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Katarzyna Szatapata', Monika Osinska-Jaroszuk’, Anna Jarosz-Wilkotazka®

Bakteryjna degradacja policyklicznych
weglowodorow aromatycznych

Wprowadzenie

Policykliczne weglowodory aromatyczne (PAH — ang. Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons) sa to hydrofobowe zwiazki, zbudowane z dwoch lub wiecej
potaczonych ze soba pierScieni benzenowych, ktore moga znajdowaé sie
w utozeniu liniowym, katowym lub klastrowym. Sg one bezbarwnymi, bialymi
lub bladozottymi ciatami statymi, charakteryzujacymi si¢ niska rozpuszczalnoscia
w wodzie oraz wysoka temperaturg topnienia i wrzenia [1]. Ich wiasciwosci
fizyko-chemiczne zmieniajg si¢ wraz ze wzrostem liczby pierscieni benzenowych,
a co za tym idzie wraz ze wzrostem masy czasteczkowej. Skutkiem tego jest
wyrazne zmniejszenie aktywnos$ci chemicznej i rozpuszczalnosci w wodzie tych
zwigzkow [2]. Swoja wysokg stabilno$¢ chemiczng weglowodory aromatyczne
zawdzieczajg atomom wegla, znajdujacym si¢ w policyklicznym ulozeniu; atomy
te sa w stanie hybrydyzacji sp” [3].

Czasteczki PAH moga pochodzi¢ zarowno ze zrodet naturalnych, jak
i antropogenicznych.  Najwazniejszymi  procesami  prowadzacymi  do
powstawania ich naturalnych skupisk sa pozary laséw i terenow nieuprawnych
czy erupcje wulkaniczne. Do ich wytwarzania dochodzi réwniez podczas
geologicznych reakcji termalnych towarzyszacych produkeji paliw kopalnych.
Jednak naturalne procesy jedynie w nieznacznym stopniu wplywaja na ich
synteze. Do powstawania tych zwiazkow gtownie przyczyniajg si¢ placowki
zajmujace si¢ obrobka drewna czy spalaniem odpadow. Policykliczne
aromatyczne weglowodory moga powstawaé rowniez podczas niepelnego
spalania materiatow organicznych, wyciekow ropy naftowej, spalania smoty
weglowej, odpadow komunalnych, olei smarowych a takze w procesie
wytwarzania spalin przez pojazdy mechaniczne. Warto réwniez nadmienic,
ze jednym z bardzo waznych zrodet zanieczyszczen aromatycznych jest dym
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tytoniowy, ktory naraza na dziatanie tych szkodliwych zwigzkéw zaréwno
osoby palace, jak i biernych palaczy [1+9, 21].

Czasteczki PAH nigdy nie wystgpuja pojedynczo, zawsze znajdujg si¢
w mieszaninie. Przeprowadzone wielokrotne badania pozwolity stwierdzi¢,
ze obecnos¢ jednego zwigzku z tej grupy $wiadczy réwniez o obecnosci innych
aromatycznych weglowodorow w danej probie srodowiskowej [9].

Od bardzo dawna przypuszczano, ze czasteczki PAH jako glowne sktadniki
zanieczyszczen aromatycznych wykazuja wlasciwosci toksyczne, kancerogenne,
mutagenne oraz teratogenne. Obecnie benzo[a]piren jest uznawany za jeden
z najbardziej kancerogennych zwigzkoéw nalezacych do PAH [7].

Toksyczno$¢ tych weglowodoréw zwigzana jest gldwnie z ich biologiczna
aktywacja, ktora prowadzi do powstania pochodnych katecholu lub epoksydow.
Te zwigzki posrednie sg zrodlem wielu reaktywnych form tlenu, ktére z kolei
moga tworzy¢ kowalencyjne addukty zkwasami nukleinowymi oraz
przyczynia¢ si¢ do inaktywacji bialek, niszczenia potencjalu blonowego czy
peroksydacji lipidow [3].

W niektorych czasteczkach PAH, ze wzgledu na wzajemne utoZenie pierscieni
benzenowych, mozna wyr6znic¢ strukture ,,bay region”. Jest to obszar o zwickszonej
gestosci  elektronowej, ktora umozliwia tworzenie adduktow z DNA,
a w konsekwencji moze niekorzystnie wptywac na replikacje komorki [9].

Ponadto na wysokg szkodliwos¢ policyklicznych weglowodoréw aromatycznych
wplywa fakt, iz s3 one wysoko przyswajalne przez nasz uklad pokarmowy dzieki
bardzo dobrej rozpuszczalnosci w thuszczach oraz to, ze az 75% absorbowanych
przez nasz organizm czasteczek PAH jest wchianiana przez skore [5].

Wysoka toksyczno$¢ i trwatos¢ policyklicznych weglowodorow aromatycznych
stwarza konieczno$¢ poszukiwania nowych metod pozwalajacych na ich efektywna
degradacje. Poza opracowanymi do tej pory metodami chemicznymi, obecnie
prowadzone sa badania nad wykorzystaniem mikroorganizméw zdolnych do
biodegradacji tych zwigzkow.

1. Ogolny mechanizm biodegradacji

Biodegradacja to biochemiczny rozktad zwigzkéw organicznych przez
organizmy zywe (np. bakterie, promieniowce, grzyby, glony) na prostsze
sktadniki chemiczne. Zazwyczaj proces ten wigze si¢ z niewielkimi zmianami
w czasteczee, takimi jak substytucja lub modyfikacje grup funkcyjnych. Jednak
w niektorych przypadkach zwigzek poddany biodegradacji moze ulegaé
catkowitemu rozktadowi, a efektem koncowym tego procesu jest przeksztalcenie
ztozonych czasteczek organicznych w CO, i H,O oraz sole nieorganiczne [10].

W procesie biodegradacji wyjatkowo wazna role odgrywa tlen. Poza tym, Ze jest
akceptorem elektronow dla zwigzkow aromatycznych, jest on rowniez
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zaangazowany Ww aktywacje substratu wreakcji utleniania. Bardzo czgstym
zjawiskiem jest rowniez biodegradacja w warunkach beztlenowych; wowczas
akceptorami elektrondw mogg by¢ azotany, zelazo Fe(Ill) lub siarczany [7].

Wzrost stopnia utleniania jadra aromatycznego czasteczek PAH sprawia, Ze staja
si¢ one bardziej podatne na degradacje, umozliwiajac mikroorganizmom korzystanie
z nich jako jedynego zrodta wegla i energii. Aby zwigzki aromatyczne uzyskaty
wyzszy stopien utlenienia, nalezy wbudowaé w ich strukture tlen czasteczkowy,
co zachodzi podczas reakcji katalizowanej przez oksygenazy, enzymy nalezace do
klasy oksydoreduktaz [3].

W wigkszosci szlakow metabolicznych reakcja utleniania przeprowadzana jest
przez mono- idioksygenazy w celu utworzenia z zanieczyszczen aromatycznych
— dihydroksylowanych produktow posrednich. Te intermediaty sa nastepnie
wykorzystywane przez dioksygenazy intradiolowe lub ekstradiolowe w reakcji
rozszczepienia pierscienia aromatycznego za pomocg tlenu. Rozszczepienie moze
nastgpowac poprzez wbudowanie atomu tlenu pomigdzy dwie grupy hydroksylowe
(orto/intradiolowe rozszczepienie pierScienia) lub poprzez wbudowanie go obok
jednej z dwodch grup hydroksylowych (meta/ekstradiolowe rozszczepienie
piericienia). Produkty tej reakcji sa nastepnie kierowane do centralnych szlakow
metabolicznych, w ktorych formowane sa zwigzki posrednie biorgce udziat w cyklu
Krebsa [7].

Niektore szczepy bakteryjne, np. Mycobacterium sp., moga utlenia¢ pierscien
aromatyczny policyklicznych weglowodoréw aromatycznych dzigki uzyciu takiego
enzymu jak monooksygenaza cytochromu Py W reakcji tej czgsciej powstaja
cis- niz trans-dihydrodiole [7].

Mechanizm biodegradacji weglowodoréw aromatycznych w  warunkach
beztlenowych mozna opisac jako proces trojetapowy: weglowodory aromatyczne sa
czesciowo degradowane w warunkach redukujacych w obecnosci azotanow
isiarczanéw do kwasow organicznych o niskiej masie czasteczkowej, wytworzone
kwasy organiczne odgrywaja rolg¢ ligandow kompleksujacych nierozpuszczalne
tlenki zelaza Fe(Ill) w warstwach wodonosnych i aktywuja zelazo Fe(I1l), ostatecznie
aktywowane zelazo jest dostepne dla bakterii redukujacych i w ten sposéb wzmaga
degradacje weglowodorow aromatycznych [1].

Zarowno degradacja w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych znaczaco
przyczynia si¢ do usuwania aromatycznych zanieczyszczen ze S$rodowiska
naturalnego. Mechanizm tlenowy wydaje si¢ by¢ jednak bardziej preferowany przez
mikroorganizmy. Spowodowane jest to gldwnie tym, ze biodegradacja beztlenowa
jest procesem znacznie wolniejszym od degradacji tlenowej. Dodatkowo warunki
beztlenowe sprawiaja, ze proces ten jest wysoce niekorzystny termodynamicznie [7].
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2. Szlaki degradacji wybranych policyklicznych weglowodorow
aromatycznych

Na przestrzeni kilku ostatnich wiekoéw dziatalno$¢ ludzi znacznie przyczynita
si¢ do duzego wzbogacenia S$rodowiska naturalnego w zanieczyszczenia
aromatyczne. Rozwdj transportu i przemyshu cigzkiego sprawia, ze czasteczki
PAH kumuluja si¢ nie tylko w glebie, ale znajduja si¢ rowniez w otaczajacym
nas powietrzu, a takze pokrywaja rosliny z latwoscia laczac si¢ z ich warstwa
kutykularng, ktéra tak jak weglowodory aromatyczne ma charakter lipofilny.
Aromatyczne zanieczyszczenia znajduja si¢ nawet w miejscach, ktore wydajg si¢
by¢ dla nas terenami dziewiczymi. Tak wysokie rozprzestrzenianie si¢ tych
zwigzkow na kuli ziemskiej zwigzane jest z cyrkulacja powietrza
atmosferycznego [11].

Wysokie stgzenia czasteczek PAH w sSrodowiskach zanieczyszczonych,
fatwo$¢ rozprzestrzeniania si¢ oraz wplyw weglowodoréw aromatycznych
i metali cigzkich na utrudnienie ich biodegradacji sprawiaja, ze prowadzone
sg badania nad poznaniem peitnych szlakow ich bakteryjnego rozktadu [7].

Obecnie wiemy, ze istnieje wiele gatunkéw bakterii, ktore sg zdolne do
czgSciowego lub catkowitego rozktadu policyklicznych weglowodorow
aromatycznych (Tabela 1).

Tabela 1 Bakterie degradujace wybrane policykliczne weglowodory aromatyczne
PAH Gatunki bakterii

Acinetobacter calcoaceticus, Alcaligenes denitrificans,
Mycobacterium sp., Pseudomonas sp., P. putida,

P. fluoresnens, P. paucimobilis, P. vesicularis,

P. cepacia, P. testosteroni, Rhodococcus sp.,
Corynebacterium renale, Moraxella sp., Streptomyces
sp., Bacillus cereus

Naftalen

Aeromonas sp., Alcaligenes faecalis, Alcaligenes
denitrificans, Arthrobacter polychromogenes,
Beijerinickia sp., Micrococcus sp., Mycobacterium sp.,
P. putida, P. paucimobilis, Rhodococcus sp., Vibrio
sp., Nocardia sp., Flavobacterium sp., Streptomyces
sp., Streptomyces griseus, Acinetobacter sp.

Fenantren
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Alcaligenes denitrificans, Mycobacterium sp., P.
Fluoranten putida, P. paucimobilis, P. cepacia, Rhodococcus sp.,
Pseudomonas sp.

Alcaligenes denitrificans, Mycobacterium sp., P.
Piren putida, P. paucimobilis, P. cepacia, Rhodococcus sp.,
Pseudomonas sp.

Benzo[a]piren Beijerinckia sp., Mycobacterium sp.

Zrédto: opracowano na podstawie [7]

2.1. Naftalen

Naftalen (Rys. 1) jest dwupierscieniowym aromatycznym weglowodorem,
ktéry powszechnie wystepuje w srodowisku. Ze wzgledu na swoja prosta budowe
1 stosunkowo wysoka rozpuszczalnos¢ jest on stosowany jako modelowy zwigzek
przy  przedstawianiu  procesu  bakteryjnej degradacji  policyklicznych
weglowodorow aromatycznych. Dodatkowo informacje o biodegradacji naftalenu
pozwalaja zrozumie¢ i przewidywa¢ prawdopodobne szlaki metaboliczne
wprzypadku innych wielopierscieniowych weglowodorow [2, 12].

Rys. 1 Struktura naftalenu

Pierwszy etap szlaku tlenowej degradacji naftalenu opiera si¢ na enzymatycznej
reakcji, w ktorej powstaje cis-(1R, 2S)-dihydroksy-1,2-dihydronaftalen (Rys. 2).
W reakcji tej bierze udzial dioksygenaza naftalenowa (Rys. 3), bedaca biatkiem
wieloenzymatycznym. W skiad jej kompleksu wchodzg trzy skltadniki: reduktaza
ferredoksyny, ferredoksyna i biatko Zelazowo-siarkowe skladajace si¢ z dwoch
nieidentycznych podjednostek a1 3 [12].

Kolejnym etapem jest utworzenie 1,2-dihydroksynaftalenu w reakcji
katalizowanej  przez  dehydrogenaze  cis-dihydrodiolowa.  Nastgpnie
1,2-dihydroksynaftalen jest metabolizowany do kwasu salicylowego w szeregu
reakcji, ktore sa doktadniej przedstawione na rys. 2. Poza wcze$niej opisang
reakcja 1,2-dihydroksynaftalen moze by¢ rowniez utleniany nieenzymatycznie
do 1,2-naftochinonu [2].
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@j Naphthalene

OH
%,
W cis-1,2-Dhhydroxy-
1,2-dihydronaphthalene
0 ¢ PH
o] OH
-— 1.2-Dihydroxynaphthalene

1.2-Naphthequinone

0. COOH
0 0 2-Hydroxy-2 H-chromene-
B OH - e .
P 2-carboxylic acid

Coumann
CH
cis-o-Hydroxybenzalpyruvate
COOH
0

CH
2-Hydroxybenzaldehyde

83

CHO

OH 0OH OH
Carechcul@:q— @[ —;/Q: Gentisate
] OH COOH H COOH

Salicylate J
Bing fission Further degradation

Acetaldehyde Succinate

Pyruvate Acetyl CoA

Rys. 2 Proponowany kataboliczny szlak degradacji naftalenu przez bakterie [2]
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Rys. 3 Struktura krystaliczna dioksygenazy 1,2-naftalenowej Rhodococcus sp. [13]

Wytworzony kwas salicylowy jest dekarboksylowany do katecholu, ktory
jest nastgpnie metabolizowany w reakcji meta- lub orto- rozerwania pierscienia
aromatycznego. Powstajace wskutek tej reakcji aldehyd octowy i pirogronian
oraz bursztynian i acetylo-CoA sg zwigzkami, ktére moga zosta¢ wlaczone do
podstawowych szlakéw metabolizmu komoérkowego [2]. Potwierdzone réwniez
zostato powstawanie kwasu gentyzynowego podczas degradacji naftalenu przez
P. fluorescens i P. alcaligenes [3].

Poza degradacja w warunkach tlenowych prowadzone sa réwniez badania nad
anaerobowa degradacja naftalenu (Rys. 4). Obecnie jednym z zaproponowanych
schematow jest szlak degradacji w warunkach redukujacych w obecnosci
siarczanow. Pierwsza reakcja jest tu karboksylacja pier§cienia aromatycznego
prowadzaca do powstania kwasu 2-naftalenowego. Takie przeksztalcenie
naftalenu ma aktywowa¢ czasteczke do szeregu reakcji hydrogenacji, ktore
skutkuja powstaniem kwasu dekahydro-2-naftalenowego, ktory prawdopodobnie
moze by¢ rozktadany do dwutlenku wegla. Nie mozna wykluczy¢ istnienia innych
mechanizmoéw dla anaerobowej degradacji naftalenu jednak nie zostaty one do tej
pory wyjasnione [5].

Jednym z bardzo powaznych probleméw podczas biodegradacji naftalenu jest
toksycznos¢ jego zwigzkéw posrednich. Wiele badan dowiodlo, ze metabolity
naftalenu, takie jak dihydrodiole, maja potencjalnie wyzsza biodostgpnosé
1 mogg by¢ bardziej toksyczne niz ich prekursor [7]. Lundsted i in. [14], badajac
utlenione pochodne PAH, potwierdzili kumulowanie si¢ pochodnych ketonow,
chinonow i kumaryn w czasie procesu usuwania aromatycznych zanieczyszczen.
W takiej sytuacji bardzo istotne staje si¢ osiggniecie kompletnej mineralizacji
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tych zwiazkoéw bez akumulacji zwigzkéw posrednich, szczegdlnie koncowych
produktow, ktore nie ulegaja juz dalszym przemianom [7].

NAPHTHALENE Ge

CO2HCOs
Carboxylation
COOH
2.NAPHTHOIC ACID
H:O

Hydrogenation

¢

COOH
5, 6,7, 8-TETRAHYDRO- CQ/
2-NAPHTHOIC ACID
! H:O
Hydrogenation ! f"'-.
1
v

[Male
DECAHYDRO-
2.NAPHTHOIC ACID

S 4-- 4o

Rys. 4 Uproszczony szlak degradacji naftalenu w warunkach anaerobowych [5]

2.2. Fenantren

Fenantren (Rys. 5) jest najmniejszg czasteczka PAH, ktora posiada strukture
,bay region”, co sprawia, ze bardzo czesto jest uzywany jako modelowy substrat
dla metabolizmu kancerogennych zwigzkéw aromatycznych. Bakteryjny
metabolizm fenantrenu jest inicjowany w reakcji podwojnej hydroksylacji
pierscienia aromatycznego przez dioksygenazg¢ fenantrenowa. Na tym etapie
powstaje 3,4-dihydroksyfenantren, ktory jest nastepnie utleniany do kwasu
1-hydroksy-2-naftalenowego [3].
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W zalezno$ci od rodzaju szczepu bakteryjnego degradujacego fenantren
mozliwe jest metabolizowanie tego zwigzku wedtug trzech r6znych schematow:

1) szlak ftalanowy — podczas ktéorego w wyniku przeksztalcania kwasu
1-hydroksy-2-naftalenowego powstaje kwas protokatechowy,

2) szlak 1,2-dihydroksynaftalenowy — podczas ktérego powstaje kwas
salicylowy, ktory moze zosta¢ przeksztalcony do kwasu gentyzynowego
lub katecholu,

3) szlak tworzenie 1-naftolu z kwasu 1-hydroksy-2-naftalenowego w reakcji
katalizowanej przez dekarboksylaze, ktory jest pdzniej metabolizowany
do kwasu salicylowego lub o-ftalanu.

Wszystkie trzy szlaki degradacji prowadza do powstania zwigzkow, ktore po
reakcji rozszczepienia pier§cienia aromatycznego moga zostaé wprowadzone
do cyklu kwasow trikarboksylowych [3].

Pizzul i in. [15] stwierdzili, iz Rhodococcus sp. DSM 44126 jest zdolny do
degradacji 79,4% czystego fenantrenu po uptywie 14 dni od zalozenia hodowli.
Podobne wartosci osiggnigto jesli hodowla dodatkowo byla wzbogacona
heksadekanem (80,6%). Podwyzszenie stopnia degradacji do 96,8% osiagnigto
poprzez dodanie oleju rzepakowego (0,1%), a dodatek glukozy (0,2%)
spowodowal, ze stezenie fenantrenu spadto ponizej limitu detekc;ji.

Rys. 5 Struktura fenantrenu

2.3. Piren

Piren (Rys. 6), posiadajacy cztery pierScienie benzenowe, jest
m.in. produktem ubocznym niepelnego spalania zwigzkéw organicznych.
Jednym z najcze$ciej badanych gatunkéw bakteryjnych, ktore degradujg piren
jako jedyne zrodto wegla 1 energii, jest Mycobacterium [2].

Piren jest bardzo czesto uzywany jako modelowy zwigzek w przypadku
degradacji aromatycznych weglowodoréow o wysokiej masie czasteczkowej.
Jego metabolizm u Mycobacterium sp. PYR-1 i Rhodococcus sp. UW1
przebiega w bardzo podobny sposob [12]. Glowny i najwazniejszy szlak
biodegradacji pirenu rozpoczyna si¢ od reakcji dioksygenacji w pozycji 1,2-.
Poczatkowy oksydacyjny atak powoduje powstanie zar6wno cis-, jak i trans-4,5-
pirenodihydrodiolu. Rearomatyzacja dihydrodioli i rozerwanie pier§cienia
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w pozycji  orto- prowadza do powstania kwasu  fenantreno-4,5-
dikarboksylowego, ktory jest dalej przeksztalcany do kwasu 4-fenantrenowego.
Kolejny produkt posredni powstaje w wyniku drugiej reakcji dioksygenacii,
awwyniku jego rearomatyzacji utworzony zostaje 3,4-dihydroksynaftalen.
Ostatnim etapem metabolizmu pirenu jest wprowadzenie
3,4-dihydroksynaftalenu w szereg przemian, ktore wykazujg duze podobienstwo
do tych zachodzacych podczas degradacji fenantrenu [12].

Rys. 6 Struktura piranu

3. Czynniki wplywajace na biodegradacje

Proces biodegradacji jest niezwykle wazny dla ochrony s$rodowiska
przyrodniczego przed aromatycznymi zanieczyszczeniami. Z tego wzgledu
bardzo istotne staje si¢ poznanie izrozumienie dzialania czynnikow
wplywajacych na jego intensyfikacje¢. Jest to mozliwe dzigki prowadzeniu badan
laboratoryjnych, ktore pozwalaja okresli¢ optymalne warunki degradacji.

Pierwszym z czynnikow, wywierajacych znaczacy wplyw na zdolno$¢
mikroorganizméw do degradacji czasteczek PAH, jest temperatura. Wigkszos¢
terenow skazonych przez zanieczyszczenia aromatyczne nie jest w stanie
utrzymaé optymalnych warunkéw termicznych dla biodegradacji przez caly rok.
Wzrost temperatury pozwala na zwigkszenie rozpuszczalno$ci zwigzkow
aromatycznych oraz zwigkszenie ich biodostgpnosci. Niestety, jednocze$nie
powoduje to rowniez spadek rozpuszczalnosci tlenu, co negatywnie wplywa
na metaboliczng aktywno$¢ organizmow aerobowych [5].

Biodegradacja policyklicznych ~ weglowodorow —aromatycznych moze
zachodzi¢ w szerokim zakresie temperatur. Reakcje metabolizowania czgsteczek
PAH przeprowadzane sa najczesciej w temperaturach mezofilnych, rzadziej
badana jest efektywno$¢ degradacji w bardzo wysokich lub bardzo niskich
temperaturach. Ponadto wykazano, ze mikroorganizmy moga si¢ adaptowac
do metabolizowania  weglowodoréw  aromatycznych w  ekstremalnych
warunkach, np. odnotowano degradacj¢ naftalenu i fenantrenu pochodzacych
z ropy naftowej w wodzie morskiej o temperaturze okoto 0°C [5].

Wiele miejsc zanieczyszczonych  policyklicznymi  weglowodorami
aromatycznymi nie posiada wlasciwej dla biodegradacji wartosci pH.
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Alkalizacja gleby moze mie¢ miejsce poprzez rozklad rdéznego rodzaju
odpadéow, m.in. betonu lub cegiet, natomiast srodowisko kwasne tatwo
wytwarzane jest w reakcjach uwalniania i utleniania siarczkéw. Tak powazne
zmiany powoduja powstawanie mniej korzystnych warunkow dla metabolizmu
bakteryjnego, gdyz bardzo wiele mikroorganizméw nie wykazuje zdolnoSci
do degradacji czasteczek PAH w warunkach kwasnych lub zasadowych.
Ciekawym odkryciem bylo to, ze pewien gatunek Pseudomonas, wyizolowany
ze srodowiska skazonego weglowodorami aromatycznymi, wykazywat zdolno$¢
do obnizenia wartosci pH w podlozu plynnym z 9 do 6,5 w ciggu 24 godzin,
a dodatkowo wykorzystywal naftalen jako jedyne zrodlo wegla i energii.
Pozwala to stwierdzi¢, ze mikroorganizmy bytujace w $rodowiskach
zanieczyszczonych czasteczkami PAH moga mie¢ stosunkowo wysoki prog
tolerancji wzgledem niekorzystnych warunkow srodowiskowych, ale sg takze
potencjalnie zdolne do metabolizowania zanieczyszczen aromatycznych
w suboptymalnych warunkach [5].

Cho¢ wiadomo, ze biodegradacja moze przebiega¢ zaré6wno w warunkach
tlenowych, jak i beztlenowych, wigkszos¢ badan skupia si¢ nad biodegradacja
tlenowa. Podczas tlenowego metabolizmu aromatycznych zanieczyszczen tlen
jest zaangazowany w dziatlanie mono- i dioksygenaz, a jego dostepnos¢
znaczaco wplywa na dziatanie tych enzymow [5].

Nadal nie stwierdzono, czy korzysci plyngce z beztlenowej biodegradacji
przewazaja nad jej skutkami negatywnymi (m.in. produkcja gazow
cieplarnianych czy przyczynianie si¢ do eutrofizacji wod). Mimo iz przyjete
zostato, ze biodegradacja w srodowiskach zasobnych w tlen jest o rzad wielkosci
wyzsza niz w srodowiskach ubogich w ten pierwiastek, istnieja doniesienia,
ze w warunkach  denitryfikacyjnych poziom degradacji aromatycznych
zanieczyszczen przyjmuje podobne wartosci jak w warunkach tlenowych [5].

Mikroorganizmy, oprocz tatwo degradowanego zrodla wegla, wymagaja
do swojego wzrostu réwniez dostepu do sktadnikow mineralnych, ktorymi sg
azot, fosfor i potas. W miejscach skazonych policyklicznymi weglowodorami
aromatycznymi, gdzie stezenie wegla organicznego jest stosunkowo wysokie ze
wzgledu na rodzaj zanieczyszczen, substancje odzywcze moga zosta¢ bardzo
szybko wyczerpane podczas metabolizmu bakteryjnego. Dlatego tez bardzo
czestg praktyka jest uzupelnianie S$rodowiska, w ktorym rozwijaja sie
mikroorganizmy, w azot i fosfor. Pierwiastki te stymulujg bakterie
ijednoczesnie  wplywaja na  podwyzszenie poziomu  biodegradacji
zanieczyszczen aromatycznych. Oszacowano rowniez wlasciwy stosunek azotu
ifosforu do wegla dla mikroorganizméw, ktoéry umozliwia ich optymalny
wzrost. Oscyluje on pomigdzy wartosciami C:N:P — 100:15:3 a 120:100:1 [5].

Poza czynnikami fizyko-chemicznymi, ktore w istotny sposéb moga
wplywa¢ na proces biodegradacji, bakterie wytworzyly kilka strategii
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pozytywnie wplywajacych na przyswajanie przez nie policyklicznych
weglowodorow aromatycznych. W procesy te zaangazowane s3 biosurfaktanty,
sfingany oraz biofilmy tworzone mna krystalicznych aromatycznych
zanieczyszczeniach [3, 5, 16, 20].

Biosurfaktanty sg substancjami, ktore obnizaja napigcie powierzchniowe oraz
napigcie na powierzchni fazy. O ich aktywnosci powierzchniowej decyduje
amfifilowa budowa czasteczki, ktéra zawiera cze$¢ hydrofobowa i hydrofilowa,
co sprawia, ze biosurfaktanty moga si¢ gromadzi¢ na powierzchni dwoch
niemieszajacych si¢ faz np. oleju i wody. Biosurfaktanty sa wytwarzane przez
wiele bakterii, drozdzy lub grzyboéw plesniowych. W kulturach bakteryjnych
mozna wyrozni¢ trzy kategorie biosurfaktantow:

1) biosurfaktanty wewnatrzkomérkowe, do ktérych =zaliczane sa lipidy
btonowe,

2) biosurfaktanty zewnatrzkomorkowe, do ktorych zaliczane sa kompleksy
polisacharydowo-lipidowo-biatkowe,

3) biosurfaktanty zlokalizowane na powierzchni $ciany komorkowej lub
otoczki, ktore zawierajag kompleksy lipidowe lub lipidowo-polimerowe [3].

Dzieki temu, ze zwigzki te sag pochodzenia naturalnego a nie syntetycznego,
sa one mniej toksyczne dla bakterii, a jednoczesnie ulatwiaja resorpcje
czasteczek PAH z gleby, poprzez pozorny wzrost ich rozpuszczalnosci oraz ich
wprowadzenie do komorki [3,5,16].

Sfingany sg egzopolisacharydami wytwarzanymi przez bakterie z rodzaju
Sphingomonas. Wytwarzanie sfinganow jest alternatywnym mechanizmem
pozwalajacym na zwickszanie biodostgpnosci policyklicznych aromatycznych
weglowodorow. Najwigkszy wzrost pozornej rozpuszczalnosci jest obserwowany
dla czteropierscieniowych weglowodoréw, takich jak piren czy fluoranten.
Najprawdopodobniej zwigzane jest to z faktem, ze te aromatyczne weglowodory
sa zdecydowanie bardziej hydrofobowe od trdjpierscieniowych [16].

W obecnosci wysokiego stezenia jonow jednowarto$ciowych lub niskiego
stezenia jondw dwuwartosciowych sfingany formuja si¢ w ciasno upakowana
strukture potkoloidalng. Monomery budujace polisacharyd moga miec
wlasciwosci  hydrofobowe Iub hydrofilowe w zaleznosci od ich budowy
przestrzennej. Przypuszcza sig, ze sfingany mogg zawiera¢ regiony hydrofobowe,
ktére powstaja w obecnosci jondw dwuwartosciowych i to one sg odpowiedzialne
za zwigkszanie pozornej rozpuszczalno$ci w wodzie czgsteczek PAH [16].

Trzecim mechanizmem zwigkszania transferu masy z krystalicznych
aromatycznych zanieczyszczen do komorki bakterii jest tworzenie biofilmow
na krysztatach. Wykazano, ze komorki Mycobacterium frederiksbergense
LB501T sg zdolne do tworzenia biofilmoéw na krysztatach antracenu. Najblizej
zlokalizowane komorki znajdowaly si¢ w odleglosci niespelna 1 pum od
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powierzchni krysztatu. Wedlug pierwszego prawa dyfuzji Ficka, mata odleglos¢
pomigdzy czasteczka PAH, ktora jest w postaci ciala stalego, a powierzchnig
komorek biofilmu wpltywa pozytywnie na dyfuzyjny transfer masy
policyklicznych aromatycznych weglowodorow poprzez wyrazny wzrost ich
wodnej koncentracji [17, 18].

4. Podsumowanie

Policykliczne wegglowodory aromatyczne ze wzgledu na duzg toksyczno$¢
1 kancerogennos¢ stanowig ogromne zagrozenie dla ludzi, zwierzat i srodowiska.
Starsze metody usuwania czgsteczek PAH z miejsc zanieczyszczonych opieraty
si¢ gldwnie na uzyciu metod fizyko-chemicznych. Wykorzystywanie zwigzkoéw
chemicznych jest jednak nieoptacalne, a jednoczesnie nie przynosi wymiernych
korzysci. Dodatkowo zwiazki uzywane do chemicznej degradacji sg nieraz rownie
niebezpieczne jak same policykliczne aromatyczne weglowodory [19].

Zastosowanie biodegradacji jako alternatywnej drogi oczyszczania §rodowiska
z aromatycznych zanieczyszczen jest obecnie jedng z najlepiej rokujacych metod
ze wzgledu na jej efektywnos¢, redukcje kosztow, wysokie bezpieczenstwo,
catkowity rozklad zanieczyszczen aromatycznych oraz minimalny wplyw na
srodowisko przyrodnicze [19].

Poza badaniami prowadzonymi nad szlakami metabolicznymi wielu badaczy
skupia si¢ na poznaniu genetycznych i molekularnych aspektow zwiazanych
z biodegradacja. Znanych jest wiele genéw bakteryjnych kodujacych enzymy
zaangazowane W metabolizm aromatycznych zanieczyszczen. Na ich
utrzymywanie si¢ w populacjach bakteryjnych wptywa stale wysokie st¢zenie
czasteczek PAH obecnych w srodowisku, w ktérym one zyja [11].

Czes¢ z tych gendéw znajduje sie¢ w bakteryjnych plazmidach. Dlatego
w te strefe badan wkracza inzynieria genetyczna, ktéra pozwala na izolacjg genow
i wprowadzanie ich do genoméw innych organizmow prokariotycznych
oraz dodatkowo  umozliwia  wzmocnienie  ekspresji ~ wybranych  cech
genotypowych odpowiedzialnych za procesy biodegradacji [7].

Biorgc pod uwage osiggnigcia w dziedzinie inzynierii genetycznej i biatkowe;,
mozemy spodziewaé si¢, ze niebawem zostanie skonstruowana ,bakteria
przysztosci” zdolna do degradacji wielu niebezpiecznych zwigzkow
aromatycznych zagrazajacych naszemu $rodowisku. Najprawdopodobniej bedzie
mogta metabolizowaé czasteczki PAH w trudnych warunkach $rodowiskowych,
bedzie posiadata geny kodujace wszystkie najwazniejsze enzymy wchodzace
w sktad istotnych szlakow biodegradacji oraz odznaczata si¢ wysoka stabilnoscig
genetyczng i zdolno$cig do przekazywania wlasnych cech potomstwu.
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Bakteryjna degradacja policyklicznych weglowodoréw aromatycznych

Streszczenie

Policykliczne weglowodory aromatyczne (PAH — ang. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) sa to
hydrofobowe zwigzki, zbudowane z dwdch lub wiecej poltaczonych ze sobg pierscieni benzenowych.
Swoja wysoka stabilno$¢ chemiczng zawdzigczaja atomom wegla, znajdujacym si¢ w policyklicznym
ulozeniu; atomy te sa w stanie hybrydyzacji sp. Jako jeden z gtéwnych skladnikow zanieczyszczef
aromatycznych wykazuja wlasciwosci kancerogenne, mutagenne oraz teratogenne. Toksyczno$¢ tych
weglowodoréow zwigzana jest glownie z ich biologiczng aktywacja, ktéra prowadzi do powstania
pochodnych katecholu lub epoksydéw. Obecnie benzo[a]piren jest uznawany za jeden z najbardziej
kancerogennych zwigzkow nalezacych do PAH.

Wysoka toksyczno$¢ i trwato$¢ policyklicznych weglowodoréw aromatycznych stwarza konieczno$§é
poszukiwania nowych metod pozwalajacych na efektywng degradacje tych zwigzkow. Stosowane
dotychczas metody chemicznej degradacji sa nieoptacalne, nieefektywne idodatkowo réwnie
niebezpieczne dla Srodowiska jak czasteczki PAH. Zastosowanie bakteryjnej degradacji jako
alternatywnej drogi oczyszczania S$rodowiska pozwala na catkowity rozklad aromatycznych
zanieczyszczen, redukcje kosztow tego procesu oraz zminimalizowanie negatywnego wptywu srodkow
chemicznych na srodowisko przyrodnicze.

Stowa Kluczowe: biodegradacja, policykliczne weglowodory aromatyczne (PAH), bakterie
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Bacterial degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons

Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are hydrophobic compounds that consist of two or more
fused benzene rings. High chemical stability of these compounds results from polycyclic arrangement of
sp” hybridized carbon atoms. As typical aromatic pollutants PAH can have carcinogenic, mutagenic and
teratogenic properties. The toxicity of aromatic hydrocarbons is mainly due to biological activation of
these compounds what generates intermediates like epoxide- or catechol-derivatives. Benzo[a]pyrene is
known to be the most carcinogenic compound of all PAHs.

The high toxicity and persistence of polycyclic aromatic hydrocarbons needs to find new methods for
the effective degradation of these pollutants. Current methods of their chemical degradation
are unprofitable, inefficient and also dangerous for the environment as PAHs. The bacterial degradation
is an alternative route for environmental cleanup which allows for complete decomposition of aromatic
pollutants, reduce the cost of this process and minimize the adverse effects of chemicals on the
environment.

Keywords: biodegradation, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), bacteria
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Malgorzata Pac'

Bioroznorodnos¢ bakterii brodawkowych tworzacych
symbioz¢ z roslinami motylkowatymi

Wstep

Badania nad rdéznorodnoscig organizméw sg istotne ze wzgledu
na mozliwo$¢ poznania mechanizméw ich zmienno$ci oraz zaleznoSci
panujacych w danym S$rodowisku. Bakterie brodawkowe tworzace symbioze
z roslinami motylkowatymi to grupa bardzo zréznicowana, w obrebie, ktorej
genomy mogg by¢ podzielone na kilka replikonow o roznej wielkosci. Kolisty
chromosom zawiera geny ktorych produkty niezbedne sa do funkcjonowania
organizmu, natomiast na plazmidach znajduja si¢ geny determinujgce rozne
funkcje uwazane za pomocnicze, adaptatywne, ktére umozliwiajg bakteriom
przystosowanie si¢ do okreslonych warunkéw $rodowiska. Bardzo duza
roznorodnos¢ wystgpuje nawet wsérod niewielkich lokalnych populacji. Szczepy
bakteryjne w obrgbie tego samego gatunku moga wykazywaé znaczne réznice
w budowie i organizacji genomu. Z tym wiaze si¢ takze zmienno$¢ lokalizacji
markeréw genetycznych. Dotychczasowe badania wskazuja na czeste
rekombinacje w obrebie oraz miedzy replikonami bakteryjnymi, co potwierdza
tezg, iz nie sg one strukturami konserwatywnymi, lecz wykazuja duza
plastycznos¢ czgsto bedaca efektem adaptacji do srodowiska [1].

1. Symbioza roslin motylkowatych z ryzobiami

Azot jest podstawowym sktadnikiem wielu biologicznych zwigzkow takich jak
biatka, kwasy nukleinowe i witaminy. Jest on niezbedny do wzrostu i rozwoju
wszystkich organizméw. W przyrodzie azot wystgpuje w trzech stanach skupienia:
statej, ptynnej i gazowej. W litosferze wystepuje on gtdownie pod postacig jonu
amonowego [2].

Waznym zrodlem azotu dla niektorych organizmow jest atmosfera,
a wykorzystanie tego zrodla jest istotne dla unikniecia glodu azotowego. Jednak
zdolnos¢ do asymilacji tego pierwiastka z atmosfery jest ograniczona tylko
do nielicznych bakterii. Poziom biologicznego wigzania azotu w ciggu roku

'g0siapac86@gmail.com, Studenckie Koto Naukowe Mikrobiologéw ,,Bakcyl” Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Zaklad Genetyki i Mikrobiologii,
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szacuje si¢ na 150-180 mln ton, natomiast produkcja chemiczna sztucznych
nawozow azotowych wynosi 80 mln ton/rok. Biologiczne wigzanie azotu jest wigc
procesem bardzo wydajnym wnoszacym do obiegu znaczaca ilos¢ azotu. Jest to
proces naturalny, przyjazny dla srodowiska 1 majacy znaczny udziat
w tzw. zrownowazonym rolnictwie [3].

Wigkszo$¢ organizméw odzywia si¢ heterotroficznie, nabywajac azot
zprzemian zwigzkoéw organicznych. Jednakze wiele z nich, w tym rosliny
i bakterie wykorzystuja nieorganiczne zwiazki azotu, jak np. azotany VI
lub zwigzki amonowe obecne w glebie, czy tez zwigzki azotu rozpuszczalne
w wodzie, do budowy zwigzkéw organicznych. Proces przeksztalcania azotu
atmosferycznego w formy biodostepne dla roslin moze by¢ przeprowadzany
jedynie przez niektore bakterie okre§lane mianem diazotrofow, a czg§¢ z nich
to bakterie tworzgce symbioz¢ z roslinami motylkowatymi, zwanymi ryzobiami
czy tez bakteriami brodawowymi.

Ryzobia to Gram-ujemne, urzgsione, tlenowe pateczki, ktore nie tworza
przetrwalnikow. Na dzien dzisiejszy znanych jest 98 gatunkow i 13 rodzajow
bakterii brodawkowych, tj.: Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer (dawniej
Sinorhizobium), Bradyrhizobium, Burkholderia, Phyllobacterium, Microvirga,
Azorhizobium, Ochrobactrum, Methylobacterium, Cupriavidus, Devosia, Shinella
[4]. Wykazuja one duza réznorodno$¢ metaboliczng co zapewnie sprzyja ich
przetrwaniu w zmiennym i konkurencyjnym srodowisku ryzosfery. Najwigksze
roznice lezag w strukturze gendéw determinujacych proces tworzenia brodawek
korzeniowych, w tym genoéw zwigzanych z wyborem gospodarza roslinnego, tak
zwanych genoéw specyficzno$ci gospodarza. [5]. Dendrogramy obrazujace
pokrewienstwo filogenetyczne bakterii brodawkowych tworzone sa glownie na
podstawie genow: 16S rRNA, 23S rDNA, ale takze coraz cze$ciej w oparciu
o sekwencje innych konserwatywnych markerow tzw. genow metabolizmu
podstawowego np. genu syntazy glutaminianowej. Ryzobia wchodza w zwiazki
z ro$linami motylkowatymi i podczas tej interakcji redukujg azot atmosferyczny.
Pelnig istotng role w wielu zroznicowanych ekosystemach. Uktady symbiotyczne
charakteryzujg si¢ wysoka specyficznoscia uwarunkowang wzajemnym
rozpoznaniem si¢ symbiontéw. Proces ten jest $cisle kontrolowany przez obu
partnerow symbiozy, a nawigzanie tej mutualistycznej interakcji poprzedzane jest
wymiang sygnatow molekularnych.

Ryzobia s3 mikroorganizmami tlenowymi, cho¢ moga rozwija¢ si¢
w warunkach mikrotlenowych, przy obnizonym ci$nieniu tlenu. Sg to na ogot
drobne, ruchliwe pateczki o rozmiarach 0,5-0,9%x1,2-3,0 pm. Nie wymagaja one
do przetrwania kontaktu z rosling i czesto spotykamy je jako saprofityczne formy,
wolno zyjace w glebie. Jest to jednak zwykle zwigzane z zahamowaniem
asymilacji azotu z atmosfery. Dlatego tez wolno zyjace ryzobia muszg czerpac ten
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pierwiastek pod postacig jondw azotanowych i amonowych z otoczenia, tak samo
jak inne bakterie. Podczas symbiozy, ryzobia indukujg na korzeniach, rzadziej na
lodygach powstawanie nowych, specyficznych organow zwanych brodawkami,
w ktorych zachodzi redukcja azotu atmosferycznego. Proces tworzenia brodawek
korzeniowych i zdolno$¢ wigzania N, uwarunkowana jest u bakterii obecnoscia
wich genomie gendw nod (ang. nodulation), nif (ang. nitrogen fixation) i fix
(ang. fixation).

1.1. Mechanizm symbiozy bakterii brodawkowych z ro§linami
motylkowatymi

1.1.1. Flawonoidy — roslinne czynniki inicjujace symbioze

Flawonoidy wydzielane przez ro$liny sa pierwszym sygnatem dialogu
molekularnego zawigzywanego pomigdzy mikro- a makrosymbiontem. Zwigzki
te nalezg do drugorzedowych metabolitow roslinnych powstajacych w wyniku
indukcji genéw szlaku fenylopropanoidowego. Sekrecja czynnikow Nod
powoduje aktywacje roslinnych bialek (nodulin), synteze nici infekcyjnych,
indukcje podzialow komorek kory pierwotnej korzenia oraz powstawanie
zawigzkow brodawek [6, 7, 8] Roslinne flawonoidy spelniaja dodatkowo funkcje
barwnikow, naturalnych przeciwutleniaczy, insektycydow, fungicydow,
atraktantow, oraz zwigzkow hamujacych wzrost niektorych grup bakterii [9].
Roslinne flawonoidy aktywuja transkrypcje ryzobiowych genoéw nod w wyniku
czego syntetyzowane sg chitolipooligosacharydami, zwane czynnikami Nod.
Roslinne flawonoidy wigza si¢ z bakteryjnym biatkiem NodD. Biatko to nalezy
do rodziny regulatorow transkrypcyjnych LysR, ktore po uaktywnieniu przez
flawonoidy przylacza si¢ do promotoréw gendow wspolnych nod i genow
specyficznos$ci gospodarza (Asn). Powoduje to aktywacje transkrypcji genow
nod 1 synteze¢ czynnikow Nod. Flawony i flawonony takie jak np. naryngenina
1 luteolina wydzielane przez ro$liny pochodzace ze strefy umiarkowanej (wyka,
koniczyna, lucerna, groch) indukuja brodawkowanie u szybko rosngcych
ryzobiéw. Natomiast izoflawony (daidzeina) wydzielane przez ro$liny
pochodzace ze strefy tropikalnej aktywuja geny nod wolno rosnacych ryzobiow
nalezacych do rodziny Bradyrhizobium.
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1.1.2. Bakteryjne czynniki warunkujgce proces symbiozy

1.1.2.1. Geny nod, hsn oraz nif

Geny kontrolujace infekcje wlosnikow korzeniowych i tworzenie brodawek
mozna podzieli¢ na dwie grupy: geny wspodlne nod (ang. common nod genes)
oraz geny specyficzno$ci gospodarza (ang. host-specificity nodulation genes;
hsn). Geny zwigzane z procesem symbiozy zlokalizowane s u ryzobiow szybko
rosngcych najcze$ciej na jednym z plazmidow okreslanym jako plazmid
,»Symbiotyczny” — pSYM lub duzo rzadziej, gtownie u ryzobiéw wolno
rosngcych tzw. bradyryzobiéw na chromosomie na tzw. wyspie symbiotycznej
(ang. symbiosis islands) [10]. Wyspy symbiotyczne sg jednym z typdw wysp
genomowych. Przypuszcza si¢ ze sa one wynikiem poziomego transferu genow.
Sa one analogiczne do wysp patogenicznosci wystepujacych u bakterii Gram-
ujemnych. Zlokalizowano je na przyklad w genomach Mesorhizobium loti
i Bradyrhizobium japonicum. U szczepdw M. loti ich wielko$¢ waha si¢
w granicach 501-610 kpz. Charakteryzuja si¢ one nizsza zawarto$cig par GC
w stosunku do reszty chromosomu. Wyrdzniajg si¢ rOwniez miejscem integracji
do genomu, ktérym jest gen dla fenyloalanylo-tRNA (okreslamy go jako lewy
koniec wyspy) oraz 17 nukleotydowe powtdrzenie sekwencji tego genu
powstajace w wyniku integracji wyspy symbiotycznej zlokalizowane na koncu
3’ (okreslane jako prawy koniec wyspy) [11, 12]. Wyspy symbiotyczne
zawieraja wysoce konserwatywny i wskazujacy na wspolne pochodzenie
fragment DNA o wielkosci 248 kpz, na ktorym zlokalizowane sa geny kodujace
czynnik Nod, podjednostki kompleksu nitrogenazy oraz elementy
koniugacyjnego przenoszenia wyspy. Na koncu 5’ wystgpuje gen integrazy
0 duzym podobienstwie do genu integrazy faga P4, ktorego produkt odpowiada
za integracj¢ 1 wycinanie wyspy symbiotycznej. Duza czgs¢ wyspy
symbiotycznej stanowig geny o nieznanej funkcji, geny transposaz, integraz,
rezolwaz oraz elementy IS (elementy mobilnosci). Charakterystyczng cecha
wyspy symbiotycznej jest wystgpowanie gendéw determinujacych system
sekrecji typu Il (Rhizobium. sp. NGR234). Na wyspach symbiotycznosci
zlokalizowano takze np.: geny odpowiedzialne za funkcje regulatorowe,
1 synteze witamin [3].

1.1.2.2.Czynniki Nod

Glownymi czynnikami bakteryjnymi wyzwalajagcymi u roslin mechanizm
brodawkowania sa czynniki Nod (ang. Nod factor). Sa to specyficzne zwiazki
sygnatowe, ktore ze wzgledu na podobienstwo rdzenia oligosacharydowego
do fragmentu chityny, nazywane sa lipochitooligosacharydami (LCO). Szkielet
czynnika Nod sklada si¢ z 3-6 reszt N-acetylo-D-glukozaminy potaczonych
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wigzaniem [-(1-4)-glikozydowym z przylaczonym lancuchem acylowym
w pozycji C2 nieredukujacego konca czynnika Nod. Szkielet podstawowy moze
by¢ modyfikowany w sposob charakterystyczny dla kazdego szczepu.
Modyfikacje te moga obejmowa¢ m.in. stopien polimeryzacji tancucha
chitooligosacharydowego, rodzaj kwasu tluszczowego i stopien jego nasycenia
oraz modyfikacje na redukujacym 1 nieredukujacym koncu tancucha cukrowego
[13, 14]. Jako pierwszy zostal wyizolowany czynnik Nod Sinorhizobium
meliloti [15]. Na obecnos¢ bakteryjnych czynnikéw Nod rosliny odpowiadaja
szeregiem zmian, ktére umozliwiaja bakteriom kolonizacj¢ i infekcje wlosnikow
korzeniowych tj. pierwsze etapy symbiozy prowadzace do rozwoju brodawki
korzeniowej [16, 17].

2. Bioroznorodnos¢ ryzosfery

Réznorodnos¢ biologiczna, zwana tez biordznorodnoscig okre§la bogactwo
gatunkow w danym s$rodowisku, na ktore wptywaja czynniki klimatyczne,
ewolucyjne i ekologiczne. Najczestszym sposobem badania bioréznorodnosci jest
okreslenie liczby gatunkéw mikroorganizmow zasiedlajacych dane srodowisko.
Czynnikiem wptywajacym na bioréznorodnos$¢ jest konkurencja organizmow
o miejsce bytowania i sktadniki odzywcze w danym $rodowisku [18].

Gleba jest miejscem bytowania bardzo wielu mikroorganizméw. Ryzosfera
jest definiowana jako waska strefa gleby majaca bezposredni wptyw na rozwoj
strefy korzeniowej roslin, a bakterie s3 wazng grupa mikroorganizméw
zamieszkujacych te nisze ekologiczng. Roéznorodno$¢ i liczba bakterii
w ryzosferze jest kontrolowana przez bardzo wiele czynnikow takich jak
sktadniki pokarmowe, obecno$¢ pierwotniakow, wydzielanie przez korzenie
ro$lin substancji odzywczych i roznych czynnikow, ktore moga hamowac wzrost
bakterii. W zaleznosci od gatunku ro$liny, mikroorganizmy mogg mieé¢
negatywne, neutralne lub pozytywne dzialanie na kondycje rosliny. Bakterie
brodawkowe mozna czgsto znalez¢ w poblizu korzeni ro$lin motylkowatych
izawsze ich obecno$¢ ma pozytywny wplyw na wzrost i plony roslin.
Co ciekawe pozytywne interakcje moga roéwniez wystgpowaé pomigdzy
mikroorganizmami zamieszkujacymi strefe korzeniows. Wykazano, ze mutanty
B. japonicum oporne na streptomycyne efektywniej zakazajg korzenie roslin,
jezeli w poblizu znajduja si¢ Streptomycetes sp. [19].

Sama powierzchnia korzenia jest rowniez waznym miejscem interakcji
pomigdzy zasiedlajacymi ja organizmami. Ten obszar okre$lany jest mianem
ryzoplany. Bakterie czgsto pokrywaja nawet do 10% powierzchni korzenia [20].
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2.1. Zré6znicowanie genomow bakterii symbiotycznych

Ryzobia sg grupa bakterii bardzo zréznicowang m.in. pod wzgledem tempa
wzrostu, szlakow biosyntezy réznych zwiazkow, aktywnosci metabolicznej,
liczby plazmidow oraz struktury lipo- i egzopolisacharydow. Filogenetycznie
nie stanowig one spojnego kladu i przemieszane sg z gatunkami innych bakterii.
Badania profili plazmidowych wykazaty, ze ryzobia posiadaja rézng liczbe
plazmidow, a ich liczba i wielko$¢ charakteryzuje dany szczep i moze by¢
wykorzystywana do identyfikacji i oceny bior6znorodnos$ci szczepow
bakteryjnych. Genomy bakterii brodawkowych sa podzielone na kilka
replikonow o roznej wielkosci. Kolisty chromosom zawiera istotne dla zycia
bakterii geny, natomiast plazmidy koduja rozne funkcje, ktore sa uwazane
za pomocnicze, adaptatywne. Wyjatkiem jest B. japonicum, ktory ma tylko
jeden replikon tj. chromosom. Roéznice w architekturze genomoéw mozna
wythumaczy¢ poziomym transferem DNA i kointegracja r6éznych replikonow.
Niektore z ostatnich doswiadczen wykazaty, ze replikony S. meliloti 1 Rhizobium
sp. NGR234 moga laczy¢ si¢ w jedng czasteczke bez zmiany wlasciwosci
symbiotycznych [21].

Podzial genomu na kilka replikonow umozliwia korzystne dla zycia tych
organizmow adaptacje do roznych warunkoéw srodowiskowych. Jakkolwiek,
generalnie przyjmuje si¢, ze plazmidy nie zawieraja gendow rdzeniowych,
niezbednych do zycia bakterii to jednak na niektorych z nich wystepuja pewne
geny o zasadniczym znaczeniu np. na plazmidzie pSymB S. meliloti wystgpuja
geny minCDE ktorych produkty niezbedne sg do podziatéw komorek [22].

2.2. Konkurencyjnos$¢ a bior6znorodnos¢

Zjawisko konkurencyjnosci (kompetycji) ryzobiow definiujemy jako zdolnos¢
do zasiedlania brodawek przez jeden szczep w mieszanych hodowlach
bakteryjnych, a takze jego utrzymywanie si¢ w glebie w kolejnych sezonach
wegetacyjnych. Organizmy bardziej konkurencyjne zyskuja dostep do sktadnikow
odzywczych, dzigki czemu sg zdolne do utrzymania si¢ w danej niszy ekologicznej
[23]. Kompetycja jest nierozerwalnie potaczona zbioréznorodnoscia danego
srodowiska. W $rodowisku o niewielkim zréznicowaniu mikroorganizmow
zmnigjszona jest liczba potencjalnych konkurentéw. Czynnikami $rodowiskowymi
wplywajacymi na konkurencyjno$¢ bakterii sa: pH, struktura gleby, wilgotnose,
temperatura, warunki osmotyczne czy tez obecnos¢ zwigzkow chemicznych takich
jak np. metale cigzkie. Ze wzgledu na rolnicze i ekologiczne znaczenie bakterii
brodawkowych coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ szczepionki
biologiczne uzywane do inokulacji roslin uprawnych. Wykazano m.in., Ze
jednoczesna inokulacja bakteriami z rodzaju Rhizobium 1 Azospirillum wptywa na
zwickszony wzrostu kukurydzy [24]. Wspolzawodnictwo pomigdzy szczepami
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zachodzi na wielu plaszczyznach i jest dlugotrwalym procesem. Ma ono miejsce
bezposrednio  w Srodowisku  ryzosfery, podczas nawigzywania  dialogu
z gospodarzem ro$linnym, w trakcie inwazji tkanek korzenia oraz w samej
brodawce. Konkurencja w brodawce jest istotna w kontekScie cigglosci gatunku;
bakterie, ktdre najlepiej rozwing wspolprace z roslinnym gospodarzem sg w stanie
intensywnie si¢ namnazac i w konsekwencji tego sg zdolne do ponownej kolonizacji
ryzosfery. Do ponownej kolonizacji gleby zdolne sg tylko formy saprofityczne,
ktore nie przeksztatcily si¢ w bakteroidy. Ryzobia w obliczu trudnych warunkow
zarowno w glebie jak i brodawkach konkurujg ze soba o zrédla energii. Sg one
w stanie wykorzystywa¢ wiele rodzajow cukrow, atakze inne zwigzki jak
np. ryzopiny, nawet je§li znajdujg si¢ one w glebie w niewielkich st¢zeniach.
Oznacza to wytwarzanie duzej liczby transporterow ABC, oraz bialek
odpowiedzialnych za metabolizm zwigzkéw wykorzystywanych jako sktadniki
odzywcze [25].

3. Podsumowanie

Bioroznorodno$¢ oraz zrdéznicowanie genetyczne jest w ostatnim czasie
tematem bardzo intensywnych badan. Szczepy bakteryjne nalezace do tego
samego gatunku mogg wykazywac znaczne roznice w procesach metabolicznych
1 organizacji genomow. Badania prowadzone nad populacjami bakterii
ryzobiowych wykazaly znaczng zmienno$¢ profili plazmidowych oraz duze
roznice w lokalizacji markerow genetycznych. Dotychczas przeprowadzone
badania wskazuja jednoznacznie na czeste rekombinacje zaro6wno migdzy- jak
1 wewnatrzgatunkowe. Bakteryjne genomy nie sg, wiec tak konserwatywnymi
strukturami jak do tej pory sadzono i charakteryzuja si¢ znaczng plastycznos$cia
[26]. Generalnie architektura genomow jest w duzym stopniu dynamiczna [27].
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Biordznorodnos¢ bakterii brodawkowych tworzacych symbioze z roslinami
motylkowatymi

Streszczenie

Bakterie symbiotyczne to grupa bardzo zrdéznicowana, ktérej genomy sa podzielone na kilka
replikonow o réznej wielkosci. Szczepy bakteryjne w obrebie tego samego gatunku moga
wykazywaé¢ znaczne réznice w budowie i1 organizacji genomu. Z tym wigze si¢ takze
zmiennos$¢ lokalizacji markerow genetycznych. Dotychczasowe badania wskazuja na czgste
rekombinacje w obregbie replikonéw bakteryjnych jak i migdzy réznymi replikonami bakterii
nalezacych do réznych gatunkéw, a nawet rodzajow, wskazujac na to, ze nie sa one
strukturami konserwatywnymi, lecz wykazuja duza plastycznos¢, ktorej efektem jest
adaptacja do roznych warunkow $rodowiskowych.

Stowa Kluczowe: Ryzobia, symbioza, bior6znorodno$¢, konkurencyjnosé
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Biodiversity of the nodule bacteria forming symbiosis with leguminous
plants

Abstract

Nodule bacteria forming symbiosis with plants of the family Leguminosae are a very diverse
group, in which genomes are usually divided into several replicons of varying size. Bacterial
strains belonging to the same species may exhibit significant differences in the structure
and organization of the genome. This is also related to the location of genetic markers.
Previous studies indicated frequent recombination within the bacterial replicons, indicating
that they are not conserved structures, but show a high ductility, which is a result of
adaptation to the environment. Bacterial genome plasticity may facilitate bacterial adaptation
to changing environmental conditions.

Keywords: Rhizobia, symbiosis, biodiversity, competition
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Degradacja modelowych substratow bialkowych
przez kompleksy proteasomowe grzybow
ligninolitycznych

Wprowadzenie

Najbardziej uniwersalnymi makroczasteczkami w uktadach zywych
sg biatka. Pelnig one rolg¢ wlasciwie we wszystkich procesach biologicznych.
Prawidlowy metabolizm bialek obejmujacy biosynteze z aminokwasow
oraz proteoliz¢ do peptydow 1 aminokwasow, umozliwia prawidtowe
funkcjonowanie kazdej komorki. Procesy proteolizy w  komorkach
eukariotycznych dotycza nie tylko biatek egzogennych, ale rowniez biatek
wewnatrzkomorkowych — pelnigcych  funkcje  strukturalne, regulacyjne
oraz katalityczne. ~ Paradygmat  niezmienno$ci  biatek  strukturalnych,
obowigzujacy przez wiele lat, zostat zakwestionowany przez Rudolfa
Schoenheimer’a, ktory wprowadzit pojecie ,,obrotu biatkowego™ [1]. Obecnie
wiadomo, ze poszczegdlne biatka znajdujg si¢ w stanie dynamicznej rownowagi
pomiedzy procesami ich biosyntezy i1 degradacji, stale zachodzacymi
w komorkach. Przez wiele lat proteoliza nie stanowita przedmiotu szerszych
badan, uwaga naukowcow skupiona byta gldéwnie na poznawaniu mechanizméw
powstawania biatek [2].

Proteoliza odgrywa istotng rol¢ zaré6wno w procesach katabolicznych,
jak i regulatorowych. Bialka w organizmach zywych ulega¢ moga calkowitej
lub ograniczonej  proteolizie.  Usunigcie tylko niektorych  sekwencji
aminokwasowych z bialek, czyli proteoliza ograniczona, peli funkcje
regulacyjng. Modyfikacje te niezbedne sa w procesie dojrzewania biatek.
Natomiast catkowita hydroliza, poza degradacja bialek egzogennych, warunkuje
tak wazne funkcje komorek, jak: usuwanie bialek nieprawidlowych
(nieprawidtlowo sfatdowanych lub uszkodzonych), rozktad bialek zbednych,
powstajacych w nadmiarze, degradacje¢ kluczowych enzyméw 1 biatek
regulatorowych [3].

! Email: anitaswatek89@gmail.com, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat
Biologii i Biotechnologii (binoz.umecs.lublin.pl), Zaktad Biochemii

2 Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Zaktad
Biochemii
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W komorkach eukariotycznych wyrdznia si¢ dwa systemy proteolityczne:
lizosomalny (wakuolarny) oraz pozalizosomalny (pozawakuolarny) [4].

Szlak lizosomalny poznany zostat jako pierwszy. Poczatkowo uznawano,
ze jedynie z udzialem tego systemu moze dochodzi¢ do degradacji biatek
w komoérce [3]. Miejscem degradacji bialek sa lizosomy jak réwniez
pozalizosomalne struktury szlaku endocytarnego. Lizosomy s3a organellami
otoczonymi pojedyncza btona komoérkowsg. Wypehiaja je liczne hydrolazy,
aktywne w pH 4-5, zdolne do rozkladu tancuchéw polipeptydowych az do
aminokwasow [4]. W lizosomach degradowane sg biatka egzogenne jak rowniez
endogenne. Degradacja biatek wewnatrzkomérkowych w lizosomach zachodzi
glownie w warunkach dhlugotrwatego glodu. W latach 70. XX wieku wykazano
jednak, ze rowniez komorki pozbawione lizosoméw, takie jak retikulocyty,
sa zdolne do skutecznego rozkladu nieprawidlowych bialek, a procesy
te wymagaja energii w postaci ATP, co bylo wowczas trudne do zrozumienia [5].

Kolejne badania przyczynity si¢ do wyjasnienia degradacji biatek zaleznej
od energii [6,7]. Wykazano woOwczas udziat ubikwityny jako czynnika
niezbednego w proteolizie zaleznej od ATP, ktéra okazala si¢ glownym
procesem pozalizosomalnej degradacji  biatek  wewnatrzkomorkowych
z udziatem kompleksu proteasomowego 26S [7]. Kulminacja tych wieloletnich
badan bylo przyznanie Nagrody Nobla w dziedzinie chemii za odkrycie
i opisanie zaleznej od ubikwityny regulowanej degradacji biatek. Uhonorowani
tg nagroda zostali w 2004 roku Aaron Ciechanover, Avram Hershko oraz Irvin
Rose. System ubikwityna/proteasom powszechnie wystepuje w komodrkach
organizmow eukariotycznych. Jego obecno$¢ stwierdzono zarowno u zwierzat
[8], roslin [9], jak i u drozdzy [10]. W krolestwie grzyboéw wykazano jego
obecnos¢ rowniez u grzybow ligninolitycznych [11].

Degradacja bialek przez kompleks proteasomowy jest procesem
wymagajacym zuzycia energii w postaci ATP. Jest to takze proces bardzo
selektywny. Proteasom 26S nie rozklada przypadkowych bialek, lecz tylko
te zawierajace kowalencyjnie przylaczony tancuch poliubikwitynowy. Lancuch
poliubikwitynowy jest zasadniczym sygnatem do proteolizy z udziatem
proteasomow [12, 13].

Proteasom 26S (EC 3.4.25.1) jest wielopodjednostkowym ATP-zaleznym
kompleksem proteolitycznym, o masie czasteczkowej okoto 2500kDa.
Zaangazowany jest on gtownie w rozklad bialek waznych dla prawidtowego
funkcjonowania komorek: enzymoéw regulujacych szlaki biosyntetyczne, biatek
regulujacych przebieg cyklu komérkowego, wielu czynnikow transkrypcyjnych,
biatek kodowanych przez onkogeny i geny supresorowe, biatek bioracych udziat
w odpowiedzi immunologicznej, jak réwniez biatek strukturalnych [8, 14].
Kompleks proteasomu 26S (Rys. 1) sklada si¢ z proteasomu 20S [16],
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tworzacego katalityczny rdzen, ktory jest zasocjowany z jednej lub obu stron
z asymetrycznym kompleksem regulatorowym 19S [17]. Proteasom 20S,
w przeciwienstwie do 26S, nie jest zdolny do proteolizy ubikwitynowanych
biatek oraz nie wykazuje aktywnosci ATP-azowe;j.

Kompleks 20S o masie czasteczkowej 700kDa posiada konserwatywna
budowe. Potwierdzily to najnowsze badania z wuzyciem mikroskopii
elektronowej oraz krystalografii przy pomocy promieni X [18]. Sktada si¢ on
z 4 pierscieni, z ktorych kazdy zbudowany jest z 7 homologicznych
podjednostek. Pier§cienie te przylegaja do siebie tworzac strukture
przypominajaca beczutke [6]. Zewngtrzne pierScienie zbudowane sg
z podjednostek typu a (al-a7), wewnetrzne za$§ z podjednostek typu B (B1-B7).
Ich masa czasteczkowa waha si¢ miedzy 20-35kDa. Lancuchy o poprzez
NH,-koncowe fragmenty podjednostek o zamykaja kanat wiodacy do wnetrza
proteasomu, tworzac tzw. a-bramke [19, 20].

Structure of the 26S Proteasome
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(Rpn3,5-9, 11, 12)

& ATPases [Rpt 1-6) base
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internal cavity of p subunits

Functicnally active nucleophilic
Thr residues

Rys. 1 Struktura proteasomu 26S [15]

Kompleks 20S pei funkcje katalityczng. W jego budowie tylko trzy rodzaje
podjednostek cechuja si¢ aktywnoscia enzymatyczna. Sg to podjednostka B1, B2 i 35,
roznigce si¢ specyficznoscia w hydrolizie wigzan peptydowych. Wyrdzniono trzy
podstawowe aktywnosci kompleksu proteasomowego [20, 21]: aktywnos¢
chymotrypsyno-podobng  (CHT-L, ang. chymotrypsin-like), zlokalizowana
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w podjednostce B5, przeprowadzajaca hydrolizg wigzania peptydowego po resztach
aminokwasé6w  hydrofobowych  (Tyr-X,  Phe-X, Leu-X), aktywnos¢
trypsyno-podobng (T-L, ang. trypsin-like), zlokalizowang w podjednostce [2,
odpowiedzialng za hydroliz¢ wigzania peptydowego po resztach aminokwasow
zasadowych (Arg-X, Lys-X) oraz aktywnos$¢ kaspazopodobng (C-L ang. caspase-
like), zlokalizowana w podjednostce B1, hydrolizujaca wigzania peptydowe po
resztach aminokwasoéw kwasowych.

Kompleks regulatorowy 19S zbudowany jest z 19 podjednostek. Tworza one dwa
subkompleksy, tzw. podstawe (ang. base) i wieczko (ang. lid) [22]. Podstawa
zbudowana jest z 6 ATP-az (Rptl-Rpt6), nalezacych do klasy AAA (ang. ATPase
associated with various cellular activities), oraz 3 podjednostek (Rpnl, Rpn2
1Rpnl0) pozbawionych aktywnosci ATP-azowej [18]. Podjednostka RpnlO jest
receptorem dla ‘tancucha poliubikwitynowego, aponadto 1Iaczy podstawe
z wieczkiem [17]. Podjednostka Rpt5 prawdopodobnie uczestniczy w rozpoznawaniu
poliubikwitynowanego substratu [23]. Podjednostka Rpt2 wiaze si¢ z pierScieniem
utworzonym przez podjednostki o 1 uczestniczy w otwieraniu kanahu,
wspotuczestniczy w rozfatldowywaniu substratu oraz jego translokacji do wnetrza
proteasomu [19, 24].

Wieczko charakteryzuje si¢ brakiem aktywno$ci ATP-azowej. W jego sktad
wchodzg nastepujace podjednostki: Rpn3, RpnS5-Rpn9 oraz Rpnll1-Rpnl3 [18].
Glowna rola wieczka jest prawdopodobnie deubikwitynacja [25, 26].

Ligninoceluloza jest pod wzglgdem chemicznym kompleksem dwoch polimeréw
liniowych: celulozy i1 hemicelulozy oraz nieliniowego polimeru ligniny [27].
Nieliczng grupe mikroorganizméw zdolnych do degradacji tego kompleksu tworza
grzyby ligninolityczne. Ze wzgledu na sposob ich oddzialywania na poszczegolne
sktadniki kompleksu ligninocelulozowego dzieli si¢ je na grzyby tzw. ,,migkkiej
zgnilizny drewna”, ,,brunatnej zgnilizny drewna” oraz ,,bialej zgnilizny drewna” [28].

Grzyby ,bialej zgnilizny drewna” sg jedynymi organizmami zdolnymi
do skutecznej  degradacji  ligniny w  wyniku  dzialania  enzymow
zewnatrzkomorkowych, do ktorych naleza m.in., lakaza, peroksydaza ligninowa
iperoksydaza mangano-zalezna [29]. Enzymy ligninolityczne sg biatkami
powstajacymi zwykle w czasie metabolizmu wtornego. Wczesniejsze badania
wykazaty, ze przejscie z fazy metabolizmu pierwotnego do fazy metabolizmu
wtornego (ktore zwiagzane jest z produkcja tych enzymdw), zaangazowane
sg wewnatrzkomorkowe enzymy proteolityczne, zaréwno szlaku wakuolarnego
jak ipozawakuolarnego [30]. Przypuszcza si¢ réwniez, ze produkcja enzymow
ligninolitycznych regulowana jest takze na poziomie transkrypcji, jednak doktadne
mechanizmy tych regulacji nie zostaly poznane. Najnowsze badanie wskazuja
jednak na znaczacy udzial proteasomalnego szlaku degradacji bialek w regulacji
tego procesu [31].
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1. Materialy i metody

1.1. Materialy

Odczynniki uzywane podczas przeprowadzanych dos$wiadczen (albumina
wotowa, ATP, B-kazeina, fluorescamina, hemoglobina — substrat dla proteaz,
marker niskich mas czasteczkowych LMMM, MgCl,) pochodzity z firmy Sigma
(St. Louis, USA). Pozostale odczynniki (cz.d.a.) pochodzity z POCH Gliwice.
Wszystkie roztwory byly przygotowane przy uzyciu wody Milli-Q (Millipore
systemu, Milford, CT, USA).

1.2. Material biologiczny

Podczas przeprowadzania badan uzywany byt szczep Trametes versicolor
pochodzacy z kolekcji ATCC (ang. American Type Culture Collection),
opatrzony numerem 44308, zdeponowany w kolekcji Zaktadu Biochemii UMCS
pod numerem 7.

1.3. Warunki hodowli

Grzybni¢ T. versicolor pobierano z 2% skosu agarowego i hodowano
w warunkach stacjonarnych, w naczynkach scyntylacyjnych zawierajacych
po 10 ml podloza wedlug Fahraeusa i Rainhammara [32], w temp. 24-26°C.
Po uprzednim zaadaptowaniu kultur do warunkéw hodowli na podtozu ptynnym,
zbierano 7-dniowe grzybnie, odsaczano je na bibule GF83, zamrazano
1 przechowywano w temp. -20°C.

1.4. Otrzymywanie preparatow wysokoczasteczkowych kompleksow
proteasomow

Grzybnie po rozmrozeniu rozbijano przy uzyciu homogenizatora Pottera,
zamontowanego do robota laboratoryjnego Aid Type 309. Proces przeprowadzano
w lazni lodowej (4°C). Uzyskany homogenat wirowano przez 10 minut, przy RCF
10 000 x g, w temp. 4°C (wirowka firmy ,,Sigma” typ 3K18).

Wysokoczasteczkowe kompleksy proteasomowe otrzymywano z uzyskanych
supernatantow na drodze ultrafiltracji, pozwalajacej na usunigcie frakcji
niskoczasteczkowych  proteaz  (ponizej 500 kDa).  Proces  ultrafiltracji
przeprowadzano z zastosowaniem polieterosulfonowej membrany Biomax PBVK
Ultrafiltration Disc, 500 000 NMWL, przy uzyciu aparatu do ultrafiltracji Amicon
8010, firmy Millipore. Proces prowadzono pod cisnieniem 0.07MPa w niskiej
temperaturze (chtodzenie lodem) [33]. W celu uzyskania preparatu do dalszych
analiz przeprowadzano 5 cykli opisanego powyzej procesu. Stezenie biatka
w uzyskanym preparacie oznaczano metoda Bradford [34].
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1.5. Oznaczanie aktywnosci proteasoméw wobec modelowych substratow
bialkowych metoda spektrofluorymetryczna

W celu zbadania zdolnosci komplekséw proteasomowych, izolowanych
z grzybni T. versicolor, do degradacji modelowych bialek substratowych
oznaczano ilo$¢ powstajacych produktow degradacji w reakcji z fluorescaming
[35]. Procedura ta stanowita modyfikacj¢ wczesniejszej metody badania
degradacji biatek przez proteasomy 26S [36].

Fluorescamina reaguje z pierwszorzedowymi grupami aminowymi
znajdujacymi si¢ w aminokwasach koncowych iresztach € -aminowych lizyny
peptydowych produktow degradacji, tworzgc silnie fluorescencyjne produkty.
Nie reaguje ona =z aminami drugorzedowymi [37]. Jako substraty
dla kompleks6w protesomow w reakcji degradacji zastosowano nastepujace
biatka: albuming, hemoglobine oraz B-kazeing. Oznaczenie wykonano w dwoch
wariantach: z dodatkiem MgATP (badanie aktywnosci proteasomow 26S)
orazbez dodatku MgATP (badanie aktywnoSci proteasomow 20S).
Fluorescencj¢ powstala w wyniku reakcji fluorescaminy z produktami
degradacji wybranych substratow biatkowych mierzono na spektrofluorymetrze
FluoroMax 2 (Instruments S.A.: JOBIN YVON/SPEX, Division) przy uzyciu
programu FluoroEssence V3: Single Point. W celu wyznaczenia stezenia
pojawiajacych si¢ produktow degradacji, rownocze$nie sporzadzano krzywa
kalibracyjng dla wzorcowych roztworéow leucyny (w zakresie od 1-5mM).

1.6. Elektroforetyczna analiza procesu degradacji modelowych bialek
substratowych przez proteasomy

Wyizolowane preparaty kompleksow proteasomowych inkubowano
z wybranymi biatkami substratowymi (albuming, hemoglobing i p-kazeing)
wcelu okreslenia ich podatnosci na degradacje przez te kompleksy
enzymatyczne izolowane z grzybni T. versicolor. Oznaczenia wykonywano
w dwoch wariantach: z dodatkiem MgATP (badanie aktywnosci proteasomow
26S) oraz bez dodatku MgATP (badanie aktywnoSci proteasomoéw 20S).
Mieszaning reakcyjng inkubowano w 37°C i w okre$lonych odstepach czasu:
Oh; 0.5h; 1h; 2h; 4h; 6h, reakcje zatrzymywano poprzez dodanie buforu
probkowego (5x) zawierajacego PB-merkaptoetanol, a nastgpnie denaturacje
w temp. 95°C przez 5Smin.

Rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) [38]
przeprowadzano w temperaturze pokojowej, przy stalym napieciu pradu
wynoszagcym 150V, z uzyciem aparatu firmy Whatman Biometra .
W doswiadczeniach uzywano 12% zelu separujacego oraz 4% zelu
zageszczajacego (akrylamid/bisakrylamid 29:1) [31].
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Zele barwiono przy zastosowaniu Coomassie Brillant Blue R-250 wedhug
zmodyfikowanej procedury Wong’a i in. [39].

Wyniki analiz elektroforetycznych dokumentowano za pomocg systemu
G:BOX HR (SYNGENE) z oprogramowaniem GeneSnap.

2. Wyniki i dyskusja

2.1. Wykazanie stabilnosci wybranych substratéw bialkowych
w warunkach reakcji

Stosowane w niniejszej pracy modelowe biatka substratowe wybrano
z wigkszej grupy potencjalnych substratow dla kompleksow proteasomowych
T. versicolor. Albumina, hemoglobina oraz [-kazeina charakteryzowaty sie¢
najwigksza stabilnoscig w warunkach reakcji (37°C, 0-6h). W do§wiadczeniach
wstepnych ustalono parametry istotne w powyzszej analizie, takie jak
maksymalny czas reakcji, stezenia koncowe substratow, sktad procentowy zelu
podziatowego oraz stezenie barwnika CBB R-250.

LMMM  Oh 0,5h 1h 2h 4h 6h LMMM  Oh 0,5h 1h 2h 4h 6h LMMM  Oh 0.5h 1h Zh 4h 6h
5 B
3 4 .
- - i
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- . -
-
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‘ rl -— — — ¢ =
Albumina Hemoglobina p-kazeina

Rys. 2 Analiza elektroforetyczna stabilnosci wybranych substratow bialkowych w warunkach
reakcji (mieszanina reakcyjna pozbawiona preparatu enzymatycznego-kontrola negatywna). Proby
mieszaniny reakcyjnej pobierano w okreslonych odstgpach czasowych: Oh; 0.5h; 1h; 2h; 4h; 6h.
LMMM (66 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa, 14 kDa)

Obrazy elektroforetyczne, uzyskane metoda SDS-PAGE, stanowity kontrole
negatywne w odniesieniu do stosowanych substratow (Rys. 2). Do mieszaniny
reakcyjnej w tych wariantach nie dodawano preparatu proteasomow.

Na podstawie powyzsze]j analizy wykazano stabilno$¢ w warunkach reakcji
wszystkich wybranych modelowych bialek substratowych — nie ulegaty one
degradacji w temperaturze 37°C w ciaggu 6 godzin inkubacji. Pozwolilo to na
zastosowanie ich jako potencjalnych substratow do badania procesu degradacji
bialek przez wysokoczasteczkowe kompleksy proteasomowe izolowane
z grzybni T. versicolor.
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2.2. Degradacja modelowych bialek substratowych przez kompleksy
proteasomow — analiza elektroforetyczna

Do$wiadczenie miato na celu zbadanie stopnia degradacji wybranych
modelowych substratow biatkowych (albuminy, hemoglobiny i f-kazeiny) przez
proteasomy izolowane z grzybni T. versicolor, z wykorzystaniem analizy
elektroforetycznej (SDS-PAGE). Nie zaobserwowano réznic w obrazie
elektroforetycznym dokumentujacym proces degradacji badanych biatek
substratowych, w odniesieniu do reakcji katalizowanej przez kompleksy
proteasomow 268 czy 20S.

Przeprowadzona  analiza  elektroforetyczna ~ wykazata  podatnos¢
na degradacj¢ przez kompleksy proteasomow tylko jednego z trzech badanych
bialek substratowych — f-kazeiny (Rys.3). W przypadku hemoglobiny
stosowanej powszechnie jako komercyjny substrat dla proteaz [40]
nie obserwowano jej rozkladu w warunkach reakcji, co $wiadczy
0 wystarczajacym stopniu oczyszczenia stosowanego preparatu kompleksow
proteasomowych z niskoczasteczkowych proteaz obecnych w komorkach
T. versicolor.

LMMM  0h 0,5h 1h 2h 4h 6h LMMM  0h©0.5h1h 2h 4h 6h LMMM  0h 0.5h 1h Zh 4h 6h

s o & " = -
~ - B g g 3 £ =
Albumina Hemoglobina B-kazeina

Rys. 3 Analiza elektroforetyczna procesu degradacji modelowych substratéw bialkowych przez
kompleksy proteasoméw 26S izolowane z grzybni T. versicolor. Proby mieszaniny reakcyjnej
pobierano w okreslonych odstgpach czasowych: Oh; 0.5h; 1h; 2h; 4h; 6h. LMMM (66 kDa, 45
kDa, 36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa, 14 kDa)
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2.3. Degradacja modelowych bialek substratowych przez kompleksy
proteasomow — analiza spektrofluorymetryczna

Metoda spektrofluorymetryczna pozwolila na okreslenie ilosci powstajacych
produktow degradacji modelowych biatek substratowych w oparciu o analize
intensywnosci fluorescencji, pojawiajacej si¢ w wyniku reakcji z fluorescaming
pierwszorzedowych grup aminowych obecnych w aminokwasach koncowych
i resztach e-aminowych lizyny peptydowych produktow degradacji biatka [36].

Aktywnos¢é specyficzna kompleksow proteasomow
izolowanych z grzybni T. versicolor
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Rys. 4 Stopien degradacji modelowych bialek substratowych przez kompleksy proteasomow
izolowane z grzybni T. versicolor. Aktywno$¢ oznaczano metoda wykorzystujaca reakcje
fluorescaminy z produktami degradacji biatek

Aktywno$¢  specyficzng ~ kompleksow  proteasomowych  wyrazano
w [umol/min/mg], uwzgledniajagc w obliczeniach ilo$¢ bialka w stosowanym
preparacie, objetosci poszczegdlnych skladnikow mieszaniny reakcyjnej
oraz przyrost stezenia produktow degradacji odczytywany z prostoliniowego
odcinka krzywej progresji.

Wyniki analiz spektrofluorymetrycznych okazaty si¢ zbiezne z rezultatami
uzyskanymi metoda SDS-PAGE. Stwierdzono znacznie wigkszy (ok. 10-krotnie)
stopien degradacji B-kazeiny przez kompleksy proteasomoéw w poréwnaniu
z degradacja albuminy i hemoglobiny (Rys. 4). Charakteryzujaca si¢ wysoka
czuloécia metoda wykorzystujagca reakcje z fluorescaming pozwolila
na wykazanie nieznacznego stopnia degradacji w przypadku albuminy
i hemoglobiny, co nie bylo mozliwe do zaobserwowania podczas analiz
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elektroforetycznych. Ponadto powyzsza metoda wykazano wigksza podatnosé
B-kazeiny na degradacj¢ ATP-zalezna, z udziatem proteasomow 26S.

3. Podsumowanie

Na podstawie analiz elektroforetycznych stwierdzono, ze B-kazeina okazata
si¢ substratem efektywnie degradowanym przez kompleksy proteasomowe
wyizolowane z grzybni 7. versicolor. Analiza spektrofluorymetryczna
potwierdzila wyniki otrzymane metoda SDS-PAGE. Substratem najlepiej
degradowanym rowniez okazata si¢ P-kazeina, a stopien jej rozkladu byt
najwigkszy w reakcji katalizowanej przez proteasomy 26S, w obecnosci ATP.

Uzyskane wyniki wykazaty skuteczno$¢ powyzszych metod, szczegdlnie
spektrofluorymetrycznej — wykorzystujacej reakcje produktéw degradacji
z fluorescaming, do analizy procesu rozkltadu biatek przez kompleksy
proteasomowe ligninolitycznego gatunku T. versicolor, co stanowi alternatywe
dla procedur z uzyciem biatek substratowych znakowanych radioizotopami.
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Degradacja modelowych substratéw bialkowych przez kompleksy
proteasomowe grzybow ligninolitycznych

Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylto zbadanie zdolno$ci proteasoméw izolowanych z grzybni ligninolitycznego
gatunku Trametes versicolor do degradacji modelowych substratow biatkowych. Proteasom 26S jest
wielokatalitycznym ATP-zaleznym kompleksem proteolitycznym, ktory jest zaangazowany glownie
w zalezng od ubikwityny degradacje biatek o krotkim okresie pottrwania oraz biatek nieprawidlowo
zbudowanych lub zdenaturowanych. System ubikwityna/proteasom powszechnie wystgpuje
w komoérkach organizméw eukariotycznych. Jego obecno$é stwierdzono zaréwno u zwierzat, ro$lin, jak
iudrozdzy.

W krolestwie grzybéw wykazano jego obecno$¢ rowniez u grzybdw ligninolitycznych. Zdolnosci
proteasoméw, izolowanych z grzybni T. versicolor, do degradacji wybranych modelowych substratow
biatkowych (albuminy, hemoglobiny i -kazeiny) badano stosujac analizy spektrofluorymetryczne oraz
elektroforetyczne. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze spo$rod badanych substratow
biatkowych skutecznie degradowanym przez kompleksy proteasomowe 7. versicolor byta jedynie
B-kazeina. Ponadto wykazano skuteczno§¢ metody spektrofluorymetrycznej, wykorzystujacej reakcje
produktow degradacji z fluorescaming, do analizy procesu degradacji biatek przez te kompleksy
proteasomowe, co stanowi alternatywe dla procedur z uzyciem biatek substratowych znakowanych
radioizotopami.

Stowa Kluczowe: proteasom, $-kazeina, grzyby ligninolityczne

Degradation of model protein substrates by proteasome complexes
of ligninolytic fungi

Abstract

The aim of this study was to investigate the ability of the proteasomes isolated from mycelium of the
ligninolytic species Trametes versicolor to degrade model protein substrates. The 26S proteasome is
a multicatalytic ATP-dependent proteolytic complex which is mainly involved inthe ubiquitin-
dependent degradation of short-lived, damaged or denatured proteins. The ubiquitin/proteasome
pathway is found in all eukaryotic cells examined so far. Its presence was found in animals, plants and
yeast. In the kingdom of fungi proteasomes were also reported in ligninolytic fungi. The ability of the
proteasomes isolated from mycelium of 7. versicolor to degrade model protein substrates (albumin,
hemoglobin and (-casein) was studied using spectrofluorimetric and electrophoretic analyses. Based on
the results, it was found that of the tested protein substrates, only B-casein was effectively degraded by
the proteasome complexes of 7. versicolor. Moreover, the spectrofluorimetric method using the reaction
of degradation products with fluorescamine to measure the rate of protein degradation by the
proteasomes was shown to be a good alternative to procedures with the use of radioisotope-labeled
protein substrates.

Keywords: proteasome, -casein, ligninolytic fungi
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Artur Patasz', Ewa Rojczyk-Golgbiewska®

Nowoczesne metody obrazowania ukladu nerwowego

Wprowadzenie

Dla wielu wspotczesnych neuronanatomia wydaje si¢ klasyczng, zamknigta
nauka opisowa, ktorej mozliwosci poznawcze zamknety si¢ jeszcze w ubieglym
stuleciu. W istocie, znakomita wigkszo$¢ struktur mézgowia zostata precyzyjnie
opisana jeszcze w XIX wieku, rowniez na poziomie mikroskopowym dzigki
genialnym i nowatorskim pracom Santiago Ramon y Cajala oraz Camillo
Golgiego. Opracowane przez nich techniki impregnacji preparatéw mozgowia
solami srebra, chromu i rteci umozliwily ukazanie pelnego obrazu neuronéw
uwzgledniajacego przestrzenng architektonike dendrytéw i aksonow, a takze
strukture komorek glejowych. Warto réwniez wspomnie¢ postaé zmarlego
doktadnie 150 lat temu wybitnego anatoma niemieckiego Otto Karla Deitersa,
tworcy zachwycajacych swa doktadno$cig atlasow cytoarchitektoniki mozgowia.
Doskonale, niemal artystyczne ryciny ilustrujgce manuskrypty wymienionych
pionieréw neurohistologii zasadniczo nie stracily swej aktualnosci do dzisiaj,
a przyjeta tam klasyfikacja morfologiczna neurondéw jest wcigz powszechnie
stosowana.

Wspolczesne badania  struktury osrodkowego ukladu nerwowego
nie ograniczaja si¢ jedynie do aspektu opisowego, lecz ktadg szczego6lny nacisk
na badanie czynnosci okreslonych formacji neuronalnych. Pierwszoplanowg role
przypisuje si¢ w zwigzku z tym technikom badawczym, pozwalajacym na wglad
w funkcjonowanie moézgowia in vivo w oparciu o zwierzece modele
doswiadczalne. Zakrojone na szeroka skalg badania tego typu buduja
nowoczesny obraz neuroanatomii czynno$ciowej, wykorzystujacej najnowsze
zdobycze biochemii, biofizyki, genetyki i biotechnologii. Prezentowany artykut
to zwiezty przeglad wybranych aktualnie stosowanych metod obrazowania
uktadu nerwowego, dostarczajacych nowych, nierzadko intrygujacych
informacji na temat wzajemnych relacji czynnosciowych pomigdzy strukturami
mozgu.

! apalasz@sum.edu.pl, Slaski Uniwersytet Medyczny, Wydzial Lekarski w Katowicach, Katedra
1 Zaktad Histologii i Embriologii

2 ewarojczyk@gmail.com, Slaski Uniwersytet Medyczny, Wydzial Lekarski w Katowicach,
Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii
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1. MRI

Technika jadrowego rezonansu magnetycznego (MRI) od dawna jest
standardem w klinicznym obrazowaniu moézgu. W ostatnim czasie dzigki
znacznej miniaturyzacji urzadzen i uzyskaniu wysokich warto$ci nat¢zenia pola
magnetycznego (7-15 Tesli) mozliwe stato si¢ wykorzystanie MRI, zwlaszcza
czynnosciowego (fMRI) do badan malych zwierzat zwlaszcza w aspekcie
farmakologicznym. W przypadku klasycznego fMRI wykrywane sg zmiany
hemodynamiczne moézgowia zwigzane z aktywnoscia okreslonych jego
obszaréw, zmiany zalezne od poziomu utlenowania krwi (BOLD, z ang. blood
oxygenation level-dependent), fluktuacje przeptywu krwi (CBF, z ang. cerebral
blood flow) oraz jej objetosci (CBV, z ang. cerebral blood volume)
w strukturach mézgu [1].

Obrazowanie BOLD (Rys. 1) opiera si¢ na wykrywaniu wzrastajacego
zuzycia tlenu przez neurony i towarzyszgcych mu zmian hemodynamicznych
podczas ich aktywacji. Technika ta nie dostarcza jednak informacji na temat
aktywno$ci neurondow w sposob precyzyjny, uwzgledniajacy ich tlo
cytofizjologiczne. W zwigzku z tym, za szczegdlnie przydatng i wartoSciowa
modyfikacje tej metody uznawany jest rezonans magnetyczny wzmacniany
manganem (MEMRI, z ang. manganese-enchanced magnetic resonance
imaging) (Rys. 2). Jej podstawowsa zaleta jest odzwierciedlenie zaleznej od
kanatoéw jonowych akumulacji manganu przez neurony pobudzonych obszarow
moézgu, wykazujace zatem ich czynno$¢ bioelektryczng. Pozwala to na
uzyskanie obrazow wysokiej rozdzielczo$ci oraz precyzyjne ukazanie
architektury neurondéw oraz wykrywanie ich aktywnosci. Mozliwe jest
uwidocznienie struktury warstwowej kory nowej, hipokampa, mozdzku oraz
mapowanie wszystkich jader podkorowych, wzgorza i podwzgorza [2].

Paramagnetyczny jon Mn®" jest zblizony swym promieniem van der Waalsa
do diamagnetycznego Ca®", co czyni go idealnym wskaznikiem w badaniu
dynamiki sygnalizacji wapniowej komoérek nerwowych. Moze on wnikaé
do g¢trza neurondw poprzez napigciwozalezne kanaty wapniowe typu L. Gradient
manganu przemieszcza si¢ transsynaptycznie co pozwala na stworzenie mapy
polaczen pomiedzy neuronami. Nalezy jednak zauwazy¢, ze pierwiastek ten
lokuje si¢ rowniez pozaneuronalnie w okolicznych astrocytach, zwiaszcza w ich
wypustkach otaczajacych neurony, bogatych w potaczenia jonowo-metaboliczne
[3]. Uwodniony Mn®" indukuje silng redukcje sygnalu T, wody, co skutkuje
uzyskaniem jasnego kontrastu w obrazach T;-zaleznych we wzbudzonych
obszarach mozgu.

Interesujacg cechg MEMRI jest fakt, ze rozne struktury mozgu manifestuja
wzmocnienie sygnatu w sposob zalezny od czasu jaki uptynal od podania
MnCl,. Najwcze$niej, w 10 minut po iniekcji pojawia si¢ sygnat w splocie
naczynidwkowym, wskazujac rolg bariery krew-ptyn mozgowo-rdzeniowy.
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Nieco pozniej nastgpuje wzmocnienie samego plynu, co pozwala
na uwidocznienie uktadu komorowego. Pelny, najsilniejszy sygnal z catego
obszaru moézgowia uwidacznia si¢ po jednym dniu, stajac si¢ wowczas
optymalnym dla badan cytoarchitektonicznych. Znakomita wigkszos¢ struktur
moézgu jest wowczas kontrastowo zdefiniowana, co umozliwia dokonanie
iloSciowej analizy objgtosci owych obszarow oraz grubosci warstw
komoérkowych w strefach korowych w sposob zautomatyzowany [2]. MEMRI
nie jest jednak wolna od ograniczen; mangan wykazuje cechy neurotoksycznos$ci
zaktocajagc naptyw jonow wapnia, co powoduje zaburzenia szlakow
metabolicznych neuronu m.in. cyklu Krebsa oraz obrotu neurotransmiterow [3].

Rys. 1 Struktury mézgowia szczura w technice fMRI uzyskane dzigki zastosowaniu znakowania
BOLD w badaniu farmakologicznym. [4] — zmodyfikowane
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Rys. 2 Wieloptaszczyznowy obraz przekrojow moézgowia szczura w technice rezonansu
magnetycznego wzmacnianego manganem (MEMRI). [5] — zmodyfikowane

2. PET

Pozytonowa tomografia emisyjna (PET) jest rowniez wykorzystywana
w zwierzecych modelach eksperymentalnych. Ma ona zastosowanie w badaniu
zmian naprawczych w OUN, neuroplastycznosci, pobudzania i hamowania
neuronéw, fizjologii receptoréw, analizy ekspresji genéw. Obraz PET powstaje
dzieki uzyciu zwigzkéw znakowanych radionuklidami emitujagcymi pozytony.
W wyniku nieinwazyjnego skanowania zanikajacych fotondéw i zastosowaniu
techniki tomograficznej uzyskiwany jest trojwymiarowy obraz dystrybucji
izotopu w strukturach mézgu. Zastosowanie znakowanych "°F lub ''C substancji
odgrywajacych $cisle zdefiniowang role w biochemii neurondéw umozliwia
ilo§ciowa oceng wielu parametréw czynnosciowych. Mozliwy staje si¢ pomiar
tempa metabolizmu substratow, syntezy biatek, aktywnosci enzymow, wigzania
ligandow do receptorow czy tez ekspresji okre§lonych genow.

Ogromng zaletg zastosowania PET jest mozliwos¢ pelnej oceny dystrybucji
proby w czasie i przestrzeni u jednego badanego zwierzgcia. Dostgpnosé
detektorow PET dostosowanych do obrazowania moézgowia matych zwierzat
systematycznie wzrasta, trwaja tez prace nad udoskonaleniem gamma-kamer
o znacznie lepszej przestrzennej rozdzielczosci 1 czulo$ci pomiarowe;.
Stosowane obecnie urzadzenia zapewniaja rozdzielczo$¢ rzedu 6-12 pl
Najnowsze systemy, ktorych wykorzystywane sg sladowe iloSci znakowanych
pozytonowo probek osiggaja nawet 1 ul [6].
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3.DTI

Cechg charakterystyczng struktur mézgu jest ich anizotropia, prowadzaca
do zdeterminowanego kierunkowo przeptywu wody, ktory moze by¢ mierzony
W rezonansie magnetycznym przy zastosowaniu techniki obrazowania tensora
dyfuzji (DTI, diffusion tensor imaging). Czasteczki wody dyfunduja zwykle
fatwiej wzdluz szlakow aksonalnych istoty bialej, niz w kierunku poprzecznym.
W istocie szarej i ptynie mézgowo rdzeniowym dyfuzja ma natomiast charakter
izotropowy, cho¢ znaczaco zrdéznicowany w poszczegdlnych obszarach.

Uzyskane informacje mogg by¢ przetworzone komputerowo (traktografia)
czego efektem jest uzyskanie przestrzennych, kodowanych kolorem map
mozgowia uwidaczniajacych trojwymiarowa architektonike widkien nerwowych
(Rys. 3). Technika DTI wydaje si¢ by¢ szczegdlnie przydatna w ocenie zar6wno
zmian demielinizacyjnych jak i niedokrwiennych mézgowia [6].

Rys 3. Kodowane kolorem obrazowanie tensora dyfuzji (DTI) mozgowia szczura. [7] — zmodyfikowane 35
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4. Znakowanie retrogradowe

Mozg to zlozony system wielkiej liczby polaczonych ze soba petli
neuronalnych. Jedng z drog wyjasnienia struktury tej niezwykle skomplikowane;
sieci jest uzycie substancji znacznikowych (barwnikow lub biatek), ktore moga
by¢ wychwytywane przez neurony a nastgpnie transportowane drogg aksonalng.
W przypadku, gdy znacznik jest transportowany retrogradowo, wybarwione
zostang neurony wysylajace swe aksony w miejsce podania substancji (Rys. 4).
Metoda ta pozwala na uwidocznienie wszystkich wejs¢ neuronalnych
do okreslonego  obszaru  moézgowia. Kombinacja dwu  znacznikoéw
retrogradowych, roéznigcych si¢ na przyktad dlugoscig fali fluorescencji
okreslana jest mianem podwdjnego znakowania retrogradowego.

Metoda ta jest szczegolnie przydatna w sytuacji, gdy okreslona struktura
moézgu posiada rézne projekcje do odmiennych obszarow docelowych. Mozliwe
jest rowniez zbadanie czy okreslone aksony biorg swoj poczatek w jednym
perykarionie (dywergencja) czy tez wielu. Technika ta pozwala na precyzyjny
wglad w strukture potaczen aferentnych i eferentnych mézgu. Do uwidocznienia
pofaczen neuronalnych moga by¢ rowniez wykorzystywane wirusy.
W odréznieniu od konwencjonalnych chemicznych znacznikoéw retrogradowych,
wirusy moga przemieszcza¢ si¢ pomigdzy neuronami drogg synaptyczng.
Co szczego6lnie warte podkreslenia, moga one replikowaé wewnatrz
zainfekowanych neuronow, czego efektem jest znaczne wzmocnienie sygnatu.
Cecha ta pozwala na precyzyjne wyznakowanie potaczonych synaptycznie petli
neuronalnych.

Liczne wirusy neurotropowe wykorzystywane sg w technice znakowania
transsynaptycznego; wirus opryszczki typu 1 (HSV-1), wirus wscieklizny (RV)
oraz pseudo-wscieklizny (PRV). Wsrod wymienionych tzw. szczep Bartha PRV
(PRV-Bartha) jest szczegdlnie czesto wykorzystywany. Celem dokonania
szczegotowe]  analizy  morfologicznej  ztozonych  sieci  nerwowych,
jak np. interakcje pomigdzy petlami neuronalnymi, uzyteczne jest wykorzystanie
kombinacji podwojnego znakowania retrogradowego ze znakowaniem
wirusowym. W metodzie tej znacznikami transsynaptycznymi sg dwa szczepy
rekombinowanych wiruséw, kazdy z nich wykazuje ekspresje unikalnego biatka
markerowego. Efektem jej zastosowania jest oddzielne wyznakowanie dwu petli
neuronalnych, natomiast pojedynczy neuron, bedacy poczatkiem dwu
dywergujacych petli charakteryzuje si¢ koekspresja obydwu biatek [8].

Pewnym ograniczeniem tej metody byt do niedawna brak narzgdzia
do identyfikacji neurondéw polaczonych monosynaptycznie z inng grupg
komorek aw szczegélnosci z pojedynczym neuronem. Markery
miedzysynaptyczne nie zapewniaja rozréznienia potgczen bezposrednich
od posrednich. Poza tym Zaden znacznik nie jest na tyle silny, aby podany
do pojedynczej komorki byt w stanie uwidoczni¢ potaczone z nig neurony.
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Nowa metoda pozwalajaca na identyfikacje potaczen monosynaptycznych oparta
jest o infekcje interesujacej nas grupy komoérek zmutowanym wirusem,
w ktorym ma miejsce delecja jednego lub kilku genéw odpowiadajacych za jego
transsynaptyczne przemieszczanie. Towarzyszy jej komplementacja owego
braku wprowadzeniem utraconego genu wirusowego, jedynie do zainfekowane;
komoérki. Gdy wszystkie geny wirusowe sg obecne w neuronach startowych,
wirus moze przenika¢ z nich do komorek pozostajacych z nimi
w monosynaptycznym kontakcie. Poniewaz geny te nie s3 obecne we wtdrnie
zainfekowanych komorkach, dalsze rozprzestrzenianie wirusa nie jest mozliwe.

Wirusem wykorzystywanym w tej technice jest zazwyczaj wirus wscieklizny
z racji swej niskiej cytotoksycznoSci oraz znacznie wigkszej wydajnosci
infekcyjnej w poréwnaniu z innymi stosowanymi wirusami zwlaszcza typu
opryszczki (a-herpeswirusy). Jest on znakomitym markerem transsynaptycznym,
przemieszczajacym si¢ jedynie retrogradowo. Co wigcej, propagacja wirusa
ograniczona jest jedynie do neuronéw potaczonych z zainfekowang komorka
inie zachodzi w kierunku sasiadujacych neurondéw pozostajacych poza
kontaktem synaptycznym. Strategia biotechnologiczna tej metody opiera si¢
na delecji wirusowego genu glikoproteiny. Glikoproteina ta, usytuowana
wewnatrz blony otaczajacej rdzen wirusa, nie jest konieczna dla transkrypcji
i replikacji genomu wirusowego w zainfekowanej komorce, natomiast konieczna
dla jego transsynaptycznego rozprzestrzeniania si¢. W rekombinowanym wirusie
wscieklizny SADAG-EGFP gen glikoproteiny zastgpiono sekwencja kodujaca
biatko wzmocnionej zielonej fluorescencji (EGFP). Nie pozwala to wprawdzie
na jego przemieszczanie jednak zapewnia dobre wyznakowanie struktur
dendrytéw i aksonu. Aby precyzyjnie nacelowac infekcje SADAG-EGFP na
genetycznie zdefiniowang populacj¢ neurondw, wykorzystano szczegdlng
interakcje receptorowa wirusa ptasiego migsaka (ASLV-A). Biatko otoczki tego
specyficznego wirusa (EnvA) ukierunkowuje infekcje jedynie na te komorki,
ktore posiadaja receptor TVA, bialkko obecne jedynie u ptakow,
nie obserwowane u ssakow. Wbudowujac EnvA do wirusa wscieklizny uzyskuje
si¢ wirusa SADAG-EGFP(EnvA), ktory jest w stanie infekowaé jedynie mata
subpopulacje neuronéw wykazujacych ekspresjc TVA. Wprowadzenie genu
glikoproteiny do neuronu inicjalnie infekowanego umozliwia powstanie czastek
wirusowych i ich wnikanie do komorek potaczonych monosynaptycznie [9].
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Rys. 4 Znakowanie retrogradowe szlakow nerwowych moézgowia szczura. Znacznik wprowadzono
do wzgorka gornego blaszki pokrywy (SC), co uwidocznito projekcje aksonalne do jadra
niskowzgorzowego (STN) oraz istoty czarnej (SNc. SNr). [10] — zmodyfikowane

5. Optogenetyka

We wspolczesnej neurobiologii eksperymentalnej stosowane sg liczne
nowoczesne technologie nie tylko w celach obrazowania catego mézgu lub jego
pojedynczych struktur, lecz réwniez w celu wyciszania lub wzmacniania
aktywnosci elektrycznej neurondw. Pozwala to zrozumie¢ role poszczegdlnych
typow komorek w obrebie szlakow nerwowych. Jedng z interesujacych technik
neuromodulacji jest optogenetyka, ktora laczy w sobie optyke, genetyke
1 bioinzynierig, aby w precyzyjny sposob kontrolowa¢ aktywno$¢ specyficznych
neuronow.

Optogenetyka wykorzystuje pochodzace z mikroorganizméw biatka zwane
rodopsynami, ktére peilnig role molekularnych czujnikoéw odpowiadajacych
na §wiatto. Maja one zdolno$¢ wychwytu energii §wietlnej 1 zuzywania jej
do aktywnego transportu jonow badz do otwierania kanatow jonowych
umozliwiajacych ich bierny przeptyw. W zalezno$ci od mechanizmu dziatania,
rodopsyny mozna podzieli¢ na halorodopsyny, rodopsyny kanalowe
i archaerodopsyny. Po wyizolowaniu z mikroorganizméw i otrzymaniu ekspresji
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w neuronach, te trzy wyzej wymienione typy rodopsyn odpowiadajg na $wiatto
w rozny sposob. Halorodopsyny posredniczg w wyciszaniu neuronéw poprzez
hiperpolaryzacje ich bton komoérkowych w odpowiedzi na zotte $Swiatlo,
natomiast rodopsyny kanatowe daja odwrotny efekt modulacyjny — po ich
stymulacji $wiattem niebieskim sg zdolne do aktywowania neuronow poprzez
depolaryzacje bton. Z kolei archaerodopsyny odpowiadaja na $wiatto zielone
1 zotte powodujac wyciszanie neuronow, nawet do 100% [11,12]. Uproszczony
schemat ukazujgcy pie¢ stadiow prowadzacych do uzyskania efektu
modulacyjnego za pomocg optogenetyki przedstawia rys. 5.

Poczawszy od 2005 r. (kiedy to po raz pierwszy opisano klasyczng technike
optogenetyczng), zastosowanie opsyn w neurobiologii stawato si¢ coraz bardziej
popularne. Ponadto, powstato wiele ulepszen tego systemu w celu poprawy
wydajnosci poszczegolnych etapow tej wyszukanej metody.

1 2
T )
PROMOTOR GEN OPSYNY L y

Btona komorkowa

Kanatopsynowy

Rys. 5 Uproszczony schemat techniki optogenetycznej, 1-stworzenie konstruktu genetycznego,
2-wstawienie konstruktu do zmodyfikowanego wirusa, 3-wstrzyknigcie wirusa do mozgu
(ekspresja genoéw), 4-zatozenie ,,optrody”, S-dostarczenie §wiatta prowadzace do neuromodulacji

53



Postepy w naukach przyrodniczych

6. Brainbow

Ogolna struktura anatomiczna oraz fizjologia mozgu sg juz stosunkowo
dobrze poznane. Istnieja rowniez narzedzia umozliwiajace neuromodulacje
i badanie funkcji mozgu w réznych warunkach. Jednak ztozono$¢ tego organu
jest prawdopodobnie wynikiem ogromnej liczby synaps, ktore czgsto
nie sg stabilne w czasie 1 przestrzeni (zgodnie z teorig plastycznos$ci
synaptycznej). Odkrycie tego faktu zapoczatkowalo zainteresowanie
konektomikg — dziatem neurobiologii skupiajacym si¢ na synapsach i ich
wysoko-rozdzielczemu obrazowaniu.

Profesor Jeff Lichtman z Center for Brain Science w Harvard University byt
jednym z pierwszych naukowcoéw, ktory zrozumial potrzebe stworzenia
doktadnej, zmiennej w czasie mapy sieci polaczen miedzy komorkami
nerwowymi [13,14]. Poczatkowo opracowal on technike¢ pobierania przez
neurony (drogg synaptyczng) znacznikow fluorescencyjnych po ich uprzedniej
stymulacji elektrycznej. Dzigki temu kazda komorka byta wybarwiona na inny
kolor, co dawato mozliwos$¢ jej §ledzenia w czasie i przestrzeni. Ta technika
byla jednak skomplikowana z powodu koniecznosci rownoczesnej stymulacji
wszystkich neuronow [14,15].

Dopiero odkrycie zielonego biatka fluorescencyjnego (GFP, ang. green
Sfluorescent protein) i jego kolorowych wariantow (tzw. XFP) stato si¢ krokiem
milowym umozliwiajagcym stworzenie nowej techniki zwanej Brainbow opartej
na modyfikacjach genetycznych. Stworzono linie transgenicznych myszy
wykazujacych ekspresje biatek fluorescencyjnych o réznych kolorach.
Zaskakujace bylo to, ze wzory ekspresji tych biatek r6znily sig
w poszczegolnych liniach, pomimo wbudowania identycznego konstruktu
genowego. U niektorych zwierzat niemal wszystkie komodrki nerwowe
wykazywaly ekspresje XFP, a u innych tylko ich maly procent. Kolejnym
krokiem byto krzyzowanie ze sobg otrzymanych linii transgenicznych,
w wyniku czego powstaly nowe szczepy z unikalnym wzorem ekspresji XFP.
W niektorych ~ komoérkach  obserwowano  koekspresje  kilku  biatek
fluorescencyjnych, co dato efekt powstawania kilku nowych koloréw [14, 16].

Aby zwigkszy¢ ilos¢ barw, a tym samym umozliwi¢ dokladniejsze
obrazowanie pojedynczych neuronéw i sledzenie dynamiki polaczen pomigdzy
nimi, pomocny okazat si¢ dobrze znany w inzynierii DNA system Cre/lox.
Rekombinaza Cre ma zdolno$¢ wycinania, bagdz odwracania fragmentéw DNA
znajdujacych si¢ pomiedzy sekwencjami /ox. Powstal wigc pomyst stworzenia
konstruktow zawierajacych kilka genow XFP otoczonych réznymi wariantami
sekwencji lox. W tego typu formach tylko geny znajdujace si¢ bezposrednio
za promotorem ulegaja ekspresji. Co wigcej, w kazdej komodrce aktywowana
rekombinaza Cre moze wyciagé¢/odwroci¢ sekwencje DNA tylko w jednej z par
miejsc lox, a wybor tego miejsca jest przypadkowy. W efekcie komorki
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nerwowe zostajag wybarwione na rézne kolory, a im wigcej roznych genow XFP
1 roznych wariantow lox jest uzytych, tym wiecej kolorow mozna uzyskaé
[13,14]. Uproszczony schemat tego mechanizmu (uwzgledniajacy trzy kolory)
jest przedstawiony na rys. 6.

miejsca lox 2olte bialko
promotor fluorescencyjne (YFF)
| \ | ckspresja:

. — @

3 czerwone hialko niehieskie bialko
: & . fluorescencyjne (RFP) flucrescencyjne (CFP)
A% & i

Rys. 6 Idea uzycia systemu Cre/lox do stworzenia kolorowej mapy szlakéw nerwowych, rézne
odcienie zieleni oznaczaja rozne warianty miejsc lox [14] — zmodyfikowane

Po stworzeniu pierwszych wspomnianych wcze$niej konstruktow okazato
sig, ze czg$¢ transgenicznych linii mysich wbudowala wiecej niz jedna jego
kopig. Umozliwito to niezalezng rekombinacj¢ kazdej z kopii, co skutkowato
otrzymaniem wigkszej ilo§ci barw. W przypadku trzech kopii konstruktu mozna
otrzyma¢ az dziesig¢ roznych kolorow, a dodawanie kolejnych generuje
olbrzymig liczbe¢ odcieni — nawet ponad 100! W zwigzku z tym szalenie
niezwyktym efektem, technika ta zostala nazwana przez profesora Lichtmana
mianem Brainbow [14]. Opracowano rowniez system ograniczajacy liczbe
wbudowywanych kopii. Opiera si¢ on na systemie analogicznych do Cre/lox
zwanym FIp/FRT. Insercja miejsc FRT w odpowiednie miejsce DNA pozwala
wycig¢ nadmiarowe kopie po aktywacji rekombinazy Flp [13].

Opracowano dwa gltowne rodzaje systemu Brainbow. Pierwszy (prostszy,
przedstawiony na rys. 6) wykorzystuje zdolno$¢ rekombinazy Cre do wycinania
fragmentow DNA, natomiast drugi opiera si¢ na zdolnosci tego enzymu
do odwracania sekwencji DNA i wymaga ograniczenia aktywnosci Cre w celu
ustabilizowania DNA w jednej z orientacji. Obie te techniki zostaty poczatkowo
przetestowane na liniach komorkowych HEK (ang. Human Embryonic Kidney).
Kolejnym krokiem byla proba wykorzystania systemu Brainbow do rdéznych
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celow dzigki tworzeniu roznorodnych linii myszy transgenicznych.
Przyktadowo, udato si¢ ograniczy¢ proces rekombinacji do konkretnych typow
komoérek dzigki uzyciu odpowiednich promotorow lub krzyzowaniu linii
transgenicznych. Ponadto, udato si¢ zastosowa¢ Brainbow do mapowania
szlakow neuronalnych (z pomoca mikroskopii konfokalnej) oraz do badan
interakcji komoérek glejowych [13]. Rysunek 7 przedstawia rekonstrukcje
wewngtrznej warstwy ziarnistej w mozdzku mysim z ponad 300 aksonami i 93
komorkami ziarnistymi.

Rys. 7 Sledzenie szlakéw neuronalnych w moézdzku za pomoca systemu Brainbow
— tréjwymiarowa cyfrowa rekonstrukcja aksonow wiokien kiciastych i komoérek ziarnistych
w moézdzku [13] — zmodyfikowane

7. Podsumowanie

Rozwo6j neurobiologii opiera si¢ w duzej mierze na wykorzystaniu coraz
lepszych metod obrazowania mézgu. Klasyczne techniki sa stale udoskonalane
i wykorzystywane do nowych celéw, w tym do badan podstawowych
prowadzonych na matych zwierzetach. W ostatnich latach duzy nacisk ktadzie
si¢ na poznanie mikrostruktury ukladu nerwowego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem architektury polaczen synaptycznych. Ciekawa i istotna wydaje
si¢ rowniez mozliwos¢ manipulacji aktywno$cig bioelektryczng pojedynczych
neuronow. Dlatego tradycyjne, znane od lat metody obrazowania
makrostruktury mézgu oraz techniki neuromodulacji sa stopniowo wypierane
przez metody nowoczesne, wykorzystujace aktualne osiagniecia biofizyki,
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biotechnologii i biologii molekularnej. Dzigki temu mozliwa staje si¢ mozliwa
doktadna wizualizacja mikrostruktury uktadu nerwowego, co jest pierwszym
krokiem prowadzacym do zglebiania zaleznosci pomiedzy struktura, a funkcja
poszczegblnych grup neuronow.
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Nowoczesne metody obrazowania ukladu nerwowego

Streszczenie

Podstawowe badania neurostrukturalne wykorzystuja obecnie nowoczesne techniki obrazowania
opracowane dzigki postgpowi informatyki i biotechnologii. Istotnych informacji dostarczaja metody
rezonansu magnetycznego: wzmacnianego manganem (MEMRI), czynnosciowego (fMRI),
wykorzystujacego analizg tensora dyfuzji (DTI) oraz technika pozytonowej tomografii emisyjnej (PET).
Precyzyjne $ledzenie szlakow nerwowych stalo si¢ mozliwe dzigki wykorzystaniu znakowania
retrogradowego z uzyciem modyfikowanych wiruséw oraz manipulacji genetycznych wybiodrczo
znakujacych pojedyncze neurony — projekt Brainbow. Efektem tej niezwykle inspirujacej techniki
wizualizacji jest mapowanie potgczen synaptycznych mézgowia o niespotykanej dotad doktadnosci
(konektomika). Optogenetyka natomiast uczynita mozliwym hamowanie badz stymulacje okreslonych
grup neuronéw w sposob malo inwazyjny ibardzo precyzyjny, co otworzyto nowy rozdziat
w badaniach neurofizjologicznych.

Stowa kluczowe: Brainbow, DTI, MR, obrazowanie mdzgu, optogenetyka, PET, znakowanie

Contemporarymethods of nervous system imaging

Abstract

Nowadays, basic neurostructural studies use advanced imaging techniques developed thanks to progress
of informatics and biotechnology. Critical information is provided by magnetic resonance methods:
manganese enhanced (MEMRI), functional (fMRI), using diffusion tensor analysis (DTI) and positron
emission tomography technique (PET). Precise neuronal pathways tracing was made possible with
application of retrograde labeling using modified viruses and by genetic manipulations selectively
labeling single neurons — Brainbow project. Effect of this extremely inspiring visualisation technique is
brain synaptic connections mapping with so far unprecedented accuracy (connectomics).Whereas
optogenetics enabled inhibition or stimulation of specific groups of neurons in not much invasive and
very precise manner, which opened the new chapter in neurophysiological studies.

Key words: DT, Brainbow, brain imaging, labeling, MRI, optogenetics, PET

58



Postepy w naukach przyrodniczych

Monika Olszéwka', Kamil Maciag’

Obecne i przyszle perspektywy wykorzystania alg

Wstep

Algi sa to mate organizmy, wykorzystywane przez czlowieka juz od ponad
2000 lat. Jako pierwsi z dobrodziejstwa tych organizmow skorzystali
Chinczycy, ktorzy wykorzystali je jako pokarm w czasach gtodu. Obecnie coraz
wiecej ludzi przekonuje si¢ nie tylko o odzywczych wiasciwosciach alg,
ale rowniez o ich innych zaletach. Prowadzone badania odkrywaja wciaz nowe
wlasciwosci  oraz mozliwoSci wykorzystania tych organizmoéow. Fakt,
ze potrzebuja one do zycia jedynie dwutlenku wegla i energii Swietlnej sprawia,
ze sg one niezwykle atrakcyjnym materiatem zachgcajacym do poszukiwania
kolejnych zastosowan.

Zycie na zurbanizowanych terenach, narastajace problemy spoteczenstwa
oraz negatywny wplyw czlowieka na Srodowisko, a takze nagminne
wykorzystanie preparatow syntetycznych w codziennym zyciu sklania
naukowcow do poszukiwania nowych rozwigzan tych probleméw. Okazuje sig,
ze algi moga stanowi¢ kluczowy element sprzyjajacy prowadzeniu zdrowego
trybu zycia, ochronie srodowiska, stanowi¢ naturalny i przyjazny cztowiekowi
sktadnik kosmetykéw i §rodkow pielegnacji oraz odnawialne zrodlo energii.
Oprocz licznych doniesien naukowych o uzytecznosci algi $wiadczy¢é moze
mnogo$¢ dziedzin zycia, w ktorych te organizmy s3 juz powszechnie
wykorzystywane.

1. Charakterystyka alg

Algi (powszechnie nazywane tez glonami) to najczegsciej samozywne
organizmy plechowe. Wystepuja w srodowiskach wodnych i wilgotnych. Algi
mozna znalez¢ w wodach stodkich, stonych, cieptych i zimnych, na calej naszej
planecie. Stanowig bardzo niejednolita grupe¢ organizméw roznigcych sig¢
zarowno pod wzgledem fizjologicznym, jak i biochemicznym. Mozna je ogoélnie
podzieli¢ na makro- i mikroalgi. Najczgéciej wykorzystywane przez czlowieka
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makroalgi charakteryzuja si¢ beztkankowg budowa ciata, przy czym dtugos¢ ich
niby-todyg moze sigga¢ do kilku metréw. Mozna je podzieli¢ si¢ na trzy grupy
ze wzgledu na rodzaj barwnika jaki zawieraja. Sag to zielenice, krasnorosty
i brunatnice. Pierwsza grupa zawiera glownie zielony chlorofil, a dodatkowo
761ty ksantofil i pomaranczowy karoten. Druga grupa charakteryzuje si¢
zwigkszong zawartos$cia czerwonej fikoerytryny oraz mniejszg iloscig niebieskiej
fikocyjaniny i rowniez zielony chlorofil. Brunatnice, jak sama nazwa wskazuje
zawieraja brunatng fukoksantyne oraz zielony chlorofil i zo6lty ksantofil.
Mikroalgi natomiast to mikroskopijne fotosyntetyzujace organizmy znalezione
w obu oceanach oraz $rodowiskach stodkowodnych.Charakteryzuja si¢ one
bardzo szybkim przyrostem biomasy, podczas ktérego mozna wyrdznic
nastgpujace fazy wzrostu: adaptacyjng — 1, wyktadnicza — 2, spowolnienia — 3,
stacjonarng — 4 i zamierania — 5.
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Rys. 1 Krzywa wzrostu populacji glonéw jednokomorkowych (opracowanie wiasne na podstawie [1])

Algi rocznie produkujg ok. 52 miliardéw ton wegla organicznego. Stanowi to
ok. 50% catkowitego wegla organicznego produkowanego na Ziemi w ciggu
roku [2]. W procesie fotosyntezy przeksztalcaja pobrany dwutlenek wegla, przy
pomocy energii $wietlnej w biomase. Do wytworzenia 1 kg suchej masy glonow
potrzeba ok. 2 kg dwutlenku wegla [3]. Znanych jest ok. 25 000 gatunkow alg,
zczego ok. 70 wykorzystywanych jest do produkcji zywnos$ci, pasz,
kosmetykow i1 biochemikaliow [4].
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2. Zastosowanie alg

2.1. Przemyst spozywczy

Algi zawieraja wiele substancji odzywczych niezbednych do prawidlowego
funkcjonowania ludzkiego organizmu. Dzieki temu moga by¢ wykorzystywane
jako wuzupeinienie codziennej diety. Doskonale sprawdzaja si¢ podczas
stosowania  diety wegetarianskiej, gdzie stanowig zrodlo  witamin
i aminokwasow egzogennych [5].

W krajach azjatyckich algi zajmuja wysoka pozycje w menu przecigtnego
obywatela, glownie sg to kraje takie jak np. Japonia, Korea czy Chiny [6].
Natomiast obecnie sg wykorzystywane prawie na catym $wiecie. Do jadalnych
zalicza si¢ miedzy innymi algi z rodzin: Chlorophyceae (zielenice), Rhodophyceae
(krasnorosty) 1 Phaeophyceae (brunatnice), zwlaszcza zrodzaju Caulerpa,
Durvillea, Laminaria, Monostroma, Nereocytstis, QOedogonium, Porphyra,
Rhodymenia, Sargassum i Spirogyraare [7]. Moga one stanowi¢ podstawe dan lub
tylko dodatek, na przyktad w postaci safatki. Najwigkszym producentem makroalg
sa Chiny. Roczna produkcja wynosi tam ok. 5 milionéw ton [8]. Dominujgce na
rynku mikroalgi to Chlorella i Spirulina [9]. W restauracjach na catym $wiecie
glony serwowane sg pod takimi nazwami jak na przyktad: ,,Nori”, ,,Mitzsu”,
,,Kombu”, ,,Amanori”, ,,Sarumen”, ,,Laber” itd. [7].

Algi sa bogatym zrodtem weglowodanow, biatek, enzymow i blonnika. Poza
tym zawieraja wiele witamin, takich jak witamina A, C, B1, B2, B6, B12, E.
Mineraty zawarte w algach (fosfor, zelazo, wapn, potas, sod czy magnez)
pozwalaja na utrzymanie zbalansowanej diety [6]. Algi zawierajg ok 25-30%
thuszczu, 10-20% biatek, 2-4% witamin 1 0,2-0,5% soli mineralnych.
Z powodzeniem mogg stanowi¢ urozmaicenie tradycyjnego jedzenia. W dodatku
moga rowniez stac si¢ dla niego alternatywa. Wielu badaczy poktada w algach
nadziej¢ zwigzang ze zmniejszeniem glodu na $wiecie, szczegolnie ze wzgledu
na utrzymujacy si¢ trend gwattownego wzrostu liczby ludno$ci na $wiecie [7].

Warto zwroci¢ uwage na fakt, ze algi stanowiag zrodto pigmentow, takich jak
np.: beta-karoten, luteina, chlorofil, fikoerytryna, fikocyjanina, zeaksantyna [6],
ktore sag powszechnie dodawane do produktéw spozywczych w celu nadania im
odpowiedniego koloru. Oprocz pigmentdow, w przemysle spozywczym
wykorzystuje si¢ substancje zageszczajace, stabilizujace i zelujace, algi oferuja
tego typu substancje, na przyklad powszechnie wykorzystywany w praktyce
laboratoryjnej agar z krasnorostow posiada znacznie lepsze wlasciwosci niz
zelatyna [5].

O pozytywnych aspektach spozywania alg moga przekonac si¢ nie tylko
ludzie, sg one rowniez dodawane jako substancje wzbogacajace do pasz dla
zwierzat. Wyciagi z mikroalg Chlorella 1 Spirulina sa sktadnikami
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uzupehiajagcymi, dodawanymi do pozywienia dla psow, kotow, rybek
akwariowych, drobiu, koni, krow i wielu innych [10]. Stanowig one bogate
zrodto mikroelementéw takich jak cynk, mangan, miedz, kobalt, molibden, jod,
zelazo 1 selen. Dodatek substancji odzywczych pochodzacych ze zrodet
naturalnych zapewnia wyzszg ich bioprzyswajalnosc¢ [5].

2.2. Przemysl kosmetyczny i farmaceutyczny

Bogactwo pozadanych substancji organicznych syntetyzowanych przez algi
stalo  si¢  przedmiotem zainteresowania  przemyshi  kosmetycznego
i farmaceutycznego. Algi sa wykorzystywane do produkcji ekstraktow (znajduja
zastosowanie w kremach, tonikach i szamponach) oraz maczek dodawanych
do maseczek i kapieli wyszczuplajacych [11]. Kosmetyki zawierajace dodatki
zalg sa przeznaczone glownie dla o0so6b przebywajacych w suchych
pomieszczeniach oraz Zzyjacych w ciaglym stresie. Zwigzki zawarte w tych
glonach wykazuja wysokg zdolno$¢ do przenikania poprzez naskoérek az do
skory wlasciwej dostarczajac jej substancji odzywczych. Wspomaga to jej
regeneracj¢ oraz przyczynia si¢ do opozniania proceséw jej starzenia [12].

Oprocz bogactwa alg w duza ilos¢ sktadnikow odzywczych, dziataja one
ochronnie na skorg, zapobiegajac niekorzystnemu wptywowi czynnikow
srodowiska oraz utrata wilgoci. Glownie ze wzgledu na posiadanie wlasciwosci
nawilzajacych, jednoczes$nie pozwalaja na szybsza regeneracje naskorka.
Dodatkowo wptywaja na tkanke tluszczowa i komorkowa przemiang materii
wspomagaja proces likwidacji cellulitu i odchudzanie [5].

Glony, ze wzgledu na zawarto$¢ ogromnej ilosci sktadnikow odzywczych,
dodawane sa w formie sproszkowanej do wielu suplementow diety dostgpnych
w aptekach. Naturalne pochodzenie tych substancji nie tylko zwigksza korzystne
wlasciwosci danego produktu, ale wplywa réwniez na jego atrakcyjnosc.
W ostatnich latach ludzie coraz cze$ciej rezygnuja z syntetyzowanych chemicznie
witamin czy innych zwigzkéw wspomagajacych prawidlowe funkcjonowanie
organizmu na rzecz substancji pochodzenia naturalnego. Wptywa to pozytywnie
na popularno$¢ preparatow wyprodukowanych na bazie alg.

Wysokie wlasciwosci antyoksydacyjne alg dziatajalagodzaco na stres
komorkowy wywotany wolnymi rodnikami, jednocze$nie podnoszac
atrakcyjno$¢ produktéw na bazie tych organizméw. Produkcje antyoksydantow
inicjuja warunki Srodowiska w jakim przebywa organizm. Nalezg do nich: susza,
wysokie zasolenie, wysoka lub niska temperatura, promieniowanie UV czy tez
obecnos¢ metali cigzkich. U czlowieka reaktywne wolne rodniki wptywaja
negatywnie na stan zdrowia i wywolujg szereg schorzen, do ktorych naleza:
choroby nowotwory, choroba wiencowa, miazdzyca, nadcis$nienie, cukrzyce,
choroby neurodegeneracyjne takie jak choroba Alzcheimer’a i Parkinson’a
oraz artretyzm [14]. Do antyoksydantow produkowanych przez algi zalicza sig:
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beta-katoren, wiolaksantyna, zeaksantyna, terpenoidy, polifenole, fikoerytryna,
fikocyjanina, witamina C 1 A. Algi sg stosowane roéwniez podczas leczenia
schorzen dermatologicznych egzemy, tradziku pospolitego, tagodza objawy
huszczycy. Dodatkowo wptywaja na tagodzaco i hamujaco na stany zapalne [5].
Algi stanowig zrodlo wielu potencjalnych nowych lekow 1 substancji
bioaktywnych. Szczegétowe badania nad algami morskimi w poszukiwaniu
substancji biologiczne czynnych rozpoczety sie w 1950 roku. Pozwolito to na
odkrycie ogromnej ilosci nowych zwiazkéw chemicznych o roznych
wlasciwosciach farmakologicznych i roznej aktywnosci biologicznej. Substancije
te sa stosowane jako antybiotyki, zwigzki chemiczne o wlasciwosciach
antywirusowych, cytotoksycznych, przeciwzapalnych, antynowotworowych [15].

2.3. Rolnictwo

Rolnictwo ekologiczne nie dopuszcza stosowania chemicznych preparatow
ochrony ro$lin i nawoz6éw innych niz naturalne. Rowniez w tej dziedzinie algi
znalazty swoje zastosowanie. Dzigki duzej réznorodnosci i ilo§ci pozadanych
przez rolnikéw substancji chemicznych coraz czeSciej sa wykorzystywane
na przyktad do wzrostu plonowania roslin. Substancje odzywcze pochodzace
znaturalnych zrédet (torf, wegiel brunatny, algi) lepiej nadaja si¢
do wzbogacania gleb niz sole nieorganiczne, gtownie dlatego, ze sa latwiej
przyswajane przez rosliny. Do preparatow zawierajacych wyciag z alg morskich
zalicza si¢ Kelpak, stosowany w uprawach winorosli, owocoéw cytrusowych,
uprawach rolniczych i uprawach roslin ozdobnych. Kolejny to Bio — algeen S 90
Plus. Ten biopreparat wplywa na rozbudowg systemu korzeniowego
oraz zwicksza odporno$¢ na stres i ataki patogendéw. Popularne jest rowniez
stosowanie kompostu wzbogaconego roznymi gatunkami alg. Obecnos¢
specyficznej gamy substancji chemicznych zawartych w tych organizmach,
takich jak: fitohormony, aminokwasy, kwasy tluszczowe i mikroelementy
wplywa korzystnie na wzrost i rozwoj ro$lin. Stosowanie biopreparatow
pozwala na poprawe wlasciwosci fizycznych gleby, latwiejsze pobieranie
zwigzkow pokarmowych przez rosliny oraz wzrost pozadanej flory bakteryjnej
gleby. Jednak najwazniejsza cecha biopreparatow ze wzgledu na $rodowisko
naturalne i zdrowie cztowieka jest ich catkowita biodegradowalno$¢ oraz brak
szkodliwego i toksycznego dziatania na ludzi i zwierzeta [5].
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2.4. Przemyst energetyczny

Pozyskiwanie energii z alternatywnych zrodet stato si¢ juz nie tylko moda,
ale koniecznos$cig. Nadmierna eksploatacja zasobéw naturalnych, takich jak ropa
naftowa, gaz ziemny czy tez wegiel doprowadzi w niedalekiej przysztosci
do catkowitego ich wyczerpania. Juz dzisiaj sigga si¢ po zloza, ktore jeszcze
kilka lat temu wydawaly si¢ z ekonomicznego punktu widzenia nieoptacalne,
jednak ciagly wzrost cen energii zach¢cit inwestorow do siggnigcia po nie.
Kolejnym aspektem korzystania z konwencjonalnych zrodet energii jest emisja
do atmosfery znacznych ilosci gazow cieplarnianych. Algi wydaja si¢ stanowié
wprost idealne zrodto energii. Poprzez przeprowadzany przez nich proces
fotosyntezy przeksztalcaja dwutlenek wegla w biomase. Przyczyniaja si¢ tym
samym do zmniejszenia zagrozenia globalnego ocieplenia. Nastgpnie powstala
biomase¢ mozna wykorzysta¢ jako materiat do pozyskiwania energii. Kolejnym
argumentem przemawiajacym za szerokim wykorzystaniem alg jest fakt, iz nie
konkuruja one o powierzchnic do wzrostu z ro$linami uprawnymi
przeznaczonymi na konsumpcje.

Biotechnologiczne aspekty wykorzystania gtownie mikroalg, staty sie¢
w ostatnich czasach bardzo popularne. Pozwalaja migdzy innymi na produkcje
przez algi biodiesla, bioetanolu, biowodoru czy tez biometanu. Dodatkowo
korzystnym czynnikiem wptywajacym na jakos$¢ biopaliw jest wysoka zawarto$¢
wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych, a z ekonomicznego punktu
widzenia korzystny jest szybki przyrost biomasy jaki wykazuja te organizmy.
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Rys. 2 Mozliwosci produkcji biopaliw przez algi [16]
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W celu wytworzenia biopaliwa ptynnego biomas¢ alg poddaje si¢ procesom
termochemicznym (to jest pirolizie, hydrogenacji, gazyfikacji) aby otrzymac
na przyktad biooleje oraz biochemicznym (fermentacja, transestryfikacja),
ktoére prowadza do powstania biodiesla i bioetanolu [17].

W obecnych czasach biodiesel jest produkowany na bazie olejow
pochodzacych z roslin konsumpcyjnych, czyli soi, rzepaku, stonecznika i oleju
palmowego [11]. Przecigtna zawarto$¢ oleju w algach wynosi ok. 30 %.
Usytuowanie hodowli mikroalg w dobrze nastonecznionym miejscu
oraz odpowiednio  zaprojektowanym  technologicznie = systemie = moze
doprowadzi¢ do uzyskania nawet 1500 kg/m’/dobe biomasy i wytworzenia
ok. 120 m*/ha/rok oleju [3]. Po odzyskaniu z hodowli mikroalg olejow,
pozostalag biomase mozna wykorzysta¢ dalej. Poddajac ja fermentacji wytworzy
si¢ biogaz (biometan), ktory z kolei moze by¢ przeksztalcany w energie
elektryczng czy cieplna.
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Rys. 3 Schemat uktadu technologicznego wykorzystania biomasy alg [3]

Produkcja biomasy alg uzalezniona jest od odpowiedniej ilosci dwutlenku
wegla, wody, soli mineralnych i energii stonecznej. Pierwiastkami niezbednymi
do wzrostu alg sg azot, fosfor i zelazo. Temperatura waha si¢ w granicach
20-30°C. Zalezy to od gatunku alg. Do hodowli tych mikroorganizmow stosuje
si¢ stawy otwarte lub fotobioreaktory.
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2.5. Bioadsorpcja zanieczyszczen

Algi, oprocz pobierania duzej ilosci dwutlenku wegla, charakteryzujg si¢
pochlanianiem rowniez tlenkow azotu. Wydzielaja natomiast czysty tlen.
Badania prowadzone przez Amerykanski Departament Energetyki prowadzone
do konca lat 80 XX w. dowiodly przydatnosci ponad 300 gatunkow alg
do bioadsorpcji zanieczyszczen gazowych z atmosfery [18]. Szczegdlnego
znaczenia nabiera tu budowanie ,,farm alg” w okolicach zakltadow emitujacych
znaczne ilosci dwutlenku wegla do atmosfery.

Kolejnym ciekawym zastosowaniem alg jest zdolno$¢ do pobierania przez
nie metali cigzkich ze S$ciekow przemyslowych oraz metali szlachetnych.
Stwierdzono, ze algi stanowig tani i szybko zwigkszajacy biomase adsorbent.
Charakteryzujacy si¢ rowniez duzg pojemnoscia biosorpcyjng dla metali
cigzkich [4]. Na wydajnos$¢ tego procesu ma wplyw budowa $ciany komorkowej
organizmu. Algi wykazuja zroznicowanie w tej kwestii. Ma to zwigzek
z wystgpowaniem w ich $cianie komodrkowej rdéznych makroczasteczek
(polisacharydow i zwigzkow z grupy lipidow i bialek). Dlatego bardzo wazne
jest odpowiednie dobranie gatunku algi do zanieczyszczenia, aby proces
oczyszczania zachodzit efektywnie. Jony metali s3 adsorbowane biernie poprzez
oddziatywania fizykochemiczne z grupami funkcyjnymi wystepujacymi
na powierzchni $ciany komorkowej (na przyklad karboksylowa, hydroksylowa,
aminowa, siarczanowg, fosforanowa) [19]. Do najbardziej wydajnych
biosorbentéw naleza algi zaliczane do brunatnic, gléwnie grupa Sargassum.
Wynika to z duzej ilo$ci wielocukrow wystepujacych w ich §cianie komorkowe;
[20]. Algi moga by¢ roéwniez stosowane jako bioindykatory stopnia
zanieczyszczenia ~wod  zwigzkami  biogennymi. Do  takich  badan
wykorzystywane sg algi nalezace do rodziny Chlorella [21].

3. Podsumowanie

Algi juz teraz zajmuja wysoka pozycje w kregu zainteresowan naukowcow
z calego $wiata. Poszukiwanie kolejnych zastosowan dla tych organizméw
angazuje kolejne o$rodki naukowe. Inzynieria genetyczna pozwala na taka
modyfikacje alg, aby byly one jeszcze bardziej wydajne w czasie wzrostu,
produkcji biopaliw, czy tez zawarto$ci sktadnikéw odzywczych.

Szczegolng role glondw upatruje si¢ w przemys$le energetycznym.
Przeprowadzone badania pokazuja znaczny potencjal alg w tej dziedzinie.
Prowadzenie hodowli alg i pozyskiwanie z nich biopaliw oraz stosowanie
ichjako zrédla energii odnawialnej bedzie stanowi¢ milowy krok dla
spoteczenstwa. Chec, a wrecz obowiazek ochrony srodowiska generuje potrzebe
poszukiwania alternatywnych zrodel energii, eliminujac te negatywnie
wplywajace na ekosystem. Rosngca $wiadomo$¢ ludzi i spoteczenstwa
w sprawach zdrowego odzywiania sktania do coraz czgstszego siggania
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pobogate w zwigzki odzywcze algi. Z roku na rok zwigksza si¢ odsetek ludzi
wprowadzajacych do swojego jadlospisu glony. Zwiazki chemiczne pochodzace
z alg sa w pelni naturalne i dostgpne w wielu produktach zaréwno
kosmetycznych jak i farmaceutycznych.

W artykule przedstawiono gtowne drogi zastosowania tych organizmow.
Szerokie spektrum wykorzystania alg przez cztowieka juz teraz wydaje si¢
potwierdza¢ atrakcyjno$¢ tych organizmow. Jednak w przysziosci dzigki
badaniom prowadzonym przez naukowcow zakres wykorzystania alg na pewno
bedzie jeszcze szerszy.
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Obecne i przyszle perspektywy wykorzystania alg

Streszczenie

Algi sa obiecujacym zrodtem wielu chemicznych zwiazkéw o potencjalnym zastosowaniu w wielu
galeziach przemyshu. Réznorodno$¢ tej grupy organizméw pozwala na mozliwos¢ odpowiedniego
doboru organizmu, a nastgpnie opracowanie przystosowanej do konkretnych potrzeb metody ich
wykorzystania. Obecnie zostaly juz wstgpnie opracowane technologie wykorzystywane lub gotowe do
wdrozenia w wielu gateziach Zycia. Produkty na bazie alg s3 z powodzeniem wykorzystywane
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym, a takze posiadaja mocno ugruntowana
pozycje jako niezbgdne narzedzie powszechnie uzywane w badaniach naukowych. Dodatkowo
potencjalnie moga zosta¢ uzyte w przemysle petrochemicznym, energetycznym, a takze w rolnictwie
i ochronie §rodowiska,co jest obiektem intensywnych badan naukowych.

Stowa kluczowe : algi, glony morskie, potencjat przemyslowy

Current and future perspectives of algae application

Abstract

Algae are a promising source of many chemical compounds with potential application in various
branches of industry. The diversity of this group of organisms enables a suitable choice of organism and
then formulation of application method, well-adjusted to the specific requirements. Currently, the
technologies, ready to use in many aspects of life, have been tentatively developed. The products
containing the algae are already successfully used in food, pharmaceutical and cosmetic industries.
Moreover, algae hold the strong position as a commonly used tool in scientific research. Additionally,
they have a potential to be applied in petrochemical, energy, agricultural and environmental industries.
Therefore, theyare the target of intensive scientific research.

Keywords: algae, seaweeds, industry potential
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Katarzyna Michalczuk', Ilona Mikiciuk?, Aleksandra Ciotkowska’

Ocena stanu wiedzy konsumentow na temat
flawonoidow oraz ich wplywu na zdrowie czlowieka

Wstep

Polifenole stanowig szeroko rozpowszechniona w Swiecie roslin grupe zwiazkow
chemicznych. Jednak najwicksze zainteresowanie wzbudzaja nalezace do nich
flawonoidy. Liczne badania przeprowadzane in vitro oraz in vivo wykazaly,
zemoga dziata¢ one przeciwutleniajaco, przeciwzapalnie, antynowotworowo,
przeciwmiazdzycowo, moczopednie i wiele innych [1].

Flawonoidy charakteryzujg si¢ duza réznorodnoscia pod wzgledem wilasciwosci
i struktury.

Albert Szent-Gyorgyi, podczas badan prowadzonych na owocach cytrusowych,
odkryt bioflawonoidy. Stwierdzit on pozytywny wplyw tych zwigzkow na $ciany
naczyn krwiono$nych cztowieka, co skutkowato ich mniejszg przepuszczalnoscia.
I wlasnie od ,,przepuszczalnosci” (ang. permeability) nazwat je witaming P [2].
W rzeczywistosci wyodrebniona przez Szent-Gyorgyi’a substancja jest mieszaning
ro6znych flawonoidéw, ktorych obecnie rozpoznano ponad 7000 [3].

1. Flawonoidy

Flawonoidy, inaczej zwane bioflawonoidami lub tez flawonami, stanowia
rozlegla grupe wtornych metabolitow ro$linnych. Gromadzone gltéwnie
w powierzchniowych warstwach tkanek chronig swojg intensywng barwg przed
negatywnymi skutkami oddzialywania promieniowania ultrafioletowego [2].
Chronig ro$liny przed grzybami i owadami. Ponadto moga pemi¢ funkcje
hormonéw roslinnych, regulatorow wzrostu i inhibitorow licznych reakcji
enzymatycznych [1]. Znaczaco wplywaja na smak i barwe warzyw, owocoOw
oraz wytwarzanych z nich produktow [3].

'michalczukk7@gmail.com, SKN Technologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
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1.1. Budowa chemiczna i podzial flawonoidow

Na budowg flawonoidéw skladaja si¢ dwa pierScienie fenolowe (A i B)
potaczone trojweglowym mostkiem. Mostek z reguty zamykany jest przez atom
tlenu tworzgc trzeci pier§cien (C) (Rys. 1) [4]. Roznice miedzy poszczegdlnymi
flawonoidami lezg w podstawnikach w pierscieniach. Podstawniki moga
powstawa¢ w wyniku: hydroksylacji (galusan epikatechiny), metylacji (grupy
metoksy najczeSciej wystepuja w pierScieniu B), acylacji i glikozydacji
za pomocg mono- lub oligosacharydow (np. glukozy, ramnozy, ksylozy,
arabinozy) w roéznych pozycjach pierscieni [5].

Biorgc pod uwage budowe chemiczng flawonoidy mozemy podzieli¢ na
flawonole, flawony, flawanony, flawanonole, izoflawony, katechiny,
antocyjanidyny [2].

oH

Rys. 1 Podstawowa struktura cyjanidyny, ktéora w liSciach kapusty czerwonej zawiera rézne
podstawniki [6]

1.1.1. Flawonole

Flawonole, ze wzgledu na mozliwo$¢ syntezy tylko z udziatem $wiatla,
gromadzone sg w powierzchniowych warstwach tkanek lisci i skorek owocow.
Sa one reprezentowane glownie przez pochodne glikozydowe kwercetyny,
np. 3-O-ramnoglikozyd kwercetyny, znany powszechniej jako rutyna, oraz
kempferol. Szczegodlnie bogate we flawonole sg: cebula, Zurawina, szczypior,
owoce jagodowe, jarmuz, papryka, skorka jabtek, brokuly, liscie Ginko biloba,
herbata, kapusta wiloska [5, 7, 8, 9, 10].
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1.1.2. Flawony

Flawony spotykane sg gléwnie w postaci glikozydoéw luteoliny i apigeniny.
Wystgpuja m.in. w pietruszce, prosie, selerze, pszenicy, dzikiej rozy, bzie,
miecie, tymianku i podbiale [9, 11].

1.1.3. Flawanony

Flawanony sa to zwiazki, ktore zawieraja w swojej budowie grupy ketonowe.
Wsrdd flawanonow mozemy wyrdznic:

e hesperydyna — glikozyd flawanony zwanego hespertyng. Spotykany
m.in. w lisciach miety pieprzowej, owocach pomaranczy gorzkie;j.
Wspomaga dzialanie witaminy C a takze poprawia elastyczno$c¢
1 zmniejsza przepuszczalnos¢ §rodnabtonka naczyn krwiono$nych.

e naringenina — jest to aglikon naringiny. Znajduje si¢ w soku
grejpfruta atakze w dojrzalych nasionach brzoskwin. Skutecznie
obniza poziom cholesterolu, wzmacnia §ciany naczyn krwionosnych
oraz dziata przeciwzapalnie [2, 11].

1.1.4. Izoflawony

Izoflawony wystepuja gtownie w roslinach stragczkowych, a przede
wszystkim w soi i wytworzonych z niej produktach. Najczesciej wystgpujace
izoflawony to: daidzeina, genisteina, formononetyna oraz biochanina A. Zwigzki
te sa uznawane za fitoestrogeny, poniewaz wykazuja stabg aktywnos¢
estrogenowy [1].

1.1.5. Katechiny

Katechiny s3 monomeryczng formg flawanoli. Znajduja si¢ w morelach
iowocach pigwowca (epikatechina) a takze w niektorych odmianach jabtek,
orzechach, kakao oraz winogronach. W liciach zielonej herbaty mozna
wyrozni¢ epikatechine, epigallokateching, galusan epikatechiny i galusan
epigallokatechiny [12, 3, 11].

1.1.6. Antocyjanidyny

Sa to bezcukrowe odpowiedniki antocyjanéw. Powstaja w skutek kwasowej
hydrolizy antocyjandéw. Najpowszechniej wystepujacymi sg: cyjanidyna (aronia,
wisnie, czerwona kapusta, zurawina, kwiaty btawatka), delfinidyna (winogrona,
czarne jagody, czarny bez), malwidyna (lifcie malwy, winogrona),
pelargonidyna (pelargonia, truskawka), peonidyna i petunidyna (bez czarny,
peonia, petunia) [11].
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1.2. Wplyw flawonoidéw na organizm czlowieka

Flawonoidy wykazuja wysoka aktywnos¢ biologiczng. Ich gtéwne pozytywne
dziatanie na organizm czlowieka wynika z wlasciwosci antyoksydacyjnych:
wychwytywanie/wymiatanie wolnych rodnikow i ich reaktywnych form (RFT),
ograniczenia ich wytwarzania w komorkach, oraz posrednio chelatowanie jonow
metali przejsciowych i1 ochrona niskoczasteczkowych antyoksydantow przed
utlenieniem. Ponadto flawonoidy znacznie przyczyniaja si¢ do zwigkszenia
stabilno$ci bton biologicznych a poprzez hamowanie aktywnosci 5-lipooksygenazy
i cyklooksygenazy wykazuja réwniez dziatanie przeciwzapalne oraz
przeciwalergiczne. Liczne badania wykazaly, ze flawonoidy posiadaja dzialanie
antykancerogenne poprzez obnizanie aktywno$ci mutagennej a takze zmniejszaja
czestos¢ wystepowania nowotworow. Zaobserwowano rowniez, ze flawonoidy
pozytywnie oddziatywuja na uktad odpornosciowy poprzez hamowanie proliferacji
limfocytow, hamowanie syntezy Ig klasy E, G, M, A oraz uwalnianiu cytokin.
Ponadto spozywanie flawonoidéow znacznie obniza ryzyko wystgpienia chorob
naczyniowo-sercowych [1].

2. Wolne rodniki

Wolny rodnik to atom (lub czasteczka), ktora jest zdolna do samodzielnego
istnienia, posiadajaca jeden lub wigcej niesparowanych elektronow.
Niesparowany elektron powoduje przycigganie rodnikow poprzez pole
magnetyczne. Charakteryzuja je nie tylko wlasciwosci paramagnetyczne,
ale rowniez duza reaktywno$¢, ktora jest skutkiem dgzenia do pozbycia sie
dodatkowego elektronu lub przytaczenia kolejnego od innej czgsteczki [13].
Wiasciwosci  antyoksydacyjne flawonoidow maja szczegélne znaczenie
w wychwytywaniu wolnych rodnikoéw i reaktywnych form tlenowych (RFT).
Bezposrednie dzialanie antyutleniajagce polega na redukowaniu reaktywnos$ci
tlenu do stabilniejszych, niereaktywnych form. Dziatanie posrednie natomiast
skutkuje hamowaniem wytwarzania RFT. Wynika to ze zdolno$ci hamowania
aktywnos$ci enzymatycznej powodujacych powstawanie wolnych rodnikow,
np. oksydazy ksantanowej, oraz zdolnosci wigzania w komorkach jonow metali
przejsciowych (w szczegoélnosci jonow zelaza i miedzi), ktore zapoczatkowuja
fancuchy reakcji wolnorodnikowych [14].
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3. Cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie wiedzy konsumentoéw na temat flawonoidow,
oraz zwrocenie uwagi na ich role w codziennej diecie. Ankieta miata takze
za zadanie u$§wiadomi¢ respondentow o korzysciach zdrowotnych plynacych
ze spozywania produktow zawierajacych flawonoidy.

4. Analiza badan wlasnych

Wiosng 2013 roku przeprowadzone zostaly ankiety w grupie 100 osob.
Ankietowane osoby byly w wieku 20 do 30 lat, przy czym najliczniejsza grupe
71% stanowity osoby od 20 do 25 lat. W badaniu wzigto udziat 58 kobiet i 42
mezezyzn. 61% respondentow stanowili mieszkancy miast. Ponad polowa
respondentéw — 56% miata wyksztalcenie wyzsze. Nastgpng, co do ilosci osob
grupg, byly osoby o wyksztatceniu srednim 34%. Kolejnymi grupami byty grupy
o wyksztalceniu zawodowym i podstawowym — po niecate 5%. Ankietowanym
zadano 16 pytan dotyczacych znajomosci flawonoidow i ich dziatania.

Na pytanie: ,,Czy spotkat/a si¢ Pan/Pani z pojeciami flawonoidy, polifenole
lub przeciwutleniacze? Jesli tak — gdzie?” znaczna czgs¢ osdéb, bo az 94%
odpowiedziata twierdzgco. Glownym miejscem, w ktorym spotkano sie¢
Z pojeciami wymienionymi w pytaniach byta szkota lub uczelnia 42%, nastepnie
Internet 25%, telewizja 16%, praca 5% oraz pozostate 6% (Rys. 2).

45
40
35 M szkota/uczelnia
g 30 M praca
~§ 25 i telewizja
"'E 20 M Internet
L 12 . 16 M inne
i i nie spotkatem/tam sie
5 .
O .

Rys. 2 ,,Czy spotkat/a si¢ Pan/Pani z poj¢ciami flawonoidy, polifenole lub przeciwutleniacze ?
Jesli tak gdzie ?” [opracowanie wlasne]

Po udzieleniu odpowiedzi negatywnej na powyzsze pytanie respondenci
przerywali ankiete, pozostala czeS¢ wypehlnialy osoby, ktore styszaty
o flawonoidach. Ponad polowa o0sob, ktorym znane byto pojecie flawonoidow
(64%) wiedziala, ze majg one wplyw na organizm czltowieka (Rys. 3).
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36

Rys. 3 ,,Czy znany jest Panu/Pani wptyw flawonoidéw na organizm cztowieka ?” [%] [opracowanie
wilasne]

M tak

M nie

Podobna ilo$¢ o0sob, mianowicie 62% uznalo, Zze wzbogacanie diety
we flawonoidy jest wazne dla zdrowia. 59% ankietowanych uwaza,
iz spozywanie produktow, w ktorych zawarte sg przeciwutleniacze moze pomadc
w prewencji lub leczeniu chorob.

Na pytanie ,,Jakie sa korzySci ze spozywania produktéw zawierajacych
flawonoidy?”, poddane badaniu osoby mogly wybra¢ kilka sposrod
7 przedstawionych propozycji. Najwicksza liczba odpowiedzi cechowaty si¢
,ochrona przed dziataniem wolnych rodnikéw” oraz ,,spowolnienie proceséw
starzenia”. Pierwsza odpowiedz stanowita 19,5% wszystkich odpowiedzi, druga
19%. Roéznice pomigdzy kolejnymi wybranymi przez badanych odpowiedziami
byly niewielkie. 14,7% wybralo ,uszczelnianie i wzmacnianie naczyn
krwionosnych”, 14,1% ,,zmniejszenie wchlaniania ,,ztego” cholesterolu LDL
do krwi”, taki sam wynik uzyskata odpowiedz: ,,profilaktyka i leczenie choroby
niedokrwiennej serca”. ,,Profilaktyka i leczenie nowotworow” stanowita 11,8%.
Najrzadziej] wybierang odpowiedzig byla ,profilaktyka i leczenie udarow
moézgu” — 6,9% (Rys. 4).

20
s M zmniejszenie
x . . n
3 15 wchtaniania"ztego
8% cholesterolu LDL do
; g krwi
—
§.§ 10 -
'g 2 M profilaktykai
£ leczenie
°g ° nowotworow
T T
X

0 -

Rys. 4 ,Jakie sg korzysci ze spozywania produktow zawierajacych flawonoidy ?” [opracowanie
wilasne]
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Ankietowani zostali poproszeni o wybranie kilku z podanych produktow,
ktore ich zdaniem sg zrodtem flawonoidoéw. Najczeséciej wybierane bylo wino
—24,2% wszystkich odpowiedzi. Nastepnie czarna porzeczka 16,3%, niewiele
mniej razy wybrane zostaly jagody, ktore uzyskaly 15,2% odpowiedzi.
Nastepnie herbata 14%, papryka 12,1% oraz oliwa z oliwek 9,8%. Produktem,
ktory zostal wybrany najmniej razy okazalo si¢ kakao 4,8% w stosunku
do wszystkich odpowiedzi. Bardzo mata grupa ankietowanych 3,7% nie znala
odpowiedzi na pytanie (Rys. 5).

i porzeczkaczarna

25

S M jagody
2 20 H wino
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3 ; M papryka
§ E M kakao
3 Y 10
o & i oliwa z oliwek

[’d
T 3
o
X

i nie wiem

Rys. 5 ,,Prosze zaznaczy¢ produkty ktére wg Pana/Pani sg zrodtem flawonoidow” [opracowanie
wlasne]

Na pytanie ,,Czy wie Pan/Pani o wysokiej zawartosci flawonoidow
w czerwonym winie?” wickszo$§¢ respondentow (78%) odpowiedziata
twierdzaco. Duza liczba badanych osob ( 93%) uznata, iz umiarkowane picie
czerwonego wina moze wptywaé ochronnie na serce i uktad krwionos$ny.

Ankietowani zostali spytani o to, czy spozywaja produkty zawierajace
flawonoidy oraz o czegstotliwo$¢ spozywania tych produktow. Znaczna czgsé
ankietowanych, mianowicie 87% odpowiedziata, Zze sigga po Zywnosc
zawierajacg flawonoidy. Pozostala czes¢ 13% stwierdzita, iz nie spozywa tego
typu artykutow spozywczych (Rys. 6).
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M tak

M nie

Rys. 6 ,,Czy spozywa Pan/Pani produkty zawierajace flawonoidy ?” [%] [opracowanie wlasne]

27% o0s6b bioracych udziat w ankiecie spozywa produkty zawierajace
przeciwutleniacze codziennie. Najwigcej 37% osob robi to kilka razy w tygodniu,
oraz 23% kilka razy w miesigcu. Pozostata grupa osob jak w poprzednim pytaniu
nie spozywa produktow zawierajacych flawonoidy (Rys. 7).
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M kilka razy w tygodniu
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i kilka razy w miesigcy

15 A
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M nie spozywa
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Rys. 7 ,,Jak czesto spozywa Pan/Pani produkty zawierajace flawonoidy ?” [opracowanie wlasne]

W nastgpnej kolejnosci ankietowani udzielali odpowiedzi na pytania
dotyczace wolnych rodnikow. Na pytanie ,,Czy styszal/a Pan/Pani o wolnych
rodnikach?” 87% odpowiedzialo pozytywnie, pozostali 13% nie znali tego
pojecia. Przy czym 30% stwierdzito, ze nie zna sposobu ich dziatania. 70%
znato ich wplyw na organizm (Rys. 8).
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M tak

M nie

Rys. 8 ,,Czy znane jestPanu/Pani dziatanie wolnych rodnikéw ?” [%] [opracowanie wlasne]

Do pytania: ,,Co wedlug Pana/Pani powoduje powstawanie wolnych
rodnikow” przyporzadkowane byto 7 propozycji, z ktérych respondenci mogli
wybra¢ kilka odpowiedzi. Wedlug badanych najwickszy wpltyw na powstawanie
wolnych rodnikéw ma dym papierosowy 24,2%. Kolejnym czynnikiem byt stres
-20,4%. 15,6% uzyskaly promienie stonecznie, nastepnie 14,5% niektore leki
1 13,1 % choroby. Wysitek fizyczny zostal oznaczony najmniejsza ilos¢ razy
-5,2%. 6,9% ankietowanych nie znato odpowiedzi na pytanie (Rys. 9).
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§ 2 2 H wysitek fizyczny
o't
‘g s' 15 M niektore leki
<
§ é M dym papierosowy
E % 10 M promienie stoneczne
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%3 s M stres
o O
x° o
° 0 M nie wiem

Rys. 9 ,,Co wedlug Pana/Pani powoduje powstawanie wolnych rodnikoéw” [opracowanie wlasne]

Z przeprowadzonych badan wynika, ze 29% ankietowanych nie wiedziato
o antyutleniajagcym dzialaniu witaminy C. Poproszono réwniez o zaznaczenie
antyutleniaczy egzogennych o znanym respondentom dzialaniu. Witamina C
uzyskata najwigcej odpowiedzi 24,5%, nastepne w kolejnosci wybierane byly
polifenole 19,2%, witamina E 18,5% i ksantofile (likopen, luteina, alfa i beta
karoten) 17%. Na ostatnim miejscu znalazla si¢ witamina A z wynikiem 16,2%.
4,2% odpowiadajacych nie wiedzialo o dziataniu wyzej wymienionych
antyutleniaczy (Rys. 10).
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M witaminaC

M witaminaE
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stosunku do wszystkich

M nie znam

Rys. 10 ,,Do antyutleniaczy egzogennych, ktorych dziatanie jest Panu/Pani znane naleza:”
[opracowanie wlasne]

Ostatnie pytanie dotyczylo powiklan zdrowotnych, jakie moga wystapic
w przypadku niedoboru antyutleniaczy w diecie. W pytaniu wystepowala
mozliwo$¢ zaznaczenia kilku odpowiedzi. Najczgsciej wybierang odpowiedzig byly
choroby sercowo-naczyniowe 33,1%. 26,4% w stosunku do pozostatych propozycji
stanowity nowotwory. Jako kolejne zagrozenie ankietowani wyznaczyli udar
mozgu, cukrzyce i artretyzm. Mialy one bardzo zblizone wartosci, w granicach
12%. Osdb, ktore nie znaty odpowiedzi na pytanie byto 5,2% (Rys. 11).
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Rys. 11 ,,Powiktania zdrowotne, ktore Pana/Pani zdaniem mogg pojawic¢ si¢ na skutek niedoborow
antyutleniaczy w diecie to:” [opracowanie wilasne]
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5. Podsumowanie

Z przeprowadzonych badan wynika, Zze konsumenci posiadaja znaczna
wiedz¢ na temat flawonoidéw. Mimo to jest jeszcze wiele 0sob, ktore nie znaja
ich dzialania, oraz nie wiedzg o ich wplywie na organizm cztowieka. Wigze si¢
z tym fakt, ze ponad 40% ankietowanych uwaza, iz wzbogacanie codzienngj
diety w produkty, w ktorych sktadzie znajduja si¢ antyutleniacze nie jest wazne.

Respondenci poproszeni o zaznaczenie dzialania flawonoidow najcze$ciej
wybierali ochron¢ przed wolnymi rodnikami oraz spowolnienie procesoOw
starzenia. Sg to wlasciwosci, o ktorych najczeSciej moéwig masowe srodki
przekazu. Produkty zawierajace flawonoidy sg spozywane najczesciej kilka razy
w tygodniu. Ilosci te moga nie skutkowaé oczekiwanymi efektami. Choroby
sercowo-naczyniowe oraz nowotwory byly najczeSciej wybierane jako
powiklania zdrowotne wynikajace z braku przeciwutleniaczy w diecie.

Ponad potowa badanych osob zna dziatanie wolnych rodnikéw. Najczesciej
jako przyczyny ich powstawania oznaczane byly dym papierosowy, a takze
stres.
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Przyrodniczy w Lublinie

Ocena stanu wiedzy konsumentow na temat flawonoidow oraz ich wpltywu na
zdrowie czlowieka

Streszczenie

Flawonoidy naleza do polifenoli, ktére sa syntetyzowane przez rosliny. Ich obecno$¢ wykryto w wielu
warzywach 1 owocach. Znaczaco wptywaja na smak i barwg warzyw, owocow oraz wytwarzanych
znich produktéw. Flawonoidy posiadaja wiele kierunkow oddziatywania biologicznego. W zaleznosci
od struktury chemicznej i grup zawartych w ich czasteczkach wykazuja réznorodny wptyw na organizm
cztowieka. Liczne badania udowodnity ich dzialanie antyoksydacyjne, czyli zapobiegajace powstawaniu
wolnych rodnikéw. Flawonoidy moga niwelowa¢ negatywny wptyw reaktywnych form tlenu. Ponadto
uszczelniajg 1 wzmacniaja naczynia krwiono$ne, przez co korzystnie wplywaja na krazenie w migsniu
sercowym oraz dzialajg antyagregacyjnie na ptytki krwi. Stwierdzono réwniez, ze flawonoidy moga by¢
wykorzystywane w profilaktyce i leczeniu nowotworow.

W ostatnich latach §wiadomo$¢ konsumentdw na temat pozytywnego wplywu zywnoSci i jej
sktadnikow, w tym takze flawonoidéw, znaczaco wzrosta. Celem pracy byto zbadanie stanu wiedzy
0s6b w wieku 20-30 lat na temat flawonoidow oraz ich wptywu na zdrowie cztowieka. Badanie zostato
przeprowadzone w 2013 roku na grupie 100 oséb.

Stowa kluczowe: flawonoidy, polifenole, wolne rodniki

Assessment of consumer knowledge about flavonoids and their effect on
human health

Abstract

Flavonoids belong to the class of polyphenols which are synthesizing by plants. Flavonoids have been
found in many vegetables and fruit. They significantly influence the taste and colour of vegetables, fruit
and the derived products. Flavonoids exert multiple biological effect on human body. The actual effect
depends on chemical structure and groups contained in molecules. Many studies showed the antioxidant
effect of flavonoids. Polyphenols can prevent formation of reactive oxygen species (ROS). Furthermore,
they decrease the permeability of blood vessels and strengthen vascular wall, showing positive impact
on coronary circulation and antiplatelet effect. Flavonoids can also be used in cancer prevention and
treatment.

Currently, consumer awareness of the positive impact of food and nutrients, including flavonoids, has
increased significantly. The purpose of our research was to evaluate knowledge of people aged 20-30 on
flavonoids and their influence on human health. The survey was conducted in a group of 100 volunteers
in 2013.

Key words: flavonoids, polyphenols, reactive oxygen species
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Oznaczanie azotanow (III) w produktach mi¢snych

Wstep

Glownym zrodtem zwigzkoéw azotowych w diecie czlowieka nie sg wyroby
z peklowanego migsa czy woda pitna, lecz warzywa i ich przetwory
dostarczajace ponad 80 % azotanéw. Obecno$¢ azotandow w zywnoSci jest
wynikiem stosowania nawozow mineralnych, odprowadzania $ciekow do wod
powierzchniowych i gleby oraz §wiadomego wykorzystania w przetworstwie
migsa 1 serowarstwie. Maksymalne dzienne spozycie azotanow (V) przez
cztowieka nie powinno przekracza¢ 5 mg/kg masy ciata zas azotanow (III)
0,2 mg/kg [1, 2].

Od zarania dziejow czlowiek borykat si¢ z problemem psucia si¢ zywnosci
i potrzebg jej konserwacji, a w szczeg6lnosSci migsa. Zapobieganie psuciu si¢
byto bardzo istotnym elementem Zzycia, bowiem zapewniato staly dostep
do jedzenia, nawet w okresie zimowym, czy okresach w ktorych dostep
do zywnosci byl utrudniony. Nasi przodkowie zapoznali si¢ z takimi metodami
konserwacji jak suszenie, solenie i zakopywanie w okresie zimy. W obecnych
czasach znamy wiele sposobOw zapobiegajacych rozktadowi pokarmow.
Rozwoj tych metod doprowadzit z kolei do zjawiska zwigkszonej nadprodukc;ji
zywnosci, ktora to nalezy zabezpiecza¢ przed zepsuciem. Do obecnie
stosowanych metod konserwacji zalicza si¢ migdzy innymi: liofilizacj¢, obrobke
cieplng, suszenie, cukrzenie, pasteryzacje, wedzenie, sterylizacj¢ radiacyjna
oraz peklowanie, ktore jest najczeSciej stosowang metoda konserwacji
produktow miesnych. Peklowanie opiera si¢ na dzialaniu solanki lub mieszaniny
peklujacej, czego skutkiem jest zachowanie barwy i wzmocnienie smaku
oraz aromatu, a takze hamowanie rozwoju niepozadanych mikroorganizmow.

Mieszanka peklujgca sktada si¢ z chlorku sodu (NaCl) oraz saletry (KNOs,
NaNOQ;), azotanu (III) sodu (NaNO,), cukru oraz wody (jako rozpuszczalnika dla
mieszaniny peklujacej).
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1. Metody peklowania mi¢sa

Metody peklowania mozemy podzieli¢ na dwa rodzaje: peklowanie suche
oraz mokre. Pierwsza z nich polega na nacieraniu sucha mieszankg peklujaca
kawalkow migsa. Czas tego peklowania trwa od 48 do 72 godzin. W trakcie
trwania catego procesu, mieszanka ulega rozpuszczeniu w wydzielajacym si¢
soku i dzigki temu przenika do wnetrza migsa.

Peklowanie ,na mokro” dzieli si¢ na dwie odmiany: zalewowe
inastrzykowe. Przy peklowaniu zalewowym mig¢so umieszcza  si¢
wodpowiednio duzych zbiornikach, nastgpnie zalewa si¢ mieszaning peklujaca.
W peklowaniu nastrzykowym rozréznia si¢ dwa rodzaje nastrzykow mieszanki
peklujacej: domigsniowe i dotetnicze.

1.1. Skladniki mieszaniny peklujacej

Azotan (V) sodu NaNO;, nazwa systematyczna trioksoazotan (V) sodu,
nazwa handlowa: saletra sodowa, saletra chilijska (Rys. 1).

Rys. 1 Wzor strukturalny i krysztaty azotanu (V) sodu [4]

Wystepuje w postaci bezbarwnych krysztatlow. Dobrze rozpuszcza sig
w wodzie. Otrzymuje si¢ go w reakcji wodorotlenku lub weglanu sodu
z kwasem azotowym Iub przez pochfanianie tlenkéw azotu w roztworze
wodorotlenku sodu *"

Azotan (V) potasu KNO;, nazwa systematyczna: trioksoazotan (V) potasu,
nazwa handlowa: saletra potasowa. Wystepuje w postaci bezbarwnych
krysztatow, ktore rozpuszczaja si¢ w wodzie. W przyrodzie wystgpuje jako
mineral — saletra indyjska. Jest otrzymywany w reakcji azotanu (V) sodu
i chlorku potasu w reakcji podwdjnej wymiany, oraz jako produkt uboczny przy
wytwarzaniu kwasu azotowego [3].

Azotan (III) sodu NaNO,, nazwa systematyczna dioksoazotan (III) sodu,
dawniej azotyn sodu. Wystgpuje w postaci bezbarwnych higroskopijnych
krysztatow, dobrze rozpuszczalnych w wodzie.
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Rys. 2 Przyktadowe opakowanie mieszanki peklujacej [5]

Na etykietach produktow, sktadniki mieszaniny peklujacej (Rys. 2) znajdziemy
je pod nastgpujacymi skrotami: E249, E250, E251 oraz E252 [6].

Tabela 1. Zestawienie informacji o dodatkach spozywczych bedacych sktadnikami mieszaniny

peklujacej
EXXX Grupa Funkcja Szkodliwo$é
E249 Konserwant E(:;\;V;}jggf;c{:(ﬂor’ Nalezy unika¢
E250 Konserwant Konserwujaca Nalezy unika¢
E251 Konserwant Konserwujaca Nalezy unika¢
E252 Konserwant Konserwujaca Nalezy unika¢

Zrédto: Dz.U. 2010 nr 232 poz. 1525; Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 22 listopada 2010
roku [6], Statham B. [7]

1.2. Mechanizmy dzialania azotanéw (I1I)

Najnowsze badania dotyczace mechanizmu dziatania azotanoéw (III)
w przetworach miesnych zostaly opracowane przez Honkiela [8]. Przetwory
migsne charakteryzuje niska warto§¢ pH. Przy matych wartosciach pH
z azotandw (III) powstaje kwas w niewielkich ilo§ciach azotowy, bedacy
zrodtem tlenku azotu (II) (NO), dzigki ktéremu zostaje zachowana rézowo-
czerwona barwa migsa (Rys. 3). Tlenek azotu (II) w migsie ulega szczegolnej
reakcji z zelazem pochodzacym z mioglobiny i hemoglobiny, obecnych
w komorkach mig§niowych. W reakcji tej powstaje tzw. ,,NO-mioglobina”
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oraz NO-miochromochromogenu”, ktéore s3 bezposrednimi zwigzkami
powodujacymi powstanie tzw. ,,czerwieni peklowniczej”.

NO, + Hb-Fe’+ 0, — Hb-Fe*" + NO5 (r-cja niezbilansowana)

Tlenek azotu (II) zwigzany z zelazem powoduje zatrzymanie negatywnych
procesOw utleniania, ktore powoduja psucie si¢ migsa. Najwazniejsza wlasciwoscia
charakteryzujaca antybakteryjne dziatanie mieszaniny peklujacej jest to, ze tlenek
azotu (II), reagujac z zelazem z komorek bakteryjnych, powoduje zaktocenie ich
metabolizmu.

saletra — azotyn — kwas azotowy — tlenek azotu — nitrozo mioglobina
Dziatanie mieszaniny peklujacej zalezy od takich czynnikéw jak:

1) pH,

2) zawarto$¢ zelaza,

3) obecnos¢ kwasu askorbinowego.

Im wyzsza warto$¢ pH tym mniej obecnych czasteczek kwasu azotowego.
Natomiast obecno$¢ kwasu askorbinowego wzmacnia dziatanie azotynow [9].

A+
H-0O - & =0 kwas azotowy ()

O=xn —0- x =0 pezwodnik kwasu

azotowego(ll)
I,
O=un

+ HO

l <y

H=Omy =0 + H-O=nx =0

- O tlenek azotu(ll) i {Iv)

reakcje z mioglobing Il
#lub grupami SH kwas azotowy(lll) 5
aminokwas dw

kwas azotowy(V)

Rys. 3 Reakcje kwasu azotowego w migsie [8].
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1.3. Wplyw na organizm czlowieka

Chociaz mieszanina peklujaca jest dodawana do niemal wszystkich
przetworéw migsnych, to gtéwnym zrodtem zwigzkow azotowych w diecie
cztowieka sg warzywa i ich przetwory (okoto 80% azotanéw wystepujacych
w codziennej racji zywnosciowej). Samo spozycie mi¢s wzbogacanych
mieszaning peklujaca wnosi okoto 16% w dziennej racji zywnosciowej [10].
Badania m.in. Karlowskiego i Bojewskiego [1988] wykazaty, ze dostarczane
wraz z zywnoS$cig nitrozwigzki mogg wptywac negatywnie na proces translacji
informacji genetycznej. Dzieje si¢ tak dlatego, ze sg one inhibitorami (zwigzek
chemiczny powodujgcy zahamowanie bgdz spowolnienie reakcji chemicznej)
syntezy DNA i RNA. Dodatkowo moze dochodzi¢ do transformacji komorek
nowotworowych co zwigzane jest silnymi wlasciwo$ciami wolnorodnikowymi
nitrozwigzkow — dochodzi do powstania rownowagi inhibitor-oksydant.
Kolejnym negatywnym skutkiem spozywania nitrozwigzkéw jest niszczenie
bton komoérkowych, co skutkuje obnizeniem aktywno$ci ukladow
enzymatycznych. Ponadto nitrozoaminy powstale w wyniku obrobki termicznej
peklowanego migsa zaburzaja funkcjonowanie uktadu krazenia, poprzez reakcje
z hemoglobing w wyniku ktorej powstaje niewigzaca tlen methemoglobina [11].

2. Metodyka badan

Azotany w produktach migsnych mozna oznacza¢ kilkoma sposobami.
Niektore z nich to: chromatografia jonowa, chromatografia gazowa,
spektrofotometria. W naszej pracy swoja uwage skupimy gtownie na metodzie
kolorymetrycznej, ktora oparta jest na zdolnosci jonéw NO, 1 NO; do tworzenia
barwnych zwigzkow z réznymi odczynnikami.

Metody kolorymetryczne polegaja na mierzeniu absorbancji przy podanej
dlugosci fali z zakresu S$wiatla widzialnego. Kwas sulfanilowy reaguje
z N-(1-naftylo)etylenodiaming, a produktem tej reakcji jest barwnik diazoniowy
o0 barwie czerwono-rézowej, ktorej intensywnos¢ mierzy si¢ przy dhugosci fali
A=538nm.

Proponowana przez nas metodyka oznaczen prezentuje si¢ nastepujaco:

1) Przygotowywanie probki:

Pierwszym etapem przygotowywania probki jest zhomogenizowanie probki.
Nastgpnie odwazong masg probki umieszczamy w kolbie miarowej (250ml)
1 dodajemy nasyconego roztworu tetra boranu sodu Na,B4O; 10H,O oraz goraca
wode destylowang(150ml). Kolejnym krokiem jest mieszanie i ogrzewanie
na tazni wodnej przez okoto 15minut. Po zakonczeniu gotowania dodajemy
roztworu Carreza II i energicznie mieszamy. Zawarto$¢ kolby nalezy ochtodzi¢
idoda¢ wody destylowanej do kreski miarowej oraz przesaczy¢. Uzywajac
pipety(20ml) przenosimy roztwor do kolby miarowej (100ml) i dodajemy:
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rozcienczony roztwér amoniaku (25%), roztwor kwasu solnego (0,1mol/dm?)
i dopelniamy woda destylowang do kreski miarowe;.

Tak przygotowane probki umieszczamy w kuwetach pomiarowych i mierzymy
absorbancj¢ za pomocg spektrofotometru (A=538nm).

3. Wyniki
Tabela 2. Zawartos¢ NaNO, (mg/kg) w badanych probkach spozywczych w roku 2003
Rodzaj wyrobu wedlin Zawartos¢ azotanow(111)
X

Surowa kietbasa 17,9

Surowa szynka 19,2

Kaszanka 12,1

Kietbasa homogenizowana 13,2

Zrédto: Karl-Otto Honikel [8]

4. Podsumowanie

Rodzaj oraz ilo$¢ jonow spozywanych w codziennej diecie wplywa na stan
zdrowia cztowieka. Zawarto$¢ jonow azotowych (III) wedlug Rozporzadzenia
Ministra Zdrowia z dnia 19 grudnia 2002 (Dz.U. Nr 21 z dnia 8 lutego 2003,
poz. 21), miesci si¢ w granicach dopuszczalnych norm (2,0-160 mg/kg).
Najwyzsza stezenie tych jonow znaleziono w surowej szynce. Pozytywne skutki
dziatania azotanow(Ill) w konserwacji zywnosci, przewazajag nad znikoma
mozliwoscig powstawania nitrozoamin. Stosowanie azotanu (V) sodu, azotanu
(IIT) sodu oraz azotanu (V) sodu chroni wedliny przed zepsuciem a tym samym
umozliwia jej przechowywanie przez dluzszy czas. Zwigzki te przeciwdziatajg
rozwojowi takich bakterii jak Clostridium botulinum, a wigc chronig
konsumentéw przed produkowanymi przez nie toksynami. W przypadku bakterii
Clostridium  botulinum przed Dbotulizmem, czyli stanem chorobowym
wywotanym przez botuling (jad kietbasiany), ktora jest jedng z dwoch
najsilniejszych znanych toksyn, gdyz dawka 1:10® g jest juz $miertelna
dla cztowieka.

Nie nalezy obawia¢ si¢ wedlin, ktére utrwalano poprzez peklowanie, cho¢
warto zdobywa¢ rzetelne informacje na temat producentow, wyrobow i jakosci,
jakie gwarantujg.
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Oznaczanie azotanow (II1) w produktach miesnych

Streszczenie

W obecnych czasach jednym z najprezniej rozwijajacych si¢ rynkéw jest rynek spozywczy.
Do produkcji zywnosci wykorzystuje si¢ coraz to bardziej nowoczesne metody i technologie.
Na przestrzeni kilku ostatnich lat pewnym modyfikacjom ulegly réwniez metody konserwacji.
W niniejszej pracy podjgto temat zwigzany z konserwacja produktéw migsnych przy uzyciu substancji
peklujacych. Substancje peklujace zawieraja gltéwnie azotany (V) i azotany (III). Azotyny (III)
stosowane sg jako inhibitory dla niektorych mikroorganizméw. W wielu krajach dopuszczalne
zawartosci azotanow (I1I) i azotanéw (V) w produktach spozywczych sa regulowane przez prawo. Suma
azotynow (V) i (III) jest wazna dla ludzkiego organizmu, ze wzglgdu na ich wedréwke z ukladu
pokarmowego do krwiobiegu. Azotany(V) moga ulega¢ w naszych organizmach redukcji do azotandéw
(1), ktére z kolei w kwasnym srodowisku panujacym w zotadku przechodza w rakotworcze
nitrozoaminy.

W niniejszej pracy podjgto si¢ zbadania zawarto$ci niebezpiecznych dla czlowieka azotandw (III)
w réznych rodzajach migs, dostgpnych w sklepach spozywczych na terenie Polski. Zawarto$¢ azotanow
(IIT) w badanych probkach oznaczono metoda kolorymetryczna.

Stowa kluczowe: azotany (III), azotany w migsie, spektrofotometria, nitrozaminy
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Determination of nitrates (III) in meat products

Nowadays, the food market is one of the most rapidly growing. In food production are used more and
more modern methods and technologies. Methods of maintenance have been change through the years.
In our work we have focused on meat products containing a mixture of curing. Curing medium
substances contain mainly nitrates and nitrites. Both of these components are in the curing mixture for
meat, because nitrite effectively acts as inhibitors for certain microorganisms. In many countries, the
dose of these substances are regulated by the law. The sum of nitrite and nitrate is important for human,
because of their journey from the gastrointestinal tract into the bloodstream. Nitrates may undergo
reduction in our bodies to nitrite, In the stomach nitrite can eventually form carcinogenic nitrosamines in
the acidic environment.

The main objective of this work is to determine the content of nitrite in various types of meat products
available on the polish market. In this study we used the colorimetric method.

Keywords: nitrites (III), nitrites in meat, spectrophotometry, nitrosoamines
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Porfiryny — wlasciwosci oraz wykorzystanie w terapii
przeciwnowotworowej

Wstep

Porfiryny sg organicznymi zwigzkami heterocyklicznymi, wystepujacymi
zarOwno naturalnie w przyrodzie jak i otrzymywanymi na drodze syntezy
chemicznej w laboratorium. Zbudowane sg z czterech pier§cieni pirolowych
potaczonych mostkami metinowymi (=CH-) w uktad makrocykliczny zwany
porfing [1]. Porfiryny roznig si¢ migedzy soba podstawnikami wystepujacymi
w tancuchach bocznych oraz metalem wystepujacym w ich centrum, badz tez
jego brakiem (porfiryny wolne). Typowymi tancuchami bocznymi tych
makrocykli sg grupy acetylowa, metylowa, propylowa i winylowa [2]. Porfiryny
oprocz spetiania szeregu funkcji biologicznych, znajduja zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowej, wykorzystujacej ich wlasciwosci fotodynamiczne.

1. Synteza porfiryn

Porfiryny mozna otrzyma¢ w dwojaki sposoéb. Na drodze syntezy
laboratoryjnej lub na drodze biosyntezy w organizmach zywych.

Podstawowy budulec kazdej porfiryny pirol mozna otrzyma¢ w laboratorium
na drodze reakcji furanu i amoniaku (roztwor wodny) w temperaturze 400° C
w obecnos$ci katalizatora jakim jest tlenek glinu (Al,Os;). Dodatkowo, mozna
otrzyma¢ go na drodze pirolizy biatek (np. z kwasu §luzowego), badz poprzez
wydzielenie ze smoly weglowej, w ktorej powszechnie wystepuje [3]. Kolejnym
etapem w laboratoryjnej produkcji porfiryn jest synteza Rothemunda. Polega ona
na kondensacji i utlenieniu substratow reakcji jakimi sg aldehydy i pirole.
W wyniku takiej syntezy powstaje uktad porfirynowy nie posiadajacy metalu [4].

W naturze, biosynteza porfiryny (na przykladzie biosyntezy hemu)
rozpoczyna si¢ od reakcji glicyny z sukcinylo-CoA, w wyniku czego powstaje
kwas 5-aminolewulinowy, bedacy bezposrednim prekursorem porfobilinogenu,
czyli zmodyfikowanej postaci pirolu, wystgpujacego w organizmach zywych
(reakcje katalizuje syntaza porfobilnogenowa). Na drodze kolejnych przemian,

! maciej. frant@gmail.com, zurekaleksandra@wp.pl, SKN Biotechnologéw ,,Mikron”, Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Zaktad Biochemii
“magister, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Biotechnologii,
Zaktad Wirusologii i Immunologii
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poprzez uroporfirynogen III, koproporfirynogen III, protoporfirynogen III,
powstaje protoporfiryna IX, bedaca bezposrednim prekursorem hemu.
Enzymami katalizujacymi reakcje przej$cia z protoporfiryny IX do kompletne;
porfiryny zawierajagcej atom metalu, sg helatazy (Rys. 1). Mechanizm ich
dzialania nie jest do konca wyjasniony, ale zaklada si¢, ze stosunkowo sztywny
pierscien porfirynowy, jest odksztalcany przez nie w celu inercji jonu metalu.
Biosynteza zachodzi na przemian, najpierw w mitochondriach, p6zniej
w cytoplazmie, by ostatecznie zakonczy¢ si¢ w mitochondriach [5].

OO0

@ o Ac
Pr Pr
Porfobilinagan Prewroporfirynogen Uroporfiymogen IT1
® P aco,
Vinyl group
pe CH, Pr CH,
CH; CH, | CH, 5
W 2co, /
® ®
CHy Hy CHy CH, CH, €H,
Pr Pr Pr Pr
Protoporfivyma IX Protoporfirynogen Koproporfivynogen 111

Rys. 1 Biosynteza hemu (zrédto: Heme synthesis pathway for Palestine-loving nerds, Kishawi S.,
2012 [6], thumaczenie wlasne)

Organizmy zywe oprocz zdolnosci do syntezy porfiryn potrafig rowniez je
rozktada¢ (opis na przykladzie hemu). W pierwszym etapie oksygenaza hemu
uwalnia z porfiryny zelazo i tlenek wegla (CO), oraz rozrywa jeden mostek
metinowy, w wyniku czego powstaje biliwerdyna IX. Nastepnie, przy udziale
reduktazy biliwerdyny powstaje bilirubina IX (bardzo szybka reakcja).

W wyniku dalszych przemian uwalniane sa koncowe produkty utlenienia
bilirubiny [7].
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2. Wlasciwosci biologiczne porfiryn

Typowymi przedstawicielami porfiryn sg hemy oraz chlorofile, ktore dzigki
swoim wilasciwosciom, odpowiedzialne sg za podtrzymanie Zycia tlenowego
na Ziemi.

Hem jest forma protoporfiryny IX zawierajaca w swym centrum atom zelaza.
Potrafi go syntetyzowa¢ ogromna liczba organizmow zywych, poczawszy
od bakterii, a skonczywszy na czlowieku. U ludzi ponad 80% hemu znajduje si¢
w czerwonych krwinkach. Wystepuje on w hemoglobinie (jest jej grupa
prostetyczng), nadajac jej unikatowe wlasciwo$ci wigzania tlenu, umozliwiajac
jego transport i dystrybucje w calym organizmie [8]. Niezwykle istotny jest
udziat hemu w tancuchu transportu elektronow, ktory bez hemu znajdujacego sig
w cytochromach nie moéglby w ogodle zachodzi¢. W transporcie tym
przekazywane sg elektrony z NADH poprzez cytochromy na atomy tlenu
(czasteczkowego), co generuje wytworzenie energii gromadzonej w postaci ATP
[2]. Hem stanowi réwniez grup¢ prostetyczng dla wielu innych hemoprotein
takich jak mioglobiny, cytooksydazy, katalazy, peroksydazy czy pirolazy
tryptofanu [9]. Zaburzenie syntezy hemu (enzymow tzw. szlaku porfiryn)
prowadzi do wystgpienia zaburzen w funkcjonowaniu organizmu i wystgpieniu
schorzenia zwanego porfirig (erytropoetyczng lub watrobowa) [10].

Kolejng bardzo istotng grupa porfiryn sg chlorofile, wystepujace w roslinach,
algach oraz bakteriach fotosyntetyzujacych. Wyjsciowa porfiryna dla syntezy
chlorofili jest feoporofiryna, a metalem przylaczanym do niej jest magnez. Dla
wigkszosci chlorofili (a, b, d, e) charakterystyczna jest obecnos¢
dlugotancuchowego alkoholu: fitolu, przylagczonego do porfiryny poprzez
pirogronian w pozycji 7 [11]. Chlorofile wystepuja w chloroplastach i sa
niezbedne do przebiegu fotosyntezy. Umozliwiajg one zamiang energii $wietlnej
na energi¢ wigzan chemicznych dzigki absorpcji kwantow $wiatta (faza jasna
fotosyntezy). Na drodze fotosyntezy wytwarzany jest z dwutlenku wegla, jako
produkt uboczny oraz tlen niezbedny do zycia dla wigkszo$ci organizmow
zywych. Zakres $wiatta wychwytywany przez chlorofil miesci si¢ w przedziale
od 380 nm do 710 nm. Energia wzbudzonego chlorofilu moze by¢ wyemitowana
pod postacia czerwonego promieniowania fluorescencyjnego [12].

Kobalamina popularnie znana pod nazwg witaminy B12, jest nastepng
porfiryng istotng z biologicznego punktu widzenia. W odroznieniu od hemu
i chlorofilu, w swojej czgsteczce ma miej podwdjnych wigzan, a dwa pier§cienie
pirolowe potaczone sg ze soba w sposob bezposredni, bez mostka metinowego,
a usytuowany centralnie jon (kobaltu) wigze dodatkowo dwa inne podstawniki.
Witamina B12 uczestniczy w reakcji metylacji homocysteiny oraz metabolizmie
propionylo~S-CoA. Kobalamina nie jest wytwarzana przez rosliny. Jej niedobor
u ludzi prowadzi do rozwoju niedokrwistosci i pojawienia si¢ réznych objawow
neurologicznych [11].
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Innymi porfirynami wystepujacymi w przyrodzie sg m.in. turacyna,
z atomem miedzi, bedaca czerwonym barwnikiem w piorach ptakow z rodziny
turakowatych, czy tez kofaktor F430, zawierajacy nikiel wystepujacy
u niektoérych Archea, bedacy grupa prostetyczng enzymu katalizujacego
uwalnianie metanu w koncowym etapie metanogenezy [13].

3. Wlasciwosci fizyczne porfiryn

Porfiryny sa plaskie, bardzo trwale oraz silnie zabarwione. Jony metali
znajdujace si¢ w centrach porfiryn przyjmujg pary elektronéw od atomoéw azotu
z piroli. Porfiryny pochtaniaja $§wiatlo, dzigki czemu posiadajg
charakterystyczne widma absorpcyjne zaréwno w czeSci widzialnej jak
i nadfioletowej. Zarowno porfiryny jak i metaloporfiryny posiadajag dwa bardzo
specyficzne pasma absorpcji w tym zakresie. Pierwsze z nich to Pasmo Soreta —
dos¢ ostre znajdujace si¢ w zakresie od 400 do 500 nm. Drugie to Pasmo Q,
okoto dziesig¢ razy stabsze od poprzedniego, skladajace si¢ z czterech
mniejszych pikow (w przypadku metaloporfiryn liczba ta moze ulec
zmnigjszeniu do 2-3) 1 znajdujace si¢ w zakresie 500-700 nm. Widmo
absorpcyjne powstaje na skutek przejScia molekuly ze stanu podstawowego
do stanu wzbudzonego. Widmo emisyjne jest przesunigte w kierunku wiekszych
dlugosci fali w stosunku do widma absorpcyjnego. Wzbudzone porfiryny
intensywnie $wiecg [14].

4. Fotodynamiczna terapia przeciwnowotworowa (PDT)

Historia terapii fotodynamicznej sigga juz kilka tysiecy lat, gdy to starozytni
lekarze egipscy opisywali lecznicze wlasciwosci $wiatla. Z kolei, wzmianki
o0 zastosowaniu substancji fotouczulajacych mozna juz znalez¢ w opisach z V-IV
wieku przed naszg erg. Nowozytna terapia fotodynamiczna ma poczatek
w badanich profesora Oscara Raab’a, ktory na poczatku XX wieku
zaobserwowal, ze pantofelki zanurzone w roztworze oranzu akrydynowego
po naswietleniu umieraja, natomiast te same organizmy umieszczone W czystej
wodzie i poddane naswietleniu ciagle zyja [15, 16]. W 1903 roku Niels Fiensen,
ktory odkryl, ze $wiatlo o barwie czerwonej moze poméc w leczeniu ospy,
otrzymat nagrod¢ Nobla za zapoczatkowanie terapii leczacej $wiattem. W latach
dwudziestych XX wieku odkryto zwigkszong fluorescencje guzow
nowotworowych myszy naswietlanych promieniowaniem UV (kumulacja
endogennych porfiryn). DwadzieScia lat podzniej odkryto, ze endogenne
porfiryny kumuluja si¢ selektywnie w miejscach powstawania guzow
nowotworowych (Auler i Banzer). Lata siedemdziesigte przyniosty dalsze
badania nad fototoksyczno$cia oraz daly poczatek pierwszym probom
wykorzystania tej terapii w walce z nowotworami u myszy oraz ludzi [15].
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Porfiryny odgrywaja czotowa role¢ w nowoczesnej przeciwnowotworowej
terapii fotodynamicznej, ktéra wraz z biegiem lat zyskuje coraz wigcej
zwolennikow. Terapia ta wykorzystuje dzialanie trzech czynnikéw: $wiatla,
fotouczulacza (porfiryny) oraz tlenu (Rys. 2). Reakcja moze zachodzi¢
na drodze dwoch roznych mechanizmow. W pierwszym etapie §wiatlo wzbudza
fotouczulacz, a wzbudzona w ten sposob porfiryna moze zareagowaé na kilka
sposobow. Moze przekaza¢ energie wzbudzenia ze §wiatla bezposrednio na tlen,
generujagc powstawanie tlenu singletowego (bardzo reaktywna forma tlenu),
ktory reagujac ze skladnikami komoérki tworzy produkty ich utlenienia,
prowadzac do $mierci komorki na drodze apoptozy lub nekrozy. Wzbudzony
fotouczulacz moze réwniez generowa¢ powstawanie wolnych rodnikow, ktore
oddzialujac z tlenem, tworza jego reaktywne formy i prowadza do niszczenia
organelli komérkowych oraz bton [17, 18, 19]. Obie powyzsze reakcje zachodza
rownoczesnie a ich stosunek wzgledem siebie zalezy od réznych czynnikow,
takich jak stezenie tlenu, czy tez rodzaj zastosowanego fotouczulacza. Oprocz
tych dwoch mechanizmow, istnieje jednak rowniez trzeci mechanizm réznigcy
si¢ od nich tym, ze nie wymaga obecnosci tlenu. Porfiryna bedac w singletowym
stanie wzbudzenia moze bezposrednio reagowac z biomolekutami, powodujac
powstawanie réznych fotoadduktow. Generowanie wolnych rodnikow
oraz przejscie elektronow migdzy biomolekuls, a fotouczulaczem, sg procesami
bardzo nieefektownymi, dlatego czg¢sto mechanizm ten nie jest uwzgledniany
w przypadku terapii fotodynamicznej [20, 21].

Porfiryny s3 doskonaltym modelem fotouczulacza, ze wzgledu na fakt,
ze gromadzg si¢ selektywnie w komorkach nowotworowych, co zwigzane jest
znaturg tych tkanek tj. wystepowanie duzych §rédmigzszowych przestrzeni,
nieszczelno$§¢ uktadu naczyniowego, obnizone pH wzglgdem otoczenia,
uszkodzony drenaz limfatyczny, wyzsza synteza kolagenu, zwigkszona
aktywno$¢ endocytozy. Kolejng zaleta porfiryn jest to, ze gromadzac si¢
w komorce, tatwo ulegaja wzbudzeniu $wiattem o dtugosci fali okoto 400 nm
(Pasmo Soreta) — intensywna luminescencja. Wzbudzenie §wiatlem o dlugosci
fali 600 nm (Pasmo Q), powoduje, ze efektywnie generujg tlen singletowy oraz
rodniki. Porfiryny moga by$ szybko usuwane z organizmu dzigki czemu nie
powoduja efektow ubocznych [18].
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Schemat terapii
fotodynamicznej

Smier¢

Reakeja fotodynamiczna efektywnie
zabija komarki.

Swiatto akbywuje fotouczulacz, ktory
generuje powstawanie tlenu
singletowego z tlenu czasteczkowego

Rys. 2 Schemat przebiegu terapii fotodynamicznej (PDT) (zrodto:

Pdt? 2011 [22], thamaczenie wlasne)

Swiatto lasera wycelowane
bezposrednio w porzadanag thanke

Reakeja fotodynamiczna
efektywnie zabija komarki

What is Photodynamic Therapy

Tabela 1. Przyktady fotouczulaczy wykorzystywanych w przypadku choréb nowotworowych

Fotouczulacz Nazwa Zastosowanie Fala
firmowa wzbudzenia
HPD (czgéciowo Photofrin Rak szyjki macicy, 630 nm
0Cczyszczona) pecherza
moczowego,
przetyku,
wewnatrzoskrzelowy,
zotadka 1 guzy mozgu
Porfimer sodu Verteporfin | Rak podstawno- 689 nm
komorkowy
BPD-MA (benzo-porfiryna) | Foscan Guzy glowy, szyi, 652 nm
prostaty 1 trzustki
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m-THPC (meta- Levulan Rak podstawno- 635 nm
tetrahydroksyfenylochloryn) komorkowy, rak
glowy i karku oraz
guzy ginekologiczne
5-ALA (kwas 5- Metvix Diagnostyka guzéw | 375-400 nm
aminolewulinowy) mozgu, glowy, szyi
pecherza moczowego
pochodna metylowa 5-ALA | Benzvix Rak podstawno- 635 nm
komorkowy
pochodna benzylowa 5-ALA | Hexvix Nowotwory 635 nm
zotadkowo-jelitowe
pochodna heksylowa 5-ALA | Purlytin Diagnostyka guzéw | 375-400 nm
pecherza moczowego
SnET?2 (etiopurpuryna cyny) | BOPP Powierzchniowe 664 nm
przerzuty raka piersi,
rak podstawno-
komérkowy, migsak
Kaposi‘ego, rak
prostaty
Protoporfiryna borowa Photochlor | Guzy mozgu 630 nm
PPH (2-(1-heksyloksetyl)-2- | Lutex Rak podstawno- 665 nm
dewinylo alfa- komorkowy
pirofeoforbidu)
Teksafiryna lutetu Pc4 Rak szyjki macicy, 732 nm
prostaty i guzy
moézgu
Ftalocyjanina 4 Talaporfin | Powierzchniowe 670 nm
1 podskorne zmiany
patologiczne
pochodzenia
nowotworowego
Taporfina sodowa Nazwa Jednolite guzy 664 nm
firmowa roznego pochodzenia

Zrodto: Kulbacka i in., 2008, na podstawie Moan i in., 2003 oraz Dolmans i in., 2003
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Obecnie najobszerniej opisane jest wykorzystanie terapii fotodynamicznej,
w leczeniu  powierzchniowych nowotworow skory. Gdy mechanizmy
kontrolujace wzrost, podziaty i réznicowanie komodrek wymkng si¢ spod
kontroli, powstaje zmiana neoplastyczna, czyli nowotwor. Na takie zmienione
chorobowo miejsca mozna nanies¢ krem zawierajacy fotouczulacz, ktory wnika
w skore i zmienione nowotworowo komorki. W leczeniu nowotwordéw skory,
bton $luzowych a takze narzadow rodnych u kobiet jako fotouczulacz znalazt
zastosowanie kwas S5-aminolewulinowy (ALA), ktory sam w sobie nie jest
porfiryng ale jej prekursorem (protoporfiryny 1X). W przypadku tej substancji
wykorzystuje si¢ zjawisko selektywnego (zwigkszonego) gromadzenia si¢ kwasu
ALA w komorkach nowotworowych w poréwnaniu do komoérek prawidtowych.
Zjawisko to wynika z natury komorek nowotworowych, o czym wspomniano
wczesniej (m.in. nizsze pH niz w otaczajacych tkankach, uszkodzony drenaz
limfatyczny). Dodatkowym bardzo istotnym czynnikiem jest cigg specyficznych
reakcji chemicznych, zachodzacych po podaniu kwasu S-aminolewulinowego.
W wyniku kondensacji dwoch czasteczek kwasu ALA powstaje porfobilinogen
ina drodze kolejnych przemian biosyntetycznych powstaje protoporfiryna IX,
bezposredni prekursor hemu. Jak wcze$niej wspomniano, w ostatnim etapie
syntezy hemu protoporfiryna IX pod wplywem ferrochelatazy przeksztalca si¢
w hem (inercja zelaza). W przypadku komoérek nowotworowych, zaburzona jest
aktywnos$¢ ferrochelatazy. Powoduje to, ze w niedtugim czasie po dostarczeniu
kwasu 5-aminolewulinowego w komorce zaczyna si¢ gromadzi¢ protoporfiryna
IX. Znajac spektrum aktywnosci tej porfiryny tatwo jest ja wzbudzié
odpowiednig dlugoscia fali i zainicjowac¢ reakcj¢ fotodynamiczng [24, 25].

Terapia fotodynamiczna posiada szereg zalet w stosunku do np. zabiegu
chirurgicznego. Po pierwsze, zabieg jest w wigkszosci przypadkow bezbolesny.
PDT jest metoda szybkiego, miejscowego, selektywnego diagnozowania oraz
leczenia powierzchniowych nowotworow skory. Niszczy komorki nowotworowe
w sposob silnie wybiorczy, nie uszkadzajagc zdrowych tkanek oraz nie
pozostawiajac  blizn. Terapia PDT wykazuje podobng skutecznos¢
co krioterapia, czy tez leczenie chirurgiczne. Pozwala to na leczenie
powierzchniowych nowotworéw w miejscach trudno dostgpnych, takich jak
powieki, okolice oczu, kat nosa, czy tez policzki. Zastosowanie terapii
fotodynamicznej moze oszczedzic pacjentowi trudnych, wieloetapowych
operacji, ktore czesto moga mie¢ okaleczajacy charakter [18].
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5. Podsumowanie

Porfiryny oprocz tego, ze sa niezbedng grupa zwigzkow dla $wiata
ozywionego (gdyby nie one zycie na Ziemi nie mogloby istnie¢ w formie jaka
znamy), obecnie znajduja nowsze zastosowanie, a szeroki wachlarz ich zalet
przyczynia si¢ do walki z chorobami nowotworowymi. Pofirynay
wykorzystywane w terapii fotodynamicznej odgrywaja wigc istotng role w walce
cztowieka z rakiem.
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Porfiryny — wlasciwos$ci oraz wykorzystanie w terapii przeciwnowotworowej

Streszczenie

Porfiryny naleza do grupy organicznych zwiazkéw heterocyklicznych (pochodzenia naturalnego badz
syntetycznego) zbudowanych z czterech pierScieni pirolowych potaczonych w makrocykliczny uktad
zwany porfina. Zwigzki te moga wystgpowa¢ w postaci wolnej lub w postaci metaloporfiryny
zprzylaczonym w centrum makrocykla atomem metalu. Typowymi przedstawicielami porfiryn sa
hemy, bedace sktadnikami m.in. hemoglobiny, mioglobiny, cytochroméw, cytooksydazy, katalazy, oraz
chlorofile. Zwigzki te spetniajg bardzo istotna rol¢ w $wiecie organizméw zywych (m.in. podtrzymanie
zycia tlenowego na Ziemi).

Oprécz podstawowych wlhasciwosci biologicznych, porfiryny znalazty zastosowanie w  terapii
fotodynamicznej (PDT — ang. Photodynamic Therapy), wykorzystywanej w walce z ludzkimi
nowotworami powierzchniowymi. Terapia taka wykorzystuje dzialanie trzech czynnikéw: $wiatla,
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fotouczulacza (porfiryny) oraz tlenu. Swiatlo wzbudza fotouczulacz, ktory przenosi energie na tlen
generujagc jego reaktywne formy badz produkty jego utlenienia. Uszkadzaja one struktury
wewnatrzkomorkowe zabijajac tym samym komorki nowotworowe. Dziatanie fotodynamiczne
wykazuja m.in. uroporfiryna oraz protoporfiryna, ktéra znalazta zastosowanie w terapii. Wykorzystanie
porfiryn w PDT jest korzystne, ze wzgledu na fakt, ze gromadza si¢ selektywnie w komorkach
nowotworowych. Dzigki temu stanowia ciekawe rozwiazanie w alternatywnych formach terapii
przeciwnowotworowych.

Stowa Kluczowe: porfiryny, terapia fotodynamiczna

Porphyrin — properties and use in cancer therapy

Abstract

Porphyrins belong to a group of heterocyclic organic compounds (natural or synthetic) composed of four
pyrrole subunits interconnected in a macrocyclic system called porphine. These compounds may be
present in a free form or in the form of metalloporphyrins with an atom of metal attached in the center of
the macrocycle. Typical representatives of porphyrins are heme porphyrins, which build such
compounds as hemoglobin, myoglobin, cytochromes, cytooxidase, catalase, and chlorophylls. These
molecules play a significant role in the world of living organisms (such as support of oxygen-dependent
life on Earth).

In addition to basic biological properties, porphyrins have been used in photodynamic therapy (PDT —
Photodynamic Therapy), used against the human surface cancers. The therapy uses the effects of three
factors: light, photosensitizer (porphyrin) and oxygen. Light activates a photosensitizer, which transfers
energy onto oxygen to generate the reactive oxygen species or products of its oxidation. They damage
the intracellular structures of the cancer cells which leads to their death. Some porphyrins such as
uroporphyrin and protoporphyrin have fotodynamic action, which has been used in therapy. The use of
porphyrins in the PDT is advantageous because they accumulate selectively in tumor cells. For this
reason, they are an interesting approaches in alternative anticancer therapy.

Key words: porphyrin, photodynamic therapy
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Taksol — czasteczka nadziei w leczeniu nowotworow

Wprowadzenie

W latach sze$¢dziesigtych XX wieku w Stanach Zjednoczonych rozpoczgto
program poszukiwawczy, ktorego celem bylto znalezienie nowych substancji
o0 dziataniu przeciwnowotworowym [1]. Sposrod 35 000 przeanalizowanych
gatunkow roslin, szczeg6lng uwage zwrocono na Taxus brevifolia, ktérego
ekstrakt wyr6znial si¢ niezwykle silnymi wilasciwosciami cytostatycznymi.
W 1971 roku po raz pierwszy wyizolowano aktywny sktadnik ekstraktu,
otrzymanego z kory cisa, ktoremu nadano nazwe taksol [2]. Po 1979 roku, kiedy
Susan Horwitz i wsp. odkryli mechanizm cytostatycznego dziatania czasteczki
taksolu, nastapit dynamiczny rozwoj badan chemicznych i farmakologicznych
tej czasteczki, co doprowadzito do zarejestrowania taksolu w 1992 r. jako leku
przeciwko rakowi jajnika a w roku 1994 jako leku przeciwko rakowi piersi [3].

1. Wystepowanie i biosynteza taksolu i taksoidow

1.1. Wystepowanie

Taksol, znany tez jako paklitaksel, jest diterpenoidem, ktérego gtownym
zrodlem jest rodzaj Taxus. Jako pierwszy z tego rodzaju do badan postuzyt cis
zachodni (Taxus brevifolia). Oprocz tego konkretnego gatunku, taksol zawieraja
tez pozostate gatunki ciséw, ale w bardzo zroznicowanych ilosciach, ktore
dodatkowo wahajg si¢ w trakcie okresu wegetacyjnego roslin [4].

W cisach oprocz taksolu wystgpuja takze inne zwiazki z grupy taksoidow,
zawierajagce w swojej budowie charakterystyczny szkielet taksanu. Sa one
rownie wazne co sam taksol, poniewaz moga zosta¢ wykorzystane jako
prekursory do jego syntezy. U réznych gatunkéw nalezacych do rodzaju Taxus
znaleziono ponad 400 naturalnie wystepujacych zwigzkow posiadajacych
szkielet taksanu, stanowigcy podstawowa strukture taksolu [5].

! kamila.wlizlo@poczta.umes.lublin.pl, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Zaktad Biochemii; e-mail:, strona www:
http://www.fungi.umcs.lublin.pl/

2 Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Zaktad
Biochemii

3 Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Zaktad
Biochemii
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Na szczegolng uwage zashuguja takie taksoidy jak 10-deacetylobakkatyna III,
wystepujaca w Taxus baccatta (10-DAB) oraz bakkatyna III, ktére sa
prekursorami do syntezy taksolu. Czeg$cig rosliny, z ktorej na poczatku
izolowano zaréwno taksol jak i pozostale taksoidy byla kora cisu. Obecnie,
ze wzgledow  ekonomicznych, najwazniejszym zrodtem  pozyskiwania
tych czasteczek ze zrodel naturalnych sg igly tych roslin [4].

Tabela 1 Zawarto$¢ taksoidow w igtach wybranych gatunkow ciséw (na podstawie [4]).

ZawartoS$¢ taksoidow w pg/g suchych igiel
Gatunek cisa
taksol | bakkatyna III | 10-deacetylobakkatyna ITI
T. brevifolia 130 296 41
T. baccata 63 10 468
T. floridiana 516 0 1689
T. canadensis 285 224 2665
T. celebica 26 0 70
T. cuspidata 136 15 116
T. globosa 433 168 1395
T. wallichiana 272 0 1092

1.2. Budowa czasteczki i przebieg procesu biosyntezy

Charakterystyczna budowa czasteczki taksolu wynika z obecnosci
trojpierscieniowego szkieletu pentametylo [9.3.1.0] 3,8-tricyklopentadekanu [5],
bedacego wspolnym elementem wszystkich taksoidow. Sam taksol ma
skomplikowang budowe, opierajaca si¢ o system trzech pierScieni taksanu
(A,B,C), pierscien oksetanu (D) oraz zwigzany estrowo boczny lancuch
alifatyczny [6].

Biosynteza taksolu nie jest jeszcze do konca poznana, wiadomo jednak,
ze obejmuje ona przynajmniej 19 etapow reakcji enzymatycznych, poczawszy
od wytworzenia pierwszego produktu posredniego reakcji, jakim jest
pirofosforan geranylogeraniolu [5]. Powstawanie tego zwigzku wigze si¢
z szeregiem reakcji, ktorych substratem wyjsciowym jest glukoza. Shuzy ona
jako substrat dla szlaku syntezy mewalonianu, w ktorym jako produkt koncowy
powstaje pirofosforan 3-izopentenylu (IPP). Szlak ten rozpoczyna si¢ od reakcji
pomigdzy acetylo-CoA i acetoacetylo-CoA czego wynikiem jest utworzenie
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3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMG-CoA). Zwiazek ten jest nastepnie
redukowany w cytozolu do mewalonianu, z udziatem enzymu reduktazy HMG-CoA
1 wykorzystaniem dwoch czasteczek NADPH 1 dwoch atoméw wodoru. Oprocz

mewalonianu, w reakcji powstaje czasteczka CoA i dwie czgsteczki NADP * . Do
przeksztalcenia powstalego mewalonianu w pirofosforan 3-izopentenylu konieczne
jest przeprowadzenie trzech reakcji, w trakcie ktorych wykorzystywane jest ATP,
a ostatnig z nich jest reakcja dekarboksylacji. W cyklu trzech reakcji, ktore
zachodza jedna po drugiej powstaja  kolejno:  5-fosfomewalonian
i S-pirofosfomewalonian, ktory ulega dekarboksylacji dajac pirofosforan
3-izopentenylu [7]. Zwiazek ten w reakcji katalizowanej przez syntaze
pirofosforanu  geranylogeraniolu  przeksztalcony zostaje w  difosforan
geranylogeraniolu (GGP), ktory z kolei w wyniku dziatania syntazy taksadienu
(EC 4.2.3.17) =zostaje przeksztalcony do 4,11-taksadienu uznawanego
za prekursora wszystkich taksoidow [5]. 4,11-taksadien przechodzi nastgpnie
reakcje stereospecyficznej 5-a hydroksylacji w wyniku dziatania 5-hydroksylazy
taksadienowej (EC 1.14.99.37.). Produktem tego procesu jest 4,11-taksadien-5a-
ol [4]. Powstaly zwigzek jest nastepnie poddawany reakcji acetylacji z udziatem
O-acteylotransferazy-taksadien-5-olu (EC 2.3.1.162) co prowadzi do powstania
p-4,11-taksadienu [5].

W kolejnym etapie cyklu biosyntezy taksolu, B-4,11-taksadien przechodzi
w forme epoksydowa, ktéra w procesie wytwarzania pierscienia oksetanu ulega
przeksztatceniu do 9-dihydrobakktyny III [5]. Oksydacja przy atomie wegla C9,
9-dihydrobakkatyny 111, to kolejny etap procesu. Wynikiem tego przeksztatcenia
jest bakkatyna III, do ktorej w koncowym etapie biosyntezy taksolu dolaczany
jest tancuch N-benzoilofenyloseryny w pozycji atomu wegla C13. Wynikiem
tego typu przeksztalcenia jest ostateczny produkt reakcji, taksol [5].

2. Dzialanie cytostatyczne taksolu

2.1. Budowa i funkcjonowanie mikrotubul

Komoérki nowotworowe roznig si¢ od komorek prawidtowych przede
wszystkim bezustannym i niekontrolowanym podzialem. Celem stosowania
wigkszoSci terapeutykow jest zahamowanie procesu podziatu tych komorek.
Z tego wzgledu najlepszym etapem cyklu komérkowego do tego typu dziatania
wydaje si¢ mitoza. Na etapie mitozy ma bowiem miejsce bardzo wazny,
z punktu widzenia podziatu komorki, proces jakim jest wytworzenie widkien
wrzeciona kariokinetycznego, ktore sktada si¢ z mikrotubul, struktur biatkowych
wystepujacych  w  wigkszosci  komorek  eukariotycznych.  Mikrotubule
zbudowane sa z mniejszych elementow biatkowych okreSlanych mianem
protofilamentow [8].
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Mikrotubule zbudowane sg z tubuliny, heterodimerycznego biatka, na ktore
sktadajg si¢ analogiczne podjednostki a- i B- tubuliny, kazda o masie 50 kDa [7],
tworzace razem heterodimer wielkosci 8 nm [9]. Mikrotubule majg postac
cylindra o $rednicy 25 nm [10] z wydrazanym kanalem o $rednicy 17 nm
(Rys. 1) [9] a na S$ciany tegoz cylindra skladaja si¢ wyzej wspomniane
podjednostki tubuliny, ktore ukladajac si¢ naprzemiennie tworza strukture
helikalng.

Plus-End ==

Cross-section

Rys. 1 Budowa mikrotubuli i heterodimeru a,-tubuliny [9]

Kazda mikrotubula sktada si¢ z 13 protofilamentéw [11]. Struktury te, a tym
samym i cate mikrotubule sg strukturami spolaryzowanymi, ktérych przeciwne
konce okreslane sg jako ,,plus” i ,,minus”. Wedlug tych koncow zorientowane
s3 podjednostki o,B-tubuliny. Podjednostka a tubuliny skierowana jest do konca
,»minus”, natomiast podjednostka B uklada si¢ na koncu ,,plus” [8]. Konce
mikrotubul réwniez uktadaja si¢ w komoérce w odpowiednim kierunku; koniec
,,minus” zakotwiczony jest niedaleko $rodka komorki, natomiast koniec ,,plus”
wystaje ku jej powierzchni [7].

Mikrotubule sg strukturami dynamicznymi. Na ich koncach zachodza reakcje
polimeryzacji w wigkszym stopniu na koncu ,,plus” i reakcje depolimeryzacji
przewazajace na koncu ,,minus”’, migdzy ktorymi wystepuje stan rownowagi
dynamicznej, czyli ciggte przylgczanie i odtaczanie dimerow tubulinowych.

W zalezno$ci od tego jak przesunie si¢ rownowaga dynamiczna pomig¢dzy
tymi reakcjami, dochodzi do skracania badz wydluzania mikrotubul. Na stan
rownowagi dynamicznej ma z kolei wptyw stezenie wolnych heterodimerow o
i B-tubuliny w cytoplazmie komorki. Przy nizszych st¢zeniach heterodimerow
dochodzi do skracania si¢ mikrotubul, ktore zachowuja z kolei swojg stalg
dlugos¢ przy zwigkszajacych sie stezeniach heterodimerow, ale zbyt wysokie ich
stezenie prowadzi do przyrastania mikrotubul na obu koncach [10].
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W nowo powstalych mikrotubulach, do ktérych wytworzenia niezbedne
sg jony magnezu i biatkka MAP’s, obecna jest rowniez czasteczka GTP, gtownie
z powodu nizszego stezenia progowego dla polimeryzacji GTP-tubuliny niz
GDP-tubuliny [7]. Kompleks GTP-heterodimer, wystgpujacy na koncu ,,plus”,
zabezpiecza heterodimery a,B-tubuliny przed ich dysocjacja do mikrotubul
1 przez to powoduje ich stabilizacje. Dodatkowo stanowi tez czynnik sprzyjajacy
wigzaniu kolejnych heterodimerow co prowadzi do wydtuzania si¢ mikrotubul.
Hydroliza GTP do GDP destabilizuje strukture i prowadzi do depolimeryzacji
koncow mikrotubul oraz hamuje przytaczanie kolejnych heterodimeréw czego
wynikiem jest proces skracania mikrotubul [10]. Jest to niezwykle wazny proces
dla prawidtowego dziatania cytoszkieletu komorki oraz odpowiedniego dziatania
wrzeciona kariokinetycznego przy podziale komorki w czasie mitozy.

2.2. Mechanizm dzialania taksolu

Stosowanie cytostatykow, a w tym takze taksolu ma na celu zakldcenie
procesu podziatowego komorki. Jednakze w odréznieniu od pozostatych
terapeutykoéw, taksol nie hamuje polimeryzacji mikrotubul, przeciwnie,
stabilizuje utworzone juz mikrotubule [2], hamujac depolimeryzacje
ito pomimo procesu hydrolizy GTP do GDP w czasteczce tubuliny. W efekcie
tego dochodzi do blokady wrzeciona kariokinetycznego, mikrotubule nie ulegaja
skroceniu, co powoduje nieprawidlowy podzial komorki a w konsekwencji jej
$mier¢ [12].

Jako, ze dzialanie cytostatyczne taksolu dotyczy ruchu wrzeciona
kariokinetycznego, faza cyklu komoérkowego w jakiej dziala ta substancja jest
faza G2 lub M, podczas ktorej czasteczka diterpenu taczy si¢ z P-tubuling
na koncu ,,plus” mikrotubul (Rys. 2) [12-14].
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Rys. 2 Budowa czasteczki krowiej a-f tubuliny. Strzatki pokazuja orientacje monomerdéw
o1 B wzgledem koncdéw mikrotubuli [14]

Czasteczka B-tubuliny w swojej drugiej globularnej domenie posiada pewnego
rodzaju ,kieszonkg”, ktéra stanowi miejsce faczenia taksolu do czasteczki
tubuliny. Miejsce to zawiera szereg reszt aminokwasowych decydujacych
o przylaczeniu czasteczki taksolu, w szczegolnosci dotyczy to czasteczki Asp226
B-tubuliny. Analogiczne miegjsce wystepuje takze w o tubulinie, ale rézni si¢ od
poprzedniego rodzajem reszt aminokwasowych [8].

Stabilno§¢  mikrotubul zalezy od dzialania wigzan podtuznych
jak i poprzecznych. Podczas hydrolizy GTP do GDP dochodzi do utraty reszty
y-fosforanu, co ostabia wigzanie miedzy dimerami. Taksol przylaczony
do czasteczki B-tubuliny rekompensuje to oslabienie wzmacniajac wigzania
boczne [8].

Oprocz stabilizowania powstatych juz mikrotubul taksol indukuje rowniez
polimeryzacje kolejnych mikrotubul poprzez obnizenie st¢zenia krytycznego
tubulin prawie do Omg/ml i poprzez skrocenia czasu potrzebnego
do polimeryzacji niezaleznie od obecno$ci czy braku niezbednych czynnikow

takich jak GTP, MAPs, Mg** [6].

Jak si¢ okazuje nie bez znaczenia jest moment, w ktorym taksol zostanie
dodany do mikrotubul, czyli czy dzieje si¢ to przed czy po procesie
polimeryzacji. Taksol, dziatajacy na mikrotubule juz utworzone nie wywoluje
w nich wigkszych zmian. Znacznie wigksze zmiany wystgpuja w mikrotubulach,
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ktérych polimeryzacja zostata zaindukowana taksolem. W tym przypadku r6znig
si¢ one znacznie od tych powstaltych w warunkach normalnych, wykazujac
odporno$¢ na czynniki, ktéore w przypadku normalnie dziatajgcych mikrotubul
wywotuja depolimeryzacje. Odporno$¢ ta przyczynia si¢ do wigkszej stabilnosci
mikrotubul, przez co stajg si¢ one strukturami niefunkcjonalnymi [15, 16].
Stabilizujace dziatanie taksolu na mikrotubule nie jest jednak jak si¢ okazuje
jedynym mechanizmem prowadzacym do $mierci komorek nowotworowych.
Dane literaturowe podajg, iz skutecznos¢ ta nie wynika jedynie z dzialania tego
zwigzku na tubuling, ale takze na biatko Bcl-2, ktéore w prawidtowo
funkcjonujacych komorkach, hamuje procesy apoptotyczne [13, 17-19].

2.3. Efekty stosowania taksolu w terapii nowotworow

Stosowanie taksolu podobnie jak i innych cytostatykow w chemioterapii
wigze si¢ z szeregiem efektow ubocznych. Taksol wplywa przede wszystkim
na poziom komoérek krwi wywolujac migedzy innymi neutropenie,
granulocytopeni¢ jak i inne dolegliwosci takie jak arytmia serca, a takze
mozliwo$¢ wystapienia zaburzen w procesie wytwarzania komorek rozrodczych
[20]. Mimo tego podjeto proby leczenia niektorych chorob nowotworowych
taksolem, sposrod ktorych najlepsze odpowiedzi na leczenie uzyskano
w przypadku raka jajnika i raka piersi.

Stosowanie taksolu jako samodzielnego leku w przypadku pacjentek opornych
na leczenie innymi terapeutykami jak cisplatyna czy doksorubicyna zaowocowato
catkowita lub czeSciowa odpowiedzia. U pacjentek cierpiacych naraka jajnika
zanotowano czg§ciowa badz catkowita odpowiedz u 16-48% kobiet, natomiast
odsetek odpowiedzi na leczenie raka piersi wynosit 25-61% [20].

Probowano jednak szuka¢ nowych rozwigzan, ktére pozwalalyby
na zmniejszenie dawki taksolu przy réownoczesnym zmniejszeniu efektow
ubocznych i braku zmniejszenia skuteczno$ci leczenia. Rozwigzaniem okazato
si¢ stosowanie taksolu w polaczeniu z innymi lekami stosowanymi
w chemioterapii.

Po raz pierwszy zastosowano taksol w kombinacji z karboplatyng u kobiet
nieleczonych wczes$niej na raka jajnika. Wyniki okazaty si¢ zaskakujgce;
stwierdzono az 75% pozytywnych odpowiedzi na leczenie, w tym 67%
stanowily odpowiedzi catkowite [3]. Obiecujagce wyniki uzyskano rowniez
przypadku trdjsktadnikowego uktadu taksol/karboplatyna/gemcitabina. Jego
stosowanie u pacjentek wczesniej nieleczonych dato 100% odpowiedzi, w tym
58% catkowitych remisji i 42% remisji czeSciowych, dlatego tez Amerykanskie
Towarzystwo Onkologii Klinicznej (ASCO) przedstawilo ten model jako
podstawowy w leczeniu raka jajnika w stadium [IB-IV [3].
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Inny przyktad terapii przeprowadzonej w ostatnim czasie zakladal dziatanie
na komorki raka piersi taksolem i epirubicyng czego efektem bylo 73%
czgsciowej odpowiedzi na terapi¢ oraz 86% odpowiedzi catkowitej [21].

Zainteresowaniem naukowcOw cieszyla si¢ rowniez terapia taczaca taksol
z cisplatyng, ktorej poddano kobiety w zaawansowanym stadium raka jajnika.
W tym przypadku pojawity si¢ dwie potencjalne mozliwosci leczenia.
Nad pierwszg pracowala Grupa Onkologii Ginekologicznej (GOG), nad druga
za$ zespot europejsko-kanadyjski ztozony z Europejskiej Organizacji Badan
iLeczenia Raka oraz Instytutu Raka Kanady. W przypadku obu grup
badawczych metodyka badan obejmowata podawanie zwigkszonych dawek
taksolu oraz mniejszych dawek cisplatyny. Roznice natomiast dotyczyty stadium
choroby, w ktorym prowadzono terapig¢; w przypadku GOG leczeniem objgto
grupy chorych w III i IV stadium choroby, natomiast druga grupa badawcza
prowadzita leczenie na grupie pacjentow w stadium chorobowym IIB-IV.
Wyniki obu grup byty podobne, 70% stanowily odpowiedzi catosciowe, a ponad
50% stanowity odpowiedzi petlne [3]. Oprocz wymienionych przyktadéw, bada
si¢ rowniez mozliwos¢ leczenia taksolem w potaczeniu z radioterapia
w przypadku takich chorob nowotworowych jak rak ptuc [22].

3. Otrzymywanie taksolu

3.1. Izolacja taksolu i problemy z nia zwiazane

Wraz z dostrzezeniem w taksolu nowej nadziei w terapii chordob
nowotworowych gwalttownie wzroslo zainteresowanie tym specyfikiem.
Naturalnym i najobfitszym zZrodlem jego wystgpowania jest Taxus brevifolia,
zktorym poczatkowo wigzano najwigksze nadzieje, jezeli chodzi
o pozyskiwanie tego leczniczego diterpenu. Jednakze ilosci taksolu zawarte
wjego korze sa zbyt male, aby pokry¢ wcigz rosngce zapotrzebowanie
pacjentow. Przyktadowo, kilogram kory T. brevifolia zawiera od 100 do 150 mg
taksolu 1 jest to ilo$¢ wystarczajaca do wyprodukowania 1 kg leku dla 500
pacjentow, a potrzebnych jest do tego okoto 3 000 drzew [3]. Dodatkowym
utrudnieniem jest rowniez fakt, iz osobniki danego gatunku cisa mogg réznic si¢
zawarto$cig taksoidow. W celu ujednolicenia i tym samym zwigkszenia ilosci
uzyskiwanych taksoidow, wykorzystano metod¢ mikrorozmnazania, gdzie
przeprowadza si¢ selekcje osobnikow, wykazujacych duza zdolnos¢ do syntezy
taksoidow, a nastepnie poddaje si¢ je klonowaniu in vitro. Nastepnie pobiera si¢
paki lub galazki z weztami, ktére umieszcza si¢ w pozywce. Po pewnym czasie
powstaja pedy, ktére si¢ odcina i przenosi do podloza, zawierajacego auksyny,
co sprzyja wzrostowi korzeni, dzigki czemu powstaja sadzonki ro$lin
o ujednoliconym wytwarzaniu taksolu [4].
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Kolejny problem w pozyskiwaniu taksolu stanowi sam proces izolacji.
W cisach wystepuje ponad 350 zwigzkéw chemicznych, nalezacych do grupy
taksoidow; wérod tych zwigzkoéw, w mniejszosci, znajduje si¢ rowniez taksol.
Po przeprowadzeniu procesu izolacji, z biomasy otrzymywana jest frakcja
zawierajgca caly szereg zwigzkoéw ze szkieletem taksanu. Taki sposob jego
pozyskiwania jest wiec nisko optacalny ze wzgledu na otrzymywanie matych
ilosci pozadanego zwigzku a takze konieczno$¢ przeprowadzania kosztownych
procesOw jego oczyszczania [23].

Alternatywnym rozwigzaniem okazala si¢ szybka piroliza typu Waterloo,
ktora jest procesem cigglym, z bardzo krotkim czasem emisji, a przede
wszystkim  koszty jej przeprowadzenia s3 niskie. Przebiega ona
z wykorzystaniem mniejszych ilosci drogich rozpuszczalnikow w poréwnaniu
do ilosci stosowanych w metodzie tradycyjnej. Podczas tego procesu, przez
krotki czas 1 w wysokiej temperaturze, dochodzi do odparowania wody
i zwigzkow lotnych z biomasy, w wyniku czego powstaje plynny produkt
w postaci smoty, zawierajacy jedynie nielotne zwigzki o wysokiej masie
czasteczkowej [24]. W 2001 roku Cass i wsp. [24] przeprowadzili probe izolacji
taksoidow z probek biomasy roslinnej Taxus canadensis z wykorzystaniem
szybkiej pirolizy 1 z 42 g biomasy uzyskiwano zwykle (wliczajac straty) 24 g
ciektego produktu, 12 g zweglonego materialu i 6 g gazu.

3.2. Biotechnologiczna produkcja taksolu i taksoidow

Przy mato wydajnej i nisko optacalnej izolacji taksolu z biomasy roslinne;j,
skupiono uwage na jego produkcji z uzyciem metod biotechnologicznych.
Stanowia one doskonala alternatywg¢ syntezy chemicznej taksolu,
a zainteresowanie nimi stale ronie.

Najkorzystniejszymi metodami zaré6wno pod wzgledem iloSciowym jak
i ekonomicznym sg kultury komoérkowe [25]. Stanowia one nieprzerwane
i nieograniczone zrodto pozadanych produktow, eliminujac przy tym problemy,
jakie mozna napotka¢ przy pozyskiwaniu taksolu z surowca ro$linnego.
Hodowle prowadzi si¢ tak, aby doszto do wytworzenia kalusa czyli tkanki
przyrannej. Otrzymuje si¢ jg przez dzialanie mieszaning auksyn i cytokinin
na komorki ro$linne, ktére w warunkach takiej hodowli nie przechodza
podziatow, nie tworzac tym samym organdéw rosliny. Mimo iz produkcja kalusa
moze odbywaé si¢ z dowolnej czegsci rosliny, to preferuje si¢ komorki
merystematyczne oraz igly ciséw, poniewaz te elementy sa najbardziej
produktywne [4].

Wytwarzanie taksolu przez kalus mozna zwigkszaé, stosujac zwigzki
okreslane jako elicytory, ktore podnosza jego stezenie w komorkach kalusa
odpowiedniego gatunku Taxus. Elicytory to biotyczne lub abiotyczne zwiazki,
stymulujace odpowiedz odporno$ciowa roslin [4]. Zaobserwowano, ze dziatanie
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takich elicytorow jak jasmonian metylu (MJ) na zawiesing kultur komoérkowych
Taxus baccata L. indukuje aktywno$¢ syntazy difosforanu geranylogeraniolu
[26,27].

Elicytory grzybowe, jak np. oligosacharyd pozyskiwany z Fusarium
oxysprum sa rowniez bardzo skuteczne w zwigkszaniu produkcji taksolu.
Przyktadowy oligosacharyd zwigksza intensywnos$¢ stresu oksydacyjnego [28].
Badane jest rowniez jego dziatanie na ekspresj¢ genow zwigzanych
z mechanizmami obronnymi rosliny, w tym przypadku 7. chinensis. Aktywujac
te mechanizmy sprzyja si¢ wytwarzaniu wtdrnego metabolitu o dzialaniu
przeciwgrzybicznym jakim w tym przypadku jest taksol [29].

Badania z udziatem kultur 7. chinensis wykazaly rowniez, ze produkcja
taksolu jest wigksza po dziataniu mieszaning kwasu salicylowego i elicytorow
grzybowych, w poréownaniu do procesu otrzymywania taksolu pod wptywem
samych elicytorow grzybowych [30].

Z zastosowaniem kalusa nie mozna jednak otrzymywaé kazdego rodzaju
metabolitu. Czgs¢ metabolitow wtdrnych nie jest wytwarzana przez kalus, mimo
ze ich proces syntezy jest zwigzany z procesem roéznicowania komoérek. W takim
przypadku doprowadza si¢ do powstania nowych pedoéw, poprzez dzialanie
cytokininami na komorki lub do powstania nowych korzeni poprzez dzialanie
auksynami. W ten sposéb otrzymuje si¢ hodowle, z ktorych izoluje si¢ linie
wykazujace najwigckszg wydajnos¢ biosyntezy, bedace w kolejnym etapie
hodowli podstawa do utworzenia kultur roboczych. Dla zwigkszenia procesu
syntezy taksolu w hodowlach, miesza si¢ linie komorkowe rdznigce si¢
wydajnoscig biosyntezy tego zwigzku. Wykazano bowiem, ze taki sposob
prowadzenia hodowli jest o wiele wydajniejszy, niz prowadzenie hodowli kazdej
linii komérkowej osobno. Prawdopodobnie wynika to z pobudzania linii mniej
wydajnych przez linie wydajniejsze, w konsekwencji czego dochodzi
do nadprodukc;ji taksolu [4].

3.3. Semisynteza taksolu

Proces semisyntezy taksolu pokrywa obecnie wickszo$¢ zapotrzebowania
na ten terapeutyk. Wykorzystuje si¢ tu pozyskiwang z roslin bakkatyng III
jak rowniez 10-deacetylobakktyne (10-DAB), wystepujaca w gatunku Taxus
baccta [31]., Jest to zwiazek tatwo dostepny ale przede wszystkim posiada
on charakterystyczng strukture chemiczng, typowa dla wszystkich taksoidow,
wtym takze taksolu [5]. Sg to przede wszystkim podstawowy pierscien,
wszystkie niezbedne grupy funkcyjne oraz poprawna stereochemia. Jedynym
elementem roéznigcym czasteczke 10-DAB od czasteczki taksolu jest brak
fancucha bocznego (2S,3R)-N-benzoilofenyloizoseryny [3].
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Obecnos¢ (2S,3R)-N-benzoilofenyloizoseryny w czasteczce taksolu jest
niezwykle wazna z tego wzgledu, ze odpowiada ona za jego laczenie si¢
z odpowiednim  migjscem  PB-tubuliny.  Konieczne  jest, aby ten
aminohydroksykwas byl syntetyzowany w postaci diastereoizomeru, poniewaz
ta forma w poréwnaniu z innymi stereoizomerami jest najbardziej aktywna [3].
Proces semisyntezy tego tancucha bocznego opiera si¢ na jego syntetycznym
otrzymaniu a nastegpnie jego estryfikacji poprzez przylaczenie go do czasteczki
10-DAB, u ktérej zablokowano grupy funkcyjne C-7 i C-10. Po procesie
estryfikacji grupy te zostaja odblokowane i dodatkowo prowadzona jest
hydroliza powstatej pochodnej [3].

W reakcji semisyntezy bardzo przydatny okazal si¢ cytochrom P450, ktory
posredniczy w hydrolizie B-fenyloalanylo-bakktyny III do fenyloizoseryno-
bakktyny III, czyli reakcji, ktora jest przedostatnim etapem w procesie syntezy
taksolu [32]. Tego typu mechanizm posredniczacy znalazl rowniez zastosowanie
na etapie Sa-hydroksylacji taksadienu w taksadien-5a-ol [31].

W 2007 roku wykazano wspotekspresje wyizolowanych z gatunku Taxus
enzymow: reduktazy cytochromu P450 i oksygenazy cytochromu P450, ktore
biorg udziat w biosyntezie taksolu w komoérkach drozdzowych na szlaku
bakkatyny III [33].

Podejmowano réwniez proby totalnej syntezy taksolu, jednak ze wzgledu
na skomplikowang budowe tego zwigzku metoda ta jest nisko optacalna i nie jest
brana pod uwage jako sposob jego masowej produkeji [3].
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Taksol — czgsteczka nadziei w leczeniu nowotworow

Taksol — czasteczka nadziei w leczeniu nowotworow

Streszczenie

Taksol to diterpenoid nalezacy do grupy taksoidow, charakteryzujacych si¢ obecnoscia pierScienia
taksanowego i wytwarzanych we wszystkich gatunkach cisa. Taksol jest cennym terapeutykiem
wykorzystywanym w leczeniu réznego rodzaju nowotworow, a przede wszystkim raka jajnika 1 piersi.
Antymiototyczny mechanizm jego dziatania w przeciwienstwie do innych cytostatykoéw opiera si¢ na
hamowaniu depolimeryzacji mikrotubul cytoszkieletu komorki. Zawarto$¢ taksolu wro$linach jest
jednak niewielka i nie wystepuje w polaczeniu z innymi taksoidami, stad pozyskiwanie tego zwiazku ze
zrédet naturalnych jest kosztowne oraz szkodliwe dla $rodowiska naturalnego. Wydaje sie, ze
najbardziej obiecujaca metodg wytwarzania taksolu sg kultury komorkowe, gdzie wykorzystuje si¢
tkanke przyranng — kalus, w ktorej dodatkowo zwigksza si¢ wydajnos$¢ procesu biosyntezy poprzez
zastosowanie dodatku elicytorow. Innymi interesujagcymi metodami pozyskiwania taksolu jest takze
proces semisyntezy oraz pirolizy, jest on jednak wieloetapowy i bardzo kosztowny.

Stowa kluczowe: taksol, rak piersi, mikrotubule

Taxol — a molecule of hope for antitumor treatment

Abstract

Taxol, a diterpenoid belonging to taxanes, a group characterized by the presence of taxane ring,
is produced by every yew species. Taxol is a valuable drug showing activity against various types of
cancer, first of all ovary and breast cancer. Antimitotic mechanism of its working other than typical
cytostatics bases on stabilizing the microtubule cytoskeleton against depolymeryzation. However,
amount of taxol in plants is very low and this compound occurs in mixture of other taxanes. The
isolation of taxol from natural sources is expensive and harmful to the environment. The most promising
methods of taxol production are callus cell cultures enhancing by the addition of elicitors. Other
interesting methods of taxol production are semisynthesis and pyrolisis but these processes are multistep
and costly.

Keywords: taxol, breast cancer, microtubules
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Kinga Kropiwiec’, Marcin Halabis’, Mikotaj Firlej’, Marcin Letkiewicz’,
Damian Iwon’, Janusz Greszta®

Wplyw hierarchii spolecznej prosiat na ich behawior

1. Wprowadzenie

W ostatnich latach nastgpit szybki rozwoj badan dotyczacych behawioru
zwierzat. Obok aspektow poznawczych, maja one bardzo duze znaczenie dla
praktyki hodowlanej, sprzyjaja bowiem doskonaleniu systeméw utrzymania
i uzytkowania zwierzat [1]. Jednym z elementéw zapewnienia dobrostanu jest
stworzenie warunkow umozliwiajacych zwierzeciu wyrazanie swoich
naturalnych zachowan [2]. Behawior zwierzat stanowi najbardziej miarodajne
zrodto informacji o stopniu tolerancji warunkéw bytowych. Jakosciowa
iilosciowa ocena odchylen reakcji behawioralnych od normy stanowi wazne
wskazanie, co do koniecznosci modyfikacji systemu technologicznego. Im
wigcej osobnikow przejawia zaawansowane stany patologiczne, tym pilniejsze
jest dokonanie okre$lonych zmian w otoczeniu zwierzat. Ponadto eliminacja
sytuacji stresogennych u $win ma wplyw na ekonomike produkcji oraz jakos¢
wieprzowiny.

1. Przeglad literatury

Behawior (zachowanie si¢) jest tacznikiem pomigdzy uktadem nerwowym
a otoczeniem zwierzgcia, objawia si¢ swoistg reakcja organizmu na dany
czynnik. Kazdy gatunek cechujg rézne formy zachowan, wszystkie formy
wystepujace u danego gatunku tworzg jego etogram [1]. Behawior zwierzat
tworzy si¢ przez pozyskiwanie przez narzady zmystowe informacji
z otoczenia [3], przetwarzanie ich przez struktury nerwowe i tworzenie
konkretnych, powtarzalnych form zachowan. Jednak wcigz zmieniajace si¢
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warunki otoczenia prowadza do ewolucji zachowan gatunkowych.
Dodatkowo dzieki znacznej zmienno$ci osobniczej ksztattuje si¢ zjawisko
bioréznorodnosci.

2. Behawior Sus scrofa domestica

2.1. Czynniki wplywajace na zachowania gatunkowe Swin
Istotny wptyw na ksztattowanie form behawioru §win majg czynniki [4]:

1) wewnetrzne: podioze genetyczne, rasa, wiek, pte¢, masa ciala, stan
fizjologiczny;

2) zewnetrzne: mikroklimat iurzadzenia wewngtrzne pomieszczen,
technologia i organizacja chowu, zaggszczenie w kojcu, poziom higieny
i profilaktyki oraz relacje zwierze — cztowiek.

Czynniki wewnetrzne sg czynnikami niezaleznymi od cztowieka. Szczegdlne
widoczne jest to w przypadku odmiennych zachowan prosigt réznej rasy badz
pici. Jak wynika z badan [5] lochy rasy putawskiej wykazuja wigksza aktywnos¢
motoryczng iczeSciej zajmuja miejsce przy korycie niz $winie rasy wielkiej
bialej polskiej. Inne badania dowodza, Zze samice sg bardziej ptochliwe, jednak
cechujg si¢ wiekszg troskliwoscia o potomstwo, tagodniejszym temperamentem,
wigksza ulegloscig w stosunku do innych osobnikow. Osobniki meskie sa
bardziej agresywne, maja silniejsza potrzeb¢ dominowania nad innymi
osobnikami [6]. Hodowca moze jednak istotnie wptywac na czynniki zewnetrze.
Niewtlasciwa posta¢ wszystkich czynnikéw zewnetrznych powoduje powstanie
sytuacji stresogennej. Stres jako czynnik ,ktéorego dzialanie powoduje
przekroczenie zdolnosci adaptacyjnych organizmu” [7] prowadzi do zaburzenia
homeostazy. Podstawowymi objawami pierwszej fazy stresu sa: pobudzenie
nerwowe, podniesienie ci$nienia krwi, hiperglikemia, wzrost temperatury, co
w konsekwencji prowadzi do ostabienia organizmu. Dhugotrwale utrzymywanie
si¢ stresu o wysokim poziomie powoduje zmiany patologiczne dziatania
nadnerczy, konczace si¢ zmianami nieodwracalnymi i $miercig [8]. Dlatego ze
wzgledow ekonomicznych wynikajacych z wyzszej uzytkowosci zwierzat,
zaleca si¢ aby hodowcy wprowadzali systemy przyjazne zwierzetom

umozliwiajgce eliminacje czynnikow stresogennych oraz zapewniajace
osobnikom wyrazanie wrodzonych i utrwalonych form zachowania np. rycie,
budowa gniazda.

Na modyfikacje zachowan §win wplywa rowniez ingerencja w strukture
stada. w kazdej grupie technologicznej tj. prosigta ssace, warchlaki, prosigta
odlgczone od matki, tuczniki, jak rowniez lochy i knury, mozna zaobserwowac
charakterystyczne odmienne zachowania. Zachowaniem wspolnym dla tych
wszystkich grup sa zachowania zwigzane z struktura hierarchiczng wystepujaca
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w utrzymywaniu grupowym. Zaburzenie hierarchii stada moze doprowadzi¢ do
wystgpienia agresji. NajczeSciej spotykanymi przyczynami zachowan
agresywnych u $§win utrzymywanych grupowo jest: nadmierne zageszczenie,
rozny stopien pokrewienstwa osobnikow [9], rasa, niewlasciwe zywienie — Zle
zbilansowana dawka zywieniowa badz brak wody do picia [10]. Zgodnie
z Ustawg o ochronie zwierzat z dn. 21.08.1997 r. (wraz z p6zn. zm.) oraz ustawg
MRIRW zdn. 15.02.2010 r. wsprawie wymagan ipostgpowania przy
utrzymywaniu zwierzat gospodarskich, dla ktérych normy ochrony zostaty
okreslone w przepisach UE (Dz. U. 2010, nr 56, poz. 344 ze zm.), $winie
powinny mie¢ zapewniong odpowiednia powierzchni¢ kojca. Ponadto $§winiom
zapewnia si¢ staly dostep do materiatow 1 przedmiotow absorbujacych ich
uwage [11], wszczegdlnosci stomy, siana, drewna itrocin, o jakoSci
niewywierajacej szkodliwego wplywu na ich zdrowie. Wszystkim zwierzgtom
nalezy zapewni¢ mozliwo$¢ jednoczesnego pobierania paszy oraz dostgp do pasz
objetosciowych, ktore zaspokajaja glod i potrzebe zucia. Tworzac nowa grupe
(przebywajaca w jednym kojcu), nalezy dobiera¢ zwierzeta zblizone wiekowo
iopodobnej masie ciala. zobserwacji wilasnych wynika, Ze osobniki
w taczonych grupach powinny by¢ wtej samej rasy [9]. W celu
zminimalizowania agresji proces taczenia nalezy dokonywaé w porach
wieczornych, kiedy zwierzeta sg zmgczone i $pigce. Osobniki agresywne, ranne,
chore 1islabsze powinny by¢ eliminowanie z grupy, zwierzeta takie mozna
czasowo utrzymywac pojedynczo [12]. Zmniejszenie agresji u $win, np. poprzez
obcinanie ogonow, podawanie lekow uspokajajacych moga by¢ stosowane
dopiero po wykorzystaniu powyzej opisanych metod [13].

2.2. Hierarchia stada
Kazda grupa technologiczna §win utrzymywana grupowo wykazuje
okreslony behawior wynikajacy min, ze struktury hierarchicznej wystepujacej
w danej grupie [4]. Osobniki kazdej grupy mozemy zakwalifikowa¢ do jednego
Z pigciu pozioméw hierarchicznych:
1) dominanty — osobniki chetnie podejmujace walke i zazwyczaj
wygrywajace;
2) subdominanty — osobniki stajace do walki chetnie, walczace zawzigcie,
ustepujace tylko dominantom;
3) podporzadkowane — osobniki niezbyt czesto stajace do walki, gdy juz
podejma walke przegrywaja tylko ze zwierzetami wyzszymi rangg;
4) opanowane — osobniki rzadko walczace lecz przewaznie przegrywajace
walki;
5) marginesowe — osobniki unikajace walk lub podejmujace je sporadycznie
1 z reguly przegrywajace.
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Specyficzne zachowania ksztattuja si¢ zaraz po urodzeniu, i towarzysza przez
caly okres zycia. Pierwszy uklad hierarchiczny zaobserwowa¢ mozna juz po
urodzeniu si¢ prosigt, oseski starajg si¢ wtedy zaja¢ przednie, najbardziej
mleczne sutki [14]. Prosigta, ktorym uda zaja¢ si¢ te sutki sg prosigtami
dominujacymi. Ich wladze¢ mozna zaobserwowaé takze podczas zajmowania
miejsca legowiskowego, osobniki dominujace zajmuja miejsca posrodku grupy,
gdzie panuja najkorzystniejsze warunki termiczne. Na obrzezach grupy znajduja
si¢ osobniki o niskiej pozycji socjalnej. w niekorzystnych warunkach
termicznych zwierzgta lezace na obwodzie grupy szybko si¢ ochiadzaja, budza
i— wcelu ogrzania — probuja si¢ dosta¢ do jej srodka. Takie proby zmiany
miejsca lezenia trwajg dopoki na zewnatrz lezacej grupy nie znajdzie si¢ osobnik
z wyzszego poziomu w hierarchii. Jego gwaltowne powstanie powoduje
poruszenie w catej grupie i uktadanie si¢ w legowisku na nowo, z osobnikami
dominujacymi zajmujacymi znow miejsca srodkowe.

Po odsadzeniu prosigt 6w porzadek sutkowy oraz legowiskowy nadal
odgrywa wazng rolg. Nowy porzadek zostaje ustalony podczas tworzenia grupy
warchlakéw z prosiat pochodzacych zréznych miotow [15]. Zroéznicowanie
osobnikow powoduje powstanie gwattownych walk majacych na celu
wylonienie zwierzat dominujacych atym samym ustalona zostaje nowa
hierarchia w grupie. Ustalona struktura jest jednak stosunkowo stabilna.
Niewielkie zmiany w szeregu dominacyjnym, nastepujg dopiero po zaistnieniu
glebokich zmian w $rodowisku bytowym.

Swinie rozpoznaja si¢ zaréwno wzrokowo, jak i wechowo. Co ciekawe,
usuniccie jakiejkolwiek $§wini zustalonej grupy nie zmienia wczesnie]
ustalonego porzadku nadrzgdno$ci u pozostatych zwierzat. Istniejg doniesienia
[16], ze dominant po powrocie do grupy po 25-dniowej nieobecnosci nadal
bedzie prosigciem ,alfa”, natomiast zaledwie 3 dniowa nieobecnos¢ osobnika
marginesowego moze wywota¢ walki po powrocie do grupy.

3. Material i metody

Obserwacje bezposrednie przeprowadzono w indywidualnym gospodarstwie
rolnym z terenu Lubelszczyzny specjalizujacym si¢ w hodowli trzody chlewne;.
Gospodarstwo realizuje Program Ochrony Zasoboéw Genetycznych Swin Rasy
Putawskiej. Stado znajduje si¢ pod stala opieka weterynaryjng, warunki
utrzymania 1izywienia sg zgodne z wymaganiami dobrostanu okreslonymi
odpowiednimi ustawami [16].

Obserwacje bezposrednie przeprowadzono na dwoch miotach rasy
putawskiej w wieku 21-28 dni:
I. 16 sztuk prosiat

II. 16 sztuk prosiat
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Matki obu miotow byly wolne od zmutowanego allelu genu podatnosci na
stres genu stresowosci. Ojcem wszystkich prosigt byt ten sam knur 0 genotypie
CC w locus RYRI.

Calo$¢ doswiadczenia wykonano w nastepujacych etapach:

1)

2)
3)

4)

Obserwacja prosigt podczas ssania oraz odpoczynku w celu
zaklasyfikowania prosigt do danego poziomu hierarchicznego (ok.
3prosiat na jeden poziom) — dtugo$¢ trwania 2 dni.

Obserwacja zachowania prosiat wli Il grupie badawczej — dhugosc
trwania obserwacji — 4 godziny.

Obserwacja zachowania osobnikéw podczas polaczenia prosigt z miotu I
miotu II w jedna grupe — dlugos¢ obserwacji ok. 8 godzin.

Badania zastaly przeprowadzone za pomoca obserwacji bezposredniej
oraz przy wykorzystaniu specjalnie przygotowanego etogramu, w ktorym
okreslono:

lokomotoryke, bezczynno$é oraz eksploracje: stanie, sen, lezenie,
chodzenie, bieganie, rycie §ciotki, gryzienie stomy.

pobieranie pokarmu i defekacje: ssanie, pobieranie paszy, pobieranie
wody, oddawanie katu, ooddawanie moczu.

interakcje fizyczne isocjalne: tracanie si¢ nosami, oobskakiwanie,
szczypanie szyi i barkdéw, pchanie, walka.

anomalie behawioralne: obgryzanie ogrodzenia, lizanie $cian, uderzanie
glowa w ogrodzenie, zabawa réznymi przedmiotami w kojcu, obgryzanie
ogonkow, obgryzanie uszu.
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4. Wyniki i ich omoéwienie

Czas 1 2 3 4
obserwacji godz. godz. godz. godz.
Eazt. zachowsanf obsarwaci obserwacyi obserwaci chaerwacyi
D|SD|P|O|M|D|SD{P|O[M|D|SD[P|O[M|D|SD|P|O[M
WS, stanie i|2 |2 i|2 |2 3|2 (2
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o= chodzente 313 (3133133 [3[5[3 0153 [3135 1515 [3[3]3
=02 [biegame 2 11 12 LT[t [ [o[T
O R ———— =
2 é ryeie sciolk, :
S grvzienie stomy -
PR — sizmis a8 [3]713 2 1 a8 |7|6 |3 |o]8 [3]7]3
zZ20 pobieraniepasz (2|2 [2[1]1 1 201[2 |3(3]2 |2 212
Egé pobistanis wody [2 {2 [2]1 1 1 20112 [3(3]2 ]2 212
SZE  [oddawamekan |1 ] bl I 1 3 ]
o225 oddawanie 1 1 1
mocz
tracanis si2 als [7]7 423 [1|1[1]8]e [7|7[3]3]2 [1[4]3
= nosami,
E%E obskakiwame, [S (% [T[7 ({3 (23 [1[L]1 {9]% [7]7]3[3]2 [1]3]3
L szezvpamie szvi (6|3 (4] (2|19 [L(2(4 |67 [#[7 (e |37 [2]3[1
Hm s |ibarkew
ZE = pchanis gle Jel7 |2 2[5 [1]2[1 |8 ai7le |31 |2[3]1
walka 2|2 1)1 EE
oberyzanie 1 2
. ogrodzenia
- lizznis scian 11
== zzbawaromymi |2 3 1 2
== przadmiotami w
= § kojeu
= = oberyzanie
=z ogonkdw
obgryzanizuszu

Rys. 1. Etogram zachowania osobnikoéw miotu i [opracowanie wiasne]

Wyniki przedstawione na etogramie (Rys 1.) (obserwacja zachowan miotu I)
oraz rys. 2. (etogram zachowan miotu II) s3 na zblizonym poziomie, co
$wiadczy 0 duzej powtarzalno$ci behawioru osobniczego w obrgbie rasy oraz
grupy technologicznej. Przypuszcza si¢, ze waznym elementem ksztattujacym
uzyskane wyniki jest rowniez wiek §win.

Uogolniajac wyniki uzyskane z cztero godzinnej obserwacji, pierwsza oraz
trzecig godzing mozemy nazwac ,,godzing ssania” natomiast godzing druga oraz
czwartg ,,godzing spania (odpoczynku)”. Te 2 gtowne czynno$ci: sen oraz ssanie
istotnie oddziatywaty na lokomotoryke, oraz interakcje fizyczne i socjalne.
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Czaz 1 2 3 4
chaerwacj godz. godz. godz. godz.
Eat. zachowamz obserwacji obserwacji obserwacji obserwacji
D[SD|P[O|M[D[SD|P|O|M[D|SD[P|O[M|D|SD[P[O[M
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= = oddewanieksln | 2 1 32 4 1 3 2
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Rys. 2. Etogram zachowania osobnikéw miotu II [opracowanie wlasne]

W analizie lokomotoryki, bezczynnosci oraz eksploracji zaobserwowano,
W ,,godzinie ssania” wzmozone wystepowanie ,stania” oraz ,.chodzenia”.
Przewaznie czynno$¢ ta przejawiaty osobniki marginesowe co wynikato, z proby
dotarcia do mlecznych przednich sutkow, u osobnikow tych sporadycznie
zaobserwowano ,bieganie”. Zachowania takie jak ,rycie $ciotki”
zaobserwowano tylko podczas godziny 1 i3 u osobnikow ze Srodka hierarchii,
zachowanie to moglo by¢ zwigzane z poczuciem nudy, natomiast ,,gryzienie
stomy” zaobserwowano u osobnikow dominujacych podczas ,,godziny spania”,
jak mozemy si¢ domysla¢ odruch ten byl zwigzany z wystepujacym poczuciem
zagrozenia pozycji legowiskowej. Po analizie zachowan zwigzanych
z pobieraniem pokarmu oraz defekacja zaobserwowano, ze godziny ssania
prosiat, analogicznie jak w przypadku innych ssakéw (np. dzieci), odbywaja si¢
co 2 godziny, w tym czasie zmniejszone jest tez pobieranie paszy oraz wody. Po
dodatkowe zroédto pokarmu nieliczne osobniki (cze$ciej marginesowe) siegaja
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tylko podczas ,,godziny snu”. Po spozyciu paszy osobniki te, kierujg si¢ w strone
zrodta wody. Zachowania wydalnicze, najczes$ciej maja miejsce po przebudzeniu
si¢ prosiat.

Rowniez czestotliwos¢ interakcji fizycznych oraz socjalnych dodatnio
koreluje z aktywnosciag motoryczng prosiat. Podczas ssania czeSciej mozna
zaobserwowac obskakiwanie, szczypanie szyi 1ibarkow oraz pchanie.
Co cickawe czesciej czynnosci te wykonuja osobniki dominujgce. Osobniki
opanowane oraz marginesowe czgsciej ,,pchaja si¢” oraz ,,obskakuja” podczas
spania, przez to zachowanie chcg zmieni¢ swoja skrajng — zimng pozycje. Walke
u osobnikow mozna zaobserwowac bardzo sporadycznie, czgéciej staja do niej
osobniki dominujace, ktére rywalizuja z osobnikami subdominujacymi. Na
uwage zastuguje rowniez fakt, ze anomalia behawioralne zostaty
zaobserwowane bardzo nielicznie, byly to przede wszystkim ,,zabawa réznymi
przedmiotami w kojcu”. Nie zaobserwowano gryzienie przez osobniki ogonoéw
oraz uszu.

Zachowania te zostaly zaobserwowane dopiero podczas 3 etapu
doswiadczenia tj. scalenie obu miotow. Zaobserwowano wystgpienie silnej
agresji. migdzy osobnikami  dominujgcymi, subdominujacymi  oraz
opanowanymi. Silne walki powodowaly obrazenia ciata i przyspieszenie
oddechu. Walki te trwaly ok. 1 godz., az do momentu ustalenia si¢ nowej
hierarchii. Osobniki marginesowe miotu ioraz miotu II nie podjety walki
miedzy sobg, natomiast nawigzaty ,,relacje przyjacielskie”.

5. Podsumowanie

Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze behawior prosigt ssacych
uzalezniony jest od pozycji zajmowanej w stadzie. Osobniki dominujgce
czegsciej ,,5s3” niz osobniki marginesowe, ktore w celu uzupetienia niedoboru
pokarmowego, czesciej siegaja po pasz¢ dodatkowa oraz wode. Ponadto
osobniki z,dotu hierarchii” wykazuja wicksza aktywno$§¢ motoryczng.
Interakcje fizyczne isocjalne czesSciej wystgpuja u osobnikow dominujacych
isubdominujagcych niz u osobnikow marginesowych 1 opanowanych.
Najbardziej stabilng  behawioralnie grupg osobnikow sg  osobniki
podporzadkowane. Ponadto dowiedziono, ze prosigta potrafig tworzy¢ miedzy
soba silne wigzy emocjonalne.
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Wplyw hierarchii spolecznej prosiat na ich behawior

Streszczenie

Naturalnym sposobem chowu $win jest utrzymywanie grupowe. Kazda grupa technologiczna wykazuje
okreslony behawior 1itworzy swoista pigcio poziomowag strukture hierarchiczng. Celem
przeprowadzonych badan bylo proba okreslenia wptywu pozycji zajmowanej w hierarchii stada na
behawior prosigt. Dodatkowym elementem pracy byla proba ustalenia relacji spotecznych powstajacymi
miedzy osobnikami, podczas faczenia miotow. Obserwacje bezposrednie przeprowadzono na 2 miotach,
prosiat rasy putawskiej w wieku 21-28 dni. Uzyskane wyniki wykazuja, ze zachowanie prosiat istotnie
uzaleznione jest od pozycji zajmowanej w stadzie, ponadto dowiedziono, Ze prosicta potrafig tworzy¢
mig¢dzy sobg silne wigzy emocjonalne.

Stowa Kluczowe: §winia domowa, behawior, hierarchia socjalna

Influence of social hierarchy piglets on their behavior

Abstract

Natural method is to keep in pig farming groups. Each group has a specific behavior and creates
a specific five-tier hierarchical structure.The aim of the study was to attempt to determine the effect of
the position occupied in the hierarchy of the herd on the behavior of piglets. An additional element of
the study was to determine the social relations as emerging between individuals, while connecting the
herd. Direct observation was performed on piglets race pulawy aged 21-28 days. The results obtained
show that the behavior of piglets significantly depends on the position occupied in the herd. Also
demonstrated that piglets can create among themselves a strong emotional bonds.

Keywords: pigs, behawior, social hierarchy
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