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1. Wplyw warunkéw chromatograficznych na wykrywanie i oznaczanie

kwasu elagowego
Zuzanna Hartwig®, Matgorzata Dotowy®

@ Studenckie Koto Naukowe przy Zaktadzie Chemii Analitycznej, Wydziat Nauk
Farmaceutycznych w Sosnowcu Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, ul. Jagiellonska 4,
41-200 Sosnowiec,

@ Zaktad Chemii Analitycznej, Wydzial Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach ul. Jagiellofiska 4, 41-200 Sosnowiec

Slowa kluczowe: densytometria, LOD, LOQ, polifenole, TLC

Streszczenie

Kwas elagowy (KE) to przedstawiciel pochodnych fenoli wykazujacych rozne wtasciwosci
biologiczne, w tym dziatanie antyoksydacyjne. Z uwagi na cenne wiasciwosci KE, ktore mogg by¢
potencjalnie wykorzystywane w profilaktyce i leczeniu roéznych schorzen, w niniejszej pracy
przeprowadzono liczne badania  chromatograficzne majace ha celu opracowanie szybkiej
i ekonomicznej metody chromatografii cienkowarstwowej (TLC) do wykrywania i 0znaczania kwasu
elagowego jako potencjalnego surowca farmaceutycznego i kosmetycznego. Badania obejmowaly
réwniez dobdr odczynnika wywolujacego badany zwigzek czyli umozliwiajacego jego efektywna
detekcje. W ramach przeprowadzonych analiz chromatograficznych przetestowano roztwory
wybranych soli nieorganicznych oraz barwnikdw organicznych jako kandydatéow na nowe
i efektywne odczynniki wywolujace kwas elagowy. Uzyskane w pracy wyniki potwierdzajg wpltyw
réznych warunkoéw chromatograficznych na wykrywanie i iloSciowe oznaczanie tego zwiazku.
Stwierdzono, ze najmniejszg ilo$¢ kwasu elagowego mozna wykry¢ i oznaczy¢ ilosciowo za pomocg
uktadu chromatograficznego sktadajacego si¢ z ptytek pokrytych zelem krzemionkowym RP18Fs4
oraz fazy ruchomej ztozonej z propan-2-olu i wody (35:15, v/v). Ponadto w pracy tej wykazano
przydatnos¢ pigciu nowych odczynnikow wywotujacych takich jak: zielen brylantowa, zielen
malachitowa, azotan (V) miedzi (II), zielen metylowa i siarczan (VI) niklu (II) do wykrywania
badanego KE. Zaprezentowane w pracy warunki chromatograficzne do identyfikacji i ilosciowego
oznaczania kwasu elagowego moga by¢ w przysziosci wykorzystane w kontroli jako$ci surowcow
lub preparatow zawierajacych ten polifenol.

1. Wstep

Zwiazki fenolowe to wtorne produkty metabolizmu roslin, ktére posiadaja zroznicowang
budowg chemiczng oraz mase czasteczkowa. Ponadto réznia si¢ one miedzy soba wlasciwosciami
biologicznymi, chemicznymi i fizycznymi. W przyrodzie wystepuja w réznych czegsciach roslin np.
korze, lisciach, kwiatach i owocach (Majtkowski, Balcerek, Majtkowska 2016). Do tej grupy
zwigzkow zalicza si¢ m.in.: flawonoidy, kwasy fenolowe, alkohole fenolowe, fenylopropanoidy,
lignany oraz stilbeny. W ro§linach pelnig one m.in. dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne,
przeciwmiazdzycowe oraz przeciwnowotworowe. Ponadto dzialajg takze przeciwdrobnoustrojowo
na bakterie, wirusy i grzyby (Majtkowski, Balcerek, Majtkowska 2016). Jako jedno z najwazniejszych
ich dzialan i zastosowan uznaje si¢ dziatanie antyoksydacyjne tj. ograniczajgce powstawanie
reaktywnych form tlenu oraz wolnych rodnikow. Z tego powodu fenole znajdujg coraz wigksze
zastosowanie w lecznictwie. Obserwuje si¢ ich obecno$¢ w produktach leczniczych pochodzenia
naturalnego, mieszankach ziolowych oraz w preparatach dermatologicznych (Majtkowski, Balcerek,
Majtkowska 2016).

Przedstawicielem omawianych polifenoli jest kwas elagowy, czyli 2,3,7,8-tetrahydroksy-
chromeno[5,4,3-cde]chromeno-5,10-dion o wzorze strukturalnym przedstawionym na Rys. 1.

Kwas elagowy wytwarzany jest w roslinach w znacznym stopniu w wyniku hydrolizy
elagotanin, ktére sg wtornymi metabolitami. Najwigkszym zrodlem kwasu elagowego sa jezyny,
maliny, a takze truskawki, granaty, orzechy wtoskie i winogrona. Posiada on duza aktywnos¢
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biologiczng (Kalinowska i in. 2020). Dziala on antyoksydacyjnie, przeciwzapalnie,
przeciwnowotworowo, przeciwcukrzycowo, kardioprotekcyjnie oraz neuroprotekcyjnie (Zhu et al.
2022; Shariff-Red et al. 2022).

O

HO OH
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0

Rys. 1. Wz6r strukturalny kwasu elagowego.

Z uwagi na te cenne wlasciwosci i wielokierunkowy dziatanie na organizm ludzki
omawianych zwigzkow, w tym réwniez kwasu elagowego, analiza zawartosci fenoli w zywnosci,
lekach i kosmetykach cieszy si¢ obecnie duzym zainteresowaniem (Kalemba-Drézdz i in. 2022).
Wtasciwosci polifenoli sg szeroko badane na catym $wiecie ze wzgledu na wiele mozliwosci ich
zastosowania w medycynie, farmakologii, kosmetologii, dietetyce, a takze w rolnictwie (Kalinowska
i in. 2020).

Wykonany przeglad literaturowy $wiadczy o tym, ze wsérdd najbardziej popularnych metod
analitycznych, do oznaczania zwigzkéw fenolowych na przyktad w zywnosci jest spektrofotometria
UV-Vis (Pueyo, Calvo 2009; Pieszko, Zaremba 2013; Sadecka, Tothova 2012; Bala et al. 2006,
Szmagara i in. 2019). Z kolei do wykrywania kwasu elagowego w roznych ekstraktach i tradycyjnych
produktach stosowano takze metody chromatograficzne, takie jak chromatografia cienkowarstwowa
oraz wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) (Bagul et al. 2005, He et al. 2019; Bala et al.
2006).

Ze wzgledu na mozliwoséci wykorzystania KE w profilaktyce i leczeniu roznych schorzen,
istotne jest opracowanie szybkiej i ekonomicznej metody chromatograficznej, zaréwno do
wykrywania jak i oznaczania kwasu elagowego w produktach leczniczych, co stato sie nadrzednym
celem niniejszej pracy. Gtownymi zalozeniami tej pracy bylo: przebadanie réznych uktadow
chromatograficznych do TLC i wybor tego najbardziej optymalnego do wykrywania i oznaczania
badanego kwasu elagowego, wybor efektywnego odczynnika wywotujacego kwas elagowy do jego
detekcji oraz okre$lenie granicy oznaczalno$ci kwasu elagowego nowo opracowang metoda TLC
z densytometria.

2. Material i Metody

Podczas przeprowadzonych w pracy badan chromatograficznych stosowano wzorzec kwasu
elagowego w postaci substancji o czystosci min. 95% Sigma-Aldrich (USA) z ktérego sporzadzano
metanolowy roztwor o stezeniu 5 mg ml?. Jako skladniki faz ruchomych wykorzystanych w analizie
chromatograficznej uzyto nastgpujacych rozpuszczalnikow o czystoSci chromatograficznej (tj.
HPLC), produkcji Sigma-Aldrich (USA) lub odpowiednio Avantor (Polska): metanol, toluen,
lodowaty kwas octowy, octan etylu, chloroform, etanol 96%, propan-2-ol i acetonitryl. Natomiast
wodg oczyszczong wytwarzano w Zaktadzie Chemii Analitycznej Wydziatu Nauk Farmaceutycznych
SUM w Sosnowcu. Pozostatymi odczynnikami stosowanymi w niniejszych badaniach kwasu
elagowego byly roztwory (2-5% wodne lub alkoholowe) barwnikéw organicznych lub soli
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nieorganicznych jako odczynnikow wywotujacych kwas elagowy. W tym celu wykorzystano m.in.:
roztwor chlorku zelaza (III), roztwér azotanu (V) miedzi (IT), roztwor siarczanu (VI) niklu (II),
roztwor bigkitu brylantowo-krezolowego, roztwor bigkitu tymolowego, roztwor zieleni brylantowej,
roztwor eozyny zoltej, roztwor czerwieni fenolowej, roztwor czerwieni krezolowej, roztwor zieleni
metylowej oraz roztwor zieleni malachitowej. Jako materiaty chromatograficzne stosowano plytki do
chromatografii cienkowarstwowej produkcji E. Merck (Niemcy) pokryte nastgpujacymi nosnikami:
zelem krzemionkowym RP18F2s4, zelem krzemionkowym RP18WFass, Zelem krzemionkowym
RP8F 254, mieszaning zelu krzemionkowego 60 i1 ziemi okrzemkowej Fas4 oraz zelem krzemionkowym
60F 254 (aluminiowe oraz szklane). Do nanoszenia roztworéw kwasu elagowego na ptytki uzywano
mikropipety o pojemnosci 5 ul rowniez firmy Camag (Szwajcaria). Ptytki rozwijano w okreslonej
fazie ruchomej w komorach chromatograficznych o wymiarach 20x10 cm firmy Camag (Szwajcaria).
Natomiast do obserwacji postgpow wykonywanych analiz chromatograficznych stosowano lampeg
UV i A=254 nm (Camag, Szwajcaria). Z kolei do pomiaru powierzchni plamek kwasu elagowego
badanego w réznych warunkach chromatograficznych uzywano densytometr CD60 firmy DESAGA-
Panalytica (Niemcy). W poczatkowej fazie badan kwasu elagowego przebadano rézne warunki
chromatograficzne, ktére umozliwity efektywna detekcje badanego zwiazku tj. uzyskanie zwartych,
symetrycznych plamek dobrze widocznych na chromatogramie TLC. Lacznie przetestowano 10
réznych uktadéw do TLC ztozonych z trzy- lub dwusktadnikowych mieszanin jako faz ruchomych
oraz plytek rekomendowanych zaréwno do chromatografii adsorpcyjnej jak i podzialowej. Faze
ruchomg stanowity mieszaniny: toluen+octan etylu +lodowaty kwas octowy (25:24:1, v/viv), toluen+
octan etylu+ kwas octowy (6:6:1,5, v/v/v), metanol+ woda (40:10, v/v), chloroform+metanol (45:5,
v/v), propan-2-ol+woda (40:10, v/v), etanol+woda (35:14, v/v), etanol+ woda (35:15, V/v),
acetonitryl+woda (42:8, v/v) i propan-2-ol+woda (35:15, v/v). W wyborze najlepszych warunkow
chromatograficznych postuzono si¢ wspotczynnikiem op6znienia (Rie) badanego kwasu elagowego
i oceniano jego warto$¢ uzyskang w tych réznych warunkach chromatograficznych. Za najlepsze
uznano te warunki, ktore zapewnity optymalng wartos¢ Rs kwasu elagowego. Podczas dalszych badan
majacych na celu wyznaczenie granicy wykrywalnosci i oznaczalnos$ci stosowano ptytki o wymiarach
10x20 cm, na ktoére nanoszono za pomoca specjalistycznej mikropipety roztwor wzorcowy kwasu
elagowego w metanolu o réznym stezeniu tj. w zakresie od 1mg ml™ do 0,16 mg ml. Kazdy roztwor
nanoszono w ilosci 5 mikrolitrow trzykrotnie, a ptytke rozwijano za pomocg ww. faz ruchomych na
wysokos¢ 7,5 em. Uzyskane na chromatogramach plamki kwasu elagowego dla réznych stezen tego
zwigzku poddawano skanowaniu densytometrycznemu przy ditugoséci fali 217 nm. Otrzymane
w wyniku tego powierzchnie plamek kwasu (Pke) wykorzystano do wyznaczenia liniowych
zaleznosci Pxe= f(Cke), gdzie cke to zawartos¢ kwasu elagowego w mikrogramach w przeliczeniu na
plamke. Parametry tych rownan takie jak SE-odchylenie standardowe otrzymanej liniowej korelacji
i wspolezynnik kierunkowy tej krzywej (a), w dalszym etapie postuzyly do oszacowania najmniejszej
ilosci kwasu elagowego jaka mozna wykry¢ i dalej oznaczy¢ technika TLC w tych zastosowanych
warunkach czyli do obliczenia warto$ci granicy wykrywalno$ci (LODke) oraz granicy oznaczalnosci
(LOQke) w mikrogramach na plamke wg wzoru LODkeg=3,3xSExa™* oraz LOQxg=10xSExa.

3. Wyniki

Analiza densytometryczna badanego kwasu elagowego w postaci jego metanolowego
roztworu byla mozliwa dzigki jego zdolnosci do absorpcji promieniowania w $wietle UV
z maksimum przy dlugosci fali A=217 nm. Na ponizszym rysunku — Rys. 2 zaprezentowano
przyktadowy spektrodensytogram kwasu elagowego wykonany w zakresie 200-600 nm za pomocg
densytometru.

Natomiast na Rys. 3 przedstawiono wybrany densytogram kwasu elagowego.
Zaprezentowane powyzej; spektrodensytogram oraz densytogram (Rys. 2 i 3) uzyskano na drodze
skanowania (A=217 nm) ptytki pokrytej zelem RP8F2s4 na ktorej naniesiono roztwér badanego
zwigzku i1 nastgpnie rozwijano ja za pomoca mieszaniny o sktadzie metanol+ woda (40+10, v/v) jako
fazy ruchome;j.
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Rys. 2. Widmo roztworu metanolowego kwasu elagowego.
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Rys. 3. Przyktadowy densytogram kwasu elagowego.

W tabeli 1 (Tab. 1) zaprezentowano obserwacje z badan dotyczacych doboru nowych
odczynnikow wywotujacych do wykrywania czyli identyfikacji badanego kwasu elagowego na
chromatogramach w postaci charakterystycznych plamek.

Natomiast w Tab. 2 przedstawiono $rednie wartosci LODke i LOQke tj. odpowiednio granicy
wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) badanego zwigzku w mikrogramach na plamke
uzyskane dla najlepszych czyli uznanych za optymalne warunkow chromatograficznych.
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Tab. 1. Wyniki doboru odczynnikéw wywotujacych kwas elagowy.

Zastosowany odczynnik Tlo chromatogramu Barwa plamki kwasu
wywolujacy elagowego
Roztwoér FeCls Jasnozotte Fioletowa
Blekit brylantowo- Niebieskie Niewidoczna
krezolowy

Blekit tymolowy Ciemnoniebieskie Niewidoczna
Zielen brylantowa Turkusowe Zbta
Eozyna zé6lta Rozowe Niewidoczna
Czerwien fenolowa Zote Niewidoczna
Czerwien krezolowa Ciemnozotte Niewidoczna
Roztwér Cu(NO3): Jasnoniebieskie Zbta
Zielen metylowa Jasnoniebieskie Zbta
Zielen malachitowa Jasnoniebieskie Zbta
Roztwér NiSO4 Bladoniebieskie Zbta

Tab.2. Wartosci LODke i LOQke otrzymane w réznych warunkach chromatograficznych metoda
TLC-densytometria.

Faza ruchoma stosowana w
analizie kwasu elagowego

Plytki chromatograficzne

Srednia warto$¢
LODke [ng KE

na plamke]

metanol+woda (40+10, v/v) | Zel krzemionkowy RP18WF»s4 0,468

zel krzemionkowy RP18F»s4 0,317

zel krzemionkowy RP8F2s4 0,627
etanol+woda (35+15, v/v) Zel krzemionkowy RP18WFs4 0,541

zel krzemionkowy RP18F»s4 0,175

zel krzemionkowy RP8F2s4 0,307
propan-2-ol + woda (35+15, | zel krzemionkowy RP18WFs4 0,552
v/v) zel krzemionkowy RP18F»s4 0,072

zel krzemionkowy RP8F2s4 0,565
acetonitryl+ woda (42+8, | Zel krzemionkowy RP18WF»s4 0,521
v/v) zel krzemionkowy RP18F»s4 0,499

zel krzemionkowy RP8F2s4 0,476
Sklad fazy  ruchomej | Plytki chromatograficzne Srednia wartos¢

stosowanej w  analizie LOQke [pg KE
kwasu elagowego na plamke]
metanol+woda (40+10, v/v) | zel krzemionkowy RP18WF»s4 1,418

zel krzemionkowy RP18F2s4 0,962

zel krzemionkowy RP8 Fjs4 1,899
etanol+woda (35+15, v/v) zel krzemionkowy RP18WFs4 1,642

zel krzemionkowy RP18F2s4 0,530

zel krzemionkowy RP8F)s4 0,930
propan-2-ol + woda (35+15, | Zel krzemionkowy RP18WF»s4 1,674
v/v) zel krzemionkowy RP18F2s4 0,218

zel krzemionkowy RP8 Fjs4 1,712
acetonitryl+ woda (42+8, | zel krzemionkowy RP18WF»s4 1,530
v/v) zel krzemionkowy RP18F2s4 1,513

zel krzemionkowy RP8F»s4 1,442
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4. Dyskusja

Dokonany w pracy przeglad literaturowy potwierdzit, Ze istniejg nielicznie tylko opisane warunki do
identyfikacji badanego kwasu elagowego w réznych surowcach ro$linnych czy preparatach
stosowanych w medycynie tradycyjnej zawierajacej ten zwigzek (Agrawal and Kulkarni, 2020). I tak
na przyktad do identyfikacji kwasu elagowego w wywarze z Ashwagandharishta stosowano metod¢
TLC i czterosktadnikowa faz¢ ruchoma toluentoctan etylu+kwas mréwkowy+metanol (9:9:3:0,6,
v/v/v) (Agrawal i Kulkarni, 2020). Podobnie stosujac trzysktadnikowa faze¢ ruchoma zawierajaca
toluentoctan etylutkwas mrowkowy (6:6:1,5, v/v/v) wykrywano badany zwigzek w ekstrakcie
Z innego surowca roslinnego o nazwie Syzygium cumini seed czy odpowiednio w probee ekstraktu
z Manjisthandi churna za pomoca mieszaniny toluentoctan etylu+metanoltkwas mrowkowy
(10:9:6:5, v/v/v/v). Detekcje KE prowadzono w §wietle UV tj. w zakresie A=270-280 nm (Agrawal
i Kulkarni, 2020). Powyzsze dane staly si¢ przestanka do przeprowadzenia badah zaprezentowanych
w niniejszej pracy. Zgodnie z jej zalozeniami waznym celem licznie przeprowadzonych do§wiadczen
byto opracowanie optymalnych warunkéw chromatograficznych do analizy kwasu elagowego metoda
TLC, tj. takich, ktore umozliwityby szybka i efektywna detekcj¢ oraz oznaczanie zawartosci tego
zwigzku w postaci metanolowego roztworu. Duza uwage poswigcono doborowi sktadnikéw faz
ruchomych stosowanych w tych badaniach. Przede wszystkim dgzono do zastosowania jako
sktadnikow faz ruchomych rozpuszczalnikow przyjaznych dla s$rodowiska, nietoksycznych
w poréwnaniu do sktadu faz ruchomych opracowanych juz wczesniej przez autoréw innych prac do
analizy kwasu elagowego wyodrebnianego z surowca roslinnego (Agrawal i Kulkarni, 2020).
W tamtych przypadkach uzywano wielosktadnikowe fazy ruchome, w ktorych podstawowym
komponentem byt toluen i kwas mrowkowy. Zaproponowane w obecnej pracy fazy ruchome sg
dwusktadnikowe i oparte na bardziej przyjaznych $rodowisku rozpuszczalnikach np. etanolu lub
odpowiednio propan-2-olu. Podczas wstgpnego etapu badan przetestowano réznorodne fazy ruchome
i sorbenty w postaci ptytek do adsorpcyjnej chromatografii cienkowarstwowej oraz uktadu faz
odwroconych. W toku prowadzonych analiz chromatograficznych KE zaobserwowano, ze
zaproponowane fazy ruchome w postaci mieszanin trzyskladnikowych zawierajace w swoim sktadzie
toluen oraz odpowiednio octan etylu i lodowaty kwas octowy lub odpowiednio kwas mréwkowy 0,1%
w potaczeniu z plytkami do chromatografii adsorpcyjnej pokrytymi samym zelem krzemionkowym
60F2s4 1 odpowiednio jego mieszaning z ziemig okrzemkowa Foss4 sg nieprzydatne do wykrywania
kwasu elagowego w postaci roztworu metanolowego. W warunkach tych plamki KE pozostawaty na
starcie czyli osiggaty wspotczynnik opdznienia Rie=0,0. Dalsze badania kwasu elagowego, ktore
przebiegaty z uzyciem kolejnych dwusktadnikowych faz ruchomych zawierajacych metanol, etanol,
propan-2-ol lub acetonitryl oraz wod¢ w odpowiednim stosunku objetosciowym (40+10; 35+15;
42+8) oraz plytek pokrytych zelem krzemionkowym RP8F2s4, RP18WFzss i RP18F2s4
przeznaczonych gtéwnie do chromatografii w odwroconym uktadzie faz wptynely na wzrost wartosci
wspolczynnika opdznienia KE i co si¢ z tym wiaze na detekcje badanego kwasu elagowego. Za
pomoca ww. faz ruchomych na ptytkach RP18F2s4 uzyskano wartosci Rixe W zakresie 0,72- 0,93, co
umozliwito tatwg identyfikacje badanego zwigzku. Réwnie korzystne okazaty si¢ do tego celu czyli
detekcji KE ptytki szklane pokryte zelem RP18WFass i RP8F2s54. Zaleta uzycia tych ptytek byto
uzyskanie warto$ci wspotczynnika opdznienia kwasu elagowego o nieco nizszych warto$ciach niz
uprzednio tj. w przedziale od 0,50 do 0,88 na ptytkach RP18WF2s4 i odpowiednio od 0,66 do 0,72 na
plytkach pokrytych zelem RP8F2s4. W zwigzku z tym wymienione plytki moga by¢ z powodzeniem
stosowane do szybkiej identyfikacji kwasu elagowego metodg TLC w $wietle UV bez uzycia
odczynnika wywotujacego. Nastepnie, w trakcie kolejnego etapu badan kwasu elagowego podjeto
dziatania majace na celu wybdr odczynnika wywotujacego, ktory mogtby utatwic rownie szybka jak
powyzej identyfikacje kwasu elagowego badanego metoda TLC. Dotychczasowe dane literaturowe
wskazuja na mozliwo$¢ zastosowanie w tym celu 5% metanolowego roztworu chlorku zelaza (III)
jako odczynnika wywotujacego (Bagul et al. 2005). W obecnej pracy tak jak to zostato doktadnie
opisane wczesniej przetestowano jako potencjalne odczynniki wywotujace kwas eleagowy rowniez
roztwory biekitu brylantowo-krezolowego, biekitu tymolowego, zieleni brylantowej, eozyny zotte;j,
czerwieni fenolowej, czerwieni krezolowej, azotanu (V) miedzi (Il), zieleni metylowej, zieleni
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malachitowej i siarczanu (V1) niklu (I1). Obserwowane efekty po ich zastosowaniu, w tym barwa
plamki KE i tta chromatogramu prezentuje Tab. 1. Analiza tych danych wskazuja na przydatnosc¢ jako
nowych odczynnikow wywotujacych kwas elagowy obok soli zelaza (III), z ktérym badany polifenol
tworzy fioletowe plamki na zoltym tle pieciu innych nowo przebadanych odczynnikow
wywotujacych takich jak: zielen brylantowa, zielen malachitowa, azotan (V) miedzi (II), zielen
metylowa i siarczan (VI) niklu (II). Po zastosowaniu tych odczynnikow na chromatogramach KE, co
prezentuje Tab. 2 uzyskuje si¢ tatwe do identyfikacji bo dobrze widoczne w postaci zottych plamek
pasma KE na niebieskim lub jasnozielonym tle. W zwiazku z tym odczynniki te mogg stanowic¢ dobra
alternatywe dla opisanego w literaturze odczynnika wywotujacego KE jakim jest chlorek zZelaza
(1.

W dalszym etapie badan nad kwasem elagowym przystapiono do iloSciowego oznaczania tego
zwiazku tj. okreslenie najmniejszej ilosci jaka mozna wykry¢ 1 oznaczy¢ kwasu elagowy
w zaproponowanych w niniejszej pracy warunkach chromatograficznych uznanych wcze$niej za
optymalne do jego wykrywania. Wartosci LODke i LOQke Wyznaczono w warunkach
chromatograficznych w ktorych sktad wchodzity ptytki pokryte zelem krzemionkowym RP8Fss,
RP18F2s4 i RP18WFs4 oraz nastepujace fazy ruchome: metanol + woda (40 +10, v/v), propan-2-ol +
woda (35+15, v/v), etanol + woda (35+15, v/v), acetonitryl + woda (42+8, v/v).

Analiza wynikéw LODke i LOQke uzyskanych przy zastosowaniu czterech roznych faz ruchomych:
etanol-woda, propan-2-ol-woda, acetonitryl-woda oraz metanol-woda zestawionych w Tab. 2
wskazuje na najwicksze podobienstwo pomigedzy warto$ciami zarowno LOD jak i LOQ badanego
kwasu elagowego wyznaczonymi z wykorzystaniem ptytek RP8F2s4, RP18Fzs4 i RP18WFos4
rozwijanych za pomoca faz ruchomych ztozonych z acetonitrylu i wody (42+8, v/v) oraz metanolu
i wody (40+10, v/v). Szczegdtowa interpretacja wynikow LODke zaprezentowanych w Tab. 2
pokazuje, ze najnizsza warto$¢ LODke=0,072 png KE na plamke osiagnigto na ptytkach RP18F2s4
rozwijanych za pomoca mieszaniny: propan-2-ol+woda (35+15, v/v). Natomiast najstabsze rezultaty
tzn. najwyzsza warto$§¢ LODke otrzymano za pomocg ptytek RP8F2s4 i fazy ruchomej metanol+woda,
(40+10, v/v). Ponadto mozna zaobserwowac, ze faza ruchoma o sktadzie acetonitryl+woda (42+8,
v/v) pozwala na detekcje¢ kwasu elagowego na wszystkich trzech stosowanych ptytkach na podobnym
poziomie tj. okoto 0,5 pg KE na plamke. W przypadku granicy oznaczalnosci badanego polifenolu
wyrazonej w postaci LOQkg, co rowniez prezentuje Tab. 2, mozna zaobserwowac, ze za pomocag
zastosowanych jako optymalne warunkdéw chromatograficznych mozna iloSciowo oznaczy¢ badany
zwigzek w zakresie od 0,218 do 1,899 ug KE na plamkg. Najlepsze warunki pozwalajace oznaczyé
kwas elagowy na najnizszym poziomie to podobnie jak w przypadku wczesniej oméwionych wartosci
LODke ptytki RP18F2s4 | mieszanina propan-2-ol+woda (35+135, v/v) jako faza ruchoma. Porownanie
wszystkich uzyskanych wynikow granicy wykrywalno$ci KE i granicy oznaczalno$ci tego zwiazku
z wynikami otrzymanymi przez autora innej pracy tj. Bagul i wspotpracownikow (Bagul et al. 2005),
w ktorej to oznaczano kwas elagowy obok kwasu galusowego za pomocg TLC w potaczeniu
z densytometrig z uzyciem chlorku zelaza (III) jako odczynnika wywolujacego, mozna stwierdzic, ze
otrzymane w obecnej pracy najnizsze wartosci LODke i LOQke sg bardzo zblizone do tych
zaprezentowanych w badaniach autorstwa Bagul i wspoétautirzy, ktore to wynosity: LOD=0,050
aL0Q=0,160 pg KE na plamke (Bagul et al. 2005). Wyniki te osiggnieto za pomocg
czterosktadnikowej fazy ruchomej zawierajacej w skladzie: toluentoctan etylutkwas
mrowkowy+metanol (3:3:0,8:0,2, v/v/v/v). Z kolei zaproponowana w niniejszej pracy faza ruchoma
pozwalajaca wykry¢ i oznaczyé kwas elagowy na podobnym poziomie tj. LODkeg=0,072
a LOQke=0,218 pg KE na plamke jest mieszaning prostszg w sktadzie tj. binarng i nie zawiera
toluenu, co potwierdza fakt, ze jest bardziej przyjazna i ekologiczna dla srodowiska.

5. Whioski

W wyniku licznie przeprowadzonych analiz chromatograficznych roztworu kwasu
elagowego w metanolu stwierdzono:
- wplyw warunkéw chromatograficznych na wykrywanie i ilo§ciowe oznaczanie kwasu elagowego
metoda TLC
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- wykazano przydatno$¢ pigciu nowych odezynnikow wywotujacych, takich jak: zielen brylantowa,
zielen malachitowa, azotan (V) miedzi (II), zielen metylowa i siarczan (VI) niklu (II) do wykrywania
badanego polifenolu

- stwierdzono, ze najmniejszg ilo§¢ kwasu elagowego mozna wykry¢ i oznaczy¢ ilosciowo za pomoca
ptytek RP18Fzs4 i fazy ruchomej ztozonej z propan-2-olu i wody zmieszanych w stosunku
objetosciowym 35:15 (LODke=0,072 pg KE na plamke, LOQke=0,218 pug KE na plamke)

- zaproponowane W niniejszej pracy warunki identyfikacji i ilosciowego oznaczania kwasu
elagowego moga by¢é w przysztosci wykorzystane w kontroli jakosci surowcow lub preparatow
zawierajacych badany polifenol.

6. Podzigkowanie

Badania zostaly sfinansowane przez Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, projekt nr PCN-
1-045/N/1/F.
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2. Zastosowanie metod fluorescencyjnych w badaniach biomedycznych
Fluorescence methods in biomedical applications
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Stowa kluczowe: intensywnos$¢ fluorescencji, detekcja, obrazowanie

Streszczenie

Metody fluorescencyjne wykorzystuje si¢ w wielu dziedzinach nauki, w diagnostyce
laboratoryjnej, kontroli jakosci lekéw, identyfikacji mikroorganizméw oraz produktéw
metabolicznych, a takze w medycynie podczas zabiegdw operacyjnych w formie obrazowania
fluorescencyjnego. Ponadto, metody fluorescencyjne wykorzystuje si¢ w detekcji materiatu
badawczego oraz probek w réznych technikach analitycznych takich jak wysokosprawna
chromatografia cieczowa i spektroskopia. Widmo fluorescencyjne powstaje podczas naswietlania
materiatu lub probki promieniowaniem o wyzszej energii od emisji zwanym wzbudzaniem
i otrzymaniem maksimum fali emisji przesunigtym w kierunku fal dtuzszych (nizszej energii).
Technikg ta mozna jakos$ciowo i iloSciowo oznaczyé wszystkie zwiagzki posiadajace wiasciwosci
chromoforowe/luminochromowe (np. biatka, RNA, DNA) lub inne nieorganiczne i organiczne
w formie komplekséw z ligandami chromoforowymi (luminoforowymi). Technika ta jest bardzo
czuta i doktadna, mozna nig oznaczy¢ zwiazki chemiczne na poziomie nano i femto gramowym, jest
nazywana technika nanotechnologiczng. Od momentu jej powstania jest udoskonalana
i wykorzystywana ~w  analizach  molekularnych,  mikrobiologicznych, $rodowiskowych
i toksykologicznych (sekwenatory, skanery, termocyklery do ilosciowych reakcji z udzialem
odwrotnej transkryptazy z detektorem fluorescencyjnym). Dzigki zastosowaniu coraz lepszych
znacznikdw/biosensoréw fluorescencyjnych oznacza si¢ §ladowe ilosci réznych zwiazkow w tym
toksyn, pojedynczych czasteczek biomolekul i wykrywa si¢ guzy nowotworowe na wczesniejszym
etapie choroby oraz stosuje si¢ techniki obrazowania mikroskopowego wykorzystywane szeroko
w medycynie.

1. Wprowadzenie

Metody fluorescencyjne sa zwykle jednymi z pierwszych metod branych pod uwage, gdy
naukowcy lub praktycy sa zainteresowani duza doktadnoscia metody jakosciowej i/lub iloSciowej,
obejrzeniem procesu biologicznego w dziataniu lub chca odkry¢ jego mechanizm. W prostych
pomiarowych metodach spektroskopii fluorescencyjnej (spektrofluorymetrii, fluorymetrii) oraz
detekcji fluorescencyjnej rejestrowane sg zmiany intensywnosci (natgzenia) fluorescencji (FI, ang.
Fluorescence Intensity), a metody odczytu obrazu fluorescencyjnego oparte sg przede wszystkim na
zmianach czasu zycia fluorescencji (FLT, ang. Fluorescence Life Time) (Szapoczka i in. 2023).
W metodach fluorescencyjnych analizuje si¢ fluorescencje probki/materiatu wywotang zazwyczaj
promieniowaniem ultrafioletowym, widzialnym, podczerwonym, promieniowaniem rentgenowskim
lub $wiatlem laserowym. Fluorescencja to przejscie fotonéw ze stanu wzbudzonego do stanu
podstawowego. Zrédlem promieniowania wzbudzajacego probke lub materiat moze by¢ ksenonowa
lampa tukowa, laser, systemy lamp metalohalogenkowych sprz¢zonych z widknami lub izotopowe
zrédto promieniowania rentgenowskiego, a detektorem fotopowielacz lub detektor wielokanatowy.
W technice tej stosuje si¢ migdzy innymi monochromatory i fotopowielacze, fotodiody lawinowe
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i moduly zliczania fotonow. Widma isygnaty rejestrujg detektory i specjalistyczne komputery
z odpowiednim oprogramowaniem. Mozna je zaobserwowaé w postaci wzrostu sygnatu fluorescencji
i/lub zmiany widma fluorescencji jako funkcji obecnosci sygnatu wejsciowego. Zalezne to jest od
stezenia fluoroforu (luminoforu), warunkow oswietleniowych, wysokiej rozdzielczo$ci i niskiego tla
(ze wzgledu na naturalne przesunigcie Stokesa migdzy promieniowaniem zrodla Swiatta wzbudzenia
a otrzymanag, i rejestrowang dtugoscig fali emisji). W metodach ilo$ciowych stosuje sie zazwyczaj
metode krzywej wzorcowej stosujac zalezno$é intensywnos$ci fluorescencji od stgzenia probki.
Klasyczne metody fluorescencyjne stosuje si¢ powszechnie do analizy wielu zwigzkow organicznych,
lekow, srodkow spozywcezych i substancji toksycznych wystepujacych w niewielkich ilosciach.

Obecnie na popularnosci zyskuja metody fluorescencyjne oparte na diodach
elektroluminescencyjnych (LED; znacznie nizsza cena w stosunku do innych zrédel $wiatla oraz
dluga trwalo$¢) 1 systemach typu lab-on-a-chip (LOC; wysoka czuto$¢, urzadzenie
nanotechnologiczne) z wbudowanym wzmacniaczem typu lock-in umozliwiajgcym pomiary
w $wietle otoczenia (Novak i in. 2007). Urzadzenia te pozwalajg zaoszczgdzi¢ czas oraz obnizy¢
poziom wykrywania nowych lekéw 1 patogendéw, czy innych substancji biochemicznych.
W medycynie zastosowanie znajduja roéwniez metody oparte na fluorescencji indukowanej laserem
(LIF, ang. Life Induced by Laser), ktorej przykladem moze by¢ analiza
fotosensybilizatorow/fotouczulaczy metodsg terapii fotodynamicznej (PDT, ang. Photodynamic
Therapy), gdzie badany jest poziom i kinetyka gromadzenia si¢ i wydalania sensybilizatoréw
W organizmie oraz optymalny czas ich ekspozycji po aplikacji zwigzkéw fluoryzujacych. Ponadto,
stosuje si¢ je w analize endogennych fluoroforow, diagnostyce nowotworéw (np. raka ptuc),
chorobach ginekologicznych, dermatologicznych, stomatologicznych i wykrywaniu zakazen
bakteryjnych oraz grzybiczych (Kwasny i Bombalska 2022). Metody te charakteryzuja si¢ wigksza
czuloscia i wykrywalnoscia zmian chorobowych w poréwnaniu z metodami tradycyjnej fluorescencji
(w swietle odbitym).

2. Zastosowanie metod fluorescencyjnych opartych na pomiarze Fl

Tysigce zwigzkéw chemicznych w uktadach biologicznych oznaczanych jest za pomocg
metod fluorescencyjnych. Wiele zwigzkdéw organicznych i rowniez kationow pierwiastkow
przej$ciowych oznaczanych jest fluorescencyjnie w formie kompleksow z ligandami
chromoforowymi, z dokladno$cig nanogramowa (do 0,5ng mL™?) i wyzsza. Nanoklastry zlota
uzywane sa do wykrywania metydationu - pestycydu fosforoorganicznego. Natomiast nanoklastry
miedzi znajduja zastosowanie w identyfikacji i oznaczaniu ilosciowym gronkowca ztocistego
(Staphylococcus aureus) (Pawar i in. 2022; Huo i in. 2021).

Odczyty sygnatow fluorescencji w niektorych przypadkach, takich jak wczesna diagnostyka
choroby lub oznaczenie $sladowych ilosci oznaczanych molekut nastrgczaty problemow i byly wrecz
niemozliwe do zanalizowania za pomocg rutynowych tradycyjnych pomiaréw. Coraz mniejsze ilosci
analitu mozna oznacza¢ dzigki znakowaniu in vitro/in vivo docelowych biomolekut odpowiednimi
znacznikami/czujnikami fluorescencyjnymi (np. lucyferyna i in., kropki kwantowe, biatka
fluorescencyjne). Powinny one charakteryzowaé si¢ mala masg czasteczkows, dobra
rozpuszczalno$cia w wodzie, brakiem solwatochromizmu, waskim spektrum emisji, duzym
przesunigciem Stokesa, fotostabilnoscia, wysokim wspotczynnikiem ekstynkcji i wysoka
wydajnos$cia kwantowa. Takie cechy posiada biatko fluorescencyjne GFP (ang. Green Fluorescent
Protein), ktore $wieci w czasie okoto dwoch godzin po jego syntezie zielonym $wiattem (widocznym
gotym okiem) pochodzacym od ulozonych kolejno aminokwasow seryny-tyrozyny-glicyny —
tworzacych  p-hydroksybenzylidenoimidazolinon, specyficzny chromofor. Ponadto, dzigki
zastosowaniu znacznikow fluorescencyjnych niefluoryzujacy lub stabo fluoryzujacy substrat
przeksztalcany we fluoryzujgcy produkt mozna oznaczy¢ w $ladowych ilosciach. Znaczniki
fluorescencyjne zmniejszaja czas analizy i zuzycie probki. Poza tym okre$lajg ilos¢ konkretnych
czastek za pomoca liczenia pojedynczych sygnalow fluorescencji. Dzigki nim mozna zliczad
biomolekuty takie jak DNA, miRNA, enzymy, bialka, nienaruszone komorki, ktére moga stuzy¢ jako
biomarkery konkretnej choroby. Ze wzgledu na ich wysoka czuto$¢, dobra selektywno$é, szybkosé
i prostote ich oznaczania biosensory fluorescencyjne znajdujg szerokie zastosowanie w badaniach
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biologicznych (metody oparte na oznaczaniu pojedynczych czasteczek), diagnostyce klinicznej
i oznaczeniach lekéw (Ma i in. 2016). Te znaczniki/czujniki fluorescencyjne mogg by¢ rowniez
wykorzystane jako transportery lekow przeciwnowotworowych w terapii celowane;j i leczeniu typow
nowotworow opornych na dotychczasowe leczenie wykorzystujacych zwiazki fotoczute (Huo i in.
2021; Ma i in. 2016). Dzigki rozwojowi tych metod w laboratoriach rutynowo wykonuje si¢ $sladowe
oznaczania aminokwaséw, tiaminy (witaminy Bi), ryboflawiny (witaminy B;), kwasu foliowego,
aktywno$ci enzymoéw we krwi 1 innych plynach fizjologicznych. Metoda pomiaréw sygnatow
fluorescencji jest rowniez wykorzystywana w waznych badaniach loséw leku w ustroju,
biodystrybucji i farmakokinetyki lekow zawierajacych wewnetrznie fluorofor/chromofor lub
potaczonych kompleksowo z zewnetrznym fluoroforem (Ma i in. 2016; Aktar i in. 2022). Pomiary FI
zrewolucjonizowaty nauke i medycyng, gdyz znalazly zastosowanie w urzadzeniach, do oznaczenia
kwaséw nukleinowych, takich jak sekwenatory, skanery, termocyklery RT-PCR (ang. Real Time
Polymerase Chain Reaction) z detektorem fluorescencyjnym. Dzigki zastosowaniu detekcji
fluorescencyjnej jako pierwsza opracowano metod¢ wykrywania pojedynczej czasteczki oparta na
zasadzie reakcji tancuchowej hybrydyzacji stosowana do wykrywania czynnika martwicy nowotworu
o (TNF-a, ang. Tumour Necrosis Factor) w probce surowicy (Dai i in. 2014). Ponadto, opracowano
wiele innych technik do potilosciowych oznaczen np. w genomice, transkryptomice, proteomice,
lipidomice, polisacharydomice i metabolomice, oraz w o0znaczeniach innych zwigzkéw biologicznie
czynnych, takich jak hormony, alkaloidy, a takze do detekcji przeciwcial w oznaczeniach
immunoenzymatycznych (Dai i in. 2014; Hwang 2018).

Generalnie biosensory mozna podzieli¢ na nieseparcyjne i separacyjne. Biosensory
nieseparacyjne sg oparte na fluorescencyjnym rezonansowym przeniesieniu energii (FRET, ang.
Fluorescence Resonans Energy Transfer) na technologii kropki kwantowej jako dawcy energii i stuza
do wykrywania r6znych biomolekut. Maja wysoka czuto$¢ i s stosowane w celu badania zmian
w sekwencji DNA $cisle zwigzanych z chorobg Alzheimera, anemig sierpowata, czy nowotworami.
Ponadto, wykorzystuje si¢ je do rozrdzniania mutacji punktowych genu K-ras u pacjentek z rakiem
jajnika. Opracowano réwniez biosensory wspomagane izotermiczng amplifikacja do ultraczutego
wykrywania miRNA - niekodujacego RNA odpowiedzialnego za regulacje ekspresji genow. Opisane
metody mozna wykorzysta¢é w badaniu aktywnosci reninowej, kinazy biatkowej zaleznej od cAMP
oraz telomerazy. Natomiast biosensory separacyjne opierajg sie na technikach separacji (np. separacji
magnetycznej i chromatografii powinowactwa), aby wyeliminowaé sygnat tla. Sg one odpowiednie
do wykrywania modyfikacji potranslacyjnych, a konkretnie przytaczenia fancuchow modyfikujacych
ubikwitynopodobnych do biatek. Ubikwitynacja jest odpowiedzialna za regulacje procesow
komorkowych. Wykazano, Ze jest ona zwigzana z cukrzycg typu 1 czy chorobg Parkinsona (Huo i in.
2021; Ma i in. 2016; Aktar i in. 2022). Biosensory pozwalaja rowniez wykry¢ geny HIV-1 i HIV-2.
Mozliwe jest takze wykrywanie enzymoéw modyfikujacych histony przy uzyciu acetylotransferazy
histonowej i metylotransferazy histonowej, ktore moga specyficznie modyfikowaé¢ znakowane
biotyng biatka w pozycjach H3K14 oraz H3K9. Biosensory separacyjne sa takze uzywane do
wykrywania komorek raka pluca na poziomie pojedynczej czasteczki przy uzyciu aptamerow (krotkie
fragmenty DNA lub RNA, lub polipeptydéw) znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym. Ten
biosensor rozr6znia, na przyktad, dwie ludzkie komorki gruczolakoraka ptuc — komorki A549 oraz
H23 (Hwang 2018; Torres i in. 2020).

Biosensory fluorescencyjne na bazie grafenu sg bardzo czule i nieinwazyjne. Nanomateriat
DNA przyczepiony do powierzchni tlenku grafenu uzyto do wykrywania guzéw watroby. System ten
ma wysokg zdolno$¢ do celowania w komorki raka watroby (Pawar i in. 2022). Ponadto, badania
wskazuja, ze mutacje DNA mozna wykryé za pomoca znakowanych fluorescencyjnie sond
oligonukleotydowych z tylko jednym fluoroforem (Hwang 2018). Biosensory fluorescencyjne sa
réwniez stosowane w analizie bezpieczenstwa zywnosci.

3. Metody fluorescencyjne w oznaczaniu $sladowych ilosci toksyn

Nanotechnologiczne metody fluorescencyjne znalazty zastosowanie rowniez do oznaczania
sladowych ilosci toksyn w wodzie, paszach, zywnosci (powszechnie wystepuja w kawie, winie
i suszonych winogronach) i wielu innych. Zanieczyszczenia toksynami, zwlaszcza grzybowymi,

17|Strona



Metody fizykochemiczne w badaniach naukowych

nawet najmniejszymi iloSciami sg niebezpieczne dla zdrowia i zycia ludzi i zwierzat. Do ich
oznaczania stosuje si¢ najcze$ciej metody fluorescencyjne o wysokiej czutosci i selektywnos$ci
wykorzystujace rowniez biosensory (Aktar i in. 2022).

Aby zminimalizowaé¢ ryzyko wplywu toksycznego metabolitu wtoérnego grzybow -
ochratoksyny A (OTA) na organizm cztowieka, podczas jej oznaczania ilo$ciowego w zywnosci
zanieczyszczonej/porosnietej grzybami Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius oraz
Penicillium verrucosum, opracowano metode fluorescencyjng oparta na aptamerach. Metoda ta
wykorzystuje egzonukleazg RecJf wzmacniajaca sygnat na tlenku grafenu (Zhao i in. 2020). Badania
OTA mozna réwniez opiera¢ na tworzeniu fluorescencyjnego kompleksu na powierzchni falowodu.
Testy te jest w stanie wykry¢é w mace kukurydzianej nawet bardzo niskie stezenia OTA rzgdu 0,1
ng/mL. Ponadto, dostepny jest rowniez multipleksowy test oparty na fluorescencji do jednoczesnego
wykrywania OTA i deoksyniwalenolu, lub OTA i aflatoksyny. Natomiast kompetycyjny test
immunologiczny z polaryzacja fluorescencji w oparciu o przeciwcialo monoklonalne i znacznik
fluorescencyjny pozwala na oznaczenie OTA w czerwonym winie (Malhotra i in. 2014).

Aflatoksyny to grupa wtornych metabolitow grzybow wytwarzanych przez Aspergillus
Flavus i Aspergillus Parasiticus wywotujacych skazenia zywnos$ci. Jedng z oficjalnych metod
monitorowania obecno$ci aflatoksyn jest chromatografia cienkowarstwowa oraz wysokosprawna
chromatografia cieczowa z detektorem fluorescencyjnym lub masowym (Sharma i in. 2018).

Powierzchniowy rezonans plazmonowy lub wzmocniona spektroskopia plazmonowa stuzy
do wykrywania aflatoksyny M1 w mleku. Natomiast, wigzanie czasteczek oznakowanych
fluoroforem lub analitu z powierzchnig sensoru bada si¢ za pomoca plazmondéw (kwaziczastek,
wynikajacych z kwantowania oscylacji plazmy) powierzchniowych pozwalajacych wykryé
emitowane §wiatlo fluorescencyjne (Malhotra i in. 2014). Opracowano réwniez amperometryczne
oznaczanie aflatoksyny B1 (toksyna orzeszkow ziemnych doprowadzajaca do uszkodzenia watroby),
ktory wykorzystuje oksydaze aflatoksyny jako biosensor (Sharma 2018).

Toksyna cholery (CTX) ztozona z dwdch podjednostek jest biatkiem wydzielanym przez
szczepy Vibrio cholerae. Podjednostka A (CTX-A) odpowiada za dziatanie toksyczne, natomiast
podjednostka B (CTX-B) jest nietoksyczna i odpowiada za specyficzne wigzanie z miejscem
docelowym. Do ich oznaczania w wodzie pitnej stosuje si¢ powierzchniowa fluorescencyjna
spektroskopie plazmonowa wzmocniong polem stosujgc jako biosensor podjednostke CTX-B
(Seherler i in. 2022).

4. Obrazowanie fluorescencyjne

W obrazowaniu obiektow zywych ma zastosowanie biofotonika, opisujaca oddziatywanie
$wiatla (fotonéw) z materig na ré6znych jej poziomach. To wtasnie dzieki niej powstato obrazowanie
fluorescencyjne wykorzystujace promieniowanie niejonizujace, bezpieczne dla wigkszosci zywych
tkanek biologicznych. Moze ona dostarcza¢ obrazow o niezwykle wysokiej rozdzielczosci,
ukazujacych procesy nawet na poziomie subkomorkowym zapewniajgc bardzo niskie obrazy tla,
ktére gwarantuje przesunigcie Stokesa migdzy Zzrédlem §wiatta wzbudzenia a dtugo$ciami fal emisji.
Ponadto, stosujac zwiazki fluorescencyjne bliskiej podczerwieni (NIR) mozna zniwelowaé wade jej
stabej penetracji do grubszej tkanki. W obrazowaniu fluorescencyjnym wykryty sygnat mierzy ilo§¢
fotonow, ktore sa w stanie dotrze¢ do detektora. W tej metodzie schematami okreslania FI sg techniki
mierzenia intensywnos$ci fluorescencji, widm i obecnos¢ lub brak sygnalow przenoszenia energii
rezonansu Forstera (FRET) (Torres i in. 2020). Rezonansowy transfer energii fluorescencji jest
szeroko stosowanym narz¢dziem do badania wielu interakcji molekularnych (Huo i in. 2021).
Ponadto uzywany jest system, w ktorym fluorofor jest wygaszany lub metoda okreslajaca, czy FI jest
wigksze niz okreslony punkt odcigcia. Ocenia si¢ rowniez zmiany widma fluorescencji, obserwujac,
czy mozna zobaczy¢ jeden lub dwa piki (zanieczyszczenia, interakcje, mutacje).

Mikroskopia obrazowa (FLIM, ang. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) jest
poteznym narzedziem diagnostycznym opartym na zmianach czasu zycia fluorescencji (FLT), gdzie
FLT fluoroforu jest statystyczng miarg czasu, przez jaki elektrony czasteczki pozostaja w stanie
wzbudzonym. Jest to nieodtagczng cechg fluoroforu i nie zalezy od stezenia fluoroforu ani warunkdéw
oswietleniowych, tak jak to jest w przypadku FI. Przyktadami zastosowania FLIM do wykrywania
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biologicznie istotnych sytuacji to uzycie dioctanu fluoresceiny do wykrywania pH roztworu (Pawar
i in. 2022), rotory molekularne Bodipy do wykrywania lepko$ci (Shimolina i in. 2017) lub czasteczki
wigzace jony do wykrywania wewnatrzkomorkowej rteci (Pawar i in. 2022).

W nowoczesnych laboratoriach szeroko stosuje si¢ mikroskopy fluorescencyjne np. do
wizualizacji obiektéw biologicznych i monitorowania fizjologii komorki. Stosuje si¢ w nich barwniki
uzywane do sprawdzania zywotnos$ci komodrek pozwalajace na procentowe okreslenie ilosci komoérek
zywych i martwych (barwienie jodkiem propidyny, oranzem akrydyny lub in.). W oznaczaniu
ilosSciowym DNA (przytaczenie si¢ w matym rowku helisy DNA) stosowana jest grupa barwnikow
fluorescencyjnych zwanych Hoechst (z jezyka niemieckiego — barwnik, grupa barwnikow bis-
benzimidazolowych, najcze$ciej uzywane maksimum promieniowania wzbudzajgcego 350 nm,
emisja od 360 - 600 nm), ktérych natgzenie emisji niebiesko-fioletowego promieniowania jest wprost
proporcjonalne do ilosci DNA (spetnia prawo Lamberta-Beera). Barwniki Hoechst sa takze uzywane
jako zamiennik barwnika DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol, barwnik fluorescencyjny wzbudzany
swiattem UV, wigzacy si¢ z DNA maksimum emisji 461 nm i RNA 400 nm) w mikroskopii
fluorescencyjnej do barwienia jader komoérkowych, mitochondriow i chromosomoéw. Akworyna
(enzym katalizujacy utlenianie w obecnosci wapnia, gdzie nastepuje uwolnienie dwutlenku wegla
i emisja promieniowania o dlugosci fali 466 nm) oraz biatko GFP sa stosowane do wizualizacji
komorek nerwowych mézgu i obserwacji ich aktywnosci. Przyktadem substancji fotobioaktywnej
0 wlasciwosciach fluorescencyjnych wykorzystywanej w tym zakresie badan jest CaMPARI -
fotoaktywne biatko, znacznik fluorescencyjny zalezny od wapnia - majacy zastosowanie
w neurologicznych badaniach behawioralnych i funkcjonalnych in vivo, etykietujacy aktywne
neurony. Przyzyciowe znacznikowanie fluorescencyjne i mikroskopowe techniki superrozdzielcze
pozwalaja na obserwacje wewnatrzkomorkowych proceséw molekularnych, struktur i biatek.
Jednakze etykietowanie fluorescencyjne ulega procesom fotowybielania, a samo znacznikowanie
komorek moze wptywac na ich fenotyp i metabolizm, tak wigc swoje znaczenie rdwniez maja techniki
bezznacznikowe. W uktadach optycznych wykorzystuje si¢ w tym celu miedzy innymi plazmoniczne
czujniki nanostrukturalne ze spektroskopia Ramana, co pozwala uzyska¢ mniejsza toksyczno$é
i ulatwia to wyrazng klasyfikacje komorek (zywe, martwe, apoptotyczne, zdrowe, rakowe)
(Romaniuk 2023). Innym zastosowaniem medycznym obrazowania fluorescencyjnego moze byé
obrazowanie nowotworéw, chorob immunologicznych czy cukrzycy. Do tych specjalistycznych
badan wykorzystuje si¢ rowniez biosensory, aby wzmocni¢ sygnat przy ocenie molekut takich jak
biatka, lipidy lub jony (Huo i in. 2021). Koncepcje wzbudzenia i emisji fluorescencji maja
zastosowanie rowniez w laserowej skaningowej mikroskopii konfokalnej, mikroskopii dwufotonowej
(impulsowe wzbudzenie fluorescencji laserem o duzej dlugosci fali), dyskowej mikroskopii
konfokalnej (mikroskop ten rejestruje natgzenie S$wiatta za pomocg kamery), catkowitego
wewnetrznego odbicia (technika obrazowania bliskiego pola, oferujaca znacznie lepsze przekroje
optyczne) i mikroskopii super-rozdzielczej (oddzielanie fluorescencji od poszczegdlnych czasteczek
fluoroforu przez czasowe oddzielanie czaséw ich emisji, rozdzielczo$¢ poprzeczna okoto 20 nm
i osiowa 50 nm) (Sanderson i in. 2014). Sygnaty fluorescencji obserwowane za pomocg mikroskopii
konfokalnej (o zwigkszonym kontrascie) lub obrazowania pojedynczych czasteczek oparte sa na
fluorescencji calkowitego wewnetrznego odbicia (Kwasny i Bombalska 2022; Torres i in. 2020).
Wszystkie wymienione powyzej metody fluorescencyjne przyczynily si¢ do olbrzymiego postepu
w medycynie i badaniach biomedycznych.

5. Fotodynamiczne techniki oparte na fluorescencji

Jedna z technik opartych na zjawisku fluorescencji jest rowniez terapia fotodynamiczna.
Metoda ta polega na wzbudzeniu podanego barwnika przez promieniowanie w zakresie widzialnym
i wytworzeniu dlugotrwatego stanu trypletowego, ktéry moze wchodzi¢ w interakcje z tlenem
czagsteczkowym, wytwarzajac przy tym reaktywne formy tlenu, ktore uszkadzajg biomolekuty
i zabijaja chore komorki. W procesie tym do obrazowania pola terapii wykorzystuje sie¢ réwniez
specyficzne i czute sondy fluorescencyjne (Ericson i in. 2003; Sharma i Hamblin 2021). Technike
fotodynamicznego obrazowania $wiatlem fluorescencyjnym stosuje si¢ rowniez w celu diagnostyki
cystoskopowej pecherza moczowego, endoskopowej jelita grubego, przetyku i innych narzadow
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wewnetrznych, a takze skory oraz nowotworow szyjki macicy z miejscowym zastosowaniem kwasu
5 —aminolewulinowego (jako sondy fluorescencyjnej) naswietlajac tkanke swiatlem niebieskim (405
nm) w celu rozpoznania zmian dysplastycznych i raka. Precyzja tej metody fotodynamicznej
zwigksza si¢ wraz z zaawansowaniem patologicznych zmian (Ericson i in. 2003; Sierof i in. 2013)
i podobnie jest w wielu innych metodach wykorzystujacych te technike.

6. Podsumowanie

Najwigkszy postep w wielu badaniach biomedycznych spowodowalo zastosowanie w nich
metod fluorescencyjnych a w szczeg6lnosci detektorow fluorescencyjnych, ktére to pozwalaja na
identyfikacj¢ $sladowych ilosci zanieczyszczen w badaniach srodowiskowych, toksyn w badaniach
toksykologicznych, mikroorganizméw w badaniach wirusologicznych lub bakteriologicznych oraz
materiatu genetycznego w kryminalistyce. Rozwdj metod fluorescencyjnych przyczynit si¢ rowniez
do powstania nowych metod diagnostycznych i ulepszenia obrazowania materiatu biologicznego
z wykorzystaniem znacznikow/biosensorow. Wszystkie ~wymienione zastosowania metod
fluorescencyjnych od lat osiemdziesigtych ubieglego wieku przyczynily si¢ do duzego postepu
w naukach biomedycznych.
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3. Spektroskopowa analiza oddzialywania zwigzku o potencjalnym dzialaniu
przeciwnowotworowym z gldwnym bialkiem transportujgcym surowicy —

badania wstepne
Spectroscopic analysis of the interaction between compound with potential
anticancer activity with main serum carrier protein

Piordas Katarzyna ), Pisla Patrycja (¥, Owczarzy Aleksandra @, Macigzek-Jurczyk Matgorzata

1) Koto Naukowe przy Katedrze i Zakladzie Farmacji Fizycznej, Wydzial Nauk Farmaceutycznych
w Sosnowecu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

@ Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski
Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Owczarzy Aleksandra: aowczarzy@sum.edu.pl

Stowa kluczowe: albumina surowicy, spektrofluorymetria, spektroskopia UV-Vis

Streszczenie

Substancja lecznicza wprowadzona do organizmu moze wywota¢ efekt farmakologiczny
jedynie w postaci wolnej, niezwigzanej z biatkowym no$nikiem. Dawke terapeutyczng oraz toksyczng
mozna okresli¢ poprzez mi¢dzy innymi analiz¢ oddziatywan badanej substancji z gldéwnymi biatkami
transportujacymi krwi. Albumina surowicy ludzkiej (ang. Human Serum Albumin, HSA) jest
najwazniejszym biatkiem surowicy i spetnia wiele istotnych funkcji, miedzy innymi odpowiada za
transport zwigzkow egzo- i endogennych do miejsca docelowego w ustroju.

9-hydroksy-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyna (Saltd) to  substancja
0 potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Salt4d wykazuje dziatanie antyproliferacyjne
w stosunku do linii komoérkowych raka jelita grubego (HCT116) oraz raka pluc Lewisa (LLC)
w odniesieniu do doksorubicyny.

Celem przeprowadzanych badan byla wstepna, pilotazowa, spektroskopowa analiza
oddziatywan  9-hydroksy-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny (Salt4) =z albuming
surowicy ludzkiej (HSA).

1. Wstep

Albumina (ang. Human Serum Albumin, HSA) jest gtownym biatkiem surowicy krwi.
Stanowi okoto 60% biatka catkowitego we krwi i pelni wiele istotnych funkcji w organizmie
cztowieka (Bteich 2019). Syntezowana jest gtownie przez komorki watroby (hepatocyty).
Prawidtowe stezenie HSA wynosi od 35 do 50 g/L i jest regulowane za pomocg mechanizmu
sprzezenia zwrotnego ujemnego (Weaving G i in. 2016). Synteza albuminy stymulowana jest przez
hormony, takie jak insulina, kortyzol i hormon wzrostu, natomiast hamuja ja substancje prozapalne,
w tym interleukina-6 (IL-6) i czynnik martwicy nowotwordw alfa (TNFa). Czas potowicznego zaniku
albuminy wynosi okoto 19 dni, a rozpad biatka zachodzi gtéwnie w przewodzie pokarmowym,
nerkach i watrobie (Traczyk 1992). Dominujaca funkcja HSA jest zdolno$¢ wiazania wody, dlatego
tez odpowiada ona za utrzymanie prawidlowego cisnienia onkotycznego i objgtosci osocza.
Dodatkowo, dzigki zdolno$ci wigzania czgsteczek zar6wno o charakterze kwasowym, jak
i zasadowym, biatko to umozliwia utrzymanie stabilnego pH osocza. Spelnia takze rolg no$nikowa,
odpowiada za transport wielu substancji pochodzenia egzo- i endogennego, takich jak: kwasy
thuszczowe, hormony, witaminy, barwniki z6tciowe oraz niektore leki (Moman i in. 2022).

Czasteczka albuminy ludzkiej zbudowana jest z pojedynczego tancucha polipeptydowego
ztozonego z 585 aminokwasdéw o masie czgsteczkowej okoto 66439 Da. Ksztattem przypomina serce
o wymiarach 80x80x30 A. Struktura drugorzedowa HSA zdominowana jest przez strukture a-helisy,
ktéra stanowi okoto 67%. Albumina w swojej budowie nie posiada elementu B-harmonijki. Kazda
czasteczka HSA sktada si¢ z trzech homologicznych domen, odpowiednio I, IT i III, ktére podobne sg
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do siebie pod wzgledem sekwencji aminokwasoéw oraz struktury drugo- i trzeciorzedowej (Fanali i in.
2012). Pojedyncza domene tworzy 10 helis, od hl do h10. Kazda domena podzielona jest na dwie
subdomeny A i B, ktére zbudowane sa odpowiednio przez sze$¢ i cztery a — helisy, polaczone
elastycznymi petlami. Wieloletnie badania nad zdolno$cia wigzania lekéw z albuming surowicy
ludzkiej wykazaty, ze posiada ona wiele miejsc wigzania o réznym powinowactwie do ligandow.
Najobszerniej zbadane i opisane zostalty dwa miejsca wigzania, nazywane jako | i II miejsce Sudlowa
(Sudlow i in. 1976).

I miejsce Sudlowa charakteryzuje obecno$¢ pojedynczej reszty Trp w pozycji 214 (Trp-214)
i dodatnio natadowana reszta lizynowa (Lys). To miejsce wigzania jest gtdwnie apolarne, zawiera
jednak dwa skupiska reszt polarnych: wewngtrzna grupe za dnem kieszeni, ktora stanowi Tyr-150,
His-242, Arg-257 i zewngtrzny obszar, ktory zlokalizowany jest przy wejéciu do kieszeni wiazacej,
zlozony z nastepujacych reszt aminokwasowych: Lys-195, Lys-199, Arg-218 i Arg-222. Subdomena
I1A ograniczona jest resztami Trp-214, Leu-219, Phe-223, Leu-238, His-242, Leu-260, lle-264, Ser-
287, 1le-290 i Ala-291. Dodatkowo w toku licznych badan subdomena IIA zostata podzielona na trzy
regiony: la, Ib i Ic. Region Ia czeSciowo pokrywa si¢ z regionem Ib i regionem Ic i petni migdzy nimi
rolg pomostowa (Yamasaki K i in. 1996) .

IT miejsce Sudlowa odpowiadajace subdomenie IIIA jest mniejsze i ma posta¢ wydtuzone;j
hydrofobowej kieszeni posiadajacej odrebny obszar polarny zlokalizowany blisko wejscia do kieszeni
wiazacej leki, gdzie znajduja sig reszta arginylowa (Arg-410) i reszta tyrozylowa (Tyr-411) (Ghuman
i in. 2005).

Spektroskopia fluorescencyjna jest przydatng technikg w analizie strukturalnej biomolekut.
Ze wzgledu na wysoka rozdzielczo$¢ przestrzenng i czasowa znalazta zastosowanie w naukach
biologicznych i biomedycznych. Mozliwo$¢ wykorzystania spektrofluorymetrii do analizy interakcji
pomigdzy ligandem a biatkiem zalezy od wiasciwosci badanych zwigzkow (liganda i biatka):
fotostabilnosci, wydajnosci kwantowej, przesunigcia Stokesa i czasu zycia fluorescencji (Zhang i in.
2012). Spektroskopia fluorescencyjna jest istotnym narz¢dziem do badania interakcji endo-
i egzogennych substancji z bialkami, poniewaz umozliwia pomiary w bardzo niskich stezeniach
w warunkach fizjologicznych (Zhang i in. 2012 i Mocanu i in. 2018).

Druga pomocna technika a zarazem uzupelniajaca pomiary spektrofluorescencyjne jest
spektroskopia absorpcyjna  UV-VIS. Technika ta wykorzystuje zakres promieniowania
elektromagnetycznego od 200 nm do 780 nm. Jest to prosta i fatwo dostgpna technika stosowana
w kontroli jakosci i rutynowych analizach gtéwnie w przemysle farmaceutycznym. Charakteryzuje
sie duzg szybkoscig i wiarygodnoscig wynikdw, z prostg i tatwg w uzyciu interpretacjg (Ferreira i in.
2020).

2. Materialy i metody

2.1 Materialy

Albumina surowicy krwi (HSA) — frakcja V (MP Biomedicals), chlorek 9-hydroksy-5-
metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny (Salt4) (Katedra i Zaktad Chemii Organicznej, Wydziat
Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach), metanol do
spektroskopii (Supelco), bufor fosforanowy pH 7.4.

2.2 Metody

Zmiany intensywno$ci emisyjnych widm fluorescencyjnych badanych uktadow,
w obecnosci liganda 0 wzrastajacym stezeniu zarejestrowano przy uzyciu spektrofluorymetru JASCO
FP 6500. Probki skanowano z szybkosciag 50 nm/s, $rednim wzmocnieniem sygnatlu i czasem
odpowiedzi 2 sekundy. Szeroko$¢ szczeliny wzbudzenia wynosita 3 nm, a emisji 5 nm. Btad aparatu
mie$ci si¢ w granicach +1.5 nm.

Fluorescencyjne widma emisyjne uktadow: Salt4-HSA otrzymano przy uzyciu dtugoscei fali
wzbudzenia Aex 275 nm i 295 nm. Od otrzymanych emisyjnych widm fluorescencyjnych
odejmowano widmo rozproszenia spowodowane obecnoscig buforu. Réwnoczesnie, dla kazdego
badanego uktadu rejestrowano widma absorpcyjne z wykorzystaniem spektrofotometru UV-VIS
Jasco V-530, w celu uwzglednienia efektu wewngtrznego filtra (IFE, ang. Inner Filter Effect).
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2.3 Przygotowanie probek

Roztwor albuminy surowicy ludzkiej (HSA) o stezeniu 3-10° mol-dm= przygotowano
poprzez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci nawazki liofilizowanego biatka w buforze fosforanowym
o pH 7.4. Przygotowano réwniez roztwor zapasowy Salt4 o stezeniu 3-10° mol-dm3 w metanolu.

W celu oceny oddziatywan pomiedzy ligandem a biatkiem, roztwor HSA miareczkowano
roztworem zapasowym Salt4 az do osiagni¢cia stosunku molowego Salt4:HSA = 8:1.

3. Wyniki i dyskusja

Analiza oddzialywan wystepujacych pomiedzy ligandem, a modelowym biatkiem
transportujacym surowicy, ktorym jest HSA. Stanowi to wstgp do badan przedklinicznych
i klinicznych. Zmiany intensywnoéci emisyjnych widm fluorescencyjnych badanego biatka
w obecnos$ci liganda o wzrastajacym stgzeniu pozwalaja scharakteryzowaé oddziatywania
miedzyczasteczkowe. Warunkiem jaki musi zosta¢ spetniony, aby doszto do wygaszenia fluorescencji
biatka, jest odpowiednia odleglo§¢ pomiedzy chromoforem (badanym lekiem), a wzbudzonym
fluoroforem (biatkiem). Reszty tyrozylowe oraz pojedyncza reszta tryptofanylowa (Trp-214) obecne
w czasteczce HSA ogrywaja kluczowa role w analizie interakcji pomigdzy ligandem, a biatkiem
z wykorzystaniem technik spektroskopowych.

Zarejestrowano emisyjne widma fluorescencji albouminy surowicy ludzkiej (HSA) o stezeniu
3-10% mol-dm w obecnosci Salt4 0 wzrastajagcym stezeniu, przy dlugoéci fali wzbudzenia Aex 275
nmi 295 nm (Rys. 1, Rys 2).

Na podstawie emisyjnych widm fluorescencyjnych HSA o stezeniu 3-10% mol-dm
W obecnosci Salt4, ktorego stezenie wzrastato od 3-10mol-dm3 do 2.4-10° mol-dm= zar6wno dla
dtugosci fali wzbudzenia Aex 275 nm, jak i 295 nm zaobserwowano zmniejszenie intensywnosci
fluorescencji HSA wraz ze wzrostem stgzenia NOWo zsSyntetyzowanej substancji o potencjalnym
dziataniu przeciwnowotworowym (Rys. 1, Rys. 2). Zaobserwowano réwniez przesuniecie w kierunku
fal dlugich maksimum intensywnos$ci fluorescencji HSA w obecnosci Salt4 o stezeniu 2.4-107°
mol-dm w stosunku do widma HSA. Dla dlugosci fali wzbudzenia dex 275 nm wynosito Akmax = 3
nm, a dla 295 nm, Akmax = 21 nm. Zjawisko wygaszania fluorescencji biatek spowodowane
obecnoscia liganda zwigzane jest z bezpos$rednim przekazaniem energii pomigdzy donorem
(biatkiem) a akceptorem (ligandem) znajdujacym si¢ w odleglosci nie wigkszej niz 10 nm (Valeur
2009). Spadek intensywno$ci fluorescencji z jednoczesnym przesunigciem jej maksimum w kierunku
fal krotszych zostaly zaobserwowane przez Macigzek-Jurczyk i in. podczas analizy wptywu
agregacji/fibrylacji na makromolekut¢ HSA. Dodatkowo autorzy pracy badali wiasciwosci
fizykochemicznych utworzonych fibryli amyloidowych przy uzyciu tioflawiny T (ThT) oraz
analizowali zdolno$¢ wigzania liganda do zagregowanej/fibrylizowanej albuminy w obecno$ci
markerOw miejsca wigzania takich jak: dansylo-l-glutamina (Glu), dansylo-l-prolina (dPro),
fenylobutazonu (Phb) i ketoprofen (Ket). Podczas analizy emisyjnych widm fluorescencyjnych
zaobserwowano przesuni¢cie maksimum intensywnosci fluorescencji w kierunku fal krotszych (ang.
blue shift). W celu potwierdzenia zjawiska, wykorzystano spektralny parametr A. Na podstawie
analizy danych liczbowych udowodniono, ze spektralny parametr A jest uzytecznym narzgdziem do
oceny zmian mikrosrodowiska aminokwasow aromatycznych, a spadek jego wartosci potwierdza
wzrost hydrofobowosci otoczenia wokot aminokwasow (Maciazek-Jurczyk M i in. 2020). Salt4
przeciwnie jak w badaniach przeprowadzonych przez Maciazek-Jurczyk i in. powoduje przesunigcie
maksimum intensywnosci fluorescencji w kierunku fal dlugich. Na tej podstawie mozemy
przypuszczaé, ze Salt4 powoduje zmiang srodowiska wokot aminokwasdw aromatycznych obecnych
w czasteczce biatka na bardziej hydrofilowe. Badania wstepne pokazaly, ze nastgpuje bardzo silne
przesunigcie maksimum intensywnos$ci fluorescencji w kierunku fal diugich dla dlugosci fali
wzbudzenia Aex 295 nm (AAmax = 21 nm), dlatego w celu potwierdzenia lub wykluczenia zmian
mikrosrodowiska aminokwasow aromatycznych badania nalezatoby poszerzy¢ badania o obliczenie
spektralnego parametru A oraz wskazanie zmian szerokos$ci widma w potowie wysokosci (ang. Full
Width at Half Maximum, FWHM) (Owczarzy i in 2021). Dodatkowo nalezatoby roéwniez ocenié, czy
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Salt4 wykazuje zdolno$¢ do fluorescencji w zakresie emisji biatka, co rowniez mogtoby przyczynic¢
si¢ do blgdu w interpretacji przesuni¢cia maksimum intensywnosci fluorescencji biatka.

Diugoéé fali [nm]

Rys. 1. Emisyjne widma fluorescencyjne HSA o stezeniu 3-10% mol-dm? w obecnosci Salt4
0 wzrastajgcym stezeniu (3-10° mol-dm2 +2.4-10°° mol-dm3), przy dtugosci fali wzbudzenia Aex 275
nm.

Intensywnost fluorescencji

305 315 325 335 345 355 365 85 a5

Dlugosc fali [nm]

Rys. 2. Emisyjne widma fluorescencyjne HSA o stezeniu 3-10% mol-dm? w obecnosci Salt4
0 wzrastajgcym stezeniu (3-106 mol-dm + 2.4-10°° mol-dm3, przy dtugoéci fali wzbudzenia Aex 295
nm.

Na podstawie rejestrowanych emisyjnych widm fluorescencyjnych HSA w obecnosci Salt4
0 wzrastajgcym stezeniu obliczono procent wygaszania fluorescencji w granicach 30+5%.
W badaniach przeprowadzonych przez Owczarzy i in. polegajacych na analizie oddziatywan chlorku
9-fluoro-5-alkilo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny z modelowymi biatkami surowicy krwi,
rowniez uzyskano procent wygaszania fluorescencji HSA na poziomie 30% dla Aex 275nm oraz 29%
dla dex 295 nm, co moze $wiadczy¢ o stabym oddziatywaniu Salt4 z HSA (Owczarzy iin 2021).

Zjawisko wygaszania fluorescencji moze mie¢ charakter dynamiczny, statyczny i/lub
mieszany (Kirby EP 1971) Przeprowadzone badania pilotazowe sugeruja, ze oddziatywanie
pomigdzy Salt4 a HSA ma charakter statyczny, co prawdopodobnie §wiadczy o tworzeniu kompleksu
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Salt4-HSA. Zostato to okreslone na podstawie krzywych Sterna-Volmera, statej Sterna-Volmera (Ks.
v) oraz bimolekularnej statej wygaszania fluorescencji (kg).

Na podstawie réwnania Klotza podjeto si¢ proby wyznaczenia statej asocjacji (Ka) oraz
liczby klas miejsc wigzania (n) (Klotz i Hunston 1971). Uzyskano stale asocjacji kompleksu Salt4-
HSA, zaréwno dla dlugosci fali wzbudzenia Aex 275 nm, jaK i Aex 295 nm rzedu 104, a liczba n wynosita
okoto 1, co réwniez moze §wiadczy¢ o tworzeniu stabego kompleksu Salt4-HSA z jedna klasa miejsca
wigzania w czgsteczce HSA o wysokim powinowactwie (Klotz i Hunston 1971).

4, Whnioski

a. Techniki spektroskopowe (spektrofluorymetria, spektroskopia UV-VIS) sa uzytecznym
narzgdziem do analizy interakcji pomiedzy nowo zsyntetyzowana substancjg a gtéwnym
biatkiem transportujacym krwi.

b. Na podstawie roéwnania Sterna-Volmera oraz obliczonych bimolekularnych statych
wygaszania fluorescencji mozna przypuszczaC, ze wygaszanie fluorescencji biatka
W obecno$ci Salt4 ma charakter statyczny, co wskazuje na mozliwo$¢ tworzenia si¢
kompleksu.

c. Wstepnie obliczone na podstawie rownania Klotza state asocjacji (Ka) oraz liczba klas
miejsc wigzania (n) badanego uktadu moga wskazywac na tworzenie stabego kompleksu
Salt4-HS A z jednym miejscem wigzania w czasteczce HSA o wysokim powinowactwie.

d. Na podstawie wstepnie przeprowadzonych pilotazowych badan mozna przypuszczac, ze
Salt4 stabo oddziatuje z HSA (gtéwnym biatkiem surowicy ludzkiej), przez co moze
wywolac silny efekt terapeutyczny i toksyczny, dlatego konieczna jest kontynuacja badan
z wykorzystaniem innych biatek transportujacych krwi np. a1 kwasng glikoproteinge (AGP)
czy v globuling ludzka (HGG) lub inne techniki.

5. Podzigkowania

Podzickowania dla Pana dr hab. n. farm. Andrzeja Zigby, prof. SUM, za mozliwosé
wykonania badan z uzyciem 9-hydroksy-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyna (Salt4).
Przedstawione badania zostaly czgéciowo sfinansowane z umowy statutowej PCN-2-012/K/2/F,
PCN-1-022/K/2/F, PCN-2-030/K/2/F, PCN-2-011/K/2/F (Slaski Uniwersytet Medyczny
w Katowicach)
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4. Zastosowanie spektroskopii UV-Vis w badaniach srodowiskowych -
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Stowa kluczowe: spektroskopia, zelazo, pH, wody stojace

Streszczenie

Spektroskopia UV-Vis jest niezwykle uzyteczna technika badawcza, dzigki ktorej mozliwe
jest prowadzenie badan o profilu farmaceutycznym, medycznym lub s$rodowiskowym. Celem
niniejszej pracy bylo zbadanie steZenia jondow zelaza (Fe®*) oraz wyznaczenie wartosci pH w wodach
stojacych, zlokalizowanych na terenie O$rodka Edukacji Ekologiczno-Geologicznej GEOsfera
w Jaworznie. W celu 0znaczenia stezenia jondw zelaza zastosowano metode rodankows, natomiast
aby wyznaczy¢ pH badanych probek, wykorzystano roztwor bigkitu bromotymolowego. Pomiary
przeprowadzono z uzyciem spektroskopii UV-Vis (spektrofotometr UV-Vis JASCO V-760/V-730).

Z przeprowadzonych pomiaréw spektroskopowych wynika, ze zawarto§¢ jondw zelaza
w prébkach badanych nie przekraczata 1.6 [mg/dm®]. Z uwagi na ograniczenia metody, nie byto
mozliwo$ci doktadniejszego wyznaczenia stgzenia badanych jonow. Warto$¢ pH kazdej z badanych
probek miescita sie¢ w zakresie od 7 do 8. Oznacza to, ze odczyn badanych probek wod stojacych byt
lekko zasadowy lub zblizony do obojetnego.

Spektroskopia UV-Vis to metoda badawcza, ktora pozwala na prowadzenie Szeroko
zakres$lonych badan migdzy innymi srodowiskowych, dotyczacych wlasciwosci fizykochemicznych
wod stojacych. Uzyskane wyniki stanowig istotny wktad w badania srodowiskowe terenu Osrodka
Edukacji Ekologiczno-Geologicznej GEOsfera w Jaworznie.

1. Wstep

Opuszczone wyrobiska poeksploatacyjne s powszechnym elementem krajobrazu
charakterze industrialnym i post industrialnym. Pogérniczy charakter tych obszarow sprawia, ze sg
nisko oceniane pod wzglgdem ich warto$ci przyrodniczej. Mimo to sg przedmiotem zainteresowania
nieformalnych uzytkownikow. Obszary te sg coraz czesciej doceniane pod wzgledem ich potencjatu
naukowego, obejmujacego elementy przyrody nieozywionej i obiekty kulturowe. Umozliwienie
legalnego korzystania z terend6w poprzemystowych, wymaga potwierdzenia warunkow
bezpieczenstwa, pozwalajacego na ich uzytkowanie jako terendw publicznych. Analiza terenow
wydzielonych w procesie eksploatacji z otoczenia przez $ciany i spag wyrobiska winna obejmowacé
wszystkie jej komponenty na poziomie formy, struktury i sktadu oraz stan jakosciowy i ilosciowy
wod. Obecno$¢ wody w wyrobiskach pogoérniczych definiuje mozliwos¢ ich efektywnego
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zagospodarowania. Wyniki badan opisane w niniejszej pracy objety parametry jakosci wod
powierzchniowych i podziemnych. Z uwagi na mozliwosci ich zagospodarowania w obszarze
ogolnodostepnej rekreacji, czy mozliwosci wykorzystania do celow zaopatrzeniowych, konieczna
byta ich ocena pod katem zawartosci substancji o mozliwych dziataniach toksycznych. Wyniki
potwierdzajace dobry stan wod na badanym terenie poprzemystowym stanowia bowiem skuteczne
wsparcie procesu transformacji terené6w pogorniczych. Badania nad tym zagadnieniem moga by¢
prowadzone przy pomocy metod spektroskopowych. Stanowia one uzyteczne narzedzie
w prowadzeniu réznorakich analiz, w tym badan $srodowiskowych. Spektroskopia UV-Vis znajduje
zastosowanie w analizie ilo§ciowej i jakoSciowej substancji nieorganicznych, organicznych oraz
w analizie struktury zwiazkow chemicznych. Pozwala migdzy innymi na odrdznienie ukladow
sprzgzonych od niesprz¢zonych, izomerii geometrycznej i izomerii podstawienia w zwigzkach
aromatycznych. Spektroskopia bada oddzialywania promieniowania elektromagnetycznego z materia
podczas ktorych dochodzi do zmian energii AE czasteczek. Zrodtem $wiatta w spektroskopii UV-Vis
w zakresie nadfioletu (A 200-380 nm) sa lampy deuterowe, natomiast w zakresie widzialnym (A 380-
800 nm) lampy halogenowe. Emitowane promieniowanie polichromatyczne kieruje si¢ przez
szczeling wejsciowa monochromatora Czernego-Turnera na siatke dyfrakcyjna, ktéra stanowi
element rozszczepiajacy s$wiatlo. Jej obrét powoduje zmiang dlugosci fali promieniowania
monochromatycznego, czyli zmiang dlugosci fali (Jozwiak i Bartosz 2005). Wiazka po wyjsciu
z monochromatora jest kierowana na rozdzielacz, wirujace koto podzielone na trzy réwne czgsci.
Cykl rozpoczyna sie ,.trafieniem” wigzki $wiatta na przestong, gdzie $wiatlo nie jest przepuszczane.
Po obrocie kota pada na czgs¢ pokryta zwierciadtem kierujac wiazke na kuwete z uktadem
odniesienia. Po kolejnym obrocie przechodzi przez pusta czes¢ kota na kuwete z probka badang.
Nastepnie kazda z wigzek jest przetwarzana przez detektor na energi¢ elektryczng, ktora jest
dodatkowo wzmacniana przez dziatanie fotopowielacza (Ciszewska 2005).

Celem pracy bylo okreslenie wartosci pH oraz stezenia jonow zelaza (Fe**) w wodach
stojacych, znajdujacych si¢ na terenie nieczynnego wyrobiska wapienia dolomitycznego Sadowa
Gora w Jaworznie.

2. Material i Metody

Badania prowadzono w oparciu o probki pobrane na przetomie zimy i wiosny 2023 roku
z terenu Os$rodka Edukacji Ekologiczno-Geologicznej GEOsfera w Jaworznie. Analizie poddano pigé
probek waod stojacych (W1- woda ze stawu nr 1; W2- woda ze stawu nr. 2; W3- woda z terenu
podmoktego; W4- woda ze studni glebinowej; W5- woda z okolicy nieczynnej tezni solankowej).
Doktadne zestawienie lokalizacji miejsc, z ktorych pobrano probki, wraz z ich oznaczeniem
umieszczono w Tab. 1 oraz na Rys. 1.

Wisrdd zastosowanych odczynnikéw niezbgdnych do wykonania zaplanowanych pomiarow
znalazly si¢: diwodorofosforan sodu 2 hydrat, wodorofosforan dipotasu, chlorek zelaza (III), btekit
bromotymolowy (firma EuroChem BGD), rodanek potasu (firma Merc KGaA) oraz kwas solny 1
[mol/dm?] (firma Chempur). W celu okre$lenia stezenia jondw Fe®* postuzono sie metoda rodankowa.
Jej najwazniejsze zaloZenie polega na tym, iz w wyniku reakcji kationéw zelaza Fe®* z anionami
rodankowymi SCN- powstaje barwny (czerwony) zwigzek kompleksowy, wykazujacy zdolno$¢ do
absorpcji promieniowania UV-VIS.

Tab. 1. Lokalizacja miejsca poboru probek z terenu Osrodka Edukacji Ekologiczno-Geologicznej
GEOsfera w Jaworznie.

Oznaczenie badanej prébki Lokalizacja miejsca poboru préobek
W1 woda ze stawu nr. 1
W2 woda ze stawu nr. 2
W3 woda z terenu podmoktego
W4 woda ze studni glgbinowej
W5 woda z okolicy nieczynnej tezni solankowej
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Rys.1. Mapa O$rodka Edukacji Ekologiczno-Geologicznej GEOsfera w Jaworznie z dodanymi do
niej strzatkami i numerami oznaczajacymi lokalizacj¢ poszczeg6lnych miejsc poboru probek (mapa:
zas6b Gminy Miasta Jaworzna; za zgoda).

Pojedynczg probke wody od W1 do W5 przygotowano poprzez zmieszanie badanej wody
z kwasem solnym 1 ([mol/dm?®]) oraz 10% roztworu rodanku potasu w stosunku objeto$ciowym
(v:viv) 19:1:5. Do przygotowania krzywej wzorcowej zastosowano roztwory wzorcowe chlorku
zelaza (III) o stezeniu jondw Fe®*: 1.60, 2.00, 2.40, 2.80, 3.20, 3.60, 4.00, 4.40, 4.80 [mg/dm?3].
Pomiary wykonywano w zakresie dtugosci fali od 350 nm do 550 nm. Na podstawie uzyskanych
widm absorpcyjnych roztworéw wzorcowych wyznaczono krzywa wzorcowa oraz analityczng
dtugos¢ fali A 479 nm. Przy tworzeniu protokotu metody rodankowej korzystano z dostepnych prac
badawczych innych autoréw (Najib i in. 2011, de Berg i in. 2016).

Do oznaczenia pH zastosowano etanolowy roztwor biekitu bromotymolowego (wskaznik
kwasowo-zasadowy) (0.05%; woda:etanol 20:80 (v/v)). Wskaznik ten zmienia kolor (a co za tym
idzie, ksztalt widma absorpcyjnego) pod wplywem zmian pH roztworu. Aby wyznaczy¢ krzywa
zalezno$ci absorbancji biekitu bromotymolowego w zaleznosci od wartosci pH przygotowano
roztwory buforu fosforanowego o wzrastajacym pH: 1.0, 4.5, 6.2, 6.6, 6.9, 7.2, 7.6, 7.9, 9.1, 13.0.
Probki przeznaczone do analizy spektroskopowej wykonano przez zmieszanie roztworu biekitu
bromotymolowego oraz badanej probki (wzorcowy bufor fosforanowy lub probka W1-W5)
W stosunku objetosciowym (v:v) 1:24. Pomiary wykonywano w zakresie dtugosci fali od 250 nm do
750 nm. Na podstawie uzyskanych widm absorpcyjnych roztworéw wskaznika o réznym pH
wyznaczono analityczng dlugos¢ fali, ktora wynosita A 616 nm. Przy tworzeniu protokotu pomiarow
z udziatem bigkitu bromotymolowego wykorzystano prace Hou i in. (Hou i in. 2017).

Wszystkie pomiary wykonano w temperaturze pokojowej, przy uzyciu spektrofotometrow
UV-Vis firmy JASCO: V-730/V-760. Zastosowano kuwety kwarcowe o dlugoéci drogi optycznej 10
mm. W niniejszej pracy dane zostaly zaprezentowane jako $rednia + odchylenie standardowe (SD).
Realizacja niniejszego badania byla mozliwa dzigki wspotpracy Katedry i Zakladu Farmacji
Fizycznej Wydziatu Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach z Os$rodkiem Edukacji Ekologiczno-Geologicznej GEOsfera w Jaworznie.

3. Wyniki i dyskusja

Aby mozliwa byla realizacja celu niniejszej pracy, w pierwszej kolejnosci przeanalizowano
wyniki pomiar6w stezenia jondw zelaza w przebadanych probkach wody stojacej. Rys.2. przedstawia
wykres zaleznoéci absorbancji od stezenia jonow Fe®* w wodzie [mg/dm?q].
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Rys. 2. Wykres zaleznoéci absorbancji od stezenia jonéw Fe®* w wodzie [mg/dm?q].

Na podstawie danych zaprezentowanych na Rys. 2 wyznaczono $rednie wartoéci stezen
jonéw Fe** w badanych prébkach wody stojacej. Wyniki obliczen zostaly zaprezentowane w Tab. 2.

Tab. 2. Srednie wartoci absorbancji oraz stezef jondw Fe®* w badanych probkach wody stojace;.

) ) , Srednie stezenie jonow Fe3* +
Oznaczenie badanej Srednia warto$¢ absorbancji + Sp
probki SD* o
w1 0.008 +0.003 0.209** +£0.022
W2 0.015+£0.001 0.256** £ 0.005
W3 0.011+0.011 0.226%* £ 0.071
W4 0.008 + 0.004 0.210** £0.028
W5 0.020 + 0.006 0.245** £ (0.081

*SD — odchylenie standardowe
** _ warto$ci szacunkowe

Zelazo jest jednym z najpowszechniej wystepujacych naturalnie pierwiastkéw w skorupie
ziemskiej. Wzrost st¢zenia jego form jonowych w $rodowisku, zwlaszcza w wodzie, wiaze si¢
z zanieczyszczeniami pochodzacymi ze $ciekow zakladéw przemystowych, kopalni wegla i rud
zelaza oraz z ulegajacych korozji elementow dystrybucji wody. Zgodnie z zaleceniami Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO) stezenie zelaza w wodzie nie powinno przekracza¢ 0.2 [mg/dm®]. Na
jakos¢ wod powierzchniowych i podziemnych moga mie¢ istotny wpltyw takze wahania wartosci pH
(Maziarka i in. 2018). W zadnej z przebadanych probek stezenie jonéw Fe®* nie przekraczato 1.60
[mg/dm?®]. Dokladniejsze okreSlenie stezenia kationdw zelaza nie bylo mozliwe, z uwagi na
ograniczenia metody i zbyt niskie stg¢zenie analizowanych jonow w probkach. Wartodci stezen
zaprezentowane w Tab. 2. maja wylacznie charakter szacunkowy i moga by¢ traktowane wylacznie
jako wstepny etap badan. Oznacza to, iz w oparciu o zastosowang technike¢ badawcza nie ma
mozliwoséci okre$lenia, czy stezenie jondow Fe®* w zbiornikach wody stojacej na terenie O$rodka
Edukacji Ekologiczno-Geologicznej GEOsfera w Jaworznie miesci si¢ w zakresie dopuszczalnym
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przez WHO. Sugeruje si¢ zastosowanie innych technik badawczych, zapewniajacych wigksza czutosé
pomiaru, takich jak np. absorpcyjna spektrometria atomowa (Tautkus i in. 2004).

W Tab. 3. przygotowano zestawienie wartosci pH poszczegoélnych roztworéw buforowych,
jakie zastosowano w celu sporzadzenia krzywej zalezno$ci absorbancji od wartosci pH, oraz
odpowiadajace im $rednie wartosci absorbancji. Z kolei Ryc. 3 przedstawia wykres zalezno$ci
absorbancji od pH.

Tab. 3. Srednie wartosci absorbancji bekitu bromotymolowego wraz z pH.

Oznaczenie badanej probki | Wartosé pH  Srednia warto$¢ absorbancji + SD*
Bufor 1 1.0 0.004 £ 0.000
Bufor 2 4.5 0.048 + 0.003
Bufor 3 6.2 0.131 +£0.002
Bufor 4 6.6 0.233 +£0.001
Bufor 5 6.9 0.390 + 0.009
Bufor 6 7.2 0.554 +0.001
Bufor 7 7.6 0.780 £+ 0.006
Bufor 8 7.9 0.846 + 0.003
Bufor 9 9.1 1.005 + 0.005
Bufor 10 13.0 1.080 £ 0.011

*SD — odchylenie standardowe

1.2+
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0.6 1

Absorbancja

0.4

0.2 1

0.0

pH
Rys. 3. Wykres zaleznosci absorbancji od warto$ci pH w zakresie od 1 do 13.

Na podstawie Rys. 3 wykre§lono wykres zaleznosci absorbancji od pH w zakresie od 6.2 do
7.9, gdzie wzrost absorpcji promieniowana probki wraz ze wzrostem pH ma posta¢ liniowg (Rys. 4).
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Rys. 4. Wykres zaleznoéci absorbancji od warto$ci pH w zakresie od 6.2 do 7.9.

W oparciu o krzywa wzorcowa (Rys. 4) wyznaczono wartosci pH dla poszczegdlnych probek
wod stojacych (Tab. 4).

Tab. 4. Srednie warto$ci absorbancji oraz wartosci pH badanych probek wody stojacej.

Oznaczenie badanej Srednia warto$é absorbancji + Srednia warto$¢ pH %
probki SD* SD*
w1 0.822 +£0.017 7.857 +0.040
W2 0.678 = 0.003 7.528 £ 0.007
W3 0.759 + 0.006 7.713£0.014
w4 0.665 £ 0.022 7.497 +0.051
W5 0.812 + 0.006 7.834 +0.005

*SD — odchylenie standardowe

Na podstawie przeprowadzonych badan spektroskopowych wykazano, ze najwyzszg warto$¢
pH miata probka wody oznaczona numerem W1. Pochodzita ona z dobrze nastonecznionego stawu
nr.1. Z kolei najnizsza warto$¢ pH, zblizona do 7.5, zostata zanotowana dla probki W4 pochodzace;j
ze studni glebinowej. Warto$¢ pH badanych probek miescita sie w zakresie od ok 7.5 do ok 7.9. Na
tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze odczyn wody stojacej w zbiornikach wodnych na terenie Osrodka
Edukacji Ekologiczno-Geologicznej GEOsfera w Jaworznie byt lekko zasadowy lub zblizony do
obojetnego. Wartos$¢ pH wody jest bardzo istotnym kryterium oceny jej czystosci. Jak podaje norma
WHO (WHO/SDE/WSH/07.01/1), optymalne pH wody pitnej miesci si¢ w zakresie od 6.5 do 9.5
(Fawell). Daje to nadzieje, ze w wyniku dalszych badan w przysztosci woda z obszarow pogorniczych
zostanie uznana za bezpieczna.

4. Wnhnioski

a. Spektroskopia UV-Vis to efektywna metoda badawcza, ktéra pozwala na prowadzenie
niektorych badan srodowiskowych, w tym dotyczacych wtasciwosci wod stojacych
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b. Metoda rodankowa, zaktadajgca wykorzystanie spektroskopii UV-Vis do badania stezenia
jonow Fe® okazata sic niedostatecznie czuta, by umozliwi¢ wyznaczenie doktadnego
stezenia kationdw zelaza w zbiornikach wody stojacej

c. Wykorzystanie spektroskopii UV-Vis do badania zmian absorpcji promieniowania
wskaznika pH, jakim jest bigkit bromotymolowy, pozwolito na precyzyjne okreslenie
$redniej wartosci pH wod stojacych, ktore miescito si¢ w zakresie od 7.497 + 0.051 do
7.857 +0.040

d. Uzyskane wyniki stanowia istotny wktad w badania $rodowiskowe terenu O$rodka
Edukacji Ekologiczno-Geologicznej GEOsfera w Jaworznie.

5. Podzigkowania

Przedstawione badania zostaly cz¢Sciowo sfinansowane z umowy statutowej PCN-2-
012/K/2/F, PCN-1-022/K/2/F, PCN-2-030/K/2/F, PCN-2-011/K/2/F (Slaski Uniwersytet Medyczny
w Katowicach).
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5. Badania 6-acetyloaminobutylo-9-chlorochino[3,2-b]benzo[1,4]tiazyny
| préba jej enkapsulacji w nanoczastkach albuminy surowicy ludzkiej.

Pilotazowa analiza spektroskopowa.

Studies of 6-acetylaminobutyl-9-chloroquino[3,2-b]benzo[1,4]thiazine and an
attempt to encapsulate it in human serum albumin nanoparticles. Pilot
spectroscopic analysis.
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Streszczenie

W ostatnich latach zainteresowanie naukowcow nanoczastkami albuminowymi znacznie
wzrosto. Liczne badania dostarczyly informacji na temat ich zastosowania w terapii, jak i diagnostyce
obrazowej. Dostarczanie lekdw z zastosowaniem nanostruktur moze wigzac si¢ z lepszg zdolno$cia
docierania do $cisle okreslonego miejsca dzialania leku, co skutkuje zmniejszeniem dziatan
niepozadanych oraz poprawg skutecznosci terapii. Federalny Urzad Zywnosci i Lekow (FDA)
zatwierdzit albumine surowicy ludzkiej (HSA, ang. human serum albumin) przy tworzeniu nowych
systemOéw dostarczania leku (DDS, ang. drug delivery systems). Istnieje kilka lekow, ktore sa
stosowane w praktyce klinicznej w postaci nanoczgstek zwigzanych z albuming. Trojcykliczne
fenotiazyny z podstawnikami aminoalkilowymi przy atomie azotu reprezentuja klas¢ zwiazkoéw
wykazujacych rozne aktywnosci biologiczne, migdzy innymi: neuroleptyczne, przeciwhistaminowe,
przeciwkaszlowe 1 przeciwwymiotne. Ponadto, wazne wlasciwosci przeciwpsychotyczne,
przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne i zwigzane z nimi dzialanie zapobiegajace opornosci
wielolekowej (MDR). Ponadto 6-acetyloaminobutylo-9-chlorochino[3,2-b]benzo[1,4]tiazyna (QBT)
wykazata skutecznos$¢ terapeutyczng w lagodzeniu miejscowych i ogoélnoustrojowych zmian
patologicznych zwigzanych z chemicznie indukowanym zapaleniem jelita grubego u myszy.

Celem projektu bylo przeprowadzenie badan spektroskopowych w celu lepszego
zrozumienia struktury i potencjalnych badan farmakokinetycznych zwigzku. Metoda desolwatacji
postuzyta do zamkniecia leku w nanostrukturach HSA. Roztwor QBT do badan spektroskopowych
przygotowano w DMSO, a nastgpnie rozcienczono. W celu oceny wiasciwosci QBT wykorzystano
spektroskopie UV-Vis (JASCO V-760) oraz spektroskopie fluorescencyjng (JASCO FP-6500).
Enkapsulacj¢ leku do nanoczastek albuminy surowicy ludzkiej przeprowadzono metoda desolwatacji.

Widmo absorpcyjne probki o stezeniu 2 x 10 [mol L] charakteryzowalo si¢ trzema
wyraznymi pikami, a badania spektrofluorescencyjne wykazaty, ze QBT fluoryzuje przy dtugosci fali
wzbudzenia w zakresie od 240 do 550 nm. Weryfikacja skuteczno$ci enkapsulacji potwierdzita, ze
QBT moze zosta¢ enkapsulowany do nanoczastek HSA.

QBT charakteryzuje si¢ zdolnoséciag do pochtaniania promieniowania w zakresie UV-Vis
i emisji fluorescencji, co jest uzytecznym narzedziem do badan ilosciowych. Warto$¢ wydajnosci
enkapsulacji wykazata mozliwos¢ wigzania QBT do HSA.
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1. Wstep

Nanonauka jest dziedzing zajmujaca si¢ badaniem struktur i czastek w zakresie od 1 do 100
nm, natomiast nanotechnologia dotyczy ich praktycznych zastosowan. Terminy zostaty wdrozone
w wielu dyscyplinach, w tym w fizyce, chemii, biologii, inzynierii, a takze elektronice. Warto
zauwazy¢, ze w ostatnich latach ze wzgledu na obiecujace wyniki, zwtaszcza w leczeniu chordob
nowotworowych, staty si¢ przedmiotem ogromnego zainteresowania medykoéw. W ciggu zaledwie
kilku dekad nanotechnologia i nanonauka zyskaty fundamentalne znaczenie dla zastosowan
przemystowych i urzadzen medycznych, takich jak bioczujniki diagnostyczne, systemy dostarczania
lekow oraz sondy obrazujace. Ostatnie postepy dostarczyly szeregu nanomaterialdéw o unikalnych
wiasciwosciach, m. in. zdolnosci dostarczania czastek terapeutycznych, takich jak leki, biatka czy
kwasy nukleinowe do $cisle okreSlonego miejsca dziatania (Bayda i in. 2019). Prowadzone badania
dotyczace nanostruktur sa3 motywowane wyeliminowaniem przeszkdd utrudniajacych osiagnigcie
sukcesu terapeutycznego w tradycyjnym leczeniu farmakologicznym (Contera i in. 2020).
Chemioterapia powszechnie stosowania w leczeniu nowotwordw wigze si¢ z niszczeniem rowniez
prawidlowych, szybko dzielacych si¢ komodrek organizmu m.in. mieszkéw wilosowych, szpiku
kostnego oraz komorek przewodu pokarmowego (Pérez-Herrero i in. 2015). Obiecujacg strategig do
zwigkszenia skuteczno$ci terapii oraz zmniejszenia jej skutkow ubocznych jest wigzanie preparatow
przeciwnowotworowych z nowymi systemami dostarczania lekéw (DDS, ang. drug delivery
systems), takimi jak nanoczgstki (NP, ang. nanoparticles). Ich rola umozliwia zmniejszenie
toksycznosci, zoptymalizowanie dziatania $rodkow leczniczych oraz odpowiednie rozmieszczenie
W organizmie i/lub przezwyci¢zenie oporno$ci wielolekowej (Dreis i in. 2007). DDS nie tylko
transportujg $rodki chemioterapeutyczne do tkanki zmienionej chorobowo, unikajac negatywnego
wpltywu na zdrowe, a takze chronig leki cytotoksyczne przed degradacja, zwigkszaja okres
poltrwania, rozpuszczalno§é Srodkdéw cytotoksycznych oraz zmniejszaja klirens nerkowy (Pérez-
Herrero i in. 2015).

Jednym z najcze$ciej stosowanych polimerow naturalnych jest tatwo dostepne biatko —
albumina surowicy, zatwierdzona do tych celéw przez Federalny Urzad Zywnosci i Lekoéw (FDA,
ang. Food and Drug Administration) (Karimi i in. 2016). Albuminy jako grupa biatek, petnig wiele
waznych funkcji fizjologicznych, do ktorych nalezy regulacja ci$nienia osmotycznego w lozysku
naczyniowym, utrzymanie prawidtowego pH krwi czy wigzanie i transport wielu endogennych
zwigzkow oraz ksenobiotykoéw, w tym roéwniez hydrofobowych substancji leczniczych (Konopska
iin. 2018). Ze wzgledu na wysoka zdolno$¢ wigzania leku, niska immunogenno$¢ oraz brak
toksyczno$ci, przyciagaja uwage wielu badaczy. Wlasciwosci te w potaczeniu z dobra
biokompatybilnoscia i biodegradowalnoscig sprawity, ze okazaly si¢ idealnym nos$nikiem do
dostarczania lekéw i genow. Do tej pory wyizolowano rdzne rodzaje biatek albuminy, w tym
albuming jaja kurzego (OVA, ang. ovalbumin), albuming surowicy ludzkiej (HSA, ang. Human
Serum Albumin), albuming surowicy bydlecej (BSA, ang. Bovine Serum Albumin) i albuming
surowicy szczura (RSA, ang. Rat Serum Albumin). Zostaty one wykorzystane do r6znych zastosowan
biomedycznych. HSA jest globularnym, rozpuszczalnym w wodzie biatkiem syntetyzowanych przez
hepatocyty. To pojedynczy polipeptyd zbudowany z 585 aminokwasow, o wysokiej zawartosci
cysteiny i niskiej zawarto$ci tryptofanu. Jej masa czgsteczkowa wynosi 65-70 kDa a okres péttrwania
w organizmie 19 dni. Jest stabilna w zakresie pH 4-9 i moze przetrwa¢ w temperaturze do 60°C przez
10 godzin. Struktura drugorzedowa albuminy sktada si¢ w 67% z helisy o i posiada 17 mostkow
disiarczkowych (Karimi i in. 2016).

Glownym celem projektowania NP, jako systemu dostarczania lekow, jest kontrola ich
wielkosci, powierzchni oraz jej wilasciwosci. To wazna kwestia, poniewaz nanostruktury
transportujace wymagang ilo$¢ leku musza wykazywaé pozadang aktywno$¢ farmakologiczna
poprzez uwalnianie substancji czynnych w celu osiagnigcia dziatania specyficznego dla danego
miejsca. Istnieje kilka roznych technik, dzigki ktorym mozna otrzyma¢ NP. (Karimi i in. 2016).
W praktyce wystepuja trzy glowne metody syntezy albuminowych nanoczastek, w tym: metoda
desolwatacji, emulsyfikacji, termicznego zelowania. Ponadto metoda suszenia nanorozpytowego czy
nab-technologia (NAB™) (Meng i in. 2022). Metoda desolwatacji, inaczej nazywana jako metoda
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koacerwacji, zostata opracowana juz w 1978 roku (Jahanban-Esfahlan i in. 2016). Polega na dodaniu
srodka odwadniajacego, jakim jest alkohol, w celu usuni¢cia uwodnionej btony biatka. Proces ten
stosuje si¢ podczas ciaglego mieszania np. za pomocg mieszadta magnetycznego. Powoduje to
odslonigcie obszaru hydrofobowego albuminy i tym samym zmniejszenie jej rozpuszczalnosci (Meng
i in. 2022). Objetos¢ i szybkos¢ dodawania $rodka desolwatujacego ma wplyw na wielkosé
otrzymanych czastek (Jahanban-Esfahlan i in. 2016). Synteza stabilnych nanostruktur jest mozliwa
dzigki zastosowaniu denaturacji termicznej lub sieciowania chemicznego. Najczgsciej wykorzystuje
si¢ do tego celu aldehyd glutarowy (Meng i in. 2022). Ze wzgledu na komercyjna dostgpnos$¢ i niska
cen¢ glutaraledehydu mozliwe jest jego stosowanie w szerokim spektrum reakcji chemicznych
(Vajhadin i in. 2022). Ilosci $rodka sieciujacego oraz procedura tego procesu nie wptywajg na rozmiar
syntezowanych struktur. Zwickszenie ilosci glutaraldehydu powoduje zmniejszenie liczby grup
aminowych na powierzchni nanoczastek HSA, jak rowniez doprowadza do obnizenia potencjatu zeta
(Weber i1 in. 2000). Omawiany sposob przygotowania NP posiada wiele zalet, takich jak:
nieskomplikowany proces, szybko§¢ reakcji oraz brak koniecznosci dodawania S$rodkéw
powierzchniowo czynnych. Jest odpowiedni do enkapsulacji roznych lekow hydrofobowych. Obecnie
jest najczesciej stosowana metoda. Mimo licznych zalet mozna przypisa¢ mu réwniez kilka
negatywnych aspektow. Jedna z wad jest pozostalos¢ czynnika sieciujacego mogacego wywierac
toksyczny wptyw na organizm ludzki (Meng i in. 2022; Verma i in. 2018). Ponadto, ze wzgledu na
swoje rozmiary, nanostruktury cechuja si¢ wysoka energia swobodna. Z tego powodu moze
dochodzi¢ do ich agregacji oraz aglomeracji. Ich czas biodegradacji jest dos¢ dtugi, co moze wplywaé
na ogolnoustrojowa toksyczno$¢ oraz zmniejszy¢ zdolnos¢ do dostosowania odpowiedniej dawki.
Ten rodzaj NP moze by¢ stosowany w terapii celowanej, do ktorych naleza: dostarczenie lekéw do
pluc, terapia przeciwnowotworowa, leczenie guzoéw oraz szczepionki, w ktorych NP zostaja
optaszczone biodegradowalnym polimerem, tworzac mikrosfery (Verma i in. 2018).
Ponizszy schemat przedstawia rodzaje zastosowan biatkowych nanoczastek (Rys. 1).
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Rys. 1. Zastosowanie proteinowych nanostruktur (Verma i in. 2018; Jachowicz i in. 2009).
* poprzez worek spojowkowy, kanaty tzowe, bezposrednio do gatki ocznej
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Rozwdj w dziedzinie nanotechnologii moze doprowadzi¢ do zwigkszenia zastosowan NP
w leczeniu réznych chorob, chodz ich dotychczasowe wykorzystanie przyniosto juz pewne
zadawalajace wyniki. Udowodniono, Zze doksorubicyna-polietylenoimina (DOX-PEI) zamknicta
w nanostrukturach zbudowanych z HSA daje dobre rezultaty w terapii raka piersi - zaobserwowano
mniejsza cytotoksyczno$¢ 1 zwigkszong biokompatybilno$¢ preparatu. Metotreksat (MTX),
powszechnie stosowany w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow, w polaczeniu z HSA
doprowadzit do spadku proliferacji fibroblastow blony maziowej i ograniczenia degradacji tkanki
chrzgstnej. Kolejnym przyktadem jest stosowanie substancji P (SP) w potaczeniu z zelatynowymi
nanoczastkami (SP-GNP) w leczeniu choroby Parkinsona. Badania in vitro i in vivo nad NP
pokrytymi 1,2-diacylo-sn-glicero-3-fosfo-1-seryna dostarczyty informacji o zwigkszeniu aktywnos$ci
przeciwleiszmaniowej. Zastosowanie technologii nanoczgstek proteinowych podnosi skutecznosé
W antybiotykoterapii i zmniejsza toksycznos¢. Ich potaczenie gwarantuje wzrost skutecznosci lub
spadek toksyczno$ci tych lekow. Nanoczastki gliadynowe zawierajace amoksycyling (AGNP)
wykazaty dziatanie przeciw Helicobacter pylori, a wymagana dawka do catkowitej eradykacji byta
mniejsza w przypadku AGNP niz samego antybiotyku beta-laktamowego. NP biatkowe maja
zdolno$¢ do przekraczania bariery krew-mozg, ktora czgsto nie moze by¢ pokonana przez tradycyjnie
stosowany lek podawany droga dozylna. Przyklad tego stanowia loperamid, tubokuraryna
i doksorubicyna (Verma i in. 2018). FDA zatwierdzil preparat Abraxane jako pierwszy lek w postaci
nanoczastek zwigzanych z albuming. Paklitaksel bedacy substancja czynng preparatu jest skuteczny
w leczeniu nowotworéw pierwotnie nieoperacyjnych oraz przed i po leczeniu chirurgicznym. Jego
stosowanie jest utrudnione ze wzgledu na silng hydrofobowos$¢ i konieczno$ci zastosowania
emulgatoréw zwickszajacych rozpuszczalnos¢ w wodzie. Produkcja paklitakselu w technologii
NAB™ umozliwia eliminacj¢ polioksyetylowanego oleju rycynowego i tym samym uniknigcie
dziatan niepozadanych. W praktyce klinicznej stosuje si¢ rowniez Albunex jako $rodek kontrastowy
w echokardiologii oraz Optison do USG u chorych z podejrzewana lub potwierdzona chorobg serca
i naczyn podczas echokardiografii przezklatkowej. Kolejnym przyktadem jest **™Tc-Nanocoll,
zarejestrowany rowniez jako: *"Tc-Albures, *™Tc-Human Serum Albumin oraz %™Tc-
Microalbumin- wykorzystywany w scyntygrafii szpiku kostnego, limfoscyntygrafii i obrazowaniu
weztow  wartowniczych w  inwazyjnych nowotworach, wykrywaniu zator6w plucnych
i mikrozakrzepéw zylnych. Obecnie prowadzone sa liczne badania kliniczne nad kolejnymi lekami
przeciwnowotworowymi wytwarzanymi w technologii NAB. W drugiej fazie badan znajduje si¢ ABI-
008 (Celgene) stosowany u chorych z zaawansowanym oraz przerzutowym rakiem sutka po
niepowodzeniu terapii lekami alkilujgcymi lub antracyklinami. ABI-009 (Celgene) w pierwszej fazie
badan klinicznych jest badany pod katem zastosowania u pacjentdéw z zaawansowanymi, zto§liwymi
guzami litymi (rak niedrobnokomodrkowy ptuc, sutka, jajnika), opornymi na standardowsg terapig.
Przypuszcza sig, ze lek, wystepujacy pod nazwami ABI-011, NBT 011 lub nab-IDN5405 (Celgene)
moze by¢ skuteczny w leczeniu chorych z guzami litymi i nowotworami uktadu chtonnego (Konopska
i in. 2018).

Poszukiwania nowych lekoéw zostaly przyspieszone ze wzgledu na rosnaca liczbe
zachorowan, a takze przeszczepow narzadéow. Odkrycie klasy lekéw o lepszym profilu
terapeutycznym jest ogromnym wyzwaniem dla naukowcow. 6-acetyloaminobutylo-9-
chlorochino[3,2-b]benzo[1,4]tiazyna (QBT) nalezy do grupy fenotiazyn cechujacych si¢ wieloma
aktywnoS$ciami  biologicznymi,  takimi  jak:  przeciwhistaminowe,  przeciwkaszlowe
i przeciwwymiotne. Wykazano rowniez ich dziatanie przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne
i zwigzane z nimi dziatanie zapobiegajace opornosci wielolekowej. Fenotiazyny neuroleptyczne sa
zdolne do zahamowania odpowiedzi immunologicznej, zardwno typu komodrkowe;j jak i humoralnego.
Dowiedziono skutecznosci terapeutyczng zwiazku QBT w lagodzeniu wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego indukowanego przez dekstran siarczanu sodu u myszy (Artym i in. 2016; Artym i in. 2020).
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Rys. 2. 6-acetyloaminobutylo-9-chlorochino[3,2-b]benzo[1,4]tiazyna (QBT).

2. Materialy i Metody

2.1 Materialy

Albumina surowicy ludzkiej (HSA) (czystos¢ minimum 96%) i dimetylosulfotlenek
(DMSO) zostaly zakupione od Sigma Aldrich (Steinheim, Niemcy). Etanol zostat dostarczony przez
P. P. H "STANLAB" Sp. z o. o. (Lublin, Polska). Aldehyd glutarowy zostat zakupiony w firmie
Warchem (Warszawa, Polska). Wszystkie odczynniki byty klasy analitycznej i zostaly uzyte bez
oczyszczania.  6-acetyloaminobutylo-9-chlorochino[3,2-b]benzo[1,4]tiazyna  (QBT)  zostala
zsyntetyzowana w Katedrze Chemii Organicznej Wydzialu Farmaceutycznego w Sosnowcu
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

2.2 Metody
Badania spektroskopowe

Roztwor QBT zostal przygotowany w DMSO, a nastepnie rozcieficzony do stezenia 2 x 107°
[mol L']. W celu sprawdzenia wtasciwosci absorpcyjnych i fluorescencyjnych, roztwor zostat
zbadany przy uzyciu spektroskopii UV-Vis (JASCO V-760) oraz spektrofluorymetrii (JASCO FP-
6500).

Enkapsulacja QBT w nanoczastkach z albuminy

Enkapsulacje QBT do nanoczastek albuminy surowicy ludzkiej przeprowadzono metoda
desolwatacji
z zastosowaniem etanolu oraz aldehydu glutarowego, jako $rodka sieciujgcego. QBT doktadnie
rozpuszczony
w DMSO dodany zostat do roztworu albuminy, a nastgpnie poddany dalszym procedurom, zgodnie
z danymi literaturowymi (C. Weber i in. 2000).

Ilo$¢ zamknietego leku zostata obliczona poprzez roéznice w iloéci leku dodanego a ilosci
leku niezwigzanego. Wydajno$¢ enkapsulacji stanowita procent zawartosci leku zwigzanego
wzgledem ilo$ci leku dodanego, zgodnie z ponizszym roéwnaniem:

catkowita ilo$¢ leku — ilo$¢ leku, ktéra nie ulegta zwigzaniu

= X 0,
E catkowita ilos¢ leku 100%

3. Wyniki

Widmo absorpcyjne probki o stezeniu 2 x 10° [mol L] charakteryzowato si¢ trzema
wyraznymi pikami. W ponizszej Tab. 1 przedstawiono wyniki pomiarow.

Tab. 1. Zalezno$¢ absorbancji A od dhugoéci fali A.

Dtugo$¢ fali Amax (M) Absorbancja
257 0.6819
285 0.4147
376 0.1514
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Badania spektrofluorescencji wykazaty, ze QBT fluoryzuje przy dtugos$ci fali wzbudzenia w
zakresie od 240 do 550 nm. Ponizsza tabela (Tab. 2) przedstawia wyniki pomiardw.

Tab. 2. Zalezno$¢ fluorescencji od dlugosci fali wzbudzenia.

Dhugos$¢ fali wzbudzenia Aex Dhugo$¢ fali emisji Wartos¢
(nm) (nm) fluorescencji
257 464 124.09
285 463 146.89
376 464 109.02

Wydajno$¢ enkapsulacji (EE) wyniosta 88%, co wskazuje na mozliwo$¢ enkapsulacji QBT
w nanoczastkach HSA metoda desolwatacji.

4. Dyskusja

Badania nowych zwigzkéw wykazujacych potencjalne dzialanie przeciwnowotworowe
moga zostaé wykonane w rdzny sposob. Dla przykladu, QBT wykazuje potwierdzone dzialanie
przeciwnowotworowe oraz przeciwbakteryjne, natomiast inne pochodne tiazynowe zostaly
przebadane pod wzgledem aktywnosci przeciwnowotworowej i zdolnosci wigzania si¢ do biatek
osocza (Czarny i in. 2014; Maciagzek-Jurczyk i in. 2021; Owczarzy i in. 2023). W przeprowadzonych
przez nas badaniach sprawdzono zdolno$¢ do absorbancji oraz fluorescencji QBT, co zostalo
potwierdzone. Jak do tej pory, podobne badania nie byty wykonywane dla grupy zwigzkow chino[3,2-
b]benzo[1,4]tiazyn.

Uzycie nanoczastek w praktyce klinicznej nie jest nowa strategia. Amerykanski fizyk
i laureat Nagrody Nobla Richard Feynman przedstawit koncepcj¢ nanotechnologii juz w 1959 roku.
Badania nad omawianym systemem dostarczania lekow sa prowadzone od kilkudziesieciu lat, a o ich
postepach mozna przeczyta¢ w pracy Samer Bayda i in (Bayda i in. 2019). Guangming Gong i in.
(Gong i in. 2015) w przeprowadzonych badaniach wykazali, ze albumina surowicy ludzkiej (HSA)
jest idealnym nosnikiem lekéw hydrofobowych. W artykule opisano tatwa droge do otrzymania
nanoczastek albumina-kurkumina (HSA-CCM). Otrzymane no$niki HSA-CCM miaty rozmiar okoto
130 nm, a rozpuszczalno$¢ kurkuminy wzrosta ponad 500-krotnie. Otrzymane nanostruktury moga
celowa¢ w tkanki nowotworowe i gromadzi¢ sie¢ w cytoplazmie tych komorek. Z tego powodu
nanoczastki HSA wytworzone przez denaturacje¢ z uzyciem B-merkaptoetanolu sg obiecujgcymi
nanonos$nikami zaréwno dla chemioterapeutykow, jak i sond obrazujacych (Gong i in. 2015).

W 2020 roku Tiantian Hao i in. (Hao i in. 2020) przeprowadzili probg syntezy nanoczastek
HSA z szeregiem pochodnych kurkuminy. Wyniki pokazaly, ze zastosowanie nanoczastek HSA
umozliwia przezwyci¢zenie trudnosci w stosowaniu niektorych lekow. Dla przyktadu kurkumina
0 niskiej rozpuszczalnosci, stabilnosci oraz biodostgpnosci, ktdra po zwiazaniu z nanoczastkami HSA
przejawia duzy potencjat dla niektorych zastosowan spozywczych i farmaceutycznych (Hao i in.
2020).

Ayasha Patel i in. (Patel i in. 2020) udowodnili wysoki potencjal HSA, jako no$nika
doptucnego podawania zwigzkéw benzotiazynonu (BTZ). Rozpuszczalno$¢ substancji zostata
zwigkszona od 2 do 140 razy. Wydajnos$¢ enkapsulacji osiggneta 37-60%, co znacznie ro6zni si¢ od
warto$ci osiagnigtej w przeprowadzonych przez nas badaniach. Fakt moze wynikaé z rdznic
W oddziatywaniu albuminy z BTZ oraz QBT. Nos$niki HSA-BTZ byly stabilne podczas
przechowywania przez szes¢ miesiecy. Preparaty nanoczastek HSA wykazaty zwigkszong aktywno$¢
przeciwpratkowa leku (Patel i in. 2020). Zaréwno przytoczone dane, jak i badania wlasne sugeruja
wysoki potencjat albuminowych nanoczastek w terapii.

5. Whioski

QBT charakteryzowana jest jako substancja posiadajaca zdolno$¢ pochtaniania
promieniowania w zakresie UV-Vis oraz fluorescencji, co jest uzytecznym narzedziem do badan
iloSciowych. Podczas badan udato sie otrzymac albuminowe nos$niki 6-acetyloaminobutylo-9-
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chlorochino[3,2-b]benzo[1,4]tiazyny co sugeruje, ze zastosowana metoda preparatyki nanoczastek
jest odpowiednia rowniez dla tego leku. Wydajno$¢ enkapsulacji (EE) wyniosta 88%, co wskazuje na
mozliwo$¢ enkapsulacji QBT do nanoczastek HSA. Wymagane sa dalsze badania, w celu
opracowania skutecznej formy tego leku.

6. Podzigkowania

Podzigkowania dla Pani dr hab. n. farm. Matgorzaty Jelen, prof. SUM i Pani Prof. dr hab. n.
farm. Beaty Morak-Mtodawskiej za mozliwo$¢ wykonania badan z uzyciem 6-acetyloaminobutylo-
9-chlorochino[3,2-b]benzo[1,4]tiazyny.

Przedstawione badania zostaly czg¢éciowo sfinansowane z umowy statutowej PCN-2-
012/K/2/F, PCN-1-022/K/2/F, PCN-2-030/K/2/F, PCN-2-011/K/2/F (Slaski Uniwersytet Medyczny
w Katowicach)
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6. Wyznaczanie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci drospirenonu metodg

TLC z densytometria
Determination of the limit of detection and quantification of drospirenone by
TLC with densitometry

Weronika Starego®, Matgorzata Dotowy?®

(WK oto Naukowe przy Zaktadzie Chemii Analitycznej, Wydziat Nauk Farmaceutycznych
w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, ul. Jagiellonska 4, 41-200 Sosnowiec

@Zaktad Chemii Analitycznej, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach, ul. Jagielloniska 4, 41-200 Sosnowiec;

Slowa kluczowe: chromatografia cienkowarstwowa, steroidy, drospirenon, LOD, LOQ

Streszczenie

Drospirenon (DROS) to zwiazek steroidowy, zaliczany do grupy progestagenéw czwartej
generacji. Znajduje on szerokie zastosowanie jako sktadnik gestagenowy hormonalnych $rodkéw
antykoncepcyjnych. Preparaty te stosowane sg jako Srodki zapobiegajace cigzy, a takze jako leki
wykorzystywane w hormonalnej terapii zastgpczej, w leczeniu zespotu policystycznych jajnikow oraz
w endometriozie. W niniejszej pracy przeprowadzono cykl badan majacych na celu opracowanie
optymalnych warunkow chromatograficznych, ktéore umozliwia szybka i czulg detekcje oraz
iloSciowe oznaczanie drospirenonu w probce prostej metoda chromatografii cienkowarstwowej
(TLC) w potaczeniu z densytometrig. W toku przeprowadzonych badan przetestowano roézne ptytki
chromatograficzne oraz fazy ruchome bedgce mieszaninami dwu lub trzysktadnikowymi i nastgpnie
wyznaczono wartosci granicy wykrywalnosci (LOD) i oznaczalno$ci tj. LOQ drospirenonu. Ponadto
okreslono wplyw stosowanych warunkow chromatograficznych na analiz¢ drospirenonu metoda
TLC. Stwierdzono, ze najlepszymi warunkami do wykrywania drospirenonu metoda TLC sa ptytki
pokryte zelem krzemionkowym 60F2s4 z fazg koncentracji rozwijane za pomocg fazy ruchomej
ztozonej z acetonu oraz wody (30:20, v/v). Uktad ten pozwolit na detekcj¢ i ilo§ciowe oznaczenie
badanego steroidu nha poziomie LODpros=0,022 pg i odpowiednio LOQpros=0,066 pg w przeliczeniu
na plamke. Opracowane warunki chromatograficzne mogg by¢ w przysztosci przydatne do
wykrywania i ilo§ciowego oznaczania drospirenonu w jego prostych preparatach lub prébkach
biologicznych.

1. Wstep

Drospirenon to stosunkowo nowy, syntetyczny zwigzek steroidowy bedacy pochodng 17a-
spironolaktonu. Zaliczany jest do grupy progestagendow czwartej generacji (Rapkin i Winer 2007).
Jego profil farmakologiczny jest bardzo podobny do endogennego progesteronu, z czego wynika jego
dzialanie antymineralokortykosteroidowe i antyandrogenowe. Ponadto wykazuje on whasciwosci
progestagenne, antyestrogenowe i antygonadotropowe (Szlendak-Sauer, Radowicki, Skorzewska
2009; Krattenmacher 2000). W praktyce klinicznej drospirenon stosowany jest jako skladnik
hormonalnych estrogenowo-gestagenowych $rodkow antykoncepcyjnych. Preparaty te stanowig
skuteczng oraz odwracalng metode zapobiegania cigzy (Dworacka, Strzemalczyk, Domagata 2017).
Dodatkowo, drospirenon wchodzacy w sktad dwuskladnikowych $rodkow antykoncepcyjnych
znalazl zastosowanie w terapii kobiet cierpigcych na endometrioze, zesp6t policystycznych jajnikow
oraz w hormonalnej terapii zastepczej. Dostepne publikacje naukowe prezentujg przede wszystkim
metody analityczne opracowane w celu jako$ciowego i ilo$ciowego oznaczania drospirenonu
W préobkach zlozonych tj. w obecnosci innego steroidu np. etynyloestradiolu czy odpowiednio 17-
estradiolu. Technika analityczng stosowana w tym celu jest wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC) z wykorzystaniem réznych faz stacjonarnych i ruchomych, co umozliwia osiggnigcie granicy
wykrywalno$ci i oznaczalno$ci drospirenonu na poziomie od kilku pg mi? do kilku ppm (Aydogmus
i in. 2015; Saliva Benevenuti i in. 2013; Praveen, Ranganath, Dibakar 2013; Singh i in. 2013). Brak
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jest natomiast obszernych danych dotyczacych warunkow analizy drospirenonu w probkach prostych
z zastosowaniem tatwej w uzyciu i ekonomicznej metody jaka jest chromatografia cienkowarstwowa.
W jednej z prac autorstwa Bhusari oraz Dhaneshwar opublikowanej w 2012 roku opracowano
warunki przeznaczone do réwnoczesnego oznaczania drospirenonu i etynyloestradiolu w postaci
substancji czystych oraz tabletek. W pracy tej wykorzystano ptytki pokryte zelem krzemionkowym
60F254 oraz jako faze ruchoma mieszaning ztozong z toluenu, metanolu i amoniaku w stosunku
objetosciowym 8:2:0,1. Natomiast do detekcji obu zwigzkow uzyto densytometer (Desaga 60,
Niemcy). Skanowanie densytometryczne chromatograméw przeprowadzono przy dugosci fali A=280
nm. Liniowo$¢ ww. metody TLC wskazala na mozliwo$¢ oznaczania przy jej uzyciu drospirenonu
obok etynyloestradiolu w zakresie 30-80 ng drospirenonu w przeliczeniu na plamke
(Bhusari, Dhaneshwar 2012).

Celem niniejszej pracy byto opracowanie optymalnych warunkéw chromatograficznych do
wykrywania i iloSciowego oznaczania drospirenonu w probee prostej za pomocg TLC w potaczeniu
z densytometriag. W pracy przetestowano uklady chromatograficzne ztozone z roéznych ptytek
chromatograficznych oraz faz ruchomych i wyznaczono dla kazdego z nich wartosci LOD i LOQ
drospirenonu. Ponadto dokonano oceny wptywu zastosowanych warunkow tj. danej fazy stacjonarnej
i ruchomej na te dwa parametry.

2. Material i metody

W badaniach wykorzystano wzorzec analizowanej substancji tj. drospirenonu o czystos$ci
>98% (Sigma-Aldrich, Chiny) z ktoérego nastepnie sporzadzono roztwdr drospirenonu o okre§lonym
stezeniu w metanolu. W pracy wykorzystano ptytki chromatograficzne pokryte zelem
krzemionkowym 60F s, z fazg zatezania, ptytki pokryte mieszaning zelu krzemionkowego 60 i ziemi
okrzemkowej Foss, ptytki pokryte zelem krzemionkowym 60F2s4 bez fazy koncentracji, a takze oraz
ptytki do chromatografii w odwroconym uktadzie faz pokryte zelem: RP18F 254, RP18WF 2541 RP8F 254
(E. Merck, Niemcy). Jako sktadniki faz ruchomych uzyto wodg¢ redestylowang wyprodukowang
W Zaktadzie Chemii Analitycznej Wydzialu Nauk Farmaceutycznych SUM w Sosnowcu oraz
nastepujace rozpuszczalniki organiczne o czystosci do HPLC: acetonitryl, metanol, acetoni lodowaty
kwas octowy. Producentem ww. rozpuszczalnikow byta firma Avantor (Gliwice, Polska).

W ramach wstepnych badan przeprowadzono liczne eksperymenty chromatograficzne, ktore
mialy na celu dokonanie wyboru najkorzystniejszych tj. optymalnych warunkéw
chromatograficznych do analizy badanego drospirenonu tj. rodzaju ptytek chromatograficznych oraz
okreslonej fazy ruchomej spo$réd mieszanin rozpuszczalnikow organicznych tworzacych rézne fazy
ruchome, takich jak: acetonitryl + metanol + woda (15:10:25; v/v/v); aceton + woda (30:20),
acetonitryl + woda + lodowaty kwas octowy (20:27:3; v/v/v); metanol + woda (35:15; v/v); acetonitryl
+ woda (36:14; v/v) i acetonitryl + woda (40:10; v/v). Tak przygotowane fazy ruchome w ilosci 50
ml umieszczano w szklanych komorach chromatograficznych na okres 15 minut do momentu ich
wysycenia oparami rozpuszczalnikow. Nastepnie nanoszono punktowo mikropipeta na phytki
chromatograficzne o wymiarach 10x10 cm lub 10x20 cm w trzech powtorzeniach metanolowy
roztwor drospirenonu o okreslonym stgzeniu w ilosci 5 pl. Plytki rozwijano kazdorazowo na
wysokos$¢ 7 cm, po czym po wysuszeniu ptytek w temperaturze pokojowej przez 24 h dokonywano
analizy ksztattu plamek drospirenonu pod lampa UV (Camag, Szwajcaria) oraz wyznaczano
wspotczynnik opoznienia badanego zwiazku tj. Repros. Warto$¢ Ripros postuzyla do wyboru
optymalnych faz stacjonarnych oraz faz ruchomych do dalszej analizy ilo$ciowej tego steroidu. Za
najbardziej korzystne uklady chromatograficzne uznano te warunki chromatograficzne, ktore
pozwolity otrzymaé symetryczne i zwarte plamki drospirenonu o wspotczynniku opoznienia
w zakresie 0,3<Ripros<0,9.

W dalszych etapach badan analizujac densytometrycznie naniesione w postaci plamek
roztwory wzorcowe DROS w zakresie stgzef tego zwiazku od 5 pg DROS do 1 pg na plamke,
wyznaczono warto$ci granicy wykrywalnos$ci drospirenonu (LODpros) i oznaczalnosci (LOQpros)
w danych warunkach chromatograficznych. W tym celu odpowiednio przygotowane, metanolowe
roztwory badanego zwigzku nanoszono punktowo w iloéci 5 pl na ptytki chromatograficzne w trzech
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powtoérzeniach. Po rozwinigciu chromatograméw w danej fazie ruchomej dokonywano pomiaru
powierzchni plamek drospirenonu otrzymanych za pomoca densytometru przy dtugosci fali rownej
A=280 nm. Na Rys. 1 zaprezentowano przyktadowy spektrodensytogram badanego zwiazku
wykonany w zakresie 200-600 nm, ktory potwierdza maksimum absorpcji promieniowania UV
drospirenonu przypadajace na wartos¢ A=280 nm.
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Rys. 1. Spektrodensytogram drospirenonu.

Z kolei na Rys. 2 przedstawiono przyktadowy chromatogram drospirenonu uzyskany na
drodze skanowania densytometrycznego plamek DROS otrzymanych na podstawie serii naniesionych
na ptytke roztwordéw analizowanego zwigzku w badanym zakresie stezen.
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Rys. 2. Przyktadowy densytogram badanego drospirenonu.
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W wyniku skanowania densytometrycznego uzyskano wartosci powierzchni plamek drospirenonu
(AUpros) odpowiadajace jego okre$lonej zawarto$ci (xpros) W mikrogramach na plamkg. Dane te
wykorzystano dalej do sporzadzenia krzywych kalibracyjnych w postaci liniowej zaleznosci:
AUpros=AxXprostB, gdzie A i B to wspotczynniki uzyskanej krzywej. Wartos¢ wspotczynnika
kierunkowego ww. krzywej kalibracji (A) oraz odpowiednio warto§¢ odchylenia standardowego
krzywej kalibracji (SE) i warto§¢ odchylenia wyrazu wolnego krzywej kalibracji (Sg) poshuzyty do
obliczenia wartosci granicy wykrywalnos$ci (LODpros), W oparciu 0 wzory: LODi1pros=SEx3,3xA™
i LOD2pros=Sex3,3 xA™! oraz granicy oznaczalnoéci (LOQpros), ktdre oszacowano wg kolejnych
wzordw: LOQipros=SEx10xA™! i LOQ2pros=Sex10xA?l. Wartoéci obliczonych tymi dwoma
sposobami parametréw bedacych miarg granicy wykrywalnosci i oznaczalno$ci badanego steroidu za
pomocg TLC polaczonej z densytometria jako LOD: (LOD,) oraz LOQi(LOQ;) nastepnie
usredniano, w celu wyznaczenia miarodajnej wartosci wyznaczanych parametrow.

3. Wyniki i dyskusja

Badany w niniejszej pracy drospirenon to przedstawiciel grupy steroidoéw, ktory jak wynika
z wykonanego  przegladu literaturowego oznaczano dotychczas w zlozonych probkach
farmaceutycznych i biologicznych przede wszystkim metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w obecno$ci takich zwigzkow jak 17p-estradiol lub odpowiednio etynyloestradiol
(Aydogmus i in. 2015; Saliva Benevenuti i in. 2013; Praveen, Ranganath, Dibakar 2013; Singh i in.
2013). Natomiast praca opublikowana z zakresu metody TLC przez Bhusarii i Dhaneshwar
W czasopis$mie Reviews in Analytical Chemistry przedstawia metod¢ TLC przeznaczong do
oznaczania drospirenonu i etynyloestradiolu w postaci substancji czystej oraz w preparacie
farmaceutycznym o nazwie Yasmin (Bhusarii, Dhaneshwar 2012). Jako faz¢ ruchomg wykorzystano
w tych badaniach toluen + metanol + amoniak (8:2:1, v/v/v) oraz ptytki pokryte zelem
krzemionkowym 60F2s4. Liniowos¢ tej metody miescita sie¢ w zakresie 30-80 ng na plamke DROS.
Warto$¢ Ripros=0,42, a granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci przyjmowaty warto$ci LODpros=10
ng na plamke, a LOQpros=20 ng na plamke. W zwiazku z brakiem w literaturze metody TLC
przeznaczonej do analizy drospirenonu w probce prostej tj. bez obecnosci dodatkowych substancji
jak ww. etynyloestradiol, w ramach niniejszych badan postanowiono opracowaé korzystne warunki
chromatograficzne umozliwiajace analize tego zwigzku tj. jego wykrywanie i oznaczanie ilo§ciowe
w probce prostej. W zwiagzku z tym, w pierwszym etapie pracy przebadano roznorodne fazy ruchome
i stacjonarne pokryte zelem krzemionkowym. Badania wstepne drospirenonu postuzyly do wyboru
najbardziej korzystnych warunkéw chromatograficznych do identyfikacji tj. wykrywania i nastgpnie
ilo§ciowego oznaczania tego zwigzku za pomoca techniki TLC w potaczeniu z densytometriag przy
A=280 nm. Uzyskane na drodze analiz  przeprowadzonych w trakcie badan wstepnych
chromatogramy DROS $wiadczg o tym, ze rekomendowanymi do analizy ilo$ciowej drospirenonu
warunkami sg: faza ruchoma zlozona z acetonitryl + metanol + kwas octowy (20:27:3; v/v/v) oraz
plytki pokryte: zelem krzemionkowym 60F 254 bez fazy zatezania i z faza koncentracji, plytki pokryte
mieszaning zelu krzemionkowego 60 i ziemi okrzemkowej Foss oraz pokryte zelem RP18F2s4; faza
ruchoma ztozona z rozpuszczalnikéw: acetonitryl + metanol + woda (15:10:25; v/v/v) oraz ptytki
pokryte Zelem krzemionkowym 60F2ss bez fazy oraz z faza koncentracji i mieszaning zelu
krzemionkowego 60 oraz ziemi okrzemkowej Fas4; faza ruchoma aceton + woda (30:20; v/v) oraz
plytki pokryte: Zelem krzemionkowym 60F 254 bez fazy koncentracji, plytki pokryte mieszaning zelu
krzemionkowego 60 i ziemi okrzemkowej Fzss oraz ptytki powleczone Zelem RP18Fzss; faza
ruchoma: acetonitryl + woda (36:14; v/v) oraz ptytki pokryte fazg RP18F2s4, zelem RP8F2s4 Oraz
RP18WFs4; faza ruchoma metanol + woda (35:15; v/v) oraz ptytki pokryte: zelem RP18F 254, Zelem
RP8 Fas4 0raz RP18WF2s4. Podczas badan wstepnych zaobserwowano, ze w przypadku uktadow
chromatograficznych stosowanych w normalnym uktadzie faz (NP-TLC) najlepsze rezultaty tzn.
symetryczne plamki DROS i optymalng warto§¢ wspodtczynnika opdznienia DROS tj. Ripros
otrzymano za pomoca mieszaniny, w sktad ktoérej wchodzil jako gtéwny komponent acetonitryl.
Dodatek kolejnych rozpuszczalnikow np. metanolu czy lodowatego kwasu octowego w odpowiedniej
objetosci nieznacznie tylko wplynat na zmiang wartosci Ripros, ktore w ukladach
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chromatograficznych do adsorpcyjnej TLC (NP-TLC) byty jednak w wiekszo$ci przebadanych
przypadkéw bardzo wysokie tj. bliskie 0,9 lub powyzej tej warto$ci. Stad tez w dalszym etapie
prowadzonych badan przetestowano uktady ztozone z ptytek chromatograficznych i faz ruchomych
typowych dla TLC w odwroconym uktadzie faz (RP-TLC) tj. ptytek pokrytych zelem RP18Fss,
RP18WFss | RP8Fss w  polaczeniu  z  dwuskladnikowymi  mieszaninami  zlozonymi
z rozpuszczalnikéw takich jak metanol + woda czy acetonitryl + woda jako fazami ruchomymi.
Warunki te okazaty si¢ by¢ efektywniejszymi w odniesieniu do adsorpcyjnej TLC. Dzigki nim plamki
DROS tworzyty zwarte pasma i nie smugowaty. Ponadto wartoSci Ripros byly znacznie nizsze tzn.
mniejsze niz 0,9. W zwigzku z tym dalsze badania ilosciowe DROS oparto na tych rowniez uktadach
chromatograficznych dedykowanych do chromatografii w odwroconym uktadzie faz.

Wyznaczone na podstawie densytogramow drospirenonu uzyskanych dla optymalnych
warunkow chromatograficznych warto$ci granicy wykrywalnosci i oznaczalno$ci w oparciu o dwie
formuty uwzgledniajace w obliczeniach warto$ci btedu standardowego danej korelacji liniowej (SE)
i odpowiednio odchylenia standardowego jej wyrazu wolnego (Sg) i uzyskana na ich podstawie
wartos¢ srednig (LODpros i LOQpros) dla kazdego badanego uktadu chromatograficznego prezentuja
Tab. 1i 2.

Tab. 1. Wartosci granicy wykrywalno$ci drospirenonu (LODpros) W pg na plamke.

Faza stacjonarna stosowana
Sklad . , q
stosowanej fazy w postaci plytgk Srednia
ruchomei chromatograficznych w LODipros | LODzpros | warto$é
) normalnym ukladzie faz LODoros
(NP-TLC)
zel krzemlonkO\ify 60F 254 2 0,112 0,158 0,135
faza koncentracji
Faza | - 2 7ol
tonitry|+me mlesza}nma zclu o .
?ce l+wod krzemionkowego 60 i ziemi 0,248 0,544 0,396
anof+woda okrzemkowej Fass
(15:10:25; el krzemionkowy 60F 54 bez
VIVIV) Ze, XLZEMION oy bEL254 0,077 0,168 0,122
fazy koncentracji
zel krzemionkowy RP18F 254 0,199 0,437 0,318
zel krzemlonkowy 60F 254 2 0,014 0,030 0,022
faza koncentracji
F I mieszanina zelu
azta wod krzemionkowego 60 i ziemi | 0,126 0,193 0,160
aceton+woda okrzemkowej Fass
(30:20; vIv) el krzemionkowy 60F 54 bez
Ze, XLZEMION oy boL254 0,243 0,370 0,306
fazy koncentracji
zel krzemionkowy RP18F 254 0,098 0,216 0,157
zel krzemlonkowy 60F 254 2 0,086 0,250 0,168
Faza Il fazg koncentracji
mieszanina zelu
acetonitryl+wo | krzemionkowego 60 i ziemi 0,136 0,394 0,265
da+ lodowaty okrzemkowej Fass
kwas octowy zel krzemionkowy 60F 254 bez
(20:27:3; viviv) | fazy koncentracji 0,034 0,052 0,043
zel krzemionkowy RP18F 254 0,199 0,438 0,318
Sklad Faza stac.jonarna stosowana ) .
stosowanej fazy w postaci plyt_ek Srednia
ruchomei chromatograficznych w LODipros | LODzpros | wartosé
) odwroconym ukladzie faz LODbros
(RP-TLC)
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Faza IV zel krzemionkowy RP18F 254 0,156 0,343 0,250
metanol+woda | zel krzemionkowy RP18WF2s4 | 0,184 0,281 0,232
(35:15; viv) el krzemionkowy RP8F 254 0,027 0,052 0,040
Faza VvV zel krzemionkowy RP18F 54 0,208 0,291 0,250
acetonitryl+wo | el krzemionkowy RP18WFps4 | 0,274 0,791 0,532
???6_ 14: V) sel kizemionkowy RP8Fzss | 0,316 0,696 0,506
Tab. 2. Wartoéci granicy oznaczalno$ci drospirenonu (LOQpros) W pg na plamke.
Faza stacjonarna : .
.stsol:)a:/f/lane' faz stosowana w postaci plytek LOQ LOQ fvr‘;i:)“éz
ruchomei ) tazy chromatograficznych w 1DROS 2DROS LOQ
) normalnym ukladzie faz DROS
(NP-TLC)
zel krzemlonkO\.A./y 60F 254 2 0,340 0,480 0,410
faza koncentracji
Faza | mieszanina zelu
acetonitryl+meta | krzemionkowego 60 i ziemi | 0,750 1,650 1,200
nol+woda okrzemkowej Fass
(15:10:25; vivlv) | zel krzemionkowy 60F 254
bez fazy koncentracji 0,232 0,510 Ui
zel krzemionkowy RP18F2s4 | 0,603 1,326 0,964
zel krzemlonkO\.A./y 60F 254 2 0,041 0,091 0,066
faza koncentracji
E " mieszanina zelu
! (f‘:ti Crwoda krzemionkowego 60 i ziemi | 0,383 0,584 0,484
(30:20: VIv) okrzemkowej Fss
zel krzemionkowy 60Fzs4 | 25, 1,120 0,927
bez fazy koncentracji
zel krzemionkowy RP18F2s4 | 0,297 0,653 0,475
zel krzermonkox.x'/y 60F 254 2 0,262 0,756 0,509
Faza Il faza koncentracji
acetonitryl+wod mieszanina zelu C o
+ lodowat krzemionkowego 60 i ziemi | 0,413 1,193 0,803
iwac; OOCV;’:W{/ okrzemkowej Fsa
(20:27:3; vivly) | 2! Krzemionkowy 60Fass 4 0,158 0,131
bez fazy koncentracji
zel krzemionkowy RP18F2s4 | 0,603 1,326 0,964
Faza stacjonarna Srednia
Sklad stosowanej | stosowana w postaci plytek LOQioros | LOQzoros | wartosé
fazy ruchomej chromatograficznych w LOQ
odwroconym ukladzie faz DROS
(RP-TLC)
Faza IV zel krzemionkowy RP18Fjs4 | 0,472 1,039 0,756
metanol+woda | 2! Krzemionkowy 0,557 0,851 0,704
(35:15; VIv) RP1BWF 54
T zel krzemionkowy RP8F 54 0,081 0,157 0,119
Faza VvV zel krzemionkowy RP18F2s4 | 0,629 0,882 0,756
acetonitryl+wod | zel krzemionkowy
a RP18WFass 0,830 2,397 1,614
(36:14; viv) zel krzemionkowy RP8F254 | 0,959 2,108 1,534
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Analiza zaprezentowanych w Tab. I wynikéw LODpros czyli $redniej warto$ci granicy
wykrywalnosci DROS uzyskanej za pomocg faz ruchomych I-III w normalnym uktadzie faz (NP-
TLC) wskazuje na to, ze parametr ten miesci si¢ w zakresie: 0,022-0,396 pg DROS na plamke.
Najnizsza wartos¢ LODpros uzyskano za pomoca ptytek pokrytych zelem krzemionkowym 60F 254
z fazg koncentracji i fazy ruchomej II zlozonej z acetonu i wody (30:20, v/v). Korzystnymi
warunkami do detekcji badanego DROS sg rowniez inne uktady chromatograficzne sktadajace sie
z ptytek pokrytych zelem krzemionkowym 60F2s4 bez fazy koncentracji oraz z fazy ruchomej Ill
(acetonitryl + woda + lodowaty kwas octowy, 20:27:3, v/viv). W tym przypadku uzyskuje si¢
LODpros=0,043 pg DROS na plamke. Zblizong do tego wartos¢ LODpros otrzymano takze
w uktadzie RP-TLC (odwroconych faz) tj. za pomoca ptytek zelowych RP8Fs4 rozwijanych za
pomocg fazy ruchomej: metanol+woda (35:15; v/v). Dodatkowo zaobserwowano, ze za pomoca tych
samych ptytek tzn. RP18F2s4 i fazy ruchomej oznaczonej w Tab. | i Il jako faza 1V oraz V uzyskano
identyczne warto$ci LODpros=0,250 pg DROS na plamke, ktore sg bardzo zblizone do wyniku
LODpros otrzymanego za pomoca ptytek RP18WFzs4 i fazy ruchomej IV (LODpros=0,232 ug DROS
na plamke). Dane LOQpros zestawione w Tab. II czyli $rednie warto$ci granicy oznaczalno$ci
badanego drospirenonu prezentuja si¢ podobnie jak wcze$niej omoOwione rezultaty granicy
wykrywalnosci - LODpros. Wynika to m.in. z faktu, ze szacowanie wartosci LOQ odbywa sig¢
W podobny sposdb tj. za pomocg zblizonej formuty do obliczania LOD, a ponadto LOQ=3xLOD.
Analizujac otrzymane wartosci LOQpros mozna stwierdzi¢, ze za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej w normalnym uktadzie faz iloSciowo mozna oznaczy¢ badany DROS w zakresie:
0,066-1,200 pg DROS na plamke. Natomiast drugi system chromatograficzny tzn. do chromatografii
faz odwroconych pozwala oznaczy¢é DROS na poziomie od 0,119-1,614 ug DROS na plamke, co
oznacza, ze jest on nieznacznie tylko mniej czuly od pierwszego do oznaczania DROS. Opublikowana
weczesniej przez Bhusari i Dhaneshwar metoda TLC do oznaczania drospirenonu i etynyloestradiolu
w postaci substancji czystej, a takze w preparacie farmaceutycznym o nazwie Yasmin umozliwia
uzyskanie granicy wykrywalnosci i oznaczalno$ci drospirenonu na poziomie LODpros=10 ng na
plamke, a LOQpros=20 ng na plamke (Bhusarii i Dhaneshwar 2012). Poréwnanie otrzymanych
W niniejszej pracy warto$ci LODpros | LOQpros z rezultatami uzyskanymi przez Bhusarii
i Dhaneshwar za pomoca ptytek pokrytych zelem krzemionkowym 60F 254 i fazy ruchomej ztozonej
Z toluenu, metanolu i amoniaku zmieszanych w stosunku objetosciowym 8:2:1 (v/v/v) w probkach
ztozonych tj. w preparacie w postaci tabletek stanowiagcym mieszaning drospirenonu
zZ etynyloestradiolem wskazuje na to, ze wsrdd licznie przetestowanych w obecnej pracy warunkoéw
chromatograficznych najbardziej zblizone do tych opisanych w cytowanej publikacji
i najkorzystniejszymi, bo $wiadczacymi o najwiekszej czuto$ci nowo opracowanej metody TLC sg
warto$ci LODpros=0,022 i odpowiednio LOQpros=0,066 pg DROS na plamke. Wynika z tego, ze
plytki pokryte Zzelem krzemionkowym 60F2s4 z fazg koncentracji oraz faza ruchoma sktadajaca si¢
z acetonu i wody (30:20, v/v) s3 najlepszymi warunkami pozwalajacymi wykry¢ i oznaczaé te
najmniejsza iloSci badanego drospirenonu w postaci probki prostej. Zaleta nowo opracowanej
procedury do ilosciowego oznaczania drospirenonu w probkach prostych jest jej nie tylko prostota
uzycia, szybko$¢, ale tez ekologiczno$¢ biorac pod uwage sktad proponowanej fazy ruchomej.
W zwiazku z tym moze ona by¢ z powodzeniem stosowana jako metoda alternatywna do kontroli
jakosci drospirenonu w jego prostych probkach.

4. Wnhnioski

Uzyskane rezultaty potwierdzity wplyw warunkow chromatograficznych na analize
drospirenonu jako substancji czystej lub odpowiednio sktadnika preparatow prostych. Na podstawie
licznie przeprowadzonych badan chromatograficznych drospirenonu z wykorzystaniem
roéznorodnych uktadow chromatograficznych, w sktad ktorych wchodzity rézne fazy ruchome
i ptytkich chromatograficzne oraz analizy otrzymanych warto$ci granicy wykrywalnosci (LODpros)
i oznaczalno$ci (LOQpros) jako parametrow wplywajacych na czulos¢ nowo opracowanej metody
TLC mozna stwierdzi¢, ze najbardziej korzystnymi warunkami do detekcji i iloSciowego oznaczania
drospirenonu sa ptytki pokryte zelem krzemionkowym z faza zat¢zania oraz faza ruchoma sktadajaca
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si¢ z acetonu i wody (30:20; v/v). Taki uktad chromatograficzny pozwala wykry¢ i oznaczy¢ badany
steroid metoda TLC w polaczeniu z densytometriag na poziomie LODpros=0,022 i odpowiednio
LOQpros=0,066 pg DROS na plamke. Zaobserwowano, ze w normalnym ukladzie faz mozna
iloSciowo oznaczy¢ badany DROS w zakresie 0,066-1,200 pg DROS na plamke¢. Natomiast
proponowane w niniejszej pracy uklady do chromatografii cienkowarstwowej w odwrdconym
uktadzie faz pozwalaja oznaczy¢ DROS na poziomie 0,119-1,614 png DROS w przeliczeniu na
plamke. Zaprezentowane w tej publikacji warunki chromatograficzne mogg znalez¢ zastosowanie do
czutego wykrywania i ilosciowego oznaczania drospirenonu w preparatach prostych lub odpowiednio
probkach biologicznych. Planowana w przysztosci kontynuacja niniejszych badan dotyczy¢ bedzie
opracowania nowych sposoboéw detekcji drospirenonu z uzyciem nowych, nieopisanych dotad
w literaturze odczynnikéw wywotujacych i ocena ich wptywu na jego wykrywalnos¢ i oznaczalnosc.

5. Podzigkowanie

Praca zostata sfinansowana przez Slaski Uniwerystet Medyczny w Katowicach, umowa nr
PCN-1-009/N/2/F.

6. Literatura

Aydogmus Z, Yilmaz EM, Yoriisiin S, Akpinar S (2015) Development of simultaneous derivative
spectrophotometric and HPLC methods for determination of 17-beta-estradiol and drospirenone
in combined dosage form. International Scholarly Research Notices: 2015:534065, DOI:
10.1155/2015/534065. eCollection 2015.

Bhusari VK, Dhaneshwar S (2012) Validated HPTLC method for simultaneous estimation of
ethinyl estradiol and drospirenone in bulk drug and formulation. Reviews in Analytical
Chemistry 31(2): 123-129.

Dworacka M, Stelmaszyk A, Domagata J (2017) Znaczenie sktadu hormonalnych $rodkéw
antykoncepcyjnych dla ich skutecznosci i tolerancji. Forum Medycyny Rodzinnej 3: 121-128.

Krattenmacher R (2000) Drospirenone: pharmacology and pharmacokinetics of a unique
progestogen. Contraception 62(1): 29-38.

Praveen C, Ranganath MK, Divakar P (2013) Method development and validation for simultaneous
estimation of ethinyl estradiol and drospirenone and forced degradation behavior by HPLC in
combined dosage form. Pharmaceutica Analytica Acta 4(5), DOI: 10.4172/2153-2435.1000231.

Rapkin AJ, Winer SA (2007) Drospirenone: a novel progestin. Expert Opinion on Pharmacotherapy,
8(7): 989-999.

Saliva Benevenuti V, Garona Galdos AA, Alves Mothe CM, Bacchi Pallastrelli M, Prado MSA,
Singh AK, Kedor-Hackmann ERM, Miritello Santoro MIR (2013) Simultaneous determination
of ethinyl estradiol and drospirenone in oral contraceptive by high performance liquid
chromatography. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences 49(3): 521-528.

Singh A, Mishra B, Sharma N, Mishra K (2014) Analytical method development and validation for
simultaneous estimation of ethinyl estradiol and drospirenone by HPLC in combined dosage
form. International Journal of Chemical and Pharmaceutical Analysis 1(3): 80-88.

Szlendak-Sauer K, Radowicki S, Skorzewska K (2009) Wplyw stosowania nowej,
niskoestrogenowej tabletki antykoncepcyjnej zawierajacej drospirenon na profil lipidowy,
gospodarke weglowodanowa i czynnos$¢ watroby. Ginekologia Polska 80: 99-102.

50|Strona



IV Seminarium Ogolnoakademickie

7. ldentyfikacja zmian konformacyjnych glikowanej albuminy w obecno$ci
kwaséw thuszczowych metodg II pochodnej widma absorpcyjnego

I fluorescencyjnego

Identification of conformational changes in glycated albumin in the presence of
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method

Szkudlarek Agnieszka

Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski
Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Szkudlarek Agnieszka: aszkudlarek@sum.edu.pl

Stowa kluczowe: glikowana albumina surowicy krwi ludzkiej; kwasy thuszczowe; metoda II pochodnej widma;
spektrofotometria i spektrofluorymetria

Streszczenie

Widma elektronowe i fluorescencyjne biatek charakteryzuja si¢ duzym wzajemnym
podobienstwem. Fakt ten powoduje konieczno$¢ uzycia w analizie tej grupy zwiazkow pochodnych
widm, czyli przedstawienia w formie graficznej warto$ci rdzniczki widma podstawowego (widma
zerowego rzedu) wzgledem dhlugosci fali badz liczby falowej. Wykreslenie pochodnych widm
pozwala na uwidocznienie niewielkich r6znic spowodowanych m.in. zmianami strukturalnymi. Dla
zilustrowania subtelnych zmian zachodzacych w Ill-rzgdowej strukturze glikowanej albuminy
surowicy krwi wywotanych obecnoscig kwasow tluszczowych (KT), dla widm absorpcyjnych
i emisyjnych glikowanej, bez (gHSAaf) i w obecnosci KT (gHSA) wykreslono druga pochodng przy
uzyciu algorytmu Savitzkiego-Golaya. Kwasy ttuszczowe indukujg modyfikacje konformacyjne
glikowanej albuminy oraz intensyfikuja proces glikacji, a analiza drugich pochodnych widm
elektronowych wskazuje najwicksze zmiany strukturalne w obrgbie wystepowania reszt
fenyloalaninylowych (Phe). Umiejscowienie reszt Phe w kazdej z VI subdomen makroczasteczki
sugeruje, iz modyfikacje strukturalne wywotane glikacjg albuminy w obecnosci KT dotycza calej
czasteczki albuminy, a nie tylko jej wyrdznionego fragmentu. Przeprowadzona analiza drugich
pochodnych widm emisyjnych wykazata nieznaczny wzrost hydrofobowosci w $rodowisku
wystepowania reszt Tyr, a znaczny wzrost hydrofilowosci okolicy reszty Trp-214 albuminy gHSA.
Zmiany
w srodowisku wystepowania reszty Trp-214 i reszt Tyr rozlokowanych m.in. w poblizu I (subdomena
I[1A) ill (subdomena IlIA) miejsca wigzania wedlug Sudlowa, spowodowane obecnoscig KT
W czasteczce glikowanej albuminy, moga istotnie wplywaé na stezenie wolnej frakcji lekow
stosowanych w terapii cukrzycy. Stad istotne moze okaza¢ si¢ monitorowanie iloSci kwasow
thuszczowych dostarczanych wraz z dieta i/lub suplementacja badz indywidualne dostosowywanie
dawek lekow, ktore wigza si¢ do albuminy.

1. Wstep

Spektroskopia pochodnej jest metoda, ktora wykazuje wieksza czuto$¢ i selektywnosc
w poréwnaniu do klasycznej spektroskopii, poniewaz warto$¢ pochodnej jest determinowana nie
tylko od wartosci absorbancji, lecz réwniez od ksztattu widma podstawowego. Podczas
rézniczkowania widma zerowego rz¢du, pasma nakladajace si¢ w widmie podstawowym, ulegaja
rozdzieleniu na wykresie pochodnej (Kus i in. 1996).

W odniesieniu do biatek, druga pochodna widma eliminuje efekt pochodzacy z rozproszenia
$wiatla, gdyz widmo UV biatka stanowi sum¢ absorpcji fizycznej i rozproszenia §wiatta. Dodatkowo,
skutecznie eliminuje spektralny udziat wigzan disiarczkowych. Druga pochodna widma pozwala
rozrozni¢ poszczegdlne chromofory albuminy. Zakres dtugosci fali 245-270nm drugiej pochodnej
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widma makroczasteczki odpowiada resztom fenyloalaninylowym (Phe), w przedziale dlugosci fal
270-310nm druga pochodna widma Phe wynosi zero. Druga pochodna widma reszt tyrozylowych
(Tyr) i reszty tryptofanylowej (Trp-214) w zakresie dtugosci fali 240—270nm jest ptaska, ale nie jest
zerowa. W zakresie od 270nm do 310nm druga pochodna widma biatka pochodzi od reszt Tyr i reszty
Trp-214. Pik drugiej pochodnej widma, ktory pochodzi jedynie od reszty Trp-214, odpowiada falom
o dlugosciach powyzej 290nm (Levine i Federici 1982). Reszty aminokwasowe o charakterze
aromatycznym wykazuja znaczne roznice w wartosciach molowych wspotczynnikéw absorpcji:
(Phe)eass = 110.6 dm® molt cm™, (Tyr)ezzs = 1330 dm® molt cm™?, (Trp)ezs: = 5620 dm3 mol* cm'?
(Mihalyi 1968), stad udzial poszczegdlnych reszt w ogodlnej absorbancji albuminy nie jest mozliwy
do okreslenia na podstawie widma zerowego rzedu.

W prezentowanej pracy, dzigki zastosowaniu metody Il pochodnej widma absorpcyjnego
i emisyjnego, okreslono wpltyw kwasow ttuszczowych (KT) na proces glikacji oraz na zmiany
konformacyjne glikowanej albuminy surowicy krwi ludzkiej, ktéra symuluje stan cukrzycy
W organizmie. Kazda zmiana konformacyjna zachodzaca w strukturze biatek spowodowana réznymi
patologiami wzbogaca wiedze dotyczaca prawidtowosci funkcjonowania zywych organizmow i jest
niezbedna do opracowania skuteczniejszych strategii leczenia.

2. Material i metody

W badaniu zastosowano: albuming surowicy krwi ludzkiej nasycong kwasami thuszczowymi
(HSA), odttuszczong (HSAx), liofilizowang, frakcja V [MP Biomedicals™ Inc, LLC, Francja]; D(-)-
fruktoze (FRC); D(+)-glukoze (GLC); NaH.PO.,H,O (dwuwodny diwodorofosforan(V) sodu);
K2HPO. (wodorofosforan(V) potasu) [POCH S.A., Polska]; azydek sodu (NaNs) [SIGMA-
ALDRICH Chemistry, Niemcy]; metanol do badan spektroskopowych [Merck KGaA, Niemcy].

Glikowang ludzka albumine surowicy krwi (gHSA) nasycona kwasami thuszczowymi (KT)
i fabrycznie odttuszczong (gHSAs«) o stezeniu 5 x 10 mol dm? otrzymano w warunkach
laboratoryjnych poprzez inkubacje¢ albuminy (HSA i HSAaf) w obecnosci mieszaniny FRC i GLC
(syrop glukozowo-fruktozowy, SGF) o stezeniu 0.05 moldm= w buforze fosforanowym (pH 7.4 +
0.1) z 0.015 mol dm NaNs. Po okresie inkubacji (21 dni, t = 37°C), w celu usuniecia niezwigzanej
FRC i GLC, roztwory albuminy glikowanej (QHSA, gHSA.s) oraz niemodyfikowanej (HSA, HSAx)
dializowano ekstensywnie wobec buforu przez taczng liczbg 24h, a nastepnie przesaczono przez filtry
membranowe o §rednicy porow 0.2um.

Badania spektrofotometryczne przeprowadzono z wykorzystaniem spektrofotometru
dwuwiagzkowego firmy JASCO, model V-530, uzywajac standardowych kuwet kwarcowych (lecm x
lem x 4cm). Widma absorpcyjne rejestrowano w zakresie dlugosci fali A = 250-500nm. Btad
aparaturowy dla dtugosci fali promieniowania A wynosi = 1nm, a dla absorbancji A = 0.004. Pomiary
spektrofluorymetryczne przeprowadzono aparatem JASCO FP-6500. Btad aparaturowy dla dtugo$ci
fali promieniowania A wynosi + 1.5nm. Pozostale parametry skanowania probek: czas odpowiedzi 2s,
szybko$¢ skanowania 100nm/min, szeroko$¢ pasma wzbudzenia/emisji 5/5nm oraz wzmocnienie
sygnatu ,,Medium”. Widma emisyjne albuminy gHSA. i gHSA rejestrowano dla dlugos$ci fali Aex =
275nm (Aem = 285-400nmM) i dex = 295nm (Aem = 305-400nm). Zamieszczone w pracy widma
fluorescencyjne korygowano ze wzgledu na rozproszenie promieniowania przez rozpuszczalnik przy
uzyciu programu Spectra Manager, a nastgpnie poddano obrobce komputerowej z uzyciem programu
OriginPro 8.5. Dla zilustrowania subtelnych zmian zachodzacych w Ill-rzgdowej strukturze
glikowanej albuminy surowicy krwi wywotanych obecnoscia kwasow tluszczowych w jej strukturze,
dla widm absorpcyjnych i emisyjnych gHSA i gHSAaf poprzez nieliniowa regresje¢ wykreslono druga
pochodng przy uzyciu cyfrowego algorytmu Savitzkiego i Golaya, stosujac wielomian II stopnia i 15
punktow widma.

3. Wyniki i dyskusja

Zarejestrowano widma absorpcyjne glikowanej albuminy surowicy krwi ludzkiej nasyconej
kwasami ttuszczowymi (JHSA) i albuminy odtluszczonej (QHSAsf) o stezeniu 5 x 105 mol dm.
Nastepnie porownano widmo absorpcyjne gHSA4 z widmem absorpcyjnym gHSA unormowanym
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arytmetycznie do widma gHSAu (QHSAmm) (Rys.1, w insercie) oraz wykreslono druga pochodna
widma absorpcyjnego albuminy gHSAu i gHSAnorm przy uzyciu algorytmu Savitzkiego-Golaya
(Rys.1, okno gtéwne).

zmiany w obrgbie zmiany w obr¢bie§

zmiany w obrgbie reszt Phe ! reszty Trp-214 | reszty Trp-214 ;
: ireszt Tyr ! :

0.00 +— : : . :

001 |

d’A/d? [a.u.]

-0.02 T T T .
260 280 300 320

Rys. 1. Okno gtéwne: druga pochodna widma absorpcyjnego albuminy gHSA. (2" gHSA,) oraz
gHSA po wcze$niejszym unormowaniu do widma gHSA.s (2" gHSAnorm); Na Wykresie zaznaczono
przedziaty dtugosci fali odpowiadajace poszczegdlnym chromoforom albuminy; w insercie: widmo
absorpcyjne gHSA.s i gHSA unormowane do widma gHSAas (QHSAnorm).

Z analizy widm elektronowych wynika, ze glikowana, nasycona kwasami thuszczowymi
albumina surowicy krwi ludzkiej (QHSA) r6zni si¢ strukturalnie wzgledem albuminy odtluszczonej
(gHSAr). Wyzsze warto$ci absorbancji zarejestrowano dla albuminy gHSA niz gHSAax w calym
badanym zakresie (A = 250-500nm, z Amax = 279nm) (Tab.l). Absorpcja promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie dtugosci fali A = 250-305nm zalezy gtownie od zawartos$ci reszt
tyrozylowych (Tyr) oraz reszty tryptofanylowej (Trp-214), natomiast w mniejszym stopniu od liczby
reszt fenyloalaninylowych (Phe) i w niewielkim stopniu od liczby wigzan disiarczkowych. Zmiany
absorbancji w regionie A = 250-270nm przypisywane sg modyfikacjom w §rodowisku reszt Phe,
region A = 270-293nm opisuje zmiany w obrebie reszty Trp-214 i reszt Tyr, natomiast obszar A =
293-305nm odpowiada prawie wylacznie zmianom w obrgbie reszty Trp-214 (Balestrieri i in. 1978).
Z kolei wyraznie widoczny na Rys.1 (w insercie) przyrost tta w regionie A = 305-500nm dla gHSAnorm
prawdopodobnie wynika z modyfikacji obszaru wystepowania reszt lizynylowych (Lys)
i arginylowych (Arg) wywotanych wigksza ilo$cig powstatych produktow glikacji (AGEs) (Schmitt
i in. 2005; Szkudlarek i in. 2020). Wicksze wartosci absorbancji albuminy gHSA niz gHSA4 (Tab.1)
moga $wiadczy¢ o wystepowaniu zmian konformacyjnych albuminy wywotanych obecno$cig
kwaséw ttuszczowych w strukturze makroczasteczki i zwickszeniu efektywnosci procesu glikacji.

Tab. 1. Wartosci absorbancji albuminy gHSA,f i gHSA o stezeniu 5 x 10°® moldm™ dla Amax = 279nm,
A =330nm, A = 360nm i A = 400nm.

ABSORBANCJA
Amax 279nmM A 330nm A 360nm A 400nm
gHSAaf 0.1490 0.0126 0.0003 0.0001
gHSA 0.2690 0.0857 0.0480 0.0247

Pomiary absorbancji albuminy gHSA.f i gHSA pozwolity na wykreslenie drugiej pochodnej
widma UV albuminy gHSA.s (2" gHSAs) oraz drugiej pochodnej unormowanego arytmetycznie
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widma UV zerowego rzedu gHSA do maksymalnej absorbancji uzyskanej dla widma zerowego rzgdu
gHSA: (2" gHSAmm) (Rys.1, okno glowne). Pierwsza pochodna dA/d\ widma jest szybkoscia
zmiany absorbancji (A) nastepujacej ze zmiang dtugosci fali (A). Druga pochodna d?A/d)? to szybko$¢
z jaka nastepuje ta zmiana (Ku$ i in. 1996; Karpinska 2004). Analiza 2" gHSAu i 2" gHSAnorm
wykazata najwicksze zmiany w otoczeniu 31 reszt Phe ulokowanych we wszystkich sze$ciu
subdomenach albuminy. Ponadto zaobserwowano zmiany w okolicy wystepowania reszty Trp-214
(subdomena I1A) i 18 reszt Tyr (subdomena IA, 1A, LA, IB i lIB) (Rys.1, okno glowne). Wynika to
z faktu, iz zmiany konformacyjne indukowane obecno$cig kwasoéw tluszczowych w glikowanej
albuminie prawdopodobnie obejmuja catos¢ struktury makroczasteczki, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do modyfikacji funkcji fizjologicznych pelnionych przez albuming. Podobne zaleznosci
zaobserwowali Macigzek-Jurczyk i wsp. w badaniach nad wplywem stresu oksydacyjnego na ludzka
albuming surowicy krwi. Na podstawie widm absorpcyjnych autorzy stwierdzili, ze oksydacja
albuminy przez chloraming T wptywa na modyfikacje jej struktury w sSrodowisku reszt Phe,
rozmieszczonych w catej konformacji albuminy, reszt Tyr i/lub reszty Trp-214 (Macigzek-Jurczyk
i in. 2021).

Do okreslenia wplywu kwasow thuszczowych na zmiany konformacyjne glikowanej
albuminy wykorzystano réwniez technike spektrofluorymetrii. Promieniowanie o dtugosci fali dex =
275nm pozwala na obserwacje fluorescencji okreslonych fluoroforéw albuminy — reszty Trp-214
i reszt Tyr. Natomiast promieniowanie o dlugos$ci fali Aex = 295nm wzbudza fluorescencje glownie
reszty Trp-214 (Lakowicz 2006; Szkudlarek i in. 2020). Rys.2 przedstawia widmo emisyjne albuminy
gHSA.s | unormowane arytmetycznie do widma gHSAa widmo emisyjne albuminy gHSA (gHSAnorm)
oraz ich drugie pochodne (2" gHSA.s, 2™ gHSAnerm) dla dtugosci fali Aex = 275nm (Rys.2a) i hex =
295nm (Rys.2b) (w insercie Rys.2a i b umieszczono 2™ gHSAf i 2" gHSAnorm dla zakresu A = 370—
400nm).

Zaréwno dla Aex = 275nm, jak i dex = 295nm wykazano zmiany w przebiegu drugich
pochodnych albuminy gHSAs wzgledem albuminy gHSAnom (RYs.2). W Tabeli Il umieszczono
wyznaczone metoda ,,pik do piku” warto$ci empirycznego parametru H (relative peak composition)
dla 2" gHSA.f i 2" gHSAnorm oraz dhugoéei fali dla minimum (Amin) i dla maksimum (Amax) piku
w danym obszarze. Dla dex = 275nm parametr Hazsnm jest roznicag drugiej pochodnej widma miedzy
warto$cig bezwzgledng minimum i maksimum ponizej dtugosci fali A = 320nm, natomiast dla Aex =
295nm parametr Hagsnm obliczany jest jako réznica migdzy minimum a maksimum w zakresie
diugoéci fali A = 370-400nm (Kumar i in. 2005; Mozo-Villarias 2002). Zwigkszenie wartosci
parametru H wskazuje na wzrost hydrofobowosci, a jego zmniejszenie — na wzrost hydrofilowosci
otoczenia wystepowania reszt Tyr lub reszty Trp-214.

Tab.2 Wartosci parametru H oraz dtugosci fali dla minimum (Amin) i dla maksimum (Amax) przebiegu
drugiej pochodnej gHSAas | gHSAnorm W 0dpowiednim obszarze, ex = 275nM i hex = 295nm.

H275nm Amin [NmM] Amax [nmM] H295nm Amin [NmM] Amax [NM]
2" gHS A 2.633 301 289 0.304 395 376
2" gHSAnorm 2.799 300 289 0.052 396 386

Niewielkie roznice w warto$ciach parametru Hazsnm dla gHSAaf i gHS A sugeruja nieznaczne
zwiekszenie hydrofobowos$ci srodowiska w okolicy wystepowania reszt Tyr glikowanej alouminy
w obecno$ci kwasow ttuszczowych. Z kolei znaczna réznica w warto$ci parametru Hagsnm Wskazuje
na istotne zwickszenie hydrofilowosci w Srodowisku wystepowania reszty Trp-214 albuminy gHSA
wzgledem gHS A4 (Tab.2).
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Rys. 2. Okno gtéwne: emisyjne widmo fluorescencyjne gHS A4 i znormalizowane do widma gHS A
emisyjne widmo albuminy gHSA (gHSAnom) oraz ich drugie pochodne (2" gHSAs, 2" gHSAnorm);
w insercie: drugie pochodne widma gHSAf i gHSAnorm (2" gHS A, 2™ gHSAnorm) W zakresie A =
370-400nm; a) dex = 275nm, b) dex = 295nm.

0

4. Wnhnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski: (i) kwasy
tluszczowe (KT) indukuja modyfikacje konformacyjne glikowanej albuminy oraz intensyfikuja
proces glikacji, a analiza drugich pochodnych widm elektronowych potwierdza zmiany w obszarze
wystepowania reszt fenyloalaninylowych (Phe, rozmieszczonych we wszystkich subdomenach
albuminy), reszty tryptofanylowej (Trp-214, zlokalizowanej w subdomenie 11A) i reszt tyrozylowych
(Tyr, obecnych w subdomenach 1A, 1A, IB i IIB albuminy); (ii) analiza widm emisyjnych oraz ich
drugich pochodnych wykazata nieznaczny wzrost hydrofobowosci otoczenia reszt Tyr, a znaczny
wzrost hydrofilowosci okolicy reszty Trp-214 glikowanej w obecnosci kwasow tluszczowych
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albuminy; (iii) zmiany srodowiska zachodzace w obrebie Trp-214 oraz reszt Tyr rozlokowanych m.in.
w poblizu | (subdomena I1A) i Il (subdomena I11A) miejsca wigzania lekow zgodnie z nomenklatura
Sudlowa, wywotane obecno$cia KT w czasteczee glikowanej albuminy, mogg istotnie wplywaé na
poziom wolnej frakcji lekow stosowanych w terapii 0sob cierpigcych na cukrzyce. W zwiazku z tym,
konieczna moze by¢ kontrola ilosci KT dostarczanych wraz z dietg i/lub suplementacja badz
personalizacja dawek lekow wigzacych sie do albuminy.

Praca zrealizowana ze $rodkéw finansowych umowy realizowanej przez Mtodego Naukowca nr:
PCN-2-012/K/1/F i PCN-2-013/K/2/F.
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8. Kwasy tluszczowe jako inhibitory produktéow glikacji albuminy surowicy

krwi ludzkiej
Fatty acids as inhibitors of glycation products of human serum albumin

Szkudlarek Agnieszka

Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski
Uniwersytet Medyczny w Katowicach
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Stowa kluczowe: AGEs, inhibitory glikacji, HSA, kwasy tluszczowe, spektrofluorymetria

Streszczenie

Jednym z procesow powodujacych utrate pierwotnych wiasciwosci albuminy surowicy krwi
ludzkiej (HSA) jest nasilona w stanie hiperglikemii glikacja. Zwigzki powstate w koficowym etapie
tego procesu, tzw. koncowe produkty zaawansowanej glikacji (AGES) — odgrywaja dominujaca role
w rozwoju przewlektych powiktan cukrzycowych o charakterze mikro- i makroangiopatii, czy tez
proceséw degeneracyjnych zwigzanych z wiekiem. Wobec spostrzezen sugerujacych udziat AGEs
W etiopatogenezie wielu chorob, zahamowanie tworzenia AGEs poprzez zastosowanie inhibitorow
jest obiecujacym celem terapeutycznym. Wykorzystujac technike spektroskopii fluorescencyjnej
zbadano wptyw kwasow tluszczowych na powstawanie AGES. Analizie poddano fluorescencyjne
widma emisyjne, synchroniczne oraz wzbudzeniowe produktow glikacji albuminy fruktoza
(QHSArrRc) (zawierajacej kwasy tluszczowe) oraz widma fluorescencyjne AGEs obecnych w probee
kontrolnej, ktorg stanowit handlowy preparat biatka (HSA). Ponadto stosujac identyczne parametry
widmowania zarejestrowano fluorescencj¢ AGEs albuminy pozbawionej kwasow tluszczowych —
fabrycznie odttuszczonej ((af)HSA, (af)gHSArrc). Jak wykazano, glikacja albuminy (af)HSA
przebiega silniej w poréwnaniu do albuminy zawierajacej kwasy ttuszczowe (HSA). Przedstawione
w pracy wyniki jednoznacznie wskazujg, ze kwasy tluszczowe hamujg tworzenie si¢ koncowych
produktow glikacji albuminy, mozna wigc twierdzi¢, ze wykazuja charakter inhibitora glikacji biatek.
Zwickszenie ilosci kwasow thuszczowych dostarczanych do organizmu wraz z dieta badz w postaci
suplementdw moze zmniejszy¢ czgstos¢ wystepowania lub/i nasilenie powiktan w przebiegu m.in.
nefropatii, neuropatii, retinopatii czy choroby Alzheimera.

1. Wstep

Akumulacja zaawansowanych, koncowych produktow glikacji (AGES) in vivo, ktore
powstaja w ostatnim etapie glikacji biatek, odgrywa dominujaca role w rozwoju przewlektych
powiktan cukrzycowych o charakterze mikro- i makroangiopatii oraz w procesie starzenia si¢
organizmu (Vlassara i in. 1994). AGEs stanowia heterogenng mieszaning zwigzkow o roznych
masach czasteczkowych i charakterystycznych whasciwosciach. Niektore z nich wykazuja zdolnos¢
do absorpcji i fluorescencji, a takze posiadaja mozliwo$¢ tworzenia wigzan poprzecznych miedzy
biatkami (Warwas i in. 2010; Nawale i in. 2006). W organizmie, catkowita pule AGEs stanowia
zardbwno endogenne zwigzki powstajagce wewnatrz, jak i na zewnatrz komorek (pre-melanoidyny)
oraz egzogenne AGEs znane jako MRP (Maillard Reaction Products), ktore pochodza z pokarmu lub
uzywek (melanoidyny) (Uribarri i in. 2010). Ponadto koncowe produkty glikacji mozna otrzymac nie
tylko na drodze nieenzymatycznej reakcji Maillarda, ale rowniez w szlaku poliolowym i na skutek
peroksydacji lipidow (Sharat i Atanu Singha 2022) (Rys.1).

W warunkach homeostazy znaczna ilo$¢ produktow glikacji ulega degradacji i usunigciu
z organizmu, natomiast w stanie hiperglikemii nasilona glikacja przyczynia si¢ do akumulacji AGEs
w ustroju uposledzajac roézne wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne m.in. albuminy surowicy
krwi ludzkiej (HSA). Albumina jako glowne biatko nos$nikowe transportuje do tkanek organizmu
wiele egzo- i endogennych zwigzkow, w tym kwasoéw ttuszczowych (KT). KT pelnia w organizmie
istotne funkcje, m.in. s3 wykorzystywane jako substraty energetyczne w procesie B-oksydacji,

57|Strona


mailto:aszkudlarek@sum.edu.pl

Metody fizykochemiczne w badaniach naukowych

stanowia element budulcowy fosfolipidow, z ktérych tworzone sg blony biologiczne, sa tez
prekursorami tak waznych mediatoréw biologicznych jak prostaglandyny, leukotrieny i tromboksany
(Berk i Stump 1999). W czasteczce albuminy istnicje dziewig¢ miejsc wiazacych KT, ktore
rozmieszczone s3 w sposob asymetryczny i obejmuja wszystkie sze$§¢ subdomen makroczasteczki.
Najwigksze powinowactwo do kwaséw thuszczowych wykazuja miejsca oznaczone jako FA2, FA4
i FA5 (Simard i in. 2006) (Rys.2).

OH OH

Ho/\n/\/k/
/ O OH
OH

OH
\H\/ oH FRUKTOZA
OH
SORBITOL

o OH

| AUTOOKSYDACJA !
45 —) — == AGEs
0
CUKIER REDUKUJACY NH,
+ OKSOALDEHYD /
Nk

o
ZN

HO PRODUKT AMADORIEGO
ZASADA SCHIFFA

PEROKSYDACJA LIPIDOW

Rys.1. Schemat glikacji biatek z utworzeniem koncowych produktow zaawansowanej glikacji AGES
(Sharat i Atanu Singha 2022).
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Rys. 2. Trojwymiarowa struktura ludzkiej albuminy surowicy krwi (HSA) z wyrdznieniem | i Il

miejsca wigzania wedlug nomenklatury Sudlowa oraz z miejscami wigzania kwasow tluszczowych
(FA1-FA9) (Szkudlarek i in. 2022).

Wiele badan potwierdza, ze obecnos¢ KT istotnie wptywa na proces wigzania lekoéw przez
albuming, szczeg6lnie lekdw o duzym powinowactwie do makroczasteczki. Kwasy tluszczowe moga
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wspotzawodniczy¢ o miejsce wigzania w czgsteczce HSA badz oddziatywaé kooperacyjnie z lekami
(Bhattacharya i in. 2000).

Majac na uwadze spostrzezenia wskazujgce na role AGEs w etiopatogenezie wielu choréb,
zahamowanie powstawania AGES przy uzyciu inhibitorow glikacji stanowi obiecujacy cel
terapeutyczny. W zwiazku z tym, celem niniejszej pracy bylo zbadanie czy obecnos$¢ kwasow
thuszczowych w strukturze albuminy surowicy krwi ludzkiej moze wptywac na proces glikacji tej
makroczasteczki oraz, co za tym idzie, na tworzenie zaawansowanych produktow glikacji AGESs.

2. Material i metody

W badaniu zastosowano: albuming surowicy krwi ludzkiej nasycong kwasami ttuszczowymi
(HSA), odttuszczong ((af)HSA), liofilizowang, frakcja V [MP Biomedicals™ Inc, LLC, Francja]; D(-
)-fruktoze (FRC); Tris (hydroksymetylo)aminometan (TRIS) i kwas solny (0.1 mol dm=3, HCI)
[POCH S.A., Polska]; azydek sodu (NaNs) [SIGMA-ALDRICH Chemistry, Niemcy]; metanol do
badan spektroskopowych [Merck KGaA, Niemcy].

Glikowang ludzka albuming surowicy krwi (gHSArrc) nasycong kwasami thuszczowymi
(KT) i fabrycznie odttuszczong ((af)gHSArrc) o stezeniu 5 x 10 mol dm otrzymano w warunkach
laboratoryjnych poprzez inkubacje HSA i (af)HSA z FRC o stezeniu 0.05 mol dm w buforze TRIS-
HCI (pH 7.4 +0.1) w obecnosci 0.015 mol dm™ NaNs. Po okresie inkubacji (21 dni, t = 37°C), w celu
usuniecia niezwigzanej FRC, roztwory albuminy glikowanej (gHSArrc, (af)gHSArrc) oraz
niemodyfikowanej (HSA, (af)HSA) dializowano ekstensywnie wobec buforu TRIS-HCI przez taczna
liczbe 24h.

Fluorescencyjne widma emisyjne, synchroniczne i wzbudzeniowe AGES obecnych w HSA,
(af)HSA i powstatych w gHSArrc, (af)gHSArrc zarejestrowano spektrofluorymetrem JASCO FP-
6500 z uzyciem standardowych kuwet kwarcowych (lcm x lecm x 4cm). Fluorescencje AGES
wzbudzano promieniowaniem o dlugosci fali Aex 335nm, dex 370nm i Aex 485nm, a rejestrowano
w zakresie odpowiednio 390-500nm i 500-580nm. Synchronicznie fluorescencj¢ AGEs wzbudzano
dtugo$ciami fali z przedziatu Aex 320-440nm i rejestrowano w przedziale 360—-480nm, co odpowiada
AN 40nm. Widma wzbudzeniowe AGEs otrzymano przez napromieniowanie badanych probek
dlugosciami fali z zakresu Aex 315-400nm. Emisj¢ fluorescencji AGEs rejestrowano dla ustalonej
dtugosci fali Aem 430nm. Zamieszczone w pracy widma fluorescencyjne korygowano ze wzgledu na
rozproszenie promieniowania przez rozpuszczalnik przy uzyciu programu Spectra Manager,
a nastepnie poddano obréobee komputerowej z uzyciem programu OriginPro 8.5.

3. Wyniki i dyskusja

Rys.3a-c przedstawia emisyjne widma fluorescencyjne produktow glikacji (AGES)
glikowanej (gHSArrc, (af)gHSArrc) i niemodyfikowanej (HSA, (af)HSA) ludzkiej albuminy
surowicy krwi. Fluorescencje AGEs wzbudzano dtugoscia fali dex 335nm (Rys.3a), hex 370nm (RYys.
3b) i Aex 485nm (Rys.3c).

Dla wyeksponowania zaobserwowanych zmian intensywnosci fluorescencji AGES
(af)gHSArrc | gHSARRc, dla trzech dlugosci fali wzbudzajacej dex 335nm (Rys.3a), dex 370nm
(Rys.3b), Aex 485nm (Rys.3c) wyliczono ilorazy fluorescencji produktow glikacji FangHsa/FanHsa
i Fgnsa/Frsa w maksimum ich emisji. Dla alouminy wolnej od kwasow ttuszczowych (KT) iloraz
intensywnosci fluorescencji AGEs (af)gHSAgrrc i (af)HSA wynidst: 6.32 (hex 335nm), 5.51 (Aex
370nm) i 2.51 (hex 485nm), natomiast dla albuminy zawierajacej KT byt rowny: 1.85 (Aex 335nm),
1.87 (Aex 370nm) i 1.10 (Aex 485nm). Jak wykazano, glikacja albuminy (af)HSA pozbawionej KT
przebiega silniej w poréwnaniu do HSA zawierajacej KT. Wyznaczony iloraz fluorescencji AGEs
FanghsalF @nrsa W maksimum emisji jest ~ 3.5-krotnie wigkszy dla albuminy odtluszczonej niz iloraz
fluorescencji AGES Fgrsa/Frsa otrzymany dla albuminy zawierajacej KT (Rys.3a). Zastosowanie
promieniowania o dlugosci fali z przedziatu 320-335nm oraz 325-335nm powoduje wzbudzenie
odpowiednio argipirymidyny i pentozydyny. Argpirymidyna i pentozydyna — AGEs, ktore wykazuja
wilasciwosci fluorescencyjne, powstaja w wyniku modyfikacji biatek metyloglioksalem (MG)
poprzez angazowanie reszty argininylowej (Arg) makromolekuty. Argpirymidyna emituje
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fluorescencj¢ o dlugosci fali Aem ~ 400nm, podczas gdy pentozydyna emituje fluorescencje o dlugosci
fali Aem 375-385nm (Kessel i in. 2002).
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Rys. 3. Emisyjne widma fluorescencji produktow glikacji (AGESs) ludzkiej albuminy surowicy krwi,
odttuszczonej ((af)HSA, (af)gHSArrc) | nasyconej kwasami thuszczowymi (HSA, gHSAFrc) @) dex
335nm, b) dex 370NM, ¢) hex 485nm, [HSA, (af)HSA, gHSARrc, (af)gHSArRc] 5 x 106 mol dm3; t =
37°C.

Wzbudzone w niniejszej pracy promieniowaniem o dlugosci fali Aex 335nm AGEs albuminy
HSA i gHSArrc oraz (af)HSA i (af)gHSArrc (Rys.3a) nie wykazuja fluorescencji typowej dla
pentozydyny i argpirymidyny. Fluorescencja AGEs o dlugos$ci fali Aem 420nm i Aem 425nm sugeruje
tworzenie si¢ pentozydyny i argpirymidyny w glikowanych biatkach, ale takze wskazuje na obecnos¢
dodatkowych fluoroforéw ze wzgledu na przesunigcie maksimum fluorescencji w kierunku
dhugofalowym wzgledem emisji fluorescencji pentozydyny i argpirymidyny opisanej przez Kessel i
wsp. (Kessel i in. 2002). Wzbudzenie dtugoscig fali Aex 370nm HSA glikowanej FRC powoduje emisje
fluorescencji AGEs o dlugosci fali Aem ~ 440nm (Rys.3b). Podobne wyniki otrzymali Vetter i Indurthi
badajac roztwory albuminy wolowej modyfikowanej metyloglioksalem i glukozg (Aex 365nm), a takze
Schmitt i wsp. badajac HSA modyfikowang glukoza, metyloglioksalem i gliceraldehydem (Aex
360nm) (Vetter i Indurthi 2011; Schmitt i in. 2005). Schmitt i wsp. wzbudzali ponadto dtugoscig fali
hex 485nm rejestrujac maksimum fluorescencji AGEs w okolicy Aem 530nm. Naukowcy stwierdzili,
ze czynnikiem sprzyjajacym prowadzeniu pomiaréw dla dtugosci fali powyzej dex 450nm jest brak
zaktocen w postaci absorpcji przez inne fluorofory obecne w probee. Wedtug autorow fluorescencja
z maksimum emisji dla Aem 440nm i Aem 530nm wydaje si¢ by¢é wskaznikiem modyfikacji reszt
argininylowych. Podczas doswiadczenia prowadzonego w prezentowanej pracy wzbudzenie
dlugoscia fali Aex 485nm spowodowato wzrost fluorescencji AGEs w maksimum emisji Aem ~ 540nm
0 70% tylko dla (af)gHSArrc (Rys.3c), co moze wskazywac na jej modyfikacje strukturalne w okolicy
wystepowania reszty Arg-10, Arg-98, Arg-160 i Arg-209 (Zoellner i in. 2001).

Na Rys.4 przedstawiono synchroniczne (Rys.4a) i wzbudzeniowe (Rys.4b) widma
fluorescencyjne AGEs powstate w glikowanej (af)gHSArrc | gHSArrc, a takze obecne
w niemodyfikowanej albuminie (af)HSA, HSA.
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Rys. 4. Fluorescencja produktow glikacji (AGEs) odtluszczonej ((af)HSAgrc, (af)HSA) i nasyconej
(gHSAErc, HSA) kwasami ttuszczowymi albuminy surowicy krwi o stezeniu 5 x 10 mol dm a)
widma synchroniczne, AL 40nm, b) widma wzbudzeniowe, Aem 430nm.

Po 21 dniach inkubacji roztworéw albuminy w statej temperaturze, zarejestrowano znaczne
roznice w intensywnosci fluorescencji AGEs powstatych w roztworach odttuszczonej ((af)gHS Arrc)
i nasyconej kwasami thuszczowymi (gHSArrc) albuminy (Rys.4ab). Fluorescencja produktow
glikacji (af)gHSAerc zarejestrowana w trybie synchronicznym (Rys.4a) oraz w trybie
wzbudzeniowym (Rys.4b) wzrosta odpowiednio 3.5-krotnie i 3-krotnie wzgledem intensywnosci
fluorescencji AGEs gHSAgrc. Ponadto fluorescencja AGEs (af)gHSArrc zarejestrowana w trybie
synchronicznym wzrosta 5.5-krotnie wzgledem intensywnosci fluorescencji AGEs obecnych
w niemodyfikowanej (af)HSA. Glikacja albuminy nasyconej kwasami ttuszczowymi spowodowata
tylko 1.6-krotny wzrost fluorescencji oraz przesunigcie maksimum emisji AGEs o 6 nm w stron¢
dtugofalowa w poréwnaniu do potozenia maksimum emisji fluorescencji AGEs nieglikowanej HSA
(Rys.4a). Dla widm wzbudzeniowych, ilorazy intensywnosci fluorescencji AGEs Fnghsa/F@anHsa
i Fgusa/Frsa w maksimum emisji wynosza odpowiednio 5.42 i 1.82 (Rys.4b). Znaczny wzrost
intensywnosci fluorescencji AGEs albuminy pozbawionej kwasow tluszczowych moze wynikaé
z faktu, iz czynnikiem silnie wpltywajacym na szybko$§¢ glikacji makroczasteczki jest dostepnosé
grupy g-aminowej reszt lizyny (glownie Lys-525), ktore w warunkach in vitro prawdopodobnie
przystonigte sg przez czasteczki kwasu thuszczowego, przez co nie ulegaja glikacji (Garlick i Mazer
1983).

4. Wnhnioski

Przedstawione w pracy wyniki jednoznacznie wskazuja, ze kwasy tluszczowe hamuja
tworzenie si¢ koncowych produktoéw glikacji albuminy, mozna wigc twierdzi¢, ze wykazuja charakter
inhibitora nieenzymatycznej glikacji biatek. Zwickszenie ilosci kwasoéw thuszczowych dostarczanych
do organizmu wraz z dieta badZ w postaci suplementdOw moze zmniejszy¢ czesto$¢ wystepowania
lub/i nasilenie powiktan w przebiegu m.in. nefropatii, neuropatii, retinopatii czy choroby Alzheimera.

Praca zrealizowana ze $rodkow finansowych umowy realizowanej przez Mlodego Naukowca nr:
PCN-2-012/K/1/F i PCN-2-013/K/2/F.
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9. Fizykochemiczne i biomedyczne wlasciwosci cytochromu P450
Physicochemical and biomedical properties of cytochrome P450
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Stowa kluczowe: CYP, metabolizm, steroidogeneza, wielonienasycone kwasy thuszczowe.

Streszczenie

Cytochrom P450 (CYP) jest nadrodzing enzymoéw kodowanych przez geny CYP. Enzymy
zawieraja hem jako kofaktor. CYP w komorkach eukariotycznych ma mase czasteczkowa 50 — 55
kDa i forme biatka blonowego wystepujacego w retikulum endoplazmatycznym oraz w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Hemoproteiny te wykazuja aktywno$¢ monooksygenazowa odgrywajac
kluczowa role w detoksykacji ksenobiotykow, metabolizmie komérkowym i homeostazie. Po
zwigzaniu in vitro z tlenkiem wegla wigkszo$¢ z nich wykazuje maksimum absorpcji $wiatta przy
dtugosci fali rownej 450 nm w stanie zredukowanym, skad pochodzi ich nazwa P450 (pigment
absorbujacy dtugos¢ fali 450 nm). Enzym ten jest inaktywowany przez cyjanki oraz tlenek wegla.
Aktywnos¢ CYP mozna oznaczaé spektrofotometrycznie. Zdolno$¢ do hamowania i indukowania
uktadu enzymatycznego CYP maja nie tylko leki, ale rowniez chemioterapeutyki, ziota, Zywnosc,
ksenobiotyki $rodowiskowe i wiele innych. Analizy in silico pozwolity na identyfikacje kilku
mikroRNA regulujacych CYP. Polimorfizmy genetyczne i zmiany epigenetyczne w genach CYP
odpowiedzialne sa za miedzyosobnicze i miedzyetniczne zréznicowanie podatnos$ci na choroby
i skuteczno$¢ terapeutyczng lekow. Enzymy cytochromu P450 odgrywaja wazna role w syntezie
hormonow steroidowych (steroidogeneza) i biorg udzial w metabolizowaniu wielonienasyconych
kwasow thuszczowych i wielu innych zwigzkow. Znaczenie biomedyczne tych czasteczek oparte jest
na metabolizmie lekow i ksenobiotykow oraz roli biomarkerow w wielu chorobach.

1. Wprowadzenie

Cytochrom P450 (CYP) to nadrodzina enzymow zidentyfikowanych we wszystkich
krolestwach: zwierzat, roslin, grzybow, bakterii, wirusow i innych. Enzymy te odpowiedzialne sg za
biosyntezg i metabolizm, za katalizowanie reakcji utleniania w organizmach zywych. Biatka te sa
obecne u organizméw prokariotycznych i eukariotycznych, a u ssakow sa szczeg6lnie wazne dla
biosyntezy i metabolizmu duzej liczby zwigzkéw endogennych (cholesterolu, hormonow, kwasow
thuszczowych, witamin) i egzogennych (lekdéw, rozpuszczalnikow, pestycydéw i innych zwigzkow
chemicznych oraz toksycznych metabolitéw, np. bilirubiny). Dlatego doglebne poznanie ich
wlasciwosci fizykochemicznych i biomedycznych moze pozwoli¢ na lepsze ich zrozumienie.

2. Fizykochemiczne wlasciwosci cytochromu P450

Cytochrom P450 (CYP) jest rodzing enzymow zawierajacych hem jako kofaktor, tak wigc
nazywane sa hemoproteinami. Centrum aktywne cytochromu P450 zawiera zelazo w ukladzie
hemowym. Zelazo jest zwigzane z biatkiem poprzez ligand tiolanowy cysteiny. Cysteina i flankujace
reszty sa wysoce konserwatywne w P450. CYP w komdrkach eukariotycznych wystgpuje w formie
biatka btonowego w retikulum endoplazmatycznym i wewngtrznej blonie mitochondrialne;j,
wykazujgc mase czgsteczkowg 50-100 kDa (Manikandan i Nagini 2018). Hemoproteiny te wykazuja
rowniez aktywno$¢ monooksygenazowa odgrywajac kluczowa role w detoksykacji ksenobiotykdw,
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metabolizmie komérkowym i homeostazie. Nazwa P450 pochodzi od wigzania tego biatka in vitro
z tlenkiem wegla i wykazywania maksimum absorpcji promieniowania przy dlugosci fali rownej 450
nm w stanie zredukowanym (pigment absorbujacy A 450 nm), przez co mozna oznaczaé jego
aktywno$¢ spektrofotometrycznie. Cytochrom P450 wykazuje silng inaktywacje przez cyjanki oraz
tlenek wegla blokujac miejsca aktywne tego enzymu (Zhao i in. 2021). W miejscu jego wystepowania,
czyli w btonach retikulum endoplazmatycznego elektrony sa przekazywane bezposrednio z NADPH
na cytochrom, przy udziale kompleksu reduktazy NADPH-cytochrom P450 bedacego flawoproteina,
zakotwiczong w jednej warstwie btony tancuchem hydrofobowym. Natomiast, przy przekazywaniu
drugiego elektronu w cyklu moze bra¢ udziat cytochrom b5 i reduktaza cytochrom b5 — cytochrom
P450, bedaca flawoproteing. Natomiast w wewngtrznej btonie mitochondrialnej, elektrony z NADPH
na cytochrom P450 przekazywane sg poprzez zewng¢trzne biatka - reduktaz¢ NADPH-adrenodoksyna
iadrenodoksyne. (Manikandan i Nagini 2018; Zhao i in. 2021; Machalz i in. 2021). Charakterystyczne
wlasciwosci spektralne P450 sa widoczne podczas wigzania z nim substratow, a mianowicie wzrasta
absorbancja przy A 390 nm i spada przy A 420 nm, co mozna ustali¢ wykonujgc tzw. widmo réznicowe
typu I, natomiast w przypadku substratow wigzacych si¢ bezposrednio z zelazem hemowym widmo
roznicowe typu II (maksimum przy 430 nm i minimum przy 390 nm). W przypadku stabilnych
kompleksow substrat enzym reakcja daje klasyczne widmo réznicowe CO z maksimum przy 450 nm,
ktéra hamuje dziatanie tlenku wegla (uzyskiwanego na drodze reakcji chemicznej). W zaleznosci od
rodzaju CYP moze r6zni¢ si¢_dziatanie hamujace tlenku wegla (Ortiz de Montellano 2005).

Wiele zwigzkow chemicznych, ktore ulegaja biotransformacji przy udziale cytochromu P450
do reaktywnych form przejSciowych, determinuje lub nasila ich mutagenne lub rakotworcze
dziatanie, prowadzac do dysfunkcji komorki, a w konsekwencji rowniez do kancerogenezy.
Przyktadem moze by¢ niekancerogenny benzo(a)piren (sktadnik dymu papierosowego, dymow
przemystowych, spalin, zwgglonego migsa), ktorego hydroksylowe pochodne sa silnie kancerogenne
(Guengerich 2017).

Poszczegdlne izoenzymy CYP moga by¢ transkrypcyjnie aktywowane przez rdzne
ksenobiotyki (leki, kancerogeny oraz zwiazki zanieczyszczajace srodowisko) i substraty endogenne
(nienasycone i nasycone kwasy tluszczowe, eikozanoidy, sterole, steroidy, witaminy) poprzez
mechanizmy zalezne od receptora AhR (indukuje on ekspresje ludzkich CYP1A1l, CYP1A2
i CYP1B1) i wielu innych (PXR receptor pregnanu X, CAR konstytutywny receptor androstanu, RXR
receptor retinoidu X, VDR receptor witaminy D, RAR receptor kwasu retinowego, GR receptor
glikokortykoidow). Ligandami AhR s3a glownie dioksyny, wielopierScieniowe weglowodory
aromatyczne (benzopiren) i polichlorowane bifenyle, ktére jako kancerogeny moga powodowaé
wigkszy stopien uszkodzen DNA u osobnikow z podwyzszonym poziomem CYP1A. Natomiast PXR,
jak 1 CAR sa czynnikami transkrypcyjnymi bioracymi udziat w regulacji ekspresji izoform
cytochromu P450, szczegodlnie z podrodziny CYP3A (Manikandan i Nagini 2018). 1zoenzymy CYP
ulegaja specyficznej tkankowej ekspresji tworzac zrdéznicowany profil enzyméw CYP
W poszczegodlnych tkankach i narzadach.

[zoenzymy cytochroméw P450 naleza do 18 rodzin i 43 podrodzin, i s3 kodowane sa przez
57 gendéw CYP i 58 pseudogendw. Liczba po skrocie oznacza rodzing genow, wielka litera wskazuje
podrodzing i kolejna cyfra indywidualny gen (geny pisze si¢ kursywa). Geny CYP wykazuja wysoki
stopien zmiennosci migdzyosobnicze] regulowanej przez rézne mechanizmy genetyczne,
niegenetyczne i epigenetyczne, w tym mikroRNA (Jin i Zhong 2023; Caudle i in. 2020; Manikandan
i Nagini 2018; Rieger i in. 2013). Podlegaja one zjawisku polimorfizmu genetycznego polegajacemu
na wystepowaniu w danej populacji dwdch lub wigcej form danego genu co w sposdb wyrazny
wptywa na wlasciwosci produktu danego genu. Powszechng przyczyng zmiany struktury DNA sa
mutacje punktowe tzw. SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism), polegajace na zmianie jednego
lub kilku nukleotydéw w tancuchu DNA, co prowadzi do powstania réznych alleli okre§lonego genu
i w konsekwencji zréznicowanej aktywnosci enzymu (He i Feng 2015). Wszystkie kluczowe dla
biotransformacji lekow izoenzymy cytochromu P450, tj. CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1 oraz CYP3A4, wystgpuja w kilku odmianach polimorficznych. Jednym z najlepiej
poznanych jest polimorfizm izoenzymu CYP2D6. Znaleziono okolo 140 réznych odmian
polimorficznych tego enzymu (Caudle i in. 2020).
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Miegdzyosobnicze zmiany metabolizmu lekow za posrednictwem CYP moga zachodzié
w nastepujgcych przypadkach: ontogenezy, gdy zmiany rozwojowe ekspresji CYP powstaly
U osobnikow od noworodkéw do dorostych, zwigkszonej aktywnosci enzymow CYP wywotanej
leczeniem farmakologicznym, zwickszonej aktywnosci enzyméw CYP w wieku dorostym
wywotanym leczeniem farmakologicznym w wieku noworodkowym oraz zmniejszonej aktywnosci
enzyméw CYP u 0s6b z polekowym uszkodzeniem watroby (Jin i Zhong 2023). Badania Kliniczne
pozwolity na identyfikacj¢ kilku mikroRNA regulujacych CYPy, a mianowicie dla CYP1A1 np. miR-
132, miR-142-3p, miR-21, CYP2A6 np. miR-142-3p, miR-21, CYP2C19 np. miR-130b, miR-185,
miR-34a i CYP2EL np. miR-10a, let-7g, miR-200c, ktore moga by¢ przyczyna negatywnych zmian
poziomu bialka i/lub jego aktywnosci (Rieger i in. 2013).

3. Biomedyczne wlasciwosci cytochromu P450

Enzymy P450 metabolizuja wiele tysigcy endogennych i1 egzogennych substancji
chemicznych w organizmie ludzkim. Niektore z nich metabolizujg tylko jeden substrat, tak jak
aromataza, czyli CYP19A1, inne kilka substratow, tak jak CYP5A1, a inne mogg metabolizowaé
wiele substratow tak jak CYP 1 - 3 (wiele lekow, ksenobiotykow i innych zwigzkoéw chemicznych).
Cechy te sg odpowiedzialne za ich gléwne znaczenie w medycynie. Enzymy cytochromu P450
katalizuja przemiany wielu endobiotykow: cholesterolu, steroidow i lipidow (kwasy thuszczowe, kwas
arachidonowy, prostacykliny, tromboksany) oraz witamin. Niedobory lub nadmiary tych zwiazkoéw
wplywaja na prawidlowe dziatanie organizmu ludzkiego (Caudle i in. 2020; Manikandan i Nagini
2018; Fanii in. 2015).

Enzymy cytochromu P450 odgrywaja wazna rol¢ w steroidogenezie, czyli syntezie
hormonéw steroidowych (Guengerich i in. 2016). Synteza ich zachodzi w korze nadnerczy, jajnikach,
jadrze i tkance thuszczowej. Ponadto, sa kluczowymi czynnikami regulujacymi réznorodne procesy
fizjologiczne w organizmach zwierzecych, w tym u czlowieka. Do glownych hormonéw
steroidowych nalezg kortyzol, aldosteron, testosteron, progesteron i estrogeny (Manikandan i Nagini
2018). Cytochrom P450 odgrywa istotng rol¢ na wielu etapach syntezy hormonéw steroidowych. Na
przyktad w korze nadnerczy, enzym CYP11A1 jest kluczowym enzymem konwertujacym cholesterol
w prekursor hormonalny — pregnenolon, a w kolejnych etapach inne izoenzymy CYP prowadza do
ostatecznej produkcji kortyzolu, aldosteronu i innych hormondéw. CYPI11B1 bierze udziat
w konwersji progesteronu do kortyzolu w korze nadnerczy (mutacje w tym genie skutkuja
wrodzonym przerostem nadnerczy z powodu niedoboru 11-beta-hydroksylazy). CYP11B2 wykazuje
aktywno$¢ 18-hydroksylazy steroidowej w syntezie aldosteronu i 18-oksokortyzolu, a takze 11 beta-
hydroksylazy steroidowej (mutacje w tym genie skutkuja niedoborem metylooksydazy
kortykosteronu). CYP17A1 to kluczowy enzym w szlaku steroidogennym, ktory wykazuje aktywno$¢
17alfa-hydroksylazy i 17, 20-liazy wytwarzajac progestyny, mineralokortykoidy, glukokortykoidy,
androgeny i estrogeny (mutacje w tym genie sa zwigzane z niedoborem tych enzymow,
pseudohermafrodytyzmem i przerostem nadnerczy). CYP21A2 hydroksyluje steroidy w pozycji 21,
jego aktywnosc¢ jest niezbgdna do syntezy hormondéw steroidowych, w tym kortyzolu i aldosteronu
(mutacje w tym genie powodujg wrodzony przerost nadnerczy). W tkankach gonad, takich jak jajniki
i jadra, CYP19A1 (aromataza) odgrywa kluczowa role¢ w przeksztatcaniu androgenow, takich jak
testosteron, w estrogeny, takie jak estradiol. Enzym ten jest szczego6lnie istotny u kobiet, poniewaz to
wlasnie w jajnikach nastepuje gtoéwnie produkcja estrogenow (Guengerich i in. 2016; Miller i Auchus,
2011). W procesach biotransformacji pochodne 2-hydroksy estrogenéw powstaja przy udziale
cytochromu CYP1Al lub CYP1A2. Pochodne 4-hydroksy powstaja przy udziale cytochromu
CYPIBI i CYP3A4, a ich gléwnym miejscem wytwarzania sa narzady estrogenozalezne
(endometrium, gruczot piersiowy, jajnik) (He i Feng 2015).

Wielonienasycone kwasy tluszczowe sg kluczowymi sktadnikami bton komoérkowych i
petnia wazne funkcje w organizmach. Dwa gléwne rodzaje wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych to kwasy omega-3 (np. kwas alfa-linolenowy) i kwasy omega-6 (np. kwas linolowy).
Przyjmowanie odpowiedniej ilo$ci tych kwasow ttuszczowych jest kluczowe dla utrzymania zdrowia.
Cytochrom P450 odgrywa istotng rolg¢ w ich metabolizowaniu w organizmach. Szczego6lnie wazne sg
enzymy z rodziny CYP4, ktore biorg udziat w ich konwersji do metabolitow. CYP4A katalizuje
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utlenianie kwasow omega-6, podczas gdy CYP4F jest odpowiedzialny za metabolizm kwaséow
omega-3. Te reakcje enzymatyczne s kluczowe dla utrzymania rownowagi miedzy réznymi klasami
wielonienasyconych kwasow tluszczowych, co ma wplyw na procesy zapalne, odpowiedz
immunologiczna, regulacje ci$nienia krwi i inne procesy fizjologiczne. Enzymy cytochromu P450
odgrywaja wazng role¢ w metabolizowaniu wielonienasyconych kwaséw tluszczowych (WKT) do
eikozanoidow i/lub metabolizowaniu ich do mniej aktywnych metabolitéw lub nieaktywnych
produktow (Guengerich i in. 2016). Biorg w nich udziat CYP1A1l, CYP1A2 I CYP2EIl, ktore
metabolizuja endogenne WKT do sygnatowych czasteczek, na przyktad kwas arachidonowy do
kwasu 19-hydroksyeikozatetraenowego, kwas eikozapentaenowy do kwasow
epoksyeikozatetraenowych oraz kwas dokozaheksaenowy do kwasow epoksydokozapentaenowych.
Ponadto, w metabolizmie WKT biorg udzial CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, CYP2J2,
CYP2S1, CYP3A4, CYP4All, CYP4F2, CYP4F3A, CYP4F3B, CYP4F8 i CYP4F12. CYP4F11
dezaktywuje lub zmniejsza aktywno$¢ tych czasteczek sygnatowych (Bishop-Bailey i in. 2014;
Guengerich i in. 2016). Kwasy tluszczowe o dtugosci 28 lub wigcej atomow wegla o-hydroksyluje
CYPA4F22. Te dlugie czasteczki maja kluczowe znaczenie dla tworzenia i utrzymywania funkcji
bariery wodnej skory (mutacje tego genu sa zwigzane z podtypem blaszkowatej rybiej tuski
wrodzonej erytrodemii u ludzi) (Nohara i in. 2021).

Wiele innych kluczowych zwigzkéw organizmu ludzkiego jest syntezowanych
i metabolizowanych poprzez enzymy CYP. Zdolno$¢ cytochroméw P450 do metabolizowania duzej
liczby réznych zwiazkow wynika z liczby réznych izoform CYP, a takze z powodu tego, ze wiele
izoenzymow charakteryzuje si¢ specyficznoscig substratowa. W zalezno$ci od metabolizowanego
zwigzku chemicznego jego masy molowej mozna przewidzie¢ cytochrom P450, ktory wezmie w nim
udziat (Olsen i in. 2015). Najwickszg ilo$¢ zwigzkdéw chemicznych (w tym lekow) metabolizowanych
jest przez CYP3 A4, az 60 % lekow obecnych na rynku_farmaceutycznym. Pomiedzy wieloma z nich
zachodza interakcje, ktére moga prowadzi¢ do hamowania lub indukcji CYP (Hakkola i in. 2020;
Klyushova i in. 2022).

Biorac pod uwagg catkowity metabolizm w jakim enzymy cytochromu P450 biorg udzial, to
w 75% dotyczy to metabolizmu lekow polegajacego na przeksztalceniu w hydroksy pochodne
ulatwiajace ich wydalanie z organizmu a w przypadku niektorych bioaktywacja (np. klopidrogel lub
kodeina) (Zhao i in. 2021).

4. Hamowanie i indukcja CYP

Hamowanie lub indukcja enzyméw CYP to gtéwny mechanizm interakcji lek-lek,
wplywajacy bezposrednio na farmakokinetyke farmaceutykow. Oddzialywanie na procesy
farmakokinetyczne bezposrednio koreluje ze skutecznoscia i powodzeniem farmakoterapii, przy
czym ostateczna odpowiedZ na lek u pacjenta moze si¢ jednak r6ézni¢ z uwagi na wystgpowanie
polimorfizmu genéw kodujacych CYP. Zjawisko to sprawia, ze przewidywanie interakcji lekowych
u indywidualnych pacjentéw nie jest wcale takie proste, a utrudnia je ponadto fakt, ze wptyw na CYP
maja nie tylko leki, ale rowniez ziota, zywno$¢ czy ksenobiotyki srodowiskowe (Tab.1). Znaczna
ilo§¢ interakcji farmakokinetycznych dotyczy zmiany w aktywno$ci izoformy CYP3A4, ktora
odpowiada za metabolizm nawet 55% wszystkich farmaceutykoéw. Nalezy mie¢ jednak na uwadze
fakt, iz interakcje lek-lek czy lek-zywno$¢ wykryte in vitro nie zawsze wystepuja lub maja znaczenie
kliniczne in vivo (Petric i in. 2021).

Inhibicja enzyméw CYP moze by¢ odwracalna lub nieodwracalna, przy czym odwracalna
mozna podzieli¢ na kompetycyjna i nieckompetycyjng. Inhibicja kompetycyjna wystgpuje czesciej
i polega na wspotzawodnictwie inhibitora i substratu o miejsce wigzania w centrum aktywnym
enzymu. Hamowanie niekompetycyjne opiera si¢ natomiast na wiazaniu inhibitora w miejscu innym,
niz centrum aktywne. Wyrdznia si¢ ponadto tzw. inhibicje ,,samobdjcza”, w ktorej inhibitor stanowi
wysoce reaktywny metabolit posredni, powstaty w wyniku przeksztatcenia substratu przez enzym
CYP. W tym przypadku inaktywacja enzymu moze zachodzi¢ poprzez kowalencyjne wigzanie
si¢ inhibitora z resztami aminokwasowymi w apoproteinie czy tez poprzez alkilacje lub arylacje
reszty hemowej, prowadzacych do zniszczenia hemu. Produkty rozpadu tej grupy prostetycznej takze
moga kowalencyjnie modyfikowaé apoproteing. Mechanizm indukcji enzyméw CYP jest nieco
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bardziej ztozony i ma charakter gtownie transkrypcyjny. Biorg w nim udziat czynniki transkrypcyjne,
takie jak receptor weglowodorow aromatycznych (AhR), oraz receptory jadrowe sieroce, wsrod
ktorych znaczenie w kontekscie biotransformacji ksenobiotykow maja konstytutywny receptor
androstanu (CAR) i receptor pregnanu X (PXR) (Guengerich 2017). AhR reguluje ekspresje gendw
izoform CYP1AIl, CYPIA2 i CYP2BI1, CAR gendéw podrodziny CYP2B i izoform CYP3A4,
CYP2C8 i CYP2C9, a PXR gendéw podrodzin CYP2B, CYP2C i CYP3A (Manikandan i Nagini
2018).

Z uwagi na to, ze enzymy CYP znajduja si¢ m.in. w enterocytach i hepatocytach, wptyw
inhibitoréw i induktorow bedzie skutkowal zmianami w absorpcji i eliminacji leku. Inhibicja
enzymow w enterocytach wptynie na zwigkszenie biodostgpnosci leku podanego doustnie i tym
samym zwigkszenie pola powierzchni pod krzywa zmian st¢zenia farmaceutyku w czasie (ang. area
under the curve, AUC). Przykladem takiego inhibitora jest itrakonazol, ktory poprzez hamowanie
aktywnoséci CYP3A4 zmienia farmakokinetyk¢ midazolamu. Inhibicja enzyméw w hepatocytach
wptynie z kolei na zwigkszenie takich parametrow farmakokinetycznych, jak AUC, stgzenie
maksymalne leku (Cmax) 1 biologiczny okres jego pottrwania (tos). Taki efekt, wywotany
hamowaniem aktywno$ci CYP1A2 przez fluwoksaming, obserwowany jest w przypadku kofeiny.
Indukcja enzyméw CYP bedzie skutkowac efektem odwrotnym, tj. zmniejszeniem wymienionych
parametréw. Przyktadem induktora moze by¢ ryfampicyna, ktéra poprzez wptyw na aktywnos¢
CYP3A4 w enterocytach hamuje absorpcje alfentanylu, a w hepatocytach hamuje eliminacje
nifedypiny (Roberts i Gibbs 2018).

Tab.1. Przyktady induktoréw i inhibitorow dla wybranych izoform CYP (Petric i in. 2021; Roberts
i Gibbs 2018; Hakkola i in. 2020).

Izoforma Inhibitory Induktory
CYP
itrakonazol, ketokonazol, karbamazepina, fenobarbital,
werapamil, erytromycyna, ryfampicyna, deksametazon, hiperforyna
CYP3A4 - . - .
klarytromycyna, rytonawir, (dziurawiec zwyczajny), kwercetyna
naryngenina (sok grejpfrutowy) (mitorzab japonski, herbata)
CYP2D6 fluoksetyna, chinidyna, brak znanego induktora

paroksetyna

. karbamazepina, fenobarbital,
amiodaron, flukonazol,

CYP2C9 metronidazol, sok Zurawinowy ryfampicyna, hiperfo_ryna (dziurawiec
zZwyczajny)
CYP2E1 klometiazol, disulfiram etanol, izoniazyd
karbamazepina, fenobarbital,
fluwoksamina, enoksacyna ryfampicyna, omeprazol,_ resweratrol_
CYP1A2 ' ' (winogrona, czerwone wino, orzeszKi

rofloksacyn : ; i i
cyprotioksacyna ziemne), tyton, kawa, migso grillowane

lub smazone na patelni

5. Podsumowanie

Cytochrom P450 jest istotng rodzing enzymdéw odgrywajacg kluczows role w syntezie
hormondéw steroidowych, metabolizowaniu wielonienasyconych kwaséw thuszczowych oraz
przemianie lekow w organizmie. Ich réznorodna funkcja sprawia, ze s3 waznymi celami zar6wno
w medycynie, jak i farmakologii. Badania nad tymi enzymami sa niezmiernie wazne dla rozwoju
nowych terapii farmakologicznych i lepszej opieki zdrowotnej. Stanowi on rowniez fascynujacy
obszar badan naukowych, ktéry ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia proceséw biochemicznych
w organizmie ludzkim. Jego rola w syntezie hormonow steroidowych, metabolizowaniu kwasow
thuszczowych i metabolizmie lekow jest niezwykle wazna dla utrzymania zdrowia i skutecznos$ci
terapii farmakologicznych. Zrozumienie wlasciwosci i mechanizméw dziatania cytochromu P450 jest
kluczowe dla rozwoju skuteczniejszych terapii farmakologicznych oraz lepszej diagnostyki chorob

67|Strona



Metody fizykochemiczne w badaniach naukowych

zwigzanych z zaburzeniami metabolizmu hormonéw steroidowych i kwasow thuszczowych. Badania
nad regulacja ekspresji tych enzymoéw oraz identyfikacjg ich substratéw i produktow reakcji maja
duze znaczenie zarowno dla medycyny, jak i farmakologii. Odkrycie zmiennosci genetycznej w tych
enzymach pozwala lepiej zrozumieé, dlaczego niektoérzy pacjenci reaguja inaczej na okreslone leki,
atakze jak dostosowa¢ dawkowanie w celu uzyskania najlepszych efektow terapeutycznych.
Odkrywane mutacje w tych genach pozwalaja na lepsze zrozumienie wielu chordb, ktore dotychczas
byly leczone tylko objawowo. Dalsze badania nad tg nadrodzing gendéw/enzymoéw mogg pomoc
rozwijac coraz lepsze strategie terapeutyczne i zwigkszaé jakos¢ opieki medyczne;j.
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10. Pilotazowe spektroskopowe badania oddzialywan wybranej substancji
0 potencjalnym dzialaniu antyproliferacyjnym z HSA i AGP. Badania in

vitro
Pilot spectroscopic studies of the interaction of selected substance with a
potential antiproliferative activity with HSA and AGP. In vitro studies
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Streszczenie

W Polsce choroby nowotworowe stanowia druga najczestsza przyczyng zgondw, a ze
wzgledu na duze narazenie populacji na kancerogeny zwiazane z globalizacja, rozwijajaca si¢
gospodarka i stylem zycia oraz starzenie si¢ spoteczenstwa, liczba zachorowan bgdzie systematycznie
rosng¢. Mimo obecnosci wielu lekow przeciwnowotworowych oraz postepu radioterapii i leczenia
chirurgicznego, konieczna jest optymalizacja leczenia oraz poszukiwanie nowych substancji
0 wlasciwosciach antyproliferacyjnych.

Glownym celem byto wykonanie wstepnych badan polegajacych na spektroskopowej ocenie
zdolnosci wigzania Salt3 — substancji o potencjalnym dziataniu antyproliferacyjnym z biatkami
transportujacymi osocza — albuming surowicy ludzkiej (HSA) oraz al kwasna glikoproteing (AGP).
Ponadto oszacowano zmiany struktury drugo- i trzeciorzedowej zastosowanych biatek w obecnosci
Salt3. Jako techniki badawcze zastosowano spektrofluorescencje, spektrofotometric UV-VIS
i spektroskopi¢ dichroizmu kotowego (CD).

Na podstawie przeprowadzonych wstepnych badan stwierdzono, iz Salt3 w niewielkim
stopniu wigze si¢ z czasteczkg HSA oraz AGP (state asocjacji tzedu 10* [mol™ L]), co moze
powodowa¢ zaréwno silny efekt terapeutyczny, jak i toksyczny. Nie zarejestrowano takze wptywu
badanej substancji na zmiany w strukturze drugo- i trzeciorzedowej, co moze mieé¢ pozytywne
znaczenie w aspekcie utrzymania prawidlowego funkcjonowania bialek. Stwierdzono shuszno$¢
przeprowadzenia pilotazowych badan z koniecznos$cig rozszerzenia ich o analizy innych biatek
transportujacych surowicy krwi np. y globuling ludzka (HGG) oraz poréwnania danych z warto$ciami
uzyskanymi dla surowicy kontrolnej normalnej (CNS).

1. Wstep

Liczba zachorowan na nowotwory stale wzrasta. W 2020 roku odnotowano na catym swiecie
19,3 miliona nowych przypadkow i okoto 10,0 milionéw zgonoéw spowodowanych ta choroba (Sung,
Ferlay, Siegel i in. 2021). W Polsce nowotwory stanowia druga najczestsza przyczyng zgonow.
Z danych Krajowego Rejestru Nowotworéw wynika, ze w 2019 roku odnotowano prawie 171,2
tysiaca nowych zachorowan na nowotwory zlosliwe i az 100,3 tysigca zgonow (Didkowska,
Wojciechowska, Michalek i in. 2022). Ze wzgledu na duze narazenie populacji na kancerogeny
zwigzane z globalizacja, rozwijajaca si¢ gospodarka i stylem zycia oraz starzenie si¢ spoleczenstwa,
liczba zachorowan bedzie systematycznie rosnaé. Przewiduje si¢, ze globalne obcigzenie
nowotworami w 2040 roku wyniesie 28,4 miliona przypadkow, co oznacza wzrost 0 47% w stosunku
do roku 2020 (Sung, Ferlay, Siegel i in. 2021). Mimo obecnosci wielu lekow przeciwnowotworowych
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oraz postepu radioterapii i leczenia chirurgicznego, konieczna jest optymalizacja leczenia oraz
poszukiwanie nowych substancji o wlasciwosciach antyproliferacyjnych. Zwiazane jest to z licznymi
skutkami ubocznymi leczenia konwencjonalnego, w szczegdlnosci zwigzanych z chemioterapia.
Spowodowane jest to duza inwazyjno$cia cytostatykow oraz brakiem ich wybiorczego dziatania.
Ponadto komoérki nowotworowe sa wysoce odporne na czynniki antywzrostowe, posiadaja duza
zdolnos$¢ do unikania apoptozy, cechuja si¢ przedtuzona angiogeneza, niekontrolowang proliferacja,
inwazyjnoscia oraz przerzutami (Pathania, Millard, Neamati 2009).

Albumina surowicy ludzkiej (HSA) jest najobficiej wystepujacym biatkiem w surowicy
i petni wiele funkcji biologicznych, do ktorych nalezy miedzy innymi transport zwiazkéw endo-
i egzogennych. W czasteczce HSA znajdujg si¢ dwa miejsca o charakterystycznej budowie i duzym
powinowactwie do liganda zwane miejscami Sudlowa | i Il. Pierwsze miejsce Sudlowa znajduje si¢
w subdomenie 1A, podczas gdy drugie miejsce Sudlowa w subdomenie I11A. Subdomena Il1A ma
posta¢ kieszeni, w $rodku ktorej zlokalizowana jest m.in. pojedyncza reszta tryptofanylowa Trp-214.
W swoim centrum wigze kwasy dikarboksylowe i duze heterocykliczne ujemnie natadowane
czasteczki. W subdomenie IIA wigzaniom lekéw towarzysza oddzialywania hydrofobowe.
Subdomena IIIA to miejsce wigzania, w ktorym ligandy alifatyczne lub aromatyczne kwasy
karboksylowe wiaza si¢ z ujemnie natadowang grupa kwasowa na koncu czasteczki, z daleka od jej
centrum hydrofobowego. Zlokalizowane sa tam m.in. trzy reszty tyrozylowe, tj. Tyr-401, Tyr-411,
Tyr-497. Wigzanie lekéw w subdomenie IIIA umozliwiaja oddzialywania hydrofobowe
i elektrostatyczne oraz wigzania wodorowe (Macigzek-Jurczyk, Morak-Mtodawska i in. 2021). Aby
okresli¢ miejsca wigzania w czasteczce albuminy surowicy ludzkiej, jako markery miejsca wigzania
stosuje si¢ dansylowane aminokwasy (DNSA). Zwiazki te lokalizujg si¢ w miejscach wigzania HSA
i wykazujg aktywnos$¢ fluorescencyjng, ktoéra wynika z budowy aminokwasu (Owczarzy, Rogdz,
Kulig i in. 2023). Dansyl-L-glutamina (dGlu) oraz dansyl-L-glicyna (dGly) to markery
fluorescencyjne wigzace si¢ z pierwszym miejscem Sudlowa, natomiast miejscem wigzania dansyl-
L-proliny (dPro) i dansyl-L-fenyloalaniny (dPhe) jest drugie miejsce Sudlowa.

al kwasna glikoproteina (orosomukoid, AGP), nalezy do biatek ostrej fazy. Dodatkowo jest
biatkiem no$nikowym, wiaze i transportuje substancje lecznicze o charakterze obojetnym
i zasadowym. Zbudowana jest z B-barytki otoczonej a-helisa, ktora tworzy kieszen wiazaca ligandy.
W poblizu wejscia do kieszeni zlokalizowane sa m.in. dwie reszty arginylowe, Arg-68 oraz Arg-90.
Ich dodatni tadunek elektryczny umozliwia wigzanie ligandow posiadajacych ujemny fadunek
elektryczny. Ztozona struktura szczeliny wigzacej ligandy umozliwia tworzenie potrojnego
kompleksu, poprzez wigzanie jednoczesnie nawet dwoch czasteczek lekow. Markerem miejsca
wigzania dla czasteczki AGP jest czerwien chinaldynowa — zwigzek o charakterze alkalicznym, ktory
w postaci niezwigzanej charakteryzuje si¢ niskg emisjg promieniowania. Po zwigzaniu z AGP
fluorescencja znacznie wzrasta (Owczarzy, Zigba, Pozycka i in. 2021).

Chlorek 9-amino-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny (Salt3) jest jedna z nowo
zsyntetyzowanych substancji o potencjalnym dzialaniu przeciwnowotworowym, ktorej wlasciwosci
antyproliferacyjne zostaty przebadane in vitro przy uzyciu linii komérkowej raka jelita grubego 116
(HCT 116) oraz raka pluc Lewisa (LLC). Aktywnos$¢ antyproliferacyjna Salt3 wynosi 1Cso 5,1£1,1
pug mL? wzgledem HCT 116 oraz 8,9+2,2 ng mL? wzgledem LLC (Zigba, Sochanik, Szurko i in.
2010).

Analize oddzialywan pomigdzy danym bialkiem a badanym zwiazkiem (ligandem)
umozliwia poprzez ocen¢ zmian intensywnosci emisyjnych widm fluorescencyjnych i widm
absorpcyjnych wynikajgcych z obecno$ci badanego liganda spektrofluorescencja i spektrofotometria
UV-VIS. Druga pochodna widm réznicowych jest uzytecznym parametrem w ocenie zmian
zachodzacych w Srodowisku aminokwasow aromatycznych w uktadzie badanego zwiazku, natomiast
spektroskopia dichroizmu kotowego (CD) pozwala oceni¢ zmiany zachodzace w drugorzedowej
strukturze biatka w obecnosci liganda.

Powszechnie wiadomo, iz leki przeciwnowotworowe wykazuja znaczng szkodliwo$é,
dlatego konieczne jest okreslenie ich toksyczno$ci oraz dawki terapeutycznej. Aby uzyskaé te
informacje, gtéwnym celem byto wykonanie badan pilotazowych polegajacych na spektroskopowej
ocenie zdolno$ci wigzania Salt3 z potencjalnymi biatkami transportujagcymi osocza — albuming
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surowicy ludzkiej (HSA) oraz al kwasng glikoproteing (AGP) oraz zmian struktury drugo-
i trzeciorzedowej zastosowanych bialek w obecno$ci Salt3 przy uzyciu technik spektroskopowych
takich jak: spektrofluorescencja, spektrofotometria UV-VIS i dichroizm kotowy (CD).

2. Materialy i Metody

2.1 Materialy

Albumina surowicy ludzkiej (HSA), frakcja V, dansyl-L-fenyloalanina (dPhe) oraz dansyl-
L-glutamina (dGlu) zostaly zakupione w firmie MP Biomedicals, a1 kwasna glikoproteina (AGP),
dansyl-L-glicyna (dGly) oraz czerwien chinaldynowa (QR) pochodza z firmy Sigma — Aldrich
a dansyl-L-prolina (dPro) z Fluka Biochemika. Synteza chlorku 9-amino-5-metylo-12(H)-chino[3,4-
b][1,4]benzotiazyny (Salt3) zostata wykonana w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej Wydziatu
Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

2.2 Metody

Emisyjne widma fluorescencyjne badanych uktadow Salt3-HSA, Salt3-AGP, Salt3-DNSA-
HSA oraz Salt3-QR-AGP w stosunku molowym odpowiednio 0:1:1-10:1:1 oraz 0:1:1-10:1:1
i 0:1:0,5-10:1:1 zarejestrowano za pomoca spektrofluorymetru JASCO FP-6500. Celem wzbudzenia
fluorescencji uktadow Salt3-HSA oraz Salt3-AGP zastosowano dtugosci fali Aex 275 nm oraz dex 295
nm, uktadu Salt3-DNSA-HSA Xex 350 nm, a uktad Salt3-QR-AGP wzbudzano do fluorescenciji
dtugoscia fali wzbudzenia Aex 500 nm. Do zarejestrowania zmian intensywnosci widm absorpcyjnych
uktadow oraz drugiej pochodnej widm réznicowych wykorzystano spektrofotometr UV-VIS Jasco V-
530. Efekt wewngtrznego filtra (IFE, ang. inner filter effect) uwzgledniono korygujac fluorescencje
(Kirby 1971).

W celu okreslenia statycznego i/lub dynamicznego charakteru oddziatywan pomiedzy
bialkiem a badanym zwigzkiem wykorzystano réwnanie Sterna-Volmera (Lakowicz 2006).
Korzystajagc z rownania Klotza obliczono state asocjacji (Ka [mol™ L]) oraz liczbe klas miejsc
wigzania (n) i 0szacowano trwato$¢ kompleksu ligand — biatko (Lakowicz 2006).

Aby zlokalizowa¢ miejsca oddziatywan Salt3 z czasteczkami badanych biatek obliczono
procent wyparcia znacznikow fluorescencyjnych.

Za pomoca spektropolarymetru CD JASCO J-1500 zarejestrowano widma CD HSA i AGP
i oceniono zmiany w strukturze drugorzedowej badanych biatek spowodowane obecnoscia Salt3.

Wszystkie pomiary wykonano w trzech powtorzeniach. Uzyskane dane liczbowe zostaly
opracowane za pomoca oprogramowania OriginPro w wersji 8,5 SR1 (Northampton, MA, USA)
i przedstawione jako $rednie arytmetyczne wraz z odchyleniami standardowymi.

3. Woyniki i dyskusja

Na podstawie pilotazowych emisyjnych widm fluorescencyjnych HSA oraz AGP o stezeniu
molowym 3-10® mol L zaobserwowano obnizenie intensywnoéci fluorescencji badanych biatek
wraz ze wzrostem stgzenia Salt3, zarowno dla dtugosci fali wzbudzenia Aex 275 nm, jak i dex 295 NM
(Rys.1,2). Dodatkowo zaobserwowano, ze maksimum intensywnosci fluorescencji HSA oraz AGP
W obecnosci Salt3 ulega przesunigciu w kierunku fal diugich, co moze $wiadczy¢é o zmianie
$rodowiska wokdét aminokwasow aromatycznych na bardziej hydrofilowe i wplywie zwigzku na
strukture trzeciorzedowa badanych makromolekut.

Korzystajac z danych zebranych z pilotazowych emisyjnych widm fluorescencyjnych biatek
w obecnosci Salt3 wykreslono krzywe wygaszania fluorescencji HSA oraz AGP. Zaohserwowano,
ze wraz ze wzrostem stezenia Salt3 dochodzi do wygaszania intensywnosci fluorescencji badanych
biatek. Silniejsze wygaszanie fluorescencji w obecnoéci Salt3 0 wzrastajacym  stezeniu
zaobserwowano w przypadku AGP. Wynosito ono 43,87+0,32% oraz 44,78+1,30%, odpowiednio dla
dtugosci fali wzbudzenia Aex 275 nm oraz Aex 295 nm. W przypadku HSA warto$ci wygaszania byly
nieco mniejsze 1 wynosily 35,85+2,83% 1 35,01+1,64%, dla dtugosci fali wzbudzenia Aex 275 nm oraz
hex 295 nm. Moze $wiadczy¢ to o silniejszym powinowactwie Salt3 do AGP niz HSA.
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Za pomocg rownania Sterna-Volmera wykre$lono krzywe Sterna — Volmera dla badanych
uktadoéw: Salt3-HSA oraz Salt3-AGP i wskazano na statyczny charakter wygaszania fluorescencji
HSA oraz AGP w obecnosci Salt3, $wiadczacy o tworzeniu si¢ kompleksu Salt3-HSA i Salt3-AGP.
Aby wstepnie scharakteryzowac utworzone kompleksy obliczono stale asocjacji, ktorych wartos¢
rzedu 10* wskazuje na niskg trwatoéé. Nieco wyzsze wartosci statej Ka dla AGP niz dla HSA $wiadcza
o tym, iz AGP jest gtlownym biatkiem wigzacym Salt3, a HSA pelni mniej istotng role w dystrybucji
Salt3 w krwioobiegu. Na podstawie wartosci (n) mozna rowniez wnioskowac, ze zarowno HSA jak
i AGP posiada jedno miejsce wigzania o wysokim powinowactwie do badanej substancji.
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Rys.1. Emisyjne widma fluorescencji HSA, bez i w obecnosci Salt3; a) dex 275 nm, b) Aex 295 nm.
Korzystajac ze znacznikow fluorescencyjnych bedacych markerami glownych miejsc

wigzania biatek wyznaczono miejsca wigzania Salt3 w czasteczce HSA oraz AGP. Na podstawie
zarejestrowanych emisyjnych widm fluorescencyjnych dansylowanych aminokwaséw dGlu, dGly,
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dPro, dPhe oraz QR, obliczono procent wyparcia znacznikow fluorescencyjnych z miejsca wigzania.
Zaobserwowano, ze Salt3 wypiera znaczniki fluorescencyjne z obu miejsc wigzania w czasteczce
HSA z bardzo podobna sita, jednak najmniejszy procent wyparcia odnotowano dla dPro. Na
podstawie tych informacji mozna przypuszczaé, ze Salt3 laczy sie z czasteczka HSA zar6wno
w subdomenie IIA, jak i IITA. W czasteczce AGP nie zaobserwowano istotnych réznic w warto$ci
procentowej wyparcia znacznika z miejsca wigzania, zatem miejsce wigzania QR pokrywa si¢
Z miejscem wigzania Salt3 w strukturze AGP.
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Rys.2. Emisyjne widma fluorescencji AGP, bez i w obecno$ci Salt3; a) Aex 275 nm, b) Aex 295 nm.

Aby oceni¢ zmiany w strukturze drugorzgdowej badanych biatek pod wptywem obecnosci
Salt3 postuzono si¢ spektroskopig dichroizmu kolowego (CD). Na podstawie wstepnie
zarejestrowanych widm CD dalekiego UV zaobserwowano, ze pasmo intensywnosci HSA, jak i AGP
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nie zmienia si¢ w obecno$ci badanej soli, przez co mozna wnioskowaé, iz Salt3 nie powoduje
destabilizacji struktury drugorzedowej badanych biatek. Zaobserwowano rowniez, iz sktad
procentowy elementéw struktury drugorzgdowej badanych biatek nie zmienia si¢ znaczaco w
obecnosci Salt3, a bardzo znikome zmiany zawartosci a-helisy i B-kartki w ich strukturze moga by¢
spowodowane wptywem srodowiska na badany uktad. Brak wptywu soli na strukture drugorzedowa
biatek moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne, gdyz zaburzona struktura drugorzedowa prowadzi do
wszelakich zaburzen i modyfikacji funkcji biologicznych biatek.

Aby potwierdzi¢ wpltyw badanej soli na strukturg trzeciorzedowa analizowanych biatek
zarejestrowano drugie pochodne widm réznicowych. Analizujac otrzymane widma badanych biatek
mozna zaobserwowac¢ zmiany w ich przebiegu pod wptywem obecnosci Salt3 $§wiadczace o wptywie
zwiazku na strukture trzeciorzgdowa badanych biatek oraz zmiang mikrosrodowiska wokot reszt
aminokwasow aromatycznych na bardziej hydrofilowe.

4. Wnhnioski

Przeprowadzone pilotazowe badania spektroskopowe potwierdzity, iz techniki
spektroskopowe sg skutecznym narzedziem w analizie interakcji nowo zsyntetyzowanych substancji
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym z albuming surowicy ludzkiej (HSA) oraz a:
kwasng glikoproteing (AGP). Na podstawie przeprowadzonych wstepnych badan mozna stwierdzié,
iz Salt3 w niewielkim stopniu wigze si¢ z czasteczka HSA oraz AGP, co moze powodowaé zardwno
silny efekt terapeutyczny, jak i toksyczny. Z tego powodu konieczne jest rozszerzenie badan takze
0 inne biatka transportujace surowicy krwi np. y globuling ludzka (HGG). Dodatkowo otrzymane

wyniki nalezatoby zestawi¢ i poréwnac z warto$ciami uzyskanymi dla surowicy kontrolnej normalne;j
(CNS).

5. Podzi¢gkowania

Podzickowania dla Pana dr hab. n. farm. Andrzeja Zigby, prof. SUM, za mozliwos¢
wykonania badan z uzyciem chlorku 9-amino-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny.

Przedstawione badania zostaly czgéciowo sfinansowane z umowy statutowej PCN-2-
012/K/2/F, PCN-1-022/K/2/F, PCN-2-030/K/2/F, PCN-2-011/K/2/F (Slaski Uniwersytet Medyczny
w Katowicach)
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11. Kolagen — wlasciwosci fizykochemiczne i zastosowanie biomedyczne
Collagen — physicochemical properties and biomedical application
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Stowa kluczowe: kolageny, struktura, konformacje, biomateriat, wykorzystanie.

Streszczenie

Biatko zwane kolagenem jest u ssakow rodzing 29 jego typow (od I do XXIX) réznigcych
si¢ struktura i funkcjami. Kazdy z typow posiada co najmniej jedng domeng potrojnej helisy i osadza
si¢ w macierzy zewnatrzkomorkowej, gdzie wickszo$¢ z nich tworzy supramolekularne agregaty.
Biologicznie biatka kolagenowe tworza widkna, ktore wplywaja na wytrzymatos¢ mechaniczng
tkanek i narzadoéw. Wigkszos$¢ kolagenéw odgrywa strukturalne role i przyczynia si¢ do ksztattu
tkanek i ich wlasciwos$ci mechanicznych oraz wewnetrznego zorganizowania. Kolageny oddziatujac
z kilkoma rodzinami receptorow reguluja proliferacj¢, migracje i réoznicowanie komorek. Liczne
korzystne cechy fizykochemiczne daja mozliwosci na zastosowanie ich w wielu dziedzinach Zzycia.
Dzigki doskonalej zdolno$ci blonotwodrczej, biodegradowalnosci, nietoksycznosci i zrdznicowanej
budowie, kolagen wykorzystywany jest jako biomaterial w produkcji zywnos$ci np. tworzenie
opakowan jadalnych, przemysle farmaceutycznym czy chemicznym a w przysztoSci moze zostaé
wykorzystany jako biomateriat w inzynierii tkanki kostnej i in. Wykorzystanie kolagenu jest mozliwe
ze wzgledu na jego wysoka kompatybilno$¢ i porowato$¢ a takze tatwos¢ taczenia si¢ z innymi
materiatami. Biotechnologia medyczna i farmacja daja mozliwosci ich zastosowania w medycynie
regeneracyjnej przysztosci.

1. Wlasciwosci fizykochemiczne kolagenu

Kolagen jest biatkiem posiadajacym mase czasteczki okoto 300 kilo Daltonow, $rednicy
okoto 1,5 nm i dhugosci okoto 280 nm zbudowanym z trzech tancuchéw polipeptydowych tzw.
potrojnej helisy, ktora sktada si¢ z dwoch identycznych tancuchéw (al) oraz dodatkowego tancucha,
ktoéry nieznacznie roézni si¢ sktadem chemicznym (02). Potrojna helisa kolagenu jest niezbedna dla
zachowania prawidtowej struktury kolagenu. Kolagen zbudowany jest z wielu aminokwaséw, cho¢
powtarzajacych si¢ najczesciej trzech aminokwasow glicyny (okoto 30%), proliny (okoto 17 %)
i hydroksyproliny (okoto 15 %) o sekwencjach Gly - Pro -X lub Gly-X- Hyp , gdzie X moze by¢
dowolng z réznych innych reszt aminokwasowych (Gly — glicyna, Pro - prolina, Hyp -
hydroksyprolina). Sekwencje te sa znakiem rozpoznawczym wszystkich kolagenéw. Cykliczny
pierécien proliny wprowadza wgigcia w strukturze kolagenu i umozliwia mu skrecanie si¢ a grupa
hydroksylowa hydroksyproliny umozliwia tworzenie wigzan krzyzowych miedzy poszczegdlnymi
fancuchami. Sekwencyjnos¢ i ilos¢ proliny i hydroksyproliny u r6znych gatunkow jest rozna i wptywa
na termostabilno$¢ kolagenu (Hulmes 2002). Pojedyncza czgsteczka kolagenu ma okoto
300 nm dlugosci i 1,5 nm $rednicy, tworzy ni¢ majaca konformacj¢ lewoskretnej helisy, i moze
tworzy¢ agregaty, fibryle o dfugosci okoto 500 nm. U cztowieka tancuch kolagenu moze liczy¢ od
662 do 3152 reszt aminokwasowych. Gdy trzy lewoskretne helisy sa skrgcone razem tworza
prawoskretng  potrojna  helise  tzw. super  helis¢  (kooperatywna czwartorzgdowa
strukture) stabilizowana tysigcami wigzan wodorowch. Gdy potrojna helisa taczy si¢ w prawoskretna
supersuper-cewke tworzy si¢ mikrofibryla kolagenowa. Posta¢ ta daje kolagenowi odporno$¢ na
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dziatanie wigkszo$ci enzymow proteolitycznych, co jest réwniez zwigzane z jego staba
rozpuszczalnoscia w wodzie. Biatko to moze rozpuszczaé si¢ w buforze fosforanowym o pH lekko
powyzej 7 1 obojetnym roztworze chlorku postasu oraz w stabych kwasach organicznych. Jego punkt
izoelektryczny miesci si¢ w przedziale pH 6-9. Temperatura jego degradacji u krggowcoé4w miesci si¢
w zakresie od 5 do 50°C i zalezy od gatunku oraz zawartos$ci reszt hydroksyproliny i proliny. Kolagen
w temperaturze pokojowej wykazuje maksimum absorbancji, przy dlugosci fali 233 nm (Morag
i Burza 2017). Natomiast widma dichroizmu kotowego pokazujg najwickszy udzial w ujemnych
pasmach przy dtugosci fali 191 nm i dodatnim pasmie przy dtugosci fali 221 nm dla helisy a
kolagenu. Potrdjna helisa kolagenu napromieniowana laserem czg¢sciowo przechodzi w strukture
klebka statycznego. Kolagen charakteryzuje si¢ duza wytrzymalosScia na rozciaganie i urazy
mechaniczne co zapewniaja mu kowalencyjne miedzyczasteczkowe wigzania miedzy
poszczegdlnymi podjednostkami. Ponadto, wlokienka/agregaty kolagenu zapewniaja rdzne
wladciwosci tkanki w zalezno$ci od miejsca ich wystepowania, ich ilosci i kombinacji (Hulmes 2002).

2. Kolagen a komorka

Kolagen jest biatkiem kodowanym przez okoto 44 geny COL (ang. Collagen), ktore
w zalezno$ci od typu sa réznie numerowane np. gdy chodzi o typ I dodaje si¢ cyfr¢ 1 i dla
podjednostki alfal litere A i cyfre 1 (np. COL1A1). Jest to najstarsze filogenetycznie i jednocze$nie
najliczniejsze biatko wystepujace w macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix)
w asyscie wielu réznego rodzaju biatek i weglowodan6éw. Po uwolnieniu kolagenu z komorki taczy
sic on w dlugie witdkna kolagenowe przeplatajace si¢ z proteoglikanami, ktéore moga byc¢
przymocowane do dtugiego szkieletu polisacharydowego (Rys. 1).

I : 4 weglowodany

bialko

wlokna kolagenowe
- polisacharyd

¢= Aibronektyna

nukrofilamenty
cvtoszkieletu

Rys. 1. Budowa struktur potaczen receptor - kolagen — weglowodany w uktadzie komoérka — macierz
zewnatrzkomorkowa (na podstawie https://openstax.org/books/ wejscie 23.07.23).

3. Biosynteza kolagenu

Proces biosyntezy kolagenu to proces wieloetapowy, zachodzi gtéwnie w komodrkach
fibroblastow, synteza moze zachodzi¢ zarbwno wewnatrzkomorkowo, jak i zewnatrzkomorkowo.
Biosynteza kolagenu rozpoczyna si¢ od siateczki §rodplazmatycznej szorstkiej (ER), gdzie dochodzi
do transkrypcji genéw pro-al i pro-a2, nastepnie powstate mRNA tlumaczone jest na rybosomach
w cytoplazmie, czego efektem jest powstanie preprokolagenu. Preprokolagen zawiera sekwencje
sygnatowsa, ktora powoduje kierowanie tancucha z powrotem do siateczki §rodplazmatycznej (ER)
w celu obrobki potranslacyjnej obejmujacej odcigcie peptydu sygnalowego z N-konca tancucha;
hydroksylacje reszt lizyny i1 proliny, katalizowane przez hydroksylaze lizynowa i hydroksylaze
prolinows, ktore jako kofaktora wymagaja witaminy C, alfa-ketoglutaranu, jonéw zelaza (II) i tlenu
czagsteczkowego;  glikozylacje  reszt  hydroksylizyny  glukoza,  katalizowane  przez
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glukozylotransferazy i galaktoza, katalizowane przez galaktozylotransferazy. W wyniku wyzej
wymienionych procesow preprokolagen zostaje przeksztalcony w prokolagen, ktéry samorzutnie
przyjmuje strukture drugorzegdowa w formie lewoskretnej alfa helisy, a nastepnie transportowany jest
do aparatu Golgiego, pakowany w pecherzyki i wydzielany poza komorke. Poza komodrka dochodzi
do rozszczepiania prokolagenu w wyniku dzialania aminoproteinazy prokolagenowej
i karboksypeptydazy prokolagenowej, ktore usuwajg kohce czgsteczki prokolagenu (peptydy
ekstensyjne), a czasteczka staje si¢ tropokolagenem. Czasteczki tropokolagenu ulegaja agregacji
z wytworzeniem wigzan poprzecznych mi¢dzy nimi, przy udziale enzymu zaleznego od jonow miedzi
i witaminy B6 - oksydazy lizynowej, w wyniku czego dochodzi do powstawania wiokien
kolagenowych (Wu i in. 2022).

Stabilizacja kolagenu odgrywa kluczowa role¢ w utrzymaniu prawidlowej struktury tego
biatka. Helisa kolagenu stabilizowana jest poprzez tworzenie wigzan wodorowych migdzy grupami
aminowymi i karboksylowymi réznych aminokwasow, obecnos¢ glicyny jako co trzeciej reszty oraz
tworzenie migedzytancuchowych oddziatywan elektrostatycznych.

4. Receptory kolagenowe

Kolagen wykazuje zdolno$¢ do wiazania si¢ z okre$§lonymi rodzinami receptorow
(integryny, receptory domeny dyskoidyny, uPARAP/Endo180, glikoproteina VI), oddziatujac w ten
sposob na podstawowe funkcje zyciowe poszczegdlnych grup komorek.

Integryny naleza do grupy receptoréw kolagenowych i zaliczane sa do glikoproteinowych
receptorow transbtonowych (rycina 1), bedacych biatkami adhezyjnymi. Majg charakter dimeréw -
w organizmie cztowieka wyrdznia si¢ 18 rodzajow podjednostek o oraz 8 rodzajow podjednostek f3.
Wykazano, ze integryny alf1, a2f1, alOB1, i al1B1 maja zdolno$¢ do wigzania kolagenu typu Ii IV
z r6znym powinowactwem. Integryna alf1 wykazuje wigksze powinowactwo do kolagenu typu IV,
natomiast integryna a2B1 do kolagenu typu I. Integryna o 2 f 1 posredniczy w procesie adhezji
kolagenu do ptytek krwi zaleznie od jonéw magnezu, przy udziale powierzchniowego kompleksu
glikoproteiny la-Ila. Receptor ten jest niezbedny do adhezji i aktywacji ptytek krwi na
monomerycznym kolagenie typu I, natomiast nie gra istotnej roli w przypadku kolagenu wtdknistego.
Powinowactwo integryny o 2 B 1 do kolagenu podlega regulacji poprzez sygnalizacje
wewnatrzkomorkowa, w ktorej biorg udzial niektorzy agonisci ptytek krwi m.in tromboksany, czy
ADP (adenozynodifosforan). Liczne badania potwierdzaja rowniez udzial tego receptora
w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej stabilizujacej skrzepling. Ponadto wykryto go réwniez
w uktadzie kostnym, gdzie jest gtownym receptorem wigzacym kolagen. Interakcja ta zapewnia
adhezje komorki do powierzchni kosci, formujac szczelng strefe wokot obszaru przeznaczonego do
resorpcji, co umozliwia stworzenie srodowiska kwasnego dla osteoklastow, ktore jest niezbedne do
rozpuszczania substancji mineralnych kosci (Boraschi-Diaz i in. 2017).

Receptory domeny dyskoidyny - DDR1 oraz DDR2 wigza kolagen nie integrynowy
0 strukturze potrojnej helisy. Oba receptory charakteryzuje specyficznosé¢ wobec okreslonych typow
kolagenow. DD1 wigze kolagen typu IV blony podstawnej, a DD2 kolagen typu I i X. Receptory te
sa obecne w roznych tkankach zarodka i organizméw dorostych. Duza ekspresje DD1 stwierdzono
W komorkach nabtonkowych nerek i ptuc, natomiast DD2 w komorkach tkanki tacznej, fibroblastach
roznego pochodzenia i komorkach tkanki kostnej - chondrocytach i osteoblastach. Mechanizm
wigzania receptorow domeny dyskoidyny polega na powolnej (trwajacej nawet kilka godzin) i trwalej
aktywacji tychze receptorow przez autofosforylacje ich reszt tyrozynowych. Ma to zwigzek z kontrola
aktywnosci specyficznej rodziny proteaz zaleznych od cynku - MMP, ktore degraduja sktadniki
zewngetrznej macierzy komorkowej, uruchamiajac tym samym proces przebudowy tkanek, co uwaza
si¢ za kluczowe zjawisko utatwiajace komorkom migracj¢ i inwazjg, co moze by¢ szczego6lnie wazne
w przypadku rozwoju miazdzycy, procesu kancerogenezy, czy choroby zwyrodnieniowej stawow.

Obydwa receptory domeny dyskoidyny odgrywaja wazng rolg w procesie rozwoju. DD1
bierze udziat w procesie tworzenia si¢ i rozwoju narzadow u zarodka, a DD2 w procesie wzrostu kos$ci
(Leitinger, 2014).

Leukocytarne receptory kompleksowe (LRC) s3 duzg rodzing receptoroOw
immunoglobulinopodobnych. Ich mechanizm dziatania polega na wielokierunkowej regulacji
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odpowiedzi immunologicznej organizmu m.in modulowaniu funkcji komérek Natural Killer (NK).
Receptory te charakteryzuja si¢ wysoka zmiennosciag gatunkowa. Wyrdznia je wystepowanie par
receptorow antypatycznych, co polega na tym, iz wigzanie tego samego liganda przez receptor,
generuje przeciwng odpowiedz na sygnalizacje (Boraschi-Diaz i in. 2017). Przykladem receptora
nalezacego do tej rodziny jest receptor OSCAR - zbudowany z 2 domen immunoglobulinopodobnych.
Gléwnym miejscem wigzania kolagenu jest domena C-koncowa. Oprocz wplywu tego receptora na
proces aktywacji monocytow prozapalnych i dojrzewania komoérek dendrytycznych, bierze on udziat
W procesie réznicowania osteoklastow,gdzie na zasadzie indukcji sygnalizacji z udzialem jonow
wapnia doprowadza do aktywacji czynnika jadrowego aktywowanych komorek T.

UPARAP/ENndo180 - biatko zwigzane z receptorem aktywatora plazminogenu urokinazy
nalezy do rodziny receptoréw transblonowych mannozowych glikoprotein typu | obecnych
w komorkach mezenchymalnych. Jego mechanizm dziatania opiera si¢ na internalizacji kolagenu -
endocytozie fragmentow lub calych czasteczek kolagenu blony podstawnej lub kolagenu
$rédmigzszowego, ktore nastepnie sg kierowane do lizosomoéw, gdzie ulegaja degradacji w procesie
zaleznym od proteaz cysteinowych. Wykazano obecno$¢ duzych ilo§ci PARAP/Endo180 w tkance
kostnej, w obszarach jej aktywnej przebudowy, zwlaszcza w obszarze kostnienia. Biatko to
zapoczatkowuje proces adhezji fibroblastow do kolagenu i zwigksza ich migracje do matrycy
kolagenu fibrylarnego (Melander i in. 2015).

Glikoproteina VI (GPVI) nalezy do rodziny receptoréw immunoglobulinowych. Zostata ona
wyizolowana z ptytek krwi, a liczne badania przeprowadzone z jej udzialem wskazaty na znaczenie
jako kolagenowego receptora plytek krwi. Kolagen oddziatujac z GPVI powoduje aktywacje ptytek
krwi, co pocigga za sobg szereg procesow fosforylacji biatek m.in. kinaz Src i Syk oraz fosfolipazy
PLCy2 poprzez szlak sygnatowy oparty na kinazie tyrozynowej. Prowadzi to takze, do aktywacji
kolejnych receptoréw kolagenowych takich jak wspomniana wcze$niej integryna o 2 B 1 co z kolei
wzmacnia sygnalizacj¢ ze strony GPVI oraz stabilizuje adhezje do kolagenu (Kralisz 2003).

5. Typy kolagenu

Rodzina kolagenowa sktada si¢ z 29 typow, ktore zostaly ponumerowane cyframi rzymskimi
(I - XXIX). Na przyktad kolagen typu I sktada si¢ z dwdch tancuchow al(I) i jednego tancucha a2(I),
gdzie liczbg rzymska oznaczono typ kolagenu (Tab.1). Kazdy z tancuchdéw alfa kodowany jest przez
oddziela sekwencje genetyczna, ktora warunkuje typ kolagenu. Kolageny pod wzgledem budowy
zostaty podzielone na dwie gldwne grupy — kolageny fibrylarne (wtokniste), do ktérych nalezy
kolagen typu I, IL, III, V, XI, XXIV i XXVII oraz kolageny niefibrylarne, do ktérych naleza pozostale
typy. Kolagen niefibrylarny zostat ponadto podzielony na kilka podgrup obejmujacych kolagen btony
podstawnej, kolagen kotwiczacy, kolagen tworzacy mikrowldkna, kolagen tworzacy heksagonalne
uktady sieciowe, kolagen zawierajacy przerwang strukturg superhelisy zwigzane z blong komérkowa
transblonowe domeny MACITs (XIII, XVII, XXIII, XXV), kolagen zasocjowany z fibryla
towarzyszacy wioknom o przerywanej strukturze helisowej FACITs (1X, XII, XIV, XVI, XVI, XIX,
XX, XXI, XXII, XXVI) oraz kolagen struktury z wielokrotnie przerwang strukturg superhelisy typu
MULTIPLEXINSs (XV, XVIII) (Czubak i Zbikowska 2014; Morag i Burza 2017; Wu i in 2022).

Tab. 1. Typy kolagenu, budowa i wystgpowanie.
Typ Budowa IWystepowanie w organizmie
olagenu
Typ I [al(D]2[02(I)]  [|Skora, kosci, Sciggna, wiczadta, zebina , kosciach, stawach, watrobie,
nerkach, sercu, oczach.
TypIl  [al(D)]s Tkanka chrzgstna szklista na powierzchni stawow.

Typ I [[al(II)]3 Skora, Sciggna, wigzadla, okostna, naczynia krwionosne, tkanka
faczna  wlasciwa  siateczkowata  (blizny), jelita, macica,
zotadek, pecherzyk  zolciowy, tozysko, pecherz moczowy,
endometrium, tkanka ttuszczowa, serce, gruczot krokowy, $ledziona,
jadra, tkanki nowotworowe.
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Typ Budowa IWystepowanie w organizmie
olagenu

Typ IV [[al(IV)]2[02(IV) [Blona podstawna, membrany mi¢dzy komdrkami.
I

Typ V [al(V)]2[02(V)], |[Skora, kosci, tkanka chrzgstna, rogowka, tozysko, blizny
[al(V)]s

Typ VI [al(VD)a2(VI)a3 [Skora, kosci, tkanka chrzestna, rogéwka, uktad nerwowy (m.in.
(VD] reguluje réznicowanie si¢ komorek Schawanna, zachowuje
[al(VD)o2(V])a4 mielinizacj¢ i budowe nerwoéw obwodowych).
(VD]

Typ VII [[al(VID)]s Skora, pecherz moczowy, owodnia, pgpowina.

Typ VIII [al(VIID)]s, Skora, mozg, $rodblonek naczyn krwionosnych, nerki, migsien|
[02(VIID)]3, sercowy (réznicowanie).
[al(VII)]2
02(VIID)

Typ IX [al(IX)],[a2(IX) [Tkanka chrzestna szklista, rogowka.
J.[03(1X)]

Typ X [al(X)]s Tkanka chrzgstna, kalus ztamania.

Typ XI  |ol(XDa2(XT)a3([Tkanka chrzgstna, krazki migdzykregowe, koSci.
X1),
al(XDal(V)a3(
X1)

Typ XII [[al(XID)]s Skora, Sciegna, wiezadta, tkanka taczna.

Typ XIII [[al(XIID)]s Srédblonek naczyn krwionosnych, serce, skéra
(tkanki- uczestniczy w tworzeniu ich).

Typ XIV [al(XIV)]3 Skora, kosci, tkanka chrzgstna, wystepuje w wtoknistej watrobie

Typ XV [al(XV)]3 INaczynia wlosowate, jadra, nerki, serce, tkanka ttuszczowa

Typ XVI [al(XV]D)]3 Skora, nerki, jelito (wytwarzany przez miofibroblasty)

Typ XVII [al(XVID)]s Hemidesmosomy, neurony kory moézgowej, hipokamp, ciatko
migdalowate (posredniczy w migracji neurondéw podczas|
morfogenezy)

Typ [al(XVIID)]3 Blona podstawna, watroba

IXVIII

Typ XIX [al(XIX)]3 Blona podstawna, komorki migséni gladkich przetyku

Typ XX [al(XX)]s Rogowka, $ciegna, skora, chrzastka mostka

Typ XXI [al(XXI)]3 Zotadek, nerki, $ciany naczyn krwionoénych (sktadnik macierzy
zewnatrzkomorkowej)

Typ XXII [[al(XXII)]s Potaczenia migdzykomorkowe, serce, migsnie szkieletowe

Typ [ol(XXIID)]3 Serce, siatkowka, moézg — postaé zluszczona, pluca- pelna forma

IXXIIT dhugosci

Typ [l (XXIV)]3 Kosci, rogowka

XXIV

Typ [al(XXV)]3 Mozg, serce, jadra

XXV

Typ [a (XX V)]s Jadra, jajniki

XXVI

Typ [al(XXVII)]s [Tkanka chrzestna

XXVII
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Typ Budowa IWystepowanie w organizmie
olagenu
Typ [al(XXVIID)]s [Skoéra, nerw kulszowy, otacza niemielizujace komorki glejowe poza
IXXVIIT koncowymi komérkami Schwanna typu II
Typ Kolagen epidermalny
XXIX

W zaleznos$ci od r6znych kombinacji tancuchéw alfa mozna uzyskaé rézne typy kolagenu
osadzone w macierzy zewnatrzkomérkowej, gdzie kazdy z nich tworzy supramolekularne agregaty.

Pelnienie réznorodnych funkcji w organizmie przez kolageny zapewnia im ich budowa,
odpowiednia struktura, czyli typ i jej stabilno$¢. Najlepiej poznanym wsréd biatek kolagenowych jest
kolagen typu I. Ten typ odpowiada glownie za wytrzymatos$¢ tkanek na rozcigganie (elastyczno$é)
oraz za sztywnos$¢ kosci. Uwaza sig, ze jest glownym skladnikiem tkanek tacznych. Ma strukture
potrdjnej superhelisy, ktora jest zbudowana z dwoch identycznych tancuchow alfal(l) i jednego
alfa2(I), tworzac heterotrimer. Spotka¢ réwniez mozna druga forme strukturalng tego biatka -
homotrimeryczna, bedaca rzadziej wystepujacg izoforma, ktora sktada si¢ z trzech tancuchow
alfal(l). Wystepuje ona wytacznie w tkankach ptodowych, zwtdkniatych lub nowotworowych (Chang
i in. 2012; Czubak i Zbikowska 2014; Naomi i in.2021).

Kolageny odgrywaja znaczaca funkcje strukturalna, bedac sktadnikiem tkanki tacznej, ktora
jest niezbedna w budowie i utrzymaniu struktury skory, narzadow wewnetrznych, stawoéw czy uktadu
immunologicznego ograniczajac wnikanie drobnoustrojow chorobotwoérczych do wngtrza organizmu
(Ricard-Blum 2011).

6. Degradacja i nieprawidlowosci kolagenu

Szlak degradacji kolagenu jest istotnym procesem, ktory odgrywa wazng rol¢ w usuwaniu
uszkodzonego lub nadmiernie starzejacego si¢ kolagenu z tkanek. Degradacja kolagenu obejmuje
szlak, w ktory zaangazowane s3 metaloproteinazy (MMP). W sktad MMP wchodza rézne rodzaje
enzyméw, takie jak kolagenzay, zelatynazy, stromelinazy, matrylizyny oraz blonowe
metaloproteinazy. Przynalezno$¢ do tej grupy jest wynikiem kilku czynnikow, z ktorych
najwazniejszym jest obecno$¢ atomu cynku w strukturze tych enzyméw oraz zdolnos$¢ do degradacji
elementéw macierzy zewnatrzkomoérkowej (Czubak i Zbikowska 2014; Lipka i Boratyfiski 2008).

Nieprawidlowa budowa kolagenu spowodowana jest mutacjami oraz nieprawidtowosciami
podczas potranslacyjnej obrobki tego biatka, m.in. na skutek braku niezbgdnych kofaktordéw, co
prowadzi do jego btednego faldowania. Konsekwencjg tych procesdéw jest rozwoj chordb zwigzanych
z brakiem odpowiedniej wytrzymatoSci kolagenu lub powstalych w wyniku mutacji gendéw
kodujacych odpowiednie typy kolagenu, tzw. kolagenopatii, Wsrod nich znajduja si¢ szkorbut (wynik
niedoboru witaminy C, poniewaz petni ona funkcje kofaktora hydroksylazy prolinowe;j i lizynowej
podczas biosyntezy kolagenu), zespot Ehlersa-Danlosa (EDS) - defekty w syntezie, strukturze
i funkcji kolagenu, wrodzona tamliwos¢ kosci - mutacje w genach COL1A1 i COL1A2, zesp6t Alporta
- mutacje w genach COL4A3, COL4A4 lub COL4AS5 (Bateman i in. 2022).

7. Zastosowanie kolagenu

Kolagen stosowany jest w wielu dziedzinach medycyny. W inzynierii tkankowej znalazt
zastosowanie w procesie gojenia si¢ ran w celu przywrocenia integralnosci tozyska rany, dlatego
moze by¢ stosowany jako $rodek uzupehiajacy w przyspieszaniu procesu gojenia. Wybitng zaleta
wlaczenia kolagenu do opatrunkow na rany jest jego zdolno$¢ do usprawnienia procesu gojenia si¢
ran krytycznych. Istnieja rozne systemy dostarczania wytwarzanych przez kolagen materialow na
rany, takie jak: nanowtdkna, nici, nanoczasteczki, hydrozele, folie i gabki (Sklenarova i in. 2022;
Gajbhiye i Wairkar 2022). Kolagen jest suplementowany w wielu schorzeniach w postaci iniekcji,
pltynéw, kapsulek i rozpuszczalnych w wodzie tabletek, najcze¢éciej z dodatkiem witamin typu C
zwickszajacej jego wytwarzanie oraz E przeciwdziatajacej jego sztywnieniu (Czubak i Zbikowska
2014). Preparaty kolagenowe sg powszechnie stosowane dla celow kosmetycznych lub estetycznych
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oraz medycznych w postaci wypehiaczy tkankowych, kremow, Zeli, mikrosfer i maseczek oraz
wspierajacych rézne terapie w postaci nutriceutykow i wielu innych preparatow (Zelaszczyk i in.
2012). Kolagen wykorzystuje si¢ rowniez do produkcji ekologicznych opakowan (Tian i in. 2022).

8. Podsumowanie

Kolagen jest bardzo waznym biatkiem ludzkiego organizmu i odgrywa rol¢ m.in.
w bliznowaceniu ran, pomaga zapewni¢ odpowiednie srodowisko dla reakcji biochemicznych, a takze
gwarantuje integralno$¢ wielu struktur naszego organizmu. Powyzsze argumenty bezsprzecznie
pokazuja, ze kolagen to biomolekuta o wyjatkowej budowie 1 wlasciwosciach, co sprawia, ze stanowi
on bardzo wazny element budulcowy catego organizmu, umozliwiajac mu prawidlowe
funkcjonowanie.
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