¢ jako wstgpng metodg oceny i/lub screening. Wykorzystywany jest tu najczesciej zel
krzemionkowy typu GEL 50 Iub F254, czesto w potaczeniu z fazag ruchoma
chloroform/metanol/woda. Do wykrywania pasm glikolipidowych za pomocg TLC stosuje si¢ kilka
roztworéw barwiacych, np. antron, naftol i aldehyd anyzowy. Brak chromoforéw i fluoroforéw
powoduje, ze wykluczone jest stosowanie promieniowania ultrafioletowego lub widzialnego (UV-
ViS) i detektorow fluorescencyjnych. Mozliwe byloby wykorzystanie detektora wspotczynnika
zatamania §wiatla, ale niezgodnosci przy elucji gradientowe;j i brak czuto$ci sprawiaja, ze taka analiza
jest niezwykle trudna. ELSD stalo si¢ popularnym uniwersalnym detektorem do analizy
soforolipidow. Co ciekawe, nie ma komercyjnie dostepnych standardéow dla soforolipidow,
a sprzgzenie chromatografii cieczowej ze spektrometriag mas spowodowato wzrost charakteryzacji
tych zwigzkéw w ztozonych mieszaninach (Ribeiro i in. 2012).

3. Przeglad literatury

Gdy soforolipidy zostajg rozpuszczone w wodzie, obnizajg jej napiecie powierzchniowe
z72.8 mN m? do 30-40 mN m*. Forma laktonowa 1,4” soforolipidu jest surfaktantem niejonowym
0 krytycznym stezeniu micelizacji (CMC) od 40-100 pg mL™, co sprawia, ze jest szczegdlnie
uzyteczna jako emulgator mieszanin olej/woda (Price i in. 2012). Edycja molekularna naturalnych
soforolipidow produkowanych przez Candida bombicola pozwolita na otrzymanie n-alkilowych
estrow, ktore zbadano by okresli¢ wptyw zmian strukturalnych na napigcie powierzchniowe, dyfuzje,
adsorpcje
i emulgacje na granicy faz olej cytrynowy/woda. Etylowy ester soforolipidu obnizat napigcie
powierzchniowe 0 95.1% i posiadat krytyczne stgzenie agregacji (CAC) na poziomie 0.026 mg mL-
1 Ester heksylowy mial nizsze CAC (na poziomie 0.02 mg mL7), ale wyzsze napiecie
powierzchniowe (Koh i Gross 2016). Rozne klasy strukturalne soforolipidow powoduja szeroka
zmienno$¢ wihasciwosci  fizykochemicznych. Soforolipidy laktonowe maja inne wtasciwosci
biologiczne i fizykochemiczne w poréwnaniu do form kwasowych. Rownowaga hydrofilowo-
lipofilowa, zdolno$¢ do tworzenia piany i witasciwosci antybakteryjne sa pod silnym wptywem
stopnia tworzenia laktonu. Ogo6lnie, laktonowe soforolipidy bardziej obnizaja napigcie
powierzchniowe i wykazujg dzialanie przeciwbakteryjne, a formy kwasowe charakteryzujg sie lepsza
zdolno$cig pianotworczg i rozpuszcezalnoscia. Grupa acetylowa obniza hydrofilowos¢ soforolipidow
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i pobudza ich dziatanie antywirusowe i stymulujgce cytokiny — biatka odpowiedzialne za pobudzenie
komorek zwigzanych z odpowiedzig odpornosciowa organizmu (Shah i in. 2005).

Pomimo posiadania atrakcyjnych komercyjnie wlasciwosci i wyraznych zalet nad
syntetycznymi odpowiednikami, synteza biosurfaktantéw na skal¢ komercyjna nie jest realizowana
glownie ze wzgledu na znaczaco niski odzysk w procesie fermentacyjnym i wysokie koszty produkcji.
Potrzebne jest znalezienie efektywnej metody, ktora pozwoli na produkcje soforolipidow na wysoka
skale przy rozsadnych kosztach (Maddikeri i in. 2015). Ogdlnie, synteza biosurfaktantow zwigzana
jest z asymilacjg substratow hydrofobowych, ale teoria ta nie jest powszechnie akceptowana
w przypadku soforolipidow, zwlaszcza, ze czasteczki te sa tworzone nawet gdy brak tych substratow
i ich iloéci przekraczajg stgzenia wymagane do emulgacji. Jako, ze synteza soforolipidow jest
zwigzana z niedoborem azotu, sugeruje to, ze tworzenie glikolipidow jest pewnego rodzaju
metabolizmem nadmiarowym przy pomocy zewnatrzkomérkowego materiatu magazynujacego (Van
Bogaert i in. 2007). Hipotezg t¢ potwierdzaja odkrycia Hommela i wspotpracownikow (Hommel i in.
1994) dotyczace biosyntezy ugrupowania soforozowego, ktéra przypomina syntez¢ trehalozy przez
Saccharomyces cerevisiae w warunkach beztlenowych. Candida bombicola i Candida apicola
W naturze wystepuja w Srodowiskach o wysokiej sile osmotycznej, a produkcja soforolipidow
moglaby by¢ sposobem na radzenie sobie z wysokimi st¢zeniami cukru, poprzez przemiang,
magazynowanie i zmniejszanie ich dostepnosci dla innych organizméw. Ponadto soforolipidy
wykazujg dziatanie bakteriobdjcze wobec niektorych drozdzy takich jak szczepy Candida i Pichia
oraz Gram+ bakterii. Mono- i diacetylowane laktony maja najwicksze wtasciwosci inhibicyjne (Van
Bogaert i in. 2007).

Soforolipidy byly syntetyzowane w przesztoSci poprzez wykorzystanie réznych olei takich
jak: olej palmowy, sojowy, z krokosza barwierskiego, stonecznikowy, kukurydziany, rzepakowy,
zwierzecy i1 kwas oleinowy. Ashby i wspotpracownicy (Ashby i in. 2013) zaproponowali model
procesowy szacowania kosztow produkcji syntezy fermentacyjnej soforolipidéw o rocznej zdolnosci
produkcyjnej 90700 ton/rok z glukozy, uzywajac kwasu oleinowego zawierajacego olej
stonecznikowy lub izolowany kwas oleinowy. Okazato si¢, ze najwickszy wktad do kosztow
produkcji to koszt surowych materiatow, ktory osiagnat 89% i 87% szacowanych wydatkow przy
uzyciu oleju slonecznikowego o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego i kwasu oleinowego
pochodzacego z fermentacji. Bioragc pod uwage te aspekty, rafinowane oleje roslinne lub kwasy
thuszczowe nie sg zalecane do produkcji soforolipidow. WCO (wasted cooking oils) oferujg tania
alternatywe dla surowych lub rafinowanych olei roslinnych w produkeji soforolipidow.
W przyblizeniu, na §wiecie generuje si¢ 4.1 kg (9 funtow) WCO na osobe. Biorgc pod uwage, ze
dzisiejsza §wiatowa populacja to okoto 7 miliardow ludzi, w ciggu roku powstaje praktycznie 29
milinéw ton WCO. Zuzyty olej spozywczy moze okazaé si¢ cennym surowcem do uzyskiwania
zwigzkow chemicznych, a takze zrodtem lipidow w produkeji soforolipidow (Maddikeri i in. 2015).

Soforolipidy hamujg tworzenie si¢ biofilméw, szczegodlnie biofilmoéw mikroorganizméw,
ktore sktadajg si¢ z grubej sieci komoérek i istoty zewnatrzkomérkowej. Biosurfaktanty te petnia
istotng rol¢ w zmienianiu hydrofobowosci powierzchni i wptywaja na adhezje mikroorganizméow.
W badaniach Pontes i wspotpracownikow (Pontes i in. 2016), wykazano, ze w momencie pokrycia
silikonowej powierzchni, soforolipidy sa w stanie generowa¢ mniej hydrofobowe warstwy przez
zwiekszanie wlasciwo$ci antyadhezyjnych bakterii (w przypadku Staphylococcus aureus). Co wiecej,
poprzez wykorzystanie réznych metod wykrywajacych i oznaczajacych mase tworzonego biofilmu,
udato si¢ potwierdzi¢, ze tadunek biofilmu Staphylococcus aureus i Escherichia coli zostat
zmniejszony, gdy probki silikonu pokryte soforolipidami, byly poddane dziataniu tych szczepow.
Tym samym, moze to sugerowa¢ wykorzystanie soforolipidéw do hamowania wzrostu biofilméw
bakteryjnych na urzadzeniach medycznych.

Soforolipidy maja dziatanie immunomodulujace i posiadaja zdolno$¢ do zmniejszania
$miertelnosci w zwierzecych modelach sepsy. Poprawa poziomu przezywalnosci wydaje si¢ by¢
zwigzana ze zmniejszong produkcja prozapalnych cytokinin i tlenkéw azotu. Soforolipidy zdaja si¢
réwniez modulowac inne czynniki zapalenia, w tym adhezj¢ komorkowa i zmniejszenie ilosci genow
prozapalnych. Nie jest jednak jasne czy zmniejszona $miertelno$¢ w modelu szoku septycznego nie
byta wtorna do aktywnosci antybakteryjnej soforolipidow. Poziomy soforolipidow w surowicy, gdzie
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biosurfaktanty dawaly pozytywny wynik nie byly oceniane, a w dawkach > 375 mg kg, badania
histopatologiczne wykazywaty ich toksyczno$¢ (Sleiman i in. 2009).

Za pomocg soforolipidow probuje si¢ rozwigzac¢ problem oporno$ci bakterii na antybiotyki.
Podobnie jak inne biosurfaktanty, posiadaja one wiasciwosci przeciwbakteryjne. Ich dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe nie ogranicza si¢ jedynie do bakterii; posiadajg one rowniez dziatanie
przeciwgrzybicze
i przeciwwirusowe. Proponowany glowny mechanizm dziatania soforolipidow opiera si¢ na
zaburzeniu porzadku lipidow membranowych, co pogarsza zywotno$¢ komoérek bakterii. US FDA
zatwierdzita te biosurfaktanty i estry cukrow jako odpowiednie do stosowania w zywnoS$ci
i w farmaceutykach. Soforolipidy nie dziatajg draznigco na skore, nie wywotuja reakcji alergicznych
i ich poziom bezpieczenstwa doustnego jest wigkszy lub réowny do 5 ml kg?! masy ciata.
Cytotoksycznos¢ sprawdzano na keratynocytach naskérka i okazata si¢ ona niska. Zainteresowaniem
badaczy od wielu lat ciesza si¢ rowniez liposomy, ktére sg obiecujagcymi kandydatami jesli chodzi
0 dostgpno$¢ i dostarczanie lekow. Soforolipidy maja dwie rdézne glowy polarne na dwoch koncach
lipofilowego rdzenia. Majac natur¢ amfifilowa, majg one tendencje do tworzenia agregatow
0 unikalnym charakterze strukturalnym i fizykochemicznym, wtasciwosciach oraz funkcjonalnosci.
Podczas dalszej modyfikacji, moglyby zosta¢ zorganizowane w liposomy, co moze prowadzi¢ do
wykorzystania ich jako uktadow dostarczajacych leki. Co wiecej, soforolipidy posiadaja szereg
korzystnych witasciwosci, m.in. po podaniu z lekiem, moga rozciaga¢ si¢ poprzez strukturalnie
podobng podwojng warstwe lipidowa btony komérkowej i dostarczaé czasteczki leku bezposrednio
do wnetrza komorki (Joshi-Navare i Prabhune 2013).

Najbardziej rozpoznawalng cechg soforolipidow jest ich dzialanie jako surfaktant.
Surfaktanty sg szeroko stosowane w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym
i czyszczacym. Przez dhlugi czas produkowano s$rodki powierzchniowo czynne z surowcow
petrochemicznych. W ciagu ostatnich lat $wiadomo$¢ ekologiczna znacznie wzrosta. Pod tym
wzgledem biosurfaktanty takie jak soforolipidy oferuja biodegradowalno$é¢, niska toksycznosé
i produkcje¢ przy odnawialnych substratach. Japonska firma Saraya skomercjalizowata soforon —
srodek czyszczacy zawierajacy soforolipidy wykorzystywany w zmywarkach. Soforolipidy mozna
rowniez stosowaé¢ w $rodkach do prania. Jako niejonowe biosurfaktanty zachowuja swoje
wlasciwos$ci obnizajgce napigcie powierzchniowe nawet przy wysokim stezeniu soli. Ponadto ich
aktywnos$¢ jest niezmienna w szerokim zakresie temperatury. Trzeba jednak pamigtaé o ich
niestabilnosci przy pH wyzszym od 7.0 do 7.5; powyzej tego pH nastepuje nieodwracalna hydroliza
grup acetylowych i obserwuje si¢ grupy estrowe. Witasciwosci emulgujace soforolipidéw mozna
wykorzysta¢ w przemys$le ropy naftowej: do jej odzysku, a takze do usuwania weglowodorow
z osadow i mutdw. Soforolipidy mozna réwniez wykorzystywac do odkazania faz porowatych takich
jak gleby i wody gruntowe zanieczyszczone weglowodorami oraz do usuwania metali cigzkich
z osadow. Dodatkowo, wlasciwo$ci emulgujace mozna stosowaé w przemysle spozywczym w celu
poprawienia jakos$ci produktéw z maki pszennej oraz w systemach klimatyzacyjnych w chlodniach.
Francuska firma Soliance produkuje kosmetyki do ciata i skory na bazie soforolipidow. Oprocz swoje;j
roli jako emulgator, glikolipid ten dziata jako $rodek bakteriobdjczy przy leczeniu tradziku, upiezu
i nieprzyjemnego zapachu ciata. Dodatkowo, soforolipidy maja wtasciwosci ochronne dla wlosow
i skory, co czyni je atrakcyjnymi sktadnikami produktéw kosmetycznych, higienicznych
i farmaceutyczno-dermatologicznych. Pobudzajg metabolizm fibroblastow skornych i neo-syntezy
kolagenu, hamujg dzialanie wolnych rodnikéw i elastazy, posiadaja zdolno$¢ do aktywacji
makrofagdw 1 wlasciwosci fibrynolitycznych, dzialaja réwniez tuszczaco na naskorek oraz sa
efektywnymi $§rodkami depigmentujacymi. Uwaza si¢, ze soforolipidy stymulujg synteze leptyny
przez komorki thuszczowe, tym samym zmniejszajac ilos¢ podskornego thuszczu. Soforolipidy maja
dziatanie przeciwustrojowe. Z tego powodu moga by¢ stosowane w mieszaninach bakteriobojczych
odpowiednich do czyszczenia owocow i warzyw. To dziatanie nie ogranicza si¢ jedynie do bakterii,
soforolipidy dzialaja rowniez jako srodki przeciwgrzybicze, a takze hamuja rozkwit glonéw. Twierdzi
si¢, ze wplywaja na ludzki wirus niedoboru odpornosci i maja dziatanie plemnikobojcze. Inne
korzystne dziatania medyczne dotyczace soforolipidéw to ich zdolno$¢ do wywotania réznicowania
si¢ komorek zamiast ich proliferacji i hamowanie kinazy biatkowej C — linii komoérkowej
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odpowiedzialnej za ludzkg biataczke promielocytowa HL60. Dziatanie przeciwnowotworowe
przypisane jest konkretnej interakcji z blong plazmatyczng. Na koniec, soforolipidy sa zrédlem
trudnych do syntezy omega i omega-1 hydroksykwasow tluszczowych. Te kwasy tluszczowe mozna
wykorzystywa¢ w reakcjach polimeryzacji lub moga by¢ laktonizowane do estréw
makrocyklicznych, ktére znajduja zastosowanie w przemysle perfumeryjnym i zapachowym (Van
Bogaert i in. 2007). Zerkowski i wspolpracownicy (Zerkowski i in. 2006) wyprodukowali aminy
thuszczowe zaczynajac od 17-hydroksykwasu oleinowego otrzymanego z soforolipidow. Zwiazki te
moga by¢ interesujace do wytwarzania wysoce funkcjonalnych polimeréw 1 Srodkow
powierzchniowo czynnych.

4, Podsumowanie

Srodki powierzchniowo czynne naleza do najbardziej reprezentatywnych substancji
chemicznych, ktore wykorzystuje si¢ w duzych ilo$ciach na catym $wiecie. Sg to zwigzki amfifilowe,
zawierajace ugrupowania hydrofobowe i hydrofilowe, ktére zmniejszaja napigcie powierzchniowe.
Przemyst spozywczy, farmaceutyczny i kosmetyczny Kkorzysta z mieszanin surfaktantow
0 wlasciwosciach emulgujacych, rozpuszczajacych, zwilzajacych, pienigcych i dyspergujacych.
Wigkszo$¢ tradycyjnych komercyjnych srodkow powierzchniowo czynnych w kosmetykach to etery
glikolu polietylenowego. W szczegdlnoSci preparaty do pielegnacji skory czyli produkty
dermokosmetyczne musza spelniaé¢ szereg wymogoéw. Przede wszystkim musza mie¢ przyjemny
wyglad i zachowa¢ go podczas okresu przechowywania, dawac¢ przyjemne uczucie podczas aplikacji
i mie¢ dlugoterminowe korzysci dla skory. Dlatego tez tak wazne jest wykorzysty-wanie substancji
pochodzenia naturalnego. Naturalne soforolipidy produkowane sa juz komercyjnie przez Ecover
(Belgia), Soliance/WheatOleo (Francja), Saraya (Japonia), SyntheZyme (USA), MG Intobio (Korea
Potudniowa) i Allied Carbon Solutions (ACS, Japonia) (Koh i Gross 2016).
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Streszczenie

Sktadowiska odpaddéw pohutniczych oraz gleby o ekstremalnie wysokich zawarto$ciach
cynku, otowiu, kadmu i arsenu stanowia powazny §rodowiskowy problem w obszarach o duzym
zageszczeniu przemyshu hutniczego, czego przykladem jest obszar Gornego Slaska. Jedna
z mozliwo$ci ograniczenia zagrozen zwigzanych z tymi terenami sg procesy remediacyjne
uwzgledniajace fitotechnologie. Polegajg one na wykorzystaniu zdolnosci wybranych gatunkow
ros§lin do wzrostu i rozwoju na terenach silnie zanieczyszczonych. Uzyskanie trwatej pokrywy
ros§linnej o wieloletnim charakterze, ograniczajacej dyspersj¢ metali, moze by¢ oparte na udziale
zarowno roslin remediacyjnych, jak i roslinnosci spontanicznej, ktére zapewniaja w peini
funkcjonujacy, trwaly ekosystem. Niemniej jednak znaczaca rola mikroorganizméw w zasiedlaniu
sktadowisk odpaddéw pohutniczych zaréwno przez rosliny spontaniczne, jak i remediacyjne nie
zostata szczegdlowo poznana.

Celem niniejszej pracy byla ocena aktywno$ci enzymatycznej gleb pochodzacych ze
sktadowisk odpadéw pohutniczych (poflotacyjne i zuzlowe), stanowiacych podloze dla roslin
spontanicznie zasiedlajacych badany obszar. Wysoka aktywno$¢ zardowno dla dehydrogenaz,
fosfatazy kwasnej i zasadowej stwierdzono w glebie spod Macierzanki piaskowej; Lepnicy rozdgte;j;
oraz Nawloci pospolitej w pordwnaniu do obszaréw kontrolnych (poflot i zuzel). Badane obiekty
charakteryzowaty si¢ wysoka zawarto$cig otowiu oraz cynku.

1. Wstep

Tereny Gorno$laskiego Okregu Przemystowego, stanowia jeden 2z najbardziej
zdegradowanych regiondow naszego kraju. Glownie na skutek goérnictwa wegla kamiennego, rud
galmanu, cynku i otowiu, jak rowniez odkrywkowego wydobycia piaskow i zwiréw (Bgba i in. 2003).
Jak donosza dane literaturowe, do najbardziej niebezpiecznych, a tym samym stanowigcych powazny
problem srodowiskowy nalezg odpady popluczkowe, poflotacyjne oraz odpady z hutnictwa cynkowo
- otfowiowego. Znaczne przekroczenia dopuszczalnych zawartos$ci metali cigzkich na sktadowiskach
pohutniczych spowodowaly, iz region ten nalezy do obszaro6w o priorytetowej potrzebie podjecia
dziatan rekultywacyjnych. Ograniczenie toksycznoéci zwiazkow i pierwiastkow zakumulowanych na
terenach silnie zanieczyszczonych jest niezbedne do prawidlowego funkcjonowania ekosystemow
silnie powiazanych relacjami troficznymi. Efektywna stabilizacja odpadoéw jest szczegélnie
utrudniona poprzez ich drobnoziarnisto§¢, ekstremalnie wysoka zawartos¢ metali cigzkich,
zredukowang zawarto$¢ makro- i mikro- skladnikéw oraz wysoce zréznicowane odzialywanie
czynnikow abiotycznych (Krzaklewski i Pietrzykowski 2001; Janecka i Sobik Szottysek 2009).
W zwigzku z tym, nieodzownym dziataniem na terenach poprzemystowych staje si¢ ich rekultywacja.
Rekultywacja sktadowisk odpadéw pohutniczych zwigzana z dzialaniami ograniczajacymi erozje
wietrzng i wodng istotnie zapobiega ich negatywnemu odziatywaniu na otoczenie. W 2017 roku
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Komisja Europejska (KE) opublikowata raport dokumentujacy najlepsze praktyki w dziedzinie
zagospodarowywania skazonych obiektow poprzemystowych. Jednym z rozwiagzan prezentowanych
w raporcie KE sg prace Prof. Tomasza Stuczynskiego oraz Dr hab. Grzegorza Siebielca i ich zespotéw
nad rekultywacja sktadowisk odpadéw pohutniczych w Piekarach Slaskich. Dwudziestoletnie
badania wskazuja, ze zastosowane metody rekultywacji zapewniaja trwale zagospodarowanie
obiektow oraz trwate ograniczenie ryzyka zwigzanego z wtorng dyspersja zanieczyszczen (Komisja
Europejska, 2017). Uzyskanie pokrywy roslinnej o wieloletnim charakterze, ograniczajacej dyspersje
zwiazkow szkodliwych powinno by¢ oparte zardbwno na udziale roslin remediacyjnych, jak
i roslinnosci spontanicznej, ktorych synergiczne dziatania zapewniajg w petni funkcjonujacy, trwaty
ekosystem.

Dotychczas nie zostala rozpoznana rola mikroorganizméw w zasiedlaniu sktadowisk
odpadow pohutniczych (zuzli i odpadéw poflotacyjnych) przez rosliny spontaniczne rdéznych
gatunkéw. Sa to dzialania niezwykle wazne z uwagi istotny problem $rodowiskowy tego typu
obszardéw, ktory nie tylko wigze si¢ ze znacznymi przekroczeniami catkowitych zawartosci
pierwiastkow toksycznych w podtozu, w tym glownie metali ciezkich, lecz takze z ich mobilnos$cia
oraz bioprzyswajalnoscia (Karczewska i Kabata 2010; Kabata-Pendias i Pendias 1999; Stuczynski
i in. 2004). Jednym z zabiegow ograniczajacych ruchliwos¢ metali jest wapnowanie gleb. Ponadto
wprowadzenie do gleby materiatow organicznych o duzej pojemnosci sorpcyjnej rowniez zmniejsza
ich mobilno$é. Niekiedy stosuje si¢ dodatki bogate w mineraly ilaste i/lub fosforany. Kazde
z podjetych dziatan ma na celu efektywne przywrdcenie zycia biologicznego oraz ograniczenie
dyspersji zanieczyszczen (McBride 1994; Kabata-Pendias i Pendias 1999; Alloway i Ayres 1999;
Buczkowski i in. 2002; Karczewska; 2008).

Jak donoszg dane literaturowe, az 90% wszystkich proceséw zachodzacych w glebie odbywa
si¢ przy udziale mikroorganizméw. Istotne zatem jest poznanie oddziatywania czynnikow, ktore
moga wplywacé na ich liczebno$¢ oraz aktywno$¢. Mikroorganizmy zyjace w srodowisku glebowym
sa odpowiedzialne za szereg waznych procesdOw a odzwierciedleniem ich dzialania jest
produktywnos$¢ i zyzno$¢ gleb (Doran i Parkin 1994; Masto i in. 2006; Smith i Paul 1990; Marinari
i in. 2006). Aktywnos$¢ biologiczna gleb ocenia si¢ m.in. na podstawie aktywnosci dehydrogenaz
bioracych udzial i przyspieszajacych reakcje odwodorowania okreslonych substratéw w procesach
biochemicznego utleniania sktadnikéw organicznych. W pordéwnaniu do innych enzymoéw
dehydrogenazy charakteryzuja si¢ aktywnoscia tylko wewnatrz zywych komoérek. Wedtug danych
literaturowych dehydrogenazy sg istotnym wyznacznikiem intensywnos$ci oddychania glebowego
W glownej mierze bakterii i promieniowcow. Istnieje Scista zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig
dehydrogenaz a obecnoscig glebowej materii organicznej, liczebnosciag mikroorganizméw czy
zachodzacymi procesami nitryfikacji oraz denitryfikacji. Fosfatazy natomiast odpowiadajg za
katalizacj¢ hydrolizy organicznych potaczen fosforu oraz sa wyznacznikiem potencjalnego tempa
mineralizacji tych zwiazkow w srodowisku glebowym (Januszek 1999, Nannipieri i in. 1990; Dick
i Tabatabai 1993).

Celem niniejszej pracy byla ocena aktywnosci enzymatycznej gleb pochodzacych ze
sktadowisk odpadéw pohutniczych (poflotacyjne i zuzlowe), stanowiacych podloze dla roslin
spontanicznie zasiedlajacych badany obszar. Na obszarze badan objetym spontaniczng roslinno$cia
wybrane zostaly najczesciej wystepujace gatunki roslin ze wzgledu na brak informacji na temat
syntetycznej oceny szaty roslinnej wystepujacej na terenach zdegradowanych oraz spontanicznej
sukcesji zbiorowisk roélinnych i dynamiki zmiennosci sktadu gatunkowego (Dygu$ i in. 2012).

2. Material i Metody

W prowadzonych badaniach szczegétowo okreslono roslinno$¢ spontaniczna wystepujaca
na niezrekultywowanych sktadowiskach odpadéw pohutniczych w Piekarach Slaskich oraz
Dabrowce Wielkiej. Rosliny wystepowaty w niewielkich skupiskach lub jako pojedyncze osobniki.
Do dalszych badan gleb, wytypowano obszary zasiedlane przez ro$liny dominujace (5 roslin — odpad
poflotacyjny i 3 rosliny — odpad zuzlowy): 1. Macierzanka piaskowa Thymus serpyllum (odpad
poflotacyjny); 2. Lepnica rozdeta Silene vulgaris (odpad poflotacyjny); 3. Nawto¢ pospolita Solidago
virgaurea (odpad poflotacyjny); 4. Zmijowiec zwyczajny Echium vulgare (odpad poflotacyjny); 5.
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Szczaw zwyczajny Rumex acetosa (odpad poflotacyjny); 6. Dziewanna drobnokwiatowa Verbascum
thapsus (odpad zuzlowy); 7. Nawlo¢ pozna Solidago gigantea (odpad zuzlowy); 8. Sadziec
konopiasty Eupatorium cannabinum (odpad zuzlowy).

Probki gleby stanowiacych podloze dla w/w ro$lin pobrano latem 2018 roku z glebokosci 0-
20 cm w 3 powtdrzeniach. Kontrole stanowity obszary bez pokrywy ro$linnej, z ktérych pobrano
glebe w 3 powtdrzeniach z glgbokosci 0-20 cm. (Tab. 1.). W celu kontroli jako$ci otrzymanych
wynikow oraz rzetelnego opracowania statystycznego analizy dotyczace aktywnoS$ci enzymatycznej
(dehydrogenaz, fosfatazy kwasnej i zasadowej) wykonano w 3 powtorzeniach. Probki glebowe
przeznaczone do analiz mikrobiologicznych przesiano przez sito 0 $rednicy oczek 2mm
i przechowywano w zamknig¢tych woreczkach foliowych w temperaturze 4+1°C. probki glebowe
przeznaczone do analiz fizykochemicznych wysuszono przechowywano w woreczkach papierowych
w temperaturze 20+:2°C.

Tab.1. Schemat doswiadczenia.

Roslina Roslina Rodzina Miejsce
., nazwa polska/nazwa Odpad poboru
nazwa polska nazwa tacinska - .
tacinska prébek
Macierzanka Thymus Jasnotowate Odpad Pickary Slaski
piaskowa serpyllum Lamiaceae poflotacyjny lekary Sigskie
Lepnica rozdgta Silene vulgaris Gozdzikowate Odpad_ Piekary Slaskie
Caryophyllaceae poflotacyjny
. . Solidago Astrowate Odpad . T
Nawlo¢ pospolita virgaurea Asteraceae poflotacyjny Pickary Slaskie
S Ogorecznikowate
Zmijowiec Echium vulgare gBoraginaceae Odpad Piekary Slaskie
zwyczajny poflotacyjny
Szczaw Rumex acetosa Rdestowate Odpad Piekary Slaskie
zZwyczajny Polygonaceae poflotacyjny
kontrola brak - pof(ljoczsggjny Piekary Slaskie
Dziewanna Verbascum Tredownikowate Odpad Dabrowka
drobnokwiatowa thapsus Scrophulariaceae zuzlowy Wielka
Nawloé pozna Spl idago Astrowate Odpad Da,b_r()wka
gigantea Asteraceae zuzlowy Wielka
Sadziec Eupatorium Astrowate Odpad Dabrowka
konopiasty cannabinum Asteraceae zuzlowy Wielka
kontrola brak - Odpad Dabrowka
zuzlowy Wielka

Badanie aktywno$ci dehydrogenaz wykonano wedlug Casida i in. (1964) metoda
kolorymetryczna, z zastosowaniem jako substratu 3-procentowego TTC (chlorku trojfenylotetrazolu),
po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C, przy dtugosci fal 485 nm. Aktywnos¢ fosfatazy
zasadowej 1 kwasnej wykonano metoda kolorymetryczng z zastosowaniem PNP (p-
nitrofenylofosforan sodu), po 1-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C, przy dlugosci fali 410 nm
(Tabatabai i Bremner, 1969).

W badanych glebach oznaczono stgzenie jondw wodorowych w zawiesinie wodnej
charakteryzujace warto$¢ parametru pH. Ponadto, wykonano analizy zawarto$ci metali cigzkich tj.:
cynku i otowiu, po ekstrakcji probek w wodzie krolewskiej, ktore oznaczono metoda spektrometrii
mas sprz¢zona z plazma wzbudzona indukcyjnie (ICP-MS) przy uzyciu aparatu AGILENT 7500CE.

Wyniki opracowano z zastosowaniem analizy wariancji z testem Tukeya (P <0,05) przy
uzyciu oprogramowania Statistica v.13.0.

3. Wyniki i dyskusja

Aktywno$¢ enzymatyczna, ktéra mozna wyrazi¢ poprzez parametr aktywnosci
dehydrogenaz oraz aktywnos¢ fosfatazy kwasnej i zasadowej, jest jednym z glownych wskaznikow

150|Strona



Badania i Rozwoéj Mtodych Naukowcow w Polsce

sluzacym bezposredniemu okresleniu jakos¢ gleb. W przeprowadzonych badaniach, wysoka
aktywnos$¢ dehydrogenaz stwierdzono w 38% pobranych probek. Materiat pobrany spod Macierzanki
piaskowej (24,45 ug TPF/g s.m. gleby /24h), Lepnicy rozdetej (13,55 ug TPF/g s.m. gleby /24h) oraz
Nawtoci pospolitej (18,75 ug TPF/g s.m. gleby /24h), pochodzacy z odpadu poflotacyjnego,
charakteryzowal si¢ najwyzsza aktywno$cig biologiczna, zaré6wno w poréwnaniu do gleby
ryzosferowej spod pozostalych roélin, jak rowniez gleby pochodzacej z obiektow kontrolnych.
Najmniejsza aktywnoscig dehydrogenaz charakteryzowaty si¢ obiekty kontrolne stanowiace odpad
zuzlowy (0,07 ug TPF/g s.m. gleby /24h) oraz odpad poflotacyjny (0,15 ug TPF/g s.m. gleby /24h).
Aktywno$¢ dehydrogenaz spod pozostatych roslin tj. Zmijowiec zwyczajny, Szczaw zwyczajny,
Dziewanna drobnokwiatowa, Nawlo¢ pdzna oraz Sadziec konopiasty nie rdznila si¢ istotnie
statystycznie od obiektow kontrolnych (Rys.1.).

Badania fosfatazy kwasnej wykazaty podobne zaleznosci, jak w przypadku analizy
aktywnoS$ci dehydrogenaz. Najwyzsza aktywnos$cia fosfatazy kwasnej charakteryzowaty si¢ probki
gleby ryzosferowej pochodzace spod Macierzanki piaskowej (32,60 ug PNP /g s.m. gleby /h) oraz
Nawtoci pospolitej (23,15 ug PNP /g s.m. gleby /h). Ponadto, aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w glebie
spod roslin rosnacych na odpadzie poflotacyjnym byta wyzsza w poréwnaniu do obiektu kontrolnego
(odpad poflotacyjny) oraz roslin rosnacych na odpadzie zuzlowym. Aktywno$¢ fosfatazy kwasnej
w glebie spod roslin rosngcych na odpadzie zuzlowym bylo zblizona do aktywnoS$ci badanej w glebie
pochodzacej z obszaru kontrolnego. Najmniejszg aktywno$¢ fosfatazy kwasnej zanotowano w glebie
spod Dziewanny drobnokwiatowej (8,98 ug PNP /g s.m. gleby /h) (Rys.2.).

Najwyzsza aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej stwierdzono w glebie ryzosferowej spod
Macierzanki piaskowej (73,23 ug PNP /g s.m. gleby /h) oraz Nawtoci pospolitej (71,88 ug PNP /g
s.m. gleby /h), podobnie jak w przypadku oznaczenia aktywnosci dehydrogenaz oraz fosfatazy
kwasnej. Nie stwierdzono istotnych r6zni¢ w aktywnosci fosfatazy zasadowej dla gleb spod roslin
rosnagcych na odpadzie zuzlowym w poréwnaniu do obiektu kontrolnego. Najmniejsza aktywno$¢
tego enzymu wykazaty probki gleby z obszaru kontrolnego tj.: odpad poflotacyjny (11,48 ug PNP /g
s.m. gleby /h) oraz odpad zuzlowy (11,41 ug PNP /g s.m. gleby /h).

Jak dotad istniejg bardzo ograniczone dane literaturowe na temat aktywnosci biologiczne;j
sktadowisk odpad6éw pohutniczych zasiedlonych przez ro§linno$¢ spontaniczna, stad wynika problem
z porownywaniem i odnoszeniem otrzymanych wynikéw do badan innych autoréw. Nie mniej jednak,
istnieje silna potrzeba prowadzenia tego typu analiz, poniewaz stanowig one cenne zrodto informacji
na temat mozliwosci oraz efektywnosci rekultywacji terendw silnie zdegradowanych przez przemyst
wydobyweczy i metalurgiczny.

Odczyn badanych gleb wykazywal niewielkie zréznicowanie w zakresie 8,0-8,5, co
wskazuje, ze wszystkie badane gleby miaty charakter lekko zasadowy. Najwyzsze wartosci odczynu
wystepowaly w glebach zlokalizowanych pod Nawtocia pézng i Sadzcem konopiastym, wynoszac
odpowiednio 8,4 i1 8,5 jednostek skali pH. Byly to gleby spod roslin wegetujacych na odpadzie
zuzlowym. Na obu obiektach kontrolnych wartos¢ pH mierzonego w wodzie wynosita 8,2. Jak
wynika z danych literaturowych odczyn gleby jest gtownym czynnikiem wptywajacym w sposob
szczegblny na biodostepnos¢ metali cigzkich. Nalezy zaznaczy¢, iz rozpuszczalno$¢ soli rosnie
W momencie obnizania si¢ wartosci pH (Benadives 2005). Ponadto w glebach kwasnych proces
nitryfikacji staje si¢ powolny, a w konsekwencji nastepuje ograniczenie przeksztalcania azotu
amonowego do azotanowego, najbardziej przyswajalnego przez ro$liny. Nadmierne stezenie azotu w
glebie w formie amonowej moze by¢ przyczyng duzych strat gazowych sktadnika, co wigze si¢
réwniez z fitotoksycznoscig dla ro$lin.

Znaczna cze$¢ enzymow jest zalezna od wskaznika pH w danym srodowisku glebowym.
Gleby o odczynie kwasnym odznaczajg si¢ niewielka liczba mikroorganizméw glebowych, co
odzwierciedla si¢ w dos¢ niskiej aktywnosci enzymatycznej omawianych gleb. Z reguly im odczyn
jest bardziej zblizony do obojetnego tym mozemy zaobserwowal zwickszong aktywnos$c
enzymatyczng gleb (Kaniuczak i in. 2005).

Zawartos¢ cynku w odpadzie zuzlowym byta wyzsza na obiekcie kontrolnym (32564 mg/kg)
w porownaniu do zawartosci cynku w glebie ryzosferowej spod Sadzca konopiastego (25989 mg/kg),
Nawtoci péznej (18541 mg/kg) oraz Dziewanny drobnokwiatowej (18291 mg/kg). Zawarto$¢ cynku
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w odpadzie poflotacyjnym oraz glebie ryzosferowej spod pozostatych roslin rosngcych na odpadzie
poflotacyjnym byta do$¢ zréznicowana a najwyzsza zawarto$¢ cynku stwierdzono w glebie spod
Szczawiu zwyczajnego (112211 mg/kg). Podobnie, zawarto$¢ otowiu w odpadzie zuzlowym byla
wyzsza na obiekcie kontrolnym (20894 mg/kg) w poréwnaniu do zawarto$ci otowiu w glebie
ryzosferowej spod Sadzca konopiastego (11954 mg/kg), Nawltoci poznej (12391 mg/kg) oraz
Dziewanny drobnokwiatowej (11515 mg/kg). Zawarto$¢ otowiu w odpadzie poflotacyjnym oraz
glebie ryzosferowej spod pozostatych roslin rosnacych na odpadzie poflotacyjnym byta réwniez dos¢
zroznicowana a najwyzszg zawarto$¢ pierwiastka stwierdzono w glebie spod Szczawiu zwyczajnego
(24129 mg/kg).

Problem zanieczyszczenia gleb w wigkszoSci przypadkéw w Polsce w gldéwnej mierze
dotyczy terenéw przemystowych badz poprzemystowych. Jak donosza dane literaturowe istniejg
znaczne réznice w akumulacji metali cigzkich w ro§linach, a akumulacja ta zalezy przede wszystkim
od gatunku ro$liny. Badania dowodza, iz metale ci¢zkie znajdujace si¢ w glebie wplywaja
niekorzystnie na rozwdj mikroorganizmow, a w konsekwencji powoduja zaburzenia w prawidtowym
dzialaniu ekosystemu glebowego. Obnizona aktywno$¢ mikroorganizmow glebowych powoduje
stabszy wzrost roslin oraz ich obnizong odpornos¢ na stresowe warunki zwigzane z obecnos$cia metali
cigzkich (Gorka i in. 2017; Ociepa Kubicka i Ociepa, 2012).W przeprowadzonych badaniach analiza
botaniczna wykazala, ze najcze$ciej wystgpujace na sktadowisku rosliny byly przedstawicielami
nastgpujacych rodzin: Asteraceae, Boraginaceae, Polygonaceae, Scrophulariacea, Fabaceae
(Tab.1.). Fakt ten potwierdza wczesniejsze wyniki badan opublikowane przez autoréw niniejszej
pracy, z ktorych wynika, iz najczg¢Sciej pojawiajace si¢ rosliny rozpoznane na sktadowiskach
odpadow pohutniczych nalezg do rodziny Poaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Convolvulaceae,
Apiaceae, Caryophyllaceae, Caprifoliaceae, Scrophulariaceae, Fabaceae (Siebielec i in. 2018). Te
ostatnie nalezace do rodziny roslin Fabaceae (gatunek Vicia cracca), spotykane sa najczesciej
poniewaz bardzo tatwo zasiedlaja obszary o niekorzystnych warunkach przyrodniczych, wystepuje
na trudnych zaréwno pod wzgledem wilgotno$ciowym i termicznym obszarach, ale takze mniej
zyznych, zapobiegajac w ten sposob ich erozji. Ro§liny te moga utrzymywaé si¢ nawet
w ekstremalnych warunkach, niekiedy petnig funkcje hiperakumulatoréw w procesach fitoremediacji
(Koztowski in. 2011). Nalezy zaznaczy¢, iz sktadowiska, na ktérych prowadzono badania zarowno w
Piekarach Slaskich, jak rowniez Dabrowce Wielkiej sa to obszary, na ktorych uzyskanie trwalej
pokrywy ro$linnej jest powigzane ze znacznym udzialem roslin spontanicznych, ktore zasiedlaja te
obszary w warunkach dla nich czesto stresowych. Dodatkowo sg to obszary, na ktérych nie stosuje
si¢ zabiegbw w postaci uzupetniania przez sztuczne nawozenie.

aktywnos¢ dehydrogenaz [ug TPF/g s.m. gleby /24h]
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Rys.1. Aktywnos$¢ dehydrogenaz (ug TPF/g s.m. gleby /24h].
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aktywnosc fosfatazy kwasnej [ug PNP /g s.m. gleby /h]
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Rys.2. Aktywnosc¢ fosfatazy kwasnej (ug PNP /g s.m. gleby /h).

4. Wnhnioski

A. W analizowanym do$wiadczeniu w przypadkach wszystkich oznaczanych enzyméw
glebowych (fosfataza kwasna, fosfataza zasadowa oraz dehydrogenazy) najwyzsza
aktywno$¢ stwierdzono dla gleby ryzosferowej spod dwoch roélin spontanicznie
zasiedlajacych sktadowisko obszaréw pohutniczych tj. Macierzanka piaskowa oraz
Nawlo¢ pospolita, co wskazuje na wzajemne stymulujace oddziatlywanie tych roslin
i mikroorganizméw.

B. Najwyzszy odczyn glebowy zanotowano w glebie ryzosferowej dwoch roslin rosnacych
na odpadzie zuzlowym tj.: w glebie ryzosferowej spod Nawtoci poéznej oraz Sadzca
konopiastego.

C. Skladowiska odpadéow pohutniczych zaréwno w Piekarach Slaskich (odpad
poflotacyjny) jak rowniez w Dabréwce Wielkiej (odpad zuzlowy) charakteryzowaty si¢
odczynem lekko zasadowym oraz wysoka zawartoscia cynku i otowiu.

Badania zostaty sfinansowane ze $srodkow projektu nr 2015/17/N/ST10/03182 Narodowego Centrum
Nauki (NCN) otrzymanego w ramach konkursu Preludium 9, pt.: ,Rola mikroorganizméw w
zasiedlaniu sktadowisk odpadéw pohutniczych przez rosliny oraz ich wplyw na biodostepnosé
pierwiastkow sladowych”.
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Streszczenie

Receptor RAGE jest wieloligandowym receptorem btonowym dla koncowych produktow
zaawansowane] glikacji. Jego wystgpowanie stwierdzono na wielu typach komorek, w obrgbie
réznych uktadéw. Pelnej dlugosci RAGE sktada si¢ z domeny wewnatrzkomoérkowej, krotkiej
hydrofobowej domeny transbtonowej oraz domeny zewnatrzkomorkowej zawierajgcej fragment V
odpowiadajacy za wigzanie ligandow.

W wyniku przylaczenia ligandow do receptora nastgpuje pobudzenie roéznych szlakow
sygnalizacyjnych. Najwazniejszy z nich prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB,
ktory w konsekwencji powoduje zwigkszona synteze cytokin oraz biatek adhezyjnych zwigzanych
z procesem zapalnym. Dowodzi to roli, jaka peini receptor w progresji rozmaitych choréb, m.in.
cukrzycy i powiklan z nig zwigzanych.

Wazna pod wzgledem klinicznym wydaje si¢ by¢ rowniez izoforma receptora pozbawiona
domeny cytozolowej i transblonowej, okreslana rozpuszczalng forma RAGE (sRAGE). Sprawuje ona
w naczyniach funkcje¢ ochronng i uznawana jest za element wrodzonego uktadu odpornosciowego.
Co wiecej, obserwuje sie widoczng korelacje pomiedzy stezeniem sSRAGE w surowicy a ryzykiem
rozwoju cukrzycy typu 2 i zespolu metabolicznego oraz otyloScig brzuszng, ktora $wiadczy
0 nagromadzeniu aktywnej metabolicznie wisceralnej tkanki ttuszczowej. Przeglad dostepnej
literatury wskazuje, iz niskie stezenia SRAGE moga by¢ czynnikiem prognostycznym rozwoju
przewlektych stanow chorobowych w ustroju.

1. Wstep i opis zagadnienia

Receptor dla koncowych produktéw zaawansowanej glikacji biatek (RAGE) jest receptorem
blonowym, wyizolowanym ze §rédbtonka ptuc bydlecych i opisanym po raz pierwszy w 1992 roku
(Schmidt i in. 1992). Pod wzgledem strukturalnym stanowi biatko powierzchniowe o masie
czasteczkowej 45-50 kDa, nalezace do nadrodziny immunoglobulin. Jego wystepowanie stwierdzono
na wielu typach komorek, m.in. w obrgbie uktadu odpornosciowego: na makrofagach, monocytach,
komorkach T, atakze limfocytach jednojadrzastych, fagocytach, hepatocytach, komoérkach
$rodbtonka i migsni gtadkich §ciany naczyn, komorkach uktadu nerwowego oraz w nerkach w obrebie
komoérek kanalikowych, mezangialnych i podocytow (Kalea i in. 2009; Xie i in. 2013). Ze wzgledu
na zdolno$¢ inicjacji kaskady sygnalizacji zapalnej po przytaczeniu okreslonych ligandéw, receptor
RAGE pehi istotng role w rozwoju choréb metabolicznych, takich jak otylo$¢, cukrzyca czy
miazdzyca, chorob neurodegeneracyjnych, a takze wielu typéw nowotwordw (Pietkiewicz i in. 2008).

2. Przeglad literatury

Pelnej dlugosci RAGE, czyli tzw. natywny receptor, sklada si¢ z domeny
wewnatrzkomorkowej,  krotkiej  hydrofobowej domeny  transbtonowej oraz  domeny
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zewnatrzkomorkowej, o okreslonej zawarto$ci reszt aminokwasowych. Wyeksponowana na zewnatrz
komorki  czgs¢  N-koncowa  receptora, zbudowana  jest z  trzech  regionow
immunoglobulinopodobnych: niewigzacych C1 i C2 oraz fragmentu V odpowiadajacego za wiagzanie
ligandow (Rys.1) (Rojas i in. 2017).

;,_,GAM')- | V-domena wijzaca ligand
\ (23-116 aa)

C1 - domena niewigiaca
(124-221 aa)

C2 - domena niewigigca
(227-317 aa)

Czes¢ zewnatrzkomarkowa

Domena transbfonowa
(340-361 aa)

Btona

i
plazmatyczna MMMM

L Ogon cytoplazmatyczny
(362-404 aa)

Czesé wewngtrzkomdrkowa

Rys.1 Schematyczna budowa receptora RAGE (Kalea i in. 2009).

Wazna pod wzgledem klinicznym wydaje si¢ by¢ izoforma receptora pozbawiona domeny
cytozolowej i transbtonowej, okreslana w literaturze rozpuszczalng forma RAGE (SRAGE). Zostanie
ona szerzej opisana w dalszej cze$ci pracy.

RAGE stanowi receptor wieloligandowy, co oznacza ze wchodzi w interakcje i tworzy
kompleksy z szeroka grupa zréznicowanych strukturalnie zwiazkow (Maillard-Lefebvre i in. 2009).
Do najwazniejszych z nich zalicza si¢ koncowe produkty zaawansowanej glikacji (AGE), a takze
pozostate zebrane w tabeli (Tab.1).

Tab.1 Ligandy receptora RAGE (Pietkiewicz i in. 2008).

Ligandy Skutki kliniczne oddziatywar z RAGE

procesy starzenia, powiktania cukrzycowe,

AGE - koricowe produkty zaawansowanej S P
mlazdzyca, rozrost neurytow, osteoporoza,

glikacj choroba reumatyczna, nowotwory
Biatka z rodziny $100/kalgranuliny odpowiedz zapalna, miazdzyca, nowotwory
Witdkna amyloidu choroby neurodegeneracyjne,
(amyloid A, B-amyloid, priony) choroba Alzheimera

odpowiedz zapalna, karcinogeneza, miogeneza,
Amfoteryna metastaza, ontogeneza CSN
Transtyretyna odpowied? zapalna

Czasteczka adhezyjna makrofagdw Mac-1  odpowiedi zapalna

W wyniku oddzialywania ligand-RAGE dochodzi do pobudzenia réznych szlakow
sygnalizacyjnych. Najwazniejszy z nich prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB,
ktory jest zwigzany z inhibitorem IkBa w cytoplazmie (Asgeirsson i in. 2011). W wyniku fosforylacji
inhibitora dochodzi do dysocjacji kompleksu i uwolnienia aktywnego NFxB. W konsekwencji
czynnik transkrypcyjny przemieszcza si¢ do jadra komorki i powoduje zwigkszong synteze cytokin
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(TNF-a, IL-1, IL-6, MCP-1) oraz biatek adhezyjnych (VCAM-1, ICAM-1) zwigzanych z procesem
zapalnym (Rys.2) (Pietkiewicz i in. 2008). Dodatkowo, jak zaznacza Xie w swojej pracy, receptor
RAGE reguluje wiele procesow zachodzacych w komoérkach, takich jak apoptoza, proliferacja czy
autofagia (Xie i in. 2013).

W warunkach homeostazy, za wyjatkiem okresu zycia plodowego, ekspresja genu RAGE
w tkankach jest niewielka. Dostepna literatura wskazuje jednak na widoczny wzrost st¢zenia RAGE
spowodowanego akumulacjg jego ligandow w warunkach stresu i stanow zapalnych organizmu.
Dowodzi to roli, jaka pelni receptor w progresji rozmaitych choréb, m.in. chordb sercowo-
naczyniowych oraz cukrzycy i powiklan z nig zwigzanych (angiopatii, retinopatii czy nefropatii)
(Yonekura i in. 2005).

sRAGE stanowi zewnatrzbtonowa, rozpuszczalng izoform¢ receptora RAGE, pozbawiong
czgéci cytozolowej i transbtonowej. Powstaje w wyniku dwoch odrgbnych mechanizméow:
alternatywnego splicingu mRNA lub aktywnos$ci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowe;j,
glownie ADAM-10. (Schmidt i in. 2015). lzoforma wytwarzana w procesie alternatywnego
sktadania, skréocona od strony C-konca, okre§lana jest endogennym, sekrecyjnym RAGE
(esRAGE/RAGEV1), natomiast posta¢ uwalniana z powierzchni komorki - odcietym RAGE
(CRAGE) (Fuller i in. 2018). Co wigcej, jak podkresla Schmidt (2015), esRAGE stanowi 20%
catkowitej puli SRAGE. W tej zmodyfikowanej postaci receptor SRAGE moze krazy¢ poza komorka
i dziata¢ jako ,,wabik” dla ligandéw, jednocze$nie zapobiegajac tworzeniu si¢ toksycznych
kompleksow AGE-petnej dtugosci RAGE. Receptory te, taczac si¢ z AGEs, uniemozliwiajg ich
przytaczanie si¢ do receptora powierzchniowego, a w konsekwencji jego aktywacje zwigzang
z ekspresjg cytokin prozapalnych (m.in. TNF-a, IL-1, IL-6). Ostatecznie trafiajg do $ledziony
i watroby, gdzie podlegaja degradacji. SRAGE peni w ten sposdéb w naczyniach funkcj¢ ochronng
0raz uznawany jest za element wrodzonego uktadu odpornosciowego (Hagen i in. 2015). Z uwagi na
swoje wlasciwo$ci protekcyjne, stanowi jednocze$nie element rosnacego zainteresowania wsrod
wielu badaczy i klinicystow.

Jak pokazuja wyniki obserwacji przeprowadzonych przez Selvin na licznej grupie badanych,
wyr6znia sie kilka czynnikow predysponujacych do niskiego stezenia SRAGE w surowicy. Naleza do
nich ple¢ meska, rasa czarna, otylo§¢ (BMI >30 kg/m?), palenie tytoniu w przeszloci oraz
podwyzszony poziom osoczowego biatka C-reaktywnego (CRP) (Selvin i in. 2013). Dostepna
literatura wskazuje, iz niskie wartosci SRAGE w surowicy moga by¢ predyktorem rozwoju
przewlektych stanéw chorobowych organizmu. Odnotowano je m.in. w dysfunkcjach uktadu
Sercowo-naczyniowego, reumatoidalnym zapaleniu stawow, przewlektej obturacyjnej choroby ptuc
czy chorobie Alzheimera. Natomiast Prasad sugeruje, ze jedynie podwyzszony stosunek
AGE/sRAGE moze by¢ uznawany za uniwersalny biomarker proceséw zapalnych, w zwigzku z czym
parametry te nie powinny by¢ rozpatrywane indywidualnie. Zaobserwowat réwniez, iz na ogoét
stosunek AGE/sRAGE byt wyzszy u pacjentow z podwyzszonym stezeniem sRAGE w surowicy
(Prasad i in. 2016). Potwierdzeniem jego tezy sa rOwniez spostrzezenia innych autoréw, wskazujace
na wyrazny wzrost stezenia rozpuszczalnej formy receptora w przebiegu cukrzycy typu 1 i 2 oraz
schytkowej postaci niewydolnosci nerek (Challier i in. 2005). Konieczne sa zatem dalsze badania,
ktore pozwolityby na weryfikacj¢ powyzszych informacji.

Nalezy rowniez wspomnie¢ o metodyce pomiardw poziomu SRAGE w surowicy, ktore sg
powszechnie stosowane w diagnostyce laboratoryjnej. Obecnie wyr6znia si¢ dwa rodzaje testu
ELISA, przeznaczone do okreslania wartosci rozpuszczalnych RAGE we krwi. Pierwszy z nich -
Quantikine ELISA (R&D Systems), wykorzystuje przeciwciato monoklonalne wzbudzone przeciwko
calej zewnatrzkomérkowej domenie RAGE irozpoznaje w ten sposob wszystkie izoformy
rozpuszczalnego RAGE. Natomiast Human esRAGE ELISA (B-Bridge International), ze wzgledu na
zastosowanie przeciwciata skierowanego przeciwko unikalnej sekwencji C-konca RAGEv1, nie
reaguje krzyzowo z pozostatymi rozpuszczalnymi formami, dzigki czemu mierzy wylacznie puleg
biatka esRAGE.

Przygladajac si¢ wnikliwiej aspektowi otylosci przedstawionemu w pismiennictwie,
widoczna jest wyrazna korelacja pomiedzy poziomem krazacych sRAGE, a stopniem otluszczenia
organizmu. Jak zaznacza Dozio, u os6b z nadmierng masg ciata odnotowuje si¢ nizszy poziom
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SRAGE w surowicy w poréwnaniu do 0os6b o BMI w granicach normy (Dozio i in. 2017). Poglad ten
uzupetniaja badania Mirandy, ktory wskazuje na stgzenie rozpuszczalnej formy receptora RAGE
0 24-35% nizsze w grupie badanych z nadwaga i otytoscig (Miranda iin. 2017). Autor zauwazyt
réwniez, ze wiek badanych znaczaco wptywat na poziom sRAGE. Osoby w $rednim wieku (36-64
lat) i starsze (powyzej 65 lat), prezentowaty st¢zenie izoformy receptora RAGE o 25-45% nizsze niz
osoby miode. Dowiddl on réwniez, ze zmiana st¢zenia SRAGE ujemnie koreluje ze zmiang poziomu
11-6 i leptyny, a dodatnio - adiponektyny (Miranda i in. 2018). Dodatkowo, Miranda jako pierwszy
przedstawil dowody na bezposredni zwigzek pomigdzy zmniejszonym stezeniem sRAGE w krazeniu
i wyzszym ryzykiem zapadalno$ci na cukrzycg typu 2 (DM 2, ang. Diabetes Mellitus type 2).
W badaniach ktorym przewodzit, wzrost catkowitego SRAGE o 100 pg/mL wigzat si¢ z 9%
zmniejszeniem prawdopodobienstwa pojawienia si¢ DM 2, podczas gdy ten sam wzrost cRAGE byt
zwigzany z 16% redukcja rozwoju cukrzycy wsrdéd badanych. Co wigcej, osoby z prawidlows
tolerancja glukozy (NGT, ang. Normal Glucose Tolerance) cechowaty o 33% wyzsze warto$ci
rozpuszczalnej formy receptora RAGE w porownaniu do chorych z nieprawidtowa tolerancja glukozy
(IGT, ang. Impaired Glucose Tolerance) oraz o 31% w poréwnaniu z osobami cierpigcymi na DM 2.
Podobne zjawisko zaobserwowano w przypadku zespotu metabolicznego. Osoby z zespotem
metabolicznym prezentuja nizsze wartosCi SRAGE w poréwnaniu do os6b bez zespolu
metabolicznego. Momma wykazal, iz wyzsze stezenie SRAGE wsrod mezczyzn narodowosci
Japonskiej bylo zwigzane z nizsza czestosciag wystgpowania zespotu metabolicznego i1 jego
wyktadnikéw, m.in. otylosci wisceralnej (Momma i in. 2014). Co wigcej, spostrzezono takze, ze
poziom SRAGE wzrost istotnie w nastgpstwie zmniejszenia insulinooporno$ci wsrod pacjentow
skrajnie otylych po zabiegu chirurgii bariatrycznej (Brix i in. 2012). Procedura ta zostata
przeprowadzona metoda zespolenia omijajacego zotadkowo-jelitowego z petlg Roux-en-Y (RYGB,
ang. Roux-en-Y Gastric Bypass). Pomiaréw antropometrycznych dokonano dwa lata po zabiegu,
odnotowano $rednia utrat¢ masy ciata o 31% w stosunku do warto$ci wyjsciowych (Brix i in. 2012).

LIGAND + RAGE
eNOS., oksydaza NADPH & PKCa MAPK/ERK
JLNO ROS

|

czynnik transkrypcyjny NF«B

|

* cytokiny prozapalne

(TNF-a, IL-1, IL-6, MCP-1) TGF-B, CTGF
* biatka adhezyjne
(VCAM-1, ICAM-1)
PROCES ZAPALNY

eNOS- endotelialna syntaza tlenku azotu, CTGF - czynnik wzrostu tkanki taczne],
MAPK/ERK- kinazy biatkowe aktywowane mitogenami, NO- tlenek azotu,
PKCa- kinaza biatkowa C, ROS- reaktywne formy tlenu, TGF-B- transformujacy czynnik wzrostu

Rys.2 Szlaki sygnatowe ligand-RAGE (Pietkiewicz i in. 2008).

Istotne znaczenie ma nie tylko zawarto$¢, ale rowniez rozmieszczenie tkanki thuszczowe;j
W organizmie. Obserwuje si¢ odwrotna wspolzaleznos¢ dotyczaca stezenia sRAGE i otylosci
brzusznej identyfikowanej na podstawie obwodu talii. Niski poziom rozpuszczalnej formy
omawianego receptora jest odzwierciedleniem wysokiej zawartosci aktywnej metabolicznie
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wisceralnej tkanki ttuszczowej. Szczegbdlnie wartym uwagi rodzajem trzewnej tkanki thuszczowej jest
nasierdziowa tkanka tluszczowa (EAT), ktéra stanowi czynnik ryzyka chordb sercowo-
naczyniowych. Badania Dozio przeprowadzone wsrod kobiet o prawidlowej masie ciata wskazuja,
iz niski poziom sRAGE wynikat gléwnie z nagromadzenia nasierdziowej tkanki tluszczowej,
w mniejszym stopniu z calkowitej zawartosci ttuszczu w organizmie, czy dystrybucji podskornej. Tak
wiec wydaje sie¢, ze rowniez w przypadku osob zdrowych, prezentujacych prawidtowe wartosci BMI,
SRAGE moze by¢ wczesnym czynnikiem prognostycznym powiklan kardiometabolicznych.

3. Podsumowanie i wnioskKi

Choroby cywilizacyjne, do ktorych =zalicza si¢ m.in. choroby uktadu krazenia,
neurodegeneracyjne, nowotworowe czy metaboliczne, jak np. cukrzyca, stanowig podstawowa
przyczyne $miertelnosci na caltym $wiecie. Ich wspdlnym mianownikiem jest przewlekly stan
zapalny. Wazne zatem wydaje si¢ by¢ poszukiwanie czynnikow bioragcych udziat w reakeji ligand-
receptor RAGE, co przypuszczalnie jest istotne w aspekcie terapeutyczno-diagnostycznym.

Cytowani w pracy autorzy s3 zgodni, ze redukcja masy ciala w nastgpstwie restrykcji
dietetycznej wptywa korzystnie na wzrost stezenia rozpuszczalnej formy RAGE w surowicy.
Zjawisko to dowodzi, iz ilosciowe oznaczaniec SRAGE prawdopodobnie odgrywa role
W prognozowaniu powiktan metabolicznych. Ocena wartosci SRAGE moze mie¢ znaczenie nie tylko
diagnostyczne, ale takze stanowi¢ wczesny wskaznik ryzyka chorob sercowo-naczyniowych, a jego
niskie stezenie poprzedzaé pojawienie si¢ pierwszych objawow klinicznych tych choréb. Konieczne
s jednak dalsze badania, ktore doktadnie okres$la tkankowe lub komorkowe zrodta izoform sRAGE
oraz wskaza, jakie mechanizmy sg odpowiedzialne za ich uwalnianie.

4. Literatura

Asgeirsson T, Zhang S, Khoo SK i in. (2011) Serum Adiponectin, Resistin, and Circulating Soluble
Receptor for Advanced Glycation End Products in Colectomy Patients. Mediators of
Inflammation 916807.

Brix JM, Hoéllerl F, Kopp HP i in. (2012) The soluble form of the receptor of advanced glycation
endproducts increases after bariatric surgery in morbid obesity. International Journal of Obesity
36(11): 1412-1417.

Challier M, Jacqueminet S, Benabdesselam O i in. (2005) Increased serum concentrations of soluble
receptor for advanced glycation endproducts in patients with type 1 diabetes. Clinical Chemistry
51(9): 1749-1750.

Dozio E, Briganti S, Delnevo A i in. (2017) Relationship between soluble receptor for advanced
glycation end products (SRAGE), body composition and fat distribution in healthy women.
European Journal of Nutrition 56(8): 2557-2564.

Fujisawa K, Katakami N, Kaneto H i in. (2013) Circulating soluble RAGE as a predictive
biomarker of cardiovascular event risk in patients with type 2 diabetes. Atherosclerosis 227(2):
425-428.

Fuller KNZ, Valentine RJ, Miranda ER i in. (2018) A single high-fat meal alters human soluble
RAGE profiles and PBMC RAGE expression with no effect of prior aerobic exercise.
Physiological Reports 6(14):e13811.

Hagen I, Schulte DM, Miiller N i in. (2015) Soluble receptor for advanced glycation end products as
a potential biomarker to predict weight loss and improvement of insulin sensitivity by a very low
calorie diet of obese human subjects. Cytokine 73(2): 265-269.

Kalea AZ, Schmidt AM, Hudson BI (2009) RAGE: a novel biological and genetic marker for
vascular disease. Clinical Science 116(8): 621-637.

Maillard-Lefebvre H, Boulanger E, Daroux M i in. (2009) Soluble receptor for advanced glycation
end products: a new biomarker in diagnosis and prognosis of chronic inflammatory diseases.
Rheumatology 48(10): 1190-1196.

159 |Strona



Nauki przyrodnicze — Cze$¢ IV

Miranda ER, Fuller KNZ, Perkins RK i in. (2018) Endogenous secretory RAGE increases with
improvements in body composition and is associated with markers of adipocyte health.
Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases 28(11): 1155-1165.

Miranda ER, Somal VS, Mey JT i in. (2017) Circulating soluble RAGE isoforms are attenuated in
obese, impaired-glucose-tolerant individuals and are associated with the development of type 2
diabetes. American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism 313(6): E631-E640.

Momma H, Niu K, Kobayashi Y i in. (2014) Higher serum soluble receptor for advanced glycation
end product levels and lower prevalence of metabolic syndrome among Japanese adult men: a
cross-sectional study. Diabetology & Metabolic Syndrome 6(1): 33.

Pietkiewicz J, Seweryn E, Barty$ A i in. (2008) Receptory koncowych produktéw zaawansowane;j
glikacji - znaczenie fizjologiczne i kliniczne. Postepy higieny i medycyny doswiadczalne;.
(Online) 62: 511-523.

Prasad K (2019) Is there any evidence that AGE/sRAGE is a universal biomarker/risk marker for
diseases? Molecular and Cellular Biochemistry 451(1-2): 139-144.

Prasad K, Dhar I, Zhou Q i in. (2016) AGEs/sRAGE, a novel risk factor in the pathogenesis of end-
stage renal disease. Molecular and Cellular Biochemistry 423(1-2): 105-114.

Schmidt AM (2015) Soluble RAGEs- Prospects for treating & tracking metabolic and inflammatory
disease. Vascular Pharmacology 72: 1-8.

Schmidt AM, Vianna M, Gerlach M i in. (1992) Isolation and characterization of two binding
proteins for advanced glycosylation end products from bovine lung, which are present on the
endothelial cell surface. The Journal of Biological Chemistry 267: 14987-14997.

Selvin E, Halushka MK, Rawlings AM i in. (2013) sSRAGE and risk of diabetes, cardiovascular
disease, and death. Diabetes. 62(6): 2116-2121.

Xie J, Méndez JD, Méndez-Valenzuela V i in. (2013) Cellular signaling of the receptor for
advanced glycation end products (RAGE). Cellular Signalling. 25(11): 2185-2197.

Yonekura H, Yamamoto Y, Sakurai S i in. (2005) Roles of the Receptor for Advanced Glycation
Endproducts in Diabetes-Induced Vascular Injury. Journal of Pharmacological Sciences 97(3):
305-311.

160|Strona



Badania i Rozwoéj Mtodych Naukowcow w Polsce

26. Prozdrowotne wlasciwosci zielonej herbaty Camellia sinensis (L.) i jej

wielokierunkowe dzialanie - przeglad piSmiennictwa
Health properties and its multiple effects of green tea - a literature review

Zofia Strojny™, Anna Koperska®, Martyna Marciniak®, Dominika Kanikowska®, Andrzej
Breborowicz®, Janusz Witowski®)

() Katedra i Zaktad Patofizjologii, Wydziat Lekarski II, Uniwersytet Medyczny im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu

() Katedra i Klinika Gastroenterologii, Dietetyki i Chorob Wewnetrznych, Wydziat Lekarski I,
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Opiekun naukowy: dr hab. med. Dominika Kanikowska

Zofia Strojny: zofiastrojny@gmail.com

Stowa kluczowe: galusan epigallokatechiny, choroby sercowo-naczyniowe, otyto$¢, zapalenie przyzebia

Streszczenie

Zielona herbata (Camellia sinensis L.) pochodzi z krajow azjatyckich i jest jednym
Z najbardziej popularnych napojow na $wiecie. Stanowi rodzaj herbaty niepoddawanej procesowi
fermentacji podczas produkcji, co pozwala na zachowanie wielu sktadnikéw bioaktywnych. Sposrod
wszystkich zawartych w niej zwigzkéw polifenolowych, kluczowa role pelni galusan
epigallokatechiny (EGCQG), ktory wyroznia si¢ znaczng aktywnos$cia przeciwutleniajaca. Co wiecej,
jak wskazuja badania, zielona herbata ma silne dziatanie antybakteryjne, przeciwzapalne, a takze
stanowi cenny $rodek wspomagajacy profilaktyke oraz leczenie chordb sercowo-naczyniowych.
Celem pracy byt przeglad najnowszego pismiennictwa, dotyczacego wlasciwosci zielonej herbaty,
decydujacych o jej coraz szerszym zastosowaniu w wielu dziedzinach medycyny.

1. Wstep i opis zagadnienia

Zielona herbata uprawiana jest od tysigcy lat w krajach azjatyckich, glownie w Japonii,
Chinach, Korei i Indiach. Szacuje si¢, iz stanowi okolo 20% calkowitej konsumpcji herbaty na
$wiecie (Macigzek-Jurczyk i in. 2011). Stosowana jest nie tylko jako napoj i dodatek do zywnosci,
ale takze znajduje szerokie zastosowanie w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym (Dekant
i in. 2017).

Do jej produkcji wykorzystuje si¢ liscie i paczki krzewu Camellia sinensis (L.), ktore
W przeciwienstwie do innych rodzajow herbat, nie sg poddawane procesowi fermentacji podczas
produkcji, a wytacznie gotowania na parze i nastgpczego suszenia (Dekant i in. 2017). Pozwala to na
zachowanie wielu biologicznie aktywnych sktadnikdw. Swoje cenne wilasciwosci prozdrowotne
zawdzigcza flawonoidom (m.in. kwercetynie, katechinom), wéréd ktorych kluczows role petni
galusan epigallokatechiny (EGCG), cechujacy si¢ najwicksza aktywnoscia antyoksydacyjna.
Katechiny wystgpujace w zielonej herbacie zostaty przedstawione w tabeli (Tab.1) (EFSA 2018).

Zawartos¢ katechin, jak i pozostatych komponentow, w zielonej herbacie wykazuje znaczne
zréznicowanie ze wzgledu na warunki uprawy rosliny, wiek zebranych lisci, jej przetwarzanie oraz
spos6b parzenia (EFSA 2018). Komitet naukowy Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa
Zywnoéci wydat dokument dotyczacy zielonej herbaty i jej suplementacji, w ktérym uznat iz:

® nie mozna zidentyfikowac¢ bezpiecznej dawki EGCG z ekstraktow zielonej herbaty

® nie ma dowodow na toksycznos¢ EGCG wobec watroby w dawkach ponizej 800 mg/dobe (do
12 miesigcy)

®  poziom 800 mg EGCG/dzien jest poza zakresem S$redniej dziennej podazy EGCG (90-300
mg/dzien) wynikajacej ze zwyczajowego spozywania naparow zielonej herbaty w krajach Unii
Europejskiej
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®  poziom ewentualnego dziatania hepatotoksycznego wsréd konsumentéw dorostych miesci sig
w gornej granicy zakresu 300-866 mg EGCG/dzien (EFSA, 2018).

Tab.2 Katechiny zielonej herbaty (EFSA 2018).

Katechiny wyst¢pujace w zielonej herbacie

(-) - epikatechina (EC)

(-) - epikatechin-3-galusan (EKG)

(-) - epigalokatechina (EGC)

(-) - epigalokatechina-3-galusan (EGCG)
(+) - katechina (C)

(+) - galokatechina (GC)

(-) - galokatechin-3-galusan (GCG)

(+) - katechin-3-galusan (CG)

Zielona herbata jest bogata w antyoksydanty, posiadajgce zdolno$¢ neutralizowania wolnych
rodnikow, ktore z kolei przyspieszajg starzenie skory oraz inicjuja procesy nowotworzenia (Khurshid
iin. 2016). Co wiecej, jak wskazuja najnowsze badania, napdj ten posiada silne dziatanie
antybakteryjne, przeciwzapalne, a takze protekcyjne wzgledem chordb sercowo-naczyniowych
(Macigzek-Jurczyk i in. 2011). Sugeruje si¢ rOwniez, ze zmniejsza ryzyko rozwoju nadcis$nienia
tetniczego krwi oraz miazdzycy.

2. Przeglad literatury

2.1 Zielona herbata a choroby uktadu krgzenia

Zielona herbata charakteryzuje si¢ wysokim potencjalem antyoksydacyjnym. Autorzy
podkreslaja ochronny wplyw flawonoidow w niej zawartych na uklad sercowo-naczyniowy
(Maciazek-Jurczyk i in. 2011). Przewlekty proces zapalny lezy u podtoza rozwoju miazdzycy,
a dysfunkcja srodblonka naczyniowego odpowiada za progresj¢ chordb uktadu krazenia (Bieganska-
Hensoldt i Rosotowska-Huszcz 2017). Regularne spozywanie zielonej herbaty moze zmniejszy¢
ryzyko wystapienia choroby wieficowej (Macigzek-Jurczyk i in. 2011). Zaobserwowano odwrotna
zalezno§¢ pomiedzy jej konsumpcja a umieralno$cia zpowodu choréb ukladu sercowo-
naczyniowego (Maciazek-Jurczyk i in. 2011). Dane naukowe wskazuja, ze EGCG oraz inne katechiny
zwigkszaja synteze i dostepnos¢ tlenku azotu (NO), zmniejszajg oksydacje¢ cholesterolu frakcji LDL,
obnizaja stezenie czynnikow adhezyjnych (Stepien i in. 2012). Obserwuje sig, iz zielona herbata ma
zdolno$¢ hamowania proliferacji komoérek migsni gladkich naczyn, jak rowniez agregacji ptytek krwi,
dzigki czemu przypisywany jest jej efekt przeciwmiazdzycowy (Florkowska i in. 2017). Dziatanie
zielonej herbaty opiera si¢ m.in. na neutralizowaniu przez katechiny reaktywnych rodnikoéw
tlenkowych, ponadtlenkowych, azotowych, hydroksylowych i innych oraz hamowaniu aktywnosci
enzymoOw uczestniczacych w ich powstawaniu (Macigzek-Jurczyk i in. 2011). Wywierajg one
niekorzystny wptyw na ustrdj, przyczyniajac si¢ do rozwoju réznorodnych jednostek chorobowych
(Tab.2).
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Tab.3 Wptyw wolnych rodnikéw na organizm (Sadowska i in. 2012).

Choroby wywolane dzialalno$cia

‘Wplyw wolnych rodnikéw na: wolnych rodnikéw:

skore staro§¢, wiotko$é, suchosé, tradzik, alergie
serce i uktad krgZenia nadciénienie, miazdzyca, zawat serca
organy trawienia wrzody zotagdka

uszkodzenia chrzastki stawowej w przebiegu
uktad kostny reumatoidalnego zapalenia stawow,
reumatyzm, artretyzm

uklad nerwowy choroba Parkinsona, udar mézgu
ukiad immunologiczny podatnoéé na infekcje, AIDS
przemiang materii naczyniowe powik}ania cukrzycy
oczy jaskra, zaéma

schorzenia wieku starczego choroba Alzheimera

caly organizm choroby nowotworowe

Katechiny zwickszaja aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych m.in. peroksydazy
glutationowej, reduktazy glutationowej, katalazy (Macigzek-Jurczyk i in. 2011).
Ich wielokierunkowe dziatanie na organizm zostalo przedstawione w sposob schematyczny na
ponizszym rysunku (Rys.1).

Profilaktyka
miazdzycy

Zapobieganie
procesom
nowotworzenia

Dzialanie
przeciwutleniajgce

KATECHINY

Zapobieganie Redukcja masy
halitozie ciala

Profilaktyka
Dziatanie prochnicy,
hipotensyjne dziatanie
p-bakteryjne

Rys.3 Wtasciwosci prozdrowotne katechin (Khurshid i in. 2016).
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Mechanizm przeciwzapalny zwiazkéw zawartych w zielonej herbacie polega na inhibicji
czynnika NF-«xB oraz biatka aktywujacego AP-1, a takze hamowaniu oksydazy NADPH (Stepien i
in. 2012). Wykazano, ze pelnig rol¢ w obniZeniu st¢zenia biatka C- reaktywnego i cytokin TNF-q,
IL-6 (Bieganska-Hensoldt i Rosotowska-Huszcz 2017; Macigzek-Jurczyk iin. 2011).
Zaobserwowano rowniez, iz zwigkszone spozycie zielonej herbaty pozytywnie wptywa na parametry
profilu lipidowego (Maciazek-Jurczyk iin. 2011). Katechiny redukujg poziom cholesterolu
catkowitego oraz jego frakcji LDL (Sicifiska i in. 2015; Stepien i in. 2012). Sktadniki w niej zawarte
moga korzystnie wptywac na stgzenie lipoprotein o duzej gestosci (Sicinska i in. 2015). Wyniki badan
dowodza, ze regularne i dlugotrwate spozywanie zielonej herbaty przyczynia si¢ do obnizania
warto$ci ci$nienia tetniczego (Stegpien i in. 2012). Prawdopodobnie mechanizm dziatania
hipotensyjnego wiaze si¢ z inhibicyjnym wplywem EGCG na enzym konwertazy angiotensyny
(ACE) bioracej udzial w regulowaniu ci$nienia t¢tniczego krwi (Stgpien i in. 2012). W badaniu
Bogdanskiego (2012) otyli pacjenci z nadci$nieniem t¢tniczym, ktorzy przez okres trzech miesigey
otrzymywali ekstrakt z zielonej herbaty, prezentowali nizsze warto$ci skurczowego i rozkurczowego
ci$nienia tetniczego krwi w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Bogdanski i in. 2012). Co wiecej, wsrod
badanych zaobserwowano obnizenie poziomu cholesterolu catkowitego, jego frakcji LDL oraz
trojglicerydow, natomiast wzrost stgzenia HDL cholesterolu (Bogdanski i in. 2012).

2.2 Zielona herbata a otylos¢

Przygladajac si¢ wnikliwiej aspektowi otyloSci przedstawionemu w pismiennictwie,
widoczny jest wyrazny wplyw zielonej herbaty na przebieg proceséw metabolicznych i wspomaganie
redukcji masy ciata. W préobie Tehraniego (2017) wzigto udziat 60 kobiet z zespotem policystycznych
jajnikow (PCOS) oraz insulinooporno$cig. Grupa badana otrzymywata 500 mg zielonej herbaty
w postaci kapsutek przez okres 12 tygodni, natomiast grupa kontrolna przyjmowata placebo.
Zauwazono, ze suplementacja zielong herbatg zastosowana u kobiet z nadwagg lub otytoscig i PCOS,
przyczynia si¢ do efektywniejszej redukcji masy ciata, zmniejszenia poziomu insuliny na czczo,
a takze obnizenia st¢zenia wolnego testosteronu (Tehrani i in. 2017). Do podobnych wnioskow
doszedt Chen (Chen i in. 2016). Zaproponowane przez badacza doswiadczenie, oparte byto
na spozywaniu wysokich dawek galusanu epigallokatechiny (856,8 mg) przez kobiety z otyloscia
centralng. Po interwencji odnotowano utrate masy ciata, zmniejszenie obwodu talii oraz obnizenie
stezenia cholesterolu catkowitego i LDL wsrod badanych pacjentek.

2.3 Zielona herbata a stan jamy ustnej i tkanek przyzebia

Dostepna literatura dostarcza wielu dowodow, ze istnieje wyrazny zwigzek pomigdzy dieta,
a stanem jamy ustnej i tkanek przyzebia (Hrishi i in. 2016). Cytowani w ponizszej pracy autorzy sa
zgodni, ze regularne spozywanie zielonej herbaty moze mie¢ pozytywny wptyw na leczenie chordb
przyzebia, poprzez skuteczne wzmocnienie efektow postepowania niechirurgicznego (Taleghani i in.
2018; Hrishi i in. 2016). Zawarty w zielonej herbacie galusan epigallokatechiny, dzigki swoim
wiasciwosciom przeciwzapalnym, pozwala na efektywna poprawe parametréw klinicznych, takich
jak wskaznik krwawienia podczas sondowania (BOP), glebokos¢ kieszonek przyzebnych (PD) czy
utrata przyczepu tacznotkankowego (CAL) (Hrishi i in. 2016). Poglad ten uzupetniajg badania
Fournier-Larente’a (2016), w ktorych zauwaza, ze zarowno ekstrakt z zielonej herbaty, jak i EGCG,
przyczyniaja si¢ do hamowania przylegania bakterii Porphyromonas gingivalis do nabtonka jamy
ustnej odpowiednio 091% i 62,5% (Fournier-Larente iin. 2016). Patogeny te, stanowia jeden
z kluczowych czynnikow etiologicznych przewlektego zapalenia przyzebia. Co wigcej, katechiny
powoduja obnizenie ekspresji genéw kodujacych czynniki wirulencji opisanych bakterii.

Istotna jest takze rola zielonej herbaty w skutecznym zapobieganiu rozwojowi procesu
prochnicowego (Narotzki i in. 2012). Katechiny wykazuja dziatanie przeciwkariogenne poprzez
bezposrednig aktywno$¢ bakteriobdjcza przeciwko szczepom Streptococcus mutans i Streptococcus
sobrinus, a takze posrednio na drodze zapobiegania adhezji bakterii do zebow (Hamilton-Miller i in.
2001). Teoria ta znajduje uzasadnienie rGwniez w obserwacjach poczynionych przez Zhang i Kashket
(1998). Wykazali oni, ze ekstrakt z zielonej herbaty zmniejsza aktywnos$¢ a- amylazy w ludzkiej
$linie, a zatem zmniejsza potencjat prochnicotworczy produktéw bogatych w weglowodany (Zhang
i Kashket 1998). Dodatkowo, zapobiega nadmiernemu spadkowi pH w jamie ustnej, na drodze
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hamowania enzymu dehydrogenazy mleczanowe;j. Dzigki temu, cechuje si¢ dziataniem protekcyjnym
wzgledem hydroksyapatytow szkliwa. Wazna jest rowniez wysoka zawartos¢ fluoru w lisciach
Camellia sinensis, ktory znany jest ze swoich wlasciwosci remineralizacyjnych wzglgdem twardych
tkanek zeba (Esfehani i in. 2018). Obecnie, czesta dolegliwo$cia zgtaszang lekarzom dentystom przez
pacjentow jest halitoza, czyli nieprzyjemny zapach z jamy ustnej. Jak wskazuja badania, problem ten
dotyczy niemalze 50% populacji (Ayliker i in. 2013). Takze w przypadku tej przypadtosci doceniana
jest zielona herbata, z uwagi na zdolno$¢ eliminacji lotnych zwigzkow siarki, takich jak siarkowodor,
siarczek dimetylu, merkaptan metylu (Khurshid iin. 2016). Wyjasnia to coraz powszechniejsze
stosowanie polifenoli pochodzacych z herbaty jako sktadnikow produktow do higieny jamy ustne;j,
zwalczajacych nieswiezy oddech (Narotzki i in. 2012).

Warto takze zwrédci¢ uwage na dobroczynny wplyw zielonej herbaty w profilaktyce
i zwalczaniu procesdbw nowotworzenia. Rak plaskonablonkowy jamy ustnej (OSCC) jest
najczestszym nowotworem ztosliwym w obrebie glowy i szyi, w przypadku ktérego $miertelnosé
szacowana jest na ponad 50% przypadkow zachorowan (Narotzki i in. 2012). Dane literaturowe
zaprezentowane przez Li (1999) oraz Srinivasan (2008) wskazujg na wyrazne zmniejszenie objetosci
guza w obrebie policzka na modelach zwierzecych, pod wplywem regularnie stosowanego ekstraktu
polifenoli (Liiin. 1999; Srinivasan i in. 2008). Efekty te wydajg si¢ by¢ obiecujagce w aspekcie
wspomagania leczenia przeciwnowotworowego, jednak konieczne jest przeprowadzenie dalszych
badan w celu potwierdzenia uzyskanych obserwacji.

3. Podsumowanie i wnioski

Zielona herbata stynie nie tylko ze swoich walorow smakowych, ale doceniana jest takze ze
wzgledu na liczne wilasciwosci prozdrowotne, ktore zostaly przedstawione w powyzszej pracy.
Zawarte w niej zwiazki biologicznie aktywne sg przedmiotem wielu badan. Ze wzgledu na swoje
wielokierunkowe, korzystne dla catego organizmu dziatanie, zielona herbata moze by¢ zaliczona do
zywno$¢ funkcjonalnej. Sugeruje si¢, ze wspomaga leczenie otylosci i zespotu metabolicznego.
Wplywa pozytywnie naredukcje masy ciala, obnizanie poziomu insuliny na czczo, stezenia
cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL Co wigcej, wykazuje dobroczynny efekt zarowno
w profilaktyce, jak rowniez terapii chorob ukladu sercowo-naczyniowego. Poprzez zdolno$é
oddzialywania na funkcje S$rodblonka naczyn krwionosnych, zapobiega rozwojowi miazdzycy
i nadcisnienia tetniczego. Bezsprzecznym wydaje sie by¢ takze coraz popularniejsze zastosowanie
wyciagu z zielonej herbaty w stomatologii. Pozwala ona na zachowanie prawidlowej kondycji
zdrowotnej zgbow, dziasel oraz tkanek przyzebia. Cytowani w pracy autorzy sg zgodni, ze jej
regularne spozywanie przynosi rozmaite, wymierne korzysci dla naszego zdrowia.
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Abstract

Pseudomonas entomophila is a newly discovered entomopathogenic bacterium closely
related to Pseudomonas putida. A characteristic feature of this strain is the ability to infect insects.
The complete sequence of the P. entomophila is 5.9 Mb and provide valuable information about the
evolutionary relationship and virulent factors that  P. entomophila possesses. This bacterium is able
to synthesise many virulence factors that help it to settle and kill the host organism. So far, studies on
the mechanisms of interaction in the host—pathogen system are conducted using Drosophila
melanogaster. In spite of the valuable information provided by studies with the fruit fly, many
important information about this strain has not yet been found. There is a need for research with the
participation of other model organisms. These studies will answer to the question of whether P.
entomophila exhibits the same mechanism of action relative to other insects (Vodovar et. al. 2006).

1. Introduction

In recent years, the most of scientific teams use invertebrates as model organisms in their
studies. Drosophila melanogaster insects are one of the most commonly used invertebrates, the use
of which has contributed to increase the knowledge of a number of pathogenic bacteria and fungi.
One of the recently discovered pathogens is Psudomonas entomophila. This strain was isolated in
2005 from D. melanogaster in Guadelupe. This fact provides, that P. entomophila bacteria are the
natural pathogens of the fruit fly. The research on the mechanism of the host-pathogen interactions
provided many important information and properties of this bacterial strain. It turned out that the
newly-known strain of bacteria, infects the host organism throught oral road and cause massive
destruction of D. melanogaster epithelium gut. The name of the strain comes from the ability to
natural infect insects (Dieppois et. al. 2014).

2. Phenotypic Analyss of Pseudomonas entomophila strain

Pseudomonas entomophila strain is classified as Gram-negative rods. The bacterial structure
is distinguished by one polar flagellum at the pole of the cell. This strain is strictly aerobic, catalase
and oxidase positive. This bacterium has haemolytic abilities as shown after incubation on agar
together with blood plates. The extracellular protease activity has been detected. It has been found
that P. entomophila possesses fluorescence abilities. This bacteria is able to tolerante a wide range of
temperature (4°C— 42°C) and pH (3—10), however the optimal growth temperature is 30 “C and pH
range 5-9 (Shanbhag and Tripathi 2009; Shahbaz-Mohammadi and Omidinia 2011). The P.
entomophila genome was sequenced in 2006. It is a single circular chromosome with a size of
5,888,780 base pairs. Of all the genes identified, only 67% of them have a known function. It should
be noted that the size of the P. entomophila genome is several times smaller compared to the genes of
other bacteria of the Pseudomonas group. However, the smaller size of the P. entomophila genome is
not the result of evolutionary reduction (Vodovar et. al. 2005; Vodovar et. al. 2006). Genome analysis
using BLAST helped to identify the core of the genome that makes up 1002 genes. Analysis of the P.
entomophila genome also confirms the close genetic relationship to P. putida. 70.2% of the genes of
the P. entomophila strain have their orthologs in the P. putida genome. Of all the genes building the
P. entomophila genome, only 50 genes are found in other bacteria from the Pseudomonas group, but
not in P. putida. 34 genes present in the P. putida strain, build the genome of other bacteria from the

167 |Strona


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shanbhag%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19448082
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Omidinia%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22530089

Nauki przyrodnicze — Cze$¢ IV

Pseudomonas group, but do not occur in P. entomophila. The P. entomophila genome has been
remodeled to a much smaller extent by genetic mobile elements and bacteriophage insertions in
relation to other bacteria from the Pseudomonas group, and above all Pseudomonas putida (\Vodovar
et. al. 2005; Vodovar et. al. 2006). P. entomophila genome contains six putatively active transposases
and is devoid of type Il introns, which is one of the main differences between the genomes of both
strains (Dieppois et. al. 2014; Sarris and Scoulica 2011).

3. Virulence factors of Pseudomonas entomophila

The Pseudomonas entomophila bacteria has a number of virulence factors encoded by it's
genome. One of the main elements which allow to effective fight the host are proteases. P.
entomophila strain encodes three serine proteases (pseen3027, pseen3028, pseend433) and one
alkaline protease (pseen1550), that is not encoded by the P. putida genome (Liehl et. al. 2006). The
alkaline protease is an alkaline metalloproteinase— AprA homologue which main function is to
protect the bacteria against immune response of the host. The AprA protein is present in high amounts
in the bacterial supernatant of P. entomophila, which confirms its important function in the pathogenic
mechanisms of action on the insect's organism (Dieppois et. al. 2014). Additionally, the genome
sequence of P. entomophila contains genes for four catalases, two superoxide dismutases, three
hydroperoxide reductases and eleven S-glutathione transferases (Dieppois et. al. 2014). The P.
entomophila is capable of producing TccC— insecticidal toxin complex protein, which is characteristic
only for entomopathogenic bacteria. It's genome encodes proteins more distantly related to TccC and
TcdB, that the function in virulence mechanism has not yet been tested. The P. entomophila genome
encodes a number of virulent factors responsible for binding to the surface of host cells that affect the
adhesion of bacteria and colonization of the insect organism. The main compounds responsible for
adhesion are genes encoding the filamentous haemaglutinin, a surface adhesion protein and the
amyloid curli fiber. The bacterial genome of P. entomophila contains encoding genes for type |
secretion systems (T1SS) responsible for delivering proteins directly to the host cells. There is a single
locus of the conserved core of the type VI of secretion system gene. In addition, there are genes
encoding VgrG and Hcp proteins in the genome that are T6SS homologs. The P. entomophila strain
does not contain type Il secretion system, which are present in pathogenic bacteria. This fact suggests
an important role of type IV secretion system in the mechanism of host pathogen interactions
(Dieppois et. al. 2014; Sarris and Scoulica E. 2011; Zozaya-Hinchliffe et. al. 2010). Three orders of
insects: Diptera, Lepidoptera and Coleoptera are known for being susceptible to P. entomophila
infections. There are reports of the ability of these bacteria to infect Dictyostelium discoideum and
Cenorhabditis elegans. The effect of P. entomophila strain infection depends on the route of infection,
as well as the amount of bacteria that infect the host organism. Infections of D. melanogaster larvae
by pricking and introduction of bacterial paste into the inner cavity of the body, kill the host within
24 hours. Infecting the fruit fly by natural infection - orally, affects the slower development of
infection, and the lethal effect varies depending on the dose of the pathogen. Naturally infected D.
melanogaster by the addition to food bacterial suspension of OD600 = 50— 100 leads to colonization
of the host within 2-3 days (Dieppois et. al. 2014). Insect infection with a lower dose of bacteria -
OD600 = 5- 25, causes a lethal effect after 4 days. Infection with P. entomophila with a concentration
of less than OD600=1 does not have a lethal effect on D. melanogaster (Buchon et. al. 2009; Vallet-
Gely et.al. 2010) The virulence of P. entomophila depends on the ability of the intestinal epithelium
to defend the host organism, as well as on the production and distribution of virulence factors that
disrupt the organism homeostasis (Dieppois et. al. 2014).

4. Secondary Metabolites produced by Pseudomonas entomophila

The genome of Pseudomonas entomophila encodes five main groups of genes which
products are secondary metabolites. The first group encodes the non-ribosomal peptide and is
responsible for the production of hydrogen cyanide. the remaining four clusters code for the non-
ribosomal peptides that are responsible for the synthesis of the components building lipopeptides and
a polyketide (Dieppois et. al. 2014). The ability to produce hydrogen cyanide— HCN by P.
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entomophila bacteria, allows it to be included in the group of cyanogenic bacteria. Level of HCN
production depend on oxygen availability and in this case does not significantly affect the virulence
level of the strain. Among all groups of NRPS gene clusters in P. entomophila, one of them can have
a significant impact on bacterial virulence. The cluster consists of genes pseen0131, pseen0132,
pseen0133 (Vodovar et. al. 2005; Vodovar et. al. 2006). The production of secondary metabolites
does not significantly affect the ability to kill insects, however, it may be important to infect organisms
belonging to other groups. The P. entomophila genome encodes chitinases, lipases, proteases and
uncharacterized hydrolases. These enzymes possess hydrolytic activity and can degrade polymers
present in the environment as well as the insect body. In the nucleotide sequence of P. entomophila,
genes encoding compounds with bioremidal properties, numerous transporters and regulatory
elements allowing for adaptation to various environmental conditions are also recorded. The ability
to synthesis a number of secondary metabolites, as well as many genes encoding virulence factors,
allow P. entomophila to colonize a range of ecological niches - soil, rhizosphere and water systems
(Vodovar et. al. 2006; Shahbaz-Mohammadi and Omidinia, 2011). However, this bacterium is not a
plant pathogen (there are no genes encoding enzymes digesting plants components). It has been shown
that P. entomophila bacteria participate in the promotion of plant growth, counteracting the
development of fungal pathogens (Chattopadhyay et. al. 2004; Vodovar et. al. 2006). The ability to
grow and develop in many different envirionment as well as the virulence properties of P. entomophila
are regulated by GacS/ GacA two-component system. (Vodovar et. al., 2006). It's main elements are
the serine kinase and response regulator. This system fulfills an important role in adapting to changing
environmental conditions as well as activating virulence factors of Gram-negative bacteria (Heeb and
Haas 2001).

5. The impact of Pseudomonas entomophila infection on selected elements of innate
immunity of Drosophila melanogaster

The immune system of insects consists only of innate immunity mechanisms. This includes
humoral and cellular responses. Studies on the effect of Drosophila melanogaster infection by
Pseudomonas entomophila showed that the pathogen activates a number of elements of the host's
immune system. Among the elements of humoral response of D. melanogaster, immune peptides have
to be mentioned. Drosomicin, Diptericin and Attacin are produced by intestinal epithelial cells in
response to infection with Gram-negative bacteria. The synthesis of these peptides begins after
identification of diaminopimelic acid (DAP)-type peptidoglycan characteristic for Gram-negative
bacteria. DAP is the activator of the Imd signaling pathway responsible for the regulation of the
expression of antibacterial peptides. The infection with P. entomophila stimulates the synthesis of
immune peptides associated with the digestive system D. melanogaster. It has been proven that
activating the Imd pathway and increasing the synthesis of immune peptides against infection,
increases the chance of overcoming the infection (Kuraishi et. al. 2011; VVodovar et. al. 2005). In an
infected insect, increased synthesis of other components of the humoral immune response occurs. As
a result of infection with P. entomophila, increased synthesis of lysozyme occurs. Lysozyme is
synthesized de novo in a fat body and is a germicidal agent with a lytic effect. Although, a greater
stimulus for the synthesis of lysozyme is Gram-positive bacterial infection. In the case of P.
entomophila infections, this phenomenom is also presented. Due to infection, a dramatic increase in
synthesis of lysozyme is observed. there is also a dramatic increase in this component of the humoral
response of the insect. Another important element of the immune system of insects, whose activity is
changing is the phenol oxidase system. As a result of infection with P. entomophila, there is a
diagnosis of lipopolysaccharide located on the surface of Gram-negative bacteria. The phenol oxidase
system in insects is involved in the healing process and melanization of the insect's epidermis
(Vodovar et. al. 2006).

6. Effect of Pseudomonas entomophila infection on Drosophila mellangaster physiology

So far, the interaction of Pseudomonas entomophila with insect Drosophila melanogaster is
described. The main organ of the host that was first damaged as a result of infection is the gut
(Amcheslavsky, 2009). Fruit fly infection is usually caused by eating food contaminated with bacteria
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- usually fruit. It has been reported that under laboratory conditions D. melanogaster is easier to infect
with a suspension of bacteria in a solution of sucrose. Fly after infection with poisoned food with P.
entomophila stops eating other food (Dieppois et. al. 2014). It is not known whether this phenomenon
is directly caused by bacteria and whether it is the result of damage to the digestive system by
entomopathogen (Vallet-Gely et. al. 2008; Dieppois et. al. 2014). Bacterial cells that enter the intestine
can still divide and move colonizing subsequent sections of the digestive system. Examination of the
mechanism of interaction between P. entomophila and D. melanogaster allowed to follow the next
stages of morphological changes caused by the pathogen in the body of the insect. The infection of P.
entomophila causes the morphological changes of cells that build the intestinal gut of D.
melanogaster. The microvilli of intestinal epithelial cells are deformed. In later stages, the intestinal
epithelial cells are discrupted. About 24 hours after the infection with bacteria, no changes in the
construction of protective barriers (peritrophic matrix) are observed. This proves that the main
element involved in the fight against the pathogen is the gut. In the first day after infection, the bacteria
do not appear in hemocel D melanogaster (Vallet-Gely et. al. 2008). Infection to the intestinal
epithelium leads to an oxidative burst that limits the growth of bacteria in the gut. The ability of P.
entomophila to synthesize proteins responsible for resistance to oxidative stress, allows the bacteria
to survive the hostile conditions in the host organism (Dieppois et. al. 2014). In the digestive tract of
insects, the pH is acidic and its values are in the range of pH=2-3.A number of antibacterial
substances, for example lysozyme, are produced in the digestive system. A large tolerance for external
conditions allows survival of P. entomophila, even at acidic pH and in the presence of lysozyme. In
the insect gut, as a result of infection, the reactive oxygen species are produced by the NADPH Duox.
P. entomophila bacteria are resistant to reactive oxygen species, which increases resistance to the first
line of defense (Ha EM et. al. 2005; Mulet et. al. 2012).

7. Summary

The Pseudomonas entomophila bacteria stand out against other strains classified in the
Pseudomonas order as well as other entomopathogenic strains. The study of genome sequencing
significantly increased the state of knowledge about this bacteria and provided valuable information
about the mechanism of its action. These bacteria are deprived of a type 11 secretion system, highly
pathogenic to insects and non-pathogenic to plants. Lack of ability to infect plants gives the possibility
of recognizing this strain of bacteria as a potential biopesticide. However, this conclusion should be
supported by other studies on the ability to infect other insects. The influence of the bacterial strain
on the bee organism should also be examined, due to the usefulness of these insects to humans and
their use in agriculture. Another important aspect of P. entomopbhila research is further analysis of it’s
virulence factors and studies concerning the effect of individual virulence factors on different host
organisms (Vodovar et. al. 2005; Vodovar et al. 2006; Dieppois et. al. 2014).
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Abstract

Insects are the most common group of pests. They cause a significant loss in gathered yields
and contribute to contamination of the environment. Chemical pesticides, which are the most popular
group of insecticides, not only are lethal to specific pests, but also to nontarget organisms. To protect
the environment and limit the contamination caused by chemicals, scientists have been developing
new insecticides based on biological factors. Among these factors are entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae. Both fungal species are highly pathogenic to specific
insects, yet they are safe for humans. In addition, they contribute to the reduction of chemicals present
in the environment. What is more, biopesticides based on entomopathogenic fungi are highly effective
against pests and have a low production cost in comparison to traditional chemical pesticides. Thanks
to molecular biology, scientists can reach a better understanding of the mechanisms of fungal activity
against insects. This allows to develop new, more specialized, and more effective fungal
bioinsecticides, which is crucial for a rational pest management program.

1. Introduction

Pesticides are chemical substances that have been used for the control of insect pests for
many decades. Unfortunately, these chemicals cause downside effects. They poison nontarget
organisms and contribute to groundwater contamination. These unwanted characteristic of chemical
pesticides have forced scientists to develop alternative, bio-friendly insecticides. Among biological
control agents, plant protection with entomopathogenic fungi has a key role in practical pest
management program. The factors that make fungi a great potential source of biocontrol agents are:
their high reproductive abilities, short generation time, target-specific activity and capabilities to
survive a longer time in an environment, which is crucial when the host is absent. The use of
entomopathogenic fungi has a broad range of advantages in comparison to conventional chemical
pesticides. These include high efficiency, reduction of chemicals in the environment, low cost of
production and primarily safety for human and other nontarget organisms, which share a common
niche with insect pests. Fungal bioinsecticides, unlike bacteria and viruses, do not need to be ingested
by insects in order to infect them. Entomopathogenic fungi invade their hosts directly through their
cuticle, which make them easier to apply than other biocontrol agents. What is more, almost all insect
species are susceptible to fungal infection. Currently there are approximately 750 species of fungi that
cause infection in insects. Fungi produce spores that infect their host by germinating on the surface
of cuticle and then overgrowing the insects’ body. Death occurs between 4 and 10 days, depending
on the number of infecting spores and fungi species. After death of the host, the fungus produces
thousands of new spores on the dead body, which disperse and infect new insects. In this paper we
want to discuss the properties of two popular entomopathogenic fungi: Beauveria bassiana and
Metharizium anisopliae (robertsii)(Gul 2014).

2. General characteristics of Beauveria bassiana and Metharizium anisopliae

Beauveria bassiana is a worldwide soil fungus responsible for white mustardine disease.
Originally the fungus was known as Tritirachium shiotae. It was renamed after the Italian scientist
Agostino Bassi, who implicated this fungus as the agent of white mustardine disease in silkworms.
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Beauveria species, including Beauveria bassiana, are easy to differentiate from other fungi thanks to
their morphological properties. B. bassiana is a filamentous fungus that produces colourless aerial
conidia from conidiogenous cells. First, conidia are produced on the top of conidiophore. Next,
conidium grows laterally in the middle of the first neck of conidiophore and then is pushed upwards
by sympodial growth, which results in a fully grown and unique type of fungi conidia. B. bassiana
colonies grow slow. They tend to have wooly structure, with colours varying from white to yellow or
even pink. Their hyphae are colourless and smooth, usually about 2 pm wide. Condiogenous cells
consist of a globose base, globose conidia and denticulate rachis (Omkar 2016; Saranraj and Arul
2017). The genus Metharizium consist of 9 Metharizium species widely spread across the World.
Currently, only three of the characterized species are of importance to economics and science:
Metarhizium anisopliae, Metarhizium album, and Metarhizium flavoviride (Sandhu 2000). The M.
anisopliae species, which has the highest entomopathogenic potential is responsible for ,,green
muscardine” disease. Fungus is characterized by branching conidiophores and rounded to conical
conidiogenous cells, which are part of dense hymenium. Conidia are round or ovoid, forming chains
which aggregate into tubular, bright green to yellow columns (Sandhu 2000; Jackson and Jaronski
2009). Both entomopathogenic species: Beauveria bassiana and Metharizium anisopliae can infect a
broad spectrum of insect hosts.

3. Mode of host infection by Beauveria bassiana and Metharizium anisopliae

The proccess of infection starts with adhesion of conidia or blastospores to the cuticle of a
vulnerable host. Cuticle of insects is a heterogenous structure which can change depending on the
insects’s developmental stage. The outer layer of cuticle is called epicuticle. Below epicuticle, the
next layer — procuticle - is divided into exo-, meso-, and endo-cuticular layer. The last layer of
cuticle — epidermidis - surrounds and protects the internal structures of insects’ body. Attachment of
the spores is a passive process catalysed by water and air transmission. Beauveria bassiana produces
three types of spores: aerial, submerged conidia and blastospores, all of them are infective. It has been
found that spores of B. bassiana are surrounded by a layer compound of interwoven fascicles of
hydrophobic rodlets. This unique layer is characteristic for dried spores, since it has not been detected
on the vegetative cells. The process of adhesion of dry spores to an insects’ cuticle is caused by non-
specific hydrophobic forces caused by the hydrophobic rodlets. In B. bassiana, two hydrophobins
have been found: Hyd1 and Hyd2. These molecules are responsible for rodlet layer assembly, which
is crucial for adhesion to host cuticle and virulence of fungi (Zhang et al. 2007). In M. anisopliae two
genes have been characterized as responsible for expression of adhesion proteins: Madl and Mad2.
It has been found that the loss of the Mad1 protein resulted in difficulties in adhesion to host cuticle,
germination, blastospore synthesis and virulence of fungi. Further analysis of adhesion proteins
suggested that the Mad2 protein is responsible for target-specific adhesion and the loss of this
molecule resulted in decreased adhesion. Unlike the loss of Mad1 did not affect fungal differentiation
and virulence (Chengshu and Leger 2007). Once entomopathogenic fungi attach to the insects’ cuticle
via specialized hydrophobins and adhesins, the germination and growth begins. The further growth
of fungi depends on nutrients, oxygen, hydrogen, suitable pH and temperature. Hydrocarbons present
on insect cuticle such as aliphatic and methyl-branched alkanes have been described as perfect
nutrients for B. bassiana. Once the fungi are attached, the process of penetration of host cuticle is
started.

4. Penetration of host cuticle by B. bassiana and M.anisopliae

As mentioned before, fungi infect insects directly by penetration of the cuticle. The
penetration process starts when the germ tube or appresorium is formed. Appresorium is a specialized
structure which assists the fungi in breaching the cuticle and helps reaching the hemocel. Formation
of appresorium is dependent on the host surface tomography and involves intracellular messenger
molecules like Ca?* and cyclic AMP. Entomopathogenic fungi penetrate the cuticle and reach the
hemocel of the host to obtain nutrients crucial to further growth and reproduction. ,,Entry” requires
mechanical pressure and enzymatic degradation. It has been shown that proteins are a major
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component of insect cuticle. B. bassiana and M. anisopliae produce a variety of enzymes including
proteases, lipases and chitinases, capable of degrading cuticle. The most abundant group of cuticle-
degrading enzymes found in B. bassiana and M. anisopliae are proteases such as trypsin,
chymotrypsin, esterase, collagenase, and chymoelastase. What is more, endoproteases and
aminopeptidase are also involved in formation of appresorium (Pedrini et al. 2013; Sanchez-Perez et
al. 2014). In M. anisopliae species, scientists have found genes encoding the protein kinases, which
are involved in penetration processes. For example, MaHog1 gene (a member of the Hog1/Sty1/p38
MAP-kinase gene family), which encodes for Hogl kinase that regulates the penetration and Chi2
gene, which encodes for an endochitinase which regulates the penetration of the host cuticle and
reduces the time to kill the host. Further analysis showed that also a membrane proteins, the
tetraspanins, regulate the turgor pressure of appressorium and the expression of protein and chitin
degrading enzymes. Tetraspanins also regulate the expression of ApsA (anucleate primary sterigmata)
and kinesin. These molecules contribute to sensing the environment of the host and start the
germination of the fungi using nutrients found on the hosts cuticle (Aw and Hue 2017). As mentioned
before, cuticle is a complex structure, which may differ during the life cycle of an insect and is a
compound of several various layers. To overcome this protection, fungi enzymes need to work
synergistically to fully penetrate the host cuticle. For example, in lipid degradation by B. bassiana
performed by eight cytochrome P450 enzymes, four catalases, three lipases/esterases, a long-chain
alcohol, aldehyde dehydrogenases and putative hydrocarbon carrier protein (Pedrini et al. 2013). In
addition, environmental factors such as temperature, sunlight and humidity influence the whole
process of infection, from the adhesion to the host to germination and penetration of the cuticle. Both
B. bassiana and M. anisopliae can infect a broad range of different insect species spread across the
world, thus presented infection factors vary between local species in presented enthomopatogenic
fungi. After a successful penetration, the fungi are spread inside the hemocel forming yeast-like
structures called blastospores. In order to get maximum nutritions they reach the insect’s respiratory
system. Host’s death results from mechanical damage of tissue, lack of nutrients in the body and
primarily synthesis of fungal toxins (Sinha et al. 2011).

5. Fungal toxins

Entomopathogenic fungi produce various toxins, which have a different effect on insect’s
tissues. Beauveria bassiana produces many insect toxins such as: beauvericin, beauverolides,
bassianolide, and isarolides. Analysys of insects infected with Metharizium anisopliae have showed
presence of cytochalasins and destruxins (DTXs). DTXs are cyclic peptides that posses ester linkages
and consist of five aminoacids and D-a hydroxyl acid. They are produced relatively late in the insects’
body, usually after the mycelium is grown. Destruxins are capable of modulating the host cellular
immune system, which involves prevention of phagocytosis and nodule formation. What is more,
DTXs cause immune depressant activity in insects and can modulate insect signalling pathway by
activating calcium dependent channels in the insects” muscle. Currently, over 28 different destruxins
have been found, most of them are synthetized in M. anisopliae species (Samuels et al. 1988; Vey et
al. 2001). The main role of destruxins is to simplify the establishment of fungi germination in the
insect hemocel (Samuels et al. 1988). Beauvercin has been isolated from B. bassiana and various
Fusarium strains. Structure of the toxin could be described as a cyclic lactone trimer of amide of N-
methyl I-phenylalanine and d-a-hydroxyisovaleric acid. Beauvercin structure allows the molecule to
react with divalent cations and form complexes, thus it can be described as an ionophore. Beauvericin
is highly cytotoxic to mosquito larvae, blowflies, and Colorado potato beetle, which make it a good
insecticide. Bassianolide is another toxin isolated from B. bassiana strains. Structurally, bassianolide
is a cyclic polymer of d-a-hydroxyisovaleryl L-N-methylleucinol. It functions as an ionophore,
similar to beauvericin and is highly entomopathogenous on Bombyx mori larvae and pupae. Injection
of bassianolide in water solution caused infection symptoms at a dose of 2 pg/larvae and was lethal
at a dose of >5 pg/larvae (Sinha et al. 2011).
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6. Production and application of pesticides based on Beauveria bassiana and Metharizium
anisopliae

High virulence of Beauveria bassiana and Metharizium anisopliae, as well as their ability
for mass production at low costs make them the most popular entomopathogenic fungi used in
production of insecticides. Various B.bassiana and M. anisopliae-based products have been
developed and spread across the globe for use against a broad spectrum of pests of fields, forest or
greenhouse. Currently, extensive research is being conducted to improve the methods of fungal mass
production and to better understand the mechanisms as well as virulence factors of entomopathogenic
fungi. The most common method of production of the fungus is the use of artificial media. For fungal
colonization,what perfectly works is placing the dishes that contain culture grown on agar media in
fields or forests. However, most of mass production methods involve the use of vegetables as the
medium. Grains such as rice, wheat, barley and millet have been succesfully used in various fungal
cultures. A millet-based growth medium has been reported to be one of the most successful. It
provides all the crucial nutrients for the fungi and support its growth in the niche in absence of host
insects. In a general scheme of this type of medium, millet grains are placed in a polivinyl container,
which is soaked in water that contains citric acid. Then, the medium is boiled at 90°C for 1 h and
autoclaved at 121 °C for 30 min. After that, the bag is incubated at 25°C for a period of 3 weeks, then
the culture is dried. The whole process results in granule production with the concertation of 1.1 x
108 B. bassiana conidia per gram of grain (Gouli 2008). Another method of large-scale production of
conidia is conducted with the use of a fermenter. Fungi are placed on shallow plats in the fermenter
on an average depth of 1 cm. After several days the conidia are produced. The next medium worth
mentioning is a solid substrate that is attractive to the target insects and can be used as a bait. Insects
during feeding stage are often a good target for the bait. However, some of insect species
demonstrated the ability to avoid these traps by sensing the presence of the entomopathogenic fungi.
Good example are termites, which are highly susceptible to infection by B. bassiana and M.
anisopliae. They are able to avoid fungal infection by sealing off the contaminated tunnel to prevent
it from infecting them and others in the ,,pack”. However, cellulose bait coated with M. anisopliae
overcome the repellence of the insects (Staples and Milner 2009). Another approach worth
mentioning is a production of mycelium in a submerged culture. After the fungi are grown, the culture
is filtered and thin mats approximately 3—6 mm thick are made and treated with a sugar solution (10%
maltose or sucrose) as desiccation protectant. The mat is dried at 20-25°C and divided into small,
aproximately 2mm particles. These particles are introduced into the field, greehouse or even house
area and after exposition to moisture, commence production of conidia.The production of new conidia
is constantly running for the next several days, thereby providing fresh inocula for a considerable
amount of time. The formulation of insecticides based on fungi encounters issues related to e.g a half-
life of the conidia. Unlike chemical insecticides, the use of organic solvents in production is not
possible, because they cause death of living organisms in biopesticides. Currently, most commercial
preparations are in the form of oils or wettable powders. Wettable powders, the most popular form of
fungal insecticides, contain: 0-80% technical powder, 15-45% filler, 1-10% dispersant, and 3-5%
surfactant. After mixing with water that can be applied to the foliage as a standard spray. What is
more, powder can also be applied directly into the soil. Powder contains a number of additives to
protect the fungi from UV light, promote germination of fungal spores or enhance the ability of spores
to stick on the plants (Kim et al. 2010). Second most popular carrier for fungal spores are oils. Variety
of oils is added to improve the validity of fungal-based preparations and their efficiency in dry
climates. What is more, oils increase survival and viability of conidia, stimulate germination, help
spores adhere on the plants and assist in penetration of insect cuticle by disrupting the waxy layer.
The most popular oil carriers used in these products are mineral and paraffin oil (Moore et al. 1995).
Vegetable oils such as corn and cotton seed oil have also been suggested as effective carriers.Viability
of conidia in corn oil was higher than 98% for 9 months of storage at 25 °C, but drastically fell to
23% at 21 months of storage (Moore et al. 1995; Kim et al. 2011). Effectiveness of fungi as pesticides
not only depends on fungal type but also on method of application. We can distinguish four main
methods of fungal applications: tipping the plant or roots, spraying the foliage, treating the soil and
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using vectors. A list of commercially avaible B. bassiana and M. anisopliae products, as well as target
pests, crops and formulation is presented below in Table 1

Tab. 1. Formulations of Beauveria bassiana and Metharizium anisopliae pesticides (Sinha et al.
2011).

Fungi Target Pest Crop Product and company Formulation
Beauveria Sucking Igé)str:gﬂge Naturalis™, Tray Liquid
bassiana insects 9 crops Bioscience, USA formulation
Beauveria Coffee Conidia, AgroEvo, Suspendible
. Coffee .
bassiana berry borer Germany, Columbia granules
. Whiteflies/ Mycontrol-
B;)eauyerla Aphids/Thr Field crops WP/Mycotech Corp, Wettable
assiana - powder
ips USA
Beauveria . Ostrinil/Natural plant Microgranule
h Corn borer Maize . -
bassiana protection/France s of mycelium
. Conidia on a
Metharizium Termites Houses athTM/EEoIg;ience/US mycelium
anisopliae P placed in
A
trap/chamber
Glasshouse - .

Metharizium Black vine ornamental Biologie Bio Granules of
L - 1020/Bayer AG, :
anisopliae weevil Ccrops, nursery G mycelium

ermany
stock houses
Metharizium Locusts, Biogreen/Biocare Conidia
anisopliae Grasshoppe Pasture/turf Technology Pvt. produced on
P rs Ltd./Australia grains

7. Conclusion

The use of fungal insecticides in biocontrol of insects is key in practical pest management
program. They allow for a better environment protection and biodiversity in comparison to chemical
substances. However, the use of Beauveria bassiana and Metharizium anisopliae and other
entomopathogenic fungi cause some concern among scientists. Fungal products require 2—3 weeks to
kill the insects, the inoculum has a short expiration date and application of preparations often needs
to coincide with high relative humidity. Also, it has been reported that some of saprophytic fungi may
contribute to contamination of environment with mycotoxins. However, advantages of using fungal-
based pesticides highly exceed the disadvantages. Today, thanks to modern techniques used in
molecular biology, scientists can overcome most difficulties related with the fungi. There is also a
need for further understanding of the mechanisms of enthompatogenic fungi in order to develop new,
more specialized and more effective fungal bioinsecticides.
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Streszczenie

Biofilm bakteryjny stanowia przylegajace do powierzchni statych zorganizowane struktury,
utworzone przez komoérki jednego lub wielu gatunkéw drobnoustrojow. Badania biofilmow mogg by¢
prowadzone m. in. metodami mikroskopowymi, dotycza wowczas ich cech fenotypowych, sktadu
gatunkowego, etapow powstawania i mechanizmoéw funkcjonowania, sposobow komunikacji migdzy
bakteriami (quorum sensing) oraz interakcji migdzygatunkowych (synergizm, antagonizm). Oprocz
tradycyjnej mikroskopii optycznej, do metod mikroskopowych stosowanych w badaniach biofilméw
naleza m.in.: skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), mikroskopia sit atomowych (AFM),
mikroskopia konfokalna w potaczeniu z hybrydyzacja fluorescencyjng in situ (FISH) oraz
peptydowymi kwasami nukleinowymi (PNA), konfokalna laserowa mikroskopia skaningowa
(CLSM), mikroskopia ze skanujacg sondg (SPM), skaningowa transmisyjna mikroskopia
promieniowania X (STXM) oraz konfokalna mikroskopia ramanowska (CRM).

1. Wstep

Niniejsza praca stanowi kontynuacje tematyki podjetej w pierwszej i drugiej czeSci
monografii (Biofilm bakteryjny wielogatunkowy — metody badania i wizualizacji na powierzchniach
abiotycznych. Cze$¢ I — przeglad metod barwiacych i metabolicznych. Czgs¢ 11 — przeglad metod
genetycznych 1 fizycznych). Ztozono$¢ biofilméw utrudnia ich wyczerpujaca analize
z wykorzystaniem jedynie metod barwigcych i metabolicznych, dlatego wymaga potaczenia réznych
technik eksperymentalnych, do ktérych naleza metody genetyczne, fizyczne i mikroskopowe. Za
pomoca nowoczesnych metod mikroskopowych mozna przeprowadzi¢ m.in. analizg tréjwymiarowe;j
struktury biofilmu, w ktorej mozna zaobserwowac przestrzenne zréznicowanie umiejscowienia w niej
bakterii, wzajemnych relacji iloSciowych oraz przestrzennych interakcji pomig¢dzy drobnoustrojami.
W przedstawionej ponizej charakterystyce tych metod podkreslono zaréwno ich zalety jak
i ograniczenia.

2. Opis zagadnienia

Tradycyjna mikroskopia optyczna (Swietlna) jest podstawowa technika wystarczajaca do
wizualnej identyfikacji tworzenia biofilmu, niezawodna do wykrywania biofilmoéw bakteryjnych jako
ognisk infekcji (przedstawia warto$¢ diagnostyczng i prognostyczng) oraz do ilo$ciowej oceny
biomasy biofilmu. Stwierdzono, ze absorpcja $wiatla przez biofilmy koreluje z masg komorek
bakteryjnych tworzacych biofilm oraz z catkowita masa biofilmu. Zauwazono istnienie liniowej
relacji migdzy intensywnoscig piksela w obrazach biofilmu na ptaszczyznie wyznaczonej osiami x
iy, a odpowiednig liczbg komérek (0§ z), co umozliwia obliczenie grubo$ci biofilmu. Dzieki
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stosunkowo matemu powigkszeniu, mikroskopia §wietlna umozliwia obrazowanie wigkszych czesci
probki w poréwnaniu z mikroskopia elektronowsa. Z tych powodéw badania przy uzyciu mikroskopii
$wietlnej 1 transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM) lub skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM) zapewniaja lepsza korelacj¢ uzyskanych wynikow.

Zalety metody: przygotowanie probki jest tatwe, preparaty barwione sa metoda Grama,
Browna i Brenna oraz hematoksyling i eozyng (H&E); jest to metoda praktyczna i tania. Ograniczenia
metody: nie jest osiagnigty poziom powigkszenia i rozdzielczosci konieczny do okreslenia
migdzykomoérkowych i komorkowych relacji; po osiagnieciu maksymalnej wykrywalnej
intensywno$ci nasycenia pikseli niemozliwe jest dostrzezenie dalszych réznic w grubosci;
niemozliwe jest zréznicowanie morfotypowe poszczegbdlnych gatunkoéw bakterii (de Carvalho i in.
2007, Davis i in. 2008, Hochstim i in. 2010, Hong i in. 2014, Oates i in. 2014, Richardson i in. 2009,
Toth i in. 2011, Winther i in. 2009).

Wobec niedoskonatosci podstawowych technik mikroskopowych, w celu identyfikacji
i topograficznej wizualizacji bakterii w wielogatunkowym biofilmie, konieczne jest zastosowane
zaawansowanych technik mikroskopowych, do ktérych nalezag m.in.: skaningowa mikroskopia
elektronowa (SEM), mikroskopia sil atomowych (AFM), mikroskopia konfokalna w polaczeniu
z hybrydyzacja fluorescencyjng in situ (FISH) oraz peptydowymi kwasami nukleinowymi (PNA),
konfokalna laserowa mikroskopia skaningowa (CLSM), mikroskopia ze skanujaca sonda (SPM),
skaningowa transmisyjna mikroskopia promieniowania X (STXM) oraz konfokalna mikroskopia
ramanowska (CRM).

3. Przeglad literatury

3.1 CLSM (Confocal Laser Scanning Microscopy)

Konfokalna laserowa mikroskopia skaningowa to metoda wykorzystujaca mikroskop
optyczny wyposazony w wiazke laserowa. Jest obecnie najbardziej wszechstronng technikg
mikroskopowa do wizualizacji struktury przestrzennej biofilmu i metoda z wyboru do kwantyfikacji
biofilmu. Umozliwia wizualizacj¢ calego biofilmu komorkowego, tj. materialu macierzy
zewnatrzkomérkowej oraz uwodnionych zywych komoérek w trzech wymiarach. Mozliwe jest
skanowanie grubej probki biologicznej, poprzez przetwarzanie obrazu linia po linii, w osiach x, y i z.
Wiekszo$¢ barwnikéw fluorescencyjnych stosowanych w badaniach biofilmu wybarwia sktadniki
komorkowe, a nie sktadniki macierzy, dlatego zobrazowanie macierzy zewnatrzkomorkowej jest
trudniejsze, a EPS (egzopolisacharyd) jest nazywany ,.ciemng materig biofilmu”. Jednoczesne
zastosowanie kilku sond fluorescencyjnych umozliwia rownoczesne obrazowanie poszczegélnych
sktadnikow biofilmu. Sondy najczesciej uzywane do oznaczania komodrek drobnoustrojow
w biofilmie to SYTO-9 i SYBR-Green. Jest rOwniez stosowany zestaw dwoch barwnikéw: SYTO-9
oraz jodek propidyny (PI), obydwa reaguja z kwasami nukleinowymi, lecz r6znig si¢ zdolnoscig do
przenikania przez nieuszkodzone blony bakteryjne. SYTO-9 o matej masie czgsteczkowej przenika
do wnetrza komorek przez spdjne blony cytoplazmatyczne (komorki zywe) i zabarwia je na zielono.
PI o duzej masie czasteczkowej przenika tylko do komodrek z uszkodzeniami w btonach (komorki
martwe) i zabarwia je na czerwono. Zastosowanie tych barwnikéw umozliwia zatem zréznicowanie
populacji bakterii obecnych w biofilmie na komorki zywe i martwe pod wzgledem roznic w ciaglosci
blon cytoplazmatycznych. Fluorescencja z o$wietlonego punktu jest zbierana w obiektywie,
a nastepnie transformowana przez fotodiode na sygnat elektryczny przetwarzany przez komputer.
Informacje ze wszystkich pikseli sa sktadane, dajac obraz 3D o wysokim kontrascie i rozdzielczo$ci.
Mozna potaczy¢ ta metode z konfokalng mikroskopig ramanowska (CRM), co umozliwia okreslenie
rozktadu przestrzennego biomasy i wody, a takze sktadu gatunkowego biofilmu.

Zalety metody: umozliwia jednoczesng oceng struktury przestrzennej biofilmu bakteryjnego
1 identyfikacj¢ gatunku bakterii, jest szczeg6lnie przydatna do badania grubych, wielowarstwowych
probek, np. EPS biofilmu bakteryjnego; pozwala na obrazowanie proceséw rozwojowych biofilmu
wczasie; w kontekScie wielogatunkowych biofilméw pozwala na analize konkurencji
mi¢dzygatunkowej; umozliwia ocen¢ wplywu $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych na zywotnosé
komorek. Ograniczenia metody: zaktocenia lokalnych wlasciwosci fizykochemicznych biofilmu po
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reakcji z sondami fluorescencyjnymi; auto-fluorescencja probki ukrywajgca sygnal z badanej
komorki, metoda pozwala tylko na badanie pélilosciowe, poniewaz mozna stosowaé jednocze$nie
tylko kilka barwnikoéw i pokaza¢ tylko kilka elementow w tym samym obrazie (Azeredo i in. 2017,
Franklin i in. 2015, Guilbaud i in. 2015, Neu i in. 2014, Pan i in. 2016, Pantanella i in. 2013, Raszka
i in. 2009).

3.2 CRM (Confocal Raman Microscopy)

Spektroskopia Ramana (mapowanie ramanowskie) opiera si¢ na wzorach rozproszenia
$wiatta wykrytych po napromieniowaniu probki $wiattem monochromatycznym. Wiazka
promieniowania elektromagnetycznego o znanej dtugos¢ fali uderza w analizowana probke. Mierzy
si¢ rozproszenie promieniowania i przesuni¢cie w energii. Spektroskopia Ramana zostata
wykorzystana do zdefiniowania chemii materialow matrycowych w biofilmach. Czgstotliwos¢
rozproszenia §wiatla w biofilmie rézni si¢ od czgsto$ci jego rozproszenia przez poszczegodlne
substraty, co moze by¢ wykorzystane do badania sktadu chemicznego biofilmu. Spektroskopia
ramanowska wzajemnie uzupelnia si¢ ze spektroskopia w podczerwieni (IR), ale widmo ramanowskie
jest latwiejsze w interpretacji. Konfokalna mikroskopia ramanowska pozwala na uzyskanie
informacji na temat chemicznych ,,odciskow palcow” roznych biofilméw. CRM najczesciej
wystepuje w potaczeniu z CSLM i stuzy do okreslenia przestrzennej dystrybucji biomasy i wody oraz
sktadu chemicznego zywego biofilmu. Rozproszenie Ramana jest raczej stabym efektem, moze on
jednak by¢ znacznie wzmocniony. Powierzchniowo wzmocniony efekt Ramana — SERS (Surface-
Enhanced Raman Scattering) umozliwia wzmocnienie efektywnego ramanowskiego przekroju
czynnego (Raman cross-section) czasteczek zaadsorbowanych na powierzchni metalu (tzw.
adsorbatu) o kilka rzedoéw wielkosci w stosunku do efektywnego ramanowskiego przekroju czynnego
czasteczek nie zaadsorbowanych. Ta metoda umozliwia zatem bezposrednie dotarcie do
nieosiagalnych do tej pory probek, takich jak wnetrze komorki bakteryjnej oraz jej poszczegdlne
kompartmenty. Stuzy do badania komunikacji miedzykomorkowej (quorum sensing) w oparciu
0 wydzielane czasteczki jako sygnaty.

Ograniczenia metody: maty efektywny ramanowski przekrdj czynny obnizajacy poziom
sygnalu, co uniemozliwia uzycie CRM w badaniach na poziomie pojedynczej molekuty; mozliwosé
termicznej degradacji probki; pojawienie si¢ silnego tta fluorescencyjnego pochodzacego od
zanieczyszczen biologicznych; skomplikowana konfiguracja warunkow eksperymentu w celu
uzyskania sygnatow wysokiej jakosci; trudno zbadaé glebsze warstwy grubych biofilméw (Bodelon
i in. 2016, Pantanella i in. 2013, Raszka i in. 2009, Schlucker 2014).

3.3 SEM (Scanning Electron Microscopy)

Skaningowa mikroskopia elektronowa wykorzystuje wigzke elektronow, tj. promieniowanie
o krotkiej dlugoscei fali i o wysokiej energii, dzigki czemu ma wysoka rozdzielczo$¢ i powigkszenie
rzedu nanometrow. Dostarcza informacji o strukturze przestrzennej biofilmu i wykrywa obecnosé
EPS. Jest szeroko stosowana do wizualizacji powierzchni mikrokolonii, jak rowniez dojrzatego
biofilmu. Uwidacznia struktur¢ powierzchni probki, chociaz nie posiada rozdzielczoSci pionowe;.
Umozliwia wizualng analiz¢ powstawania jak i redukcji biofilmu. Moze by¢ uzywana w potaczeniu
ze skoncentrowana wigzka jonowa (FIB), co umozliwia zbadanie wnetrza biofilmoéw przez usunigcie
odstonigtych warstw powierzchniowych i/lub przekrojowe cigcia. Metoda ta umozliwia identyfikacje
trojwymiarowej struktury biofilmu bakteryjnego bez mozliwosci uwidocznienia pojedynczych
komorek bakteryjnych. W celu uwidocznienia komorek bakteryjnych mozna dodatkowo oceniaé¢
wycinki w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM). Niestety ani SEM ani TEM nie
identyfikuja gatunkow bakterii tworzacych biofilm. Jest to niezwykle przydatne narzedzie dla analizy
poréwnawczej w badaniach biofilmu przy ocenie dziatania antybakteryjnego zwiazku czy leczenia.

Zalety metody: wyzsza rozdzielczo$¢ wizualizacji (od 50 do 100 nm) i glebia ostrosci
W poréwnaniu z innymi technikami obrazowania; pomiar i kwantyfikacja danych w 3D; szeroki
zakres powigkszen do analizy probki biofilmu (20 do 30 000 razy). Ograniczenia metody: zmudne
i czasochtonne przygotowanie probek (konieczne jest ich utrwalanie, odwodnienie i powlekanie
materiatlem przewodzacym, ktory moze zniszczy¢ strukture probek lub powodowac artefakty), aby
byty odpowiednie do operacji prézniowych.
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Suszenie punktowe jest najczesciej stosowang metoda suszenia biofilméw w przypadku
SEM, chociaz doprowadza to do znacznej utraty EPS. W zwigzku z tym, ze obrazowanie SEM
wymaga wysokiej prozni, probki musza by¢ solidnie odgazowane. Ograniczenia SEM w tym zakresie
zaowocowaly powstaniem alternatywnych metod w badaniach biofilmu, takich jak cryo-SEM
i environmental-SEM (ESEM). Metoda cryo-SEM pozwala na zachowanie biofilmu w zamarznigtym
stanie uwodnionym oraz na zamrazanie-pgkanie, gdzie zamrozona probka biologiczna jest fizycznie
rozbijana, aby odstoni¢ szczegély strukturalne ptaszczyzny peknigcia odsltaniajac wewnetrzng
strukture biofilmu. Metoda ESEM, w przeciwienstwie do cryo-SEM, zachowuje integralnosc¢
biofilmu w stanie naturalnym poprzez gwattowne zamrazanie probki (i zachowanie jej wrazliwych
struktur  komoérkowych), umozliwia obrazowanie w $rodowisku gazowym uwodnionych
i nieprzewodzacych biofilmow bakteryjnych, na ktore nie maja wptywu artefakty i odwodnienie
(Azeredo i in. 2017, Bleck i in. 2010, Franklin i in. 2015, Garcez i in. 2013, Hannig i in. 2010, Karcz
iin. 2012, Paniin. 2016, Pantanellaiin. 2013, Raszka i in. 2009, Timp i in. 2008, Wilson i in. 2017).

3.4 STXM (Scanning Transmission X-ray Microscopy)

W skaningowej transmisyjnej mikroskopii promieniowania X probka jest oSwietlana mono-
lub polichromatyczna wigzka promieniowania X. Jest to metoda szeroko stosowana do badania sktadu
komorek bakteryjnych i biofilméw o nominalnej rozdzielczosci 25 nm. Metoda synergistyczna
z innymi metodami rentgenowskimi, np. fluorescencja rentgenowska. Zalety metody: probki nie
wymagaja szczegolnego przygotowania, promieniowanie X nie uszkadza probek w przeciwienstwie
do promieniowania elektromagnetycznego (EM). Ograniczenia metody: zlozone i kosztowne
oprzyrzadowanie (Srivastava i Bhargava 2016, Wilson i in. 2017).

3.5 SPM (Scanning Probe Microscopy)

Zasada dziatania mikroskopii ze skanujaca sondg polega na skanowaniu pola widzenia
mikroskopu liniami, kazda linia jest nastgpnie mierzona punkt po punkcie, a obraz tworzony jest na
podstawie tych pojedynczych punktéw pomiarowych. Wybdér punktu pomiarowego nastgpuje
poprzez poruszanie nad probka sondy, zasadniczy pomiar okreslonej wtasciwosci badanej probki jest
dokonywany za pomoca tej samej sondy. Skanowanie z reguly realizowane jest za pomocg skanerow
skonstruowanych w taki sposob, ze probka moze poruszac si¢ wzgledem gtowicy mikroskopu z sonda
w trzech wymiarach. Poruszanie poziome zapewnia wybor kolejnych linii obrazu (wspotrzedna y)
oraz skanowanie linii (kolejne punkty — wspotrzedna x). Skaner pionowy — z reguly o wigkszej
rozdzielczo$ci — zapewnia uzyskiwanie zmiany pionowego potozenia sondy wzglgdem probki
(wspotrzgdna z). Jedng z odmian tej metody jest mikroskopia sit atomowych, opisana ponizej. Istnieje
réwniez technika bedaca potaczeniem SPM ze spektroskopia ramanowska, tzw. Tipenhanced Raman
Spectroscopy (TERS). Ograniczenie metody: moze by¢ analizowana tylko powierzchnia biofilmu
i warstwy jej najblizsze, nie nadaje si¢ do badania dojrzatych biofilmoéw o grubosci kilkudziesieciu
mikronéw (Raszka i in. 2009, Srivastava i Bhargava 2016, Wilson i in. 2017).

3.6 AFM (Atomic Force Microscopy)

Mikroskopia sit atomowych umozliwia uzyskanie obrazu powierzchni ze zdolno$cig
rozdzielcza rzgdu wymiardw pojedynczego atomu, dzicki wykorzystaniu sit oddziatywan
mi¢dzyatomowych na zasadzie przemiatania ostrza nad lub pod powierzchnig probki. Sonda wywiera
ultra-niskie obcigzenia na powierzchni probki, umozliwiajac w ten sposob iloSciowy pomiar
i mapowanie elastyczno$ci biofilmu oraz odtaczanie bakterii od podtoza. Technika ta umozliwia
obrazowania probek biologicznych w skali od nanometra do mikrometra. Metoda ta jest uzywana do
wizualizacji powierzchni pojedynczych komorek bakterii i biofilmu, a takze do monitorowania
(réwniez w czasie rzeczywistym) procesOw zwigzanych z zyciem bakterii, takich jak rozmnazanie
i produkcja EPS (jego ilos¢ i grubosc). Dzieki AFM stalo si¢ mozliwe obrazowanie i badanie
wiasciwosci zywych komorek w ich naturalnym ciektym srodowisku, co jest utrudnione w przypadku
szeroko dotychczas stosowanej mikroskopii elektronowej SEM i pochodnych metod. AFM jest
réwniez narzedziem do ilosciowego okreslania sity adhezji migdzy zywymi komoérkami, komorka
i powierzchnig, a nawet pojedynczymi czasteczkami. Obrazowanie suchych biofilméw rosnacych
w wilgotnym powietrzu (warunki nienasycone) jest bezproblemowe pod wzgledem oderwania
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komorek i powoduje niewielkie zmiany w morfologii lub sitach przyczepnosci w pordéwnaniu
z wilgotnymi biofilmami.

Zalety metody: obserwacja w warunkach otoczenia in situ; minimalizacja procedur obrobki
wstepnej i wystepowania artefaktow nawet na powierzchniach ptynnych; taka sama rozdzielczosé
wzdluz 1 prostopadle do powierzchni; dostarczenie trojwymiarowych obrazéw topografii
powierzchni; ilosciowa ocena interakcji biofilmu z powierzchnig i spojnosci biofilmu wraz
Z jakosciowym obrazowaniem EPS. Ograniczenia metody: niemozno$¢ uzyskania duzego obszaru
skanowania probki i zobrazowania $cian bocznych komorek bakteryjnych; wrazliwos¢ na warunki
otoczenia (zwlaszcza wilgoc), artefakty i degradacj¢ obrazu; uszkodzenie struktury biofilméw przez
obrazowanie powierzchni (zwlaszcza w $rodowisku ptynnym); potrzeba unieruchomienia komorek
podczas obrazowania (Alhede i in. 2012, Baro i in. 2012, Beaussart i in. 2014, Franklin i in. 2015,
Limiin. 2011, Lower i in. 2011, Pan i in. 2016, Pantanella i in. 2013, Potthoff i in. 2015, Raszka i in.
2009).

3.7 Mikroskopia konfokalna z wykorzystaniem techniki FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization) oraz PNA (Peptide Nucleic Acid)

Hybrydyzacja fluorescencyjna in situ to technika stuzgca do wykrywania w materiale
genetycznym okreslonej sekwencji DNA za pomoca sond oligonukleotydowych DNA (majacych
dtugos¢ zazwyczaj 15-25 nukleotydow), znakowanych na koncu 5° barwnikami fluorescencyjnymi
(np. DAPI, rodamina, fluoresceina, kumaryna). Sondy moga by¢ rowniez specjalnie zaprojektowane
do wigzania TRNA w zywych komorkach bakteryjnych. W celu zapewnienia kontrolowanej
hybrydyzacji sondy do sekwencji docelowej, badane komorki zostaja utrwalone i permeabilizowane.
Intensywno$¢ sygnatu fluorescencyjnego jest skorelowana z zawartoscig komorkowego RNA oraz
etapem wzrostu danego mikroorganizmu, dzigki czemu mozliwa jest ocena poziomu metabolizmu
komorkowego, wynikajacego z liczby aktywnych rybosomoéw w komorce.

Oligonukleotydowe sondy znakowane réznymi barwnikami fluorescencyjnymi hybrydyzuja
specyficznie z wybranymi fragmentami rRNA drobnoustrojow. Gdy badany gen ulega ekspresji,
wowczas uzyskuje si¢ fluorescencyjny sygnat — GFP (Green Fluorescent Protein). Do badania
biofilméw wielogatunkowych uzywa si¢ sond PNA (Peptide Nucleic Acid Probes), ktore sa
syntetycznymi analogami DNA. Wiazg si¢ one z wybranymi sekwencjami RNA/DNA z wyzszym
powinowactwem, poniewaz ich wypadkowy tadunek elektryczny jest obojetny. W PNA-FISH
(Peptide Nucleic Acid Probes FISH) wykorzystuje sie fluorescencyjnie znakowane sondy PNA, ktore
r6znig si¢ pod wzgledem chemicznym od sond wykorzystywanych w standardowej metodzie FISH,
CARD-FISH, DOPE-FISH. Sondy PNA to czasteczki kwasu peptydonukleinowego, ktore nasladuja
czasteczkg DNA, jedyna roznica polega na zastapieniu ujemnie natadowanego szkieletu fosforanowo-
cukrowego obojetnym elektrycznie fragmentem poliamidowym Ilub peptydowym. Niestety,
sekwencje powszechnie uzywanych sond oligonukleotydowych nie mogg by¢ prosto przeniesione na
sekwencje sond PNA; ponadto wymaga si¢, aby byly one krétsze (14-15 nukleotydéw). Powyzsze
czynniki oraz koszt tej metody znaczaco ograniczajg jej wykorzystanie (Brzeszcz i in. 2013, Raszka
i in. 2009, Wilson i in. 2017).

4. Podsumowanie

W niniejszej pracy przegladowej przedstawiono i krotko scharakteryzowano metody
mikroskopowe, stuzace do badania i wizualizacji biofilmow bakteryjnych oraz umozliwiajgcych
bezposredniag kwantyfikacje. Za pomoca kazdej z technik mikroskopowych mozna uzyskac
informacje dotyczace réznych aspektow ztozonej struktury biofilmu. Zaleca si¢ zatem podejscie
faczace rézne metody, aby uzyska¢ bardziej realistyczne wyniki. Zastosowanie najbardziej
zaawansowanych metod: CLSM, SEM i AFM na duzg skalg¢ jest ograniczone przez wysokie koszty
oraz pracochtonny charakter analizy. Nadal istnieje wyzwanie w badaniu abiotycznych i biotycznych
interakcji powierzchniowych biofilméw, co wiaze si¢ z opracowaniem nowych metod. Do tej pory
nie zostal w zadowalajacy sposob rozwigzany problem fizycznej izolacji pojedynczych komoérek
i sktadnikoéw macierzy biofilmu. Rozwoj technologii obrazowania jest ukierunkowany na metody
mikroskopowe, ktore daja rozdzielczos$¢ rzedu dziesigtek nanometrow, ponizej granicy dyfrakcji
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$wiatta: mikroskopia super-rozdzielcza, taka jak fotoaktywowana mikroskopia lokalizacyjna - PLAM
(Photoactivated Localization Microscopy), mikroskopia lokalizacji fotoaktywacji fluorescencyjnej -
FPLAM (Fluorescence Photoactivation Localization Microscopy) i stochastyczna optyczna
mikroskopia rekonstrukcyjna - STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) (Azeredo
i in. 2017, Franklin i in. 2015, Wilson i in. 2017, Zhang i in. 2012).
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Streszczenie

W ostatnich latach nastapil wzrost zainteresowania naturalnymi zrédlami pochodzenia
substancji leczniczych: roslinami i mikroorganizmami. Wobec stale rosnacego zapotrzebowania na
nowe i skuteczne leki przeciwbakteryjne, prowadzone sa badania zmierzajace w kierunku ulepszania
antybiotykow obecnie stosowanych, poprzez modyfikacj¢ ich struktur chemicznych oraz
poszukiwanie w naturze nowych zwigzkéw o odmiennym mechanizmie dziatania. Ponad 50%
dotychczas poznanych antybiotykow to zwiagzki poliketydowe, produkowane jako metabolity wtorne
przez bakterie z rodzaju Streptomyces. Poliketydy powstaja w wyniku cyklicznie powtarzajacych si¢
reakcji kondensacji i redukcji, katalizowanych przez duze, wieloenzymatyczne kompleksy — syntazy
poliketydowe. Poznawanie syntaz poliketydowych oraz ich produktéw ukazuje réznorodnosé
metabolitow wtornych mikroorganizméw, dostarcza nowych substancji leczniczych i wzbogaca
zas6b narzedzi umozliwiajacych tworzenie zwigzkéw o zaplanowanej strukturze metodami
biosyntezy kombinatorycznej. Osiggnigcia w tym zakresie spowodowaly nagly wzrost
zainteresowania nieodkrytymi dotychczas genami syntaz poliketydowych, ktore mogltyby zwigkszy¢
zasob fragmentoéw przydatnych do konstrukcji sztucznych uktadéw syntetyzujacych zaprojektowane
zwigzki chemiczne. Zmieniajac sekwencje DNA genow kodujacych syntazy poliketydowe, mozna
wytworzy¢ poliketydy o przewidywanej strukturze, co umozliwia opracowanie nowych lekow. Takie
interwencje sg wazng czgscig powstajacej dziedziny — biologii syntetycznej.

1. Wstep

Poliketydy sa to organiczne zwiazki chemiczne, ktorych szkielet weglowy jest polimerem
reszt acylowych krotkich kwasoéw karboksylowych. Wielko$¢ czasteczki poliketydu jest
zréznicowana, najmniejszym przedstawicielem tej grupy zwigzkoéw jest kwas 6-metylosalicylowy
(152 Da), najwigkszym - cykliczny polieter maitotoksyny (3422 Da). Poliketydy wystepuja
powszechnie w przyrodzie jako produkty metabolizmu wtornego bakterii, grzyboéw oraz roslin.
Wigkszos¢ zwiazkow poliketydowych, ktore znalazty zastosowanie praktyczne, produkowanych jest
przez bakterie z rodzaju Streptomyces, nalezace do rz¢du promieniowcow (Actinomycetales). Sa to
tlenowe, Gram-dodatnie bakterie glebowe, zdolne do wytwarzania ogromnej liczby zr6znicowanych
metabolitow wtornych (zwlaszcza poliketydow) i enzymow (syntaz poliketydowych).

Do grupy zwiazkow poliketydowych lub ich pochodnych o znaczeniu leczniczym, naleza
przede wszystkim antybiotyki (erytromycyna, tetracykliny, makrolidy, polieny, ryfampicyna,
mupirocyna, tylozyna, oleandomycyna, linkomycyna), a takze zwigzki przeciwpasozytnicze
(milbemycyna, awermektyny, iwermektyny), przeciwgrzybicze (nystatyna, natamycyna,
amfoterycyna B), przeciwnowotworowe (doksorubicyna, daunorubicyna, daunomycyna,
geldanamycyna, mitramycyna, mekabecyny, epotilony A i B, disorazol C), immunosupresyjne
(takrolimus, rapamycyna), antycholesterolowe (lowastatyna), chemoprewencyjne (resweratrol),
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kokcydiostatyczne (monenzyna), a takze naturalne regulatory wzrostu i rdéznicowania komorki,
herbicydy i insektycydy (Bayly et al. 2017, Ray et al. 2016, Risdian et al. 2019, Staunton et al. 2001).

2. Opis zagadnienia

Zwiazki poliketydowe powstaja w wyniku cyklicznie powtarzajacych si¢ reakcji kondensacji
i redukcji reszt krotkich kwasow karboksylowych, katalizowanych przez duze, wieloenzymatyczne
kompleksy — syntazy poliketydowe (PKS, polyketide synthase). Enzymy te kontroluja dobor
substratow (jednostek wydtuzajacych), stopien i stereospecyficznos¢ redukcji w kazdym cyklu
biosyntezy oraz sposoéb cyklizacji wydtuzanego tancucha. Syntazom poliketydowym towarzysza
enzymy modyfikujace, przeprowadzajace dalsze przemiany szkieletu poliketydowego (m.in.:
glikozylacje, hydroksylacje, metylacje), co roéwniez zwigksza rdéznorodno$¢ powstajacych
produktow.

Biosynteza poliketydow przebiega w sposob analogiczny do biosyntezy kwasow
thuszczowych. Obejmuje ona szereg reakcji kondensacji dekarboksylacyjnej Claisena, podczas
ktorych do wydluzanego tancucha poliketydowego dobudowywane sa jednostki dwuwegglowe
pochodzace z acetylo-koenzymu A, tj. acylotioestry (acetylowy, propionylowy, malonylowy,
metylomalonylowy). Produkty kondensacji uzyskuja zréznicowanie strukturalne w wyniku przejécia
przez caly lub czesciowy cykl redukcyjny, ktory obejmuje reakcje ketoredukcji, dehydratacji
i redukcji enoilu. W kazdym cyklu biosyntezy, po przytaczeniu kolejnej jednostki wydtuzajace;j,
grupa B-ketonowa powstajacego tancucha weglowego moze ulec redukeji do grupy hydroksylowej,
wigzania podwojnego lub pojedynczego. Produkty posrednie pozostaja kowalencyjnie zwigzane
z biatkami przeprowadzajacymi ich obrobke enzymatyczng. Dzigki powyzszemu mechanizmowi,
istnieje mozliwos¢ tworzenia nieograniczonej liczby poliketydow o roéznorodnych strukturach
chemicznych (Bayly et al. 2017, Risdian et al. 2019, Staunton et al. 2001).

Syntazy poliketydowe klasyfikowane sg do trzech odrebnych grup:

PKS typu | — modutowe (modular) syntazy poliketydowe, obejmuja syntazy poliketydow
niearomatycznych (m. in. makrolidéw, polieteréw, polienéw). Stanowig kompleks (uktad) kilku
wieloenzymatycznych biatek o duzej masie czasteczkowej: od 130 kDa (syntaza kwasu
orselinowego) do 1070 kDa (syntaza rapamycyny). Kazde z tych biatek posiada liczne domeny
enzymatyczne, zgrupowane w tzw. moduly, z ktérych kazdy uzywany jest do przeprowadzenia tylko
jednego cyklu wydtuzania tancucha poliketydowego, czyli katalizuje jeden cykl kondensacji
i redukcji. Do najlepiej zbadanych PKS I nalezy syntaza prekursora (aglikonu) erytromycyny A — 6-
deoksyerytronolidu B (DEBS) pochodzaca z Saccharopolyspora erythraca. Rowniez pierwszym
odkrytym klastrem genowym byt klaster odpowiedzialny za biosynteze erytromycyny. Sktada si¢ z on
3 genow (ok. 30 kbp w catkowitej wielkos$ci), ktore koduja biatka enzymatyczne: DEBS1, DEBS2
i DEBS3 i 19 genow niekodujgcych PKS. PKS typu I stuzg najczesciej jako modele do projektowania
metabolitow na poziomie DNA. Znane sg rowniez iteracyjne syntazy typu I.

PKS typu Il — iteracyjne (iterative) syntazy poliketydowe, obejmujg syntazy
wielopierScieniowych  poliketydow aromatycznych (np. aktynorodyny, tetracenomycyny).
Zbudowane sa z kilku zasocjowanych, lecz odrebnych enzymdw, wielokrotnie aktywnych w trakcie
syntezy jednej czasteczki i wykorzystywanych wielokrotnie do przeprowadzenia wszystkich
wymaganych cykli biosyntezy. Znane sa rowniez nieiteracyjne syntazy typu Il.

PKS typu Il —iteracyjne, obejmuja syntazy poliketydowe, ktore w odréznieniu od PKS 11 1l
nie posiadajg biatka przenoszacego reszty acylowe, lecz dziataja bezposrednio na substraty potaczone
z koenzymem A. Typ ten reprezentujg przede wszystkim roslinne syntazy chalkonowe (Bayly et al.
2017, Cane et al. 2010, Ray et al. 2016, Risdian et al. 2019).

3. Przeglad literatury

3.1 Biosynteza modutowych syntaz poliketydowych typu |

PKS I'to olbrzymie enzymy katalityczne, zawieraja wiele miejsc aktywnych na pojedynczym
polipeptydzie. W biosyntezie erytromycyny, makrocykl poliketydowy jest wytwarzany przez trzy
enzymy: DEBS1, DEBS2 i DEBS3, ktore dziataja jako kompleks o masie czasteczkowej 2 MDa.
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Kazde bialko zawiera wiele domen, z ktérych kazda posiada aktywnos$¢ katalityczng w celu
rozszerzenia i zmiany struktury poliketydu, gdy ten przechodzi wzdtuz biatka. Domeny sg
pogrupowane w regiony funkcjonalne, tj. moduly rozszerzen. Jeden modut to grupa domen
enzymatycznych potrzebnych do przeprowadzenia jednego, pelnego cyklu kondensacji i redukcji
reszty acylowej wlaczanej do poliketydu. Kazdy modutl okresla strukture¢ chemiczng dodawang do
rosngcego poliketidu na kazdym etapie biosyntezy. Liczba modutéw danej PKS I odpowiada liczbie
cykli kondensacji i redukcji przez nig przeprowadzanych, a zatem warunkuje dhugos$¢ tancucha
weglowego produktu. W sktad jednego biatka wchodza zazwyczaj 2—3 moduly, jednak moze by¢ ich
wiecej (np. w syntazie awermektyny—4, a w jednym z biatek syntazy rapamycyny—6). Pierwsze
tréjwymiarowe struktury syntazy poliketydowej w roznych stanach funkcjonalnych uzyskano za
pomocg kriomikroskopii elektronowej (Cane et al. 2010, Smith et al. 2015, Staunton et al. 2001,
Weissman et al. 2005).

Na N-koncu biatka zawierajacego pierwszy modut, zlokalizowane sa domeny konieczne do
wydhuzania fafcucha poliketydowego, sa to: syntaza 3-oksoacylowa (syntaza 3-oksoacyl:ACP),
nazywana syntaza p-ketoacylows lub ketosyntaza (KS), transferaza acetylo-CoA/malonylo-
CoA:ACP nazywana acylotransferaza (AT) oraz bialkowy czynnik przenoszacy grupy acylowe,
zwany acylowym biatkiem no$nikowym (ACP). Domeny AT i ACP, wprowadzajace starterowa
reszte acylowa do kondensacji z resztami wydtuzajacymi, nazywane sg domena tadujacg (LD, loading
domain). Na poczatku kazdego cyklu wydluzany tancuch jest polgczony wigzaniem tioestrowym
zZ cysteing w miejscu aktywnym KS, a jednostka wydtuzajaca z fosfopantoteinowym ramieniem ACP.
Rodzaj reszty acylowej (jednostki wydtuzajacej) wiaczanej w danym cyklu (a co za tym idzie
obecnos¢ bocznych grup metylowych, etylowych i innych w odpowiednim miejscu tancucha) zalezy
od specyficznosci domeny AT. Specyficznos¢ substratu dla AT jest rozna pomigdzy poszczegdlnymi
szlakami poliketydowymi, a zatem AT przyczyniaja si¢ do roznorodnosci strukturalnej w grupie
poliketydow. Te cechy sprawiaja, ze AT s3 jednym z najbardziej obiecujacych narzedzi do
manipulowania syntezg poliketydow. Np. w syntazie DEBS, modut tadujacy sktadajacy si¢ z AT,
wybiera propionian z propionylo-CoA i przenosi grupg propionylowa do ACP. Propionyl jest
nastepnie przenoszony do domeny ketosyntazy (KS). Nastepnie tancuch poliketydowy wydtuza sie
przez kondensacje z metylomalonianem (pochodzacym z metylomalonylu-CoA), zaladowanym
wstepnie w domenie ACP modutu rozszerzajacego. Nastgpnie domena KS przeprowadza reakcje
kondensacji dekarboksylacyjnej. Produkt tej reakcji pozostaje zwigzany z ACP i w zalezno$ci od
budowy danego modutu syntazy ulega redukcji lub tez, zachowujac niezredukowana grupe -
ketonowsa, zostaje przeniesiony na miejsce aktywne domeny KS kolejnego modutu i wchodzi do
kolejnego cyklu biosyntezy (Bayly et al. 2017, Cane et al. 2010, Musiol-Kroll et al. 2018, Ray et al.
2016, Staunton et al. 2001, Weissman et al. 2005).

Oprocz odpowiedzialnych za kondensacje domen podstawowych (KS, AT, ACP),
w zalezno$ci od stopnia redukcji reszty acylowej w danym cyklu, modut moze zawiera¢ do 3 domen
modyfikujacych (redukcyjnych): ketoreduktaze (KR), dehydrataze (DH) i reduktazg enoilowa, zwana
enoiloreduktaza (ER). Czasteczka syntetyzowana przez modut zawierajacy jedynie domeny KS, AT
i ACP, posiada grupe ketonowa. Przykladem takiego uktadu jest modut 3 syntazy DEBS, ktory
pozostawia grupe ketonowa przy C9 powstajacego poliketydu. Jezeli modut zawiera domeng KR, to
grupa ketonowa zostaje zredukowana do grupy hydroksylowej (-OH). Tak dziatajg moduty 1, 2, 5, 6
syntazy DEBS wprowadzajace grupy hydroksylowe odpowiednio w pozycjach 13, 11, 51 3 tancucha
poliketydowego, przy czym grupa -OH przy Cl13 jest zaangazowana w tworzenie wigzania
laktonowego. Obecno$¢ domen KR i DH prowadzi do utworzenia wigzania podwojnego miedzy
atomami wegla (np. zmodyfikowany modut 4 syntazy DEBS). Jezeli modut zawiera domeny KR, DH
1 ER, fancuch weglowy w odpowiedniej pozycji jest catkowicie zredukowany (np. modut 4 syntazy
DEBS). Domeny ER moga odpowiednio zmniejszy¢ kazda grupe karbonylowa. Poniewaz PKS
erytromycyny ma jeden 1 modut tadujacy i 6 modutow rozszerzajacych, produktem jest tancuch
heptaketydowy. Na C-koncu ostatniego modutu syntazy wystepuje zazwyczaj domena tiosteerazowa
(TE), odpowiedzialna za hydroliz¢ wiazania tancucha poliketydu z syntaza i uwolnienie poliketydu
z enzymu, a takze (w przypadku antybiotykow makrolidowych) za laktonizacj¢ produktu. Etap
uwalniania produktu moze nastgpic¢ przez atak egzogennego nukleofilu powodujacego hydrolize lub
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transestryfikacje albo poprzez wewnatrzczgsteczkowy O-, N- lub C-nukleofil, powodujagcy
makrolaktonizacje, makrolaktamizacje lub kondensacje Claisena (Bayly et al. 2017, Horsman et al.
2016, Ray et al. 2016, Staunton et al. 2001, Weissman et al. 2005).

3.2 Modyfikacje postpoliketydowe

Nowo powstaty taficuch poliketydowy najcze$ciej nie jest ostatecznym produktem i podlega
modyfikacjom (m. in. cyklizacji, aromatyzacji, glikozylacji, hydroksylacji, metylacji, utlenieniu), co
réwniez zwigksza réznorodno$¢ zwiazkéw poliketydowych. Enzymy bezposrednio uczestniczace
w modyfikacjach (post-PKS) to hydroksylazy, glikozylotransferazy, O-metylotransferazy
i ketoreduktazy. Geny kodujace enzymy modyfikacji postpoliketydowych znajduja si¢ w obrebie
zespotu gendw syntazy. Zmiany strukturalne, ktore wprowadzaja enzymy post-PKS, sa niezbg¢dne dla
aktywnosci biologicznej.

Czasteczki cukrow przylaczone do szkieletu poliketydowego warunkuja lub wzmacniaja
aktywno$¢ biologiczng wielu zwigzkow. Enzymy syntetyzujace pochodne cukrowe przytaczane do
poliketydu réwniez posrednio uczestnicza w modyfikacjach post - poliketydowych. Geny tych
enzymoéw sg zlokalizowane razem z pozostalymi genami kodujacymi enzymy modyfikujace.
Pochodne cukrowe wigczane do poliketydow zwykle pochodzg od TDP-glukozy. W wielu systemach
syntezy obecna jest TDP-glukozo-4,6-dehydrataza, przeksztatcajagca TDP-glukozg w TDP-4-keto-6-
deoksyglukoze (Pawlik i Kotowska 2005, Staunton et al. 2001).

3.3 Modyfikacje genetyczne syntaz poliketydowych typu |

Budowa zwigzkow poliketydowych zalezy od utozenia genéow i domen enzymatycznych
W syntazie, co daje mozliwo$¢ zaprogramowania struktury nowego zwiazku. Znaczna homologia
sekwencji genéw pozwala na przewidywanie funkcji nowo poznanych syntaz i taczenie fragmentdéw
gendéw réznych syntaz. Mozliwe jest stosowanie w manipulacjach genetycznych genow lub ich
fragmentow, ktore tylko na podstawie sekwencji sklasyfikowane zostaty jako geny kodujace syntazy
poliketydowe. Ponizej opisane zostang 4 rodzaje modyfikacji genetycznych PKS 1.

Modyfikacje syntaz istniejacych

Modyfikacje te polegaja na ukierunkowanej mutagenezie, tj. wprowadzeniu mutacji
punktowych do genow kodujacych pojedyncze domeny redukcyjne. Takie modyfikacje prowadza do
zmian w uzyskiwanym produkcie, np. otrzymywany jest krotszy tancuch poliketydowy lub zmienia
si¢ stopien redukcji wybranych atomow wegla. Np. mutanty zawierajace nieaktywna domene
redukcyjng DEBS wytwarzajg niezredukowane pochodne erytromycyny i tak: po unieczynnieniu
domeny enoiloreduktazowej (ER) modulu 4 syntazy DEBS powstaje anhydro-erytromycyna,
natomiast po unieczynnieniu domeny ketoreduktazowej (KR) modutu 5 DEBS powstaje 5-0ksy-
erytromycyna.

Modyfikacje w obrgbie istniejgcej syntazy polegaja rowniez na klonowaniu pojedynczych
gendéw kodujacych wybrane moduty (tj. ,,skracaniu” naturalnego zespotu gendéw), nastepnie roznemu
Iaczeniu ich ze soba (takze z przemieszczeniem fragmentu jednego z gendw) i ostatecznie ekspresji
nowego, hybrydowego biatka, a wlasciwie zmodyfikowanego kompleksu biatek, ktore wykazuja
odmienna kinetyke enzymatyczng i wytwarzaja nowe zwiazki poliketydowe.

Dzigki wystepowaniu stosunkowo dhugich regionow okalajacych domeny redukcyjne, jest
mozliwa rowniez wymiana tych domen w obrgbie genow syntaz. Regiony te maja znaczenie jako
obszary wyznaczajace zakres wymienianego DNA i oddzielajace miejsca o okre§lonej aktywnosci
katalitycznej. Zaobserwowano, ze mutacje unieczynniajace domeny KS modutow od N-konca biatka
DEBSI, nie wykazuja wplywu na funkcj¢ modutéw polozonych blizej C-konca. Kolejnym sposobem
ingerencji w strukturg poliketydu jest wprowadzanie zmodyfikowanych prekursoréw z ominigciem
wczesniejszych etapéw biosyntezy (Cane et al. 2010, Pawlik i Kotowska 2005, Staunton et al. 2001,
Sun et al. 2015, Weissman et al. 2005, Zheng et al. 2015).

Tworzenie syntaz hybrydowych

Modyfikacje te polegaja na tworzeniu nowych, hybrydowych syntaz poliketydowych,
sktadajgcych si¢ z fragmentdéw syntaz juz istniejacych. W biosyntezie kombinatorycznej tworzy si¢
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kilka niezaleznych wersji gendw kodujacych poszczegdlne bialka syntazy. Nastgpnie poddaje si¢
ekspresji r6zne kombinacje przygotowanych wczesniej genéw mozaikowych. W efekcie uzyskuje si¢
biblioteke kombinatoryczng nowych zwigzkéw poliketydowych. Przykladem jest mozaika genow
utworzona poprzez sklonowanie sktadajacego si¢ z dwoch domen (AT i ACP) modutu starterowego
syntazy awermektyny, w miejscu odpowiedniego fragmentu syntazy DEBS pozbawionej wlasnego
startera. Powstaty w ten sposob zesp6t enzymatyczny jest zdolny do wykorzystywania szerszego niz
DEBS zakresu alternatywnych czasteczek starterowych, poniewaz syntaza awermektyny moze
wilacza¢ ponad 40 alternatywnych substratow (kwasow karboksylowych o rozgatgzionym tancuchu
weglowym). Po wymianie domen AT dwoch pierwszych modutow syntazy DEBS, warunkujacych
wlaczanie propionianu, na domeny AT pochodzace z innych syntaz i wlaczajace octan, powstaty 3
typy rekombinantdw, nie zawierajace grupy metylowej] w odpowiedniej pozycji pier§cienia
makrolidowego i wytwarzajace nowe pochodne erytromycyny.

Modutowa natura PKS I zapewnia mozliwo$¢ zastgpienia nie tylko pojedynczych domen,
a nawet catych modutow w celu wytworzenia zmienionego PKS, ktory wprowadzi rézne jednostki
poliketydowe lub zmieni stereochemi¢ lub funkcjonalno§¢ makrocyklu. W rezultacie kombinacji
domeny acylotransferazowej z modutu 2 syntazy rapamycyny (rapAT2), fragmentu bezposrednio
taczacego domeny AT i ACP (AT/ACP), uktadu domen DH/KR z modutu 4 (rapDH/KR4) i uktadu
domen modyfikujacych DH/ER/KR z modutu 1 z poszczeg6lnymi domenami acylotransferazy oraz
ketoreduktazy w modutach 2, 51 6 syntazy DEBS, uzyskano 33 rozne pochodne 6-deoksyerytronolidu
B. Innym przyktadem jest domena fadowania (AT-ACP) DEBSI, ktora zostata zastapiona przez
modut tadujacy z PKS awermektyny. Ten alternatywny modut tadujacy akceptuje szerszy zakres
jednostek wyjsciowych, takich jak izobutrylan i 2-metylomaslan, oprocz jednostek octanu
i propionylu akceptowanych przez modut tadujacy DEBS1. W kolejnym przyktadzie modut 2
z klastra genu PKS rapamycyny wprowadzono do eryAl (genu kodujacego DEBS1). Powstata nie
naturalna syntaza wytworzyta kilka nowych zwiazkéw, w tym poliketidy z wigkszym
makrolaktonem, pochodzacym od oktaketydu. Powyzsze doswiadczenia wykazaty ogromny
potencjal funkcjonalny syntazy DEBS, zdolnej do ,,obrébki” alternatywnych substratow
i wytwarzania tym samym wielu antybiotykow poliketydowych (Bayly et al. 2017, Cane et al. 2010,
Klaus et al. 2018, Pawlik i Kotowska 2005, Staunton et al. 2001, Sun et al. 2015, Weissman et al.
2005, Zheng et al. 2015).

Modyfikacje reakcji postpoliketydowych

Rozszerzeniem mozliwosci tworzenia nowych zwigzkoéw poliketydowych jest modyfikacja
ich syntezy na etapie reakcji postpoliketydowych. Najczes$ciej modyfikuje sie reakcje O-metylacji
grup hydroksylowych lub przylaczanie reszt cukrowych poprzez wprowadzenie do danego szczepu
bakterii genu des warunkujgcego synteze reszty cukrowej (D — dezozaminy). Specyficzna delecja
pojedynczego genu post-PKS w genie monenzyny, prowadzi do akumulacji trienu, ktoérego struktura
rézni si¢ wyraznie od koncowego produktu monenzyny A (Pawlik i Kotowska 2005).

Strategie poszukiwania nowych gendéw syntaz poliketydowych

Modyfikacje te polegaja na calkowicie sztucznym syntetyzowaniu sekwencji DNA
kodujacej nowe zespoty gendw syntaz poliketydowych. Sekwencje takie sg projektowane na bazie
znajomos$ci cech warunkujacych powstawanie oczekiwanego zwigzku chemicznego. Badania nad
uzyskaniem w sposob naturalny poliketyddw o nienaturalnej strukturze dotyczg przede wszystkim
syntazy DEBS z Saccharopolyspora erythraea, pierwszego dobrze poznanego zespotu genoéw i biatek
PKS 1. Sekwencjonowanie genoméw bakteryjnych dostarcza informacji o nowych genach syntaz
poliketydowych, ktorych produkty pozostaja nieznane. Analogicznie, poznanie sekwencji
nukleotydowej zespolow gendéw syntaz oleandomycyny, tylozyny, awermektyny, takrolimusa
i rapamycyny, pozwolito na zastosowanie tych genow w konstrukcji nowych syntaz hybrydowych.
Praktykowane jest takze tworzenie tzw. biblioteki metagenomowej, zawierajacej eDNA
(environmental DNA) izolowane bezpos$rednio z probek $rodowiskowych (gleby, wody, osadéw
dennych etc.) i poszukiwanie w niej gendéw nowych syntaz poliketydowych mikroorganizméw
trudnych do hodowli.
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Istnieje kilka mozliwych podej$¢ do poszukiwania nowych zwigzkéow poliketydowych
0 dzialaniu leczniczym. Pierwsze z nich, to projektowanie inhibitorow konkretnych enzyméw lub
receptorow bakteryjnych. Drugie, to wysokowydajne badania przesiewowe, czyli testowanie pod
wzgledem aktywnosci Dbiologicznej bibliotek zwigzkow (np. produktéw Dbiosyntezy
kombinatorycznej, ekstraktow z hodowli mikroorganizméw), identyfikacja klondw z biblioteki DNA
zawierajacych sekwencje genow biosyntezy poliketydéw lub testowanie zaprojektowanych
zwigzkéw o zdefiniowanej strukturze. Trzeci kierunek to poszukiwanie nowych zespotdéw gendw
biosyntezy zwiazkoéw poliketydowych aktywnych biologicznie (Cane et al. 2010, Pawlik i Kotowska
2005, Ray et al. 2016, Staunton et al. 2001, Weissman et al. 2005).

W poszukiwaniu gendéw syntaz poliketydowych pierwszy etap stanowi skonstruowanie tzw.
biblioteki genomowego DNA badanego mikroorganizmu w wektorach kosmidowych lub typu BAC
(bacterial artificial chromosome — sztuczny chromosom bakteryjny), ktore umozliwiaja klonowanie
fragmentow DNA do 300 kpz. Liczba kloné6w w bibliotece powinna reprezentowac caty genom.
Drugim etapem jest identyfikacja klonow zawierajacych interesujace geny biosyntezy metabolitow
wtornych i subklonowanie krotszych fragmentéw (ok. 1 kpz) nadajacych si¢ do sekwencjonowania,
najczesciej przy uzyciu amplifikacji DNA (reakcja PCR) lub hybrydyzacji DNA (metoda Southern
Blot), ktore pozwalaja na wykrycie obecno$ci poszukiwanych gendéw niezaleznie od tego czy
w danych warunkach ulegaja one ekspresji. Geny biosyntezy metabolitow wtornych wystepuja jako
zespoty (zgrupowania) obejmujace 20-200 kpz, zlokalizowane na tym samym obszarze chromosomu,
a takze na duzych, liniowych plazmidach, czgsto spotykanych u promieniowcow. Dzigki temu
wystarczy identyfikacja jednego genu, a analiza sgsiadujgcych z nim odcinkéw DNA pozwala znalez¢
pozostate geny. Dostep do duzej liczby sekwencji zwigksza skuteczno$¢ strategii poszukiwania
nowych gendéw biosyntezy antybiotykéw takich jak ,,odwrotna genetyka” (reverse genetics) czy
,,.skanowanie” genomu, ze wzgledu na mozliwo$¢ lepszego zaprojektowania starteréw do reakcji PCR
i sond do hybrydyzacji. Aktualnie prowadzone badania zmierzaja w kierunku projektowania nowych
syntaz na poziomie sekwencji DNA, czyli przeprowadzenia in vitro syntezy fragmentéw DNA
kodujacych poszczegodlne podjednostki projektowanej syntazy (Bayly et al. 2017, Cane et al. 2010,
Pawlik i Kotowska 2005, Staunton et al. 2001, Sun et al. 2015, Weissman et al. 2005, Zheng et al.
2015).

4. Podsumowanie

Istnieje bogaty potencjal biosyntetyczny bakterii z rodzaju Streptomyces oraz innych
promieniowcdw, wytwarzajacych wiele cennych syntaz i zwigzkow poliketydowych, ktore wcigz
,czekaja na odkrycie”. Poznanie sekwencji genomow tych mikroorganizméw nie tylko dostarcza
informacji na temat nowych gendéw biosyntezy metabolitow wtornych, ale takze daje wglad
W mechanizmy regulacji metabolizmu, pozwala modyfikowaé juz istniejace szczepy i konstruowac
nowe szczepy zdolne do wydajnej ekspresji zespotow gendw pochodzacych z innych organizméw.

Poza dostarczaniem nowych metabolitow: potencjalnych lekéw lub substratow do
modyfikacji chemicznych, geny kodujgce syntazy poliketydowe sg wykorzystywane do tworzenia
nowych zwigzkow o zaplanowanych strukturach metodami biosyntezy kombinatorycznej. Rozwdj
metod biologii molekularnej pozwala na kontrolowane modyfikacje syntaz poliketydowych
i wprowadzanie zamierzonych zmian do struktury produktu. Przez sukcesywng inaktywacje lub
dodawanie poszczegdlnych domen, wymian¢ na domeny o innej specyficznosci, faczenie domen
i catych modutéw pochodzacych z réznych syntaz czy wreszcie dobor réznych enzymow
modyfikujacych, tworzone sa tzw. biblioteki kombinatoryczne zwigzkéw nie wystepujacych
W naturze, ktore sg nastgpnie testowane pod wzgledem aktywnosci biologicznej (Klaus et al. 2018,
Sun et al. 2015, Weissman et al. 2005).
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31. Rola limfocytow Tyo w alergiach skornych i pokarmowych
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Streszczenie

Limfocyty Tyd sa okre$lane mianem ,,nickonwencjonalnych”. Wigkszo$¢ limfocytow T to
komorki Taf, u ktorych receptor TCR sktada si¢ z dwoch tancuchow glikoproteinowych: alfa oraz
beta. Komoérki Tyd posiadajg w swej strukturze TCR, ktory sktada si¢ z tancucha gamma oraz
fancucha delta. U zdrowego cztowieka stanowig one niewielki procent wszystkich komorek T, ich
liczebnos¢ ros$nie natomiast w przypadku réznorakich infekcji. Wyrdzniaja si¢ na tle innych populacji
komorek T; w wigkszosci nie posiadaja one na swojej powierzchni czasteczek CD4 oraz CDS.
Ponadto prezentujg one potencjat cytotoksyczny, jak rowniez immunomodulacyjny. Obecnie uwaza
si¢, ze komorki te sa ogniwem posrednim, taczacym cechy przynalezne odpornosci wrodzonej oraz
odpornosci nabytej. Antygeny aktywujace komorki Ty sg w duzej mierze nieznane, jednakze wydaje
si¢, ze ich aktywacja zachodzi w sposob niezalezny od gldéwnego kompleksu zgodnosci tkankowe;j
(MHC). Ponadto uwaza sie, ze limfocyty te odgrywaja znaczaca rol¢ w rozpoznawaniu antygendw
lipidowych. W ostatnich latach notuje si¢ zwiekszone zainteresowanie limfocytami Tyd w kontekscie
ich udzialu w procesach nowotworzenia, alergiach, a takze ich potencjalnej roli w immunoterapii.
Niniejszy artykul przegladowy ukazuje role tych komoérek w alergiach pokarmowych oraz skornych,
prezentujac najnowsze doniesienia dotyczace udziatu limfocytow Tyd w indukeji i rozwoju reakcji
alergicznych.

Summary

Ty lymphocytes are referred to as "unconventional" lymphocytes. Most T cells are Taf cells
in which TCR receptor consists of two glycoprotein chains: alpha and beta. Tyd cells have TCR in
their structure, which consists of the gamma chain and the delta chain. In a healthy person, they
constitute a small percentage of all T cells. They differ from other T cell populations; in most cases
they do not have CD4 and CD8 molecules on their surface. In addition, they present cytotoxic as well
as immunomodulatory potential. It is now believed that these cells are an intermediate link connecting
traits of innate immunity and acquired immunity. Antigens activating Tyd cells are unknown,
however, it appears that it occurs in a manner independent of the major histocompatibility complex
(MHC). In addition, these lymphocytes are thought to play a significant role in the recognition of lipid
antigens. In recent years, there has been increased interest in Tyd lymphocytes in the context of their
participation in carcinogenesis, allergies, and potential role in immunotherapy. This review article
shows the role of these cells in allergies, presenting the latest reports on the participation of Tyd
lymphocytes in the induction and development of allergic reactions.

1. Ogoélna charakterystyka limfocytow Tyo

Niekonwencjonalne limfocyty Tyd to relatywnie stabo poznana grupa komorek T. Zostaty
one odkryte w 1985 roku i od tego czasu stanowia obiekt niestabnacego zainteresowania ze strony
naukowcow. Charakteryzuja si¢ one obecnoscia receptora TCRyd, oraz (zazwyczaj) brakiem
ekspresji czasteczek CD4 i CD8 na powierzchni. W obrebie limfocytow Tyd wyrdznia si¢ dwie
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gléwne populacje komorek, réznigce si¢ segmentem V tancucha § - V31 oraz V2. Komorki Vo1,
stanowigce okolo 10% wszystkich komorek Tyd, wystepuja gtownie w grasicy oraz w GALT. W tych
ostatnich stanowig one pierwszg lini¢ tzw. nadzoru immunologicznego (ang. immunosurveillance),
wigzac glownie ligandy zwigzane ze stresem komoérkowym (MICA, MICB) (Born i in. 2013).
Populacja komoérek V82, przewazajaca w krwi obwodowej, stanowi za$ ok. 50-95% wszystkich
limfocytéw Tyd. Do ligandow rozpoznawanych przez t¢ populacje naleza gldéwnie niebiatkowe
fosfoantygeny, takie jak np. produkty przejsciowe powstajace w procesie biosyntezy izoprenoidow
(Constant i in. 1994). Zarowno komorki Vo1, jak i V62, wiaza antygen oraz ulegaja aktywacji na
drodze niezaleznej od czasteczek MHC. Komorki subpopulacji Vy9Vé2, stanowiacej u cztowieka
wickszos¢ limfocytow V32 w krwioobiegu, sa zdolne do posredniej aktywacji limfocytow T CD4+
oraz CD8+, mogg rowniez petni¢ rolg komorek prezentujacych antygen wzgledem limfocytow CDS8+.
W tym ostatnim przypadku procesowanie antygenu do formy ulegajacej zaprezentowaniu trwa
znacznie dhuzej, niz ma to miejsce w monocytach oraz makrofagach. Aktywowane limfocyty Tyd
produkuja szereg cytokin, z ktorych najistotniejsze wydaja si¢ byé TNF-a oraz IL-17 (Lawand i in.
2017).

Obie opisywane populacje wykazuja potencjatl cytotoksyczny. W pierwszej fazie
indukowany jest on ekspresja receptoréw powierzchniowych, w pdzniejszych fazach jest natomiast
regulowany poprzez rozpuszczalne mediatory, takie jak perforyny i granzymy. Do tej pory
zidentyfikowano kilka mechanizméw cytotoksycznosci limfocytow Tyd: (a) poprzez bezposrednie
dziatanie granulizyny, uszkadzajacej btony komorkowe i doprowadzajacej w konsekwencji do
komorkowego szoku osmotycznego, (b) poprzez ekspresj¢ ligandow, takich jak np. CD95L, ktore
wiazg si¢ z receptorami $mierci (ang. death receptors) na powierzchni komorek docelowych, (c) na
drodze zaleznej od przeciwcial, zwigzanej z ekspresjg CD16 (Lawand i in. 2017).

Warto nadmieni¢, iz limfocyty Tyd u zdrowego cztowieka stanowiag zaledwie ok. 1-5%
wszystkich komoérek T, natomiast w czasie infekcji udzial ten moze zwigkszy¢ si¢ do nawet do
kilkudziesigciu procent. Podejrzewa si¢ w zwigzku z tym, ze komoérki te moga petni¢ wazna rolg
w tworzeniu tzw. pierwszej linii obrony immunologicznej.

2. Rola limfocytéw Tyd w alergiach skérnych

Spoczynkowe limfocyty Tyd znajdujace si¢ w naskorku, z powodu swojego podobienstwa
morfologicznego do komédrek dendrytycznych, nazywane sa dendrytycznymi epidermalnymi
limfocytami T (ang. dendritic epidermal T cells, DETC). Termin ten zarezerwowany jest wylacznie
dla limfocytdéw mysich, ktérych receptory ztozone sg z tancuchow Vy3/Vol. Podejrzewa sig, ze
funkcjonalnym odpowiednikiem tych komorek u cztowieka sa limfocyty T Vy9/V32 (Moser i Eberl
2007). Aktywacja DETC zachodzi pod wplywem blizej niecokreslonych czynnikéw stresowych,
uszkodzenia tkanki, a takze na skutek lokalnej infekcji keratynocytow (np. przez cytomegalowirus),
prowadzacej do zwickszonej ekspresji IL-7 przez te komorki. Warto jednak zaznaczyé, ze do
aktywacji tych komorek sg niezbedne dodatkowe sygnaly o charakterze kostymulatorowym
(MacLeod i Havran 2011). Obejmujg one interakcje pomiedzy pleksyng B obecng na keratynocytach,
a czasteczkg CD100 limfocytow oraz ligacje receptora coxsackie-adenowirusowego (CAR)
z biatkiem JAML. W aktywowanych DETC nastepuje przebudowa cytoszkieletu powodujaca zmiane
ich ksztaltu oraz produkcja czynnikow wzrostu, takich jak IGF-1 czy KGF. Dochodzi rowniez do
sekrecji chemokin (CCL3, CCL4, CCL5, XCL1) oraz cytokin, gtéwnie 1L-2, IL-3, IL-17, GM-CSF,
IFN-y oraz TNF-a. Wykazano, ze DETC oddzialuja na proces rekrutacji limfocytow o roznym
fenotypie: Thl, Th2 oraz Th17 (Fay i in. 2016).

W celu poznania mechanizmow alergicznego kontaktowego zapalenia skory (ang. atopic
contact dermatitis, ACD) wykorzystuje si¢ myszy z rozwini¢tg reakcjg nadwrazliwosci kontaktowej
(CHS). Badania wykazaly kluczowa rol¢ IL-17 (produkowanej m.in. przez limfocyty Tyd) w rozwoju
CHS. Wykorzystujac 2,4-dinitrofluorobenzen jako alergen wykazano, ze po podaniu tego zwigzku
nastgpuje gwattowny wzrost liczebnosci limfocytow Tyd produkujacych IL-17 (Nielsen i in. 2014).
Ponadto zaobserwowano, ze zmiany skoérne ucha, powstale w wyniku traktowania alergenem, byty
zredukowane o okoto potowe u myszy wild type wzgledem mutantow IL-17 -/-. W tym samym
badaniu wykazano rowniez decydujacy wplyw IL-1B na produkcje IL-17 przez limfocyty Tyd
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(Nielseniin. 2014). Nielsen i wsp. opisali rowniez role receptora NKG2D w aktywacji mysich DETC.
Receptor ten zwigzany jest z komérkami NK (natural killer), ponadto jednak zaobserwowano jego
ekspresj¢ na powierzchni DETC oraz ludzkich limfocytow CLA+. Odkryto, ze indukowane stresem
ligandy dla tego receptora sg produkowane w duzej iloéci przez keratynocyty podczas ekspozycji na
alergeny w warunkach in vitro. Blokowanie receptora przeciwciatami anty-NKG2D prowadzito do
czgsciowego zahamowania aktywacji DETC (Nielsen i in. 2015). Jiang i wsp., rowniez na modelu
mysim, okreslili role limfocytow rezydujacych w skorze wiasciwej. Odkryli, ze, w przeciwienstwie
do DETC, komorki te nie sa jednorodne pod wzglgdem budowy receptora komorek T. Podobnie do
limfocytow epidermalnych, komorki T rezydujace w skorze whasciwej sa zdolne do produkceji IL-17
i za posrednictwem tej cytokiny promuja infiltracj¢ neutrofilow do miejsca kontaktu z alergenem
(Jiang i in. 2017).

Jako ze odpowiedz limfocytow Tyd moze by¢ modulowana poprzez ligandy receptorow
zrodziny TLR — TLR1/2/6, TLR3, TLR6 (modulacja w sposdb bezposredni, W potgczeniu
zreceptorem TCR) oraz TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLRY9 (modulacja za po$rednictwem
aktywowanych ligandami komorek dendrytycznych) (Wesch i in. 2011), warto przytoczy¢ badania
nad rolg tych receptoréw w alergiach na metale cigzkie. Badania Schmidt i wsp. wykazaty, ze jony
Ni?* wyzwalaja gwattowng odpowiedZ zapalng poprzez bezposrednig aktywacje ludzkiego TLR4
(Schmidt i in. 2010). Odkryto réwniez, ze jony te sg zdolne do aktywacji inflamasomu NLRP3, co
prowadzi do sekrecji IL-1 B przez komorki prezentujace antygen (Li i Zhong 2014). Udowodniono,
ze taka aktywacja w przypadku neutrofili rezydujgcych w ptucach prowadzi do zwickszonej produkcji
IL-17A przez limfocyty T Vy6Vo1 (Hassane i in. 2017). Do$wiadczenia przeprowadzone na myszach
wykazaly, ze zwierzeta z mutacja typu knock-out w genie kodujgcym TLR3 cechowaty si¢ 1zejszymi
objawami CHS po traktowaniu 2,4,6-trinitrofluorobenzenem, niz myszy wild type. Odwrotna sytuacja
wystapita w przypadku zwierzat wykazujacych nadekspresje tego genu — objawy byly silniejsze
W poréwnaniu do grupy kontrolnej (Yasuike i in. 2017).

Niewiele jest, niestety, badan przeprowadzanych wérdd ludzi. Dla porzadku warto jedynie
wspomnie¢ o pracy Dyring-Andersen i wsp., ktorzy przebadali niewielka grupe (n=14) oséb
cierpiacych na alergi¢ na nikiel. Analiza probek skory i krwi obwodowej wykazala permanentnie
podniesiony poziom komodrek Tyd we krwi alergikow, wzrostu tego nie zanotowano jednak
w probkach skoéry (Dyring-Andersen i in. 2013).

3.  Rola limfocytow Tyé w alergiach pokarmowych

Srédnablonkowe limfocyty Tyd (ang. intraepithelial lymphocytes, IEL) stanowia ok. 50%
wszystkich limfocytow w jelicie cienkim. W przeciwienstwie do limfocytow zwigzanych
z warstwami skory, IEL y3 sa zdolne do migracji poprzez nablonek jelita oraz blaszke wiasciwa, na
drodze zaleznej od okludyny. Gtowng funkcja IEL yd jest utrzymywanie homeostazy tkanki
nabtonkowej. Aktywowane komorki wytwarzajg czynnik wzrostu keratynocytow (KGF-1), ktory
indukuje proliferacje komoérek nabtonkowych, a takze programy naprawcze tkanki. Jak wszystkie
rodzaje komérek Tyd, rowniez IEL podlegaja regulacji za posrednictwem cytokin (Ishikawa i in.
2007). Na szczegdlng uwage zastuguje tu biatko TL1A (TNF-like protein 1A); przypuszcza sie¢, ze
cytokina ta petni kluczowsa rolg w regulacji procesu wnikania IEL do tkanki nabtonkowej. Limfocyty
v6 znajdujace si¢ w jelicie sa ponadto zrodlem IL-10 oraz TGF-f — dwoch mediatoréw, majacych
duze znaczenie w rozwoju alergii pokarmowych (Ishikawa i in. 2007).

Podobnie, jak w przypadku badan nad rola limfocytow Tyd w reakcjach na alergeny
kontaktowe, prace opisujace rol¢ IEL yo oparte s3 w duzej mierze o modele mysie. Zwigzane jest to
m.in. z tym, ze u myszy IEL y3 stanowia przewazajacg wigkszo$¢ wszystkich IEL. Bol-Schoenmakers
i wsp. przeprowadzili badanie, w czasie ktorego u gryzoni wywotywana byta alergia na orzeszki
ziemne (podawano ekstrakt z orzeszkow skoniugowany z toksyna cholery). Zaindukowanie alergii
prowadzito do zmniejszenia procentowego udzialu limfocytow Tyd w tkankach jelita oraz w kepkach
Peyera, przy jednoczesnym zwigkszeniu liczebnosci tych komorek w weztach chlonnych
krezkowych. Oba te zjawiska wystepowaty w 1-2 dniu od indukcji alergii, natomiast w dniu 7
obserwowano powrdt do wartosci wyjsciowych (Bol-Schoenmakers i in. 2011). W badaniu tym
blokowano réwniez in vivo receptory TCRyd — skutkowato to wzmozong odpowiedzia alergiczna,
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cechujaca si¢ zwigkszong sekrecja przeciwciat klasy IgE oraz cytokin charakterystycznych dla
fenotypu Th2 w splenocytach. Wyniki uzyskane w toku tego do$wiadczenia sg zgodne ze
wcezesniejszymi doniesieniami, moéwigcymi o roli tych komérek w indukeji tolerancji pokarmowe;j
wzgledem owalbuminy (Bol-Schoenmakers i in. 2011). Podobne dos$wiadczenie przeprowadzili
Cardoso i wsp., wykazujac, ze podanie ekstraktu z orzeszkow ziemnych uprzednio uwrazliwionym
myszom skutkowalo uszkodzeniem tkanki jelita oraz redukcja liczebnosci komoérek Tyd w tym
organie. Dowiedziono réwniez, ze u myszy pozbawionych komoérek tucznych zablokowanie receptora
TCRyd, a nastgpnie transfer limfocytow Tyd, prowadzito do zmniejszenia reakcji alergicznej
(Cardoso i in. 2008). Mengel i wsp. wykazali, ze podanie myszom przeciwcial monoklonalnych
skierowanych przeciwko TCRyd prowadzito do zablokowania indukcji tolerancji pokarmowej na
owalbuming (Mengel i in. 1995).

Na koniec warto przytoczy¢ badanie poswigcone wptywowi polifenoli pochodzacych
z niedojrzatych jabtek na populacje komoérek Tyd. Skondensowane taniny, wystepujace w duzym
stezeniu w niedojrzatych owocach, wykazuja dziatanie antyoksydacyjne oraz zapobiegaja uwalnianiu
histaminy z komoérek uktadu odpornosciowego. Akiyama i wsp. badali korelacje pomiedzy podaniem
ekstraktu, a liczebnos$cia komoérek Tyd na modelu mysim. Wykazano, ze podanie skondensowanych
tanin prowadzi do inhibicji rozwoju nadwrazliwo$ci pokarmowej, zarowno u myszy dzikich, jak
i U zwierzat szczepu B10A, charakteryzujacego si¢ niezwykta podatnoscia na sensytyzacje. Inhibicja
ta byla zwigzana ze zwigkszeniem udziatu limfocytow Tyd w obrebie komorek IEL (Akiyama i in.
2005).

4. Podsumowanie

Ograniczona liczba prac po§wigconych relacji pomigdzy limfocytami Tyd, a r6znego rodzaju
alergiami moze wynika¢ z dualistycznej natury tych komorek. Moga funkcjonowa¢ one zarowno jako
elementy przeciwdziatajace alergiom, jak rowniez promujace je. Taka sama sytuacja wystepuje
w przypadku badan nad zastosowaniem tych komoérek w immunoterapii nowotworéw. Droga
dziatania wydaje si¢ by¢ zalezna od wzajemnych proporcji mediatorow uktadu odpornosciowego
produkowanych przez te komorki. Istnieje wiele dowodow na to, ze limfocyty Tyd biorg istotny udziat
w indukcji i rozwoju alergii. Badania prowadzone na modelach ludzkich i mysich sugeruja, ze moga
one regulowaé reakcje alergiczne poprzez rozmaite mechanizmy, jednakze wiele aspektow
szczegotowych roli limfocytow Tyd w alergii pozostaje nie w petni wyjasnionych - na przyktad
doktadny wptyw réznych podzbioréw limfocytow Tyd na stan zapalny zwigzany z alergia lub réznice
pomigdzy limfocytami Tyd obecnymi we krwi obwodowej, a tymi, ktore zwigzane sa z blong §luzowa.
Nie jest rowniez wiadome jak wiek i pte¢ wptywaja na populacje, liczebno$¢ oraz funkcj¢ limfocytow
Tyd
w chorobach alergicznych oraz do jakiego stopnia specyficzne mechanizmy regulacyjne komorek Tyd
przyczyniaja sie¢ do rozwoju alergii. Stosunkowo niewiele badan po$wigcono roli limfocytow Tyd
w alergiach kontaktowych i pokarmowych. Istnieje jednak szereg prac traktujacych o roli tych
komorek w alergiach wziewnych i astmie. Nie do konca zrozumiate sg przyczyny takiej dysproporcji.
Faktem jest jednak to, ze w przypadku relacji pomiedzy limfocytami Tyd, a wszystkimi rodzajami
alergii, jest jeszcze wiele do odkrycia. Niezb¢dne jest wyjasnienie doktadnych mechanizméw,
poprzez ktore omawiane komorki przyczyniajg sie do rozwoju lub zatrzymania reakcji alergicznych,
a takze wyjasnienie zrdédet, otrzymywanych niekiedy, przeciwstawnych wynikow. Kluczowe jest
réwniez badanie tych komorek nie jako calosci, a jako konkretnych populacji oraz subpopulacji,
roéznigcych si¢ przeciez wilasciwosciami. Interesujace badania poswigcone sa potencjalnemu
zastosowaniu tych komoérek w immunoterapii (glownie nowotworow). Wydaje si¢, ze w przypadku
alergii takie zastosowanie rowniez moze mie¢ miejsce. Bez watpienia wskazane jest przeprowadzenie
badan populacyjnych, w celu globalnego ustalenia udziatu komoérek Tyd w ludzkim fenotypie
immunologicznym.
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Summary

The aim of this article is to present and underline the importance of biogeographical studies
of scorpions for public health and healthcare system in general. These animals are responsible for 1,2
millions of sting incidences annually, many of them result in severe sequelae, some of them are lethal.
Understanding of the relation between scorpions and environment, both natural and anthropogenic is
crucial to provide an effective epidemiological surveillance and therefore to improve the quality of
treatment for patients.

1. Introduction

Scorpions (Scorpiones) is an order within the arachnids family (Arachnida). To date, over
1,500 species of these animals have been described. The exact number of them is constantly
fluctuating due to the unclear taxonomy; a general trend of elevating subspecies to the rank of the
species is observed. It is estimated that about 2 billion people in the world are potentially exposed to
a scorpion sting (Chippaux and Goyffon 2008). About 30 species are considered potentially dangerous
for humans, however, it should be remembered that the type and severity of symptoms after stinging
by this animal is an individual issue, depending on age, health, medical history, allergies, etc.
(Chippaux and Goyffon 2008). The group of increased risk includes children, elder and
immunocompromised people. It is important to remember that scorpion venom is not homogeneous,
it consists of a number of substances, mainly of a proteinic nature. Sensitization to one of the
components of venom can cause a very strong reaction of the organism, so-called anaphylactic shock,
which can even lead to death. Unfortunately, the implementation of allergy tests poses many
difficulties - it is required to obtain a certain amount of antigen (in this case: particular venom
fractions), which is a very expensive and technically complicated process. Venom of most species is
neurotoxic; one species - Hemiscorpius lepturus - possesses cytotoxic venom. Symptoms of its action
are necrotic wounds, local tissue necrosis and general inflammation. There is a widespread
misconception that scorpions can only be found in the tropics. However, these animals can be found
in many different climatic zones, very often near human dwellings. In many countries symptomatic
treatment is the only way to treat scorpion stings.

Understanding processes affecting the distribution of scorpions is crucial to develop
programs considering prevention and treatment of the effects of scorpion sting (scorpionism). The
aim of the work is to present the biogeography of scorpions as a key factor determining the
epidemiology of scorpionism on the example of Europe and the Middle East. Epidemiological
monitoring of scorpion stings in this area is necessary to reduce possible damage resulting from bites,
both economic (shortening the time of inability to work, particularly important in rural areas) and
social (exposure to frequent stings and following health problems reflect in mental condition). The
improvement of sanitary and housing conditions, combined with the systematic increase in the quality
of medical care, may result in a reduction in both mortality and mortality rates in the case of
scorpionism.
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2. Historical sources regarding scorpion biogeography

Historia Animalium (History of Animals) by Aristotle is believed to be the first
biogeographical work devoted to scorpions (and other animals) (Fet et al. 2009). This work, written
around 343 BC, contains detailed anatomical and morphological descriptions of over half a thousand
animals. The great Swiss naturalist Luis Agassiz paid tribute to this book writing: since the time of
Avristotle, the systematics of zoology has not made any progress for the next two thousand years, until
Linnaeus introduced new features and characteristics of individual taxonomic rankings. Take a look
at the first description about the biogeography of this group of arachnids. In book VIII, part 29, the
Stagirite writes: locality is an important element in regard to the bite of an animal. Thus, in Pharos
and other places, the bite of the scorpion is not dangerous; elsewhere — in Caria, for instances —
where scorpions are venomous as well as plentiful and of large size, the sting is fatal to man or
beast... Caria is a historical land located by the Aegean Sea in the southwestern part of Asia Minor,
covering approximately the area of today's Turkish province of Mugla. In some of the translations of
Aristotle's work, Caria is replaced by Scythia, which is a large area of Eurasia, ranging from Ukraine
to Central Asia. In both of them there are a number of species (mainly belonging to Mesobuthus
genus) with relatively strong venom that are considered potentially dangerous to human health and
life. Pharos is much more intriguing. It is known that the author could not have meant the
Mediterranean island located at the entrance to the port of Alexandria (Egypt), because in this area
the occurrence of many dangerous species is noted. In addition, the island of Pharos became famous
thanks to the lighthouse only a few decades after Historia Animalium had been written, so there is no
reason for Aristotle to put a description of this place in his work. However, there is another island that
has historically had the same name. It is Hvar located off the coast of Dalmatia (Croatia). The most
common species in this area are small, hardly venomous Euscorpius. Aristotle probably wrote about
this genus when he mentioned that the sting of scorpions from Pharos "is not dangerous” (Fet et al.
2009).

Another remarkable observation regarding the zoogeography of scorpions comes from Pliny
the Elder. In Historia Naturalis (Natural History), he writes, after Aristotle, that near a mountain in
Caria the scorpions are dangerous only to the locals, while they do not attack the travelers. The author
supposes that the explanation of this fact is related to the lifestyle of scorpions. Usually, scorpions do
not intentionally interact with people. In order to find these arachnids, for example to conduct some
scientific research, it is not uncommon to spend long days searching through burrows or spaces under
stones. On the other hand, scorpions are sometimes found in human dwellings; some species are even
considered to be synanthropic. It happens due to the presence of a large amount of readily available
food places like that. From a purely statistical point of view, the victims of scorpion sting will be local
residents, not newcomers spending a short time in a given place.

It is worth to pay attention to one more antique description devoted to scorpions. Its author
is Roman Claudius Aelianus Praenestinus called Aelian. This writer, who was a protégé of Emperor
Septimius Severus, lists eleven types of scorpions in one of his works. Some of them correspond to
the actual characteristics of different species occurring in the Middle East, while others seem to be a
creation of the imagination of the author (for example, flying scorpions). It is not known whether
Aelian was a direct witness of the attack of the imperial army on Hatra (currently archaeological site
of Mabad al-Hadar in Iraqg), but he mentions the use of scorpions as a weapon. During the siege of
Hatra (198-199), city defenders threw "scorpion bombs" outside the city walls to sow panic among
Roman soldiers (Mayor 2008).

3. Contemporary data on global biogeography of scorpions

The scorpions are extremely cosmopolitan; representatives of the order live on all continents
except Antarctica. An excellent example illustrating the unusual ecological plasticity of scorpions is
the European distribution of the genus Mesobuthus. There are reports on the occurrence of one of the
species, M. eupeus, in the area of the Russian Orenburg region (near the border between Europe and
Asia, coordinates: 51°13' N 57°75' E). The postulated factor limiting the occurrence of M. eupeus in
this area is the presence (or absence) of a particular type of soil (Gromov 2001). Mesobuthus eupeus
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also occurs in Afghanistan, Armenia, Azerbaijan, China, Georgia, Iraq, Iran, Kazakhstan, Kyrgyzstan,
Montenegro, Pakistan, Syria, Tajikistan, Turkey, Turkmenistan and Uzbekistan (Fet 2010). Relative
to this species, M. gibbosus, was listed in Albania, Bulgaria, Montenegro, Macedonia and Greece (Fet
2010). Undoubtedly, it proves the extraordinary adaptability of these animals. The broad distribution
of scorpions across the globe prompted researchers to analyze their spread and try to find some rules
of this phenomenon. The very first works, published at the turn of the 20th century, answered the
question about the unusual distribution of certain species rather superficially. The inability to
formulate an internally coherent concept concerning this issue was caused by several factors: lack of
full knowledge about scorpion phylogeny, ignorance or failure in considering Wegener's theory of
continental drift as well as cyclic climate changes (especially concerning tropical climates) and lack
of knowledge of the scorpions’ life strategy. One of the earliest zoogeographic works considering
the influence of continental drift on the global distribution of scorpions is a report by B. H. Lamoral
from 1980. He drew several conclusions, such as that all presently occurring scorpions (sometimes
referred to as Neoscorpionina) originate from pulmonates that emerged during the existence of
Pangaea Il, and the ancestors of today's Buthidae family (protobuthids) were the dominant group of
animals by all the time of existence of this supercontinent. According to this author, today's diversity
within this family is the result of vicariance (a speciation under the influence of the formation of
natural geographical barriers), occurring during the breakup of Pangaea to Laurasia and Gondwana
(Lamoral 1980). He also points to the possibility of active migration of scorpions from Laurasia to
the northern part of Gondwana during this long-term process. However, later studies on modern
genera proved their low mobility (Lourengo 2014).

An interesting concept was put forward by Lourengo. He is interested in the spatio-temporal
classification proposed by Udvardy, who distinguished three levels of biogeographic analyzes: the
phylogenetic scale (describing global changes limited only by the period of existence of an organism),
the millennial scale (describing changes in the Pleistocene and later times) and the secular scale
(describing the last several thousand years). He uses these scales in order to explain contemporary
empirical observations, such as the polymorphism of South American scorpions of the genus Tityus
or the disjunctive distribution of scorpions of the luridae family, occurring both in the neotropical
region and in the Middle East (Lourengo 2014). However, it should be noted that these studies do not
consider the molecular phylogeny of scorpions.

4. Biogeography of European scorpions and their medical importance

There are two genera of scorpions in Europe, whose sting is considered potentially dangerous
to human health - Mesobuthus (two species, including one endemic in Cyprus) and Buthus (six
species) (Fet 2010). The most common representative of the genus Mesobuthus is M. gibbosus, while
the most abundant representative of the genus Buthus is B. occitatus. The geographical range of the
first mentioned species is described above, while B. occitanus is found in the southern part of France,
Spain and Portugal (Fet 2010). The biogeography of M. gibbosus, both historical and dynamic, is
quite well known. It is recognized that the current range of this species is the result of many episodes,
the most influential of which was the Messinian Salinity Crisis. At that time, approximately 5.96
million years ago, due to the desiccation of the Mediterranean basin, the islands of this basin were
connected with the continent for a period of about 100,000 years. In the light of recent research, this
event is recognized as a crucial for M. gibbosus arrival to the Balkan Peninsula from Central Asia
(Wisniewski and Olech 2015). The exact size of the population living in this region is not known,
however, according to observational data, these scorpions are found much less frequently than
Euscorpius spp. M. gibbosus prefers dry habitats far away from human settlements, while
representatives of the genus Euscorpius are synanthropic species. However, it occurs in areas
frequented by tourists, eg in the proximity of the Skadar Lake National Park (Montenegro)
(Wisniewski, Olech 2015). In the scientific literature several cases of human stings by M.gibbosus
have been reported; all reports come from Montenegro (Pajovic et al. 2014). Clinical symptoms in
patients ranged from local pain, usually lasting a few days, to serious systemic disorders, with
consequences visible even many months after the sting. In 80% of cases, the place of the sting were
the lower limbs. Large-scale (598 cases) statistical study on the characteristics of M. eupeus stings in
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the area of Sanhurfa (Turkey) showed the highest number of such events in the summer months (in
the order: June, July and August) (Ozkan and Kat 2005). There are no studies confirming the same
dependence among the Mesobuthus occurring in the Balkans, but it is worth noticing that these months
are a period of increased travel to various regions of the Balkan Peninsula, which may have a
significant impact on tourists' safety. Species of the genus Euscorpius are much more widespread -
they occur in the Iberian Peninsula, France, Germany, ltaly, Switzerland, the Balkan Peninsula,
Romania, Ukraine and Russia (Fet 2010). There are anecdotal reports on the existence of a Czech
population of Euscorpius sp. in the past, but no scorpions have been found in this country for a long
time. The existence of a large (about 10,000 individuals) stable population of E. flavicaudis in the
docks in Sherness (England, Kent county) (Benton 1992) can be considered as an interesting fact. The
beginning of the population dates back to the times of King George IV (1820-1830), when ships from
Italy, supplying various types of building materials, came to this port. A number of individuals have
probably been dragged along with the load. The first (confirmed) report on the occurrence of E.
flavicaudis in this place is the description of the specimen deposited at the British Museum of Natural
History, dated 1870 (Benton 1992).

5. Biogeography of the Middle East scorpions and their medical importance

The Middle East, comparing to Europe, is the habitat of incomparably more species of
scorpions. A number of scorpions with very strong venom occur there, such as Androctonus
crassicauda and Leiurus quinquestriatus. Due to the greater presence of these arachnids, research on
them in the Middle East is much more advanced than in Europe.

In Turkey, the previously mentioned A. crassicauda and M. eupeus are considered the most
dangerous species. Interestingly, despite the fact that A. crassicauda is considered a much more
venomous, there is no statistically significant difference between the effects of the venom of both
species. The annual incidence is 36 cases per 100,000 thousand. inhabitants, and mortality 0.01 per
100,000 residents (Ozkan et al. 2008). In the southern part of Turkey, the incidence rate is slightly
higher than in the whole country - it reaches 40 cases per 100,000 residents (Ozkan and Kat 2005;
Ozkan et al. 2006). However, there were no deaths directly related to the effects of the sting. However,
it was observed that women are more likely to be victims of scorpions than men, and 75% of cases
were people over the age of 15.

The research conducted in Israel determined the scale of scorpionism to approximately 200
cases per year, with only 15-20% of patients requiring hospitalization (Bentur et al. 2003). Soldiers
of the Israeli armed forces have a much more frequent contact with scorpions - for 100,000 soldiers
about 1,400 events a year (Haviv et al. 1997). This professional group seems to be the most exposed
to contact with the discussed group of arachnids. Operating in difficult conditions, often deserts, with
the simultaneous pressure of time, is the cause of much greater exposure of soldiers to the stings.
After the first war in the Persian Gulf an increase in the number of scorpions was observed in Iraq
and Kuwait. Abandoned trenches and military equipment became the perfect hideout for arachnids.
Frequent contact between soldiers and scorpions resulted in the establishment of many legends, such
as the suicide committed allegedly by the scorpion, when it is be surrounded by flames. In fact, the
characteristic attitude approached at a high temperature, i.e. placing the venom barn near the abdomen
(it looks as if the scorpion stings itself), results from biophysical processes occurring in the
arthropod’s body - rapid dehydration of the whole organism makes the observer think that he is
actually dealing with a scorpion committing suicide (Legros et al. 1998). In order to achieve this
effect, it was sometimes practiced catching scorpions and setting fire around them (own data,
unpublished).

In Saudi Arabia, L. quinquestriatus, A. crassicauda and Parabuthus liosoma are responsible
for the majority of stings. Geographical variation in the occurrence of the phenomenon is noticeable:
in the Riyadh and Eastern provines, less than 10 cases of sting were recorded per 100,000 inhabitants,
while in the provinces of Medina and Al-Baha this ratio is 370 and 480 cases respectively per 100,000
residents (Al-Sadoon and Jarrar 2003). Older papers describe the mortality rate associated with a
scorpion sting at 4.8% in the province of Medina (EI-Amin et al. 1994), as time passed, however, a
significant drop in the number of fatalities was observed, probably due to the improved conditions of
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hospitalization of patients (Al-Sadoon and Jarrar 2003). A particularly high incidence rate is recorded
in the rural areas of Saudi Arabia - it often reaches the value of more than 1000 cases per 100,000
thousand inhabitants (Mahaba 1997). Epidemiological research conducted among American soldiers
stationed in this country during the operation Desert Shield (1990-1991) made it possible to estimate
the incidence rate for approximately 2,400 cases of scorpionism per 100,000 soldiers (Groshong
1993).

Data from Iran allows the observation of interesting facts about scorpions. The sting reports
from 2001-2009 estimate the frequency of scorpionism for over 42,500 cases per year, with a
mortality rate of 19.5 cases per year. About 80% of all recorded events took place in the Khuzestan
province. In the years 2001-2006 a decreasing trend of the frequency of stings by scorpions was
observed (Dehghani and Fathi 2012).

6. Conclusions

The above-mentioned examples clearly indicate a significant geographical differentiation in
the scale of the discussed problem. The reason is that in the Middle East occur many more species of
medical importance than in Europe. In addition, the factors limiting the distribution of European
species of scorpions with strong venom are temperature, humidity and soil type. Both representatives
of the genus Buthus and Mesobuthus prefer hot and dry habitats. It is natural, therefore, that they are
not widespread throughout Europe. Residents of rural areas located in the desert regions of the Middle
East are much more likely to be exposed to the scorpions. It is worth noting that despite the ubiquity
of these animals, the mortality rate among patients remains at a very low level. In cases requiring
hospitalization,

a wide and easy access to necessary treatment exists in European countries, however, it should be
noted that medical personnel in the Middle East countries (eg in Iran) have extensive experience in
the treatment of scorpion stings.

Despite the relatively small number of fatal cases, the problem should not be neglected.
Research in this field, both epidemiological meta-analyzes and case reports, lead to a better
understanding of the essence of the problem, and also enable faster and more effective treatments for
patients.
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