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Przedmowa

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

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

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

Redakcja
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1. Zastosowanie termografii w medycynie
Application of thermography in medicine

Dzmitry Aleinikau, Barbara Pytel
Instytut Fizyki, Uniwersytet Opolski, ul. Oleska 48, 45-052 Opole, Polska

Dzmitry Aleinikau: dimaaley22@gmail.com
Stowa kluczowe: kamera termowizyjna, promieniowanie cieplne, temperatura, termografia.

Streszczenie

Dane z literatury przedmiotu wskazuja, ze wykrywanie promieniowania podczerwonego
emitowanego m. in. przez cialo cztowieka, moze peli¢ duzg rol¢ pomocnicza w badaniach
medycznych. W pracy przedstawiono w sposob syntetyczny, metody pomiaru temperatury, przede
wszystkim te, stosowane w termometrii oraz omoéwiono promieniowanie cieplne. Opisano pokrotce
termometri¢ i zwigzang z nig termowizj¢ oraz termografi¢. Wyszczegodlniono zasady dziatania kamery
termowizyjnej oraz przedstawiono sposob przeprowadzenia pomiaréw z jej wykorzystaniem.
W niniejszej pracy, przedstawiono rowniez publikacje naukowe dotyczace zastosowania termowizji
w réznych dziedzinach medycyny.

1. Wstep

Termometria to galaz fizyki, ktora zajmuje si¢ opracowaniem metod i przyrzadow do
pomiaru temperatury. Zadanie termometrii obejmuje: ustalanie skal temperatury, tworzenie testow
poréwnawczych, opracowywanie metod klasyfikacji i kalibracji przyrzadéw do pomiaru temperatury,
a takze ich wykorzystywanie w nauce i technice. Termometria w Swoim rozwoju przeszta diuga
i trudng droge do osiagnigcia jednosci pomiarow temperatury. Od czaséw starozytnych znana jest
metoda jako$ciowej oceny temperatury za pomoca wrazen dotykowych. Stad powstaly pojecia:
goracy, cieply, zimny. Z termometrig $cisle zwigzana jest termografia, ktéra jest bezinwazyjna
technika pomiarowa, umozliwiajaca rejestracje emitowanego z badanej powierzchni promieniowania
podczerwonego w zakresie 9 — 14 mikrometrow. Wyniki, przedstawiane sa w postaci barwnych map
rozktadu temperatury. Jesli chodzi o medycyne, to termografia pozwala rejestrowaé promieniowanie
podczerwone, ktore jest emitowane przez ciato ludzkie (Gossorg 1988).

Rozrozniamy aktywna i pasywng termografie. W aktywnej termografii stosowane sa kamery
termowizyjne. Pewne zrodlo energii powinno tworzy¢ kontrast temperaturowy miedzy badanym
obicktem, a ttem. Aktywne podejscie jest konieczne, gdy badany obiekt jest w rownowadze
termicznej z otoczeniem. Za$ pasywna termografi¢ stosuje si¢, gdy temperatura badanego ciala
znacznie rozni si¢ od temperatury tta (Gossorg 1988).

W badaniach fizjologicznych wazne jest, aby osoba poddana badaniu czula si¢ tak
swobodnie, naturalnie i komfortowo, jak to tylko mozliwe. Podlaczenie do ciata cztowieka czujnikow
kontaktowych moze mie¢ wptyw na jego stan psychofizyczny, co moze mie¢ kolejno wplyw na
wyniki danych eksperymentalnych i oparte na nich wnioski. Termografia medyczna pozwala spetni¢
powyzsze warunki. Jednoczes$nie jest to nowoczesna metoda diagnostyczna, ktéra obecnie zyskuje
coraz wigksza popularno$¢ ze wzgledu na coraz lepsze, czulsze i tansze kamery, nieinwazyjno$¢ oraz
natychmiastowg informacje zwrotng. Ponadto, ze wzgledu na to, ze termografia jest bezdotykowa
metoda pomiaru, moze by¢ szczegdlnie przydatna w diagnostyce ran pooperacyjnych, obrzgkow,
zmian zapalnych skory oraz wielu innych przypadkach, gdzie inne metody moglyby spowodowac
zabrudzenie ran lub infekcje (Skrzek 2014).

2. Opis zagadnienia

2.1 Promieniowanie cieplne

Kazde cialo o temperaturze powyzej zera bezwzglednego, oddaje srodowisku swoja energi¢
w postaci promieniowania nazywanego cieplnym. Promieniowanie cieplne lub inaczej termiczne jest
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to rodzaj promieniowania elektromagnetycznego, ktore powstaje w wyniku ruchu natadowanych
elektrycznie czastek w materii. Maksimum rozkladu nat¢zenia promieniowania dla obiektow
0 temperaturze pokojowej przypada na dlugos¢ fali ok. 10 mikrometréw. Wynika to z prawa
przesunie¢ Wiena. Prawo Wiena opisuje promieniowanie elektromagnetyczne emitowane przez cialo
doskonale czarne. Cialo doskonale czarne definiujemy jako ciato, ktére catkowicie pochlania
padajace na nie promieniowanie. Wraz ze wzrostem temperatury maksimum to przesuwa si¢
w kierunku fal krétszych, przy czym wysokos¢ maksimum rosnie zgodnie ze wzorem:

b

Rmax - ?

Gdzie b — stata Wiena, T — temperatura w K.

Zgodnie z tym prawem ciato doskonale czarne o temperaturze ciata ludzkiego (T~310 K) ma
maksymalng intensywno$¢ promieniowania przy dtugos$ci fali okoto 10 mikrometrow, co odpowiada
zakresu podczerwieni. Obecnie prawo przesunigcia Wiena mozna wyprowadzi¢ matematycznie
z prawa Plancka, ktore opisuje rozktad widmowy promieniowania ciata doskonale czarnego. W takim
przypadku, mozliwy jest m.in. zdalny pomiar temperatury tych obiektow oraz obserwacja za pomoca
urzagdzen rejestrujacych wysytane promieniowanie (Houghton i Smith 1975).

Ludzka skora ma wysoki wspolczynnik promieniowania (g = 0,98), ktérego wartos$¢ jest
zblizona do warto$ci wspotczynnika promieniowania ciata doskonale czarnego (¢ = 1). Zmiana
temperatury powierzchni ciata cztowieka, prowadzi do znacznej zmiany mocy emitowanego
promieniowania podczerwonego wykrywanego przez kamere termowizyjng. Niski wspolczynnik
odbicia skory w dalekiej podczerwieni minimalizuje wplyw nagrzanych przedmiotow
srodowiskowych na okreslenie jej temperatury (Skripal 2007).

Niejednorodny rozktad powierzchniowy temperatury ciala cztowieka w niezmienionych
warunkach otoczenia, wynika z obecno$ci naczyn krwiono$nych, w tym wlosowatych, w skorze
i warstwach podskornych, miesni, narzagdéw wewnetrznych, a takze ttuszczu podskérnego. Oprocz
tego, jest jeszcze $cisle zwigzany z procesami wewnatrz ciata ludzkiego (Skripal 2007).

2.2 Metody pomiaru temperatury

W zalezno$ci od tego, w jakim celu mierzymy temperature oraz z jaka doktadnos$cia, mozna
wyr6znic¢ kilka sposobdw pomiaru temperatury. Na przyktad, jesli chodzi o oddziatywanie pomigdzy
badanym obiektem, a czujnikiem temperaturowym, to mozna wyr6zni¢ dotykowa i bezdotykowsa
metode. W dotykowej metodzie czujnik, np. termometr, styka si¢ z badanym obiektem. W metodzie
bezdotykowej pomiar zwykle prowadzi si¢ poprzez pomiar promieniowania elektromagnetycznego
emitowanego przez ciato lub iloéci emitowanej energii. Jednym z bezdotykowych urzadzen do
pomiaru temperatury jest pirometr (Minkina i in. 2000). Za§ kamera termowizyjna to takze
bezdotykowe urzadzenie do obserwacji rozkladu temperatury badanej powierzchni. Rozktad
temperatury jest wySwietlany na wyswietlaczu jako kolorowy obraz, w ktérym rézne wartosci
temperatury odpowiadaja roznym kolorom.

2.3 Kamera termowizyjna

Kamera termowizyjna to urzadzenie do obserwacji rozktadu temperatury badanej
powierzchni. Rozklad temperatury jest wyswietlany na wyswietlaczu jako kolorowy obraz, w ktérym
rézne temperatury odpowiadaja roznym kolorom. Gtéwnymi elementami kamery termowizyjnej sa
matryca i obiektyw, ktore stanowia okoto 90% catkowitego kosztu kamery. Poniewaz obiektywow
nie mozna wykonac ze szkta, ktore nie przepuszcza promieniowania podczerwonego, do tworzenia
soczewek stosuje sie rzadkie i drogie materialty (na przyklad german). Nowoczesne kamery
termowizyjne sg zwykle budowane na podstawie specjalnych matrycowych czujnikdéw temperatury —
bolometrow. Czyli matryc miniaturowych termorezystorow cienkowarstwowych. Promieniowanie
podczerwone zebrane i skupione na matrycy przez obiektyw kamery termowizyjnej ogrzewa
elementy matrycy zgodnie z rozkladem temperatury obserwowanego obiektu. Wysoka czutos¢ kamer
termowizyjnych jest realizowana dzigki obecnosci wysoce czutych poétprzewodnikowych
odbiornikow promieniowania z antymonidu indu, rtgci, kadmu, telluru itp. Promieniowanie
podczerwone jest skoncentrowane przez system specjalnych soczewek i trafia na fotodetektor, ktory
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jest wrazliwy na okreslong dtugo$¢ fali widma podczerwonego. Promieniowanie, ktore dostaje si¢ do
niego, prowadzi do zmiany wlasciwosci elektrycznych fotodetektora, ktory jest rejestrowany
i wzmacniany przez obwod elektroniczny. Odebrany sygnat jest przetwarzany cyfrowo, a warto$¢ ta
jest przesytana do jednostki wyswietlajacej informacje. Procesor kamery pobiera sygnal z kazdego
piksela i przy zastosowaniu obliczen matematycznych tworzy kolorowa mape temperatury pozorne;j
obiektu. Kazda warto$¢ temperatury jest przedstawiona innym kolorem. Uzyskana matryca kolorow
jest przesytana do pamigci i do wy$wietlacza kamery pod postacig obrazu temperatury (termogramu)
danego obiektu. Czuto$¢ detektora na promieniowanie cieplne jest tym wyzsza, im nizsza jest jego
temperatura wlasna. Na ekranie kamery termowizyjnej widzimy warto$ci mocy promieniowania
podczerwonego w kazdym punkcie pola widzenia kamery termowizyjnej, wy$wietlane zgodnie
z okres$long paleta koloréw (czarno-biata lub kolorowa) (Kriksunov i in. 1987), (Madura i in. 2014).

Promieniowanie
cieplne

Soczewka

Detektor

Procesor

Wyswietlacz

Rys. 1. Budowa kamery termowizyjnej (Madura i in. 2014).

Podczas kazdego badania termowizyjnego powinny zosta¢ uwzglednione czynniki
wplywajace na dokladno$¢ i jako$¢ pomiaru. Warunki atmosferyczne, szczegodlnie te zwigzane
z roznego rodzaju opadami deszczu lub $niegu wplywaja na obnizenie temperatury powierzchni
badanego obiektu. Jednak nie tylko czynniki pogodowe mogg zafalszowa¢ wyniki badania
termowizyjnego. Szczegodlnie istotne sa czynniki techniczne, m.in. wspolczynnik emisyjnosci
i refleksyjnosci danej powierzchni, temperatura atmosfery oraz odleglos¢ kamery od ciata
promieniujacego. Kazdy obiekt emituje promieniowanie podczerwone, czyli wytwarza energie. To
wlasnie jest jego emisyjnos¢, ktora uzalezniona jest od materiatu lub podioza danego obiektu. Niska
emisyjnos¢ obiektow oznacza, iz odbijajg one promieniowanie stoneczne. Dotyczy to najczgsciej
materiatdw metalowych. One réwniez posiadajg wysoka refleksyjnosé, czyli zdolno$¢ do odbijania
zmiennych ilodci $wiatla, jakie pada na dang powierzchni¢. Nie uwzglgdnienie tych parametrow,
moze wplynagé na bledny wynik pomiaru kamera termowizyjng. Konieczno$¢ podania tych
parametréw moze by¢ jednak bardzo ktopotliwa dla operatora, poniewaz nie istnieja zwykle proste
sposoby na dokladne okreslenie emisyjnosci i temperatury atmosfery w rzeczywistej sytuacji.
Parametry te sprawiaja na ogét mniej problemow, jesli w otoczeniu nie ma duzych i silnych zrodet
promieniowania (Madura i in. 2014), (Skripal i in. 2007), (Szarek i in. 2010).

3. Przeglad literatury

Kamera termowizyjna w medycynie jest przyrzadem wykorzystywanym w omowionej
metodzie do oceny rozlegtosci i nasilenia stanu zapalnego lub niedokrwiennego w badanej tkance, na
podstawie zjawiska termoemisji, wynikajacej z lokalnego wzmozonego lub obnizonego ukrwienia
i metabolizmu tkankowego (Kruszewski 1971). Termowizja medyczna ma zastosowanie w prawie
kazdej dziedzinie np. onkologii, laryngologii, okulistyce, dermatologii, jak rdwniez chirurgii czy
neurologii.

W pracy (Szarek i in. 2010) opisano wykorzystanie termowizji do diagnostyki medycznej.
W tej pracy zostaty zarejestrowano szereg map temperaturowych powierzchni badanego ciata, dzigki
czemu mozna bylo wykresli¢ obszary o podwyzszonej temperaturze. Jedno z badan przeprowadzono
na pacjencie, u ktoérego zastosowano endoprotezoplastyke stawu biodrowego z dojsciem operacyjnym
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tylnym. Zastosowanie kamery termowizyjnej pozwolilo na precyzyjne okre§lenie temperatury
W obszarze rany, co jest niemozliwe w przypadku dotykowych metod pomiarowych. W kolejnym
badaniu grupa os6b poddanych badaniom termowizyjnym wykonywata zestaw ¢wiczen
rehabilitacyjnych. Zarejestrowane mapy temperaturowe przed i po wysitku, pozwolily na
sprawdzenie stopnia ukrwienia migs$ni, a co za tym idzie poprawno$¢ zastosowanej rehabilitacji
ruchowej.

Termografia znalazta tez zastosowanie w potoznictwie i ginekologii. W czasie cigzy zmienia
si¢ wzor rozktadu temperatur, co mozna réwniez zobaczy¢ na termogramie. Termograficznymi
objawami ciazy sa hipertermia piersi, zmiana temperatury brzucha, stopniowe rozprzestrzenianie si¢
hipertermii w gornej i dolnej czesci brzucha, a hipotermia w srodkowej czesci (Andreev i in. 2016).

Analiza termiczna pomiarow przeprowadzonych $rddoperacyjnie z powierzchni kory
moézgowej, pozwala na bezinwazyjne wyznaczenie granic funkcjonalnie waznego obszaru kory oraz
okreslenie lokalizacji guzow moézgu zdiagnozowanych innymi metodami obrazowania. Badania takie
przeprowadzano na szczurach. Temperatura powierzchni guzéw rézni si¢ od temperatury
powierzchni tkanek nieobjetych zmiang chorobowa. Pozwala to na doktadniejsze zlokalizowanie
guza nowotworowego. Zaobserwowano réwniez, ze przy odcigciu unaczynienia guza, wyraznie
obniza si¢ jego temperatura, pomimo tego, ze zabieg odbywa si¢ metoda koagulacji bipolarnej, ktora
powoduje wydzielanie ciepla w tkance. Wyniki przeprowadzonych badan wspazuja, ze termografia
srédoperacyjna  powierzchni  kory mozgowej  wukorzystywana w  czasie  procedur
neurochirurgicznych moze by¢ najlepszym sposobem doktadnej oceny umiejscowienia osrodkow
funkcjonalnych wzglgdem tkanki patologicznej, co moze zminimalizowac ryzyko groznych powiktan
(Kaczmarska i in. 2014).

Wykazano, ze lokalny wzrost temperatury w obszarze powierzchownych zyl konczyn
dolnych wskazuje na prawdopodobienstwo zakrzepowego zapalenia zyt. Wykorzystano termografie
do obserwacji zmian miazdzycowch naczyn, ktére rowniez prowadza do zaburzenia przeptywu krwi
i zmiany temperatury. Metoda termografii pozwala na zarejestrowanie obecno$ci blaszek
miazdzycowych (Bagavathiappan i in. 2009).

Termowizja stosowana jest tez w okulistyce. Prowadzono prace z wykorzystaniem
termowizji do obrazowania zaburzen ukrwienia siatkoéwki w diagnostyce retinopatii cukrzycowej,
zwyrodnieniu plamki zwigzanym z wiekiem, a takze w zapaleniach spojowek oraz tylnego odcinka
oka. Termowizja okazata si¢ szczeg6lnie pomocna w przypadku utrudnionego wgladu w dno oka,
z powodu zmetnienia struktur anatomicznych przedniego odcinka gatki ocznej. Za$§ schorzeniem
okulistycznym najczesciej ocenianym za pomocg kamery termowizyjnej jest zespdt suchego oka.
Wykazano, ze oczy chore majg temperatur¢ nizszg niz zdrowe, co moze wynikaé z nizszej emisji
promieniowania cieplnego gatki ocznej, wywotanej przez zaburzong strukture filmu tzowego (Sodi
Aiin. 2014), (Klamann MKJ i in. 2013).

W otorynolaryngologii termografia stosowana jest w diagnostyce proces6w zapalnych oraz
nowotworow zatok szczekowych i czotowych. W takich przypadkach okreslane sg strefy hipertermii.
W nowotworach ztosliwych krtani na termogramach przedniej powierzchni szyi wizualizowane sa
charakterystyczne ogniska hipertermii patologicznej, posiadajace sktonnosci do rozprzestrzeniania
si¢ na sasiednie obszary ciata. Ponadto termografia pozwala zdiagnozowac¢ porazenia i niedowlady
przy uszkodzeniu nerwdw twarzowych, a nawet alergiczny niezyt nosa (Mekshina i in. 2012).

Termografia w onkologii jest szeroko rozpowszechniona. Nowotwory zlosliwe
charakteryzujg strefe hipertermii odpowiadajaca obszarom infiltracji z rdznica temperatury
z otaczajacymi tkankami. Obrazowanie termiczne pozwala wykry¢ guz piersi znacznie wczesniej niz
jest to mozliwe w przypadku mammografii. Mozliwe jest wykrycie guzéw tarczycy. Badania
regionalnych weztéw chlonnych umozliwiaja wykrycie wczesnych przerzutow droga limfogenna.
Ponadto, termografia umozliwia kontrol¢ skutecznos$ci terapii antynowotworowych (radioterapia,
chemioterapia) (Minkina i in. 2000), (Kennedy i in. 2009).

4. Podsumowanie i wnioski

Wraz z pojawieniem si¢ detektorow podczerwieni o coraz wyzszej czuto$ci temperaturowej
i rozdzielczo$ci przestrzennej, termowizja promieniowania cieplnego staje si¢ coraz tansza,
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doktadniejsza, alternatywng metodg badan przesiewowych oraz wczesnego wykrywania patologii.
Moze by¢ takze wykorzystywana do monitorowania skuteczno$ci leczenia i rehabilitacji. Kazdego
roku przeprowadza si¢ coraz wigcej badan potwierdzajacych wysoka skuteczno$¢, wiarygodnosé
i bezpieczefstwo termografii. Taka diagnostyka jest catkowicie bezinwazyjna i nie wplywa na
zdrowie pacjenta. A w pordwnaniu z innymi urzadzeniami medycznymi, jak ultrasonograf, rentgen
czy tomograf koszty zakupu i eksploatacji urzadzen termowizyjnych sg znaczaco nizsze.

Oprocz wyznaczania termogramow badanych obszarow, aktualnie mozliwa jest takze ich
cyfrowa analiza, co umozliwia wykorzystanie rozlegtych analiz zmian ilo§ciowych w obrazie. Ze
wzgledu na szereg zalet termografii jak bezdotykowos¢, szybko$§é uzyskania informacji w czasie
rzeczywistym oraz doktadno$¢ uwaza sie¢, ze zastosowanie termografii w medycynie moze znalez¢
W przyszlosci zastosowanie w jeszcze szerszych obszarach medycyny.

Prowadzac badania termograficzne nalezy jednak zawsze pamigtac, ze aby uzyskac rzetelne
i wiarygodne wyniki, nalezy bezwzglednie stosowaé si¢ do zalecen metodologicznych i norm
pomiarowych. Warunkuje to uzyskanie poprawnych wynikow, umozliwiajacych ich porownywanie
oraz poprawng ich interpretacje,a co za tym idzie, uniknigcie bledéw diagnostycznych.
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Streszczenie

Mikrobiom jelitowy to zbior tysiecy gatunkoéw bakterii, ktore wystepuja w przewodzie
pokarmowym cztowieka, zasiedlajac jelito cienkie oraz (w wickszym stopniu) jelito grube. Tworzony
jest przez szacowang na ponad 100 bilionow liczbe komorek bakteryjnych. Pelni szereg istotnych
funkcji w organizmie czlowieka, takich jak produkcja witamin, wspomaganie trawienia, reakcje
immunologiczne, utrzymanie prawidtowej homeostazy, jest rOwniez niezb¢dny do komunikacji
z osrodkowym ukladem nerwowym, ktora zachodzi za posrednictwem osi jelitowo-moéozgowe;.
Tematyka ta zyskata ogromng popularno$¢ w ostatnich latach, stad ciaggle rosnie liczba badan, ktorych
wyniki sugeruja, ze mikrobiom moduluje takze procesy poznawcze, emocjonalne, behawioralne oraz
wplywa na odczuwalny nastr6j czy poziom lgku. Wzajemne, dwukierunkowe oddziatywanie
pomigdzy mikrobiotg jelitowa a mozgowiem jest tak ztozone, ze zaczgto rowniez szuka¢ powigzan
miedzy patogeneza chordb neuropsychiatrycznych czy neurodegeneracyjnych a wystgpowaniem
zaburzen w mikrobiomu jelitowego.

1. Wstep

Mikrobiom jelitowy stat si¢ jednym z gldwnych obiektow badan ostatnich lat. Stanowi go
zbidr tysigcy gatunkow bakterii zasiedlajacych przewdd pokarmowy cztowieka, glownie jelito grube
oraz, w mniejszym stopniu, jelito cienkie. Szacuje sig, iz jest on tworzony przez ponad 100 biliondw
komorek bakteryjnych (Generoso i in. 2021), jego masa moze osigga¢ nawet do 2 kg, a liczba
mikroorganizméw wystepujacych w przewodzie pokarmowym cztowieka szacowana jest na okoto
100-krotnie wyzsza niz taczna liczba wszystkich komorek eukariotycznych tworzacych ciato
cztowieka (Kim i Shin 2018). Mikrobiom peli wiele istotnych funkcji w organizmie gospodarza,
takich jak wspomaganie trawienia, produkcja witamin, udzial w reakcjach immunologicznych,
wspomagajac tym samym utrzymanie homeostazy (Rucinski i Kurowska 2018). O§ jelitowo-
moézgowa to system odpowiadajacy za komunikacje miedzy uktadem pokarmowym a o$rodkowym
uktadem nerwowym (OUN), ktéry dziata dwukierunkowo (Generoso i in. 2021). Sygnalizacja za
posrednictwem osi jelito-mozg jest realizowana przy udziale wielu komponentoéw, takich jak
neurotransmitery, krotkotancuchowe kwasy thuszczowe (SCFA), tryptofan, kinurenina, a takze dzigki
szlakom immunologicznym czy hormonalnym. Wcigz rosnie liczba badan sugerujacych, iz
mikrobiom odpowiada nie tylko za modulacje funkcji uktadu pokarmowego, ale oddziatujac na
mobzgowie, wplywa takze na zachowanie gospodarza, jego samopoczucie oraz wyzZsze procesy
poznawcze. Aktualnie trwa wiele badan, ktore maja na celu ukaza¢ zwiazek migdzy zakloceniami
wystgpujacymi w mikrobiocie jelitowej a zaburzeniami neuropsychiatrycznym (np. depresja,
zaburzeniami lgkowymi, schizofrenia) czy chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba
Alzheimera czy choroba Parkinsona.

2. Komponenty osi jelitowo mozgowej

Za komunikacj¢ na drodze osi jelitowo mozgowej odpowiada réwnolegle wiele
komponentéw. Jednym z tych elementéw sa neuroprzekazniki. Neurotransmiterami nazywamy
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zwigzki chemiczne, ktorych czasteczki przenosza sygnal w obregbie synaps chemicznych migdzy
neuronami oraz pomi¢dzy komodrkami nerwowymi a komérkami migsniowymi lub gruczotowymi.
Neuroprzekazniki, takie jak serotonina (5-HT), dopamina (DA), noradrenalina (NE), acetylochlina
(Ach) czy kwas gamma-aminomastowy (GABA) odgrywajg istotng rol¢ w funkcjonowaniu OUN,
a zaktoécenia wtych systemach neurotransmiterowych wigza si¢ z patogeneza wielu chordb
neurodegeneracyjnych czy neuropsychiatrycznych. Synteza i uwalnianie  niektorych
neuroprzekaznikéw moze zachodzi¢ posrednio lub bezposrednio w wyniku aktywnosci konkretnych
gatunkow mikroorganizméw jelitowych (Tab. 1). Przykladem jest rodzaj Bacillus, ktorego
przedstawiciele moga wytwarza¢ dopamine, ale rowniez Escherichia czy Candida, ktore poprzez
wykorzystanie tryptofanu podchodzacego z Zywnosci sa w stanie syntetyzowac serotoning. Zaktada
si¢, iz jest to jedna z drog, dzigki ktorym mikrobiota moze modulowaé dziatanie OUN (Sun i in.
2020).

Tab. 1. Neuroprzekazniki i metabolity wytwarzane przez mikrobiom jelitowy.

Neuroprzekaznik/ Lol
Metabolit Bakterie jelitowe
Serotonina Streptococcus, Escherichia coli, Akkermansia muciniphila
Dopamina Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus
- Lactobacillus, Campylobacter jejuni, Coryneform,
Glutaminian Bacteroides vulgatus
GABA Lactobacillus, Blfldobacterlgg:i, Pseudomonas, Escherichia
Acetylocholina Lactobacillus, Bacillus
Faecalibacterium, Bifidobacterium longum, Clostridium
SCFA : .
symbiosum, Lactobacillus fermentum
Noradrenalina Bacillus, Escherichia coli
Melatonina Bifidobacterium
Histamina Lactobacillus spp., Enterococcus
Tyramina Enterococcus faecalis

Kolejnym istotnym komponentem odpowiadajgcym za komunikacje w osi jelitowo-
mozgowej sg krotkotancuchowe kwasy thuszczowe (short-chain fatty acids, SCFA). Powstajg one na
drodze beztlenowej fermentacji niestrawionych weglowodandéw ztozonych. Nalezg do nich m.in.
kwas octowy, mastowy czy propionowy. SCFA odpowiadaja za inhibicje¢ deacetylaz histonowych,
dzigki temu moga wigza¢ si¢ z receptorami sprzgzonymi z biatkami G. Wskutek tego chodzi do
indukcji sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej. W zwigzku z tym procesem, SCFA odgrywaja istotng
rol¢ w komunikacji pomigdzy mikrobiota a mézgowiem (Kim i Shin 2018). Nerw bledny stanowi
glowny element szlaku neuronalnego odpowiadajacego za dwukierunkowa komunikacj¢ uktadu
pokarmowego oraz OUN. Jest on najdtuzszym nerwem czaszkowym, ktory siega do jamy brzusznej
i unerwia wigkszos$¢ narzadow wystgpujacych w jej obrebie, sktada si¢ w 80% z wtokien czuciowych
oraz 20% witokien ruchowych. Istotnym jest fakt, ze witokna czuciowe nie maja bezposredniej
styczno$ci z mikrobiota jelitowa, poniewaz nie przechodza przez nabtonek $cian jelita. Za
bezposrednig komunikacj¢ z mikrobiomem odpowiadajg zatem wtokna ruchowe, ktére oddziatujg na
komorki enteroendokrynne. Dzieje si¢ to dzieki uwolnieniu serotoniny, ktéra aktywuje receptor 5-
hydrotryptaminy-3 (Generoso i in. 2021). Uktad immunologiczny rowniez odgrywa istotng role
w komunikacji jelita-mozg. Jego podstawowym zadaniem jest utrzymywanie odpornosci,
a jakiekolwiek nieprawidlowos$ci pomigdzy ukladem immunologicznym a mikrobiota moga
powodowac stan zapalny, ktory z kolei moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju wielu choréb. Odpowiedz
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immunologiczna ze strony organizmu moze doprowadzi¢ do wzrostu przepuszczalno$ci jelit, co
skutkuje swobodniejszym przeplywem patogenéw do krwioobiegu . Dochodzi wtedy do
ogolnoustrojowej reakcji zapalnej, co powoduje wzrost przepuszczalnosci bariery krew-mozg i moze
doprowadzi¢ do pobudzenia komoérek mikrogleju (Abdel-Hag i in. 2019). Jakiekolwiek zaburzenia
dotyczace wymienionych komponentéw osi jelitowo-mozgowej moga indukowac roéznego rodzaju
dysfunkcje w organizmie cztowieka, zaburzajac ogodlng homeostaze. Moga takze prowadzi¢ do
dysbiozy czyli rozregulowania mikrobioty jelitowej. Dysbioza zachodzi w wyniku zmian sktadu
mikroorganizméw, zard6wno iloSciowych, jak i jakosciowych. Do konsekwencji utrzymujacej si¢
dysbiozy naleza przede wszystkim: zmniejszenie wytwarzania neuroprzekaznikow przez bakterie
jelitowe oraz indukcja zmian w profilu wydzielania cytokin przez komorki odpornosciowe —
zwigkszenie produkcji cytokin o charakterze prozapalnym (np. czynnika martwicy nowotworow alfa,
TNF-0; interferonu gamma — IFN-y; interleukiny 1 i 6 — IL-1 i IL-6), przy jednoczesnym hamowaniu
wytwarzania cytokin przeciwzapalnych, gléwnie interleukiny 10 (IL-10). Czynnikéw prowadzacych
do dysbiozy moze by¢ wiele, zaczynajac od nieprawidtowej diety, przyjmowania nadmiernej ilo$ci
farmaceutykow (lub nieuzasadnione ich stosowanie), przede wszystkim antybiotykow
i niesteroidowych lekow przeciwzapalnych; zwigkszonego poziomiu stresu, konczac na ostrych lub
przewlektych stanach zapalnych oraz réznorodnych infekcjach (Rys. 1).
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Rys. 1. Schemat przedstawiajacy mikrobiom jelitowy w stanie dysbiozy. Zrodto: Cenit i in. 2017,
zmodyfikowane.

3. Mikrobiom jelitowy a choroby neuropsychiatryczne oraz neurodegeneracyjne

Choroba Parkinsona (Parkinson’s disease, PD) jest jedng z chordb neurodegeneracyjnych,
ktoéra polega na stopniowej degeneracji neuronéw znajdujacych si¢ w uktadzie pozapiramidowym, co
wigze si¢ z obecnos$cig przewlektego stanu zapalnego w OUN i tkankach obwodowych. W miare
postepowania choroby, ogniska stanu zapalnego zwigkszaja si¢, w komdrkach nerwowych odktadaja
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si¢ nierozpuszczalne wtdkna i ztogi alfa-synukleiny (ASN), biatka cytozolowego, ktore w zdrowych
neuronach ma forme niewielkich monomeréw. Patologiczne formy tego biatka odkryto réwniez poza
moézgowiem — w nerwach przywspotczulnych oraz w komoérkach uktadu pokarmowego. Co ciekawe
u myszy transgenicznych z nadprodukcja ASN, u ktorych wystepowaly objawy PD, do rozwoju
choroby doszto wyltacznie w grupie gryzoni z zachowana mikrobiotg jelitowa — myszy pozbawione
mikroorganizméw i przechowywane w sterylnych warunkach charakteryzowata normalna aktywnos¢
ruchowa, pomimo wysokiego stezenia ASN (Sampson i in. 2016). Dodatkowo, sktad mikrobioty
jelitowej u pacjentow cierpigcych na PD sprzyja stanowi prozapalnemu (Genoroso i in. 2021).
Kolejnym dowodem na wystgpowanie zwigzku PD z mikrobiota byt eksperyment, w ktorym odkryto
roéznice w mikrobiomie pochodzacym z probki katu osob chorych oraz zdrowych. W innych
badaniach zaobserwowano, ze zaburzenia zwigzane z uktadem pokarmowym, takie jak zaparcia czy
biegunki, czgsto poprzedzaja wystapienie objawdéw motorycznych u chorych (Kohler i in., 2016).
U pacjentéw cierpigcych na PD odnotowano znaczny spadek liczebnoéci bakterii z rodzaju
Prevotellaceae, ktéry wynosit az do 77,6% mniej w pordwnaniu do 0séb zdrowych. Odkryto takze
zalezno$¢ migdzy wzrostem liczebnosci Enterobacteriaceae a problemami z chodem oraz ogdlng
niestabilnoscia postawy (Scheperjans i in. 2015). Przeprowadzono badanie, w ktorym chorzy na PD
otrzymywali suplementacj¢ probiotyczna takimi szczepami jak Bifidobacterium bifidum,
Lactobacillus fermentum, L. reuteri i L. acidophilus. Zaobserwowano znaczy spadek w wynikach
testu oceniajacego objawy choroby Parkinsona wg. Towarzystwa Zaburzen Ruchu, doszto takze do
zmniejszenia uszkodzen oksydacyjnych oraz stezenia biatka C-reaktywnego (Tamtaji i in. 2019b).

Choroba Alzheimera (dlzheimer’s  disease, AD) jest postepujaca chorobg
neurodegeneracyjng polegajaca na obumieraniu komorek nerwowych (szczegodlnie w formacji
hipokampa), co prowadzi do otg¢pienia, uposledzenia pamigci, a W pozniejszych stadiach choroby -
takze do $mierci pacjenta. Patogeneza AD wciaz nie jest do konca poznana, cho¢ uwaza sie, ze do
rozwoju tej choroby przyczyniaja si¢ choroby cywilizacyjne (cukrzyca, otyto$¢, choroby sercowo-
naczyniowe), agregacja nieprawidtowych form biatek (B-amyloidu i hiperfosforylowanych form
biatka tau), przewlekte stany zapalne, stres oksydacyjny, a takze czynniki genetyczne. W badaniach,
W ktorych u pacjentéw stosowano codziennie suplementacj¢ probiotyczng, stwierdzono, Ze ma ona
pozytywny wplyw na bogactwo ilosciowe i jako§ciowe mikrobiomu jelitowego — wykazano znaczny
wzrost liczebnoséci Facea libacterium prausnitzii, gatunku ktéry odpowiedzialny jest za synteze
SCFA; odnotowano takze zmniejszenie przepuszczalnosci jelit (Leblhuber i in. 2018). Dowiedziono
réwniez, iz po suplementacji probiotycznej B. longum oraz Lactobacillus spp. u chorych dochodzi
do znacznej poprawy funkcji poznawczych, a takze ogdlnego metabolizmu (Genoroso i in. 2021).
Prowadzone byly takze badania, w ktorych osoby cierpigce na AD przez 12 tygodni przyjmowaty
probiotyk wraz z selenem, co skutkowalo zmniejszeniem stgzenia markerow stanu zapalnego,
zmniejszeniem poziomu stresu oksydacyjnego, a pacjenci wykazywali poprawg w testach
odpowiadajacych za ocen¢ funkcji poznawczych (Tamtaji i in. 2019a). Mozna zatem wysnué
wniosek, iz przywrdcenie homeostazy w mikrobiomie jelitowym wptywa skutecznie na poprawe
funkcji poznawczych, samopoczucia pacjenta czy zmniejszenie stanu zapalnego u 0sob cierpiacych
na AD.

Depresja jest choroba neuropsychiatryczna, ktdéra w ostatnich latach, stajac si¢ jednag
z chordb cywilizacyjnych, przyczynila si¢ do dramatycznego wzrostu liczby pacjentdéw na nig
cierpigcych. Jej etiologia jest niezwykle ztozona i wcigz nie do konca poznana. Zaobserwowano
jednak, ze mikrobiota jelitowa pacjentow ze zdiagnozowang depresja znacznie rdézni sie¢ od
mikrobioty 0s6b zdrowych (Morkl i1 in. 2020). U zdrowego dorostego cztowieka w mikrobiomie
jelitowym wystepujg gldwnie gatunki bakterii z rodzajow Bacteroides, Bifidobacterium
i Lactobacillus, natomiast sktad mikrobioty 0soéb cierpigcych na depresj¢ jest znacznie ubozszy.
Wiele badan wykazuje jednak roznorodne zmiany w skladzie mikrobiomu, a nie konkretne
zaburzenie, ktore mozna by uzna¢ za wzorzec powtarzajacy si¢ u pacjentéw z depresja. Wciaz trwaja
badania, ktore maja na celu ustalenie czy zaburzenia wystgpujace w mikrobiocie jelitowej sa geneza
zaburzen depresyjnych, czy jedynie jednym z ich skutkéw. W jednym z eksperymentow wykazano,
ze przeszczep kalu od pacjentow ze zdiagnozowanymi zaburzeniami depresyjnymi szczurom germ-
free (wolnym od wszystkich wykrywalnych mikroorganizméw i pasozytéw) doprowadzito do
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nieprawidlowosci syntezy tryptofanu, co poskutkowato wystgpieniem zachowan przypominajacych
lek i depresje u tych zwierzat. Badanie to, jako pierwsze, dowiodto, iz stan mikrobioty jelitowej moze
by¢ faktyczna przyczyna powstania depresji (Winter i in. 2018). W ostatnich latach przeprowadzono
doswiadczenia, ktore mialy oceni¢ wplyw suplementacji probiotycznej (wykorzystano gatunki
z rodzajow Lactobacillus oraz Bifidobacterium) na odczuwany nastrdj, jednak pozytywne zmiany
odnotowano tylko utych pacjentow, ktorzy przed suplementacja wykazywali mocne objawy
depresyjne (Ng i in. 2018). W badaniu z udziatem pacjentow z depresjg lekooporng stwierdzono, ze
zastosowanie suplementacji probiotycznej Clostridium butyricu wraz z rownoleglym leczeniem
farmakologicznym, doprowadzito do znacznej redukcji objawow depresyjnych (Stopinska i in. 2021).
W innym badaniu wykazano, ze rézne szczepy Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve i Bifidobacterium infantis tagodza zar6wno objawy
depresyjne, jak i zachowania zwigzane z Igkiem u gryzoni (Generoso i in., 2021). Dowiedziono takze,
iz kombinacja probiotycznych szczepdéw Lactobacillus helveticus R0052 i Bifidobacterium longum
RO175 okazala si¢ skuteczna w zwigkszaniu oporno$ci cztowieka na stres (Cenit i in. 2017). Co
ciekawe, niektore doniesienia sugeruja, ze sama rola diety moze odgrywac istotng rol¢ w patogenezie
depresji. Wedlug takich doniesien dieta $rodziemnomorska moze mieé¢ wplyw prewencyjny,
natomiast dieta zachodnia wydaje si¢ sprzyjac¢ ryzyku rozwoju tej choroby (Zhernakova i in. 2016).

Schizofrenia jest kolejna chorobg neuropsychiatryczna, ktérej patogeneza do dzi§ nie jest
jasna, cho¢ wsrod najwazniejszych czynnikow wymienia si¢ podloze genetyczne oraz czynniki
srodowiskowe doswiadczane na wczesnych etapach Zycia, m.in. narazenie na ostry lub przewlekly
stres. Schizofrenia objawia si¢ zaburzeniami psychotycznymi, ktore znieksztalcajg rzeczywistosé,
zaklocaja prawidlowe postrzeganie, odbior oraz przetwarzanie informacji. Pacjenci doswiadczaja
halucynacji 1 urojen, ale takze zobojetnienia, apatii, anhedonii (niemoznosci odczuwania
przyjemnosci), trudnosci w komunikacji i aktywnosci spotecznej. W ostatnich badaniach wykazano,
iz pacjenci ze zdiagnozowana schizofrenia wykazuja znaczne réznice w sktadzie mikrobioty jelitowej
w porownaniu do osob zdrowych. Glowne roznice polegaja na obnizonej liczebno$ci bakterii
z gromady Proteobacteria, a takze gatunkéw Haemophilus spp., Sutterella spp. i Clostridium spp,
natomiast liczba przedstawicieli z rodzaju Anaerococcus byta zwigkszona (Generoso i in. 2021).
W innym badaniu zaobserwowano z kolei zwickszona liczebno$¢ Bacteroides, Coprococcus sp. oraz
Ruminococcaceae, ktore wigze sie z takimi objawami jak obnizony nastroj, zaburzenia depresyjne,
zwigkszenie ryzyka rozwoju chordb serca czy nasileniem objawéw negatywnych samej schizofrenii
(Nguyen i in. 2019). Przeprowadzono takze eksperyment polegajacy na przyjmowaniu suplementacji
probiotycznej oraz witaminy D3 przez osoby chore. Po zakonczeniu suplementacji, pacjenci
wykazywali znaczng poprawe wynikow w Skali Zespolow Pozytywnych i Negatywnych, a takze
zwiekszenie zdolnosci antyoksydacyjnych organizmu (Okubo i in. 2019).

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ASD) naleza do zaburzen neurorozwojowych, ktore
wystepuja zazwyczaj juz we wczesnym dziecinstwie. Autyzm okreslany jest jako cate spektrum
réznych zachowan, ktére u kazdego chorego moga wygladaé nieco inaczej. Zazwyczaj objawia si¢
on uposledzeniem funkcji spotecznych, poznawczych, zaburzeniami w komunikacji, ktore moga
przejawiaé si¢ na przyktad brakiem mowy czy sztywnymi wzorcami zachowan, zainteresowan, ktore
sa powtarzalne i ograniczone. Ro6wnoczesnie z ASD bardzo czgsto wystepuja zaburzenia zwigzane
z uktadem pokarmowym - biegunki, zaparcia lub wzdecia, co wskazuje na zwiazek migdzy ASD
a mikrobiotg jelitowa (Lefter i in. 2019). W jednym z badan wykazano, iz w nasilonych przypadkach
autystycznych wystepuje wzrost liczebnos$ci i réznorodnosci gatunkowej Bacteroides (Tomova i in.
2015). Przeprowadzano roéwniez do$wiadczenia, ktore opieraty sie¢ na przeszczepie mikrobioty
katowej o0séb zdrowych osobom ze spektrum autyzmu, co doprowadzito do zmniejszenia si¢
negatywnych objawow ze strony przewodu pokarmowego. Przeprowadzono takze teksty
behawioralne i psychologiczne, w ktorych pacjenci rowniez wykazali poprawe w czgstoscei i nasileniu
objawow ASD (Generoso i in. 2021). W innym badaniu, w ktéorym braty udziat dzieci ze spektrum
autyzmu, zauwazono takze znaczny wzrost SCFA w probkach katu po przyjmowanej suplementacji
(Wang i in. 2012). Przeprowadzono réwniez badanie na mysim modelu ASD, w ktérym dowiedziono,
ze podawanie maslanu tagodzi objawy tego zaburzenia, zas stosowanie kwasu propionowego poprzez
infuzje do komoér bocznych mézgu powodowato nasilenie objawow autystycznych. Doktadna rola
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SCFA w spektrum autyzmu wcigz nie jest do konca jasna, jednak coraz wigcej badan sugeruje $cisty
zwiazek tych neurometabolitow bakteryjnych z ASD (Kratsman i in. 2016).

4. Podsumowanie

Mikrobiom jelitowy odgrywa niezwykle istotng rol¢ w utrzymaniu homeostazy organizmu.
Coraz wigcej badan potwierdza zwigzek stanu dysbiozy z rozwojem wielu chorob, jednak wcigz nie
ustalono jednoznacznie czy zmiany wystgpujace w mikrobiocie powstaja na skutek juz trwajacych
proceséw chorobotwodrczych w organizmie, czy maja jednak charakter pierwotny i przyczyniaja si¢
do patogenezy chordéb zar6wno neuropsychiatrycznych, jak i neurodegeneracyjnych. Z pewnos$cia
koniecznoécia jest kontynuowanie badan w tym zakresie, aby umozliwi¢ w przysziosci opracowanie
nowego sposobu farmakoterapii, jak i rOwniez prewencji w celu minimalizacji wystapienia i rozwoju
wielu zaburzen.

Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2019/35/N/NZ4/00908
finansowanego ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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Streszczenie

Wychwyt zwrotny jest mechanizmem, ktéry umozliwia reabsorpcje neuroprzekaznika ze
szczeliny synaptycznej za pomocg wybranych transporterow, aby mogly one zosta¢ ponownie
wykorzystane lub wulec rozlozeniu przez specyficzne enzymy. Prawidlowe stezenie
neuroprzekaznikdw w przestrzeni synaptycznej jest niezwykle wazne dla zachowania homeostazy
calego organizmu, poniewaz to przez ten mechanizm regulowana jest sita, z jaka pobudzany jest
receptor komorki postsynaptycznej, a wigc zalezy od niego sita sygnalizacji miedzykomorkowe;,
przede wszystkim w uktadzie nerwowym. Utrzymujace si¢ wahania stgzenia wybranych
neurotransmiteréw takich jak serotonina, dopamina czy noradrenalina, moga przyczyniaé¢ si¢ do
rozwoju powaznych zaburzen lub chordéb. Zbyt niski poziom serotoniny oraz noradrenaliny ma
istotny zwigzek z wystepowaniem takich zaburzen jak depresja czy zaburzenia lekowe, a podczas ich
leczenia wykorzystuje si¢ farmaceutyki, ktorych dziatanie oparte jest na mechanizmie wychwytu
zawrotnego tych neuroprzekaznikow. Zakldcenia w ukladzie dopaminergicznym zwigzane sa
procesem neurodegeneracyjnym w chorobie Parkinsona, a takze wystgpuja w trakcie przyjmowania
substancji o charakterze narkotycznym, co czgsto przyczynia si¢ do powstania uzaleznienia.
Podsumowujac, mechanizm wychwytu zwrotnego neuroprzekaznikéw odgrywa niezwykle istotng
role w etiologii i przebiegu wielu chordb neuropsychiatrycznych oraz neurodegeneracyjnych, stanowi
rowniez wazny element w badaniach majacych na celu ulepszenie metod terapeutycznych lub
opracowanie nowych srodkéw leczniczych.

1. Wstep

Etiologia oraz przebieg wielu chor6b neuropsychiatrycznych czy neurodegeneracyjnych ma
zwigzek z zaburzeniami stg¢zen takich neuroprzekaznikow jak serotonina, dopamina czy
noradrenalina. Neuroprzekazniki, inaczej neurotransmitery to specyficzne zwigzki chemiczne, ktore
majg za zadanie przenosi¢ sygnat migdzy neuronami, a takze w przypadku potaczen neuron-komorka
gruczotowa i neuron-komorka migéniowa. Tego typu sygnalizacja migdzykomorkowa zachodzi
w obrebie tzw. synaps chemicznych (Longstaff 2012). Neurotransmitery podlegaja mechanizmowi
wychwytu zwrotnego, ktoéry polega na reabsorpcji wybranego neuroprzekaznika ze szczeliny
synaptycznej za pomocg transporterow, czyli wyspecjalizowanych biatek przeno$nikowych (Rys. 1).

Proces wychwytu zwrotnego reguluje sStezenie neuroprzekaznika w przestrzeni
synaptycznej, co skutkuje regulacjg sity bodzca, ktoéry pobudza receptory na btonie postsynaptyczne;.
Dzigki temu mechanizmowi neuroprzekazniki moga zosta¢ ponownie wykorzystane przez komorke
nerwowa lub ulec rozlozeniu przez specjalne enzymy. W zwigzku z tym, wychwyt zwrotny
neuroprzekaznikow odgrywa niezwykle wazna rol¢ w zachowaniu stanu homeostazy nie tylko uktadu
nerwowego, ale rowniez w kontekscie funkcjonowania catego organizmu. Co niezwykle istotne,
mechanizm dziatania wielu zwiazkow farmakologicznych (np. lekow przeciwdepresyjnych) opiera
si¢ na blokowaniu wychwytu zwrotnego, glownie poprzez hamowanie aktywnosci transportera
danego neuroprzekaznika. W konsekwencji dochodzi do wzrostu stezenia neurotransmitera
w przestrzeni synaptycznej, a co za tym idzie — do silniejszego i/lub czestszego pobudzania
konkretnych receptoréw. Wskutek tego procesu czgsto moze dojs¢ do ztagodzenia objawdw
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w przypadku zaburzen takich jak depresja, zaburzenia lgkowe, czy choroba Alzheimera (Kandel i in.
2013). Z zahamowaniem prawidtowego dziatania transporteréw i zbytnim pobudzeniem receptorow
zwigzek maja rowniez substancje o charakterze odurzajacym i uzalezniajacym. Wcigz trwa wiele
badan, ktére maja na celu poznanie doktadnej roli zaktécen wychwytu zwrotnego neuroprzekaznikow
w etiologii zaburzen i chordb neuropsychiatrycznych oraz neurodegeneracyjnych. Nie ustajg takze
badania nad opracowaniem nowych substancji farmakologicznych bedacych agonistami wybranych
transporterow, aby w przysztosci umozliwi¢ powstanie nowych, skutecznych terapii choréb, ktore
obecnie uznane sa jako nieuleczalne lub w przypadku ktorych dostgpne metody leczenia sa
niewystarczajgce, np. choroba Parkinsona, choroba Alzheimera czy silne uzaleznienie od
roznorodnych §rodkoéw psychoaktywnych.

Szczelina
synaptyczna

O@O
o

Neuron postsynaptyczny

Kierunek przeptywu neurcprzekaznika

Rys. 1. Schemat wychwytu zwrotnego neuroprzekaznika. 1 — neuroprzekaznik, 2 — receptor, 3 —
transporter, 4 — pecherzyk synaptyczny.

2. Neuroprzekazniki — serotonina, dopamina, noradrenalina

Zaréwno serotonina, dopamina, jak i noradrenalina naleza do grupy neuroprzekaznikéw
monoaminowych. Sa one zwigzane z wieloma procesami nie tylko w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN), ale takze w catym organizmie. Biorg udzial w kontroli proceséw behawioralnych,
fizjologicznych czy poznawczych (Tab. 1). Serotonina (5-hydroksytryptamina, 5-HT,), ktora jest
pochodng tryptaminy, wytwarzana jest w jadrach szwu zlokalizowanych w pniu moézgu, za$ poza
OUN, innym, waznym miejscem jej produkcji jest btona §luzowa jelit. Do funkcji 5-HT nalezy
miedzy innymi regulacja temperatury ciata, zwigkszanie ci$nienia krwi oraz krzepliwosci, regulacja
skurczow migéni gladkich. Bezposrednio wptywa takze na apetyt i w zaleznosci od przyjetego
pokarmu, potrafi go zwigkszy¢ lub zahamowac. Serotonina i melatonina, ktora jest metabolitem 5-
HT, biora réwniez udziat w regulacji snu. Stezenie serotoniny ma duzy wptyw na odczuwany nastroj
i zachowanie czlowieka, na odczuwanie bolu, procesy uczenia si¢ i pamigci, czy odbieranie bodzcow,
jest potocznie nazywana ,.hormonem szczegscia” (Kandel i in. 2013). Zbyt niskie stezenie serotoniny
moze objawia¢ si¢ dysforia (obnizeniem nastroju), bezsennos$cig, przewleklym zmgczeniem,
a w niektorych przypadkach moze skutkowaé nawet zachowaniami agresywnymi (Bacqué-Cazenave
i in. 2020).

Noradrenalina (norepinefryna, NE) nalezagca do grupy katecholamin (monoamin
katecholowych) wytwarzana jest w miejscu sinawym zlokalizowanym w pniu mézgu, za§ poza OUN,
wydzielana jest przez widkna zazwojowe cze$ci wspotczulnej autonomicznego uktadu nerwowego
oraz, razem z adrenaling, przez rdzen nadnerczy. NE ma takze bardzo szeroki zakres dziatania
W organizmie cztowieka, a dodatkowo jej aktywno$¢ jest niejednorodna, poniewaz kierunek
wywotywanych przez nig zmian zalezy od miejsca i receptora, na ktéry oddziatuje. Do jej gtéwnych
funkcji nalezy przekazywanie informacji w obrgbie wspotczulnego uktadu nerwowego, zwigzanych
przede wszystkim z przystosowaniem organizmu do sytuacji stresowej (reakcja alarmowa — ,,walcz
lub uciekaj”). Przejawia si¢ to m.in. wptywem pobudzajacym na migsien sercowy, co skutkuje
wzrostem czgstosci akcji serca. Jej dziatanie w obrebie oSrodkowego uktadu nerwowego opiera si¢
na wprowadzaniu organizmu w stan wzmozonego czuwania, wskutek czego prowadzi do zwigkszenia
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poziomu uwagi i koncentracji. Zbyt wysokie stezenie noradrenaliny moze jednak powodowaé
zaburzenia na tle lekowym i skutkowa¢ uczuciem ciaglego niepokoju.

Dopamina (DA), podobnie jak NE, nalezy do grupy katecholamin i jest syntetyzowana
glownie w neuronach istoty czarnej, brzusznym polu nakrywki $rédmoézgowia (VTA) oraz (choé
W znacznie mniejszym stopniu) komorkach rdzenia nadnerczy. Dopamina, tak jak pozostate
neuroprzekazniki z grupy monoamin, ma niezwykle szeroki zakres funkcji w organizmie czlowieka,
jest neuromodulatorem, co oznacza, ze efekt jej oddziatywania zalezy od miejsca wydzielania
i receptora, do ktorego si¢ przytacza. DA stanowi gtdéwny neuroprzekaznik w mézgowym uktadzie
nagrody, w sktad ktorego wchodzi VTA i jadro potlezace. Jest to czesé uktadu limbicznego, ktora
ulega pobudzeniu w momencie gdy zaspokojone zostang podstawowe potrzeby czlowieka, zwigzane
m.in. z przyjmowaniem pozywienia lub czynno$ciami seksualnymi. Co wigcej, uktad nagrody moze
zostaé takze aktywowany w innych sytuacjach, ktore wiaza si¢ z poczuciem satysfakcji
i przyjemnos$ci (Stahl i in. 2013). Dziatanie dopaminy w uktadzie nagrody ma takze istotny zwigzek
Z procesami poznawczymi oraz emocjonalnymi (Kandel i in. 2013). DA w ukladzie
pozapiramidowym bierze udziat w procesach ruchowych, regulacji napiecia migsniowego oraz
koordynacji ruchowej. Zbyt niskie stezenie dopaminy, do ktorego dochodzi poprzez degeneracje
neurondow dopaminergicznych w istocie czarnej $rodmozgowia, odgrywa niezwykle istotng rolg
W chorobie Parkinsona. Choroba ta objawia si¢ utrata kontroli nad wlasnymi ruchami, samoistnym
drzeniem migéni, a W p6zniejszych jej stadiach pacjenci majg znaczne problemy z poruszaniem sig.
Dopamina petni takze istotng funkcje w regulacji wydzielniczej hormondw, takich jak gonadotropina
i prolaktyna w podwzgorzu (Kandel i in. 2013).

3. Transportery monoamin czyli SERT, DAT I NET

Wséréd rodziny transporterow monoamin (MAT) mozemy wyrdzni¢ trzy rodzaje
transporterow: transporter noradrenaliny (NET), transporter serotoniny (SERT), transporter
dopaminy (DAT). Wszystkie z wymienionych transporterow sa biatkami, ktore wystgpuja na
presynaptycznych btonach komoérkowych w miejscu gdzie przebiegaja specyficzne szlaki
neurotransmiterowe. Do zadan MAT nalezy wychwycenie neuroprzekaznika, ktory znajduje si¢
w szczelinie presynaptycznej, aby przenies¢ go do wnetrza neuronu. Nastepnie zostaje on zamkniety
w pecherzyk synaptyczny lub ulega roztozeniu poprzez enzymy nazywane monoaminooksydazami.
Sam proces wychwytu odbywa si¢ w tempie jednej czasteczki neuroprzekaznika na sekunde.
Wystepowanie transporterd6w monoamin ogranicza si¢ gtdéwnie do osrodkowego uktadu nerwowego,
jednakze zaré6wno SERT, jak i NERT wystepuja takze w komoérkach tucznych, ptytkach krwi oraz
w komorkach nadnerczy. Mechanizm dziatania wielu $rodkéw farmakologicznych dostgpnych
komercyjnie koncentruje si¢ na aktywnosci MAT, uniemozliwiajac zachodzenie procesu wychwytu
zwrotnego neuroprzekaznika, dzigki czemu wigce] czasteczek neurotransmitera pozostaje
w szczelinie synaptycznej. Leki takie znacznie tagodza lub nawet niwelujg objawy zardwno chorob
neurodegeneracyjnych oraz neuropsychiatrycznych. Terapi¢, ktora wykorzystuje mechanizm
wychwytu zwrotnego neuroprzekaznika stosuje si¢ u pacjentéw z depresja, zaburzeniami lekowymi,
zespotem nadpobudliwoéci psychoruchowej (ADHD), zespolem stresu pourazowego (PTSD),
schizofrenig czy choroba Parkinsona. MAT maja takze silny zwigzek z mechanizmem powstawania
uzaleznien oraz ich mozliwym leczeniem (Aggarwal i Mortensen 2018).

4. Terapie choréb neuropsychiatrycznych i neurodegeneracyjnych wplywajace na
poziom neuroprzekaznikéw

Zaburzenia zwigzane z wahaniami st¢zen neuroprzekaznikoéw czyli ich zbyt wysokim lub
zbyt niskim poziomem dostgpnym dla elementu presynaptycznego sa $ci$le powiazane z etiologia,
a takze przebiegiem wielu chorob, takich jak depresja, zaburzenia lgkowe, ataki lgku panicznego,
zaburzenia snu i apetytu, PTSD, a nawet choroba Parkinsona. Mechanizm wychwytu zwrotnego
wykorzystywany jest w wielu srodkach farmakologicznych stosowanych w terapii wymienionych
wyzej zaburzen i choréb. Najpowszechniej stosowanym typem takich lekow sa selektywne inhibitory
wychwytu zwrotnego serotoniny (selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI). Mechanizm
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dziatania opiera sie¢ na hamowaniu transportera SERT, co skutkuje pozostaniem serotoniny
W Szczelinie synaptycznej, a wigc wzrostem jej stgzenia. Dzieki temu procesowi dochodzi do
nasilenia sygnalizacji pomiedzy neuronami. W pierwszych tygodniach przyjmowania lekow z grupy
SSRI, wskutek blokowania SERT, moze doj$¢ do obnizenia si¢ wrazliwos$ci autoreceptorow 5-HT,
ktérych funkcja jest stymulacja uwalniania jej z zakonczen aksonoéw. Moze to doprowadzi¢ do
znacznego obnizenia st¢zenia serotoniny w neuronach, poniewaz jej uwalnianie jest tymczasowo
zablokowane. U pacjentow moze paradoksalnie doj$¢ wtedy do pogorszenia stanu, wzmocnienia si¢
mysli samobdjczych oraz ogdlnego obnizenia nastroju. Po okoto 2-3 tygodniach przewleklej terapii
lekami z grupy SSRI, autoreceptory ulegaja odhamowaniu, w zwigzku z czym uwalnianie serotoniny
z zakonczen nerwowych zwigksza sie.

Inng grupa farmaceutykow, opartg na tym samym mechanizmie co SSRI, sa leki z grupy
selektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (Serotonin
norepinephrine reuptake inhibitor, SNRI). Podstawowa réznica mig¢dzy tymi dwiema grupami
farmaceutykow jest fakt, ze SNRI oddzialujg zar6wno na SERT, jak i NET. Przyjmuje si¢, ze SNRI
wykazuja wieksze korzysSci terapeutyczne, w porownaniu do SSRI, takie jak lepsza skuteczno$§¢
przeciwdepresyjna i szybsze dziatanie, wszystko jednak zalezy od jednostki chorobowej, do ktorej
leki te sa stosowane (Aggarwal i Mortensen 2018). SNRI, w przeciwienstwie do SSRI, majg takze
posredni wpltyw na transmisj¢ dopaminergiczng. Zahamowanie wychwytu zwrotnego NE dziata
hamujaco na DAT w obszarze kory przedczotowej, dzigki czemu w niektorych przypadkach
farmakoterapia lekami SNRI moze przynosi¢ lepsze efekty, tagodzac przy tym zaburzenia funkcji
poznawczych i motywacyjnych (Stahl i in. 2013). Ta grupa lekéw stosowana jest zarowno w leczeniu
zaburzen Igkowych, zaburzen depresyjnych, napadéw lgku panicznego, jak i w terapii PTSD. Warto
podkreslic, iz zaré6wno SSRI, jak 1 SNRI, nie wplywaja na zwigkszenie wydzielania
neuroprzekaznikdéw, hamuja one jedynie ich wchlanianie. W przypadku wieloletniego przyjmowania
SSRI lub SNRI w niektorych przypadkach przerwania lub odstawienia farmakoterapii moze doj$¢ do
wystapienia zespotu odstawiennego, jednak zaktada sie¢, ze spowodowane jest to raczej wystapieniem
uzaleznienia psychicznego, anizeli fizycznego (Henssler i in. 2019).

Omawiajac farmaceutyki wplywajace na st¢zenie monoamin w przestrzeni synaptycznej,
warto takze wspomnie¢ o inhibitorach monooksyzadazy (MAQO). Monoaminooksydazy sg enzymami,
ktore odpowiadajg za rozktad 5-HT, DA i NE po wczesniejszym przetransportowaniu ich przez
transportery MAT. Inhibitory MAO (IMAO) byty pierwszymi terapeutykami, ktore przynosity efekty
w leczeniu depresji. Ich mechanizm polegat na nieselektywnej i nieodwracalnej inhibicji MAO, co
skutkowato zwickszeniem stgzenia neuroprzekaznikow w szczelinach synaptycznych. Stosunkowo
szybko zostaty jednak wycofane z rynku ze wzglgdu na ich hepatotoksyczno$¢ oraz zwigkszanie
ci$nienia t¢tniczego. W ciggu kolejnych lat powstawaty nowe generacje lekow z grupy IMAO, tym
razem jednak byly to juz inhibitory selektywne nicodwracalne, a nast¢pnie selektywne odwracalne
(Laban i Saadabadi 2020). Przyktadem jest selegilina — substancja, ktora aktualnie uzywana jest
zardwno w farmakoterapii depresji, jak i choroby Parkinsona. Ma ona silne dziatanie hamujace proces
deaminacji dopaminy, co w potaczeniu z lewodopa (L-DOPA, lek stosowany w terapii choroby
Parkinsona) op6znia postep choroby (Jiang i in. 2020).

Mechanizm dziatania wielu substancji o charakterze psychoaktywnym ma niezaprzeczalny
zwigzek z monoaminami i ich transporterami. Istotng role w tym procesie peini uktad nagrody.
Substancje psychostymulujace, takie jak amfetamina i jej pochodne oraz kokaina, powoduja
aktywacje uktadu dopaminergicznego. Objawia si¢ to zwigkszeniem poziomu dopaminy w jadrze
pétlezacym przegrody i korze oczodotowo-czotowej po zazyciu danej substancji (Szukalski 2009).
Kokaina nalezy do nieselektywnych inhibitorow SERT, DAT i NET, najsilniej jednak wptywa na
DAT, uniemozliwiajac przylaczenie si¢ do niego DA, co powoduje wzrost stezenia tego
neuroprzekaznika w przestrzeni synaptycznej. Amfetamina zwigksza wydzielanie DA z neuronow.
Zazywanie tych substancji skutkuje pojawieniem si¢ pozytywnego wzmocnienia i stymulacja
komorek prazkowia brzusznego poprzez zwigkszenie st¢zenia DA w przestrzeni neuronalnej, co
wywoluje euforyczng odpowiedz organizmu (Solinas iin. 2019). Wraz z kolejnymi dawkami
dochodzi do wystapienia zjawiska tolerancji farmakologicznej, co oznacza, ze aby dalej otrzymywacé
efekt pobudzenia, wymagane jest kolejne zwigckszenie dawki przyjmowanej substancji. W momencie
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odstawienia substancji uzalezniajacej, uaktywniony zostaje system odpowiedzi stresowej, a neurony
dopaminergiczne cechujg si¢ obnizong reakcja na bodzce. Dochodzi do powstania mechanizmu
negatywnego wzmocnienia, a osoba uzalezniona odczuwa potrzebe dostarczenia danej substancji do
organizmu, nie po to aby wywota¢ efekt euforyczny (wzmocnienie pozytywne), ale aby uniknaé
negatywnych skutkéw odstawienia. Etap oczekiwania na kolejng dawke, ktory powigzany jest
z odczuwaniem pragnienia przyje¢cia narkotyku aktywuje struktury korowe, dochodzi do ponowne;j
aktywacji neuronow dopaminergicznych w obszarach zwigzanych z pamigcia i emocjami, takich jak
ciatlo migdatowate oraz hipokamp (Koob i in. 2016). Aktualnie trwaja wysitki majace na celu
opracowanie antagonistow kokainy, ktérzy mogliby w sposob konkurencyjny lub niekonkurencyjny
zapobiega¢ wigzaniu kokainy z DAT bez wywotywania efektow stymulacyjnych — w tym efektu
euforycznego (Aggarwal i Mortensen 2018).

5. Podsumowanie

Opisane neuroprzekazniki nalezace do rodziny monoamin, tj. serotonina, dopamina
i noradrenalina oraz zwigzane z nimi transportery wychwytu zwrotnego peinig istotng role
W utrzymaniu homeostazy nie tylko OUN, ale réwniez calego organizmu. Wychwyt zwrotny
neurotransmiterow ze szczeliny synaptycznej ma ogromne znaczenie w patogenezie, jak i przebiegu
wielu choréb psychicznych i1 neurodegeneracyjnych, ale takze w ich mozliwym leczeniu
farmakologicznym (Tab. 1). W wielu przypadkach wcigz nie wiadomo jednak czy zmiany
pojawiajace si¢ w stezeniach neuroprzekaznikéw maja charakter pierwotny i stanowia powod
rozwijajacych si¢ patologii, czy powstaly na skutek trwajacego juz stanu patologicznego i maja
charakter wtérny. Z pewnoscia, niezbedne jest kontynuowanie badan nad mechanizmem wychwytu
zwrotnego, a takze nad potencjalnymi agonistami transporterow, ktore by¢é moze w przysztosci
zrewolucjonizujg obecnie stosowane metody farmakoterapii.

Tab. 1. Podsumowanie najwazniejszych informacji na temat wybranych neuroprzekaznikow oraz ich
transporterow.

Neuro-przekaznik Serotonina Dopamina Noradrenalina
Gtownie jadra Glownie istota czarna, . .
. SZWU pnia mozgu brzuszne pole nakrywki Miejsce sinawe oraz
Miejsce syntezy o . komorki rdzenia
oraz btona srodmozgowia (VTA),
. L 1 . nadnerczy
$luzowa jelit komorki rdzenia nadnerczy
Regulacja snu, Sygnalizacja w obrgbie

Procesy ruchowe,
koordynacja ruchowa,
regulacja napiccia
mie$niowego, kontrola

apetytu,
temperatury ciata,
skurcze mig$ni

ukt. wspotczulnego,
pobudzenie pracy
mies$nia sercowego,

- gladkich, . . X hamowanie mig¢$ni
Rola w organizmie . . wydzielania hormonow, .
zwickszenie . gtadkich pecherza
R . uktad nagrody, regulacja
ci$nienia krwi ) moczowego,
. R proceséw poznawczych .
i krzepliwosci, : - wzmaganie
- . i emocjonalnych . .
regulacja nastroju glikogenolizy,
i zachowania aktywacja lipolizy
o d&wg;g?;ﬁ; 72 Eg?gfgr?irr:;r Transporter dopaminy Transporter
wychwyt zwrotny (SERT) (DAT) noradrenaliny (NET)

Leki — selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny, selektywne

Znaczenie inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny

w medycynie

i patologii Depresja, bezsennos¢, zaburzenia apetytu, przewlekle zmgczenie stany

lgkowe, ataki Igku panicznego, PTSD, choroba Parkinsona, proces
powstawania uzaleznienia
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Streszczenie

Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (ang. Fourier transform infrared
spectroscopy, FTIR), jest metoda fizykochemiczng coraz czgséciej stosowang w celu badania materiatu
biologicznego. Celem pracy byta proba wykorzystania FTIR do analizy stopnia zanieczyszczenia
preparatow preparatow lipopolisacharydéw (LPS) bakterii Proteus mirabilis. Preparaty te roznity si¢
pod katem sposobu przygotowania. Dzicki zastosowaniu wlasciwego zakresu fal promieniowania
podczerwonego MIR (ang. mid-infrared) 4000 — 600 cm™ uzyskano widma charakterystyczne dla
preparatow LPS. Analiza wynikow wykazata réznice w pasmach absorpcji w postaci przejsé
oscylacyjno — rotacyjnych dla okreslonych molekut takich jak biatka, lipidy czy kwasy nukleinowe.
Dzigki analizie porownawczej mozliwe bylo wyrdznienie preparatow cechujacych si¢ najnizszym
stopniem zanieczyszczenia.

1. Wstep

Lipopolisacharyd (LPS) to makroczasteczka stanowigca glowny sktadnik btony zewnetrznej
(OM, ang. outer membrane) bakterii Gram-ujemnych. LPS jest niezbedny do utrzymania
integralnosci OM, ponadto spetnia szereg dodatkowych funkcji takich jak wirulentno$¢, oporno$¢ na
substancje antybakteryjne oraz ochrona przed stresem $srodowiskowym. LPS zbudowany jest z trzech
gtownych regiondw, mianowicie: lipidu A - kotwiczgcego makroczasteczke w blonie zewnetrznej
komorki bakteryjnej, sacharydowego rdzenia cechujgcego si¢ obecnoscia czasteczek Kdo (kwasu 3-
deoksy-D-manno-oktulozonowego) oraz polisacharydowego tancucha O-swoistego — regionu
potozonego najbardziej dystalnie wzgledem komorki. Lancuch O-swoisty to najbardziej heterogenny,
charakterystyczny dla poszczegdlnych szczepow, fragment LPS majacy kontakt ze srodowiskiem
zewnetrznym komorki. Wysokie zréznicowanie tancucha O-swoistego determinuje pula okoto 90
réznych sktadnikow monosacharydowych oraz substancji niewg¢glowodanowych. Zmienno$¢
budowy chemicznej tancucha O-swoistego stanowi wazng podstawe dla schematéw serotypowania
wielu bakterii Gram-ujemnych i jest wykorzystywana do identyfikacji szczepéw w celach
taksonomicznych i epidemiologicznych (Wongthong i in. 2020). Najbardziej konserwatywnym
z kolei regionem LPS jest lipid A. Region ten jest niezbedny dla przezycia komorki Gram-ujemnej
LPS, a dzieki konserwatywnej budowie stanowi wzorzec molekularny PAMP (ang. pathogen
associated molecular patterns) selektywnie rozpoznawany przez nieswoisty uktad odpornosciowy
(Putkar i in. 2015). Lipid A jest toksyczny ze wzgledu na silne wiasciwos$ci immunogenne. Juz
w niewielkich ilosciach (kilka pikograméw na mililitr) moze aktywowa¢ komorki uktadu
immunologicznego (m.in. makrofagi) oraz indukowac¢ stany zapalne, produkcje interleukin, czynnika
martwicy nowotworéw o (TNF o) itp. W wyzszych st¢zeniach, w wyniku niekontrolowane;j,
nadmiernej reakcji immunologicznej moze prowadzi¢ do sepsy, wstrzasu septycznego i $mierci
organizmu. Ze wzgledu na silnie toksyczny charakter, w badaniach klinicznych, farmakologicznych
wazne jest monitorowanie obecno$ci i stgzenia czasteczek LPS w preparatach o charakterze
terapeutycznym (Mamat i in. 2015). Z drugiej strony wilasciwosci immunogenne LPS sa
wykorzystywane podczas produkcji szczepionek, gdzie lipid A moze stanowi¢ adjuwant
zwigkszajacy efektywnos¢ produkeji przeciwciat (Ledov i in. 2019).
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Budowa, funkcja, wtasciwosci immunologiczne, a takze potencjalne zastosowanie jest ciggle
rozwijajacym si¢ przedmiotem badan i dyskusji. Dobrze znane sg testy kontroli obecnos$¢ endotoksyn
jak np. LAL (ang. limulus amebocyte lysate) (Harm i in. 2021) oraz test aktywacji makrofagow (MAT,
ang. monocyte activation test) (Solati i in 2022). W badaniach preparatow LPS pomocne sg rowniez
techniki oparte na elektroforezie (np.SDS-PAGE), Western blot oraz techniki immunoenzymatyczne
(Matsukawa i in. 2021). W wigkszosci jednak sg to techniki czasochtonne, wymagajace odpowiednich
odczynnikow oraz uprzedniego przygotowania badanej proby. Dlatego tez adaptacja metod
fizykochemicznych takich jak spektroskopia w podczerwieni do badan preparatow LPS stwarza nowe
mozliwosci pozwalajace na szybka, maloinwazyjna i taniag analiz¢ niosaca informacj¢ o sktadzie
chemicznym testowanej makroczasteczki.

Tradycyjna spektroskopia FTIR wykorzystuje proces matematyczny tzw. transformacje
Fouriera do przetozenia surowych danych w postaci interferogramu na rzeczywiste widmo. Mozliwe
jest to dzigki temu, ze czasteczki charakteryzuja odpowiednie zmiany energii oscylacyjnej oraz
energii rotacyjnej. Czasteczka napromieniowywana swiatlem podczerwonym pochlania okre§lona
ilo§¢ padajacego promieniowania z okreslong czestotliwo$cia (energia), przez co wzbudza drgania
atomOw w czasteczce, ktore ulegaja wibracji na jeden z wielu sposobow, powodujac: odksztalcanie,
rozciaganie czy tez zginanie. R0zne wigzania chemiczne pochtaniaja promieniowanie podczerwone
w roznych zakresach liczby falowej, przez co tworza unikalny wzor absorbcji podczerwieni, ktory
wytwarza charakterystyczne pasma w ich widmach. Otrzymane w ten sposéb wyniki dostarczaja
informacje na temat obecnych w probce makroczgsteczek takich jak biatka, lipidy, weglowodany oraz
kwasy nukleinowe (Wang i Wang 2021).

FTIR pozwala na bezposredni wglad w obecno$¢ LPS na komorce bakteryjnej, bez
wczesniejszego przygotowania. W przypadku bakterii kazda komorka wykazuje specyficzne widmo
,,odcisk palca”, ktore w literaturze okreslane jest jako podstawa charakterystyki szczepoéw metoda
FTIR (Deidda i in. 2021). Zjawisko to mozna poréwna¢ z widmami innych preparatow bakteryjnych
za pomoca hierarchicznego lub nichierarchicznego grupowania do oceny ich podobienstwa.
Podstawowym zatozeniem jest, to ze pokrewne szczepy sa bardziej podobne w swoim sktadzie (np.
elementy $ciany komorkowej), co prowadzi do korelacji w porownywanych widmach FTIR. Cecha
ta znajduje zastosowanie do typowania izolatow bakteryjnych na poziomie szczepu czy gatunku,
dzigki czemu staje si¢ atrakcyjnym narzedziem w celach badan klinicznych. Niektore badania
wykorzystujace FTIR opisujg patogenne dziatanie bakterii pod katem klinicznym czy tez
epidemiologicznym takich drobnoustrojow jak Escherichia Coli (Preisner i in. 2010), Salmonella
enterica (Nyarko i in. 2014), Staphylococcus aureus (Guliey i in. 2020) czy tez Proteus mirabilis
(Zarnowiec i in 2017). Ponadto spektroskopia FTIR wykorzystana zostata do réZnicowania oraz
charakteryzowania komoérek drobnoustrojow w oparciu o sktadniki btony zewnetrznej takie jak LPS,
fosfolipidy i lipoproteinazy (Stuart 2004).

Niniejsza praca przedstawia zastosowanie spektroskopii FTIR w charakterystyce czysto$ci
preparatow przygotowanych réznymi metodami.

2. Materialy i metody

2.1 Preparaty LPS:

Siedem preparatow LPS P. mirabilis S1959 (03) rdznigcych sie metodyka otrzymywania:
nieoczyszczony LPS P. mirabilis O3 S1959 (R) wyizolowany za pomocg metodg fenol/woda,
preparat otrzymany z LPS P. mirabilis O3 S1959 hodowanych w obecnoéci kolistyny (Col),
deacylowany LPS P. mirabilis O3 S1959, LPS P. mirabilis O3 S1959 po ultrawirowaniu (W), LPS
P. mirabilis O3 S1959 po elektodializie (E), oczyszczone frakcje LPS P. mirabilis O3 S1959 na
kolumnie Sephadex (FI, FII), polisacharyd P. mirabilis O3 S1959 (PS). Sucha masa bakteryjna P.
mirabilis S1959 (O3), komercyjny preparat LPS Salmonella abortus equi (Sigma, USA). Badane LPS
pochodza z kolekceji Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach (UJK).

Widmo ATR-FTIR uzyskano wykorzystujac Spektrofotometr Spotlight 400 FTIR
z oprogramowaniem (Perkin Elmer). Zachowujac stala temperatur¢ w laboratorium (20°C), po
doktadnym oczyszczeniu acetonem krysztatu ZeSn, nanoszono probke LPS w ilosci okoto 3mg.
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Probke dociskano do krysztatlu ustalajac okoto 70% wartosci sity docisku. Widma mierzono
w zakresie 4000 — 600 cm™ z rozdzielczoscia 4 cm™. Kazde uzyskane widmo stanowito $rednig 32
interferogramow.

Poziom biatka i kwaséw nukleinowych ustalono réwniez metodg UV-VIS wykorzystujac
spektrofotometr NanoDrop 2000 z oprogramowaniem (Thermo Fisher). Do badania wykorzystano
preparaty rozpuszczone (zawieszone w wodzie w przypadku suchej masy bakteryjnej) w stezeniu
Img/ml.

3. Wyniki i dyskusja

Preparaty LPS otrzymane réznymi metodami izolacji oraz oczyszczania moga roézni¢ si¢
stopniem zanieczyszczenia, ilo$cig sktadnikow lipidowych i sacharydowych (Ridley i in. 2000).
Analiza widma ATR-FTIR wybranych preparatow bakteryjnych umozliwita analiz¢ ich sktadu
chemicznego. Pomiary zostaty wykonane zakresie liczb falowych charakterystycznych dla zwigzkéw
biologicznych MIR (4000 cm™ — 600 cm'Y).

Liczha faleum

Rys. 1. Widma ATR-FTIR preparatow P. mirabilis odpowiednio: P1 —PS S1959 F2, P2 — LPS S1959
R, P3 —LPS S1959 Col, P4 — LPS S1959 E, P5 — PS S1959 F1, P6 — PS S1959 FII, P7 — Sucha masa
bakteryjna.

Analiza widm przedstawionych preparatow wykazata znaczne zréznicowanie w ich skladzie
chemicznym. Pasma obecne w widmie mozemy podzieli¢ na regiony charakterystyczne dla (W) dla:
kwasow tluszczowych (W1 3000 cm™ — 2800 cm?), peptydy i biatka (W2 1800 cm™ — 1500 cm'?),
bialka przenoszace fosforany i kwasy ttuszczowe (W3 1500 cm™ — 1200 cm?), weglowodany (W4
1200 cm — 900 cm'1), region ,,odcisku palca” (W5) (Gonciarz i in. 2020). Roznice zauwazyé mozna
w calym zakresie liczb falowych, szczegolnie w zakresach charakterystycznych dla biatek i kwasow
nukleinowych. Co wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania widm FTIR do analizy sktadu chemicznego
preparatow izolowanych 1 oczyszczanych roéznymi metodami oraz wystepujacych w nich
zanieczyszczen.

Do oceny zanieczyszczania preparatow skladnikami biatkowymi analizowano
charakterystyczne dla nich pasma: 3500 cm* (amid A; N=H, O=H); 1640 cm (amid I; C=0, C=N);
1540 cm® (amid Il; C=0); 1330 cm™ (amid I11; C-H, C-C). Wyniki przedstawione na rysunku (Rys.
2) pokazuja jak preparaty LPS roznig si¢ migdzy soba poziomem absorbancji pasm
charakterystycznych dla zanieczyszczen pochodzenia biatkowego. Obserwowane roéznice w poziomie
absorbancji pomigdzy pasmami charakterystycznymi dla bialek pomigdzy lipopolisacharydami
izolowanymi réznymi metodami $wiadcza o skutecznosci metody do oceny zanieczyszczen
biatkowych preparatow. Absorbancja nieoczyszczonego LPS P. mirabilis O3 S1959 wynosita 0,25
dla liczby falowej 1330 cm™, 0,76 dla 1540 cm™, 0,99 dla 1640 cm™ oraz 0,34 dla 3500 cm™. Kontrole
pozytywna czystosci preparatu stanowilo widmo FTIR komercyjnego LPS wyizolowanego ze
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szczepu Salmonella dla ktérego poziom absorbancji wynosit odpowiednio 0,03; 0,04; 0,06; 0,02.
Kontrolg negatywna stanowito widmo FTIR suchej masy bakteryjnej dla ktérego poziom absorbancji
wynosit odpowiednio 0,28; 0,83; 0,91; 0,33. Analiza otrzymanych wynikéw potwierdza, ze
najwyzsza absorbancja charakteryzuja si¢ pasma dla preparatu nieoczyszczonego LPS oraz suchej
masy bakteryjnej natomiast najnizszy poziom absorbancji obserwujemy w widmie FTIR preparatu
komercyjnego. Pozostate preparaty rowniez réznig si¢ migdzy soba absorbancja w zakresie liczb
falowych charakterystycznych dla biatek, co moze wskazywaé¢ na duze réznice w poziomie
zanieczyszczen pochodzenia biatkowego w zalezno$ci od zastosowanej metody izolacji
i oczyszczania lipopolisacharydu.

Zakres widma ATR-FTIR charakterystyczny dla bialek

1.2
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Rys. 2. Poziom absorbancji pasm widma ATR-FTIR charakterystycznych dla biatek wybranych
preparatow lipopolisacharydow.

Zakres wdima charakterystyczny dla kwasow nuklemowych
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Rys. 3. Poziom absorbancji pasm widma ATR-FTIR charakterystycznych dla kwasow nukleinowych
wybranych preparatow lipopolisacharydow.

Do oceny =zanieczyszczania preparatow kwasami nukleinowymi analizowano
charakterystyczne dla nich pasma: 1680 cm™ dla kwasu rybonukleinowego (RNA), 1120 cm™ dla
rybozy, 1080 cm* dla kwasu deoksyrybonuleinowego (DNA) oraz 855 cm™ dla RNA, PO,". Poziom
absorbancji dla nieoczyszczonego LPS P. mirabilis O3 S1959 wynosit 0,19 dla liczby falowej 855
cm?, 0,52 dla 1080 cm, 0,38 dla 1120 cm™ oraz 0,43 dla 1680 cm. Kontrole pozytywna stanowit
LPS Salmonella dla ktérego poziom absorbancji pasm charakterystycznych dla kwaséw
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nukleinowych wynosit odpowiednio 0,07; 0,18; 0,11; 0,04. Kontrole negatywna stanowila sucha masa
bakteryjna, dla ktérej poziom absorbancji wynosit 0,13; 0,41; 0,29; 040. Najnizszy poziom
absorbancji obserwowano dla pasm widma FTIR preparatu komercyjnego, co wskazuje na bardzo
niski poziom zanieczyszczen. Natomiast najwyzszy poziom absorbancji obserwowano dla widma
preparatu izolowanego ze szczepu hodowanego z dodatkiem kolistyny.

Poziom biatka
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Rys. 4. Poziom stezenia biatek metodg UV-VIS wybranych preparatow: P1 — LPS 1959 R, P2 — Sucha
masa bakteryjna, P3 — LPS S1959 Col, P4 — PS S1959 FII, P5 — PS S1959 FI, P6 — LPS S1959 W, P7
—PS S1959, P8 S1959 A, P9 — S1959 E, P10 — komercyjny LPS Salmonella.
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Rys. 5. Poziom stg¢zenia kwasoéw nukleinowych metoda UV-VIS wybranych preparatow: P1 — LPS
1959 R, P2 — Sucha masa bakteryjna, P3 — LPS S1959 Col, P4 — PS S1959 FII, P5 — PS S1959 FI, P6
—LPS S1959 W, P7 — PS S1959, P8 S1959 A, P9 — 51959 E, P10 — komercyjny LPS Salmonella.

W Preparat 9

Do poréownania wynikéw widma wykorzystano metode UV-VIS, ktora pokazuje poziom
biatek (Rys. 4) oraz kwasow nukleinowych (Rys. 5) w badanych preparatach. Analiza wynikoéw
wykazata najwyzszy poziom zaréwno dla kwasow nukleinowych (198 ng/ml) jak i biatek (2,9 mg/ml)
dla nieoczyszczonego preparatu LPS P. mirabilis O3 S1959. Natomiast sucha masa bakteryjna oraz
preparat komercyjny wykazaly znacznie mniejszy poziom zanieczyszczenia z poréwnanym
preparatem. Odpowiednio sucha masa bakteryjna 33,5 ng/ml dla kwasow nukleinowych oraz 0,44
mg/ml dla biatek, oraz preparat komercyjny 61,9 ng/ml dla kwasow nukleinowych oraz 1 mg/ml dla
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biatek. Niski poziom biatka otrzymany dla suchej masy bakteryjnej mozna ttumaczy¢ tym, ze materiat
nie byt rozpuszczony, a jedynie zawieszony w wodzie co moglo skutkowaé zanizonym wynikiem.

Dla obu metod charakterystyczna jest tendencja, przy ktorej preparaty o najwyzszym
poziomie absorbancji oraz stezeniu bialek wykazywaly rownie wysoki poziom dla kwasow
nukleinowych. Ponadto to samo mozna zauwazy¢ dla preparatow ktore cechowaly si¢ niskim
stezeniem tych sktadnikow.

4, Whnioski

Podsumowujac, obecna praca przedstawiala zastosowanie metody FTIR w ocenie czysto$ci
preparatow endotoksyn bakteryjnych. Dzigki analizie ATR-FTIR, uzyskano informacje na temat
poziomu zanieczyszczenia preparatow endotoksyn. Wyniki te w zestawieniu z UV-VIS potwierdzity
réznice w poziomie stezenia biatek oraz kwaséw nukleinowych preparatoéw izolowanych za pomoca
roéznych metod. Wyniki badan wskazuja, ze spektroskopia w podczerwieni moze by¢ przydatnym
narzedziem do oceny zanieczyszczen oraz kontroli czystosci preparatow endotoksyn. Dalsze badania
nad wigkszg liczbg probek mogg umozliwi¢ standaryzacje metody spektroskopii w podczerwieni przy
badaniach czystosci oraz kontroli jakosci preparatow endotoksyn. Spektroskopia FTIR moze stuzy¢
jako uzupetniajaca metoda kontroli czystosci izolacji preparatow lipopolisacharydowych.
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5. Formowanie biofilmu przez Proteus mirabilis
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Streszczenie

Proteus mirabilis jest Gram-ujemng bakteria zasiedlajaca srodowisko wodne, gleby, nawozy
naturalne i jelita ssakow. Jest to jedna z bakterii powodujacych zakazenia drég moczowych
zwiazanych z cewnikami. Jej zdolno$¢ do wywolywania takich zakazen jest zwigzana glownie
z tworzeniem biofilméw na powierzchniach cewnikéw. Biofilmy te rozwijaja si¢ na wszystkich
materiatach cewnikowych, a bakteria ta jest zdolna do przyczepienia si¢ do kazdego z nich. Proteus
mirabilis wykazuje ekspresj¢ czynnikow wirulencji zwigzanych z adhezja, ruchliwoscia, unikaniem
odpornosci, zdobywaniem sktadnikéw odzywczych czy uszkadzaniem gospodarza. Czynniki istotne
dla tworzenia biofilmu P. mirabilis obejmuja czynniki adhezyjne, biatka zaangazowane w produkcje
LPS, transportery, czynniki transkrypcyjne, systemy dwusktadnikowe, czynniki komunikacyjne
i enzymy. Badania nad biofilmem pozwalaja na lepsze zrozumienie procesu chorobowego,
wywotywanego przez te bakterie, a w konsekwencji doprowadzajg do opracowania nowych metod
zapobiegania i leczenia. Ze wzgledu na opornos¢ na leczenie przeciwdrobnoustrojowe poszukuje si¢
réwniez alternatywnych metod eliminacji tychze biofilmow.

1. Proteus mirabilis

Proteus mirabilis jest Gram-ujemng bakterig o ksztatcie pateczki, dobrze znang ze zdolno$ci
do produkcji ureazy (enzymu hydrolizujacego mocznik) oraz charakterystycznej ruchliwosci na
ptytkach agarozowych. P. mirabilis nalezy do klasy Gammaproteobacteria i przez dtugi czas byta
uznawana za czlonka rzedu Enterobacterales, rodziny Enterobacteriaceae. Jednak stworzenie
zrekonstruowanego drzewa filogenicznego przez jedna z grup spowodowato zmiang klasyfikacji
rzedu Enterobacterales, umieszczajac P. mirabilis w nowej rodzinie — Morganellaceae (Armbruster
i in. 2018). Jest to bakteria beztlenowa, ktora wydziela polisacharyd, umozliwiajacy przyczepianie
si¢ do powierzchni takich jak cewniki, przewody dozylne i inne narzgdzia medyczne. Jest zdolna do
fermentacji maltozy — nie wykazuje takiej zdolnosci w przypadku laktozy (Jamil i in. 2022). Proteus
mirabilis mozna znalez¢ w wielu réznych srodowiskach — glebie, wodzie i $ciekach (Armbruster i in.
2018). Jest rowniez czescia mikrobioty jelitowej czlowieka wraz z gatunkami takimi jak Klebsiella
i Escherichia coli. Jest bakterig oportunistyczng, wywolujaca zakazenia u ludzi (Jamil i in. 2022).

Nawet 90% zakazen wywotywanych przez bakterie Proteus sg spowodowane
wystepowaniem P. mirabilis. Zakazenia proteusem sa zakazeniami endogennymi. Wykazano, ze
gatunki wywotujace zakazenia pochodza ze skolonizowanej skory badz btony §luzowej jamy ustne;j
pacjentéw oraz od personelu pracujacego w szpitalu lub o§rodku opieki dlugoterminowej (Jamil i in.
2022).

Proteus mirabilis jest przyczyng 1-10% wszystkich zakazen uktadu moczowego (UTI)
W zalezno$ci od obszaru geograficznego badania, rodzaju pobranych probek i charakterystyki
badanych pacjentow. W badaniu przeprowadzonym w Ameryce Pétnocnej gatunek ten byt przyczyna
4% z prawie 3000 przypadkow UTI. W 2006 roku UTI w Stanach Zjednoczonych byty przyczyna 11
milionéw wizyt lekarskich (Schaffer i Pearson 2015).

UTI wystepuja najczegsciej u osob w wieku od 20 do 50 lat, posrod ktorych czesciej
diagnozowane sa u kobiet. U zdrowych kobiet Proteus stanowi 1-2% wszystkich UTI (najcze$ciej E.
coli), natomiast w szpitalnych UTI stanowi 5% (Jamil i in. 2022).
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Proteus mirabilis wystepuje bardzo czesto przy powiklaniach zwigzanych z zakazeniami
uktadu moczowego na przyklad u pacjentow z uszkodzonym rdzeniem kregowym lub
nieprawidlowo$ciami anatomicznymi i przyczynia si¢ do powstawania zakazen uktadu moczowego
zwigzanych z cewnikami (CAUTI). Szczegélnie narazeni na CAUTI sa pacjenci podczas
dhugotrwatego cewnikowania — gléwnie ci w podesztym wieku. P. mirabilis jest rowniez czestym
czynnikiem wywotujacym bakteriemie ($miertelno$¢ u pacjentow geriatrycznych siega nawet 50%)
(Schaffer i Pearson 2015). W Stanach Zjednoczonych bakteriemia przy zakazeniach uktadu
moczowo-pltciowego wystepuje u 35% pacjentéw (Jamil i in. 2022).

Zakazenia drég moczowych oraz CAUTI, spowodowane obecnoscig P. mirabilis, daja
powiktlania takie jak tworzenie si¢ kamieni pgcherzowych i nerkowych (kamica moczowa), a nawet
moga prowadzi¢ do uszkodzenia nerek badz bakteriemii (Armbruster i in. 2018).

U os6b zakazonych P. mirabilis moze doj$¢ do zapalenia cewki moczowej oraz pecherza
moczowego, zapalenie gruczotu krokowego i odmiedniczkowego zapalenia nerek. Zapalenie cewki
moczowej objawia si¢ dysurig, ropomoczem oraz czgstomoczem. Objawy te sg czesto lekcewazone
przez pacjentow, dlatego ze maja tagodny przebieg. Z kolei zapalenie pecherza moczowego objawia
si¢ ostrag dysurig, mala objetoscia oddawanego moczu oraz czestomoczem. U pacjentow moze
wystapi¢ rowniez goraczka, ktora moze wskazywac na powazniejszy stan, taki jak odmiedniczkowe
zapalenie nerek, bakteriemia lub zblizajaca si¢ sepsa. Zapalenie gruczolu krokowego wystepuje
U mezczyzn w ostrzejszym stadium infekcji. Objawy podczas zakazenia sg podobne do zapalenia
pecherza moczowego, jednak czgdciej wystepuje goraczka i moga pojawi¢ si¢ dreszcze.
Odmiedniczkowe zapalenie nerek wystepuje jako powiktanie jednego z wyzej wymienionych
schorzen i dlatego pacjent moze skarzy¢ si¢ na objawy zapalenia cewki moczowej lub zapalenia
pecherza moczowego (Jamil i in. 2022).

Leczenie niepowiktanego zakazenia ukladu moczowego wywotanego przez P. mirabilis
polega na ambulatoryjnym 3-dniowym leczeniu przy uzyciu trimetoprimu/sulfametoksazolu lub
doustnie fluorochinolonem (np. cyprofloksacyng). Ostre, niepowiktane odmiedniczkowe zapalenie
nerek moze by¢ leczone ambulatoryjnie fluorochinolonami- zalecane jest stosowanie leczenia
trwajacego od 7 do 14 dni. Alternatywa dla powyzszej kuracji jest jednorazowe podanie ceftriaksonu
lub gentamycyny, a nastgpnie trimetoprimu/sulfametoksazolu, doustnie fluorochinolonu lub
cefalosporyny przez okres od 7 do 14 dni (Jamil i in. 2022).

Inne bakterie takie jak Klebsiella i E. coli mogg wywotywaé podobne objawy kliniczne jak
UTI czy bakteriemia, dlatego konieczne jest wykonianie posiewu bakterii umozliwiajgcego
identyfikacje organizmu wywolujacego zakazenie i wilasciwe ukierunkowania terapii (Jamil i in.
2022).

2. Proces adhezji

2.1 Adhezja

Adhezja jest pierwszym i zarazem kluczowym etapem w formowaniu biofilmu przez
bakterie. To w zaleznosdci od osiagniecia sukcesu w przylaczeniu si¢ do powierzchni komorek
gospodarza zalezy, czy bakterii uda si¢ zasiedli¢ organizm pacjenta. Proces ten polega na zwigzaniu
si¢ komorek bakteryjnych z tkankami gospodarza lub wniknigcia do wnetrza komorek
eukariotycznych. Dodatkowo proces ten umozliwia bakterii wigzanie si¢ do powierzchni materiatow
biomedycznych, czego efektem jest wezesniej wspomniane CAUTI. Proces adhezji rozpoczyna si¢
w momencie, gdy struktury powierzchniowe, takie jak fimbrie, trimeryczne autotransportery,
glikokaliks oraz wtasciwosci hydrofobowe btony komérkowej, umozliwiajg wigzanie si¢ bakterii ze
specyficznymi ligandami na komdrkach gospodarza lub z biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej
(Alamuri i in. 2010; Rézalski i in. 2007).

Proces adhezji rozpoczyna si¢ w momencie, gdy bakteria ,,wyczuje” zmiany w pH,
osmolalnosci i rotacji flagelli, ktore spowodowane sa bliskoscia powierzchni. Kluczowym
czynnikiem w procesie adhezji jest energia przyciagania i odpychania powierzchni, reprezentowane
przez oddziatywania van der Waalsa i oddziatywania kolumbowskie. Adhezje mozna podzieli¢ na
dwa etapy: adhezja odwracalna i nieodwracalna (Li i in. 2021).
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Adhezja odwracalna ma miejsce w momencie inicjacji procesu przylaczania si¢ bakterii do
powierzchni. W tym czasie komérki weigz moga oderwac si¢ od powierzchni i powroci¢ do postaci
planktonicznej. Wykorzystywane sa tutaj fimbrie i flagelle w obecnosci adhezyn oraz
zewnatrzkomoérkowe polimery bakteryjne (EPS) (Liiin. 2021).

Adhezja nicodwracalna etapem nastepujagcym po adhezji odwracalnej. Proces ten przebiega
powoli i charakteryzuje si¢ stopniowym zmniejszaniem odleglosci pomigdzy komorki oraz
zwigkszaniem sily oddziatywania pomigdzy komorka bakteryjna a powierzchnia. Dochodzi rowniez
do zmiany ekspresji genetycznej, ktora zaczyna by¢ ukierunkowana na formowanie biofilmu (Li i in.
2021).

2.2 Fimbrie

Czynnikiem wirulencji majacym istotny wpltyw na proces adhezji sa fimbrie, ktore
zapewniajg bakterii P. mirabilis zdolnoé¢ do ruchu, hemaglutynacji, agregacji i adhezji (Alamuri,
Praven i in. 2010). Fimbie to struktury biatkowe, ktore przypominajg wiloski wystepujace na
powierzchni komorki. Dzigki nim oraz adhezynom P. mirabilis moze taczy¢ si¢ specyficznie
Z nabtonkiem blony sluzowej drég moczowych. Do tej pory odkryto i opisano 17 typow fimbrii,
z czego 10 z nich koduje w swoich operonach homolog MrpJ — jest to biatko regulatorowe, ktore
znajduje si¢ na poczatku i koncu operonu. Umozliwia ono koordynacje ruchliwo$ci oraz adhez;ji.
Najlepiej opisanymi fimbriami sa: MR/PM, MR/KH, fimbrie PM, fimbrie nieaglutynujace (Schaffer
JN i Pearson MM 2015; Yuan F. i in. 2021), ich charakterystyke przedstawiono w ponizszej tabeli
(Tab. 1).

Tab. 1. Charakterystyka fimbrii Proteus mirabilis. Opracowanie wtasne (Kuan i in. 2014; Rocha i
in. 2007; Roézalski i in. 1997; Scavone i in. 2016; Schaffer i Pearson 2015).

Rodzaj .

) ot Znaczenie

fimbrii
Zmutowane szczepy (pozbawione fimbri MR/P) wykazywaly nizsze
wskazniki adhezji niz szczep P. mirabilis typu dzikiego i byly znacznie
mniej skuteczne w indukowaniu efektow genotoksycznych i

MR/P . . o
cytotoksycznych w poréwnaniu do typu dzikiego. Mutanty wykazywaty
row-niez nizszg efektywno$¢ kolonizacji dolnych i gornych drog
moczowych, chociaz ich wirulencja nie zostata zmniejszona.

PME PMF petnig rol¢ w kolonizacji pecherza, natomiast kwestia kolonizacji

nerek przez szczepy pozbawione PMF jest dyskusyjna.

Odgrywaja role w adhezji do komoérek nabtonka drég moczowych in
UCA/NAF vitro. Fimbrie UCA odgrywaja wazna rolg w kolonizacji drog
moczowych.

Fimbrie ATF odgrywaja role w przetrwaniu P. mirabilis w $rodowisku
zewngtrznym ze wzgledu na optymalng temperaturg ekspresji.

Sugeruje si¢, ze fimbrie PMF odgrywaja role w adhezji P. mirabilis w
pecherzu i nerkach.

ATF

PMP

2.3 Trimeryczne autotransportety adhezyn (TAA)

Trimeryczne autoransportery adhezyn (TAA) jest to szeroko rozpowszechniona posrod
bakterii Gram-ujemnych rodzina zewnetrznych biatek membranowych. TAA sg wioknami
trimerycznymi, ktorych strukture mozna podzieli¢ na 3 podjednostki: gtowe, todyge i kotwice. Glowy
i todygi zbudowane sg z analogicznych, konserwowanych blokéw, ktore w toku ewolucji ulegly
znacznej rearanzacji, czego efektem jest wysoka roznorodnos¢ tych struktur pomiedzy gatunkami.
Natomiast kotwica jest homogeniczna i stanowi element definiujgcy wszystkie TAA. TAA odgrywaja
znaczaca role w patogenezie zakazenia pelnigc rézne funkcje, takie jak: promowanie adhezji do
komorek gospodarza lub do bialek zewnatrzkomoérkowej macierzy (ECM), cytotoksycznoscei,
zdolnosci do autoagregacji. Przyktadowym zastosowaniem TAA przez P. mirabilis jest uzycie biatka
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AipA w procesie adhezji do komoérek nabtonka moczowego. Biatko to utatwia ten proces poprzez
zapewnienie bakterii zdolnosci do wigzania ECM (Bassler i in. 2015; Praveen i in. 2010).

2.4 Glikokaliks

Glikokaliks zbudowany jest z rozpuszczalnych i ujemnie natadowanych polisacharydow,
ktore przytaczone sg do O-swoistych tancuchdéw polisacharydow, tworzac otoczke. Dzigki posiadaniu
tancuchow polisacharydow bakterie maja zdolno$¢ do wigzania si¢ za posrednictwem lektyn lub
oddzialywan elektrostatycznych z glikolipidami na powierzchni btony komorkowej komorek
gospodarza. Otoczka zlozona z glikokaliksu zapewnia bakteriom ochrone przed fagocytami,
bakteriofagami i przeciwciatami, oraz dodatkowo umozliwia bakteriom rozprzestrzenianie si¢
poprzez ruch slizgowy (Rézalski i in. 2007; Rozalski i in. 2012).

2.5 Hydrofobowos¢

Hydrofobowo$¢ btony komorkowej bakterii, ktora osiagana jest poprzez brak otoczki,
redukcj¢ czesci O-swoistej LPS oraz struktury blony komorkowej takie jak np. fimbrie, zapewniaja
bakterii zdolnos$¢ do przylegania do komoérek gospodarza. Dodatkowo, wazng zdolnoscig bakterii jest
zdolnos¢ do modyfikowania charakteru swojej powierzchni z hydrofobowego do hydrofilowego
poprzez zmiany w sktadzie LPS-u badz fimbrii. Umozliwia to bakteriom dostosowanie si¢ do potrzeb
danego srodowiska, co sprzyja zjawisku adhezji (Rézalski i in. 2007).

3. Biofilm

Biofilm jest zbiorem wielu drobnoustrojow, ktore tworza agregaty, co ulatwia im
przytwierdzanie si¢ do powierzchni, co umozliwia im przetrwanie niekorzystnych dla nich warunkow
srodowiskowych. Bakterie tworzace biofilm, maja zdolno§¢ do wywotywania chorob przewlektych,
poniewaz biofilm zapewnia bakteriom ochrong przed uktadem odpornosciowym gospodarza dzigki
zmniejszeniu dziatalno$ci uktadu dopetniacza oraz zmniejszeniu aktywnosci fagocytow. Antybiotyki,
wykazuja zmniejszong skuteczno$¢ w leczeniu chorob wywotanych biofilmami nawet 1000-krotnie
(Roy i in. 2018).

Tworzenie biofilméw na wyrobach medycznych prowadzi do zakazen narzadow
wewnetrznych np. zakazenie drog moczowych spowodowane rozwijaniem si¢ biofilmu w cewnikach.
Zakazenie drog moczowych jest jednym z najczestszych zakazen szpitalnych (Gayani i in. 2021). Na
bazie danych opracowanych przez niemiecki zespoét badawczy zakazenia ukladu moczowego
stanowia 21,6% wszystkich zakazen szpitalnych, z czego za 60% tych zakazen, odpowiadaja
zakazenia powigzane z zastosowaniem cewnika. To w cewnikach tworzg si¢ bakteryjne biofilmy,
ktore powodujg powazne zagrozenia w opiece zdrowotnej, gtdwnie przez to, ze zwigkszaja one
odpornos$¢ bakterii na antybiotyki oraz uktad immunologiczny gospodarza. Daje on bakteriom
mozliwo$¢ np. dalszej kolonizacji organizmu, wtornych zakazen krwi. Najczgséciej wystepujacymi
bakteriami w zakazeniach uktadu moczowego sg Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
E. coli oraz Proteus mirabilis. Bakteriuria powigzana z cewnikiem w wigkszo$ci odpowiedzialna jest
za zakazenia bezobjawowe; tylko 5% zakazen wymaga leczenia, z czego az 10% przypadkow konczy
si¢ $miercia (Kranz i in. 2020).

Proteus mirabilis tworzy charakterystyczny biofilm krystaliczny. W jego sktadzie poza
wydzielonymi przez bakterie zewnatrzkomorkowymi substancjami polimerowymi w ktérych wnetrzu
znajdujg si¢ bakterie, zawarte sg rowniez krysztaty hydroksyapatytu i struwitu, ktore nadajg bakteriom
dodatkowa ochrong przed czynnikami biobdjczymi. Gtownymi dwoma czynnikami wirulencji, ktore
odpowiadajg za tworzenie biofilmu krystalicznego sg polisacharydy kapsutkowe oraz enzym ureaza.
Enzym ureaza odpowiada za katalize mocznika do amoniaku co skutkuje wzrostem wartosci pH.
Efektem wzrostu pH jest wytracenie wcze$niej wspomnianych krysztalow fosforanu amonowo -
magnezowego oraz hydroksyapatytu fosforanu wapnia. Wytracone krysztaty przyczyniajg si¢ do
formowania kamieni moczowych w pecherzu i nerkach o etiologii bakteryjnej. Proteus mirabilis
produkuje rowniez polisacharydy otoczkowe (CPS), ktore odpowiadaja za przyspieszenie wzrostu
krysztatdéw mineralnych, a takze maja wysokie powinowactwo do wigzania kationow metali w moczu
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poprzez oddziatywania elektrostatyczne oraz niskie powinowactwo do jonéw Mg?*, co pomaga
bakteriom w tworzeniu biofilmu (Wasfi i in. 2020).

Formowanie bioflmu krystalicznego zostalo dobrze opisane w przypadku CAUTI (Rys. 1).
Rozpoczyna si¢ ono od migracji bakterii P. mirabilis poprzez ruch pelzajacy z okolic
okotocewkowych na powierzchnie cewnika. Nastgpnie bakteria przy uzyciu fimbrii przyczepiaja si¢
do powloki biatkowej, pochodzacej z ptynéw ustrojowych gospodarza lub bezposrednio do
powierzchni cewnika. Nastgpuje rozpoczgcie wytwarzania egzopolisacharydow, czego nastgpstwem
jest formowanie biofilmu. Produkowana przez P. mirabilis ureaza, powoduje rozktad mocznika w
amoniak, czego skutkiem jest podnoszenie si¢ pH i wystgpienie S$rodowiska alkalicznego.
Nastepstwem wzrostu poziomu pH jest wytracanie si¢ krysztatlow fosforanu magnezu i wapnia, ktore
tworza krysztaty struwitu i hydroksyapaytu. Nastgpuje ureolityczna biomineralizacja, czyli
inkorporacja powstatych krysztatow do struktury biofilmu. Z czasem rozwijajacy si¢ biofilm
doprowadza do niedroznos$ci cewnika (Wasfi i in. 2020).

Powierzchnia
cewnika

Powierzchnia cewnika
pokryta bialkiem
gospodarza

! Krysztaly struwitu
i hydroksyapatytu

Macierz
biofilmu

Rys. 1. Tworzenie biofilmu krystalicznego przez P. mirabilis: 1. P. mirabilis migruje poprzez ruch
petzajacy z okolicy okotocewkowych na powierzchnie cewnik; 2. Fimbrie przyczepiaja si¢ do
powtoki biatkowej pochodzacej z ptyndow ustrojowych gospodarza lub bezposrednio do powierzchni
cewnika. Nastepuje rozpoczecie wytwarzania egzopolisacharydow, czego nastgpstwem jest
formowanie biofilmu; 3. Produkowana przez P. mirabilis ureaza, powoduje rozktad mocznika
w amoniak, czego skutkiem jest podnoszenie si¢ pH i wystapienie Srodowiska alkalicznego.
Nastepstwem wzrostu poziomu pH jest wytracanie si¢ krysztatdéw fosforanu magnezu i wapnia, ktore
tworzg krysztaly struwitu i hydroksyapaytu; 4. Nastgpuje ureolityczna biomineralizacja, czyli
inkorporacja powstatych krysztatdéw do struktury biofilmu; 5. W pelni rozwinigty biofilm powoduje
niedroznos¢ cewnika. Opracowanie wlasne (Wasfi i in. 2020).

Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu krystalicznego przez P. mirabilis jest mozliwa dzigki
dzialaniu operonéw fimbrialnych, ktére s3 odpowiedzialne za wytwarzanie az 17 réznych struktur
fimbrilanych. Fimbrie P. mirabilis odpowiadajg za lepszg przyczepno$¢ do tkanek, komorek
gospodarza oraz do cewnikow. Warstwe kondycjonujaca, ktorg bakteria tworzy na cewnikach nazywa
si¢ dodatkowym receptorem dla fimbrii, ktory utatwia tworzenie biofilmu (Pelling i in. 2019).

4. Podsumowanie

Proteus mirabilis jest jednym z wielu patogenéw powodujacych zakazenia uktadu
moczowego. Ponadto bakteria ta wystepuje w wodzie, glebie oraz naturalnej florze jelit ssakow.
Dzigki zdolnosci do wydzielania polisacharydu, potrafi przyczepi¢ si¢ do powierzchni wyrobow
biomedycznych takich jak: narzedzia medyczne, przewody dozylne oraz cewniki urologiczne.
Tworzenie biofilmu na powierzchniach materiatdw medycznych jest bardzo duzym problemem
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wspoélczesnej medycyny. Zjawisko to jest powszechne w przypadku Proteus mirabilis, ze wzglgdu na
fakt tworzenia przez bakterie biofilmu krystalicznego. W jego sktad wchodzg krysztaty
hydroksyapatytu oraz struwitu, dzigki czemu bakterie zyskuja dodatkowa ochrone przed czynnikami
biobdjczymi. Proces cewnikowania utatwia namnozenie si¢ tych bakterii w sprzyjajacych dla nich
warunkach §rodowiskowych. Na chwile obecna nie ma skutecznych sposobow na poradzenie sobie
z problemem CAUTI. Przyjete rozwigzania jedynie skutkuja opdznieniem pojawienia si¢ biofilmu.
To z kolei skutkuje opdznieniem w pojawieniu si¢ zakazen, na przyktad bakteriurii,
charakteryzujacego si¢ dyzurig, czestomoczem, wymiotami czy gorgczka. Badania nad biofilmem
pozwalaja naukowcom na lepsze zrozumienie catego procesu chorobowego i mozliwoscig znalezienia
rozwigzania tego problemu.
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Streszczenie

Proteus mirabilis to Gram ujemna bakteria, ktora jest czestg przyczyng zakazen drog
moczowych zwigzanych z cewnikami (CAUTIs). Jej zdolno§¢ do wywotywania takich zakazen jest
zwigzana gltownie z tworzeniem tzw. biofilméw krystalicznych na powierzchniach cewnikow, ktore
moga doprowadzi¢ do utraty ich droznosci. Bakterie osadzone w krystalicznych biofilmach stajg si¢
wysoce oporne na konwencjonalne $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz na dzialanie uktadu
odpornosciowego. Ze wzglgdu na opornos¢ na leczenie przeciwdrobnoustrojowe, w wielu badaniach
poszukiwano alternatywnych metod eliminacji biofilméw P. mirabilis. Obecny przeglad skupia si¢
na mechanizmie usuwania biofilméw P. mirabilis. Metody leczenia obejmuja naturalne i syntetyczne
zwigzki ukierunkowane na czynniki wirulencji, a takze nowatorskie strategie, ktére pozwalaja
zwalcza¢ bakterie.

1. Wstep

Tworzenie biofilmu przez gatunki drobnoustrojow daje im zdolno$¢ do przetrwania
W niekorzystnych warunkach $rodowiskowych i zwigksza ich opornos¢ na antybiotyki oraz uktad
odpornos$ciowy gospodarza. Stwierdzono, ze bakterie wykorzystujace takg mozliwo$¢ maja 10-1000
razy wigksza oporno$¢ na zwigzki przeciwdrobnoustrojowe. Do gléwnych przyczyn powodujacych
wzrost tej opornosci nalezy macierz biofilmu, ktéora utrudnia przenikanie $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych przez jej warstwy oraz fizjologiczne wiasciwosci komorek
drobnoustrojow — zwlaszcza komorek przetrwalnikowych. Zwigkszenie opornosci komorek
bakteryjnych poprzez utworzenie biofilmu przyczynia si¢ do wystgpowania bakteryjnych infekcji
chronicznych, ktore sa powaznym utrudnieniem w procesie leczenia. Bakterie sg odpowiedzialne za
wystgpowanie ciaglego stanu zapalnego w ranie, co doprowadza do zaktdcenia normalnego procesu
gojenia si¢ rany. Powaznym problemem medycznym jest rowniez biofilm formowany przez bakterie
z rodzaju P. mirabilis, waznego patogenu uktadu moczowego (zakazenia uktadu moczowego, UTI)
(Wasfi i in. 2020; Percival i McCarty 2015). Biofilm P. mirabilis charakteryzuje si¢ odktadaniem
W macierzy krysztalow struwitu i hydroksyapatytu, ktore powstaja w wyniku krystalizacji
zapoczatkowanej przez alkalizacje srodowiska. Alkalizacja ta jest skutkiem rozktadu mocznika przez
enzym ureaza, ktory jest wysoce wydajnie produkowany przez komoérki P. mirabilis. Ten
charakterystyczny dla P. mirabilis typ biofilmu jest czgsto okreslany jako biofilm krystaliczny.
Jednoczes$nie, jak w przypadku wielu innych drobnoustrojéw, komorki P. mirabilis w formie biofilmu
charakteryzujg si¢ wyzszym poziomem lekoopornosci. Co ciekawe, formowanie biofilmu przez P.
mirabilis prowadzi rowniez do wielu interakcji z innymi gatunkami bakteryjnymi, co ma czesto
negatywne skutki i prowadzi¢ moze do nasilenia infekcji. Interakcje te moga powodowac rowniez
nabywanie gendw opornosci na antybiotyki w wyniki horyzontalnego transferu genéw (Gmiter i Kaca
2022).

2. Metody zwalczania biofilmu

2.1 Srodki przeciwdrobnoustrojowe

Tworzeniu biofilmu przez P. mirabilis towarzyszy zwigkszenie opornoéci bakterii na §rodki
przeciwdrobnoustrojowe (AMR). W celu przeciwdziatania nabywaniu opornosci stosuje si¢ metody
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majace na celu zwigkszenie skutecznosci stosowanych $rodkow leczniczych. Jedng z takich metod
jest podawanie $rodka przeciwdrobnoustrojowego w odstepach czasowych. Wraz z czasem komorki
przetrwale traca tolerancje na zastosowany s$rodek przeciwdrobnoustrojowy. Metoda ta zostata
zaproponowana do eliminowania biofilméw i ich komoérek przetrwalnikowych. Aby proces leczenia
przyniost pozytywne efekty, czas stosowania §rodka musi §cisle korelowaé z czasem wymaganym do
utraty tolerancji komorek przetrwatych. Niestety brak pelnego zrozumienia mechanizméw, bioracych
udziat w osiaganiu tolerancji przez bakterie, utrudnia stosowanie powyzszej metody (Wasfi i in.
2020).

Przeprowadzono roéwniez badania majace na celu sprawdzenie wplywu minimalnego
stezenia hamujacego (MIC) i stezenia podprogowego (sub-MIC) antybiotykow na hamowanie
bakterii do przylegania komorek do powierzchni plastikowych, hamujac przy tym tworzenie biofilmu.
W badaniach wykazano, ze najwigksza aktywnos$¢ wykazata ciprofloksacyna, redukujac przy tym
tworzenie biofilmu do 93% (stezenie antybiotyku odpowiadajace 1/2MIC). Nizsze stezenia
ciprofloksacyny wykazaty mniejsze zahamowanie tworzenie biofilmu (Wasfi i in. 2020).

Dalsze badania nad ciprofloksacyna dotyczyly wplywu pH na jej skuteczno$¢ antybakteryjna
przeciwko formie planktonicznej, jak i rosnacej w biofilmie. Wykazano, ze wraz ze wzrostem pH z 5
do 9 powoduje wzrost aktywno$ci bakteriostatycznej i bakteriobdjczej powyzszego antybiotyku.
Wyniki te uzasadniaja uzycie ciprofloksacyny w leczeniach infekcji P. mirabilis, ktore poprzez
aktywno$¢ eznymu- ureazy- powodujg wzrost pH w srodowisku (Irwin i in. 2013).

W celu kontrolowania tworzenia si¢ biofilmu w cewnikach przy uzyciu $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych zastosowano kilka strategii. Po pierwsze, adsorbowanie $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych na powierzchni cewnika oraz stosowanie zmodyfikowanych materiatow
powlekajacych, co prowadzi do zahamowania przylegania bakterii (Singha i in. 2016). Klinicznie
przepadano cewniki pokryte srebrem i antybiotykami. Na tej podstawie stwierdzono, ze traktowanie
cewnika ptynem, w ktorym zawieszono lub rozpuszczono $rodki przeciwdrobnoustrojowe umozliwia
przyleganie czasteczek tego $rodka do powierzchni cewnika. W konsekwencji proces ten zapobiega
p6zniejszemu przyleganiu drobnoustrojéw. Przyktadem tej strategii jest zastosowanie mieszaniny
kwasu migdatowego i mlekowego wzgledem cewnikow silikonowych. Druga strategia to stosowanie
zmodyfikowanych powtok na cewniku o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym w celu zapobiegania
kolonizacji P. mirabilis. Powloki srebrne i cewniki silikonowe pokryte nitrofurazonem wykazaty
znaczace zapobieganie bakteriurii zwigzanej z cewnikami podczas krotkotrwalego cewnikowania
pacjentow hospitalizowanych (Johnson i in. 2012).

Srebro jest dobrze znanym czynnikiem przeciwdrobnoustrojowym. Ma ono zdolno$¢ do
wigzania si¢ do wielu bakteryjnych struktur komorkowych takich jak np. peptydoglikan, bakteryjne
DNA oraz bakteryjne biatka przyczyniajac si¢ do zwigkszania przepuszczalnosci blon
komorkowych,. Czasteczki srebra indukuja wewnatrzkomorkowe utlenianie oraz zakldocaja
metabolizm bakteryjny. Zwickszajac stosunek powierzchni czasteczek srebra do ich objetosei, co
mozliwe jest poprzez uzycie nanoczastek srebra (AgNPs- silver nanoparticles), zwigksza sig¢
wydajno$¢ dziatania przeciwdrobnoustrojowego. Poza wlasciwosciami cytotoksycznymi wzgledem
bakterii, czasteczki srebra wykazuja rowniez wlasciwosci toksyczne wzglgdem komorek ssaczych,
takich jak osteoblasty czy mezenchymalne komoérki macierzyste. Jednakze skutki uboczne w wyniku
stosowania srebra dla komorek ssaczych przejawiajg si¢ dopiero w momencie zastosowania wysokich
dawek srebra. W przypadku stosowania matych ilosci srebra, negatywny wptyw na ludzki organizm
nie wystepuje (Xie i in. 2019; Brennan i in. 2015).

Wykazano, ze srebro skutecznie redukuje biofilmy bakteryjne, a jego skuteczno$¢ zalezy od
stezenia. Kluczowa wlasciwoscig czasteczek srebra w jest zapobieganie formowaniu biofilmu juz
przy zastosowaniu niskich st¢zen oraz szerokie spektrum dziatanie, niezaleznie od rodzaju bakterii
(Percival i McCarty 2015).

2.2 Substancje fitochemiczne

W przesziosci ro$liny byly uwazane za bogate zrédlo szerokiej gamy zwigzkow
bioaktywnych, znanych jako fitochemikalia. Zyskaly one szczegdlne zastosowanie ze wzgledu na
aktywnos¢ przeciwbiofilmowa. Dziatanie to przypisywano ich zdolnosci do hamowania czynnikoéw
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wirulencji zwigzanych z formowaniem biofilmu, w tym: adhezji drobnoustrojéw do powierzchni,
aktywnosci ureazy i wytwarzania macierzy egzopolisacharydowej (Ahmed i Urooj 2009).

Przykladem zastosowania substancji pochodzenia roslinnego moga by¢ liczne badania
wykazujgce korelacj¢ pomiedzy spozywaniem Zzurawiny a zapobieganiem UTI. Zwiazki obecne
W zurawinie zaklocaja przyleganie bakterii do komoérek urofitylnych, co z kolei uniemozliwia
komorkom kolonizacje drég moczowych. Poczatkowo wykazano, ze fruktoza — jeden z gléwnych
sktadnikéw zurawiny — blokuje fimbrie typu 1, z kolei drugi sktadnik — proantocyjanidy — hamuja
oporne na mannoze fimbrie typu P. Dalsze badania wykazaly, ze réwniez bakterie P. mirabilis
potraktowane wyciaggiem z zurawiny wykazywaly nizsza zdolno$¢ adhezji do komoérek linii HT1376
0 75% (Wasfi i in. 2020).

Kolejnym zwigzkiem fitochemicznym, ktory wykazuje dziatanie hamujace na biofilm P.
mirabilis, jest ekstrakt z Ibicella lutea — rosliny wystepujacej na wschodzie Ameryki Potudniowe;j.
Ma ona zdolno$¢ do hamowania réznicowania rojowego P. mirabilis, co skutkuj¢ zahamowaniem
ruchu flagellarnego, jak i tworzenia biofilmu (Wasfi i in. 2020). Istotng rol¢ w tworzeniu biofilméw
przez P. mirabilis odgrywa zasadowe pH moczu warunkowane przez aktywno$¢ enzymu — ureazy.
Wykazano, ze zwigzkiem hamujgcym produkcje ureazy jest allicyna — pozyskiwana z czosnku — ktora
ogranicza tworzenie biokrystalicznego biofilmu nawet o 35%. Ma ona réwniez zdolno$¢ do penetracji
btony komoérkowej bakterii i wewnatrzkomorkowego hamowania enzymu ureazy (Sosa i Zunino
2009).

Stwierdzono roéwniez, ze kurkumina, silny inhibitor quorum sensing — swoistej formy
komunikacji komérek bakteryjnych, w stezeniach ponizej poziomu MIC, zmniejsza produkcje
polisacharydéw i ruchliwo$¢ komorek, a tym samym ogranicza tworzenie biofilmu. Zwigzek ten
moze roéwniez hamowaé tworzenie si¢ mikrokolonii i prowadzi¢ do degradacji juz uformowanego,
dojrzatego, biofilmu P. mirabilis (Wasfi i in. 2020).

2.3 Apiterapia

W apiterapii czynnikiem leczniczym jest midd, ktory jest jednym z naturalnych
zamiennikow dla antybiotykow. Midd stat si¢ wigc obiektem zainteresowania pod katem jego
dzialania na biofilm bakteryjny. Badania pokazuja, ze miodem, ktory cechuje si¢ najwicksza
skuteczno$cia antybakteryjna wzgledem P. mirabilis byt miéd manuka, produkowany przez pszczoty
Leptospermum scopiarum w Nowej Zelandii. Jego aktywno$¢ przeciwbakteryjna zalezy od
nastepujacych czynnikow: zawartosci wgglowodandw, wysokiej osmolarno$ci, niskiego poziomu pH
(ktore odpowiada za dziatanie antybakteryjne rowniez w przypadku innych typow miodow) wraz
z charakterystycznymi dla miodu manuka zwigzkami: leptosynie wraz z metyloglioksalem.
Dodatkowo mi6d manuka cechuje sie wysoka zawarto$cig fenoli, flawonoidow i brakiem nadtlenku
wodoru (Kwiecinska-Pirog i in. 2020; Wasfi i in. 2020).

Midéd manuka zapobiega wigzaniu si¢ bakterii z ludzkimi biatkami takimi jak fibronektyna,
fibrynogen i kolagen. Dodatkowo uniemozliwiajg bakteriom zwigzanie si¢ z ludzkimi komorkami
keratynocytow. Zawarty w miodzie manuka metyloglioksal wraz ze stresem osmotycznym, ktory
wywolywany jest przez nadtlenek wodoru, przyczyniajg si¢ do rozbijania $cian komoérkowych
bakterii, a enzymy i peptydy produkowane przez pszczoty moga dziata¢ przeciwbakteryjnie. Badania
wykazuja, ze miod manuka hamuje aktywno$¢ metaboliczng P. mirabilis (w zaleznoéci od stezenia)
od 1,88% do 30% (Kwieciniska-Pir6g i in 2020; Wasfi i in. 2020).

2.4 Repozycjonowanie lekow

Repozycjonowanie lekow polega na wykorzystaniu wczesniej poznanych i zarejestrowanych
lekow przygotowanych do leczenia okres$lonych stanéw chorobowych, w nowy sposob, ktory
pozwala na znalezienie dla nich zastosowania w nowych terapiach, skierowanych przeciwko innym
jednostkom chorobowym. W leczeniu infekcji P. mirabilis swoje zastosowanie znalazty m.in.
ambroksol, fluoksetyna i tiorydazyna (Wasfi i in. 2020).

Ambroksol jest lekiem odkrztusnym i mukolitycznym, powszechnie stosowanym w leczeniu
astmy i przewleklym zapaleniem oskrzeli. W przypadku zastosowania leku w leczeniu P. mirabilis
udowodniono, ze hamuje on zdolnos¢ do wzrostu rozpelztego (lub rojenia si¢). Rojenie si¢ jest
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jednym z czynnikéw odpowiadajacych za sukces procesu adhezji i w dalszej kolejno$ci utworzenia
biofilmu. Dodatkowo ambroksol posiada zdolnos¢ do degradacji dojrzatego biofilmu (Abbas 2013).

Fluoksetyna i tiorydazyna to leki, ktore sa uzywane odpowiednio w leczeniu depresji
i psychozy. Dodatkowo fluoksetyna i tiorydazyna sa inhibitorami kanatu transportera Ber/CflA, ktory
odpowiada prawdopodobnie za zarzadzanie odpadami w trakcie dojrzewania biofilmu, co umozliwia
ciasno upakowanym w macierzy biofilmu komoérkom eliminacje toksycznych produktow
metabolizmu. Przypuszcza si¢, ze blokowanie Ber/CflA wplywa hamujaco na biosynteze flagelii oraz
nastepuje zmniejszenie poziomu ekspresji gendéw powigzanych z ruchliwoscia. Powodem tego jest
ograniczenie zdolno$ci do wzrostu rozpelzilego, ktore w polaczeniu z omoéwionym wczesniej
zaburzonym systemem zarzadzania odpadami, zmniejsza skuteczno$¢ tworzenia biofilmu (Wasfi i in.
2020; Nzakizwanayo i in. 2017).

2.5 Terapia Fagowa

Terapia fagowa jest coraz czgsciej uzywana ze wzgledu na wzrost wystgpowania chorob
spowodowanych bakteriami wielolekoopornymi. Dodatkowo jest dobra alternatywa dla leczenia
antybiotykami chemicznymi (Kortright i in. 2019). Najwazniejszym elementem terapii fagowej sg
bakteriofagi, czyli wirusy, ktore majg zdolnos$¢ do infekowania i replikowanie w komoérkach bakterii
(Gordillo Altamirano i Barr 2019). Bakteriofagi wykazuja si¢ waskim spektrum dziatania, co pozwala
eliminowac bakterie patogenne bez negatywnego wplywu na flore bakteryjna gospodarza. Jednakze,
podobnie jak w przypadku antybiotykow, powstaja szczepy oporne na fagi, a penetracja dojrzatego
biofilmu jest trudnym wyzwaniem przez fakt istnienia duzej liczby nieaktywnie metabolicznych
komorek. W celu ustprawnienia procesu fagoterapii taczy si¢ ja z innymi substancjami
przeciwdrobnoustrojowymi. Taka terapia, fagowo-lekowa, ma mniejsze szanse na niepowodzenie
(Yazdiiin. 2018).

Terapia fagowa polega na likwidacji bakterii za pomocg wprowadzenia do jej komodrek
wirulentnych fagéw (Gordillo Altamirano i Barr 2019). Caly proces odbywa si¢ podczas cyklu
litycznego bakteriofagow, w ktorym fagi przyczepiajg si¢ do biatkowych receptoréw na powierzchni
atakowanej bakterii, po czym wprowadzajg wlasny genom do bakterii. Genom fagowy ulega
replikacji a nastgpnie uwalnia si¢ z bakterii na drodze lizy komorek. Proces jest powtarzany
wielokrotnie, poniewaz nowo powstate fagi atakujg kolejne wrazliwe komorki bakteryjne.
Najwigksza zaletg terapii fagowej jest mozliwo$¢ samonamnazania si¢ fagéw, ktore w tej terapii
dziataja jak lek przeciwko bakteriom (Kortright i in. 2019).

W obszarze terapii fagowej wyr6zniamy rowniez: infekcjg pierwotng, ktora obejmuje
poczatkowa infekcje bakterii przez bakteriofaga oraz infekcje wtorna, czyli infekowanie bakterii
przez nowo powstale fagi (Chang i in. 2018).

Proteus mirabilis moze tworzy¢ biofilm krystaliczny, ktoremu powstaniu mogg zapobiegac
bakteriofagi. Niestety wykazano, ze aplikowanie bakteriofagow przed kolonizacjg przez komorki
zapobiegaja tworzeniu si¢ biofilmu, to jednak terapia fagowa jest nieskuteczna wzgledem dojrzatego
biofilmu P. mirbailis. Wynika to z faktu, ze bakteriofagi nie sg w stanie dotrze¢ do starszych warstw
biofilmu P. mirabilis (Wasfi i in. 2020).

Wykazano kilka podstawowych czynnikow ulatwiajacych atakowanie komorek
bakteryjnych przez fagi. Jednym z nich jest obecno$¢ jonow takich jak CaCl, i MgClz Sa one
odpowiedzialne za zwigkszanie infekcyjnosci bakteriofagdbw poprzez zwigkszenie ich st¢zenia na
powierzchni komorki bakteryjnej, co pozwala na sprawniejsza translokacj¢ kwasow nukleinowych
fagow (Wasfi i in. 2020).

3. Podsumowanie

Proteus mirabilis jest jedna z gtownych przyczyn CAUTI. Infekcje te sa skomplikowane ze
wzgledu na wyjatkowa zdolno$¢ P. mirabilis do tworzenia krystalicznych biofilmow. W poréwnaniu
z ich planktonicznymi odpowiednikami, komorki osadzone w biofilmach sa znacznie mniej wrazliwe
na leczenie przeciwdrobnoustrojowe i odpowiedz immunologiczng gospodarza. W wielu badaniach
oceniano hamujacy wplyw réznych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych na biofilmy P. mirabilis.
Stwierdzono powszechng zgodno$¢ co do skuteczno$ci cyprofloksacyny w hamowaniu tworzenia
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biofilmu i eliminacji wcze$niej uformowanych biofilméw. Zaobserwowano, ze cykliczne podawanie
srodkow przeciwdrobnoustrojowych pozwala na zapobieganie powstawania szczepdéw opornych, co
ma duze znaczenie w terapiach anty-biofilmowych. Inne badania dotyczyly dzialania
przeciwbiofilmowego rdéznych zwiazkéw fitochemicznych. Wiele fitochemikaliow wykazato
obiecujace dziatanie przeciwbiofilmowe, wpltywajac hamujaco na: przylegania drobnoustrojow do
powierzchni czy aktywno$ci ureazy i wytwarzania macierzy egzopolisacharydowej. Apiterapia
nalezy do naturalnych alternatyw, ktorych aktywno$¢ przeciwbiofilmowa zostala wykazana
w niektorych badaniach. Przebadano kilka rodzajow miodu i udowodniono, ze najwickszy wplyw na
hamowanie tworzenia si¢ biofilmu i likwidacj¢ wezeéniej uformowanych biofilméw P. mirabilis ma
midéd manuka. W niektérych badaniach zalecano rowniez ponowne wykorzystanie niektorych,
wczesniej juz zarejestrowanych lekow takich jak ambroksol, fluoksetyna i tiorydazyna.
Zainteresowanie w leczeniu biofilmow bakteryjnych wzbudza jeszcze terapia fagowa. Wykazano, ze
bakteriofagi skutecznie uniemozliwiaja tworzenie biofilméw, jednakze maja problem ze zwalczaniem
dojrzatych biofilmow, w ktorych znajduja si¢ duze liczby komorek nieaktywnych metabolicznie.

Wszystkie strategie terapeutyczne wymienione w tym przegladzie moga by¢ brane pod
uwage przy zwalczaniu biofilméw P. mirabilis. Kazda z nich wykorzystuje unikalne mechanizmy
dzialania, co pozwala na stosowanie strategii laczonych w celu uzyskania lepszych wynikow.
Konieczne sg jednak dalsze badania w celu sprawdzenia skuteczno$ci in vivo niektorych z tych
produktow oraz zapewnienia ich tolerancji i braku toksycznosci.
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Streszczenie

Ponizszy artykut jest zbiorem wybranych przyktadow azyrydyno-2-fosfonianow, ktore
zostaly omoéwione pod katem ich syntezy oraz reaktywnosci chemicznej w stosunku do okreslonych
nukleofili, a takze wykorzystaniu ich jako $rodkéw aktywnych biologicznie. W niniejszej pracy
przedstawiono szereg réznorodnych metod syntezy, ktore w duzej mierze opieraja si¢ na prostych
reakcjach wewnatrzczasteczkowej cyklizacji lub addycji do wigzania C=N, z uwzgl¢dnieniem
stereochemii reakcji. Utworzenie trdjczionowego pierscienia cyklicznego, podstawionego grupg
fosfonianowg wykazujaca efekt wyciggania elektronéw, powoduje stosunkowo wysokg reaktywnosé
tytutowych zwigzkow, czego dowodem sa ponizej omowione reakcje otwarcia pierScienia. Uzycie
takich nukleofili, jak np. aminy, halogenki czy tiole daje mozliwo$¢ szerokiej funkcjonalizacji
w kierunku tworzenia pochodnych aminofosfonianow. W artykule poruszono takze aspekt
biologiczny, wskazujac na mozliwo$¢ zastosowania fosfonoazyrydyn jako $rodkow
antybakteryjnych, a takze przeciwnowotworowych.

1. Wstep

Azyrydyny — nazwane przez Sweeney’a brzydkimi kuzynami epoksydow (Sweeney 2002) —
stanowia stale rozwijajaca si¢ grupe zwigzkow w syntetycznej chemii organicznej, dajaca mozliwosé
otrzymania réznorodnych produktow aminowych. Znaczne naprezenie pierscienia, szacowane wg.
teorii Beyera na okoto 111 klJ/mol, wigze si¢ z duza reaktywno$cig tytutowych zwigzkow
heterocyklicznych, ktore moga ulegac regioselektywnemu otwarciu pierscienia. Pomimo stosunkowo
duzej reaktywnosci chemicznej, szkielet azyrydynowy wystepuje w strukturach zwigzkow
naturalnych, wykazujacych aktywno$¢ biologiczng, czy tez w farmaceutykach (np. azynomycyna B
lub mitomycyna — $rodki przeciwnowotworowe). O duzym zainteresowaniu azyrydynami $wiadczy
stale rosnaca liczba publikacji z wyszukiwanym hastem "azyrydyny" - bazujac na danych ze
Scopus®, tylko od 2000 roku liczba ta wynosi 4335. Znaczacy wptyw na stabilnos¢ oraz reaktywnos¢
azyrydyn, maja podstawniki przylaczone do pierscienia, powodujac odpowiednia aktywacje lub
dezaktywacj¢ pierScienia. Szczegélnie duzy obszar badan, poswigcono azyrydyno-2-karboksylanom,
ktore stanowia cenny material wyjSciowy w syntezie czynnych optycznie, funkcjonalizowanych
aminokwasow i ich pochodnych (Davis i in. 2002). W celu znaczacego polepszenia wiasciwosci
biologicznych, czegsto dochodzi do zastgpienia karboksylanow, ich bioizosterycznymi zamiennikami,
takimi jak grupa fosforanowa lub fosfonianowa. Udowodniono, ze nawet proste strukturalnie zwigzki
takie jak (2S, 3S)- kwas azyrydynodikarboksylowy (1) lub N- podstawiony azyrydyno-2-fosfonian
(2) wykazujg skuteczne dziatanie przeciwbakteryjne (Rys. 1) (Singh 2016).
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Rys. 1. Azyrydyny wykazujace aktywno$¢ przeciwbakteryjng.
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2. Opis zagadnienia

Pomimo stale rosngcego zainteresowania nowoczesng synteza organiczng, wcigz istnieje
stosunkowo mato doniesien literaturowych dotyczacych syntezy azyrydyn z grupa fosfonianowa lub
fosforanowa i ich dalszych transformacji. Duza atrakcyjnos¢ tytutowych zwigzkéw wynika z wptywu
elektroujemnego atomu azotu oraz ekstremalnie napigtej struktury pierscienia, ktory wykazuje duza
reaktywnos$¢ chemiczng i wzglednie tatwo ulega reakcjom z nukleofilami. Wérod znanych procedur
otwarcia pierScienia najpowszechniejsza droga do wysoce funkcjonalizowanych a- oraz f-
aminofosfonianéw jest reakcja addycji nukleofilowej do pierscienia trdjcztonowego. Ponadto, jedne
z najnowszych badan, wskazuja na zastosowanie di- oraz monoestrow fosfonoazyrydyn jako
zwiazkow o dziataniu biologicznym, dzigki czemu moga zosta¢ wykorzystane w syntezie lekow
przeciwnowotworowych oraz przeciwbakteryjnych. Niniejszy artykut stanowi zwiezlty zbidr
literaturowy przedstawiajacy wybrane przyktady syntezy, reaktywnosci oraz zastosowania
azyrydyno-2-fosfonianow i ich pochodnych.

3. Przeglad literatury

3.1 Metody syntezy azyrydyno-2-fosfonianow

Jedna z najprostszych metod otrzymywania azyrydyno-2-fosfoniandw  jest
wewnatrzczasteczkowa cyklizacja na drodze prostej reakcji substytucji atomu halogenu lub innej
grupy tatwo opuszczajacej (np. tosylanowa — OTs lub mesylanowa — OMs). Tematyka ta zostata
obszernie zbadana przez Wroblewskiego i wspolpracownikow. Jedna z istotniejszych prac opisuje
mozliwo$¢ przeksztatcenia 1-hydroksypropylofosfonianow do 1,2-epiiminopropylofosfonianéw (5)
(Rys. 2). Osiaggni¢to to na drodze transformacji niecaktywowanego azyrydyno-2-
hydroksymetylofosfonianu (3) z kwasem octowym, a nastepnie przez O-mesylacje grupy
hydroksylowej i prosta, zachodzaca w obrgbie jednej czasteczki, cyklizacje (Wroblewski, Drozd
2011). Analogicznym przyktadem jest praca Dolence’a, ktora przedstawia odrebna synteze dwoch
enancjomerow N-podstawionych azyrydyno-2-fosfonianow (Dolence i in. 2004). Wychodzac
z odpowiednich estrow dietylowych (S)- lub (R)-fosfonoseryny, poprzez reakcje O-mesylowania
mozliwa jest wewnatrzczasteczkowa substytucja grupy fatwo opuszczajacej, prowadzaca do czystego
enancjomeru fosfonoazyrydyny.

Ph o
e, 0 Me. | Mo en
PR N P(OEY, — HT"NH 9 . 1o
VQ_/ 2 ACO._~._P(OEY), AcOH,C, N P(OEt),
OH - H”  “H
OMs
(1S, 25, 1R)-3 (15,25, 1R)-4 (2R, 35, TR)-5

Rys. 2. Synteza azyrydyno-2-fosfonianu (5) na drodze cyklizacji 1-hydroksypropylo-fosfonianu (4).
Warunki reakcji:i — AcOH, CHCl,, 89%; ii — MsCI, EtsN, CH.Cl,, 93%.

Inng metodg syntezy fosfonoazyrydyn jest reakcja typu Darzensa — podstawionych
sulfinimin (7) z halogenometylenofosfonianem dietylu (6). Reakcja prowadzita do izomerycznej
mieszaniny cis oraz trans azyrydyn (8, 9), niemozliwych do rozdzielenia za pomocg metod
chromatograficznych (Rys. 3). Aby obej$¢ ten problem, produkty posrednie — a-chloro-g-
aminofosfoniany (10, 11) zostaty wyizolowane i poddane odrebnej cyklizacji z uzyciem n-butylolitu
lub wodorku sodu, co w rezultacie doprowadzito do czystych enancjomerycznie produktéw (8 — 2S,
3R) oraz (9 — 2R, 3R) (Davis i in. 2002). Ponadto wykazano, ze wprowadzenie duzej sterycznie grupy
tert-butylowej zastepujacej grupe p-toluilowa powoduje powstawanie tylko jednego izomeru (8 — 2S,
3R).

Synteza azyrydyno-2-fosfonianéw moze przebiega¢ rowniez przy uzyciu zmodyfikowanej
reakcji Nebera z zastosowaniem fS-oksymofosfonianu (13) otrzymanego z fosfonianowej pochodnej
allenowej (12) oraz hydroksyloaminy (Rys. 4) (Palacios i in. 2003). Zwiazek (13) otrzymano jako
mieszanine izomeréw E/Z w stosunku 40:60, ktore zostaty rozdzielone. Zwigzek wyjsciowy (13)
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otrzymano rowniez na drodze prostej dwuetapowej procedury obejmujacej kondensacje
hydroksyloaminy z p-ketofosfonianem (14), a nastgpnie reakcje oksymu z chlorkiem p-
toluenosulfonylu. Zaleta metody drugiej jest synteza tylko jednego izomeru geometrycznego — (E) —
oksymofosfonianu (13). Proces ten zostal rozszerzony do asymetrycznej syntezy azyrynofosfonianu
(15), przy dodaniu w reakcji stechiometrycznych ilo$ci chiralnych zasad alkaloidowych, takich jak
sparteina (SP), chinidyna (QN), hydrochinidyna (HQ) czy chinina (Q). Uzycie tylko jednego izomeru
geometrycznego oksymu (13) nie wptywa na wigksza enancjoselektywno$é procesu cyklizacji (iii).
Konfiguracja absolutna azyrynofosfoniandw zostata ustalona poprzez redukcj¢ podstawionej azyryny
(15) do azyrydyny (16) i otwarcie pierscienia prowadzace do powstania znanych, optycznie czynnych
aminofosfonianow.
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X___P(OEt S F - Nos N
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R-Ph P(OEL), R-Ph™ ™ (OEt)
cl cl
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Rys. 3. Synteza podstawionych izomerow N-p-toluilosulfonylo azyrydyno-2-fosfonianu (8, 9) na
drodze intramolekularnej cyklizacji. Warunki reakcji: i — LIHMDS, THF, 17 — 71%, ii — LIHMDS
lub n-BuLi, THF, 50 — 98%, iii — NaH lub n-BuLi, THF, 64 — 85%.
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Rys. 4. Asymetryczna synteza azyrydyno-2-fosfonianu (16) z p-oksymofosfonianu (13). Warunki
reakcji: i — NH,OHXHCI, EtsN, CHCI3, 74%.; ii — TsCl, py, 35%; iii — SP lub QN lub HQ lub Q,
benzen, 49 — 97%, iv — NaBH4, EtOH, 81 — 91%.

W kolejnych latach, powyzszy protokol syntetyczny zostal rozszerzony o dodatkowe
wprowadzenie grupy fluoroalkilowej do pierscienia heterocyklicznego (Palacios i in. 2006). Ponadto,
odkryto mozliwo$¢ dalszych transformacji na drodze addycji nukleofilowej odczynnika Grignarda do
oksymofosfonianu (16) w wyniku czego otrzymano fluoroalkilowe pochodne azyrydyno-2-
fosfonianu ze znaczng przewagg cis-azyrydyny (18/19 — 75:25) (Rys. 5). Funkcjonalizacje azyryn
przeprowadzono rowniez przy pomocy nukleofili takich jak tiofenol oraz imidazol. W obu
przypadkach zaobserwowano addycje do wigzania podwdjnego i tworzenie wylaczenie jednego
izomeru geometrycznego trans-azyrydyno-2-fosfonianu z wydajnosciami odpowiednio 45% i 69%.
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Rys. 5. Addycja zwigzku Grignarda do azyrynofosfonianu (17). Warunki reakcji: i — CH3sMgBr,

THF/Et,0, 55 — 73%

Inng droga prowadzaca do azyrydyno-2-fosfonianow jest reakcja addycji nitrenow do
podstawionych olefin. Jednym z najczgsciej uzywanych prekursoréw nitrenowych jest N-{[(4-
nitrobenzylo)sulfonylo]oksy}karbaminian etylu (NSONHCOzEt) w potaczeniu z trietyloaming lub
nieorganicznymi zasadami, takimi jak tlenek wapnia lub weglan potasu (Fazio i in. 2000). Addycja
do wigzania C=C winylofosfonianu (20) prowadzita do cyklicznego produktu aminowego (21)
z wydajnosciami <46% (Rys. 6).

o

R
0
P(OE), i Yok,
~ N

R Et0,C
20 o

R = H, CH;, CH3(CHa)s, Ph, cykioheksan-CH,
Rys. 6. Azyrydynowanie winylofosfonianow (20). Warunki reakcji: i — NSONHCO,Et, CaO, <46%.

Winylofosfoniany postuzyly rowniez jako substrat w reakcji z [N-(p-toluenosulfonylo)-
imino]fenylojodanem (PhI=NTs) jako zrodtem azotu w obecnosci triflatu miedzi (II) (Kim i Rhie
1997). Katalizowane jonami miedzi azyrydynowanie zwiazku (20) prowadzito do utworzenia N-
tosylo azyrydyno-2-fosfonianéw z wydajnosciami do 95%. Udowodniono, ze znaczacy wptyw na
szybko$¢ tworzenia azyrydyny miata polarno$¢ uzytego rozpuszczalnika. Reakcja prowadzona
W benzenie wymagala prowadzenia reakcji przez minimum 3 dni, podczas, gdy zastapienie benzenu
acetonitrylem, prowadzito do utworzenia produktu w ciggu 10 minut.

Inna strategia polegata na wykorzystaniu kwasow w katalizowanej reakcji azyrydynowania
diazometylofosfonianem diizopropylu (22, DIDAMP) podstawionej aryloiminy (23) (Pellicciari i in.
2007). Najwicksza selektywno$¢ uzyskano w obecnosci triflatu indu (III), co prowadzito do
otrzymania tylko jednego izomeru fosfonoazyrydyny (24) (dla niepodstawionego pier§cienia
aromatycznego, 23: X = H,) (Rys. 7). Potwierdzono, ze wplyw na wydajno$¢ oraz
diastereoselektywno$¢ ma podstawnik przylaczony do pierscienia aryloiminy (23). Najwicksze
wydajnosci produktu uzyskano poprzez wprowadzenie atomu chloru lub grupy acetylowej do
pierscienia aromatycznego aryloiminy (Cl: cis/trans 79%/12%, OAc: cis/trans 68%/18%).
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Rys. 7. Azyrydynowanie podstawionej aryloiminy (23) za pomoca DIDAMP (22). Warunki reakcji:
i — DIDAMP, In(OTf)s, CH2Cly, cis (24): 40 — 79%, trans (25): <30%.

Odmienng, rownie skuteczng metoda syntezy podstawionych azyrydyno-2-fosfonianow jest
wykorzystanie 1-fosfono-2-azadiendw w procesie cykloaddycji (Stevens i in. 1999). Reakcja
azadienow (26) z nadmiarem diazometanu prowadzita do otrzymania 1-winylo-2-fosfonoazyrydyn
(27) z wydajnosciami w przedziale 68 — 93% (Rys. 8). Chociaz zwiazki karbenowe ch¢tnie reaguja
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z olefinowym wigzaniem podwdjnym tworzac odpowiednie cyklopropany, w tym przypadku nie
obserwowano tego zjawiska, co powigzano z efektem wyciagania elektronow przez grupe
fosfonianowa. W zwiazku z brakiem dowodow na tworzenie posrednich pochodnych triazolinowych,
zatozono, ze mechanizm reakcji przebiega poprzez addycje karbenu do wigzania iminowego C=N.

2 e
P(OEt), (E10),
R1 Nﬂ i
_ — R' N
R? R', RZ= Me, Et e
R
26 27

Rys. 8. Azyrydynowanie fosfonoazadiendéw (26). Warunki reakcji: i — CHyNy, THF, 68 — 93%.

Znane sa takze przyklady wykorzystania reakcji Gabriecla — Cromwella w syntezie
fosfonoazyrydyn. Jedna z pierwszych reakcji zostata przeprowadzona przez Berlina (Rengaraju,
Berlin 1972), w ktorej ogrzewajac dibromometylenofosfonian w obecnosci amoniaku, otrzymano
azyrydyno-2-fosfonian z 62% wydajnoscig. Metoda ta zostata zmodyfikowana przez Dogana (Dogan
i in. 2011), ktory zaproponowat inny materiat wyjsciowy — latwo otrzymany na drodze reakcji
Michaelisa-Arbuzowa — acetylofosfonian (28). Konwersja zwigzku (28) do odpowiedniego tosylanu
(29), a nastepnie reakcja z szeregiem réznorodnych amin prowadzita do otrzymania szerokiej gamy
nieaktywowanych azyrydyno-2-fosfonianéw (30) (Rys. 9). W pracy nie okre§lono konfiguracji
centrum stereogenicznego zsyntetyzowanych zwigzkow.

9 0 R
YP(OEt)z i \[,ié(oa)2 ii N
0 OTs F(OEt)Z
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R = CH,Ph, CH(CH3), (S)-MBn

Rys. 9. Synteza azyrydynofosfonianow (30) na drodze zmodyfikowanej reakcji Gabriela -
Cromwella. Warunki reakcji: i — TsCl, DBU, CH3CN, 87%, ii — RNH,, DBU, CH3CN, 50 — 96%.
3.2 Reaktywno$¢ azyrydyno-2-fosfonianow
Racemiczne, nieaktywowane fosfonoazyrydyny (30) otrzymane w zmodyfikowanej reakcji
Gabriella — Cromwella zostaly poddane prostej reakcji otwarcia pierScienia z gazowym
chlorowodorem w wyniku czego zsyntetyzowano szereg f-chloro-a-aminofosfonianow (Polat —

Cakir i in. 2018). Reakcja zachodzi regioselektywnie — anion chlorkowy atakuje atom wegla
z mniejszg przeszkoda steryczna, po wezesniejszym przytaczeniu protonu do atomu azotu (Rys. 10).
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Rys. 10. Reakcja otwarcia pierscienia nieaktywowanej fosfonoazyrydyny (30) z uzyciem gazowego
HCI. Warunki reakcji: i — HCI(g), Et.O, 60 — 95%.

Wykazano, ze czysty enenacjomerycznie, aktywowany grupg tosylowg azyrydyno-2-
fosfonian (32) moze bezposrednio reagowaé z nukleofilami: weglowymi, azotowymi, siarkowymi,
fosforowymi, wodorkami i fluorkami, umozliwiajac prosta i wydajna syntezg szerokiej gamy
podstawionych a-aminofosfonianow (Dolence i in. 2004). We wszystkich sprawdzonych
przypadkach atak nukleofila zachodzi na atomie wegla C-3 ze wzgledu na najmniejszg zawade
steryczng (Rys. 11). W przypadku nukleofili tiolowych, konieczny byt dodatek stechiometrycznych
ilo$ci tri-n-butylofosfiny w celu znaczacego zwigkszenia wydajnos$ci produktu otwarcia pierscienia.
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Rys. 11. Reakcja otwarcia pier§cienia N-tosylowanej fosfonoazyrydyny (32) z wybranymi
nukleofilami. Warunki reakcji: i — NaNs, DMF; ii — 20% Pd(OH),/C, 70%; iii — NaH, malonian
dietylu, 81%; iv — fenyloetyloamina, CHsCN, 71%; v — imidazol, CH3CN, 78%.

Znane s3 takze liczne przyktady selektywnego otwarcia pierScienia azyrydynowego przy
uzyciu mrowczanu amonu (Palacios, i in. 2005). W obecnosci Pd/C mrowczan amonu ulega
rozktadowi na wodor, dwutlenek wegla i amoniak. Gazowy wodor generowany in situ, adsorbowany
jest na powierzchni metalu, ulegajac reakcji z pierscieniem. Na regioselektywnos¢ otwarcia
azyrydyny (37) bezposredni wplyw maja podstawniki przytaczone do atomu wegla C-3 (Rys. 12).
Obecnos¢ grupy metylowej oraz etylowej powoduje otwarcie pier§cienia z utworzeniem racemicznej
mieszaniny f-aminofosfonianéw (38), podczas gdy w przypadku R* = CHs; R? = CHPh,
obserwowano tworzenie pojedynczego izomeru anti a-aminofosfonianu (39). Inng stercochemie
uzyskano w przypadku zastosowania zwigzku z podstawnikami R = Ph, R = CH,CH=CH,, gdzie
zaobserwowano powstanie mieszaniny izomeréw Syn/anti w stosunku 50:50 (40). Warunki reakcji
sprzyjaty rowniez uwodornieniu grupy alillowej do ugrupowania n-propylowego.
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Rys. 12. Regio- i stereoselektywno$¢ reakcji otwarcia pierScienia N-niepodstawionej
fosfonoazyrydyny (37) z mréwczanem amonu. Warunki reakcji: i — NHsHCO,, Pd/C, EtOH, 58%
(38), 73% (39), 54% (40).

Zaproponowana przez Wroblewskiego (Wroblewski, Drozd 2011) metoda otwarcia
pierécienia N-alkilo azyrydyno-2-hydroksymetylofosfonianow z kwasem octowym, zostala
rozszerzona i sprawdzona na prostych azyrydynofosfonianach (Dogan i in. 2019). Reakcja
prowadzona w czystym kwasie octowym, dala oczekiwany produkt otwarcia podstawiony grupa
acetylowa (42) z 96% wydajnoscia. Jednak, gdy ten sam substrat poddano reakcji z kwasem
trifluorooctowym w acetonie, otrzymano f-hydroksy-a-aminofosfonian (43) z 82% wydajnoscia
(Rys. 13).
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Rys. 13. Reakcje otwarcia pierScienia nieaktywowanej fosfonoazyrydyny (41) z kwasami
karboksylowymi. Warunki reakcji: i — CH3COOH, 96%; ii — CF3COOQOH, aceton, 82%.

Aktywacja N-alkilo fosfonoazyrydyn moze odby¢ si¢ takze przy pomocy kwasow Lewisa
(Davis i in. 1999). Potraktowanie 2-metyloazyrydyno-2-fosfonianu (44) metanolem w obecno$ci
eteratu  BF3XOEt; prowadzito do pochodnej p-metoksy-a-metylofosfonofenylo-alaniny (45)
z calkowitg kontrolg regiochemii reakcji (Rys. 14).
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Rys. 14. Reakcja otwarcia pierScienia fosfonoazyrydyny (44) katalizowanej kwasem Lewisa.
Warunki reakcji: i — MeOH, BF3xOEt,, 90%.

W przypadku nieaktywowanych azyrydyno-2-fosfonianéw, uniwersalnym reagentem jest
takze chloromréwczan metylu, ktory przytaczajac si¢ do atomu azotu, aktywuje azyrydyne
(Vanderhoydonck i in. 2007). Anion chlorkowy otwiera trojcztonowy pierécien z catkowita
regioselektywnoscig przy atomie wegla C-3 (Rys. 15). Obserwowany kierunek reakcji, jest zupetnie
przeciwny w stosunku do analogicznej reakcji nieaktywowanych azyrydyno-2-karboksylanow,
w ktorych preferowane jest podstawienie w pozycji C-2 (Sim i in. 2003).
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Rys. 15. Reakcja otwarcia pier§cienia fosfonoazyrydyny (27) chloromréwczanem metylu. Warunki
reakcji: i — CICO2Me, CHClI;, 50 — 61%.

3.3 Aktywnos¢ biologiczna kwasow azyrydyno-2-fosfonowych i ich estrow

Pomimo niewielu doniesien literaturowych dotyczacych zastosowania azyrydyno-2-
fosfonianéw w biologii lub medycynie, jedne z najnowszych prac dowiodly, ze kwasy
azyrydynofosfonowe i ich estry wykazuja ciekawa aktywnos$¢ biologiczng (Khan 2019).
Cytotoksycznos¢ komorkowa tych zwigzkow testowana byta wzgledem linii komorkowych raka jelita
grubego HCT-116 i linii fibroblastow okreznicy CCD-18Co. Trzy z dziewieciu (48 — 50)
zsyntetyzowanych pochodnych kwasu fosfonowego wykazywaly wyzsza cytotoksyczno$¢ niz
zwiazek referencyjny (Rys. 16). Potwierdzono, ze wptyw na cytotoksycznos¢ otrzymanych zwiazkow
miat rodzaj grupy ochronnej na atomie azotu. Nie obserwowano znaczacej réznicy w aktywnosci
miedzy poszczegdlnymi diastereoizomerami.

SIS Tos UV
A AL A, AL A, "

P(OH)(OEt) P(OH)(OEY) P(OH)(OEY) P(OH)(CE) P(CEt), e P(OEt),

@] o} e} 0] e} o]
48 49 50 51 52 53

Rys. 16. Przyklady kwasow azyrydyno-2-fosfonowych i ich estrow wykazujacych aktywnos$é
biologiczna.
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Jako kontynuacje poprzednich badan biologicznych (Khan i in. 2020), okreslono aktywnos¢
przeciwbakteryjng rozszerzonej serii kwaséw azyrydynofosfonowych i ich estrow (48 — 53).
Poréwnujgc aktywno$¢ wobec szeéciu testowanych rodzajéow bakterii (E. coli, S. aureus, K.
pneumoniae, A. baumanii, P. aeroginosa, E. aerogenes), wskazano, iz fosfonoazyrydyny (52 — 53)
wykazywaly wyzsze warto$ci inhibicji niz ich odpowiednie monoestry (48 — 51). W przypadku
bakterii Acetobacter baumanii, wszystkie z przebadanych zwigzkéw wykazywaty taka sama warto$¢
(250 pg) minimalnego stezenia hamujgcego (MIC), jak referencyjny antybiotyk — chloramfenikol
(CHL). Powyzsze badania $wiadcza o duzej aktywnos$ci biologicznej azyrydyn podstawionych
atomem fosforu i stanowig §wietny materiat wyjsciowy do kontynuowania testow nad potencjalnymi
lekami przeciwnowotworowymi oraz przeciwbakteryjnymi.

4, Podsumowanie

O ile tematyka syntezy i reaktywnoséci a- jak i S-aminofosfonianéw, byta przedmiotem
licznych badan przez wiele lat i doczekata si¢ pokaznej kolekeji artykutow przegladowych,o tyle
chemia fosfonoazyrydyn w tym obszarze jest jak na razie stosunkowo stabo poznana. W ostatnim
dziesigcioleciu nastapil wzrost zainteresowania ta grupg zwigzkow, zazwyczaj jednak sg to
pojedyncze prace, na podstawie ktorych trudno formutowac ogolne wnioski dotyczace reaktywnosci
chemicznej oraz biologicznej azyrydyno-2-fosfonianow. Reasumujac, powyzszy zbior literaturowy
$wiadczy o duzym potencjale syntetycznym tytutowych zwigzkéw i moze stanowié inspiracje do
kontynuowania rozwoju tej tematyki. Uzasadniony, zatem wydaje si¢ fakt, poszukiwania nowych
protokolow syntetycznych oraz badania aktywnosci biologicznej azyrydyn podstawionych atomem
fosforu, w kontekscie odkrycia nowych zwigzkéw o duzym znaczeniu biologicznym.
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Streszczenie

W 2001 roku grupa francuskich naukowcoéw wyizolowata z muszki owocowej Drosophila
melanogaster, pochodzacej z Gwadelupy, nowy szczep bakterii, ktoremu nadano nazwe gatunkowg
Pseudomonas entomophila. Sekwencjonowanie genomu bakteryjnego ujawnito, ze koduje on szereg
czynnikdw wirulencji, takich jak toksyny owadobdjcze, lipazy zewnatrzkomdrkowe i proteazy. P.
entomophila jest w stanie wytwarzaé¢ cyjanowodor i liczne metabolity. Jest jedyna bakterig z grupy
Pseudomonas o wiasciwo$ciach entomopatogennych. W $§rodowisku naturalnym do zakazenia P.
entomophila dochodzi przez potknigcie lub uszkodzenie naskorka owada.

1. Wstep

Badanie mechanizmoéw interakcji gospodarz-patogen pozwala zrozumie¢ molekularng role
poszczegdlnych elementéw ukladu odpornosciowego owaddéw oraz czynnikow wirulencji
patogenéw. W 2001 roku grupa francuskich naukowcow wyizolowata nowy gatunek bakterii
Pseudomonas entomophila z Drosophila melanogaster (Dieppois i in. 2014; Sarris i Scoulica 2011).
Sekwencjonowanie genomu bakteryjnego ujawnito, ze koduje on szereg potencjalnych czynnikow
wirulencji, w tym mozliwe zwigzki przeciw owadom (Sarris i Scoulica 2011). Petna sekwencja P.
entomophila wynosi 5,9 Mb i dostarcza cennych informacji na temat pokrewienstwa ewolucyjnego
i czynnikéw wirulentnych, ktore posiada P. entomophila. Zakazenie bakteriami P. entomophila
nastepuje poprzez spozycie lub w wyniku uszkodzenia naskorka owada. Pomimo cennych informacji
dostarczonych przez badania z muszka owocowa, wiele waznych informacji na temat tego szczepu
nie zostato jeszcze odkrytych (Vodovar i in. 2005; Vodovar i in. 2006).

2. Morfologia i wlasciwosci P. entomophila

Pseudomonas entomophila zalicza si¢ do pateczek Gram-ujemnych. Struktur¢ bakterii
wyrdznia jedna polarna wici na biegunie komorki. Ten szczep jest Scisle tlenowy, katalazo-
i oksydazo-dodatni. P. entomophila ma zdolno$ci hemolityczne, co wykazano po inkubacji na agarze
wraz z ptytkami z krwia. Wykryto zewnatrzkomérkowa aktywno$¢ proteazy. Stwierdzono, ze P.
entomophila posiada zdolnosci fluorescencyjne. Bakterie te toleruja szeroki zakres temperatur (4°C—
42°C) i pH (3-10), jednak optymalna temperatura wzrostu to 30°C i zakres pH 5-9 (Shanbhag
i Tripathi 2009; Shahbaz -Mohammadi i Omidinia 2011). Genom P. entomophila zostat
zsekwencjonowany w 2006 roku. Wykazano, ze jego wielkos¢ to 5888780 par zasad. Sposrod
wszystkich zidentyfikowanych genéw tylko 67% ma znang funkcj¢. Nalezy zauwazy¢, ze wielko$é
genomu P. entomophila jest kilkakrotnie mniejsza w poréwnaniu z genami innych bakterii z grupy
Pseudomonas. Mniejszy rozmiar genomu P. entomophila nie jest wynikiem zmian ewolucyjnych
(Vodovar i in. 2005; Vodovar i in. 2006). Analiza genomu przy uzyciu BLAST pomogla
zidentyfikowaé rdzen genomu, ktéry sktada si¢ na 1002 geny. Analiza genomu P. entomophila
réwniez potwierdza $cisty zwigzek genetyczny z P. putida. 70,2% genow szczepu P. entomophila ma
swoje ortologi w genomie P. putida. Sposrod wszystkich genow budujgcych genom P. entomophila
tylko 50 genéw znajduje si¢ w innych bakteriach z grupy Pseudomonas, ale nie w P. putida. 34 geny
obecne w szczepie P. putida, buduja genom innych bakterii z grupy Pseudomonas, ale nie wystepuja
w P. entomophila. Genom P. entomophila zostal w znacznie mniejszym stopniu przemodelowany
przez ruchome elementy genetyczne i insercje bakteriofagoéw w stosunku do innych bakterii z grupy
Pseudomonas, a przede wszystkim P. putida (Vodovar i in. 2005; Vodovar i in. 2006 ). Genom P.
entomophila zawiera sze$¢ przypuszczalnie aktywnych transportaz i jest pozbawiony intronéw typu
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I1, co jest jedng z glownych réznic migdzy genomami obu szczepéw (Dieppois i in. 2014; Sarris
i Scoulica 2011).

3. Wirulencja Pseudomonas entomophila

Bakterie Pseudomonas entomophila posiadaja szereg czynnikow wirulencji zakodowanych
W swoim genomie. Jednym z gtéwnych elementoéw pozwalajacych na skuteczng walke z gospodarzem
sg proteazy. Genom P. entomophila koduje trzy proteazy serynowe (pseen3027, pseen3028,
pseend433) i jedna proteaze alkaliczna (pseenl550), ktora nie jest kodowana przez genom P. putida
(Liehl iin. 2006). Proteaza alkaliczna jest alkaliczng metaloproteinaza — homologiem AprA, ktorej
gléwna funkcja jest ochrona bakterii przed odpowiedzia immunologiczng gospodarza. Biatko AprA
wystepuje w duzych iloSciach w supernatancie bakteryjnym P. entomophila, co potwierdza jego
wazng funkcj¢ w patogennych mechanizmach dzialania na organizm owada (Dieppois i in. 2014).
Dodatkowo sekwencja genomu P. entomophila zawiera geny dla czterech katalaz, dwoch dysmutaz
ponadtlenkowych, trzech reduktaz wodoronadtlenkowych i jedenastu transferaz S-glutationowych
(Dieppois i in. 2014). P. entomophila jest zdolny do wytwarzania biatka kompleksu TccC — toksyny
owadobdjczej, co jest charakterystyczne tylko dla bakterii entomopatogennych. Jego genom koduje
bialka bardziej odlegle spokrewnione z TccC i TedB, ktorych funkcja w mechanizmie wirulencji nie
zostatla jeszcze zbadana. Genom P. entomophila koduje szereg wirulentnych czynnikow
odpowiedzialnych za wiagzanie z powierzchnig komoérek gospodarza, ktére wptywaja na adhezje
bakterii i kolonizacje organizmu owada. Gtéwnymi zwigzkami odpowiedzialnymi za adhezj¢ sa geny
kodujace hemaglutyning nitkowata oraz biatko adhezji powierzchniowej. Genom bakteryjny P.
entomophila zawiera geny kodujace uktady wydzielnicze typu I (T1SS) odpowiedzialne za
dostarczanie bialek bezposrednio do komorek gospodarza. Istnieje pojedyncze locus
konserwatywnego rdzenia typu VI genu uktadu wydzielniczego. Ponadto w genomie znajdujg si¢
geny kodujace biatka VgrG i Hep, ktore sa homologami T6SS. Szczep P. entomophila nie zawiera
uktadu wydzielniczego typu III, ktory jest obecny u innych bakterii chorobotwoérczych. Fakt ten
sugeruje istotng rol¢ uktadu wydzielniczego typu IV w mechanizmie oddziatywan gospodarza
z patogenem (Dieppois i in. 2014; Sarris i Scoulica E. 2011; Zozaya-Hinchliffen i in. . 2010). Trzy
rzedy owadow: Diptera, Lepidoptera i Coleoptera sg znane z podatnosci na infekcje P. entomophila.
Istnieja doniesienia o zdolnosci tych bakterii do infekowania Dictyostelium discoideum
i Cenorhabditis elegans. Skutek zakazenia szczepem P. entomophila zalezy od drogi zakazenia,
a takze od ilosci bakterii zakazajacych organizm gospodarza. Infekcje larw D. melanogaster przez
naktucie 1 wprowadzenie pasty bakteryjnej do wnetrza ciata zabijaja zywiciela w ciagu 24 godzin.
Zakazenie muszki owocowej przez infekcje naturalng — doustnie, wplywa na wolniejszy rozwdj
infekcji, a efekt Smiertelny rézni si¢ w zaleznos$ci od dawki patogenu. Naturalnie zakazony D.
melanogaster przez dodanie do zawiesiny bakterii spozywczych OD600 = 50-100 prowadzi do
kolonizacji gospodarza w ciggu 2-3 dni (Dieppois i in. 2014). Zakazenie owadoéw nizszg dawka
bakterii — OD600 = 5-25, powoduje $miertelne dziatanie po 4 dniach. Zakazenie P. entomophila
0 stezeniu mniejszym niz OD600=1 nie ma $miertelnego wptywu na D. melanogaster (Buchon i in.
2009; Vallet-Gely i in. 2010) Zjadliwo$¢ P. entomophila zalezy od zdolno$ci nabtonka jelitowego do
obrony organizmu gospodarza, a takze wytwarzania i dystrybucji czynnikow wirulencji, ktore
zaburzaja homeostazg organizmu (Dieppois i in. 2014).

4. Rola metabolitow w infekcji Pseudomonas entomophila

Genom Pseudomonas entomophila koduje pie¢ gtéwnych grup genow zebranych w Klastry,
ktorych produktami sg metabolity wtorne. Pierwsza grupa koduje peptyd nierybosomalny
i odpowiada za produkcje cyjanowodoru. pozostate cztery klastry kodujg peptydy nierybosomalne,
ktore sa odpowiedzialne za syntez¢ sktadnikow budujacych lipopeptydy i poliketyd (Dieppois i in.
2014). Zdolnoé¢ do wytwarzania cyjanowodoru — HCN przez bakterie P. entomophila pozwala
zaliczy¢ go do grupy bakterii cyjanogennych. Poziom produkcji HCN zalezy od dostgpnosci tlenu iw
tym przypadku nie wptywa znaczaco na poziom zjadliwosci szczepu. Sposrod wszystkich grup
klastrow genow NRPS w P. entomophila jeden z nich moze mie¢ istotny wptyw na zjadliwos¢
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bakterii. Klaster sktada si¢ z genéw pseen0131, pseen0132, pseen0133 (Vodovar i in. 2005; Vodovar
i in. 2006). Produkcja metabolitbw wtornych nie wptywa istotnie na zdolno$¢ zabijania owadow,
jednak istotne moze by¢ infekowanie organizméw nalezacych do innych grup. Genom P. entomophila
koduje chitynazy, lipazy, proteazy i niescharakteryzowane hydrolazy. Enzymy te wykazujg
aktywno$¢ hydrolityczng i moga degradowac polimery obecne w $rodowisku, a takze w ciele owada.
W sekwencji nukleotydowej P. entomophila rejestrowane sg rdéwniez geny kodujace zwiagzki
0 wlasciwosciach bioremidalnych, liczne transportery i elementy regulatorowe pozwalajace na
adaptacj¢ do réznych warunkow Srodowiskowych. Zdolno$¢ do syntezy szeregu metabolitow
wtornych, a takze wielu gendéw kodujacych czynniki wirulencji, pozwala P. entomophila na
kolonizacje szeregu nisz ekologicznych — gleby, ryzosfery i systemow wodnych (Vodovar i in. 2006;
Shahbaz-Mohammadi i Omidinia , 2011). Jednak bakteria ta nie jest patogenem roslin (nie ma genéw
kodujacych enzymy trawigce sktadniki roslin). Wykazano, ze bakterie P. entomophila uczestnicza
W promocji wzrostu ro$lin, przeciwdziatajac rozwojowi patogendéw grzybowych (Chattopadhyay i in.
2004; Vodovar i in. 2006). Zdolno$¢ do wzrostu i rozwoju w wielu réznych srodowiskach, a takze
wlasciwosci wirulencji P. entomophila sa regulowane przez dwuskladnikowy uktad GacS/GacA.
(Vodovar i in., 2006). Jego glownymi elementami sg kinaza serynowa i regulator odpowiedzi. System
ten spetnia wazng rolg¢ w adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych oraz aktywacji
czynnikoéw wirulencji bakterii Gram-ujemnych (Heeb i Haas 2001).

5. Interakcje molekularne pomiedzy P.entomophilai Drosophila melangoster

Uktad odpornosciowy owaddw sktada sie wylacznie z mechanizméw odporno$ci wrodzone;.
Obejmuje on odpowiedz humoralna i komorkowa. Badania nad wptywem zakazenia Drosophila
melanogaster przez Pseudomonas entomophila wykazaty, Zze patogen aktywuje szereg elementéw
uktadu odpornosciowego gospodarza. Wérdd elementow odpowiedzi humoralnej D. melanogaster
nalezy wymieni¢ peptydy odporno$ciowe. Drosomycyna, Dipterycyna i Attacyna sg wytwarzane
przez komorki nabtonka jelitowego w odpowiedzi na zakazenie bakteriami Gram-ujemnymi. Synteza
tych peptydow rozpoczyna si¢ po zidentyfikowaniu charakterystycznego dla bakterii Gram-ujemnych
peptydoglikanu typu kwasu diaminopimelinowego (DAP). DAP jest aktywatorem szlaku
sygnalowego Imd odpowiedzialnego za regulacj¢ ekspresji peptyddw przeciwbakteryjnych.
Zakazenie P. entomophila stymuluje syntezg peptydéw odpornosciowych zwigzanych z uktadem
pokarmowym D. melanogaster. Udowodniono, ze aktywacja szlaku Imd i zwigkszenie syntezy
peptydow odpornos$ciowych przeciwko infekcji a tym samym zwigksza szanse na pokonanie infekcji
(Kuraishi i in. 2011; Vodovar i in. 2005). U zakazonego owada dochodzi do zwigkszonej syntezy
innych sktadnikéw humoralnej odpowiedzi immunologicznej. W wyniku zakazenia P. entomophila
dochodzi do zwickszonej syntezy lizozymu. Lizozym jest syntetyzowany ciele ttuszczowym i jest
srodkiem bakteriobdjczym o dziataniu litycznym. Chociaz wigkszym bodZzcem do syntezy lizozymu
jest infekcja bakteryjna Gram-dodatnia w przypadku infekcji P. entomophila réwniez przedstawiono
to zjawisko. Z powodu infekcji obserwuje si¢ dramatyczny wzrost syntezy lizozymu. wystepuje
réwniez dramatyczny wzrost tego sktadnika odpowiedzi humoralnej owada. Kolejnym waznym
elementem uktadu odpornosciowego owadow, ktorego aktywnos$¢ ulega zmianie, jest uktad oksydazy
fenolowej. W wyniku zakazenia P. entomophila stwierdza sie obecno$¢ lipopolisacharydu na
powierzchni bakterii Gram-ujemnych. System oksydazy fenolowej u owadow bierze udziat
W procesie gojenia i melanizacji naskorka owada (Vodovar i in. 2006).

6. Morfologia Drosophila melanogaster po infekcji Pseudomonas entomophila

Opisano interakcje Pseudomonas entomophila z owadem Drosophila melanogaster.
Gléwnym narzadem zywiciela, ktory jako pierwszy zostat uszkodzony w wyniku infekcji jest jelito
(Amcheslavsky 2009). Infekcja muszki owocowej jest zwykle spowodowana spozywaniem zywnoS$ci
zanieczyszczonej bakteriami - zwykle owocow. Doniesiono, ze w warunkach laboratoryjnych D.
melanogaster tatwiej zaraza si¢ zawiesing bakterii w roztworze sacharozy. Mucha po zakazeniu
zatrutym pokarmem P. entomophila przestaje jes¢ inne pokarmy (Dieppois i in. 2014). Nie wiadomo,
czy zjawisko to jest wywotywane bezposrednio przez bakterie i czy jest wynikiem uszkodzenia
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uktadu pokarmowego przez entomopatogen (Vallet-Gely i in. 2008; Dieppois i in.. 2014). Komoérki
bakteryjne, ktore dostaja si¢ do jelita, nadal mogg si¢ dzieli¢ i przemieszczaé, kolonizujac kolejne
odcinki przewodu pokarmowego. Zbadanie mechanizmu interakcji mi¢gdzy P. entomophila i D.
melanogaster pozwolito przesledzi¢ kolejne etapy zmian morfologicznych wywotanych przez
patogen w organizmie owada. Zakazenie P. entomophila powoduje zmiany morfologiczne komérek
budujacych jelito D. melanogaster. Mikrokosmki komoérek nablonka jelitowego staja si¢
zdeformowane. W pdzniejszych stadiach komorki nabtonka jelitowego ulegaja rozpadowi. Okoto 24
godziny po zakazeniu bakteriami nie obserwuje si¢ zmian w budowie barier ochronnych (btony
perytroficznej). Fakt ten dowodzi, ze gtdéwnym elementem zaangazowanym w walke z patogenem
jest jelito. W pierwszym dniu po zakazeniu bakterie nie pojawiajg si¢ w hemocelu D. melanogaster
(Vallet-Gely i in. 2008). Zakazenie nabtonka jelitowego prowadzi do wybuchu oksydacyjnego, ktory
ogranicza rozw0j bakterii w jelitach. Zdolno$¢ P. entomophila do syntezy biatek odpowiedzialnych
za odporno$¢ na stres oksydacyjny pozwala bakteriom przetrwaé nieprzyjazne warunki w organizmie
gospodarza (Dieppois i in. 2014). W przewodzie pokarmowym owadéw odczyn pH jest kwasny,
a jego wartosci mieszcza si¢ w zakresie pH=2-3. W ukladzie pokarmowym wytwarzanych jest szereg
substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym, np. lizozym. Duza tolerancja na warunki zewngtrzne
pozwala na przezycie P. entomophila nawet przy kwasnym pH i w obecnosci lizozymu. W jelitach
owadoéw, w wyniku infekcji, NADPH Duox wytwarza reaktywne formy tlenu. Bakterie P.
entomophila sa odporne na reaktywne formy tlenu, co zwigksza odpornos¢ na pierwsza lini¢ obrony
(Ha EM i in. 2005; Mulet i in. 2012).

7. Podsumowanie

Pseudomonas entomophila jest jedynym entomopatogennym szczepem z rodzaju
Pseudomonas, ktory moze infekowaé owady droga pokarmowa. Pelna sekwencja genomu tego
szczepu zidentyfikowala szereg potencjalnych czynnikow wirulencji. Dotychczas badania
koncentrowaty si¢ na zrozumieniu mechanizmu interakcji patogen-gospodarz z wykorzystaniem
muszki owocowej Drosophila melanogaster. Niewiele jednak wiadomo o dziataniu wspomnianego
entomopatogenu na inne gatunki owadéw. Przeanalizowano entomopatogenne wiasciwosci P.
entomophila takze na innym przedstawicielu Lepidoptera — ¢émy woskowej Galleria mellonella, ktora
jest szeroko stosowana jako organizm modelowy w badaniach odpornosci wrodzonej i interakcji
gospodarz-patogen. (Vodovar i in. 2005; Vodovar i in. 2006; Dieppois i in. 2014).
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Streszczenie

Host-pathogen interactions are both an important subject of applied sciences such as
medicine, veterinary, phytopathology and a necessary element of understanding of the biology and
evolution of live organisms. Galleria mellonella is a moth of the family Pyralidae. Galleria mellonella
is found throughout the world. The larvae of G. mellonella are also often used as a model organism
in research. G. mellonella can become infected with this bacterium through the gastrointestinal tract,
through which spores or vegetative cells enter the larvae, causing intestinal perforation. The
elimination of these pathogens takes place thanks to little specialized defense mechanisms. If the
infection is severe, the insects die as a result of the secretion of toxins by the pathogen and mechanical
damage to the body.

1. Introduction

Galleria mellonella can be infected by many species of bacteria, fungi and viruses. All these
pathogens can be divided into three groups: general, specialist and opportunistic. The first of them
infect naturally different hosts, and specialists are able to infect only a small group of insects.
Opportunistic parasites, on the other hand, may occasionally gain access to injured or weakened insect
organisms where they are ingested by non-specialized immune mechanisms.

2. Characteristics of Galleria mellonella

Galleria mellonella belongs to the order of the Lepidoptera, to the family of the Pyralidae.
In most cases, it inhabits hives inside bee nests, feeding on wax. For this reason, it can be considered
a pest of bees and, more rarely, of bumblebees. Their life cycle is usually around 7-8 weeks. The
larvae hatch from the egg and go through 6 stages of development, which lasts 5-6 weeks at a
temperature of 25-28 ° C. Then, transitional forms are formed between the larva and the pupa, and
then the pupae. After their appearance, adult forms (imago) appear after about two weeks. Galleria
mellonella is considered to be an excellent model for studying the immune response of insects and
many virulence factors of various pathogens. We can also include human pathogens such as
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Fusarium oxysporum and Aspergillus fumigatus The larvae of the greater moth are used to study
interactions with natural insect pathogens. These include Bacillus thuringiensis and  Beauveria
bassiana, which are not pathogenic for humans and therefore can be used in agriculture for the
production of bioinsecticides.Galleria mellonella is a relatively cheap and easy to breed model
organism. Another frequently used microorganism is the opportunistic human pathogen Candida
albicans. The larvae are large enough to obtain hemolymph and hemocytes, and to isolate organs for
further analysis. The disadvantage of this organism is that its genome is not fully sequenced and there
is no method of creating mutant strains. Hemolymph Galleria mellonella is very rich in many proteins
synthesized by various tissues, mainly the adipose body and hemocytes (Wojda 2016).

3. Natural pathogens of Galleria mellonella

Specialist parasites have virulence factors that enable invasion of a narrow group of insects.
At the same time, they induce a specialized immune response. This is a sign of host-pathogen co-
evolution. For example, as they multiply, these specialized parasites produce virulence factors that
inhibit or destroy the relevant peptides and proteins of the infected host. Opportunistic pathogens do
not have specialized mechanisms for penetrating into the insect's body. The elimination of these
pathogens takes place thanks to little specialized defense mechanisms. If the infection is severe, the
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insects die as a result of the secretion of toxins by the pathogen and mechanical damage to the body.
Such pathogens include the Gram-positive bacterium Bacillus thuringiensis the filamentous fungus
Beauveria bassiana, which interact with Galleria mellonella larvae and C. albicans, one of the most
widespread human fungal pathogens (Konecka et al. 2011)

4. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis belongs to the species Bacillus and to the family Bacillaceae. It is a
gram-positive bacterium, which is ac rod, which shows high mobility due to the presence of the
peritrich flagella, and also produces endospores. It was discovered in Japan by isolating material from
Bombyx mori larvae, and its species name was introduced by Berliner in 1911. It causes infections in
the gastrointestinal tract of invertebrates. It is a bacterium that is widespread all over the world and
can be found in the soil. The action of the Cry and Cyt crystal proteins leads to paralysis of the
digestive or general system, after which the insect larva does not feed and dies (Konecka et al. 2011;
Sierpifiska 2000).

G. mellonella can become infected with this bacterium through the gastrointestinal tract,
through which spores or vegetative cells enter the larvae, causing intestinal perforation. The
pathogens then reach the hemocele, causing sepsis. B. thuringiensis can also get directly into the
insect's body cavity through wounded epidermis. During the stationary phase of growth, Bacillus
thuringiensis produces spores accompanied by parasporal crystals containing the plasmid-encoded
Cry (delta endotoxins) and Cyt (cytolytic) insecticides (Sierpinska 2000).

During the infection process, B. thuringiensis produces phospholipases, proteases,
cytotoxins and other components that have the ability to break down the host's defense barriers.
During the stationary growth phase, the bacterium produces zinc-dependent metalloproteinases that
digest the antimicrobial peptides of the infected host. B. thuringiensis parasporal crystals contain
toxins and are ingested by the insect larvae. In the intestine, these crystals are dissolved and the
proteolytic toxins are activated and bind to the inner membrane of the intestine. After intestinal
perforation, bacterial cells enter the hemolymph, where they proliferate. It is worth mentioning that it
is thanks to the different crystalline toxins produced by individual strains of bacteria that the high
specificity of a given B. thuringiensis strain for a given insect species takes place (Wojda 2016).

5. Beauveria bassiana

Beauveria includes 17 cosmopolitan species, entomopathogenic fungi, of which the most
widespread is Beauveria bassiana. This fungi was described in the early nineteenth century by the
Italian scientist Agostino Bassi, as a factor etiological disease of the mulberry silkworm called white
muscardine. Later cases of infection by B. bassiana for other insect species, including those that are
loss-making in agriculture or spread disease. For this reason it was decided use Beauveria as an
insecticide. Today it is known more than 700 species of insects belonging to 15 orders susceptible to
infection by Beauveria. Although B. bassiana is so-called generalist, that is a pathogen capable of
infecting many different species of arthropods, single strains of this fungus show host specificity,
which is related with a different gene expression profile at an early stage of infection (Wang et al.
2017).

B. bassiana produces three types of spores: air conidia on solid medium, blastospores in
liquid medium and conidia immersed under condition nutrient restriction. All three types of cells are
capable of infecting insects, although they have a different degree virulence and differ in morphology,
biochemical and gene expression profile. One of the basic differences are the surface properties of
cells (Dias et al. 2008). Air conidia are hydrophobic, therefore they are better adapted to adhesion to
the insect cuticle, they have a negative one charge on the surface, contain haemagglutinin and sugar-
binding proteins. Aerial conidia unlike blastospores and conidia submerged on their own surface have
a layer of the so-called "Rodlet layer". Hydrophobins - responsible proteins - participate in the
formation of this layer for its hydrophobic surface properties (Holder et al. 2007). Two coding genes
are known in B. bassiana hydrophobins: hyd1 and hyd2. In addition to giving the surface properties
hydrophobic, the product of the hydl gene additionally affects virulence as well distribution of
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molecular patterns on the cell surface, and hyd2 - for adhesion. Air conidia easily and permanently
bind to hydrophobic surfaces, hydrophilic blastospores bind to hydrophilic surfaces. The blastospores
are high surface to volume ratio as they obtain the nutrients from a liquid environment. After depletion
of nutrients, blastospores both in vitro and in vivo, they are replaced with filamentous bodies In vivo,
blastospores differ from in vitro obtained blastospores: the former have thinner cell walls, which is
associated with lower gene activity coding for chitin synthase and glucan synthase Conidia when
immersed, they have properties intermediate between air conidia and blastospores, and bind both
hydrophilic and hydrophobic surfaces (Fang et al. 2005; Holder et al. 2007).

6. Candida albicnas

Fungi of the spacies Candida are part of the microbiome in at least half of the human
population. They are present on the mucous membranes of the digestive tract, genitourinary and
respiratory systems of healthy people. However, in terms of in impaired immunity, these fungi cause
the so-called candidiasis of two types: non-juvenile surface and systemic with a high rate of mortality
(Wibawa 2016). Among the fungi of the species Candida the most common is C. albicans, one of the
most widespread human fungal pathogens. C. albicans it is a organism with no known form gender.
It poses a serious problem because of the high resistance to antibiotics, a variety of strategies to avoid
defense reactions the host and virulence factors it is endowed with, such as pleomorphism or
phenotypic variation. this fungus, along with other pathogenic organisms, may be used in research on
the mechanisms of immunity congenital. For this type of research, as previously mentioned, they are
used insects. It is known that after infection with C. albicans, G. mellonella larvae fired a series of
defensive reactions effective with relatively low numbers administered fungal cells, while high doses
of the pathogen led to the death of the insect (Bergin et al. 2006). The fungus colonized the internal
organs of the G. mellonella. In response to infection with C. albicans, the moth larvae activated
cellular response, mainly nodulation and humoral, increasing the expression of genes encoding
immune peptides (galiomycin, gallerimycin and transferrin. The course of infection of the G.
mellonella with C. albicans is different from infection with entomopathogenic fungi due to a different
set virulence factors. One of the basic characteristics of C. albicans is dimorphism, or ability to create
two types of cells: yeast-like cells that multiply by budding, such as, for example, S. cerevisiae, and
the hyphae, forming mycelium, and capable of producing yeast-like cells (Dunphy et al. 2003). Both
of these types cells are encountered during infection and are therefore well understood, however they
do not exhaust the possibilities of C. albicans. It also creates so-called pseudohyphae, chlamidospores
and filamentous hyphae. So it is an organism pleomorphic (Staniszewska et al. 2012). Cells yeast-like
and true hyphae perform separate functions in the course of infection. The first are found in healthy
hosts and are used to spread the fungus in the body, and the hyphae are specialized to penetrate deep
into the tissues (Ortiz-Urquiza and Keyhani 2016). Their formation is associated with onset of disease
and non-hyphae-forming strains usually are not pathogenic. The change in morphotype depends from
environmental factors. The formation of hyphae is regulated by over 40 genes and occurs at
temperatures above 35 °C, pH> 6.8, low content oxygen, nutrient deficiency and the presence of
certain compounds chemical, e.g. N-acetylglucosamine or carbon dioxide (Staniszewska et al. 2012
). C. albicans is capable of autoinduction hyphae formation: in conditions of starvation, the fungus
alkalizes the environment. Others factors promoting the formation of hyphae are the so-called contact
sensing, i.e. solid ground sensing and quorum sensing - the fungus "chooses" the hyphae the form of
growth in conditions of low cell density. The process of hyphae invasion into host tissues begins with
adhesion C. albicans to epithelial cells, which is made possible by the hydrophobicity of the cells
fungus, the presence of fimbriae and adhesins - molecules that facilitate adhesion (Staniszewska et al.
2012a). Among the putative adhesins of C. albicans are mannan, chitin, agglutinin-like sequence
proteins (ALS) family of eight proteins Hpw1 (Hyphal wall protein 1), which also participates in the
formation of biofilm, Sap protease (secreted aspartyl proteinase) and others (Mayer et al. 2013).The
invasion of hyphae into the tissues takes place according to two mechanisms. The first is the so-called
induced endocytosis that occurs as a result of the secretion of proteins by C. albicans onto its surface,
the so-called invasive, which induce the uptake of fungal cells by the host cells functions. The
invasins are the adhesin Als2 and the protein Ssal, belonging to the heat shock proteins from the
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group of Hsp70. The second is the active penetration mechanism, which is not exactly known, but
possibly with the help of Saps aspartyl proteinases (Mayer et al. 2013; Wibawa 2016). The type of
invasion depends on the tissue colonized e.g. to of gastrointestinal epithelial cells C. albicans
penetrates through penetration active, and to the cells of the oral cavity epithelium through active
penetration and endocytosis induced. Another feature of C. albicans is phenotypic variation, and that
is the best known one the phenotype change is a "switch" between white and white opaque phenotypic
switching. The differences between the two phenotypes include incl. colony appearance cell shape,
cell surface structure, germination conditions, gene expression profile, including different expression
of proteases aspartyl Saps and virulence (Mayer et al. 2013; Wibawa 2016). Phenotype change is
considered a virulence factor as it can be used to avoid the host's defensive response. For example
"Switching" the phenotype from white to dull makes the fungal cells "invisible" for neutrophils,
because matte cells do not have chemoattractants (H6fs et al. 2016). Another property that promotes
virulence of C. albicans is its ability to form biofilm. Both yeast-like cells and cells are involved in
this proces and hyphae. It consists of the following phases: cell adhesion yeast-like to solid medium,
cell proliferation and start of growth filamentous maturation during which the matrix is accumulated
extracellular and dispersion, i.e. detachment of yeast-like cells from biofilm, which may inhabit other
places in the body (Mayer et al. 2013; Wibawa 2016). Biofilm is more resistant to environmental
factors and stress physical and chemical, antifungal substances, and immune responses host than
individual C. albicans cells. This is a serious problem in medicine, and most drugs are less effective
against biofilm (Mayer et al., 2013; Wibawa, 2016). The immunity of the cells included of the biofilm
increases, among others due to the increased activity of the drug efflux pumps (drug efflux pumps),
metabolic plasticity and the protection provided by the extracellular matrix (Ho6fs et al. 2016; Wibawa
2016).

7. Summary

Studying the mechanisms of host-pathogen interaction allows us to understand the molecular
role of the individual elements of the insect's immune system and pathogen virulence factor. Galleria
mellonella is a well-known research model willingly used in scientific research. Research using this
organism allows you to deepen knowledge in the field of immunobiology, evolutionary biology and
microbiology. Analyzes of interactions with many pathogens allowed for the development of effective
preparations that protect agricultural crops against pests. Research using Candida albicans allows us
to better understand the virulence factors at the disposal of this opportunistic human pathogen.
Perhaps in the future, they will allow the development of effective drugs or therapies that will be
effective in combating candidiasis.
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Streszczenie

W dzisiejszym $wiecie cigzko unikng¢ narazenia na nadmiar negatywnych bodzcow
zewnetrznych, a przewlekty stres dotyka wigkszos$ci ludzi. Prowadzi to do wzrostu zachorowalnosci
na depresje, bezsennos$¢, stany Igkowe, a takze na choroby neurodegeneracyjne. Czgsto
konwencjonalna terapia farmakologiczna nie uzyskuje satysfakcjonujacego poziomu skutecznosci,
aczasami si¢gajacy nawet 50% odsetek pacjentéw w ogodle na nig nie reaguje. Sprosta¢ temu
problemowi moga adaptogeny, czyli bioaktywne zwiazki roslinne pomagajace dostosowac sie¢
organizmowi do nowych warunkéw, migdzy innymi dzigki obnizeniu poziomu stresu. Warto
podkresli¢, ze rosliny i grzyby lecznicze stuza jako glowne zroédto zwiazkow biologicznie aktywnych
i od czasow starozytnych stanowig integralng cz¢$¢ tzw. medycyny naturalnej wykorzystywanej do
leczenia roznych zaburzen i chordb. Niniejsza praca ma na celu przyblizenie mechanizmu dziatania
adaptogendw oraz scharakteryzowanie wybranych ro$lin o dziataniu adaptogennym: Ashwagandhy,
rézenca gorskiego i szafranu uprawnego. Substancje bioaktywne o wiasciwosciach adaptogennych
moga by¢ alternatywa leczenia lub stanowi¢ terapi¢ wspomagajaca w przypadku wielu zaburzen
zwigzanych ze stresem i lekiem.

1. Wstep

Osrodkowy uktad nerwowy (OUN) dzigki mechanizmowi plastycznosci synaptycznej moze
tworzy¢ nowe potaczenia migdzyneuronalne oraz przebudowywac te juz istniejace, nawet w wieku
dorostym. Dzigki temu nadal mozliwe jest uczenie si¢, ale takze adaptacja do nowych warunkow
srodowiska zewnetrznego (i wewnetrznego organizmu) oraz samonaprawa (przynajmniej w pewnym
stopniu) tkanki nerwowej w przypadku jej uszkodzenia. Uktad nerwowy jest podatny na wiele
czynnikdw zewngtrznych, takich jak dieta, nadmiar sztucznego o$wietlenia, hatas i stres
psychospoteczny, co w efekcie oddzialuje na nasze samopoczucie, jakos¢ snu, a takze funkcje
kognitywne. Z tego powodu wystepuje coraz wigksze zapotrzebowanie na $rodki i czynno$ci
wspomagajace funkcjonowanie organizmu. Coraz czeSciej w centrum uwagi badaczy, a takze
potencjalnych pacjentow, znajduja si¢ naturalne zwiazki niepowodujace powaznych skutkow
ubocznych oraz posiadajace szersze spektrum oddzialywania na organizm w poréwnaniu do lekow.
Takimi zwigzkami sg adaptogeny, ktore obejmujg kategori¢ ziolowych produktéw leczniczych
i odzywczych, promujacych zdolnosci adaptacyjne, odpornos¢ i przetrwanie organizmow narazonych
na sytuacje stresowe. Od czasow starozytnych ludzie stosowali leki ziotowe z roslin lub ich
ekstraktow pochodzacych z kwiatéw, nasion, kory, liSci lub korzeni, aby zapobiega¢ lub leczy¢ wiele
rodzajow chorob. Niniejsza praca ma na celu przyblizenie mechanizmu dziatania adaptogenow oraz
scharakteryzowanie wybranych ro$lin o dziataniu adaptogennym, ktéore mogg by¢ alternatywa
leczenia lub stanowi¢ terapi¢ wspomagajaca w przypadku wielu zaburzen zwigzanych ze stresem
i lekiem, a takze chordb neurodegeneracyjnych.

2. Adaptogeny — ogolna charakterystyka, mechanizm dzialania

Adaptogeny to zwigzki ro$linne majace aktywne dzialanie na organizm i ulatwiajace
przystosowanie si¢ do nowych warunkéw $rodowiskowych m.in. poprzez obnizenie hormonéw
stresu. Posiadaja zdolno$¢ do regulacji ekspresji niektorych genéw zwigzanych z zaburzeniami
charakterystycznymi dla starzenia si¢ organizmu i reakcji zapalnych o niskim nasileniu. Ponadto
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wiele adaptogenow to korzenie roélin lub grzyby, ktére dzigki polisacharydowej budowie oddzialuja
jako prebiotyki na mikrobiote jelitowa (mikroorganizmy zasiedlajace przewod pokarmowy wielu
zwierzat i czlowieka), przyczyniajac si¢ do korzystnych zmian skladu bakteryjnego poprzez
promowanie wzrostu i rozwoju gatunkéw probiotycznych, o ktérych wiadomo, ze maja prozdrowotny
wplyw na organizm gospodarza. Mikroorganizmy probiotyczne indukuja wzrost wytwarzania m.in.
witamin, neuroprzekaznikdéw i niezbednych krétkotancuchowych nasyconych kwasow tluszczowych
(short chain fatty acids, SCFA). SCFA, do ktorych nalezy octan, propionian i maslan, maja szereg
wlasciwos$ci zdrowotnych, m. in. moduluja funkcjonowanie uktadu odpornosciowego, wykazujac
znaczny potencjal przeciwzapalny (Czajkowska i Szponar, 2018). Wiele z efektow wywotywanych
przez adaptogeny jest tozsamych z korzy$ciami przyjmowania prebiotykow, co nasuwa hipotezg, ze
cze$¢ zalet adaptogenow moze by¢ wzmacniana poprzez wptyw na mikrobiom. Takie zalety to
migdzy innymi poprawa odpornosci oraz wptyw na funkcje poznawcze i poziom lgku. Jednak nalezy
pamigtaé, ze wiele dostepnych suplementéw adaptogennych to ekstrakty - izolowane zwigzki
aktywne danych roélin, ktoére powstaja po pozbyciu si¢ frakcji polisacharydowej, a prebiotyki
stanowig niestrawialne dla organizmu widkna roslinne bedace pozywka dla mikroorganizméow
jelitowych. Adaptogeny wykazuja plejotropowe dziatanie pod wzgledem farmakologicznym, jednak
najczesciej wykorzystywane sa w celu tagodzenia przewlektego stresu i zmgczenia z nim zwigzanego,
zniwelowania zaburzen snu i ograniczenia spadku wydajnosci funkcji poznawczych. Stosowane sa
réwniez jako wsparcie w tagodzeniu objawow zaburzen psychicznych, ale takze niektore z nich maja
zdolno$¢ do poprawy funkcjonowania uktadu sercowo-naczyniowego, dziatajg antyoksydacyjnie oraz
moga regulowaé¢ wydzielanie hormonoéw plciowych. Najpowszechniej stosowanym adaptogenem
polecanym przy dtugotrwatym stresie i objawach takich jak zmeczenie, zaburzenia snu i pogorszenie
funkcji poznawczych jest Ashwagandha oraz rozeniec gorski. Warta uwagi rosling jest takze szafran,
powszechnie znana przyprawa o wielu prozdrowotnych wtasciwosciach.

3. Ashwagandha (Withania somnifera)

Withania somnifera (WS), czyli witania ospata, powszechnie znana jako Ashwagandha lub
zenszen indyjski, jest krzewem nalezacym do rodziny roslin psiankowatych (Solanacea). Ro$lina ta
posiada duzg zawarto$¢ zwigzkoéw aktywnych biologicznie - witanolidow w nadziemnej cze$ci
ro$liny oraz glukowitanolidow w korzeniu. W celach leczniczych wykorzystuje si¢ gldwnie korzenie,
ale swoje zastosowanie maja takze owoce i liScie. (Speers i in. 2021). Za preparaty zawierajace
skuteczng dawke witanolidow uwaza si¢ produkty standaryzowane na ich obecno$¢ wynoszaca
minimum 5-7%. W badaniu nad poprawa pamigci i funkcji kognitywnych u osoéb dorostych
Z fagodnymi zaburzeniami poznawczymi udowodniono, ze 8-tygodniowa suplementacja WS
wykazuje dziatanie prokognitywne, w zwigzku z czym chroni organizm przed negatywnymi skutkami
starzenia si¢, jakim jest m.in. spadek wydajnosci funkcji poznawczych (Choudhary iin. 2017).
Dowiedziono, ze Ashwagandha wykazuje rowniez wlasciwosci neuroprotekcyjne chronigce przed
rozwojem chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, prowadzaca do otgpienia
spowodowanego atrofig neuronéw hipokampa, czy choroba Parkinsona objawiajaca si¢ zaburzeniami
ruchowymi spowodowanymi postepujaca degeneracjg neuronow dopaminergicznych. Wykazano, 30-
dniowa suplementacja ekstraktem z korzenia Ashawagandhy bogatym w witanolidy i witanozydy
odwraca deficyty behawioralne oraz zmniejsza akumulacj¢ B-amyloidu i oligomerow w mozgach
myszy transgenicznych APP/PS1 stanowigcych model choroby Alzheimera. Stosowanie wyciagu
z korzenia WS jako terapii wspomagajacej standardowe leczenie okazuje si¢ skuteczne w przypadku
wielu zaburzen i chorob, takze o podtozu neuropsychiatrycznym. Dowiedziono, Ze przyjmowanie
ekstraktu z WS moze tagodzi¢ zaburzenia funkcji poznawczych w chorobie afektywnej
dwubiegunowej, oraz korzystnie wptywac na stan osob z zaburzeniami obsesyjno-kompulsywnymi
leczonych réwnolegle lekami z grupy selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego serotoniny,
SSRI (Paul i in. 2021). W randomizowanym badaniu nad skutecznoécig stosowania ekstraktu
zkorzenia WS u pacjentow cierpigcych na bezsenno$¢ i zaburzenia zwigzane z Iekiem
zaobserwowano, ze taka suplementacja wptywa korzystnie na efektywnos$¢ snu i obniza poziom lgku
bez wystepowania negatywnych skutkow ubocznych (Langade i in. 2019). Odnotowano takze
wydtuzenie czasu snu indukowane przyjmowaniem WS, a chronomodulujace dziatanie Ashawagandy

63|Strona



Nauki $ciste i przyrodnicze

najprawdopodobniej zachodzi poprzez zmiany w genach zwigzanych z zegarem biologicznym
i rytmami czuwania  (Speers i in. 2021). Anksjolityczny efekt stosowania bioaktywnych
glikowitanoidow zaobserwowano takze w badaniu nad stabilizacja  nastroju w stanach
przypominajacych lek i depresje u szczurdéw. Dzialanie tego zwigzku pordéwnano z efektami
wywotanymi przez lorazepam - lek o udokumentowanym dziataniu anksjolitycznym oraz imipraming
- trojcykliczny lek przeciwdepresyjny. Zaobserwowane efekty dzialania glukowitanoidéw byt
porownywalne do aktywnosci testowanych komercyjnych terapeutykow (Bhattacharya i in. 2000).
Ashwagandha moze tagodzi¢ stany depresyjne glownie poprzez modulacje reaktywnosci osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza oraz szlakow GABAergicznych (kwas gammaaminomastowy,
GABA) i serotoninergicznych. Ponadto, jak donosi wiele badan, stres oksydacyjny moze przyczyniaé
si¢ do powstawania standw zapalnych w OUN, ktore moga z kolei prowadzi¢ do powstawania
zaburzen Igkowych 1 depresyjnych. Ashwagandha poprzez wzmocnienie aktywnosci
antyoksydacyjnej moze tagodzi¢ negatywne skutki zwigkszonego stresu oksydacyjnego i markerow
prozapalnych, co skutkuje obnizeniem poziomu lgku i zaburzen depresyjnych. Wykazano, ze
stosowanie ekstraktu z liSci Ashwagandhy prowadzi do redukcji stezenia cytokin prozapalnych
i innych markerow stanu zapalnego w OUN (Speers i in. 2021). W badaniu z 2020 roku
zaobserwowano, ze suplementacja WS moze chroni¢ zwierzeta przed nawrotami uzaleznienia
alkoholowego, podobnie jak powszechnie wykorzystywany lek naltrekson, a takze wywiera
korzystny wptyw na poziom neuroprzekaznikow zwigzanych zuzaleznieniem od alkoholu.
U zwierzat uzaleznionych odnotowano podwyzszony poziom dopaminy i obnizony poziom GABA,
a podawanie szczurom tego suplementu czgSciowo odwraca te skutki i zmniejsza poziom leku
towarzyszacego odstawieniu. Wyniki tego badania daja nadziej¢ na mozliwo$¢ wspomagania terapii
0sOb zmagajacych si¢ z problem naduzywania alkoholu (Marathe i in. 2020). Ashwagandha moze
takze wywiera¢ efekt neuroprotekcyjny w przypadku silnego stresu oksydacyjnego spowodowanego
duzymi dawkami bisfenolu A (BPA) u myszy. Zatrucie BPA przyczynia si¢ do uposledzenia pamieci
roboczej 1 uczenia si¢ przestrzennego u myszy poprzez obnizenie wytwarzania receptora N-metylo-
D-asparaginowego (NMDA), do ktorego przytacza si¢ glutaminian — neuroprzekaznik o charakterze
pobudzajacym. Podawanie Ashwagandhy moze tagodzi¢ powstale deficyty behawioralne
i biochemiczne - zaobserwowano przywrocenie liczby receptorow NMDA w hipokampie zwigzanych
z uczeniem si¢ i pamigcig oraz zmniejszenie poziomu stresu oksydacyjnego (Birla i in. 2019).

4. Rézeniec gorski (Rhodiola rosea)

Rozeniec gorski (RG) jest byling nalezaca do rodziny gruboszowatych (Crassulaceae),
wystepujaca gtdéwnie na terenach arktycznych i z tego powodu bywa rowniez nazywana korzeniem
arktycznym, jednak czesto mozna ja takze znalez¢é na terenach Azji oraz w gorskich regionach
Europy. Roslina sktada si¢ z korzenia i klgczy o rézanym zapachu. RG posiada liczne substancje
aktywne, z ktorych najwazniejszymi pod wzgledem oddzialywania adaptogennego sag: rozawiny
i salidrozyd. Zwigzki te wykazujg aktywno$¢ antyoksydacyja, zwiekszajg tolerancje na stres oraz
obnizajg uczucie zmeczenia, poprawiajg funkcje kognitywne i moga wykazywaé dzialanie
przeciwdepresyjnie, poprzez zwigkszenie poziomu serotoniny - powszechnie znanej jako hormon
szcze$cia (Zigba i in. 2018). W badaniu oceniajagcym skuteczno$¢ i skutki uboczne stosowania RG w
leczeniu zaburzen depresyjnych w poroéwnaniu z lekiem przeciwdepresyjnym — sertaling,
zaobserwowano, ze RG wykazuje stabsze dzialanie przeciwdepresyjne, jednak terapia sertoling wigze
si¢ z wigkszymi i czgstszymi niepozadanymi efektami ubocznymi. Wyniki badania sugeruja, ze RG
moze stanowi¢ alternatywe dla sertoliny w leczeniu tagodnych i umiarkowanych zaburzen
depresyjnych, gdyz wykazuje korzystniejszy stosunek pozytywnych skutkéw terapeutycznych
wzgledem ryzyka zwigzanego ze stosowaniem danej substancji (Mao i in. 2015). W wielu badaniach
potwierdzono, ze przewlekly stres moze istotnie wptywaé na behawior, uktad hormonalny,
odpornosciowy i nerwowy. Dlugotrwala suplementacja wodno-alkoholowym ekstraktem RG
standaryzowanym do 3% rozawiny i 1% salidrozydu moze chroni¢ przed negatywnymi skutkami
behawioralnymi i1 fizjologicznymi przewleklego stresu u szczurdéw w stopniu poréwnywalnym
z efektami dziatania fluoksetyny - zatwierdzonego leku przeciwdepresyjnego nalezgcego do grupy
SSRI (Mattioli i in. 2009). Co ciekawe, efekt terapeutyczny osiggnieto rowniez w wyniku
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jednorazowego podania myszom wodno-alkoholowego ekstraktu z RG o tej samej standaryzacji
(Perfumi 1 Mattioli 2007). W badaniu klinicznym oceniajagcym skuteczno$¢ stosowania
standaryzowanego ekstraktu z korzenia RG na zmeczenie zwigzane ze stresem wykazano, ze
suplementacja moze chroni¢ przed negatywnymi skutkami przewlektego stresu poprzez zmniejszenie
uczucia zmeczenia i poprawienie sprawnosci poznawczej w porownaniu do zastosowania placebo.
W eksperymencie tym wykazano takze zmniejszony poziom kortyzolu w $linie po przebudzeniu
w grupie poddanej suplementacji (Olsson i in. 2009)._Salidrozyd moze mie¢ rdéwniez istotne
znaczenie dla funkcjonowania przewodu pokarmowego i mikrobioty jelitowej. Dowiedziono, ze
przyjmowanie tego zwigzku moze tagodzi¢ oksydacyjne uszkodzenie watroby wywotane ekspozycja
na furan oraz pozytywnie modyfikowaé réznorodnos¢ mikroorganizméw jelitowych, chronigc
mikrobiom przed stanem dysbiozy — zaburzenia sktadu mikrobioty, zaréwno pod wzgledem
ilosciowym, jak 1 jakosciowym. Konsekwencje utrzymujacej si¢ dysbiozy obejmuja wicle
nieprawidlowos$ci powstajacych obwodowo i osrodkowo, m.in. przewlekty stan zapalny, zwigkszenie
przepuszczalno$ci bariery jelita-krew, czy zaburzenia funkcjonowania OUN. Zaobserwowano takze,
ze suplementacja salidrozydem hamuje ogolnoustrojowy stan zapalny o niskim nasileniu poprzez
obnizenie poziomu cytokin prozapalnych — interleukiny 6 (IL-6) i czynnika martwicy nowotworow
alfa (TNF-a) i zwickszenie st¢zenia przeciwzapalnej interleukiny 10 (IL-10) w osoczu (Yuan i in.
2019).

5. Szafran uprawny (Crocus sativus)

Szafran to wieloletnia roslina z rodziny kosaécowatych (Iridaceae). Do najistotniejszych
zwiazkow biologicznie czynnych szafranu zaliczamy krocyne, krocetyne i safranol. Szafran wywiera
wiele korzysci zdrowotnych - poprawia nastr6j, reguluje gospodark¢ hormonalng i usprawnia
dziatanie uktadu nerwowego. Zaobserwowano, ze 6-tygodniowa suplementacja ekstraktem z szafranu
wplywa na polepszenie kilku parametrow zwiazanych z jakoscig snu, m.in. ulatwia zasypianie,
wydtuza sen, korzystnie oddziatuje na tatwos¢ wybudzania si¢ po catonocnym $nie, a takze obniza
subiektywnie oceniany poziom dysfunkcyjnosci do§wiadczanej w ciggu dnia przez uczestnikow
badania (Pachikian i in. 2021). Ekstrakt szafranu w spos6b zalezny od dawki moze zwigkszaé
uwalnianie dopaminy i glutaminianu w OUN szczuréw. Zmiany w poziomie neuroprzekaznikow
moga prowadzi¢ do ztagodzenia objawdw depresyjnych, a takze poprawy pamigci (Khazdair i in.
2015). W badaniu klinicznym oceniajacym skuteczno$¢ stosowania C. sativum w leczeniu depresji
(postacie od fagodnej do umiarkowanej) wykazano, ze 6-tygodniowa suplementacja istotnie poprawia
stan pacjentow i wyniki osiggane przez nich w skali oceny depresji Hamiltona w poréwnaniu z grupa
przyjmujaca placebo (Akhondzadeh i in. 2005). Krocyna posiada wlasciwos$ci antyoksydacyjne, m.
in. poprzez zwigkszenie aktywnosci enzymu dysmutazy ponadtlenkowej (SOD); przeciwzapalne
i antyapoptotyczne, dzigki czemu moze petni¢ funkcje neuroprotekcyjng i ochrania¢ neurony kory
moézgowej oraz hipokampa, co przejawia si¢ poprawa funkcji poznawczych. Te wlasciwosci moga
mie¢ takze znaczenie terapeutyczne w kontekscie chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera czy Parkinsona (Khazdair i in. 2015). W mysim modelu choroby Parkinsona
zaobserwowano, ze krocyna prowadzi do wzrostu poziomu dopaminy w OUN, ztagodzenia objawow
behawioralnych iredukuje poziom neurodegeneracji komorek w istocie czarnej $rodmoézgowia
(Ahmed i in. 2020). Ekstrakt z szafranu moze wspomoc profilaktyke oraz tagodzenie objawow
choroby Alzheimera poprzez hamowanie tworzenia wiokien B-amyloidu, uniemozliwianie jego
agregacji i odktadania si¢ w OUN. Ponadto wykazano, ze ekstrakt ten moze hamowaé rozktad
acetylocholiny, neuroprzekaznika, ktorego poziom ulega silnemu obnizeniu w chorobie Alzheimera.
Suplementacja szafranem istotnie poprawia wyniki w zakresie funkcji poznawczych w poréwnaniu
z placebo u 0s0b z tagodna do umiarkowanej postacia choroby Alzhaimera (Akhondzadeh i in. 2010).
Udowodniono, ze zwigzki bioaktywne szafranu maja zdolno$¢ do usuwania oraz ograniczenia
powstawania wolnych rodnikow, zmniejszenia rozwoju uszkodzen btony komoérkowej zwigzanych
z peroksydacja lipidow (wskazuje na to obnizenie st¢zenia markera - dialdehydu malonowego,
MDA), indukuja réwniez wzrost poziomu i aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPx), jednego
z waznych enzymoéw antyoksydacyjnych (Ahmed i in. 2020). Kolejnym mozliwym zastosowaniem
szafranu jest ttumienie napadéw padaczkowych. Badania na szczurach i myszach wykazaty, ze jego
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bioaktywny sktadnik - safranal posiada dziatanie przeciwdrgawkowe, zmniejszajac czgstos¢ i czas
trwania napadéw (Khazdair i in. 2015). Nalezy jednak zauwazy¢, ze biodostepnos¢ krocyny
przyjmowanej doustnie jest bardzo niska, ponadto jest szybko eliminowana z organizmu. Z tego
powodu preparat z tym zwigzkiem aktywnym powinien by¢ przyjmowany w specjalnych kapsutkach
hydrozelowych lub dostarczany w nanoczastkach (Ahmed i in. 2020).

6. Podsumowanie i wnioski

Podsumowujac, wiele bioaktywnych zwigzkéw pochodzenia naturalnego moze stanowié
codzienng ochron¢ przed otaczajacymi nas szkodliwymi czynnikami zewngtrznymi. Wiele
adaptogendw wykazuje podwojne dziatanie, gdyz oprécz dobroczynnych, charakterystycznych dla
konkretnej rosliny zwigzkow, ich polisacharydowa budowa nieulegajaca do konca trawieniu, a takze
niektore zwigzki bioaktywne wykazuja dzialanie stymulujace mikrobiote jelitowa. Stymulacja
mikrobioty niesie dodatkowe korzysci ptynace z poprawy stanu jelit i lepszego funkcjonowania osi
jelitowo-mozgowej. Wszystkie te czynniki przektadaja si¢ na zwigkszenie wydajnosci lub tagodzenie
zaburzen OUN. Stosowanie adaptogenow w odpowiedniej dawce wydaje sie by¢ bezpieczne dla ludzi
i nie powoduje powaznych niepozadanych skutkéw ubocznych. Warto jednak skonsultowaé
wprowadzenie suplementu z lekarzem, biorac pod uwage stan zdrowia oraz przyjmowane leki.
Potrzebne sa dalsze badania nad mozliwymi interakcjami farmakologicznymi adaptogenow z innymi
lekami.
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Streszczenie

Zmiany zwigzane z naturalnym starzeniem si¢ obejmujg zasadniczo wszystkie aspekty
funkcjonowania organizmu — od poziomu komorkowego az po behawior i wyzsze procesy
poznawcze. Zmiany te obejmujg takze reaktywno$¢ osi podwzgorze-przysadka-gonady
(hypothalamus- pituitary-gonad, HPG), wptywajac na poziom hormondéw piciowych. Menopauza
nastepuje, gdy cykl menstruacyjny zostaje zahamowany ze wzgledu na braku jajeczkowania, a jej
wystgpowanie stwierdza si¢, gdy od ostatniej menstruacji minat rok. Samice gryzoni, podobnie jak
kobiety, do§wiadczaja regularnych cykli rozrodczych w dorostym wieku oraz zwigzanego z wiekiem
rozregulowania tego cyklu, zmian w jajnikach i w poziomie hormonéw piciowych. Mimo tych
podobienstw, istnieje szereg roznic dotyczacych stanu i funkcjonowania uktadu rozrodczego oraz
hormonalnej osi HPG u samic gryzoni i kobiet. W zwigzku z tym modelowanie menopauzy u gryzoni
wraz z calym zakresem zmian towarzyszacych temu procesowi, stanowi wyzwanie. Istnicje kilka
uzytecznych modeli zwierzecych, ktore z powodzeniem wykorzystuje si¢ w badaniach majacych
odzwierciedla¢ charakterystyczne zmiany wystepujace u kobiet przechodzacych menopauze, sg to: 1)
model naturalnego starzenia si¢ samic z nienaruszonymi jajnikami, 2) owariektomia (chirurgiczne
usuniecie jajnikéw), 3) seria iniekcji dootrzewnowych lub podskornych diepoksydu 4-
winylocykloheksenu — substancji selektywnie toksycznej wzgledem jajnikow i komorek rozrodczych.

1. Wstep

U wigkszosci gatunkow ssakow samice doswiadczajg naturalnego starzenia reprodukcyjnego
w $rednim i péznym okresie zycia. Warto jednak podkresli¢, ze dtugos¢ zycia wigkszosci zwierzat
nie przekracza znacznie okresu ich zdolnosci do rozrodu i tylko kobiety stanowig w tym przypadku
wyrazny wyjatek. Podobnie jak kobiety, samice gryzoni dos§wiadczaja regularnych cykli rozrodczych
w wieku dorostym, a takze zwigzanych z wiekiem rozregulowan tego cyklu i funkcjonowania osi
podwzgorze-przysadka-gonady(jajniki) (HPG), a takze zmian w obrebie jajnikow i wahan poziomu
hormonéw piciowych (Koebele i in. 2017). Kobiety rodza si¢ z obfita, ale skonczona pulg
pecherzykow jajnikowych, ktora naturalnie 1 stopniowo zmniejsza si¢ w okresie rozrodczym. Stan
catkowitego zatrzymania menstruacji spowodowanego brakiem jajeczkowania z uwzglgdnieniem
kryterium czasowego, tj. jesli od ostatniej menstruacji mingt rok, okreslamy menopauza.
Perimenopauza to okres przejsciowy wystepujacy pomiedzy etapem zycia, w ktorym kobieta jest
zdolna do reprodukcji, a etapem postreprodukcyjnym. Perimenopauza charakteryzuje sie zwykle
zmianami neuroendokrynnymi, metabolicznymi i behawioralnymi, ktére wynikajg z wyczerpania
pecherzykoéw pierwotnych i zmniejszonej liczby pecherzykéw jajnikowych (Szlachcic i Konturek
2013). Systematyczna ocena biologicznych podstaw zwigzanych z przejsciem w stan menopauzy
w populacji ludzkiej czesto stanowi wyzwanie. Z tego powodu zwierzgce modele tego zjawiska,
a szczeg6lnie modele wykorzystujace samice gryzoni, sa nieocenionymi narz¢dziami do badania
procesOw zwigzanych bezposrednio i posrednio z menopauzalng fluktuacja hormonow plciowych.
Modele takie moga by¢ rowniez wykorzystywane do badan majacych na celu ustalenie mechanizmow
lezacych u podtoza wielu choréb zwigzanych z wiekiem i sprz¢zonym z nim spadkiem wydajnosci
osi HPG, w przypadku ktorych zachorowalnos¢ dotyka przede wszystkim kobiet. Warto réwniez
zaznaczyC, ze znaczgca wigkszo§¢ badan nad nowymi metodami terapeutycznymi, w konteksScie
chor6b takich jak choroba Alzheimera czy depresja, prowadzona jest z wykorzystaniem samcow
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gryzoni, brakuje wigc danych w jaki sposéb samice reaguja na testowane $rodki terapeutyczne i czy
w ich przypadku zastosowane substancje osiggng ten sam poziom skutecznosci.

2. Charakterystyka menopauzy u kobiet

Okoto 45-50 roku zycia kobiety wchodzg w okres menopauzy, co oznacza, ze od ostatniej
menstruacji minagt rok, a rezerwa niedojrzatych (pierwotnych) pgcherzykow jajnikowych ulegta
wyczerpaniu. Szacuje si¢, ze w momencie urodzenia kobieta posiada ok. 300 000 pecherzykow
pierwotnych w kazdym jajniku, w okresie dojrzewania liczba ta jest mniej wigcej o potowe mniejsza
(ok. 180 000), za$ w okresie okotomenopauzalnym w kazdym jajniku znajduje si¢ tylko od 100 do
1000 niedojrzatych pecherzykow. W okresie dojrzewania cykl owulacyjny inicjowany jest w wyniku
osiagnigcia petnej funkcjonalnosci petli sprzezenia zwrotnego hormonalnej osi podwzgorzowo-
przysadkowo-gonadalnej (HPG). Od tego momentu kobiety do$wiadczaja regularnej owulacji, a tym
samym statego cyklu menstruacyjnego, co trwa przez okoto 40 nastgpnych lat zycia. Co ciekawe,
podczas reprodukcyjnego etapu zycia kobiety tylko ok. 400 pecherzykdéw przechodzi proces
dojrzewania i uwalnia komorke jajowa, co okreslamy owulacja, pozostate pgcherzyki, ktore stanowig
zdecydowang wigkszo$¢ calej puli, ulegaja atrezji. Atrezja pecherzykow jajnikowych jest procesem
Pecherzyki atretyczne rdznig si¢ morfologicznie i funkcjonalnie od pgcherzykow prawidlowych,
charakteryzuja si¢ takze znacznie obnizona zdolnoscig do produkcji hormonéw ptciowych (Wallace
i Kelsey 2010).

Nadal nie ustalono jednoznacznie, czy przejscie w stan menopauzy inicjowane jest przez
wyczerpujaca si¢ pule pecherzykéw, czy zmiany w o$rodkowym ukladzie nerwowym (OUN)
powodujace rozregulowanie osi HPG, wiadomo jednak, ze oba te czynniki sg zwigzane z procesem
menopauzy. Szereg prac autorstwa Phyllis Wise zawierajacych wyniki badan prowadzonych na
samicach gryzoni i naczelnych innych niz cztowiek, dowodza, ze zmiany w OUN zwigzane
Z procesem starzenia si¢ maja kluczowe znaczenie dla utraty zdolnosci reprodukcyjnych. Wraz
z wiekiem dochodzi do dysfunkcji komunikacji pomigdzy OUN a jajnikami, co skutkuje cyklami
bezowulacyjnymi i ostatecznie ustaniem cyklu menstruacyjnego. Zmiany obejmuja sygnalizacje
neuroendokrynng i neuroprzekaznikowa, przede wszystkim w obrgbie transmisji glutaminergicznej,
GABAergicznej (kwas gammaaminomastowy, GABA) oraz monoaminergicznej i odgrywajg istotng
role we wczesnych stadiach przejécia do stanu postreprodukcyjnego zaréwno u gryzoni, naczelnych,
jak i u kobiet (Downs i Wise 2009).

Perimenopauza — okres przejsciowy, poprzedzajacy menopauze, charakteryzuje sie
poczatkiem zmian neuroendokrynnych i biochemicznych, atakze objawami klinicznymi
sugerujacymi zblizanie si¢ menopauzy. Okres ten jest specyficzny tylko dla kobiet, nie wystepuje
naturalnie u innych zwierzat, cho¢ podejmowane sg proby jego modelowania, szczegolnie u gryzoni.
W perimenopauzie u kobiet, u ktorych cykl menstruacyjny pozostaje jeszcze regularny, mozna
wyrdznic€ trzy gldowne zmiany hormonalne: 1) normalne lub nieregularnie wysokie stezenie estradiolu;
2) spadek stezenia progesteronu w osoczu, 3) zmiany na wszystkich poziomach funkcjonowania osi
hormonalnej HPG (Prior i Hitchcock 2011). W okresie okotomenopauzalnym duzy odsetek kobiet
przejawia typowe objawy, do ktorych naleza: zmiany naczynioruchowe, wahania czasu trwania cyklu
menstruacyjnego, zaburzenia snu, pogorszenie funkcji poznawczych, zmiany behawioralne i nastroju
(drazliwo$¢, nerwowo$¢, lek i depresja), a takze zmiany metaboliczne i fizjologiczne, w tym
nieprawidlowosci ze strony uktadu moczowo-ptciowego (Chalouhi 2017). Dodatkowo menopauza
i proces starzenia si¢ u kobiet jest zwigzany ze wzrostem roznych czynnikoéw ryzyka rozwoju chorob,
takich jak choroby sercowo-naczyniowe, osteoporoza, nowotwory, cukrzyca, udar, zaburzenia
neuropsychiatryczne, zaburzenia snu oraz choroby neurodegeneracyjne — przede wszystkim choroba
Alzheimera (AD). W przypadku AD o p6znym poczatku (objawy pojawiajg sie okoto 65 roku zycia)
starsze kobiety sg bardziej narazone na rozwoj tej choroby poniewaz $rednia dlugos¢ zycia kobiet jest
dhuzsza w poréwnaniu do me¢zczyzn, a wiek jest najsilniejszym czynnikiem ryzyka rozwoju AD;
nagta utrata zefiskich hormonéw plciowych w okresie peri- i menopauzy odpowiada za zwickszong
podatno$¢ kobiet na AD. Dodatkowo depresja jest kolejnym czynnikiem ryzyka zwigzanym z AD,
a kobiety cierpia na te choroby dwukrotnie czesciej niz mezczyzni (Abd El-Fatah i in. 2021).
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3. Charakterystyka starzenia si¢ rozrodczego u gryzoni

Jedna z najwazniejszych roznic dotyczacych cykli zwigzanych z hormonami ptciowymi
pomiedzy samicami gryzoni a kobietami jest wystepowanie cyklu rujowego (estrous cycle) u gryzoni
w odréznieniu od cyklu menstruacyjnego kobiet. Blona $luzowa macicy gryzoni jest wchtaniana,
a nie wydalana, jak podczas menstruacji u kobiet. Cykl rujowy wystepuje co cztery do pigciu dni
i sktada si¢ z czterech faz: 1) fazy przedrujowej, 2) rui wiasciwej, 3) fazy porujowej oraz 4) fazy
lutealnej. Fazy te wigza si¢ z fluktuacjami hormonow piciowych, a podobne wahania stezenia tych
hormonow wystepuja takze w cyklu menstruacyjnym. Okoto 9-12 miesigca zycia samice gryzoni
zwykle do$wiadczaja nieregularnych cykli rujowych, okreslanych jako estropauza. Wystgpuje u nich
wowczas staly | uporczywy stan rui, w ktorym druga faza cyklu (ruja wiasciwa) jest wydtuzona, moga
si¢ takze pojawi¢ cykle bezowulacyjne. Nastepnie zwierzeta moga przejs¢ w okres bezrujowy,
w ktorym cykle owulacyjne ustajg oraz dochodzi do obniZenia poziomu piciowych hormondéw
steroidowych. U samic gryzoni w $rednim wieku roéwniez dochodzi do rozregulowania aktywnosci
osi HPG w estropauzie, co przejawia si¢ zmniejszonym uwalnianiem hormonu luteinizujacego (LH)
w odpowiedzi na sygnalizacj¢ estrogenowa (Goldman i in. 2007). Kolejna zasadnicza rdznica
zwigzana z reprodukcyjnym starzeniem si¢ migdzy kobietami a samicami gryzoni to obecnos$é
potencjalnie dojrzatych pecherzykow jajnikowych u starszych gryzoni. Uwaza sie, ze u gryzoni
réwniez dochodzi do naturalnego wyczerpywania si¢ pecherzykow jajnikowych, a ich pula jest
ograniczona, ale istnieja dowody, ze u doroslych samic zachodzi proces neo-00genezy -
postnatalnego powstawania nowych pecherzykow jajnikowych (Kermath i Gore 2012). W zwigzku
zZ przytoczonymi roznicami, modelowanie ludzkiego okresu okotomenopauzalnego u gryzoni wraz
z calym zakresem zmian towarzyszacych temu procesowi, stanowi duze wyzwanie. Jednak nalezy je
podja¢, aby lepiej zrozumie¢ istote fizjologicznego reprodukcyjnego starzenia si¢, a takze ujawnic
zwigzek menopauzy i wzrostu ryzyka rozwoju wielu chordb, ktore u starszych kobiet wystepuja
zwykle czgéciej niz u m¢zezyzn w podobnym wieku.

4. Sposoby modelowania menopauzy u samic szczurow

Proces reprodukcyjnego starzenia si¢ u gatunkow ssakow jest ztozony i stabo poznany,
zwlaszcza u ludzi. Zwierzece modele menopauzy i okresu okotomenopauzalnego majg umozliwic¢
przynajmniej czesciowy wglad w zlozone mechanizmy zmian reprodukcyjnych zwigzanych
z wiekiem na r6znych poziomach (ogélnoustrojowym, komorkowym, molekularnym i genomowym),
a ktorych nie jesteSmy w stanie wymodelowa¢ lub bada¢ u ludzi. Warto rowniez zaznaczy¢, ze
niektéore mechanizmy przej$cia w stan okotomenopauzalny moga si¢ znaczaco roézni¢ pomiedzy
gatunkami, co dodatkowo utrudnia translacyjno$¢ (przetozenie) wynikéw badan z zastosowaniem
modeli zwierzgcych na cztowieka, jednak niezaprzeczalng korzyscig ich stosowania jest fakt, ze daja
one badaczom mozliwo$¢ uzyskania fundamentalnego zrozumienia kluczowych elementow lezagcych
upodstaw tych roéznic. Obecne, najpowszechniej wykorzystywane zwierzgce modele
reprodukcyjnego  starzenia si¢ nie odtwarzajg z powodzeniem ludzkiego okresu
okotomenopauzalnego i stopniowych zmian zachodzacych w tym etapie zycia.

Tradycyjny, powszechnie stosowany szczurzy model menopauzy obejmuje chirurgiczne
usunigcie jajnikow (owariektomig), co skutkuje catkowita utrata wszystkich hormonow jajnikowych,
podczas gdy fizjologiczna menopauza polega na selektywnej utracie pecherzykéw jajnikowych, a nie
calych jajnikéw. Z kolei model naturalnego starzenia si¢ gryzoni polega na wykorzystaniu samic
w wieku 18-24 miesigcy. Model ten nie charakteryzuje si¢ jednak bardzo niskim stgzeniem
estrogendw i naklada sie na procesy starzenia somatycznego (Kermath i Gore 2012). Diugotrwate
stosowanie diepoksydu 4-winylocykloheksenu (VCD) u mtodych samic gryzoni jest dobrze
udokumnetowanym modelem odzwierciedlajacym wystepujaca u ludzi perimenopauze. VCD
indukuje utrate pierwotnych pecherzykow jajnikowych u myszy i szczuréw poprzez przyspieszenie
naturalnego procesu atrezji. Model VCD, inaczej okre$lany modelem nienaruszonych jajnikow lub
modelem przyspieszonej niewydolnosci jajnikow (accelerated ovarian failure, AOF) zdaje sie
najrzetelniej odwzorowywac¢ naturalne, fizjologiczne przejscie do stanu menopauzy,
z uwzglednieniem zaréwno zmian hormonalnych, jak i behawioralnych, ktore zwykle wystepuja
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U kobiet w okresie okotomenopauzalnym (Brooks i in. 2016; Hoyer i in. 2001; Pestana-Oliveira i in.
2018).

Model naturalnego starzenia si¢ samic z nienaruszonymi jajnikami jest chetnie stosowany
do oceny zmieniajacych si¢ wraz z wiekiem interakcji pomiedzy mézgowiem, przysadka i jajnikami.
Badania Phyllis Wise, wykazaly, ze wraz ze starzeniem si¢ samiC szczuréw z nienaruszonymi
jajnikami zachodzg zmiany w rytmie uwalniania gonadoliberyny (GnRH) w podwzgérzu, ktora
inicjuje wydzielanie LH. Zmiany te, inicjowane przez OUN, poprzedzaja obserwowalne zaburzenia
prawidtowych cykli rujowych u starzejacych si¢ gryzoni. Nieprawidtowos$ci zwigzane z GnRH sg
szczegoblnie widoczne w fazie przedrujowej, w ktorej uwalnianie LH i hormonu folikulotropowego
(FSH) poprzedza owulacje. Wykazano, ze zwierzeta w $rednim wieku charakteryzowal nizszy
poziom obwodowego estradiolu w okresie przedowulacyjnym, a przed wyrzutem LH wyst¢powato
chwilowe opdznienie wzrostu stezenia GnRH w wyniostosci posrodkowej, ktora taczy podwzgorze
z przysadka i1 ulatwia uwalnianie gonadotropin, a takze Obnizony poziom LH, estradiolu
i progesteronu w o0soczu co wskazuje na zwigzane z wiekiem zaburzenie funkcji rytmu
okotodobowego, ktore w konsekwencji zmienia normalne wzorce cyklu rujowego. Zmiany
w funkcjonowaniu systemow neuroendokrynnych moga wystapié, zanim zwierzeta wykaza
zewnetrzne nieprawidtowosci behawioralne lub cyklu rujowego i prawdopodobnie beda trudne do
translacji na badania kliniczne z udzialem kobiet. Dlatego wykorzystanie modelu gryzoni
z nienaruszonymi jajnikami do oceny naturalnych, zwigzanych z wiekiem zmian komoérkowych
i molekularnych w obszarach OUN zaangazowanych w fizjologiczne funkcjonowanie reprodukcyjne
i mechanizm sprzezenia zwrotnego, ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia zmian neurologicznych
zachodzacych u kobiet oraz opracowania nowych srodkow terapeutycznych tfagodzacych negatywne
objawy zwigzane z wiekiem i starzeniem si¢ uktadu rozrodczego (Downs i Wise 2009).

Owariektomia (OWT), czyli chirurgiczne usuni¢cie jajnikdw stanowi w pewnym sensie
ztoty standard wsrdd modeli zwierzecych w kontekscie przedklinicznej oceny wptywu hormonéw
piciowych. Pod wzgledem anatomicznym, uktadu rozrodczy gryzoni rozni si¢ od ludzkiego
obecnoscia rozwidlonej macicy, okreslanej dwurozng, w ktdrej moga rozwija¢ si¢ duze mioty.
Najczesciej podczas OWT dochodzi do obustronnego wyciecia jajnikow, jajowoddéw i czubkow
rogow macicy z jamy otrzewnej, z pozostawieniem nienaruszonych podwiazanych rogéw macicy.
Rekonwalescencja po zabiegu OWT trwa okoto tygodnia. OWT odzwierciedla w pelni menopauze
chirurgiczng u kobiet, stanowi wigc idealny model stuzacy ocenie wptywu deprywacji hormonow
plciowych i nastgpczej terapii hormonami egzogennymi na OUN i tkanki obwodowe. Zasadnicza
wadg modelu OWT w kontekscie badan translacyjnych jest to, ze wigkszo$¢ kobiet zachowuje
nienaruszony uktad rozrodczy przez caty okres menopauzy. Natomiast usuniecie jajnikoéw przed
poczatkiem reprodukcyjnego starzenia si¢ pozwala badaczom na oceng wplywu poszczegdlnych
hormonéw bez uwzglgdnienia wieku (procesu somatycznego starzenia si¢), mogacego stanowic
istotny czynnik zaburzajacy wyniki. Dodatkowo wiek zwierzat, ktore poddano OWT moze rowniez
skutkowa¢ rozbieznymi efektami, przede wszystkim w aspekcie funkcji poznawczych. Ponadto nagta
utrata steroidowych hormonow jajnikowych nie jest charakterystyczna dla wigkszosci kobiet
w okresie przej$ciowym menopauzy, a jajnik po menopauzie nadal wydziela androgeny i innych
steroidy, cho¢ ich stgzenie jest niskie. W zwigzku z tym, model OWT charakteryzuje si¢ zupetnie
odmiennym profilem hormonalnym, a takze aktywnoécig osi HPG w poréwnaniu ze zwierzetami
Z nienaruszonym uktadem rozrodczym. Niemniej jednak model OWT jako klasyczna technika jest
wcigz powszechnie stosowana i uzyteczna w ocenie nowych zjawisk w kontek$cie badan nad
starzeniem si¢ i menopauza (Bimonte-Nelson i in. 2021).

Model VCD (lub AOF) pozwala na odzwierciedlenie u gryzoni charakterystycznego
zasadniczo tylko dla kobiet okresu okolomenopauzalnego i menopauzy. Diepoksyd
4-winylocykloheksenu powstaje podczas przetwarzania butadienu, ktory jest wykorzystywany do
produkcji r6znych wyroboéw na bazie tworzyw sztucznych. VCD jest stosowany komercyjnie w celu
zmniejszenia ptodnosci i rozmnazania gryzoni bedacych szkodnikami np. na stacjach metra, bez
koniecznoéci stosowania niebezpiecznych substancji, ktore zagrazajg srodowisku. Na poczatku lat
2000. VCD zostat wprowadzony do badan biobehawioralnych z udzialem zwierzat jako model
przej$ciowej menopauzy U gryzoni, poniewaz stwierdzono, ze selektywnie oddziatuje na nierosnaca
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pule pecherzykow jajnikowych i zubaza ja poprzez atrezje, powodujac przyspieszong deplecje
pecherzykow i ostateczng niewydolnos¢ jajnikow. Uwaza sig, ze VCD dziata poprzez przyspieszanie
atrezji w pierwotnych komorkach jajnika (nie zaburzajgc jednak wzrostu pecherzykow) poprzez
zmiang Wwytwarzania i dystrybucji rodziny biatek Bcl-2 regulujacych apoptoze. Wprowadzenie VCD
jako modelu przejsciowej menopauzy stanowi integralny wktad do nauki. Model ten rzetelniej
odwzorowuje proces przej$cia menopauzy u kobiet w poréwnaniu z modelem naturalnego starzenia
si¢ samic z nienaruszonymi jajnikami lub modelem OWT. Lepsze odzwierciedlenie kobiecej
perimenopauzy polega na tym, ze VCD skutecznie wyczerpuje pule spoczynkowych pecherzykow,
z jednoczesnym brakiem ingerencji w tkanke jajnikowa pozbawiong pgcherzykow, ktora pozostaje
w organizmie, co skutkuje profilem hormonéw ptciowych bardziej podobnym do wystepujacego
u wigkszosci kobiet przechodzacych naturalng menopauze (Brooks i in. 2016; Hoyer i in. 2001).

Model VCD obejmuje seri¢ iniekcji dootrzewnowych lub podskornych VCD w dawce od 80
mg do160 mg na kilogram masy ciata. Procedure podawania VCD powinno si¢ wykonywa¢ u bardzo
milodych osobnikéw, np. u 28-dniowych samic, poniewaz wowczas toksyczno$¢ VCD ogranicza si¢
tylko do jajnikoéw, za$ u zwierzat 12-tygodniowych wykazano, ze dziatanie toksyny obejmuje takze
inne narzady. Wysokie dawki VCD réwniez sa ogoélnoustrojowo toksyczne, a dodatkowo nalezy
zachowaé szczegdlng ostrozno$¢ podczas stosowania VCD, przede wszystkim w przypadku gdy
eksperymentatorami sg kobiety. Dodatkowo dlugotrwalo$¢ procedur zwigzanych z iniekcjami moze
stanowi¢ duze obcigzenie stresowe dla zwierzat, ktore moga reagowaé znacznym spadkiem masy
ciata podczas podawania VCD. Niemniej jednak wigkszo$¢ danych literaturowych wskazuje, ze masa
ciata gryzoni powraca do wartosci wyj$ciowej po zakonczeniu procedur iniekcyjnych. Réwnie istotne
w przypadku stosowania modelu VCD jest konieczno$¢ weryfikacji czy iniekcje VCD faktycznie
doprowadzily do niewydolno$ci jajnikow. Mozna to osiggna¢ na kilka sposobow: wykonujac
poperfuzyjnag histologiczna oceng jajnikdw; mierzac stezenie estradiolu (jego poziom powinien
oscylowa¢ w granicach normy lub by¢ znaczaco podwyzszony) i progesteronu (powinien by¢
znaczaco obnizony) w osoczu; mierzac stezenie czynnika hamujacego rozwoj przewodow Miillera
w osoczu (niewykrywalny lub niski poziom). Model VCD zyskuje na popularnosci w dziedzinie
badan nad menopauzg i starzeniem si¢. Przy jego pomocy dowiedziono, ze VCD prowadzacy do
niewydolno$ci jajnikdw W rdzny sposob wptywa na pamieé przestrzenna, a takze na skutecznosc
hormonalnych terapii estrogenowych w odniesieniu do samic poddanych OWT. Wykazano rowniez,
ze reprodukcyjne starzenie sie wywoltane przez VCD jest zwigzane z opornoscig na insuling, utratg
masy kostnej, rozwojem zmian miazdzycowych i zmianami w zachowaniach Igkowych, z ktoérych
wszystkie mogg stanowi¢ zagrozenia dla zdrowia zwigzane ze starzeniem si¢ i okresem
okotomenopauzalnym u kobiet. Badania te wskazujg na korzysci iuzyteczno$¢ modelu VCD
i sugeruja, ze nalezy go dalej wykorzystywa¢ w kontekscie badan nad menopauzg w celu wyjasnienia
mechanizmoéw lezacych u podtoza tego procesu oraz opracowania nowych terapii (Brooks i in. 2016;
Hoyer i in. 2001; Pestana-Oliveira i in. 2018; Pestana-Oliveira i in. 2021).

5. Podsumowanie

Cecha charakterystyczng ludzkiej menopauzy jest catkowita niewydolnos$¢ jajnikow, 0 czym
nalezy pamigtaé przy wyborze odpowiedniego zwierzecego modelu menopauzy. Dodatkowo nalezy
uwzgledni¢ wptyw konstytutywnych elementow zwiagzanych ze starzeniem si¢ i menopauza, takich
jak wiek, w ktorym kobieta zaczyna przechodzi¢ menopauzg, ekspozycja zardwno na podawanie
hormonow egzogennych (np. doustne srodki antykoncepcyjne), jak i przejsciowe zmiany endogenne
w srodowisku hormondw jajnikowych (np. ciaza), a takze wywiad rodzinny dotyczacy czasu trwania
i objawOw menopauzy oraz ginekologiczne interwencje chirurgiczne. To szerokie spektrum
czynnikoéw jest czgsto trudne do oceny u zdrowej starzejacej si¢ kobiety. Nieodzowne sa zatem
zwierzece modele peri- i menopauzy, aby systematycznie bada¢ wptyw towarzyszacych proceséw na
OUN i zachowanie. Modele te mogg nauczy¢ nas optymalnych parametrow czasu trwania, dawki,
wyboru $§rodkéw terapeutycznych i drég ich podawania, umozliwiajac bezposrednia manipulacje,
a takze umozliwiajac kontrolg nad wymienionymi wyzej czynnikami.
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12. Metody wykrywania bledéow w procesie Powder Bed Fusion
Error detection methods in the Powder Bed Fusion process
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Streszczenie

Jednym z procesow przyrostowych jest technologia Powder Bed Fusion, ktora jest stosowana
do wytwarzania cze$ci wykonanych z tworzyw sztucznych lub metali, dzigki czemu moze znalez¢
szerokie zastosowanie w przemys$le. Wraz z rozwojem proceséw PBF, wzrastaja wymagania co do
jakosci wytwarzanych produktow za pomoca tego procesu. Z powodu braku stablino$ci procesow
PBF coraz wickszy nacisk ktadzie si¢ na rozwdj metod, ktoére pozwolaja na szybkie wykrycie wad,
juz podczas trwania procesu. Praca przedstawia przeglad metod ze szczegdlnym naciskiem na metody
monitorowania in situ proceséw PBF dla materialdw metalicznych.

1. Wstep

Technologie przyrostowe (ang. AM — Additive Manufacturing) polegaja na dodawaniu
materiatu podczas procesu wytwarzania, odwrotnie do konwencjonalnych metod, gdzie material jest
odejmowany, np. skrawany. Zazwyczaj, materiat jest dodawany warstwa po warstwie, a ich ksztalty
sa obliczane z modelu CAD. Kluczowymi zaletami technologii przyrostowych jest wydajne
wykorzystanie materiatu, poniewaz proszek metalowy moze zosta¢ zastosowany ponownie, tatwos¢
wytwarzania skomplikowanych struktur oraz szybkie prototypowanie bazujagc na modelu 3D.
Technologie przyrostowe pozwalaja na projektowanie geometrii tylko z kilkoma ograniczeniami (np.
konieczne moze by¢ uzycie struktur wsporczych), dzigki czemu produkt moze wykazywaé lepsze
parametry funkcjonalne (np. stosunek masy do sztywnosci) niz produkt wykonany konwencjonalnie.

Przez dlugi czas technologie przyrostowe nie byly kategoryzowane, co powodowato
trudnosci w definiowaniu procesow. Obecnie mozna wyr6zni¢ 7 kategorii bazujac na maszynach
uzytych w procesie (ASTM International 2012). Jednym z tych procesow jest proces fuzji proszku
w tozu (ang. PBF — Powder Bed Fusion). Technologia PBF wykorzystuje energie cieplna, ktora spaja
warstwe proszku z warstwa poprzedniag w miejscach zdefiniowanych w modelu CAD.

W kategorii PBF mozna wyrdézni¢ trzy podkategorie ze wzgledu na zrodlo ciepta do
przetapiania lub spajania proszku — wyr6zniamy przetapianie wigzka elektronow (ang. EBM —
Electron Beam Melting), spiekanie laserem (ang. SLS — Selective Laser Sintering) oraz przetapianie
laserem (ang. SLM - Selective Laser Melting). Dla wszystkich trzech podkategorii proces
wytwarzania jest podobny: na podstawie modelu CAD oprogramowanie dzieli ksztatt na warstwy
i przygotowuje $ciezki przejsScia wigzki lasera dla kazdej z warstw. Nastepnie po przygotowaniu
maszyny (m. in. podgrzaniu) nastgpuje proces spajania badz stapiania materiatu. Gdy wiazka lasera
przejdzie przez zadang sciezke dla danej warstwy, podstawa robocza obniza si¢ o wartos¢ grubosci
warstwy i kolejna warstwa proszku jest rozprowadzana za pomoca ramienia rozprowadzajacego.
Po rozprowadzeniu proszku proces powtarza sig.

Brak jasno zdefiniowanej kontroli jakosci oraz niestabilno$¢ procesu sa gloéwnymi
czynnikami, ktoére ograniczaja PBF przed wykorzystaniem do produkcji kluczowych czgsci.
Zmienno$¢ oraz waskie okna warto$ci dopuszczalnych parametrow powodujg, ze proces wymaga
dodatkowych badan nad metodami monitoringu, tak zeby mozna bylo zareagowaé odpowiednio
wczesnie na powstajace btedy wytworcze.
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Rys. 2. Schemat dziatania procesu PBF (Marrey i in. 2019).

2. Opis zagadnienia

Obecna kontrola jakosci elementéw wykonanych metoda PBF skupiona jest przede
wszystkim na tomografii komputerowej (ang. CT — Computed Tomography). Skan CT wykonywany
jest po zakonczeniu procesu, gdzie zaobserwowane moga by¢ btedy wykonawcze, tj. nieciagtosci
materiatu czy pozostatoSci nieprzetopionego proszku metalurgicznego. Pomimo wielu zalet
tomografii komputerowej, podstawowa wada jest brak mozliwosci przemystowego jej zastosowania
podczas procesu PBF. Trudno$ci w kontroli procesu i monitorowania in situ sa gldéwnymi czynnikami
ograniczonej niezawodno$ci proceséw addytywnych, w tym PBF (Quarshie i in. 2012), a co za tym
idzie, rozwoju metod addytywnych. Przez to, ze proces jest niestabilny, US National Institute of
Standards and Technology réwniez wskazuje, ze brak monitoringu in situ wraz z petla zwrotng jest
glownym ograniczeniem technologii addytywnych (Everton i in. 2016).

Mimo, ze proces PBF jest prosty w swoich zalozeniach i rozwijany jest od lat
90-tych ubiegtego wieku (Raza i in. 2021), badacze borykaja si¢ ze stabilnoscia procesu, na ktory
wplywa ponad 50 parametrow (Marrey i in. 2019). Parametry mozna podzieli¢ na trzy grupy. Tab. 1
przedstawia po kilka parametrow z kazdej z grup.

Tab. 1. Zbior podstawowych parametréw procesu PBF.
Parametry state Parametry zmienne

Parametry wyjsciowe

- Gaz obojetny (N2, Ar, He)

- Tlo$¢ tlenu (<~20 ppm)

- Temperatura otoczenia
(22-300°C)

- Charakterystyka proszku
metalurgicznego (rozmiar
ziarna: 20-100 pum)

- Obszar roboczy maszyny
(mm x mm x mm)

- Dlugos¢ fali lasera [um]

- Moc lasera [W]

- Rozmiar plamki lasera
[mm?]

- Strategia przej$cia lasera

- Dystans pomig¢dzy
kolejnymi przej$ciami
[mm]

- Predkosc¢ skanowania [m/s]

- Grubo$¢ warstwy
[20-100 pum]

- Granica plastycznos$ci [Pa]

- Wytrzymato$¢ na
rozciaganie [Pa]

- Wydtuzenie maksymalne
[%]

- Wytrzymalosc¢
zmegczeniowa

- Chropowato$¢ powierzchni
[nm]

- Odpornos¢ na $cieranie

Do typowych bledéw druku metodg PBF zaliczy¢ mozna: pekanie, porowatos¢, zbyt wysoka
chropowato$¢, efekt babelkowania (ang. ,.balling effect”), podnoszenie si¢ struktury ponad toze
proszku czy ponowne przetopienie materiatu. Tab. 2 zawiera opis gtdéwnych bledow.
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Tab. 2. Gtoéwne bledy powstajace podczas procesu PBF (Everton i in. 2016).

Blad Fotografia Opis

Pekanie 5 Pekanie wystepuje z powodu powstatych podczas
procesu naprezen cieplnych. NajczeSciej wystgpuje
pomigdzy podstawa, a drukowanym elementem.

Porowatos¢ Porowato$¢ wynika z dwoch powodow:
zamknigtej objetosci gazu lub braku spdjnosci
pomiedzy warstwami.

Chropowatos¢ Chropowato$¢ sama w sobie nie jest btedem,
natomiast jej zbyt wysoka warto$¢ traktowana jest
jako btad wykonawczy (Klingaa i in. 2020).

Efekt Babelkowanie (ang. ,,balling effect”) wystepuje,

babelkowania gdy topiony material tworzy krople, zamiast

ptaskiej powierzchni. Efekt zwigzany jest m. in. ze
zbyt malg ilo$cig dostarczonej energii.

Podnoszenie si¢ Blad pojawia si¢, gdy naprezenia cieplne

struktury ponad powoduja odksztalcenia materiatu w taki sposob,
powierzchni¢ ze element zaczyna wystawac ponad toze. Blad
druku moze spowodowaé zniszczenia ramienia

rozprowadzajgcego (Kleszczynski i in. 2016).

3. Przeglad literatury

Jak wspomniano, glownym ograniczeniem rozwoju metody PBF jest brak metod
monitoringu in situ. Z tego tez powodu skupiono si¢ na przedstawieniu metod in situ oraz tomografii
komputerowej, poniewaz w wielu badaniach wyniki skanu CT traktowane sg jako wyniki
referencyjne dla innych metod.

Pierwsze prace nad monitorowaniem procesu PBF skupione byly na wspotliniowych
systemach monitoringu obszaru przetopu. Systemy tego typu pozwolily na sterowanie temperaturg
obszaru przetopu z petla zwrotng na podstawie mierzonej temperatury. Z drugiej strony, rozwdj
nieosiowych metod szybkoklatkowej rejestracji obrazu pozwolit na glgbsze zrozumienie efektu
babelkowania. Natomiast dzigki rejestrowaniu wigkszej powierzchni toza, mozliwe jest wykrycie
bledow powstajacych w wyniku np. uszkodzonego ramienia rozprowadzajgcego. Analiza calej
powierzchni toza ciagle jest w duzej mierze procesem manualnym, gdzie badacze z wykorzystaniem
wizji komputerowej rozwijajg algorytmy pozwalajace na automatyczng detekcje btedow (Everton i
in. 2016).

Pierwszg omawiang metodg wykrywania btedow jest tomografia komputerowa (skan CT).
Tomografia komputerowa jest nieniszczaca metoda pomiarowa, ktéra pozwala na stworzenie modelu
3D mierzonego elementu. Skan CT pozwala na stworzenie cyfrowej reprezentacji zewnetrznej
powierzchni i wewngtrznej struktury obiektu, co pozwala na skuteczna weryfikacje wytworzonych
elementow w miejscach, ktore sa niedostgpne innymi metodami. Dzigki tej metodzie mozna
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zarejestrowac porowato$¢ badz peknigecia w materiale. Pozostatosci proszku metalurgicznego, ktory
nie zostat usuniety, rowniez moga by¢ zaobserwowane (Rys. 3).

Rys. 3. Pozostatosci proszku metalurgicznego zaobserwowane za pomocg skanu CT (Villarraga-
Gomez 2017).

Tomografia komputerowa pozwala na obserwacje defektow z rozdzielczo$cia nawet ponizej
10 m (Rys. 4). Taka rozdzielczo$¢ umozliwia zaobserwowanie porowatosci o objetosci 1078 m?,
Dedykowane programy do analizy wynikow CT pozwalaja na automatyczne zliczanie porow
i tworzenie histogramoéw, a tym samym na efektywng ocene porowato$ci wytworzonego elementu
(Farshidianfar i in. 2021).

Miejsce defektu

Na powierzchni | Blisko powierzchni IW objetosci

J

102

Nieinterferometryczne
metody optyczne

Tomografia
komputerowa

Rozdzielczos¢ przestrzenna [m]

Interferometryczne
metody optyczne

108+

)

Rys. 4. Porownanie badan nieniszczacych w odniesieniu do miejsca blgdu oraz mierzonej
rozdzielczosci (Villarraga-Gomez i in. 2018).

Zastosowanie tomografii komputerowej podczas trwania procesu druku jest bardzo
utrudnione, mozliwe jest jednak wykorzystanie promieniowania rentgenowskiego do uzyskiwania
ptaskich obrazéw RTG. Przyklad rejestracji zmian zachodzacych w obszarze przetopu przedstawiony
zostal na Rys. 5. W tym przypadku badacze rejestrowali zmiany zachodzace w obszarze przetopu
Z czestotliwoscig 45000 Hz i rozdzielczoscia 2 pm na piksel obrazu.

Rejestracja $wiatla podczerwonego pozwala na monitoring rozktadu temperatury, na
podstawie ktorego oszacowa¢ mozna m. in. ilo§¢ dostarczanego ciepta do poszczegodlnych czgsci
materiatu. Jest to o tyle istotne, ze przewodnos¢ cieplna proszku metalurgicznego jest z reguly trzy
rzedy nizsza niz przetopionego metalu. Jesli pod spajanym obszarem nie ma wystarczajacej struktury
wsporczej, to wystarczajaca ilo§¢ ciepta nie zostanie odprowadzona i moze to doprowadzi¢ do
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podnoszenia si¢ struktury ponad proszek metalurgiczny, badz powodowaé efekt babelkowania
(Kleszczynski i in. 2016).

Rys. 6 przedstawia wspotliniowy system monitoringu, ktory rejestruje $wiatto widzialne oraz
podczerwone z czestotliwoscia 100 000 Hz z pomoca dwdch fotodiod (nr 4 i 5 na Rys. 6). Dane te
wykorzystywane sa do pdzniejszej klasyfikacji druku. Skuteczno$¢ przedstawionego algorytmu
wynosi 77%.

Wiazka lasera

Detektor RTG

Warstwa proszku

Podtoze

A4 1 Laser 2 Modut MeltVIEW
3 Soczewki skupiajgce 4 Rejestracja Swiatta widzialnego
5 Rejestracja $wiatta w podczerwieni 6 Soczewki skupiajace
7 Lustro 8 Lustro
9 Soczewka kolimacyjna 10 LaserVIEW system
11 Lustro state 12 Dynamiczna soczewka skupiajaca
13 Iskry 14 toie
17 15 43 15 Krople roztopionego metalu 16 Okno optyczne
18 \ " 17 Plazma 18 Obszar przetopu
oS 19 Lustro galwanometru 20 Modut lasera

14

Rys. 6. Wspotliniowy system monitoringu dedykowany do maszyny Renishaw RenAM 500M L-PBF
(Okaro i in. 2019).

Innym systemem wykorzystujgcym $wiatlo podczerwone jest nie wspotliniowy system
z petlg zwrotng dla technologii bezposredniego osadzania materiatu (ang. DED — Directed Energy
Deposition). System wykorzystywany jest pomiaréw predkosci chtodzenia i nagrzewania oraz
temperatury obszaru przetopu z czestotliwoscia 30 Hz. Monitoring pozwala na skuteczne
kontrolowanie szybko$ci chtodzenia materialu w czasie rzeczywistym, co pozwala na uniknigcie
eutektoidalnej przemiany fazowej w S316-L i zachowanie struktury austenitycznej (Farshidianfar i in.
2021).

Rejestracja procesu PBF w $wietle widzialnym jest bardzo popularng metoda pozyskiwania
informacji z powodu prostoty oprzyrzadowania. Wielu producentéw oferuje urzadzenia
z wbudowanym oprzyrzadowaniem do monitoringu, jak np. Renishaw (Rys. 6), czy SLM Solutions.
Podobnie jak dla $wiatta podczerwonego, systemy moga by¢ wspotliniowe i nie wspotliniowe. Kazda
warstwa moze by¢ rejestrowana przed i po przetopieniu. Nastepnie zdjecia moga zostaé ocenione
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(manualnie badz automatycznie) czy proces przebiega poprawnie. Problemy zwigzane
z uszkodzonym ramieniem rozprowadzajacym, podnoszaca si¢ strukturg czy niepoprawnym
rozprowadzeniem proszka metalurgicznego sa wzglednie proste do zaobserwowania.

Rys. 7 przedstawia zdjgcia toza podczas procesu. RysS. 7a przedstawia warstwe po
przetopieniu proszku. Nie wida¢ tutaj zadnych defektow, natomiast po natozeniu warstwy proszku
(Rys. 7b) zaobserwowano, ze rami¢ zahaczylo o wystajaca czg$¢ wytwarzanego obiektu.
Powigkszenie obszaru widoczne jest na Rys. 7¢. Rys. 7d przedstawia oderwang czes¢ materiatu, ktora
zostata zahaczona przez rami¢ rozprowadzajace. Na Rys. 7f zaobserwowa¢ mozna wytwarzany
cylinder z zanieczyszczeniami proszku metalurgicznego — powierzchnia jest zdecydowanie
ciemniejsza i nieregularna. W taki sposob caty proces moze by¢ obserwowany warstwa po warstwie.
Autorzy artykutu dokonali analizy obrazu w spos6b manualny. W przemystowych zastosowaniach
manualna ocena zdj¢é jest niepraktyczna i badacze pracujg nad automatyczng klasyfikacjg obszarow
zdje¢ z wykorzystaniem algorytmow sztucznej inteligencji (Caggiano i in. 2019; Scime i Beuth 2018;
Tan i in. 2020; Wang i in. 2020).

d) . o )
Rys. 7. R6zne typy bledow zaobserwowane podczas procesu PBF (Kleszczynski i in. 2016).

Podczas optycznej rejestracji warstwy bardzo wazna jest lokalizacja zrodta $wiatta. Przy
réznym o$wietleniu mozna zaobserwowac rozne defekty, co przedstawione zostato na Rys. 8 (Foster
iin. b.d.). Nier6wnosci sa wyraznie widoczne na zdjeciu po prawej stronie, natomiast po lewej widac¢
naswietlone obszary proszku. Prezentowane zdj¢cia sa zdjeciami surowymi, nieobrabianymi.

Rys. 8. Wplyw zmiany lokalizacji zrodta éiatla na optyczny obraz warstwy.

Monitoring kamera szybkoklatkowa (4000 Hz) w systemie wspolosiowym moze pozwoli¢
na rejestracje i analiz¢ zmiany rozmiaru obszaru przetopu. Zazwyczaj dazy si¢ do tego, zeby
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wariancja rozmiaru obszaru byta jak najmniejsza. Dzigki analizie rozmiaru obszaru dla poprzedniej
warstwy, mozna kontrolowa¢ gesto§¢ mocy dla kolejnej warstwy zmniejszajac wariancje obszaru
przetopu o 78%. Redukcja wariancji redukuje liczbe oraz objeto$¢ porow w drukowanym elemencie
(Yeung, Yang, i Yan 2020).

Podczas procesu przyrostowego generowane sg fale akustyczne, ktore moge zostaé
zarejestrowane. Wykorzystujac emisje akustyczng i przeksztalcajac sygnat akustyczny na sygnat
elektryczny mozliwa jest analiza tego sygnatu i wyodrgbnienie momentow, kiedy powstawal defekt
w materiale. Aparatura pomiarowa potrzebna do rejestrowania fal akustycznych zazwyczaj zawiera
czujnik, przedwzmacniacz, przewody oraz system rejestracji sygnatu. Poczatkowo emisja akustyczna
wykorzystywana byta do inspekcji rurociaggdéw, spoin czy integralnosci struktury (Yassin 2020).
Ponizsze badania wskazuja, ze z sukcesem moga by¢ wykorzystane do monitoringu procesu PBF.

Rys. 9 przedstawia charakterystyki dla czterech cech zarejestrowanych podczas badan.
Analiza statystyczna poszczegoélnych sygnatow i parametry takie jak sko$no$¢ czy RMS wyraznie
pokazuja, ze odrdznienie tych sygnalow nie stanowi problemu i wykrycie powstawania porow czy
efektu babelkowania jest mozliwe z wykorzystaniem emisji akustycznej.
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Rys. 9. Przebiegi czasowe sygnatu dla poszczegélnych wydarzen podczas druku (Pandiyan i in.
2020).

10-3

4. Podsumowanie

W pracy przedstawione zostaty podstawowe metody wykrywania btedow w procesie PBF.
Skupiono si¢ na przedstawieniu metod, za pomocg ktorych mozna juz w trakcie trwania procesu
okresli¢ czy przebiega on poprawnie. Jako referencyjne zrédlo informacji dla pozostaltych metod
obserwacyjnych przedstawiono tomografi¢ komputerowa, ktéora obecnie jest gltownie
wykorzystywana do okreslenia bledéw procesu pomimo wysokich kosztow. Przedstawione zostaty
argumenty dlaczego rozwdj metod in situ jest krytyczny dla dalszego rozwoju druku 3D,
a W szczegolnosci metody PBF.

Przeglad literatury przedstawia zdaniem autorow gltowne metody, ktére s3 intensywnie
rozwijane. Obserwacja $wiatla podczerwonego pozwala na obserwacj¢ obszaru przetopu oraz
okreslenie predkosci nagrzewania i chtodzenia, co pozwala na kontrole m. in. przemian fazowych
materialu, czy ilosci dostarczanego ciepta do okre§lonego obszaru aktualnej warstwy. Obszar
przetopu moze by¢ rowniez obserwowany w $wietle widzialnym i za pomoca pewnych algorytmow
powierzchnia obszaru przetopu moze by¢ rowniez kontrolowana. Monitorowane s3 rowniez
poszczegodlne warstwy przed i po przetopieniu, gdzie fotografowana jest cata warstwa, przy réznych
warunkach §wietlnych. R6zne potozenia zrodet $wiatta skutecznie przyczyniaja si¢ do uwidocznienia
wad, ktore nie moga by¢ zaobserwowane z wykorzystaniem jednego zrodta.
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Wykorzystanie emisji akustycznej jako metody monitoringu pozwala na bardzo szybka
analiz¢ sygnatu, poniewaz jest on wzglednie prosty w poréwnaniu do obrazu. Emisja akustyczna
pozwala skutecznie wykry¢ efekt babelkowania czy brak spajania proszku.

Wspomniane wyzej metody mozna rowniez podzieli¢ z uwagi na wymiarowo$¢ zbieranych
danych. Tomografia komputerowa moze by¢ traktowana jako dane 3D, zdjecia w podczerwieni lub
$wietle widzialnym jako 2D, emisja akustyczna lub sygnat zarejestrowany przez fotodiode jako
sygnal 1D. Biorac pod uwage dalszy rozwdj metod monitorowania, nalezy zda¢ sobie sprawe, ze
wyzszy wymiar danych powoduje zdecydowanie wigksza ilo$¢ operacji przetwarzania. Autorzy
publikacji, ktorzy opisuja automatyczne metody klasyfikacji sygnatow (2D lub 1D), zwykle nie
przedstawiajag pordwnania jednego systemu monitoringu z innym. Okaza¢, si¢ moze, ze wlasnie
pofaczenie réznych systemoéw monitoringu pozwoliloby na jeszcze skuteczniejszy monitoring
procesu PBF.
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Streszczenie

Dzigki technologii PBF mozliwe jest wytwarzanie skomplikowanych struktur. Pomimo
zainteresowania tg technologia, jej przemyslowe zastosowania borykaja si¢ z kontrola jakosci
zardwno w trakcie, jaki i po procesie druku 3D. Prototypowe cze$ci czy mate serie produktow sa
kontrolowane w sposdéb manualny, jest to jednak rozwigzanie czasochlonne i kosztowne.
Przedstawiony zbidr prac opisuje obszary, w jakich mozliwe jest zastosowanie wizji komputerowej
oraz przetwarzanie obrazu w celu monitorowania procesu. Opisane rozwigzania pozwalaja na
wykrycie bledow oraz monitoring, m. in. obszaru przetopu proszku metalowego.

1. Wstep

Technologia fuzji proszku w tozu (ang. PBF — Powder Bed Fusion) jest jedna z technologii
przyrostowych, ktéra pozwala na wyprodukowanie czgsci z metalu badz tworzyw sztucznych.
Bazujac na modelu 3D, produkt wytwarzany jest warstwa po warstwie, co pozwala na tworzenie
skomplikowanych struktur, ktore sg trudne badZz niemozliwe do wykonania metodami
konwencjonalnymi. Dodatkowo, proces cechuje sie niskg iloscig odpadéw materialowych — proszek
moze zosta¢ ponownie wykorzystany w kolejnym procesie druku.

Proces PBF (Rys. 10) jest bardzo wrazliwy na zmiang¢ parametrow i wykazuje si¢
niestabilnoscia, co prowadzi do powstawania bledow. W wyniku m.in. nieodpowiedniej ggstosci
mocy dostarczonej do obszaru przetopu, zanieczyszczen proszku, uszkodzenia ramienia
rozprowadzajacego czy btednie zaprojektowanych struktur wsporczych, powstaja bledy takie jak,
podniesienie sie¢ struktury ponad poziom proszku, peknigcia, porowatosci czy bablenie (Kleszczynski
i in. 2016).

Do wykrycia i ewentualnego zapobiegni¢cia dalszego rozwoju bledéw konieczne jest
zapewnienie cigglego monitoringu, ktory pozwoli na wykrycie defektow w czasie rzeczywistym.
Manualna ocena zebranych danych jest czgsto niemozliwa z powodu ilo$ci zebranych danych. Z tego
powodu badacze pracujg nad autonomicznymi metodami monitoringu. Monitoring in-situ moze
obejmowaé m. in. pomiar rozkladu temperatur kamera termowizyjng, wykonywanie zdje¢ w Swietle
widzialnym, rejestracje poprzez czujniki takie jak fotodioda czy sensor AE. Zdjecia w Swietle
widzialnym i podczerwieni wykonywane moga by¢ réwniez kamera szybkoklatkowa (Wang i in.
2020).

Do analizy zebranych zdje¢ coraz czg¢$ciej wykorzystuje si¢ wizj¢ komputerowa. Wizja
komputerowa (ang. CV — Computer Vision) jest dziedzing nauki, ktéra pozwala maszynie
»zrozumie¢” analizowany obraz, a nie tylko go przetworzy¢. Interpretacja obrazu przez maszyng
przedstawia si¢ jako mozliwo$¢ klasyfikacji obrazu, generowanie nowych obrazéw na podstawie
poprzednich, detekcja obiektu czy okre$lenie pozycji i orientacji obiektu na obrazie. Wizja
komputerowa r6zni si¢ od przetwarzania obrazu tym, ze przetwarzanie obejmuje zestaw operacji,
ktére zwracaja zmieniony obraz bez konieczno$ci jego glebszego zrozumienia (np. wyostrzenie
krawedzi, zmiana kontrastu). Czgsto obraz jest wstgpnie przetwarzany, zeby mogt zosta¢ np.
sklasyfikowany metodami wizji komputerowej.
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Rys. 10. Proces PBF z podstawowym systemem rejestracji obrazu (Scime i Beuth 2018a).

Wizja komputerowa i przetwarzanie obrazu zyskuje na popularnosci z powodu rozwoju
oprogramowania jak i sprzetu komputerowego. Z powodu wzglednie duzych rozmiaréw obrazu
(dwuwymiarowego) w poréwnaniu do sygnatéw jednowymiarowych, do przetwarzania i interpretacji
obrazu wymagana jest wigksza moc obliczeniowa. Rozwoj oraz dostgpno$¢ m. in. procesorow
graficznych pozwala obecnie na zdecydowanie szybsza analiz¢ danych niz bylo to w przesztosci.
Oprogramowania otwarte (ang. ,,open source”) czy zamknigte (ang. ,,closed source) pozwalajg na
latwg implementacje podstawowych rozwigzan z dziedziny przetwarzania obrazéw 1 wizji
komputerowej. Do oprogramowan typu open source zaliczy¢ mozna jezyk programistyczny Python
wraz z bibliotekami do przetwarzania obrazu OpenCV czy uczenia maszynowego TensorFlow.
Jednym z oprogramowan zamknictych jest MATLAB, ktory wraz z komercyjnymi dodatkami
zapewnia mozliwosci pracy z obrazami.

2. Opis zagadnienia

Fuzja proszku w tozu wykonywana jest warstwa po warstwie; na podstawie modelu 3D
generowana jest §ciezka przejscia lasera lub wiazki elektronow dla kazdej z warstw. Monitoring in-
situ z wykorzystaniem rejestrowania obrazu obejmowaé moze obserwacj¢ obszaru przetopu jak i catej
warstwy po procesie spajania na danej warstwie oraz po przejéciu ramienia rozprowadzajacego
proszek dla kolejnej warstwy. Systemy monitoringu podzieli¢ tez mozna na systemy niewspotosiowe
(Rys. 10) oraz systemy wspotosiowe (Rys. 11). Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, Zze pomimo iz proces
PBF z laserem (L-PBF) i wiazka elektronéw (E-PBF) jako zrodtami ciepta jest co do zasady bardzo
podobny, to wykorzystanie wspotosiowych systeméw monitoringu z wigzka elektrondw nie jest
mozliwe z powodu cewki odginajacej wiazke (Everton i in. 2016). Wykorzystywanie obrazoéw jako
zrodia informacji moze wystgpi¢ rowniez po procesie PBF, gdzie przy wykorzystaniu tomografii
komputerowej lub obrazowania ciemnego pola neutronowego mozna zaobserwowa¢ defekty (Klein
i in. 2021) Iub mikrostruktury materiatu (Bacak i in. 2020) powstate podczas procesu druku.

Wykorzystanie wizji komputerowej 1 przetwarzania obrazu przebiega w sposob
przedstawiony na Rys. 12. Rejestracja obrazow moze si¢ odbywaé na réznych etapach procesu, takze
po jego zakonczeniu. Przetwarzanie obejmuje operacje takie jak transformacje perspektywy, redukcje
szumow, wykrywanie krawedzi, progowanie (binaryzacja). Na podstawie przetworzonych obrazow
mozna juz wciagna¢ pewne wnioski, natomiast obrazy moga by¢ wykorzystane jako zbior danych do
przygotowania algorytmu klasyfikujacego.

Podstawowymi algorytmami klasyfikujacymi obrazy sa konwolucyjne sieci neuronowe
(ang. CNN — Convolutional Neural Network). Innymi metodami, ktére mogg by¢ stosowane sg:
histogram zorientowanych gradientow (ang. HOG — Histogram of Oriented Gradients) lub model
worka ze stowami (ang. Bow — bag-of-words model) (Caggiano i in. 2019; Scime i Beuth 2018b).
Konwolucyjne sieci neuronowe sg grupg modeli, ktore wykorzystywane sa W uczeniu giebokim (ang.
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Deep Learning) i pozwalaja na zrozumienie interpretowanego obrazu i wyciagnigcie z niego cech
charakterystycznych (ang. ,,feature extraction”) za pomoca warstw konwolucyjnych. Zaleznie od
architektury CNN, sygnalem wej$cia moze by¢ obraz skladajacy si¢ z dowolnej ilosci kanatow.
Najbardziej popularnym rozwigzaniem jest uzycie obrazu jednokanalowego (czarno-biaty) lub
trzykanalowego (obraz kolorowy z kanatem czerwonym, zielonym i niebieskim).
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Rys. 11. Wspotosiowy system rejestracji obrazu (Gutknecht i in. 2021).
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Rys. 12. Wykorzystanie przetwarzania obrazow i wizji komputerowej w procesiec PBF.

Obraz wej$ciowy mozemy opisa¢ jako macierz x. Operacja konwolucji moze by¢
zdefiniowana jako mnozenie filtra w, gdzie w € RFi1*fiz, RFr1*Fiz okre§la warstwe konwolucyjng
o rozmiarze filtra L1 x L2. Cecha, ktéra jest uczona, obliczana jest nastepujgco:

z= @wTx+b)

gdzie b jest stalg, a ¢ nieliniowa funkcjg aktywacji. Przyktadowa funkcjg aktywacji moze
by¢ funkcja ReLU (ang. Rectified Linear Activation):

¢(x) = max (0,x)

Po przeliczeniu obrazu przez warstwe konwolucyjng, dochodzi do redukcji wymiarowosci
dzieki warstwie ,,pooling layer”. Warstwa ta wycigga najwazniejsze informacje, redukujgc wymiar
dzigki operacjom us$redniania badz wyciggania warto$ci maksymalnej. Skladanie naprzemienne
warstw konwolucyjnych i warstw ,,pooling layer” powoduje wielowarstwowo$¢ modelu. Na koncu
modelu, kiedy zostaly wyciagniete cechy charakterystyczne, dodawana jest warstwa ,,fully-
connected”, ktora przelicza z jaka pewnoscig obraz nalezy do danej kategorii. Wynik warstwy ,,fully-
connected” normalizowany jest poprzez funkcje softmax, ktorej wynik jest bezposrednio
wykorzystywany do kategoryzacji obrazu. Funkcja softmax zdefiniowana jest nastepujaco:

e

a(z;) = “E .z,
j=1€"
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gdzie K jest ilodcig klas, ktore sg klasyfikowane. Podczas procesu uczenia definiowana jest
funkcja strat L o, ktora jest obiektem optymalizacji i dazymy do minimalizacji wartosci tej funkcji
(Li i in. 2020). Obecne sieci CNN, takie jak GooglLeNet pozwalajg na klasyfikacj¢ nawet 1000
kategorii i moga by¢ wykorzystywane do douczenia si¢ danych, ktore nas interesuja (ang. ,,transfer
learning”), co znaczaco przyspiesza proces nauki sieci neuronowej oraz zwigksza jej doktadnosc.

3. Przeglad literatury

Jak przedstawiono w opisie problemu, rejestracja obrazu i jego analiza moze zostaé
wykorzystana do podstawowych operacji przetwarzania obrazu, ale rowniez i do klasyfikacji obrazu
w celu jego oceny.

Przyktadem przetwarzania obrazu moze by¢ wykorzystanie zdjg¢cia warstwy do poréwnania
rzeczywistego konturu elementu z zaprojektowanym (Alhwarin i in. 2015). Badacze na podstawie
zdjecia loza proszku przeprowadzaja segmentacje obrazu, okreslajac rzeczywiste kontury. Na
podstawie poréwnania rzeczywistego konturu z zaplanowanym, generowana jest $ciezka robota,
ktory moglby poprawic¢ kontur. Na ten moment $ciezka przebiegu robota jest jedynie symulowana.

Wykorzystanie kamery termowizyjnej pozwala na analiz¢ rozkladu temperatury i na tej
podstawie okreslenie bledow w strukturze (Herzer i in. 2021). Przewodnos¢ cieplna spojonego
i niespojonego materiatu jest inna i dzieki temu, nawet po kliku warstwach, dalej widoczny jest defekt
wynikajacy z braku ciggto$ci materialu. Analiza takiego zdjecia (Rys. 13) z wykorzystaniem
przetwarzania obrazu jest tatwa i w taki sposob defekt moze by¢ zaobserwowany.
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Rys. 13. Zdjecie przedstawiajace roznej dtugosci defekty i ich wptyw na rozktad temperatury (Herzer
i in. 2021).

Dzigki prostym operacjom przetwarzania obrazu mozliwa jest rOwniez rejestracja obszaru
przetopu (Le i in. 2021). Badacze wykorzystujac niewspoOtliniowy system monitoringu
z szybkoklatkowa kamerg i dzigki transformacji perspektywy i progowaniu obrazu sg w stanie
okresli¢ podstawowe parametry obszaru przetopu i poréwnac je do gtdéwnych parametrow druku, tj.
predkosci skanowania czy mocy lasera.

Czarno-bialy obraz Obraz po binaryzacjt

_

Rys. 14. Binaryzacja obrazu obszaru przetopu (Le i in. 2021).
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Konwolucyjne sieci neuronowe zyskaty na popularnosci z powodu wysokiej doktadnosci
podczas klasyfikacji. Jednak z powodu duzej iloSci wag, ktore musza zosta¢ zoptymalizowane,
konieczna jest duza liczba danych wejéciowych, rzedu 10%-10° obrazéw. Zdobycie takiej iloéci
obrazéw dla procesu PBF, nawet wykorzystujac metody powigkszania zbioru danych, jest bardzo
czasochlonne. Rozwigzaniem takiego problemu moze by¢ wykorzystanie sieci wczesniej nauczonej
na wickszym zbiorze, niekoniecznie takim jak nasze zagadnienie. Przykladowa sieciag moze by¢:
GooglLeNet lub AlexNet. Sie¢ GoogLeNet sktada si¢ z 22 warstw i przygotowana jest do klasyfikacji
obiektdw z bazy danych ImageNet, ktora zawiera 1000 klas i ponad 108 obrazéw. Warunkiem uzycia
wstepnie przeszkolonej sieci jest wykorzystanie takiego samego rozmiaru danych wejsciowych.
W przypadku GoogLeNet jest to 224 x 224 x 3, co oznacza, ze dang wejSciowa musi by¢ obraz
0 wymiarach 224 x 224 pikseli z trzema kanatami (np. czerwonym, zielonym i niebieskim). Autorzy
pracy (Scime i Beuth 2018a) wykorzystali sie¢ AlexNet, gdzie kazdy z kanatow reprezentowat inny
obszar toza. Dzigki analizie kazdej z warstw wydruku, mogli stworzy¢ mape obrazujacg w ktorej
lokalizacji powstatly bledy (Rys. 15).
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Rys. 15. Zaobserwowany btad druku za pomoca konwolucyjnej sieci neuronowej (Scime i Beuth
2018a).

Wizja komputerowa i przetwarzanie obrazu moze by¢ wykorzystywane nie tylko do
wykrywania btedow w trakcie trwania procesu, ale rowniez do charakteryzacji mikrostruktury (Rys.
16). W tym przypadku z powodu m. in. pozostato$ci proszku metalurgicznego, proste ustawienie
warto$ci progowej, powyzej ktorej piksel przyjmuje warto$¢ 1, jest nieskuteczne. Konieczne jest
zastosowanie sieci neuronowej, ktora wyznaczy prawdopodobienstwo do jakiego obszaru dany piksel
nalezy. Segmentacja takiego typu pozwala pozniej na stworzenie rzeczywistego modelu 3D, ktory
moze by¢ uzyty do analiz MES. Wykorzystana tutaj sie¢ neuronowa U-Net zostata wstepnie
zaproponowana do segmentacji obrazéw z dziedziny bioinzynieri.

Wejécie: zdjecia ze skanu CT (100 x 100) Sie¢ U-Net z piecioma warstwami konwolucyjnym
) + § o) =
(o)
Aktywacja wartosei progowej ‘Wyjécie: obraz po segmentacji (100 x 100)

i R
— {8
Lo

Rys. 16. Proces segmentacji mikrostruktury czesci wytworzonej metodg PBF (Korshunova i in.
2020).

Pomimo tego, ze przeglad ten dotyczy wykorzystania wizji komputerowej i pracy nad
obrazami, nalezy wspomnie¢, Ze sieci neuronowe moga by¢ wykorzystane rowniez do analizy innych
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sygnatow, takich jak spektrogramy, ktore z punktu widzenia wymiarowosci i charakterystyki bardzo
przypominaja obraz. Podczas procesu PBF mozna rejestrowac emisje akustyczng i na tej podstawie
wygenerowaé spektrogram. Badania z wykorzystaniem CNN 1isygnatu z emisji akustycznej
wykazujg, ze doktadno$¢ klasyfikacji jest bardzo wysoka i dla efektu bablenia (ang. ,,balling effect”)
dochodzi nawet do 98% (Pandiyan i in. 2022).

4. Podsumowanie

Monitoring oraz analiza zebranych danych podczas procesu PBF pozwala na wykrycie wielu
btedow powstajacych podczas druku, jak rowniez analiz¢ np. mikrostruktury materialu. Manualna
ocena zebranych danych jest niemozliwa z powodu zbyt duzej ztozonosci danych i czasu, jaki jest
dopuszczalny na analiz¢ (w przypadku metod in-situ), a takze z powodu wystepowania btgdow
ludzkich. Ktadziony jest wigc nacisk na rozwoj metod, ktére w sposdb automatyczny ocenig zebrany
materiat. Wykorzystanie metod przedstawionych powyzej moze skutecznie przyczyni¢ si¢
rozwigzania problemu monitoringu, co jest jednym z gtownych powoddéw braku szerszego
zastosowania procesu PBF.

Przedstawione zostaly obszary procesu PBF, w ktorych wykorzystywana jest wizja
komputerowa oraz przetwarzanie obrazéw. Okazuje sie, ze dzigki prostym metodom przetwarzania
obrazu mozna wyznaczy¢ podstawowe charakterystyki obszaru przetopu, a konwolucyjne sieci
neuronowe pozwalaja warstwa po warstwie analizowa¢ wytwarzany element. Skutecznos¢
konwolucyjnych sieci neuronowych zostata potwierdzona zrédtami, ktore korzystaty z rozwiazan
typu ,,open source” oraz oprogramowania komercyjnego.

Z powodu coraz wickszego zainteresowania sieciami neuronowymi i ich zastosowaniu
w klasyfikacji obrazéw opisany zostal podstawowy schemat budowy typowej konwolucyjnej sieci
neuronowej. Przytoczone prace wskazuja na potrzebe rozwoju autonomicznych metod monitoringu
oraz analizy danych zebranych podczas procesu PBF.
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Streszczenie

Trend na wykorzystywanie alternatywnych produktow opartych na plazmie (np. woda
plazmowana - ang. plasma-activated water, PAW), wkroczyl w wiele dziedzin nauki. W ciggu
ostatnich kilkunastu lat woda plazmowana intryguje naukowcoéw na catym Swiecie. Wedtug danych
z PubMed’u, w latach 2014-2021 obserwowana jest wyrazna tendencja rosnaca, jesli chodzi o ilo§¢
publikacji zwigzanych z tg tematyks. Cata rzesza pozytywéw PAW, pozwolila jej zyskaé miano
HSwigtej wody”. W zwiazku z tym, intensywnie prowadzone sg badania na temat jej potencjalnego
wykorzystania w medycynie, biotechnologii, ogrodnictwie, rolnictwie i technologii zywnosci.
Ponizszy tekst jest przegladem aktualnej literatury, opisujacym wiasciwosci wody plazmowanej oraz
zwracajacym uwage na jej réznorodne potencjalne wykorzystanie m.in. biologiczne, a przede
wszystkim oceng oddziatywania na mikroorganizmy.

1. Wstep

Woda aktywowana plazmg (ang. plasma-activated-water - PAW), okreslana takze mianem
wody plazmowanej, wody uzdatnianej plazma, tworzona jest poprzez poddanie wody dziataniu
nietermicznej plazmy (czwarty stan skupienia materii). Aktualnie prowadzone badania dotycza
dwoéch glownych metod otrzymywania wody uzdatnianej plamg, w ktorych wytadowania plazmy
nastepuja nad powierzchnia roztworéw, badz wytworzenie plazmy ma miejsce bezposrednio
w cieczy. Wyladowania plazmowe generowane w fazie gazowej, stykajacej si¢ z powierzchnig wody
sa najczesciej stosowang metodg. Plazma wytwarzana jest w pewnej odleglosci od powierzchni
roztworu i1 nie ma bezposredniego kontaktu z ciecza. W przypadku drugiej metody, plazma
generowana jest w roztworze, co wymaga silniejszego pola elektrycznego i skutkuje podwyzszaniem
temperatury roztworu, a zatem wymusza koniecznos$¢ chtodzenia (Mai-Prochnow i in. 2021).

Aktywno$¢ Dbiologiczna wody plazmowanej zwigzana jest glownie ze stgzeniem
reaktywnych form tlenu i azotu, powstajacych gltéwnie w fazie wodnej, rzadziej na granicy fazy
ciektej i gazowej. Wytwarzanie tych indukowanych plazmowo form reaktywnych zalezne jest od
szeregu parametrow, m.in. rodzaju gazu no$nego, konfiguracji elektrod, przytozonego napigcia i jego
polaryzacji, czasu dziatania plazmy, objetosci roztworu i jego sktadu (Zhou i in. 2020).

Plazmowe uzdatnianie wody przyczynia si¢ do jej zakwaszenia (pH~3), wzrostu potencjalu
oksydacyjno-redukcyjnego, przewodnos$ci oraz powstawania reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu
(RNS), wspolnie okreslanych mianem RONS (z ang. Reactive Oxygen and Nitrogen Species) (Rys.1).
W rezultacie PAW ma inny sktad i wlasciwosci fizykochemiczne niz tradycyjna woda. Glownymi
reaktywnymi formami w wodzie plazmowej s3: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy,
nadtlenek wodoru, ozon, tlenek azotu czy nadtlenoazotyn (Chen i in. 2018; Kaushik i in. 2018; Zhou
i in. 2020; Mai-Prochnow 2021). Zgodnie z danymi literaturowymi, przewodnos$¢ elektryczna wody
plazmowanej jest bezposrednio zwigzana z jej kwasowos$cia. Im nizsze jest pH roztworu, tym wyzsza
jest przewodnos$¢, co zwigzane jest z wiekszg ruchliwoscig jonéw H* w pordwnaniu do jonow
hydroksylowych. Ponadto wskazuje si¢ rowniez na zalezno$¢ przewodnosci roztworu od mocy
wyladowan plazmy — im wigksza jest moc wyladowan, tym nizsze uzyskuje si¢ wartosci
przewodnosci elektrycznej (Anderson i in. 2016).

Na terenie Polski woda plazmowana nie podlega sprzedazy w marketach, dyskontach ani
innych rodzajach sklepow. Uregulowan prawnych dotyczacych uzytkowania wody plazmowanej w
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Polsce na dzien dzisiejszy nie ma. Opisywang wod¢ mozna na ten moment naby¢ jedynie u producenta
do celow naukowych lub prywatnych (Oszczgda 2022).

Do jej wytworzenia
nie sa potrzebne
substancje chemiczne
1 duze naklady energii

powstajg CECHY WODY niskie pH
RONS PLAZMOWANEJ (pH~3)
Wysoki potencjat
oksydacyjno-redukcyjny

Rys. 1. Gléwne cechy wody aktywowanej plazma.

2. Kierunki zastosowan wody plazmowanej

Z uwagi na posiadane unikatowe wlasciwosci, woda plazmowana znajduje potencjalne
zastosowanie w medycynie i wielu galeziach przemystu (Rys.2).

Badania naukowe wskazuja na wlasciwosci lecznicze i biobdjcze PAW. Su i in. (2018)
wykazali, iz woda plazmowana posiada zdolno$§¢ inaktywacji m.in. wirusa pomoru drobiu (ang.
Newcastle disease, ND) — zakaznej choroby ptasiej. Obecne w wodzie reaktywne formy tlenu i azotu
(RONS) moga bowiem wchodzi¢ w interakcje z weglowodanami, biatkami, doprowadza¢ do
peroksydacji lipidow, inicjowaé zmiany w wigzaniach chemicznych i strukturze molekularnej
czgsteczek. Skutkuje to modyfikacjami w strukturze wirusa, dochodzi do uszkodzenia i/lub degradacji
niektorych biatek i mutacji kwasu rybonukleinowego. Przyjmuje si¢, ze niskie pH wody, w ktorej
obecne s RONS, przyczynia si¢ do synergii w dziataniu, co skutkuje zwigkszong aktywnoscig
biobdjcza (Zhou i in. 2020).

Stosowanie plazmy niskotemperaturowej moze stanowi¢ rowniez alternatywe dla
konwencjonalnych terapii przeciwnowotworowych. Efekt antykancerogenny przypisywany jest
réowniez obecnosci RONS, ktore wspomagaja apoptozg komoérek nowotworowych. Tanaka i in.
(2015) oraz Zhou i in. (2020) donosza, iz roztwory poddane dzialaniu plazmy sg skuteczne w walce
z nowotworami skory (w tym czerniakiem), glejakiem, rakiem jajnika, guzem moézgu, rakiem
zotadka, piersi czy ptuc. PAW wykazuje takze wysoka skuteczno$¢ w przypadku nowotworow
rozsianych. Ponadto, obniza regulacj¢ licznych szlakow sygnatowych przezycia i proliferacji
komorek, np. szlaku sygnalowego PI3K/AKT oraz Ras/MAPK (Tanaka i in. 2015).

W  literaturze pojawiaja si¢ takze wzmianki o zastosowaniu wody plazmowane;j
w stomatologii. Jak podaje WHO, choroby przyzebia oraz prochnica zgbow sa jednym
Z najistotniejszych globalnych probleméw zdrowia jamy ustnej, stanowigcych gtowna przyczyne
utraty zgbow. Aktualne badania rekomenduja stosowanie antybakteryjnych ptynéw do ptukania jamy
ustnej na bazie wody aktywowanej plazma. Li i in. (2017) udowodnili skutecznos¢ PAW
w inaktywacji trzech patogenow jamy ustnej, powigzanych z chorobami przyzebia (Porphyromonas
gingivalis) i prochnicg (Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus). Naukowcy sugeruja, iz
reaktywne formy zwiazkow wystepujace w wodzie moga powodowa¢ zmiany w blonach
komorkowych bakterii, prowadzac do wycieku biatka i wewnatrzkomorkowego DNA. Dodatkowo
zasugerowano, ze PAW moze sta¢ si¢ obiecujagcym nowym sktadnikiem preparatow do wybielania
zgbow (Zhou i in. 2020).
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Liczne wzmianki literaturowe dotyczg wykorzystania PAW w rolnictwie, ogrodnictwie,
dziedzinach powiazanych w fizjologia roslin (stymulowanie kietkowania nasion, poprawa wzrostu
roélin) (Kaushik 2018; Bradu i in. 2020; Zhou i in. 2020). Ponownie, olbrzymia rol¢ odgrywajag RONS
powstajace na skutek dziatania plazmy. Sg one aktywne w szlakach sygnatowych ro$lin, regulujacych
procesy metaboliczne, reakcje na stres itp. (Bradu i in. 2020). Thirumdas i in. (2018) sygnalizuja
zdolno$¢ wody plazmowanej do hamowania hormon6éw odpowiedzialnych za spoczynek nasion.
Autorzy wskazujg, iz moczenie nasion ro$linnych w wodzie uaktywnionej plazma chroni je przed
bakteriami patogennymi i jednoczesnie intensyfikuje kietkowanie. Ci sami autorzy wspominaja, ze
obecne w roztworach jony azotanowe sa wchtaniane przez korzenie roslin, stanowig zrodio tego
pierwiastka i przyczyniaja si¢ do intensyfikacji wzrostu roslin. Zhou i in. (2020) opisali pozytywny
wplyw wody plazmowanej na kietkowanie nasion i wzrost siewek fasoli ztotej. Sg rowniez wzmianki
0 pozytywnym wplywie PAW na przyrost rozmiaru roslin takich jak pomidor (Solanum
lycopersicum), rzodkiewka (Raphanus sativus), fasola wielokwiatowa (Phaseolus coccineus) czy
arbuz (Citrullus lanatus) (Park i in. 2013). W 2015 roku grupa japonskich naukowcow prowadzita
szeroko zakrojone badania z udzialem wody plazmowanej na truskawkach (Fragaria ananasa).
W trakcie trwajacego 63 dni eksperymentu zauwazono, iz sadzonki ro$lin podlewane woda
plazmowana byly o ok. 5 cm wicksze, w stosunku do réwnolegle prowadzonej hodowli kontrolne;j.
Dodatkowo, ocena cze$ci jadalnych wykazata, iz zawarto$¢ cukru w owocach z uprawy PAW byta
0 ok. 40% wyzsza (Takahata i in. 2015). Zauwazono réwniez mozliwos$¢ stosowania PAW jako
srodka ochronnego upraw przed grzybami pojawiajacymi si¢ po zbiorach (Kaushik i in. 2018).

PLAZMA

/

WODA

WODA PLAZMOWANA

Skazenie mikrobiologiczne produktow zywnoSciowych, zarowno $§wiezych, jak
i paczkowanych to nadrzedny czynnik wplywajacy na bezpieczenstwo zywnosci. Z uwagi na bogaty
sktad oraz sposob produkcji, zywnos¢ jest wysoce podatna na zanieczyszczenia mikrobiologiczne na
kazdym etapie produkcji, magazynowania i obrotu handlowego. Powoduje to nie tylko straty
ekonomiczne, ale przede wszystkim stwarza realne zagrozenie dla zdrowia. Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO) oszacowala, iz blisko 600 milionéw ludzi rocznie do§wiadcza choréb zwigzanych
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ze zjedzeniem skazonej zywno$ci (Internet 1). Rosngce zapotrzebowanie przemystu na nowe
technologie utrwalania zywnosci (szczegdlnie nietermiczne) sprawity, iz metody z udziatem zimne;j
plazmy staly si¢ interesujaca alternatywa. Z racji swojego dziatania biobdjczego, PAW moze by¢
stosowana do inaktywacji mikroorganizméw znajdujacych si¢ w zywnosci, czy utrzymywania
wiasciwej jako$ci owocdw po zbiorze (Zhou i in. 2020). Ma i in. (2015) wskazali na skutecznosé
wody utrwalanej plazmg niskotemperaturowa w dekontaminacji S. aureus znajdujacego si¢ na
truskawkach, bez wywotania znaczacych zmian w kolorze, jedrnosci i pH owocow. Ponadto
odnotowano, iz po =zastosowaniu PAW nie obserwowano zmian grzybiczych w trakcie
przechowywania truskawek. Zblizone badania przeprowadzono rowniez na pieczarkach, oceniajac
efekt dziatania wody plazmowanej na konserwacj¢ pozbiorcza grzybow. Ustalono, iz traktowanie
pieczarek PAW zmniejszylo liczb¢ drobnoustrojow, w okresie tygodniowego przechowywania.
Ponadto odnotowano zahamowanie migkniecia grzybow, wzgledem proby kontrolnej (Xu i in. 2016).
Najnowsze badania dotycza wykorzystania PAW w utrwalaniu produktéw miesnych. Zhao iin (2020)
wykazali potencjal wody plazmowanej w niszczeniu drobnoustrojow w $wiezym migsie wotowym,
bez wywotywania negatywnych zmian w jego kolorze, teksturze i kwasowo$ci. Badania potwierdzaja,
ze woda plazmowana moze by¢ alternatywa do nadmiernie stosowanych azotandéw i azotyndw
W konserwacji mies (Jung i in. 2017).

Cenng wtasciwos$cia wody plazmowanej jest jej potencjalna zdolno$¢ do rozktadu
pozostatosci antybiotykdow i pestycydéw w wodzie i opakowaniach, o czym wspomina Sharma i in.
(2021). PAW z powodzeniem stata si¢ srodkiem myjacym i dezynfekujacym powierzchni¢ warzyw
i owocOw, bez negatywnego wplywu na ich jakos$¢, teksture, parametry sensoryczne, warto$ci
odzywcze, ludzkie zdrowie jak rowniez srodowisko (Kaushik i in. 2018; Sharma i in. 2021).

3. Dzialanie wody plazmowanej na komérki mikroorganizmow

Mikroorganizmy lokalizowane sa we wszystkich mozliwych $rodowiskach na $wiecie.
Liczne drobnoustroje zaliczane sg do patogendow, szkodzacych ro§linom, zwierzetom i przede
wszystkim ludziom. Warto zwrdci¢ uwage na temat powszechnie wystgpujacych biofilmow. Biofilmy
okreslane sa jako zbiorowiska komorek drobnoustrojow, begdacych w bliskim sgsiedztwie
i zawieszonych w strukturze skladajacej sie z samodzielnie wytwarzanych zewngtrzkoméorkowych
substancji polimerowych — EPS (ang. Extracellular polymeric substances) (Flemming i in. 2016).
Dzigki tworzeniu zazwyczaj mieszanych pod katem gatunkowym spotecznosci, biofilmy wykazuja
wigksza oporno$¢ na preparaty przeciwdrobnoustrojowe (Mai-Prochnow i in. 2021). Biofilmy
bakteryjne zasiedlaja r6znorodne powierzchnie — wystepuja w przyrodzie, jak i lokalizowane sa na
elementach codziennego uzytku (np. dno psiej miski), na zywno$ci czy wyrobach i sprzetach
medycznych. Owe struktury sa niepozadane, a ich eliminacja z réznych powierzchni, szczegolnie
medycznych, jest nie lada wyzwaniem. Wielu autoréw dowodzi, iz PAW posiadaja dziatanie
przeciwbakteryjne czy antybiofilmowe (Chen i in. 2017; Chen i in. 2018; Mai-Prochnow i in. 2021).
Mai-Prochnow i inni twierdza, ze to r6zne RONS, wytwarzane podczas powstawania PAW wywieraja
gleboki wplyw na pojedyncze komorki mikroorganizméw - sktadowe biofilmu, przez co zaburzaja
jego strukture np. rozrywajac matryce biofilmu. Skutkuje to uwolnieniem si¢ bakterii w formie
planktonicznej, co czyni je bardziej podatnymi na u$miercenie i usunigcie z powierzchni. Julak i in.
(2012) wykazali moznos$¢ stosowania wody aktywowanej plazma, jako $rodka do zabijania bakterii
m.in. Staphylococcus epidermidis w cieczach. Autorzy podkre$laja przede wszystkim rolg
kwasowego srodowiska oraz wolnych rodnikéw w dziataniu mikrobiobdjczym wody, powodujacym
uszkodzenia DNA, biatek komorkowych (Julak i in. 2012; Traylor i in. 2011; Kaushik i in. 2018).
Kamgang-Youbi i in. udowodnili, ze okolo 80% bakterii Gram-ujemnych H. alvei zostato
wyeliminowanych po zastosowaniu PAW, natomiast drozdze Saccharomyces cerevisiae
charakteryzowaly si¢ wyzsza opornoscig na PAW, najprawdopodobniej z powodu bardziej ztozonej
struktury komoérkowej u eukariontow. We wczesniejszym rozdziale wspomniano takze o innych
pozytywnych aspektach stosowania wody plazmowanej, w kontekécie zwalczania drobnoustrojow.
W tabeli zbiorczej (Tab.1) zestawiono przyktadowe odkrycia dziatania wody aktywowanej plazmag
na mikroorganizmy.
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Tab. 1. Zestawienie wynikéw badan naukowych dotyczacych wptywu wody plazmowanej (PAW) na
mikroorganizmy i biofilmy.

Wplyw wody plazmowanej na mikroorganizmy i biofimy

Zrédlo

Zaburzenie struktury biofilmu, poprzez interakcje ze sktadnikami
biofilmu

Mai-Prochow i in.
2021

Inaktywacja Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli i
Candida albicans

Juldk iin. 2012

Zmniejszenie zywotnosci komorek E. coli o blisko 5 jednostek
logarytmicznych

Traylor i in. 2011

Redukcja populacji Staphylococcus epidermidis, Leuconostoc
mesenteroides, Hafnia alvei i drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Kamgang-Youbi i in.
2009

Ochrona przed mikroorganizmami patogenicznymi ro$lin i upraw

Thirumdas i in. 2018
Kaushik i in. 2018

Zwalczanie patogenow jamy ustnej tj. Streptococcus mutans,

- - . S Liiin. 2017
Actinomyces viscosus i Porphyromonas gingivalis
Jungiin. 2017
Eliminacja szkodliwych bakterii na produktach spozywczych, Kaushik i in. 2018
owocach, warzywach czy migsie Zhou i in. 2020

Sharmai in. 2021

4. Podsumowanie

Wyjatkowe wilasciwosci fizykochemiczne, biochemiczne i biologiczne wody poddawanej
dziataniu plazmy niskotemperaturowej przykuwaja uwage coraz wigkszej liczby badaczy i jednostek
przemystowych. Dotychczasowe badania prowadzone z uzyciem wody aktywowane plazmag
dowodza, ze mozna uznaé PAW za obiecujace rozwigzanie do wielu zastosowan, m.in.
biomedycznych (dekontaminacja sprz¢tu i powierzchni medycznych), biologicznych czy
biotechnologicznych. Sama produkcja wody uaktywnionej przy pomocy plazmy nie wykorzystuje
substancji chemicznych, nie prowadzi do emitowania CO, czy substancji szkodliwych, jest
zrownowazona i energooszczedna, zatem stanowi przyktad metody przyjaznej srodowisku. Pomimo
licznych pozytywnych efektow omawianej wody, nie sag dobrze poznane negatywne skutki jej wptywu
na organizmy zywe, co powinno by¢ przedmiotem przysztych badan.
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Streszczanie

W artykule opisane zostaly problemy jakie s3 stawiane przed przedsigbiorcami
zdecydowanymi na wdrozenie technologii przyrostowych w firmach produkcyjnych. Zwrdcono
uwage na aspekty wdrozeniowe i ekonomiczne zwigzane z wyborem odpowiedniej technologii
przyrostowej, wymagania materialowe oraz zastosowanie. Nastgpnie opisane zostaly
najpopularniejsze technologie druku 3D (SLM i EBM). Przedstawiono rozwigzania stosowane na
$wiatowym rynku przemystu produkcyjnego.

1. Wstep

Technologie przyrostowe zyskuja coraz wigkszg popularno$¢ oraz zastosowanie w polskim
przemysle produkcyjnym. Najpopularniejsza z nich jest FDM/FFF (ang. Fused Deposition
Modelling/Fused Filament Fabrication), w ktorej termoplastyczny materiat (filament) naktadany jest
warstwa po warstwie na stot roboczy tworzac fizyczny obiekt na podstawie komputerowego modelu
(KiBling et. al 2000). W przypadku wytwarzania przyrostowego z metali podobienstwo polega na
naktadaniu materiatu (proszku metalu) warstwa po warstwie do momentu wykonania catego
elementu. Natomiast réznice polegaja na rodzaju stosowanego materialu oraz sposobie jego faczenia.
W zaleznosci od technologii taczenie najczesciej przebiega za pomoca wiazki elektrondw (np. EBM
- Electron Beam Melting) lub lasera (np. SLM - Selective Laser Melting). Roznice dotycza nie tylko
sposobu taczenia ze sobg materiatu, ale takze budowy urzadzen drukujacych oraz kosztow ich
uzytkowania.

Nieustanne zainteresowanie technologiami przyrostowymi wymusilo na producentach
materiatdbw realizacj¢ kolejnych projektow badawczo-rozwojowych. Nowoczesne materiaty
zapewniaja podobne do tradycyjnych technologii parametry wytrzymatosciowe (Symes et. al 2012).

2. Potrzeby produktowe

Wytwarzanie przyrostowe nie zastgpi tradycyjnej produkcji elementéw, lecz bedzie jej
uzupetnieniem w uzasadnionych przypadkach. Najczgsciej technologie druku 3D wykorzystuje sig
do:

— wytwarzania matych serii produktowych,
— wytwarzania cze$ci na zapas zastepujac tradycyjny proces produkcji.

W zalezno$ci od przeznaczenia analizie nalezy podda¢ komputerowy model brytowy oraz
dobra¢ materiat i technologi¢ wykonania. W kazdej technologii wystepuje post-processing, czyli
dodatkowa obrobka najczesciej mechaniczna polega na usunigeiu  struktur podporowych, zmiany
wiasciwo$ci mechanicznych lub wizualnych (4. Wittbrodt et. al 2013; Mazgajczyk et. al 2014).
Elementy wykonane za pomoca drukarek 3D s3 uzytkowane, a w ostatniej fazie powinny zostaé¢
poddane procesowi recyklingu.

Przedstawiony powyzej proces ze wzgledow ekonomicznych jest optacalny w nastgpujacych
przypadkach:
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— wykonaniu elementéw o skomplikowanej geometrii (azurowej),
— personalizacji produktu (np. implanty wykorzystywane w medycynie),
— wykonaniu elementéw na indywidualne potrzeby/zamowienie klienta.

Najczesciej wykorzystuje sie technologie przyrostowe do wykonywania czeéci zamiennych,
w celu zapewnienia np. ciaglosci pracy linii produkcyjnej. Cechg charakterystyczng tego rodzaju
zastosowan jest wykonywanie W warunkach produkcji jednostkowej lub matoseryjnej. Innym
przyktadem sa elementy wykonane w celu produkcji elementow w szybki i elastyczny dla
uzytkownika sposob. Trzecim przykladem s3a produkty spersonalizowane, zwickszajace
kompleksowos¢ konstrukeji lub funkcjonalnos$¢ produktu. Ostatnim zastosowanie sg elementy
produkowane masowo biorgce pod uwage upodobania klienta (Mazgajczyk et. al 2014; Shafiee and
Atala 2016; Sieminski i Budzik 2015; Mandrycky et. al 2015; Ozbolat and Yu 2013).

Firma produkcyjna powinna przed rozpoczeciem procesu wdrozenia oraz przed zakupem
urzadzenia (drukarki 3D) okresli¢ jakie potrzeby produktowe bedg zaspokajane. Kazda z technologii
posiada inna specyfikacje techniczna, a takze inne wymagania dotyczace wykorzystanych
materiatdw. Warto wspomnie¢, ze elementy wykonane za pomocg drukarki 3D moga posiadac takie
same badZz zblizone wifasnosci wytrzymatosciowe jak elementy wykonane z zastosowaniem
tradycyjnych technologii wytarzania niz czgsci wykonane w tradycyjnej produkcji. Nalezy jednak
wzia¢ pod uwagg utozenie elementu na stole roboczym oraz wielko$¢ czastek materialu uzywanego
w procesie druku 3D (Kordowska i in. 2015; Sieminski i Budzik 2015).

3. Wybér technologii

Proces druku 3D zaczyna si¢ od przygotowania komputerowego modelu 3D. Zmiana lub
obsluga nowych programow niezbednych do samodzielnego zamodelowania elementu moze
wymaga¢ dodatkowego szkolenia dla pracownikéow. Warto przedyskutowac z kadra pracownicza
zmiang programéw do modelowania. Innym sposobem pozyskania modelu komputerowego jest
skanowanie 3D. Zakup skanera to duzy wydatek (od kilku do nawet kilkuset tysigcy ztotych). Do
obshugi urzadzenia niezbe¢dna bedzie wykwalifikowana kadra pracownicza oraz dodatkowe $rodki
(np. preparaty matujgce powierzchnig).

Po wykonaniu modelu brylowego kolejnym waznym krokiem jest nadanie parametrow dla
urzadzenia oraz wyznaczenie struktur podporowych (suportow). Zapobiegaja one odksztalceniu si¢
elementu podczas procesu wytworczego. To bardzo wazny krok czesto decydujacy o pozytywnym
zakonczeniu procesu druku 3D.

Urzadzenia pracujace w technologii FDM/FFF s3 stosunkowo tanie i czgsto wykorzystywane
przez hobbistow do wykonywania wydrukoéw na uzytek domowy, o tyle zakup drukarek 3D dla metali
jest zarezerwowane jedynie dla wybranych firm lub uczelni wyzszych. Koszty zakupu zaczynaja si¢
od kilkuset tysiecy ztotych. Nie mozna zapomnie¢ o przystosowaniu pomieszczenia oraz zakupie
urzadzen do post-processingu (obrobki cieplnej, mechanicznej, recyklingu niespieczonego proszku
czy stacji do czyszczenia wydruku) (Murphy and Atala 2014; Muzalewska et. al 2014).

Do najpopularniejszych technologii przyrostowych zalicza si¢ Selective Laser Melting, ktora
wykorzystuje si¢ gtownie w przemysle lotniczym, samochodowym, centrach serwisowych,
medycynie, stomatologii oraz uczelniach wyzszych. Wiazka $wiatta lasera odbijana jest przez
ruchome zwierciadto. Nastgpnie wigzka lasera spieka proszek metalu nasunigty przez zgarniacz
tworzac fizyczny obiekt. Po zakonczeniu spiekania warstwy platforma robocza jest opuszczana
0 wysokos$¢ odpowiadajaca grubosci warstwy, a nastgpnie caty proces jest powtarzany. Proces druku
3D przebiega w zamknigtej komorze roboczej o ostonie gazu ochronnego, np. argonu (Kromka-
Szydek i in. 2013). Po zakoficzeniu procesu elementy zostajg 0CzyszCzone z hiespieczonego
materiatu, ktory zostaje poddany przesianiu i jest wykorzystywany ponownie do produkcji kolejnej
czesci. Wykorzystane ponownie moze zosta¢ nawet 90% materialu. Nalezy pamigta, ze w tej
technologii wykorzystywane sg struktury podporowe, ktére zapobiegaja deformacji elementu podczas
procesu druku 3D.
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Laser emituje wiazke éwiatta

Ruchome zwierciadto nadaje jej wtasciwy kierunek

zgarniacz—l i

Swiatto lasera roztapia wierzchnia
warstwe sproszkowanego metalu

sproszkowany metal

i obiekt

Gdy roztopiony metal zastyga,
taczac sie z reszta drukowanego
obiektu, platforma, na ktérej
spoczywa obiekt, przesuwa sie
w dot, nastepnie platforma
z surowcem podnosi sie

Zgarniacz naktada

kolejna warstwe proszku
oraz usuwa jego nadmiar
do pojemnika ————

Rys. 1. Schemat technologii SLM [zrédto: https:/przemyslprzyszlosci.gov.pl/specjalistyczny-druk-
3d-w-technologii-slm-z-uzyciem-stali-stopow-a-nawet-zlota-i-srebra/].

Producenci maszyn opatentowali podobne technologie pod nazwami:
— Direct Metal Laser Melting (DMLM),
— Direct Metal Laser Sintering (DMLS).

Technologia DMLM to rodzaj stapiania toza proszkowego, w ktorym wigzka lasera osigga
pelne stopienie sproszkowanego metalu, tworzac jednorodny element. W technologii DMLS
spiekania (jak sugeruje nazwa) zachodzi topienie proszku metalu.

Po zakonczeniu procesu druku 3D elementy podawane sg obrobce cieplnej, a w niektorych
przypadkach rowniez mechanicznej. W kolejnym etapie elementy odcinane sg od platformy roboczej
drukarki 3D. Czynno$¢ ta nie powinna zosta¢ wykonana wczesnie, poniewaz moze spowodowaé
deformacje wydrukowanego elementu. Post-processing moze dotyczy¢é roéwniez poprawy
wilasciwosci wizualnych poprzez piaskowanie, szlifowanie, polerowanie lub dodawanie powlok.
W celu uzyskania pozadanej dokladnosci wymiarowej wykorzystuje si¢ obrobke mechaniczng
wykorzystujac np. maszyny CNC.

W przypadku technologii SLM czasteczki maja wielko$¢ okoto 40um. Przez restrykcyjne
wymagania proszki metalu najczesciej wytwarzane sg w procesie atomizacji gazowej lub plazmowe;j.
Liczba dostepnych materiatow jest ograniczona. Najczgsciej wykorzystywane to:

— stale narzedziowe,

— stale nierdzewne,

— stopy aluminium,

— stopy tytanu,

— stopy niklu,

— stopy kobaltu i chromu,
— stopy miedzi.

Innowacyjnym podejSciem do procesu wytwarzania przyrostowego sa urzadzenia
hybrydowe (taczace w sobie technologie SLM oraz obrabiark¢ CNC. Proces zaczyna si¢ od druku
3D, gdzie nastgpnie element jest obrabiany za pomoca narzedzi skrawajacych.
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Roéwnie popularng technologia przyrostowa jest EBM (rys. 2), ktéra wykorzystuje wiazke
elektrondow do spajania ze soba czasteczek proszku metalu. Proces produkcyjny sktada sie
z drukowania wstepnego oraz gléwnego.

Przed rozpoczeciem procesu drukowania 3D pojemnik, w ktéorym znajduje si¢ proszek
metalu napetniany jest odpowiednim materialem. Po wykonaniu tej czynnosci pojemnik zostaje
umieszczany w drukarce 3D, a ci$nienie wewngtrzne jest ustawione do wartosci okoto 0,0001 mBar.
Kiedy w komorze roboczej osiggane jest odpowiednie ci$nienie, wigzka elektronow podgrzewa
platformg roboczg do wysokich temperatur, np. warto$¢ ta moze wynosi nawet 600-700°C dla tytanu.
Po podgrzaniu platformy roboczej mozna rozpoczaé proces drukowania gtdéwnego. Rozpoczyna sig¢
on od ponownego powlekania proszkowego, ktore naktada pojedyncza warstwe wstepnie ogrzanego
proszku na platforme¢ robocza. Nastepnie wigzka elektronow spieka material. Jej kontrola przebiega
przez zestaw cewek elektromagnetycznych, ktore precyzyjnie kieruja wiazke w pozadane punkty
platformy roboczej. Po ukonczeniu platforma robocza jest opuszcza si¢ o jedng warstwe na wysokos$¢.
Ten proces jest powtarzany, az do uzyskania gotowego elementu. Niewatpliwa przewaga tej
technologii jest:

— szybko$¢ wytwarzania nawet do 5 razy wigksza niz w przypadku technologii SLM,
— wysoka gesto$e,
— recykling niespieczonego proszku metalu,
— mniejsza liczba struktur podporowych, niz w technologii SLM.
— Do wad technologii EBM mozna zaliczy¢:
— mniejszg precyzj¢ drukowanych elementéw w poréwnaniu do technologii SLM,
— maty rozmiar platformy roboczej (maksymalnie $rednica wynosi 350 mm, wysokos¢ 380),
— mata gama materiatowa,
— duzy koszt zakupu urzadzenia drukujacego oraz materiatow.
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Rys. 2. Schemat technologii EBM [Zrodto: http://www.swiatdruku3d.pl/ebm-electron-beam-
melting/].

W technologii EBM wykorzystuje si¢ materiaty:
e  stopy tytanu:

o TiGrade 2,

o Ti6Al4V Grade 5,

o Ti6Al4V Grade 23,
e Inconel 718,
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e stop Co-Cr,

e czysta miedz.

4. Weryfikacja wybranej technologii

Przed zakupem urzadzenia pozwalajacego na wytwarzanie elementdéw w technologii
przyrostowej warto przeanalizowa¢ wdrozenie upewniajac si¢, czy wszystko zostalo przetestowane.
Jak opisano wyzej proces druku 3D nie konczy si¢ na wyjeciu elementu z urzadzenia warto rowniez
rozwazy¢ odpowiedni materiat oraz jego dostepnos¢. W procesie produkcyjnym nie moze zostaé
wykorzystany dowolny proszek metalu. Producenci zalecaja jakie cechy (sferycznos$¢, brak
porowatosci wewnetrznej, wielko$¢ czasteczek) (Kowalewski i Catka 2010).

~ . )

Rys. 3. Przyktad sferycznego proszku Ni Alloy 625 15-45 pum [zrodlo: https://www.advanced
powders.com/powders/nickel/625].

Waznym aspektem jest geometria wytwarzanej czesci. W zaleznosci od producenta dostepne
sg rozne wymiary platform roboczych. Obecnie na rynku dostgpne sg urzadzenia pozwalajace
wytwarza¢ elementy o maksymalnych wymiarach gabarytowych 800x400x500mm. Producenci
oferujg coraz doktadniejsze urzadzenia, istnieje jednak zalezno$¢ wraz ze wzrostem szybko$¢ procesu
wytwarzania wzrasta mozliwo$¢ wykonania minimalnej grubosci $cianki. Ta zalezno$¢ jest zwigzana,
z szybko$cia druku 3D, ktéra wymaga przetopienia wigkszej ilo§ci materiatu w tym samym czasie
(Dudek 2013). Z tego wynika, ze im wigksza moc lasera tym wigksza grubos$¢ naktadanych warstw
materiatu. Dynamiczny rozwdj technologii przyrostowych z wykorzystaniem proszkow metali
umozliwia wykonanie elementéw z doktadnoscia do dziesiatych czgs$ci milimetra.

Dla wigkszosci zaktadow produkcyjnych zaporowa bariera jest zakup urzadzenia oraz
przystosowanie pomieszczen. Firmy sprzedajgce urzadzenia nie podajg na stronach internetowych
cen swoich produktéw oraz maszyn. Zazwyczaj cena drukarki 3D zalezy od indywidulanych potrzeb
klienta. Sam zakup urzadzenia wigze sie¢ z opowiedzg na wiele pytan. Szacuje sie, ze profesjonalne
drukarki 3D kosztuja od okoto 50 000 do 1 miliona dolaréw. To bardzo szeroki zakres, a ostateczna
kwota zalezy od technologii, rozmiaru i wydajnosci urzadzenia drukujacego. Koszty nie konczg si¢
jedynie na zakupie drukarki 3D, to jedynie jedna czg$¢ wdrozenia. Dodatkowe koszty obejmujg
koszty eksploatacji, konserwacji, materialow i przetwarzania koncowego. Jeden kilogram proszku
metalu kosztuje od 300 do 600 dolarow.

Nalezy pamigtaé, ze metalowe drukarki 3D nie sg urzadzeniami typu plug-and-play. Koszty
personelu i szkolenia zwiazane z obstuga tych maszyn sa waznymi kosztami operacyjnymi, ktore
nalezy wzia¢ pod uwage.
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Rys. 4. Przyktad elementu wykonanego z tytanu [zrodto: https://rcit.pl/implanty-weterynaryjne]

5. Whnioski

Technologie przyrostowe nie sa przeznaczone jedynie dla duzych firm produkcyjnych,
jednak maja nalezy pamigta¢ o przystosowaniu zakladu produkcyjnego oraz kadry pracownicze;j.
Nalezy przed zakupem urzadzenia przeanalizowaé zastosowanie, wybra¢ rodzaj materialu oraz
ograniczenia zwigzane z powierzchnig komory roboczej drukarki 3D.

Nalezy pamigtaj o wykonaniu wydrukoéw testowych pozwalajacych sprawdzié jako$¢
wykonanej probki, jej wytrzymato$¢ mechaniczng oraz jako$¢ powierzchni. Rownie wazne sg
konsultacje z kadrg pracowniczg oraz rozmowy dotyczace jej pomystow, a takze obaw. Wdrozenie
powinno zosta¢ dokonane etapami.
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