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Wstep

Jest nam niezmiernie mito, ze do Panstwa rgk trafita juz druga edycja monografii
Sekcji Studenckiej Polskiego Towarzystwa Chemicznego wydana po Zjezdzie
Wiosennym SSPTChem, ktéry odbyt sie dniach 05-09 kwietnia 2017 roku w Stegnie.

W Zjezdzie wzieto udziat 83 uczestnikdw, z licznych osrodkéw akademickich
w Polsce, ktorzy wygtosili 24 komunikaty ustne oraz przedstawili 51 posteréw.
Podczas Zjazdu odbyty sie wyktady plenarne, na ktérych uczestnicy konferencji mieli
szanse wystuchac ciekawych prelekcji wybitnych polskich uczonych oraz wyktadow
mtodych naukowcow z uczelni zagranicznych.

Drugi raz uczestnicy zjazdu mieli mozliwos¢ opublikowania artykutdw w monografii
pokonferencyjnej. W niniejszej pozycji mozemy znalez¢ prace napisane na podstawie
badan wiasnych, jak i typowe prace przeglgdowe. Mamy nadzieje, ze kolejny zjazd
SSPTChem przyniesie wydanie kolejnej edycji monografii Sekcji Studenckiej
Polskiego Towarzystwa Chemicznego.

Pragniemy podziekowa¢ Oficynie Edukacyjnej * Krzysztof Pazdro Sp. z.0.0
za wydanie niniejszej pozycji. Liczymy na dalszg owocng wspotprace z Panstwa
wydawnictwem.

Przyjemnej lektury zyczy
Komitet Organizacyjny Zjazdu Wiosennego
Sekcji Studenckiej PTChem 2017






Badania spektroskopowe i strukturalne pochodnych terfenylu do roli
fluorescencyjnych sensoréw molekularnych

BADANIA SPEKTROSKOPOWE | STRUKTURALNE POCHODNYCH TERFENYLU
DO ROLI FLUORESCENCYJNYCH SENSOROW MOLEKULARNYCH

SPECTROSCOPIC AND STRUCTURAL STUDIES OF TERPHENYL DERIVATIVES
FOR THE ROLE OF FLUORESCENT MOLECULAR SENSORS

Nikola Fajkis"? Mariusz Galek?

1Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Wydziat Chemii
ul. Romana Ingardena 3, 30-060, Krakow
?Photo High Technologies
ul. Bobrzynskiego 14, 30-348, Krakow
nikola.fajkis@gmail.com

Streszczenie

Innowacyjnym  zastosowaniem  pochodnych terfenylu jest synteza sond
fluorescencyjnych, ktére dzieki swoim wiasciwosciom stanowig podstawe techniki FPT
(Fluorescence Probe Technology)." Sondy te, jako sensory molekularne, sgczute na
zmiane lepkoéci oraz  polarnosci otoczenia i za  pomocg kwantéw  Swiatta
przenoszg te informacje do urzadzenia pomiarowego. Wyzej opisana korelacja pozwala
przede wszystkim na $ledzenie szybkich proceséw polimeryzacji.?

Celem niniejszej pracy byta synteza pochodnych 2-metoksy-o-terfenylu oraz
2-metoksy-m-terfenylu, wstepne okreslenie ich uzytecznosci jako fluorescencyjnych sond
molekularnych, a takze badanie spektroskopowe i strukturalne otrzymanych zwigzkow.
Pochodne uzyskano za pomocg reakcji Suzuki w wyniku sprzegania
2,6-dibromoanizolu z odpowiednio podstawionymi kwasami fenyloboronowymi. Reakcje
prowadzono w obecnos$ci weglanu potasu oraz katalizatora - tetrakis(trifenylofosfina)
pallad(0) w roztworze N,N-dimetyloformamidu z wodg przez 12 godzin, utrzymujac
temperature 90°C.

Abstract

One of the the innovate uses of terphenyl derivatives is a synthesis of fluorescent
probes, which are the basis of the FPT (Fluorescence Probe Technology). Depending on the
environment, these probes have the ability to change the fluorescence characteristics
(photophysical and photochemical properties). Probes, as molecular sensors, are sensitive to
change of viscosity and polarity of the environment.? They are capable of transmitting the
information about the state of viscosity and polarity of the environment to a measuring
device, via light quanta. The devices are capable of relaying information about the state of to
a measuring device to the user. Described above correlation allows, first and foremost, the
tracking of fast polymerisation processes."

The purpose of this work was to synthesize 2-methoxy-o-terphenyl and
2-methoxy-m-terphenyl derivatives, the initial determination of their efficiency as fluorescent
molecular probes, and acquisition of spectroscopic and structural studies of these
compounds. Derivatives were obtained by the Suzuki reaction, by coupling

' K. Sawicz, J. Ortyl, R. Popielarz, Technical Transactions, 2009, 3(69), 119-126.
2. Ortyl, K. Sawicz, R. Popielarz, Technical Transactions, 2010, 10, 233-242.
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2,6-dibromoanisole with appropriately substituted phenyl boronic acids. The reaction was
carried out in the presence of potassium carbonate and a catalyst — tetrakis
(triphenylphosphine) palladium(0) in dimethylformamide solution with water for 12 hours, at
constant temperature of 90 ° C.

1. Wstep

Terfenyle to zwigzki weglowodorow aromatycznych, znane roéwniez jako
difenylobenzeny oraz trifenyle. Ich struktury zawierajg centralny pierscien benzenu
podstawiony dwoma grupami fenylowymi. Istniejg trzy izomery difenylobenzenu
(orto, meta oraz para), ktorych mieszanina jest wykorzystywana do produkciji
polichlorowanych pochodnych terfenylu. Zwigzki te byly wykorzystywane przede
wszystkim jako plastyfikatory, jednak ze wzgledu na ochrone srodowiska
zaprzestano ich produkcji. Roéwniez same difenylobenzeny posiadajg szerokie
spektrum zastosowan. Sg one wykorzystywane jako smary, ptyny chtodzgce,
rozpuszczalniki barwnikéw, chtodziwa w reaktorach atomowych, a takze do produkc;ji
polimeréw (np. polichlorku Winylu).3

Nowym, potencjalnym zastosowaniem pochodnych terfenylu jest technologia
sond fluoroscencyjnych, ktéra bazuje na zastosowaniu sensorow molekularnych
podczas procesu polimeryzacji. W zaleznosci od otaczajgcego srodowiska, sondy
te wykazujg zdolno$¢ do zmiany charakterystyki fluorescencji (tj. wtasciwosci
fotofizycznych oraz fotochemicznych). Sondy, jako sensory molekularne, sg czute na
zmiane lepkosci oraz polarnosci otoczenia i w wyniku tego oddziatywania zmianom
ulega widmo fluorescencji. Pozwala to miedzy innymi na $ledzenie szybkich
procesow polimeryzaciji.

W pierwszym etapie dziatania sondy molekularnej fluorofor pochtania kwanty
Swiatta. Ulega on wzbudzeniu, relaksacji oraz stabilizacji w wyniku oddziatywania ze
srodowiskiem. Wraz ze zmiang wiasciwosci otoczenia obserwuje sie rowniez zmiane
stopnia relaksacji. Roznice te sg rejestrowane jako przesuniecie widma fluorescenc;ji
oraz zmiane intensywnosci maksimum emisji sondy podczas procesu polimeryzacji.

Przykltadem zastosowania techniki sond fluorescencyjnych jest monitorowanie
procesu sieciowania zywic epoksydowych przy uzyciu réznorodnych utwardzaczy.
Badania nad technikg FTP w przypadku sieciowania przestrzennego sg szczegolnie
wazne, poniewaz dobierajgc typ utwardzacza oraz kontrolujgc parametry procesu
utwardzania, mozliwe jest modyfikowanie wtasciwosci utwardzonego polimeru.”

Poréwnano réwniez wyznaczone parametry kinetyczne procesu polimeryzaciji
monitorowanego zarowno sondami molekularnymi, jak i metodg FT-IR oraz DSC.
Potwierdzono, ze FTP pozwala na wyznaczenie rownie wiarygodnych parametrow
kinetycznych co FT-IR i DSC.* Technika sond molekularnych to zdecydowanie
szybsza i fatwiejsza w wykonaniu metoda kontrolowania polimeryzaciji.

' K. Sawicz, J. Ortyl, R. Popielarz, Technical Transactions, 2009, 3(69), 119-126.
® K. Sitarek, Podstawy i Metody Oceny Srodowiska Pracy, 2011, 3(69), 171-188.
* K. Sawicz-Kryniger, rozprawa doktorska, 2013.
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fluorescencyjnych sensoréw molekularnych

2. Materiaty i metody
Synteza potencjalnych sond molekularnych:

2,6-dibromoanizol (0,200 g; 1 eq), kwas 4-metoksyfenyloboronowy (0,288 g;
2,5 eq), tetrakis(trifenylofosfina) pallad(0) (0,053 g; 0,06 eq) oraz weglan potasu
(0,314 g; 3 eq) zostaly rozpuszczone w mieszaninie DMF i H,O w stosunku
objetosciowym 10:1 (3 mlI DMF + 0,3 ml H,O). Mieszanine reakcyjng barbotowano
argonem. Reakcje prowadzono przez dziesie¢ godzin w reaktorze umieszczonym
w fazni olejowej na mieszadle magnetycznym wyposazonym w zintegrowany
termostat elektroniczny w temperaturze 90°C. Produkt ekstrahowano z mieszaniny
trzykrotnie za pomocg octanu etylu. Potgczone fazy organiczne przemyto solanka.
Pozostatosci fazy wodnej, znajdujgce sie w fazie organicznej, suszono bezwodnym
siarczanem(VI) sodu. Mieszanine przefiltrowano, a rozpuszczalnik odparowano.
Produkt oczyszczono za pomocg gradientowej chromatografii kolumnowej (heksan
100% -> heksan:octan etylu 1:1).

Schemat sprzegania przedstawiono ponize;.

U LN
gn C

Schemat 1. Schemat sprzegania 2,6-dibromoanizolu oraz odpowiednio podstawionych kwasow
fenyloboronowych.

Pozostate pochodne otrzymano stosujgc procedure opisang powyzej.
Struktury wszystkich otrzymanych zwigzkéw zostaty potwierdzone badaniami
'HNMR oraz CNMR. Na Rys. 1. pokazano wzory strukturalne wszystkich
zsyntetyzowanych pochodnych terfenylu.

oﬁ(l} Mo
1 2.
0/ o/
SR’
3 4.
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Rysunek 1. Otrzymane pochodne terfenylu.

Aparatura:

W sktad fluorymetru wykorzystanego do badan wchodzity: dioda UV LED
emitujgca Swiatto o dtugosci fali 320 nm, detektor CCD (StellarNet, USA) oraz
Swiattowody. Fluorymetr byt rowniez zaopatrzony w komore do badan kinetycznych.

Badania spektroskopowe i strukturalne:

Struktury wszystkich pochodnych zostaly potwierdzone badaniem 'H NMR
i 3C NMR. Przed rozpoczeciem reakcji polimeryzacji zmierzono widma absorpcyjne
i fluorescencyjne otrzymanych pochodnych terfenylu. W tym celu sporzadzono
roztwory potencjalnych sond molekularnych o stezeniu 1 mg/50 cm?® rozpuszczonych
w acetonitrylu (Sigma Aldrich) i umieszczono je w kuwetach kwarcowych. Badania
prowadzono w temperaturze pokojowej.

Badania kinetyki polimeryzacji:
W celu zmierzenia kinetyki reakcji fotopolimeryzacji przygotowano roztwor
zawierajgcy: monomer (TEGDVE; 1 ), inicjator (HIP; 10 mg) oraz potencjaing,

fluorescencyjng sonde molekularng (pochodna terfenylu; 1 mg). Wszystkie
kompozycje chroniono przed dziataniem Swiatta.
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OVCHQ

3
Rysunek 2. Czgsteczka monomeru - TEGDVE.

H.C™ |O

Przygotowano réowniez prébke referencyjng zawierajgcg zsyntetyzowang sonde
standardowg o wzorze strukturalnym pokazanym na Rys.3.

Rysunek 3. Czgsteczka sondy referencyjne;j.

Niektore sondy molekularne wraz z inicjatorem od razu rozpuscity sie
w monomerze. Pozostate mieszaniny umieszczono w tazni ultradzwigkowej, na
mozliwie najkrotszy okres czasu. Krople kompozycji umieszczano pomiedzy dwoma
szkietkami mikroskopowymi, ktore dzieki przektadkom dystansowym i $ciskaczom
byty oddzielone od siebie na odlegtos¢ 0,1 mm. Przygotowany uktad umieszczano na
gtowicy pomiarowej i natychmiast uruchamiano zapis widm fluorescencyjnych.
Badania prowadzono w temperaturze pokojowej.

3. Wyniki i wnioski

Zmierzono widma absorpcyjne poszczegolnych pochodnych terfenylu (Rys.4.).
Ze wzgledu na rézne stezenia molowe badanych roztworéw potencjalnych sond
molekularnych, intensywnosc¢ zostata przeliczona na molowy wspotczynnik absorpcji.
—1

2
—3
—

30000 4

20000 4

10000 4/

Molowy wspolczynnik absorpcji [dm3-mol-1-cm-1]

0

200 ..""‘:.G .'.‘:1-0 C.SG 2é0 300 350 340
Diugosc fali [nm]

Rysunek 4. Widma absorbancji dla poszczegdlnych zwigzkéw. Oznaczenia zgodne

z Rysunkiem 1.
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Zmierzono widma emisyjne otrzymanych pochodnych terfenylu (Rys.5.).
Szczegdlnie intensywne widma mozna przypisa¢ zwigzkom numer 9, 6 oraz 2
(pochodna niepodstawiona, a takze pochodne podstawione kolejno grupag
metylotiolowg oraz  metylosulfonowg). Najmniejszg intensywnos¢ przy badanej
dtugosci fali (320 nm) wykazywata pochodna numer 3 (pochodna podstawiona
dwoma atomami fluoru).

30000 4
28000
26000 4
24000 4
22000 4
20000
18000
16000 4
14000
12000 - N
10000 4
8000
8000

A
4000 4 'l
2000 PR
0 R e ——
200 400

2 500
Dlugosc fali [nm]

= D0~ d®H 0 Wk =

Intensywnosc

Rysunek 5. Widma emisyjne dla poszczegdlnych zwigzkéw. Oznaczenia zgodne
z Rysunkiem 1.

Proces fotopolimeryzacji monitorowano w oparciu 0 wyznaczong z widm wartosc
wspofczynnika R, zdefiniowanego jako stosunek intensywnosci fluorescencji przy
dwoch roznych diugosciach fali, ktére zostaty wybrane zgodnie z regutg opisang
ponizej. Wyznaczone dtugosci fali byty zlokalizowane po obu stronach maksimum
fluorescencji. Odpowiadaty one réwniez potowie maksymalnej intensywnosci
fluorescenciji przed poliaddycja.

o 10)
10.,)

Ponizej przedstawiono widmo fluorescencji zmierzonej przed i po
fotopolimeryzacji przy zastosowaniu sondy referencyjnej. Obserwowano spadek
intensywnosci fluorescencji oraz przesuniecie maksimum w strone nizszych dtugosci
fali. Dzieki temu zwigzek ten moze byc¢ potencjalnie zastosowany jako
fluorescencyjna sonda molekularna.

12
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20000
Przed polimeryzacja

——————— Po polimeryzacji

Diugosc fali uzyta do obliczen
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(%]
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2 12000
2,
& oomo] CI0v)
T 8000 -
- 1(7“2)
6000 -
4000 -
2000 -
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Rysunek 6. Widma fluorescencji zmierzonej przed i po polimeryzacji przy zastosowaniu wzorca
jako sondy referencyjnej.

Na Rys.7. przedstawiono zaleznos¢ parametru R od czasu przebiegu
fotopolimeryzacji. Poczgtkowo wyznaczona krzywa intensywnie wzrasta, az do
osiggniecia plateau (150 s). Taki przebieg procesu kinetycznego wskazuje na
mozliwos¢ zastosowania zwigzku referencyjnego jako sondy molekularne;.

224

20

T T
50 100 150 200 250
Czas [s]

Rysunek 7. Wykres stosunku intensywno$ci fluorescencji przy zastosowaniu zwigzku
referencyjnego jako sondy.

Zmierzono widma fluorescencyjne przed i po procesie fotopolimeryzacji dla
otrzymanych pochodnych terfenylu (Rys.8.). Mozemy zaobserwowac duzy wzrost
intensywnosci fluorescencji. Maksimum intensywnos$ci nie ulegto przesunieciu, co
wskazuje na nieprzydatnos¢ tego typu pochodnych w technice fluorescencyjnych
sond molekularnych.
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Rysunek 8. Przyktad widma fluorescencyjnego zmierzonego przed i po polimeryzacji
z zastosowaniem odpowiedniej pochodne;j.

Zgodnie z opisang procedurg wyznaczono krzywe kinetyczne dla wszystkich
zsyntezowanych pochodnych terfenylu. Na podstawie ich ksztattu stwierdzono, ze nie
nadajg sie one do petnienia roli sensorow molekularnych. Nie pozwalajg one na
Sledzenie zmian zachodzgcych w ukfadzie w oparciu o wyznaczong wartos¢ R.
Mozna zauwazyC, ze poczatkowo sondy molekularne reagujg na zachodzgce
zmiany, co jest zobrazowane wzrostem wartosci R. Najbardziej obiecujgce wyniki
uzyskano dla zwigzkéw 2,1,9,10 (pochodne terfenylu podstawione kolejno grupami:
metylosulfonowa, trifluorowg, brakiem podstawnika oraz metoksylowg) . Dodatkowo
w zwigzkach 1 i 2 (pochodne podstawione grupg trifluorowg oraz metylosulfonowg)
obserwuje sie strome nachylenie krzywej obrazujgcej zaleznos¢ R od czasu, co
zwieksza ich predyspozycje do roli kandydatbw na sensory molekularne.
Zaobserwowano takze, ze pochodna terfenylu oznaczona numerem 8 (pochodna
cyjanowa) jest najmniej wrazliwa na zmiany zachodzgce w otoczeniu.

= D 00~ O O & W —

=

Czas [s]

Rysunek 9. Wykres stosunku intensywno$ci fluorescenciji przy zastosowaniu odpowiednich
pochodnych terfenylu do roli sond molekularnych. Oznaczenia zgodne z Rysunkiem 1.
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Celem niniejszych badan byto przetestowanie pochodnych terfenylu do roli
sensorow molekularnych uzywanych w technice FPT. Otrzymano dziesie¢
potencjalnych, fluorescencyjnych sensoréw molekularnych, ktérych struktura zostata
potwierdzona widmami 'HNMR i C NMR. Podczas badania kinetyki reakc;ji
polimeryzacji obserwujemy wzrost intensywnosci pasm fluorescencyjnych,
co wskazuje na pomysiny przebieg procesu polimeryzacji. Nie jest to niestety
wystarczajgcy argument, aby okreslié otrzymane zwigzki jako dobre sensory
molekularne. Technika FPT wymaga, aby widma otrzymane przed polimeryzacjg
oraz po niej charakteryzowaty sie przesunieciem maksimum. Tylko wtedy
wyznaczany stosunek intensywnosci pozwala na otrzymanie oczekiwanego profilu
kinetycznego. Poczgtkowe badania wskazywaty, ze zwigzki te mogg nadawac sie do
monitorowania procesu fotopolimeryzacji, jednak kolejne testy nie potwierdzity
postawionej na wstepie tezy.

Sktadam serdeczne podzigekowania dr Mariuszowi Galek, dr hab. Ewie Witek oraz prof. dr hab.
Piotrowi KuStrowskiemu zaréwno za cenne uwagi dotyczgce pracy, jak i po$wiecony czas.

Dr Mariuszowi Galek dziekuje rowniez za udostepnienie laboratorium oraz odczynnikéw,
a takze wsparcie merytoryczne podczas prowadzonych badan.
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Znaczenie proonkogenne fosfataz tyrozynowych SHP2 i PTP1B w rozwoju raka piersi

ZNACZENIE PROONKOGENNE FOSFATAZ TYROZYNOWYCH
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ROLE OF TYROSINE PHOSPHATASES
SHP2 AND PTP1B IN DEVELOPMENT OF BREAST CANCER
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Streszczenie

Fosforylacja biatek odgrywa kluczowg role w procesach komérkowych, w tym
w réznicowaniu, proliferacji, wzroscie komoérek oraz apoptozie. Podczas mitozy komoérka
ulega gwalttownym zmianom struktury komérkowej i organizacji. W jej wyniku nastepuje
rbwnomierne rozdzielenie cytoplazmy i organelli, prowadzgc do réwnomiernego
segregowania genomu i wytworzenia dwdch zywotnych komérek. Dynamiczna i odwracalna
fosforylacja biatek jest waznym mechanizmem regulacyjnym, w ktérej posredniczg kinazy
biatkowe i fosfatazy. Nieprawidtowosci podczas podziatu komérkowego mogg prowadzi¢ do
namnazania sie komoérek o nieprawidtowej liczbie chromosomoéw. Jest to cecha
charakterystyczna procesu nowotworowego, a takze zrodto wielu wad wrodzonych.
Fosfataza tyrozynowa (PTP, ang. protein tyrosine phosphatase) to biatko odpowiedzialne za
ztozone reakcje enzymatyczne. Odpowiada za defosforylacje biatek zawierajgcych reszty
tyrozynowe. Zaburzenia w jej dziataniu mogg prowadzi¢ do rozwoju proceséw chorobowych,
obejmujgcych  promowanie  onkogenezy, zmian rozwojowych oraz  powiktan
autoimmunologicznych i metabolicznych.

Abstract

Protein phosphorylation plays a significant role in cellular processes including
differentiation, proliferation, cell growth and apoptosis. In the process of mitosis,
the cell undergoes rapid changes in cell structure and its organization. As a result,
a uniform distribution of cytoplasm and organelles takes place leading to an even
segregation of the genome and a production of two viable cells. Protein kinases and
phosphatases facilitate in dynamic and reversible protein phosphorylation which constitutes
an important regulatory mechanism. Errors which occur during cell division can lead to
proliferation of chromosomally abnormal cells which is a characteristic of cancer as well as
the source of many congenital abnormalities. Tyrosine phosphatase is a protein responsible
for complex enzymatic reactions necessary in dephosphorylation of proteins with tyrosine
residues content. Its uncontrolled action can lead to medical conditions related with
carcinogenic effect and autoimmune and metabolic developmental disorders.

16



Znaczenie proonkogenne fosfataz tyrozynowych SHP2 i PTP1B w rozwoju raka piersi

1. Wprowadzenie

Fosforylacja biatek jest fundamentalnym mechanizmem w fizjologii eukariontéw
i wazng modyfikacjg potranslacyjng, ktora reguluje transdukcje sygnatu
w komorkach. Ocenia sie, ze co najmniej jedna trzecia biatek komérkowych zawiera
kowalencyjnie zwigzany fosforan.”

W ludzkim genomie znajduje sie okoto 500 kinaz biatkowych, przy czym okoto 90
jest swoistych dla reszt tyrozyny. Wszystkie kinazy biatkowe, z rzadkimi wyjatkami,
majg wspolng strukture 3D, obejmujgca strukture B-kartki przy N-koncu biatka,
wigzgcym ATP (adenozyno-5’-trifosforan) i czes¢ a-helikalng. Fosfatazy biatkowe
dziatajg przeciwstawnie do biatkowych kinaz, poniewaz odtgczajg reszty fosforanowe
(defosforylujg) od reszt aminokwasowych innych biatek enzymatycznych i w ten
sposob regulujg ich dziatanie. Fosfatazy réznig sie strukturalnie, majg rézne miejsca
aktywne, a takze odmienne mechanizmy hydrolizy wigzania fosfomonoestrowego.?

Fosfatazy biatkowe mozna podzieli¢ na dwie gtdwne grupy: fosfatazy
fosfoserynowe oraz fosfatazy tyrozynowe.

2. Fosfatazy fosfoserynowe (PSPs, ang. phosphoserine phosphatases)

Fosfatazy fosfoserynowe (PSPs, ang. phosphoserine phosphatases) obejmujg
trzy gtébwne rodziny: fosfatazy fosfoproteinowe (PPPs, ang. phosphoprotein
phosphatases), fosfatazy biatkowe metalo-zalezne (PPM) i fosfatazy oparte na
asparaginianach.?

Reprezentatywnymi cztonkami rodziny PPPs sg biatkowe fosfatazy PP1, PP2A,
PP2B (powszechnie znana jako kalcyneuryna), PP4, PP5, PP6 i PP7.*

Biatkowa fosfataza PP1 jest gtéwng fosfatazg serynowo/treoninowg obecng
we wszystkich komorkach eukariotycznych. Bierze udziat w procesie podziatu
komorkowego, apoptozie, syntezie biatek, metabolizmie, reorganizacji cytoszkieletu
i regulacji receptoréw i kanatbw membranowych. Regulacja funkcji komorkowych
odbywa sie poprzez interakcje podjednostki katalitycznej (PP1c) z ponad
piec¢dziesiecioma réoznymi podjednostkami regulacyjnymi.” Podjednostka katalityczna
fosfatazy PP1 jest wysoce zachowana ws$rdod wszystkich eukariotow,
o podobienstwie sekwenciji biatka wynoszacym w przyblizeniu 70%.°

Fosfataza PP2A odgrywa wazng role w rozwoju, proliferacji, Smierci komorkowej
i kontroli cyklu komérkowego.” Odgrywa réwniez zasadniczg role w utrzymaniu
homeostazy sygnalizacyjnej w komorkach poprzez defosforylacje réznych biatek
sygnatowych.® Jest réwniez prawdopodobnie waznym supresorem nowotworowym?,
natomiast jej deregulacja moze wptywaé na aktywnos¢ wielu kinaz biatkowych
Ser/Thr zwigzanych z chorobg Alzheimera.™®

Kalcyneuryna (znana réwniez jako biatkowa fosfataza 2B lub PP2B) odgrywa
wazng role w licznych procesach biologicznych zaleznych od wapnia, w tym rozwoju

'p. Blume-Jensen, T. Hunter, Nature, 2001, 411, 355-365.

’D.L. Brautigan, FEBS Journal, 2013, 280, 324-325.

3y. Shi, Cell, 2009, 139, 468-484.

* P.T.W. Cohen, Cell, 1997, 22, 245-251.

SPTW. Cohen, Journal of Cell Science, 2002, 115, 241-256.

® H. Ceulemans, M. Bollen, Physiological Reviews, 2004, 84, 1-39.

Tv. Janssens, J. Goris, Biochemical Journal, 2001, 353, 417-439.

8K. Amanpreet, J. Westermarck, Biochemical Society Transactions, 2016, 44, 1683-1693.
oM. Mumby, Cell, 2007, 130, 21-24.

10 5.M. Sontag, E. Sontag, Frontiers in Molecular Neuroscience, 2014, 7, 1-10.
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neuroleptycznym i pamieci, odpowiedzi immunologicznej, przerostu miesnia
sercowego, transdukcji sygnatu miedzykomorkowego i rozwoju miesni. !

Fosfataza biatkowa PP4 uczestniczy w progresji cyklu komoérkowego
i regulowaniu dojrzewania centrosomu. Ekspresja gendéw kodujgcych PP4 jest
podwyzszona w tkankach nowotworowych o réznym pochodzeniu, a jej nadekspresja
w raku trzustki ma znaczenie prognostyczne.12 W ostatnich badaniach wykazano
rowniez, ze fosfataza PP4 hamuje wytwarzanie interferonu typu | w komdrkach
makrofagowych indukowanych przez wirusa Sendai (SeV, ang. Sendai virus) oraz
wirusa1c3h pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (VSV, ang. vesicular stomatitis
virus).

Fosfataza biatkowa PP5 ma plejotropowe znaczenie w sygnalizacji komdrkowe;,
w tym naprawie uszkodzen DNA, proliferacji komérek raka sutka oraz cyklu
dobowym. Jej ekspresje obserwuje sie réwniez w kaskadach sygnalizacyjnych
wywotywanych stresem, ktore regulujg wzrost komorek i apoptoze. PP5 aktywuje
receptor glikokortykosteroidowy i estrogenu w odpowiedzi na rozwijajgcy sie
nowotwor. Inhibicja nadekspresji fofatazy PP5 w nowotworze watrobowo-
komérkowym (HCC, ang. hepatocellular carcinoma) wydaje sie by¢ obiecujgcym
celem terapeutycznym.' Zahamowanie PP5 u chorych na astme przywraca
natomiast zdolnos¢ do hamowania produkcji chemokin CCL5 i CCL11 indukowanych
przez czynnik martwicy nowotworu (TNF-a, ang. tumor necrosis factor).
Proponowanym wyttumaczeniem wydaje sie byC fakt, iz komorki ptuc astmatykéw
majg mniejszg wrazliwos¢ na kortykosteroidy, co czesciowo spowodowane moze by¢
zaburzeniami  fosforylacji receptorow  glikokortykosteroidowych  wywotanych
zwiekszong ekspresjg PP5."°

3. Fosfatazy tyrozynowe (PTPs, ang. protein tyrosine phosphatases)

Biatkowe fosfatazy tyrozynowe (PTPs, ang. protein tyrosine phosphatases)
stanowig duzg rodzine enzymow, ktére usuwajg grupy fosforanowe (defosforylujg)
z reszt tyrozynowych biatek. Funkcjonujg w sposéb skoordynowany z kinazami
tyrozynowymi, kontrolujgc szlaki sygnatowe lezgce u podstaw szerokiego spektrum
proceséw fizjologicznych komorek eukariotycznych, m.in. proliferacji, réznicowaniu
oraz migracji'. Fosforylacja reszt tyrozyny biatek jest bardzo rzadka i wynosi
ok. 0,01-0,1% ogétu fosfoprotein, jednakze odgrywa kluczowg role w wielu procesach
charakterystycznych dla organizméw wielokomérkowych.'®

Aktualne badania wykazujg zwigzek PTPs z wystepowaniem licznych choréb
nowotworowych, neurodegeneracyjnych, sercowo-naczyniowych, alergicznych,
metabolicznych, infekcyjnych oraz immunologicznych. Fosforylacja tyrozynowa jest

"F. Rusnak, P. Mertz, Physiological Reviews, 2000, 80, 1483-1521.

2R, Essner, KW. Gong, D. Kaufman, H. Chen, C. Ginther, J. Dering, E. von Euw, B. Chmielowski, R.
Finn, D. Slamon, Cancer Research, 2015, 75.

3 X. Liu, Z. Zhan, Elsevier, 2014, 70, 55.

. Oberoia, DM. Dunnb, MR. Woodfordb, L. Mariottia, J. Schulmanb, D. Bourbouliab, M. Mollapourb,
CK. Vaughana, PNAS, 2016, 113, 9009-9014.

' L. Chachi, M. Abbasian, A. Gavrila, O. Tliba, C. Brightling, Y. Amrani, European Respiratory
Journal, 2015, 46.

'® C. Tsoukas, Springer Science & Business Media, 2007, 53-55.
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odwracalng modyfikacjg potranslacyjng, ktoéra jest katalizowana przez tyrozynowe
kinazy biatkowe (PTKs, ang. protein tyrosine kinases)."’

Na podstawie sekwencji aminokwasowych domen katalitycznych fosfataz
tyrozynowych, mozna je podzieli¢ na cztery rodziny. Najwiekszg rodzine PTPs
stanowi | klasa. Rodzina ta zawiera 38 dobrze znanych "klasycznych" PTPs
(zwigzanych z tyrozyng) oraz 61 fosfataz o podwdjnej swoistosci (specyficznych
wzgledem tyrozyny i seryny/treoniny lub tyrozyny i treoniny). Do |l klasy zalicza sie
fosfatazy o matej masie czgsteczkowej zawierajgce reszty tyrozyny (LMWPTP), ktére
sg kodowane przez stosunkowo maty (18 kDa), pojedynczy gen. Il klasa fosfataz
tyrozynowych obejmuje trzy fosfatazy tyrozynowo/treoninowe, wchodzgce w proces
cyklu  komoérkowego. Klasa IV zawiera cztery fosfatazy tyrozynowe
i serynowo/tyrozynowe, ktérych w odréznieniu od pozostatych resztg katalityczng nie
jest cysteina zas reszta kwasu asparaginowego.'®

FORMA NIEAKTYWNA FORMA AKTYWNA

Rys. 1. Fosfataza tyrozynowa SHP2 jest regulowana za pomoca mechanizmu ,self-locking”.
W przypadku braku biatek zawierajgcych reszty tyrozynowe (pY), SHP2 istnieje w zamknietej
konformacji z domeng N-SH2 blokujgca miejsce katalityczne. Po zwigzaniu odpowiednich biatek,
SHP2 jest otwierane tak, ze substraty mogg wigzaé sie z miejscem aktywnym (na podstawie19).

W oparciu o lokalizacje, PTPs klasyfikowane sg jako transbtonowe
(receptorowe), wystepujace w btonie komorkowej, oraz wewngtrzkomdrkowe
(cytozolowe), ktore zlokalizowane sg w cytozolu, btonie Sluzowej i retikulum
endoplazamtycznym.?

Cytozolowa fosfataza SHP-2 jest obecna w wielu tkankach i komodrkach,
uczestniczy w szlakach sygnalizacyjnych réznych czynnikow wzrostu — PDGF
(ptytkopochodny czynnik wzrostu, ang. platelet-derived growth factor), EGF

'""N. Aceto, M. Bentires-Alj, Oncotarget, 2012, 3, 514-515.

'® A. Kuban-Jankowska, M. Gérska, N. Knap, F. Cappello, M. Wozniak, Frontiers in Bioscience, 2015,
20, 377-388.

¥ JR Chan, GS Feng, Blood, 2007, 109, 862-867.

2 JN Andersen, OH Mortensen, GH Peters, PG Drake, LF Iversen, OH Olsen, PG Jansen, HS
Andersen, NK Tonks, NP. Moller, Mol Cell Biol, 2001, 21, 7117-7136.
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(naskérkowy czynnik wzrostu, ang. epidermal growth factor) i IGF-1 (insulinopodobny
czynnik wzrostu 1, somatomedyna C, ang. insulin-like growth factor 1, somatomedin
C), cytokin — interleukiny 3 (IL-3), GM-CSF (czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii
granulocytéw i makrofagoéw, ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor),
insuliny i interferonu.”’ Ostatnie badania wykazaty, ze odgrywa wazng role
w przekazywaniu sygnatu z powierzchni komorki do jadra i jest waznym
wewnatrzkomorkowym regulatorem proliferacji i roznicowania komorek. Strukturalnie
wykazuje podobienstwo do fosfataz swoistych dla komérek krwiotworczych (SHP1).
Zlokalizowana na domenie SH2, sklada sie z okoto 100 aminokwaséw, ktére
posrednicza w wigzaniu SHP-2 z resztami ufosforylowanych tyrozyn.??

Mechanizm dziatania fosfatazy SHP-2 pozostaje wcigz niewyjasniony, jednakze
uwaza sie, ze poprzez defosforylacje zwigzanych z nig czgsteczek sygnalizacyjnych,
zmniejsza ich lokalny przeptyw sygnalizacji. Ostatecznym efektem dziatania fosfatazy
SHP-2 jest zwiekszenie transdukcji sygnatu.”® Badania in vitro wykazai%/, ze SHP-2
odgrywa decydujaca role w regulowaniu wielu aktywnosci komérkowych.**

domena C-SH2
domena N-SH2

Rys. 2. Struktura fosfatazy SHP2 i jej domena katalityczna.25

Nadekspresja fosfatazy SHP2 zostata udowodniona w przebiegu nowotworéw
hematologicznych, a zwilaszcza w miodzienczej biataczce szpikowej oraz
nowotworzeniu guza piersi.?®

Fosfataza tyrozynowa PTP1B sktada sie z domeny katalitycznej umiejscowione;j
przy domenie N-koncowej biatka, dwdch motywow bogatych w proline
i hydrofobowego regionu C-koncowego. W obrebie miejsca aktywnego znajduje sie
reszta cysteiny, ktora zaangazowana jest w defosforylacjg reszt tyrozyny
z biatek. Domena C-kohcowa zakotwicza biatko w powierzchni cytoplazamatycznej
retikulum  endoplazmatycznego. @ Wykrycie ekspresji PTP1B w guzach
nowot\zfxorowych dostarczytlo dowoddéw na role tej fosfatazy w patogenezie raka
piersi.

21 GS Feng, CC Hui, T. Pawson, Science, 1993, 259, 1607—1611.

2 CcA Koch, D Anderson, MF Moran, C Ellis, T Pawson, Science, 1991, 252, 668—674.

% BG Neel BG, NK Tonks, Curr Opin Cell Biol, 1997, 9, 193-204.

% Cheng Kui QU, Cell Research, 2000,10, 279-288.

M. Tajana, A. de Rocca Serraa, P. Valeta, T. Edouardc, A. Yarta, European Journal of Medical
Genetics, 2015, 58, 509-525.

el Chan, D. Kalaitzidis, BG Neel, Cancer Metastasis Rev., 2008, 27, 179-192.
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4. Rak piersi

Rak piersi jest najczesciej wystepujgcym nowotworem ztosliwym u kobiet
w Polsce. Stanowi okoto 22% sposréd wszystkich zachorowan na nowotwory. W roku
2010 zapadto na te chorobe ok. 16 000 kobiet. W ciggu ostatnich trzech dekad liczba
chorych wzrosta ponad 2-krotnie. Szacuje sie, ze rocznie rak piersi rozpoznawany
jest u 1,5 miliona kobiet na catym Swiecie, a okoto 400 tysiecy umiera z tego powodu.
Jest to najczestszy nowotwdr ztosliwy wsrod mieszkanek krajow wysoko
cywilizowanych, takich jak USA, Kanada, Australia czy kraje Europy Zachodniej.27

Etiologia wiekszosci przypadkéw raka piersi nie jest w pemni znana.
Najwazniejszymi czynnikami ryzyka zachorowania sg: dojrzaly wiek, pdzna
menopauza, dtugotrwata hormonalna  terapia  zastepcza, ekspozycja
na promieniowanie jonizujgce oraz nosicielstwo mutacji niektérych gendéw (przede
wszystkim BRCA1 i BRCA2). W wiekszosci przypadkow zachorowan na raka piersi
obserwuje sie nosicielstwo mutacji lub polimorficznych alleli wielu réznych gendéw
uczestniczacych m.in. w kontroli metabolizmu hormonéw steroidowych oraz
egzo- i endogennych kancerogendw, procesach naprawy uszkodzonego DNA,
regulacji cyklu proliferacyjnego komoérek i procesu apoptozy, a takze syntezy
czynnikéw wzrostowych lub ich receptoréw.?®

W raku piersi wyr6zni¢ mozemy czynniki prognostyczne i predykcyjne. Czynniki
prognostyczne pozwalajg okresli¢ przebieg choroby niezaleznie od zastosowanego
leczenia. Do klasycznych czynnikdw zaliczamy: wielkos¢ guza, stan pachowych
weztdw chitonnych, typ histologiczny guza, stopien ztosliwosci, obecnos¢ komoérek
nowotworowych w naczyniach limfatycznych i krwionosnych. Istotne znaczenie dla
wyboru metody leczenia, jak réwniez rokowania, majg czynniki predykcyjne, ktore
wskazujg na potencjalng odpowiedz na planowane leczenie. Najwazniejszym
czynnikiem predykcyjnym jest obecnos¢ w komorkach raka receptorow dla
hormondéw ptciowych. U okoto 60% chorych stwierdza sie zaréwno receptory
estrogenowe (ER) i progesteronowe (PgR) zas u ok. 20% tylko jeden z tych
receptoréw. Brak receptora obserwuje sie u pozostatych 20% chorych.?® Chore bez
ekspresiji receptoréw steroidowych sg niepodatne na leczenie hormonalne. Ekspresja
receptoréw steroidowych wigze sie réwniez z lepszym rokowaniem, ale i mniejszg
wrazliwo$cig na chemioterapie.

Aktualne leczenie nowotworu piersi obejmuje radioterapie, leczenie hormonaline,
chemioterapi%, podawanie przeciwciat monoklonalnych, za$§ w ostatecznosci
mastektomie.?®

5. Rola fosfataz SHP2 i PTP1B w raku piersi

Biatkowe fosfatazy tyrozynowe (PTPs) to kluczowe enzymy komorkowe, ktore
regulujg wiele sciezek sygnatowych poprzez szybkg defosforylacje fosforylowanych
reszt tyrozynowych i sg istotne dla regulacji zaréowno sygnatu metabolicznego, jak
i onkogennego. Zaburzenie fosforylacji tyrozynowej moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworu charakteryzujgcego sie nieprawidlowym wzrostem i potencjatem

"' ). Didkowska, U. Wojciechowska, Zachorowania i zgony na nowotwory ztosliwe w Polsce. Krajowy
Rejestr Nowotworow, Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Sktodowskiej — Curie, Dostepne na stronie
http://onkologia.org.pl/k/epidemiologia/, dostep z dnia 06.06.2017.

28Onkologia w praktyce klinicznej - zalecenia postepowania diagnostyczno-terapeutycznego
w nowotworach ztosliwych: Rak piersi, pod red. J. Jassem, 2007, 180-218.

% B. Karczmarek-Borowska, Przeglad Medyczny Uniwersytetu Rzeszowskiego, 2009, 4, 350-355.
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przerzutowym.*® Istniejg dowody, ze niektére PTPs moga funkcjonowaé jako
supresory procesu nowotworzenia, natomiast liczne fosfatazy tyrozynowe, regulujgce
aktywnos¢ czynnikow wzrostu (np. SHP2 kodowana przez gen PTPN11) moga
promowaé powstawanie nowotworu. Aktywacja mutacji SHP2 wystepuje w wielu
typach nowotworow, w tym biataczkach, neuroblastomie, glejaku, raku jelita grubego,
zoftadka, piersi oraz w szpiczaku mnogim. Szcze%élnie istotne zas w leczeniu raka
piersi wydaja sie by¢ fosfatazy SHP2 i PTP1B."9%"32,

Kontrola aktywnosci fosfataz tyrozynowych w szczegoélnosci regulowana jest
przez utlenianie reszty cysteiny, wystepujgcej w centrum katalitycznym w postaci
anionu tiolanowego. Utrata aktywnosci katalitycznej enzymu warunkowana jest
poprzez jej utlenienie. W zaleznosci od stopnia utlenienia, katalityczna reszta
cysteiny moze przeksztatcic sie w reszte kwasu sulfenowego (SOH), kwasu
sulfinowego (SO,H) lub sulfonowego (SOsH).** Przypuszcza sie, ze odwracalne
utlenienie katalitycznej cysteiny moze byC¢ uniwersalnym mechanizmem regulacji
aktywnosci  biatkowych fosfataz tyrozynowych. Udziat biatkowych fosfataz
tyrozynowych w tworzeniu sie nowotworow moze byC czesciowo zwigzany ze
zwiekszonym wytwarzaniem reaktywnych form tlenu (ROS) w komdrkach rakowych,
w poroéwnaniu do normalnych komérek, co moze prowadzi¢ do zaburzonej regulaciji
PTP przez utlenienie.®

Biatkowa fosfataza tyrozynowa PTP1B odgrywa kluczowg role w sygnalizacji
metabolicznej i jest obiecujgcym celem terapeutycznym leku na cukrzyce typu 2
i otytos¢. Zebrane dowody wskazujg réwniez, ze PTP1B jest zaangazowana w rozwoj
raka, przy czym moze wywieraé dziatanie zaréwno hamujgce nowotwor, jak
i promowanie rozrostu guza. Biatkowa fosfataza tyrozynowa PTP1B defosforyluje
kinazy tyrozynowe istotne w indukcji nowotworu piersi t.j. HER1/EGFR, Src, JAK
i STAT. Fosfataza PTP1B jest nadeksprymowana w komérkach raka piersi i inicjuje
powstawanie guza. Poziomy PTP1B réznig sie nie tylko w zaleznosci od typu
komorki, ale pewng role odgrywajg rowniez zmiany srodowiskowe. Dowiedziono, iz
w dietach o wysokiej zawartosci fruktozy wzrasta watrobowy poziom transkrypcji
PTP1Bw przeciwienstwie zas do glodéwki, ktéra powoduje efekt odwrotny.*

Cho¢ wczesne stadium raka piersi nie jest zagrozeniem dla zycia, jego rozwoj
z przerzutami jest odpowiedzialny za wiekszos¢ zgonodw spowodowanych
nowotworami. Komorki nowotworowe migrujg do innych odlegtych narzadéw,
co prowadzi do wtdrnego powstawania guzow, atakujgc naczynia krwionosne
i limfatyczne. Chirurgiczne usuniecie nowotworu pierwotnego réwniez moze pozwoli¢
na nawrét choroby w postaci przerzutéw.*® Z uwagi na fakt, iz to wiasnie przerzuty s
w gtdwnej mierze odpowiedzialne za smiertelno$¢ w nastepstwie rozwoju nowotworu
piersi, wazne jest zrozumienie mechanizmow, ktore odpowiedzialne sg za pojawienie
sie wtornych ognisk nowotworowych. Wykazano, iz znaczna liczba czgsteczek,

% A. Ostman, C. Hellberg, F.D. Béhmer, Nature Rev, 2006, 6, 307-320.

¥K.S. Grossmann, M. Rosario, C. Birchmeier, W. Birchmeier, Adv. Cancer Res., 2010, 106, 53—-89.

%2 C. Peifen, G. Wenjie, Y. HuaQin, L. Qian, W. Weicheng, S. Yang, L. Xiaomin, G. Yanhong,
Biomedicine & Pharmacotherapy, 2014, 68, 285-290.

%J. den Hertog, A. Groen, T. van der Wijk, Arch Biochem Bioph, 2005, 434, 11-15.

% GY Liou, P. Storz, Free Radic Res, 2010, 44, 479-496.

% LE. Arias-Romero, S. Saha, O. Villamar-Cruz, Shu-Chin Yip, SP. Ethier, Zhong-Yin Zhang,
J. Chernoff, Cancer Res, 2009, 69, 4582-4588.
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takich jak cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu odpowiedzialna jest za charakter
przerzutowy komorek raka piersi.37

Przerzuty komorek raka piersi sg ztozonym procesem, zas chemotaksja i inwazja
komorek nowotworowych majg kluczowe znaczenie dla ich rozwoju. Proces ten
obejmuje takze wydzielanie roznych enzymow hydrolitycznych, takich jak
metaloproteazy. Prowadzg one do degradacji pobliskiej  substancji
miedzykomorkowej i penetracji komorek przez membrane podstawowg do krgzenia
krwi, a nastepnie rozprzestrzeniajg sie oraz ulegajg adhezji do srédbtonka. Chociaz
receptor chemokinowy CXCR4 i jego pokrewny ligand, CXCL12, okazaty sie
odgrywacC wazng role w przerzutach raka piersi, ich mechanizmy sygnalizacyjne w
rozwoju komorek nowotworowych raka piersi nie zostaty dotgd wyjasnione. Poprzez
zastosowanie roznych inhibitoréw szlaku sygnatowego stwierdzono miedzy innymi,
ze fosfataza SHP2 odgrywa wazng role w chemotaksji indukowanej przez CXCL12
i chemoinwazji komorek raka piersi.34

Ostatnie badania wykazaty ponadto, iz fosfataza SHP2 tworzy kompleks

z receptorami estrogenu w poblizu btony cytoplazmatycznej reagujgcej na stymulacje
estrogendw, a nastepnie transdukowany sygnat estrogenu przez wyzwalanie szlakow
cytoplazmatycznych ERK (kinaza regulowana zewngtrzkomorkowo, ang. extracellular
signal-regulated  ksinase) i AKT (serynowo-treoninowa kinaza biatkowa,
ang. serine/threonine protein kinase) indukuje proliferacje komorek raka piersi.
Doktadne mechanizmy przenoszenia biatka receptora estrogenu do cytoplazmy
i zwigzek z SHP2 nie sg jednakze znane.*® Wnioskuje sie natomiast, ze SHP2 moze
by¢ dotgd nieznanym kompleksem zewnagtrzkomorkowym zwigzanym z receptorem
estrogenowym, ktéry moze wyzwala¢ kaskady kinazy cytoplazmatycznych, aby
posredniczy¢ w genomowym lub niegenomowym dziataniu estrogenu.®

6. Podsumowanie

Ze wzgledu na kluczowy udziat biatkowych fosfataz tyrozynowych w biologii
nowotworow, mogg stanowi¢ one obiecujgce cele dla rozwoju nowych
przeciwnowotworowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych.*® Ich powstanie
moze by¢ mozliwe w wyniku pogtebionego zrozumienia sieci sygnalizacyjnych
wptywajgcych na inicjacje guza, progresje i przerzuty. Badania w zakresie fosfataz
tyrozynowych, ktére dostarczg nowych informacji na temat kaskad sygnalizacyjnych
wptywajgcych na komorki inicjujgce nowotwor oraz ich roli w patofizjologii, mogg
zaowocowac zaprojektowaniem nowego, bezpiecznego i skutecznego leczenia
nowotworu piersi.

Praca powstata w ramach realizacji projektu luventus Plus Nr IP2015 038774 z MNiSW.
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Abstract

The inverse gas chromatography was employed for the physicochemical properties of [4-
(4-trans-ethylcyclohexanecarbonyl)oxyphenyl]4-(4-trans-propylcyclohexyl)benzoate at the
temperatures for solid and smectic B phase. The results of these tests were elution peaks
that were subjected to the appropriate mathematical calculations. The retention times of the
centre of gravity of the elution peaks were used for the estimation of the values of the
specific retention volumes. The values of the thermodynamic functions, that is the molar
enthalpy of adsorption and dissolution and the molar entropy of adsorption and dissolution
were also estimated.

Streszczenie

W niniejszej pracy badano wiasciwosci fizykochemiczne 4-transetylocykloheksylo-4'-
benzoeso-benzeno-4,4 -n-propylocykloheksylanu w temperaturach obejmujgcych ciato state
i faze smektyczng B. Wykorzystang metodg pomiarowg byla inwersyjna chromatografia
gazowa. Wynikiem przeprowadzonych badanh byty piki elucyjne, ktére poddano odpowiedniej
obrébce matematycznej i otrzymano w ten sposob czasy retencji Srodka ciezkosci piku
elucyjnego, na podstawie ktorych obliczono wiasciwe objetosci retencji, a takze podstawowe
wielkosci termodynamiczne, czyli molowg rozniczkowg entalpie adsorpcji i rozpuszczania
oraz molowg roézniczkowg entropie adsorpcji i rozpuszczania.
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1. Introduction

Liquid crystals are the intermediate state of matter between completely
disordered liquids and spatially structured (three-dimensional) crystals. Thus they
show the properties typical of liquids, such as flow ability, and the characteristics
properties of crystals, such as ordering the particles in a certain direction in space or
anisotropy of optical, electrical and magnetic properties.’2

Liquid crystal materials were novelty chemical compounds when they were first
discovered in about 1888 by H. Reinitzer. He was an Austrian botanist.> Reinitzer
found the compound cholesteryl benzoate changed phases on heating. At room
temperature the benzoate is a white crystalline solid. On heating to 145 °C the crystal
structure collapses to form a turbid liquid (liquid crystal). On further heating the turbid
structure collapses at 179 °C to a liquid. On cooling the process reverses itself.*

Presently liquid crystals can be divided into two categories, thermotropic and
lyotropic, according to the principal means of destroying the order in the parent solid
state.’

When the destruction of the molecules ordering is due to melting, we are talking
about thermotropic liquid crystals. They occur as a result of the phase transition at
the melting point (as determined by the melting point), moving from the solid phase to
the liquid crystal phase. Further heating to the so-called clarification temperature
causes the transition from liquid crystal to isotropic liquid state. The temperature is
the thermodynamic parameter of the process. On the other hand, liotropic liquid
crystals are compounds formed by the dissolution of mesogens in a suitable solvent
(i.e., polar or nonpolar), and their properties depend on temperature and
concentration.>® An example of a liquid crystal of this type is the micelle. Assuming
that the solvent is water, actually a polar substance, The arrangement of the micelle
particles will be as follows: blue, i.e., ‘polar heads’ will look for the polar environment,
because they have the same character — they will settle outside the micelle.
Whereas, yellow and non-polar ‘tails’ will hide in its centre.’

The liquid crystalline phase occurs in compounds with an appropriate molecular
structure, more often having the shape of an elongated rod or shape of the disk,
depending on the order of the liquid crystals molecules, which can be divided into
three groups: smectic, nematic and cholesteric.’

Smectics are a group of liquid crystals with the highest degree of order. They are
characterized by layered as well as parallel arrangement of molecules. It makes
liquid crystals of this type have a rigid structure and high viscosity. Nematics have a
structure resembling an image of threads. There is no other order except for the

'D. Andrienko, Introduction to liquid crystals; Bad Marienberg, 2006, 2.

2 W. Witko, Ciekte krysztaty — wczoraj, dzi$ i jutro; 2002, 2.

®T.Y. Puttewar, A.A. Shinde, R.Y. Patil, ARPB, 2014, 4, 571-575.

* G.H. Brown, Journal of Chemical Education, 1983, 60, 900-905.

® N. Osiecka, Wybrane zasady Schiffa — badanie struktury i dynamiki; IFJ im. H. Niewodniczyhskiego
PAN, Krakéw, 2004, 7.
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parallelism of particles. Molecules can move in all three directions and freely rotate
along their long axes. Cholesteric liquid crystals are distinguished by the fact that the
molecules lie in layers arranged parallel to each other, twisted with respect to each
other by a slight angle. Such arrangement makes them willingly used as stationary
phases. The first liquid crystals belonging to this group were the cholesterol
derivatives from which their name originates.”®

In gas chromatography, thermotropic liquid crystals with a rod-like particle size
are mainly used as stationary phases. They are characterized by an average polarity,
which is advantageous because they can separate both polar and nonpolar analytes.
The interaction of liquid crystals with different analytes depends, however, more on
the shape of the molecules of the chromatographed substances interacting with the
ordered liquid crystal structure. Therefore, when chromatographing analytes with
less-elongated molecular structure on rod-like liquid crystals, they are shortly retained
in the column than those having more elongated molecules. An example of this
phenomenon can be observed when orto- and para- xylene pair is separated from
meta xylene. At regular stationary phases, the order of elution of these isomers
follows the increasing boiling point, i.e., the para-xylene is eluted as the first. On the
other hand, on the liquid-crystalline phases para-xylene is retained longer. A similar
effect is obtained by separating bromo or chloro isomers of phenol, whereas — para
isomers give longer retention times compared with the other two.>°

Liquid-crystalline stationary phases are very useful for separating isomers of
similar boiling points. Some of them can be used in a wide range of column
temperatures, what is difficult to accomplish on traditional stationary phases. The
liquid crystals with a melting point of up to 100 °C and a clarification temperature of
up to 200 °C are employed throughout the mesophase range and sometimes in the
isotropic liquid range. By contrast, the use of liquid crystals with a clarification
temperature above 200 °C is limited to the mesophase range only. However, the
liquid-crystalline stationary phases can be used above this temperature only thorough
drying and deoxidation of the carrier gas.>°

Of course, liquid-crystalline stationary phases having a much broader range of
liquid-crystalline structure are known and they can be employed at column
temperatures above 300 °C for chromatographic analysis with programmable column
temperature. Some liquid crystal structures are found in the temperature range of
over 200 °C (from the melting point to the clarification temperature). It is the most
advantageous to employ liquid crystals having the same structure throughout the
mesophase range — such a requirement best meets the nematic. The liquid crystals
have wide temperature ranges for the existence of liquid-crystalline structure and
good resolution properties. The other property is also fulfilled by smectics with a
relatively low degree of order. The extent of the liquid phase crystalline state can be
broadened by preparing two- or three-component mixtures, that exhibit better

¥ ChH. Lin, Advances in Materials Science and Engineering, 2012, 2-6.
® Z. Witkiewicz, J. Katuzna-Czaplinska, Podstawy chromatografii i technik elektromigracyjnych; WNT,
Warszawa, 2011, 14-156.

26



Chromatographic study of the physicochemical and the separation properties of [4-
(4-trans-ethylcyclohexanecarbonyl)oxyphenyl]4-(4-trans-propylcyclohexyl)benzoate

distribution properties than their constituents. A similar effect will be attained by using
a mixture of a liquid crystal and an ordinary stationary phase.9

The existence of the temperature range of liquid-crystalline state can be widened
by supercooling the liquid-crystalline phase below the melting point. Both single and
mixed liquid-crystalline phases can be subjected to this temperature treatment.
Cooling the liquid-crystalline phase can be up even to several dozens below melting
point and it can last for many hours. Despite the retention times of the
chromatographed substances employing supercooled stationary phases are longer,
the separation is usually better than above the melting point.g

The liquid-crystalline stationary phases have been successfully employed in the
separation of aromatic hydrocarbons and their derivatives, polar compounds
containing oxygen in the molecule (viz., alcohols, acids), cis and trans isomers and
many others substances.®'°

2. Materials and methods
We tested a thermotropic liquid crystal, whose structural pattern and phase
transition diagram is shown in Figure 1.
O O

Cr925mB 137N 331150

Figure 1. The structural pattern and the phase diagram of the liquid crystal tested.

Generally the thermal stability of liquid stationary phases is limited — after
exceeding a certain maximum temperature, there is a risk of the so called bleeding
the stationary phase. To avoid this phenomenon, prior to the commencement of
proper chromatographic measurements a thermogravimetric study was performed
(TG) — that's why, the sublimation temperature of the liquid crystal was estimated.
The resulting thermogram is depicted In Figure 2.

10D Bélaidi, S. Sebih, M.H. Guermouche, J.P. Bayle, S. Boudah, Chromatographia, 2003, 57, 207.
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Figure 2. The thermogram of the tested liquid crystal.

The TG tests were performed in argon (5.0 purity, at 50 cc/min) at a heating rate
of 1 K/min in the range of 25-350 °C. The sublimation temperature was detected at
302 °C, but the process already started at 215 °C.

The inverse gas chromatography tests at infinite dilution (IGC-ID) were
performed by means of the Unicam type 610 apparatus with a high sensitivity of
flame ionization detector with the AC-DC converter. In order to accomplish the infinite
dilution conditions, vapours of the testing substances were injected into column by
means of the Hamilton type 7000.5KH syringe. The chromatographic peaks were
acquired at the sampling rate equal to 25 Hz. The following software have been
employed for all calculations: chromatograph’s software Unicam 4880, Microsoft
Office Excel 2010, Syntat Software TableCurve 2D v5.01 and Daniel G. Hyams
CurveExpert Professional 2.0. The chromatographic conditions are collated in

Table 1.
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Table 1. Chromatographic conditions.

Temperature of injector 160 °C
Temperatures of column 80, 83, 86, 88, 90, 92, 94, 100, 105, 111 °C
Temperature of detector 160 °C
Carrier gas used helium N5.2, pure for analysis
Carrier gas flow-rate 20+0.5 cm®/min
Mass of column filling (LC) 110774 g
Detector’s sensitivity 10 mV
Specific surface area Sggr 1 m2/g11
n-heptane, n-octane, n-nonane, n-decane,
Testing substances n-undecane, ethyl acetate, n-propyl
acetate, n-butyl acetate, xylene’s isomers

The first step for the preparation of the acquired data for the relevant calculations
was to convert them to the ACSIlI code. The resulting file contained all flow
disturbance caused by the sample being injected into the carrier gas stream. The
data thus obtained were loaded into software the TableCurve 2D v5.01 that enables
the description of the data set by a suitable mathematical function to obtain the
highest value of the nonlinear correlation coefficient. The following mathematical
functions were employed for the description of the primary elution data (Eq. 1 — the
P4 function and Eq. 2 — the EMG function)."

c(t) = hmax 2\ 1 (1)
w27 te—t  w2\[s el -t L)]
c(t) = - exp( —+ 252) [ISI erf( e T (2)
where:

c(t) — the time dependent concentration of the testing substance,

hmax — the height of the elution peak,

t — the elution time of the testing substance,

w — the width of the elution peak,

s — the parameter related to the symmetry of the elution peak,

tr® — the retention time of the centre of gravity of the elution peak.

Based on the retention times of the centres of gravity of the elution peaks for the

testing substances the values of the specific retention volumes referred to 1 gram of
the column filling and its specific surface area were calculated. The values of the

" Dostepne na stronie:http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c6514?lang=pl&region=PL;
dostep z dnia 09.06.2017.

'2 TableCurve 2D: Automated curve fitting and equation discovery: version 5.01 for windows; user’s
manual. Richmond, CA: SYSTAT, 2002.
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specific retention volumes calculated in this way are the physicochemical constants
(Egs 3, 4 and 5)." ™

Vv _Tc

Vg = m 27315 (3)
_ .2 (Po—PH30 cg Tc

Vy =J3 (p—o) Fc(tR - tM) T (4)

)

where:

Vq — the specific retention volume,

VN — the net retention volume,

m — the mass of column filling,

T¢ — the column temperature,

j — James-Martin compressibility factor,

po and Ty — atmospheric pressure and temperature,

pr2o — the pressure of water vapour at environment temperature,

Fc — the volumetric flow rate of the carrier gas through the column, measured by
soap flow-meter at the constant column temperature,

tr® and ty — the retention time of the centre of gravity of the probe and the hold-up
time,

pi — the inlet pressure at the column.

The molar differential enthalpy and entropy of adsorption and dissolution can be
estimated on the basis of the temperature dependencies of the specific retention
volumes referred to 1 gram of the column filling and its specific surface area or the
adsorption and dissolution virial coefficients. The following equation can be employed
for the aforementioned calculations':

v —AHap 1 AS

In ‘ggd = RA/DT—C + 2/13 + In(R * Spgr * m) 6)
where:
Vgl(ch)— the specific retention volume referred to the centre of gravity of the elution

peak and to 1g of stationary phase,
AHap — the molar differential enthalpy of adsorption/dissolution,
R — gas constant (8.314 J/mol*K),
ASpp — the molar differential entropy of adsorption/dissolution,
Sget — the specific surface area of LCSP.

'3 J. Paciura-Zadrozna, Chromatograficzne badania wtasciwosci powierzchniowych uporzgdkowanych
mezoporowatych adsorbentéow krzemionkowych; WAT, Warszawa, 2011.

" . Farczak, Chromatograficzne badania zredukowanego i utlenionego grafenu; WAT, Warszawa,
2015, 51.
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3. Results and discussion

Examples of the values of the coefficients of nonlinear correlation are collated in
Table 2 and compared between P4 and EMG functions. Those of them with higher
values were underlined. In the majority of cases, the r? values for the P4 function are
higher — this means that the function more accurately describes the data introduced.
There have been cases where the value of this coefficient is higher for the EMG
function, however no relationship was found between the column temperature or the
testing substance employed and the value of r,

Table 2. Examples of the values of the coefficients of nonlinear correlation compared between P4 and

EMG functions.
90 °C
testing substance - P4 - EMG Z
tg [min] o [%] r? tg [min] o [%] r
n-heptane 1.5525 0.0707 0.9971 1.5526 0.0705 0.9970
n-octane 1.6021 0.0500 0.9979 1.6020 0.0548 0.9978
n-nonane 1.7100 0.0924 0.9897 1.7096 0.0886 0.9893
n-decane 1.9188 0.0580 0.9920 1.9188 0.0580 0.9912
n-undecane 2.3392 0.3304 0.8199 2.3417 0.2533 0.7986
ethyl acetate 1.8558 0.2920 0.9919 1.8548 0.2499 0.9898
n-propyl acetate 2.0175 0.0411 0.9594 2.0177 0.0460 0.9534
n-butyl acetate 2.3400 0.1156 0.9246 2.3412 0.1132 0.9217
p-xylene 1.7013 0.8439 0.9620 1.7017 0.8277 0.9597
m-xylene 1.6993 0.6161 0.9720 1.6992 0.6250 0.9717
o-xylene 1.7493 1.3569 0.9901 1.7491 1.3458 0.9896
92 °C
n-heptane 1.5262 0.1346 0.9964 1.5263 0.1361 0.9965
n-octane 1.5752 0.0411 0.9948 1.5752 0.0411 0.9947
n-nonane 1.6755 0.0920 0.9949 1.6747 0.0886 0.9947
n-decane 1.8622 0.0619 0.9967 1.8622 0.0619 0.9961
n-undecane 2.2392 0.1790 0.9414 2.2382 0.1924 0.9405
ethyl acetate 1.8542 0.1451 0.9679 1.8540 0.1532 0.9655
n-propyl acetate 1.8911 0.0497 0.9920 1.8921 0.0526 0.9896
n-butyl acetate 2.1492 0.1603 0.9674 21512 0.1666 0.9654
p-xylene 1.7102 0.4923 0.9958 1.7100 0.4836 0.9959
m-xylene 1.7267 0.3403 0.9916 1.7266 0.3577 0.9917
o-xylene 1.7617 0.2418 0.9837 1.7615 0.2616 0.9836
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The variation of retention time with temperature for each testing substance are
shown in Figure 3 (P4 function). The elution order of n-heptane, n-octane and n-
nonane at all the column temperatures employed was the same for the three
substances. Up to 90 °C, the n-decane left the column earlier than ethyl acetate, then
the order changed. N-propyl acetate was eluted after them. Up to the phase transition
temperature n-undecane had a shorter retention time than n-butyl acetate. The
elution order has changed over the transition temperature. Analyzing the suitable
plots one can state that for the most testing substances the values of retention times
do not differ significantly. We can observe some exceptions for n-decane, ethyl
acetate and n-propyl acetate, and n-undecane and n-butyl acetate, for which it can
be observed. It can be caused to the fact that these substances eluted from the
column for a long time (peak tailing occurred). It is worth noting that as the
temperature rises, the scattering of the measuring points decreases — with the
increase of the column temperature the retention time decreased.
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2.95 ® en-octane
] en-nonane
219 ¢ n-decane
. | n-undecane
g 295 4 o-xylene
k=) l ® @ m-xylene
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column temperature [C]

Figure 3. The variation of retention time with temperature for each testing substance.

The values of the specific retention volumes referred to 1 gram of the column
filing are collated in Table 3 (P4 function). We can observe the commonly known
chromatographic rules, that the higher the Vg value — the amount of carrier gas
needed to elute the testing substance from the column bed grows and the increase of
the column temperature causes a decrease of the parameter values, but around the
transition temperature (i.e., 92 °C) the Vg values increase. It can be observed for
xylenes and ethyl acetate, however, there is no such increase for other acetates, n-
undecane, n-decane and n-nonane — it may be due to measurement errors or to the
fact that the liquid crystal stationary phase interact with these substances.
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Table 3. The values of the specific retention volumes referred to 1 gram of the stationary phase.

V, [cm’/1g]
testing column temperature [°C]
substance 80 83 86 88 90
n-heptane 0.933 1.020 0.880 0.954 1.294
n-octane 2.421 2.019 1.756 1.786 2.028
n-nonane 4.847 3.939 3.595 3.523 3.624
n-decane 9.764 8.338 7.230 6.903 6.727
n-undecane 19.594 17.559 14.845 13.935 12.998
ethyl acetate 10.718 9.303 7.465 7.045 5.826
n-propyl acetate 11.799 8.702 8.407 8.694 8.236
n-butyl acetate 20.394 18.023 15.259 13.623 13.046
p-xylene 4.975 4.494 4.021 3.652 3.507
m-xylene 4.807 4.582 3.898 3.764 3.470
o-xylene 5.846 5.254 4.692 4.327 4.210
92 94 100 105 111
n-heptane 1.194 1.252 -0.160 0.850 0.522
n-octane 1.914 1.932 0.308 1.293 1.067
n-nonane 3.376 3.292 1.648 2.232 1.753
n-decane 6.131 5.855 4.427 3.898 3.189
n-undecane 11.655 10.679 8.259 7.082 5.791
ethyl acetate 6.013 5.642 3.977 3.096 2.024
n-propyl acetate 6.555 6.319 4.485 3.572 2.485
n-butyl acetate 10.348 8.799 6.691 5.430 3.887
p-xylene 3.831 3.600 2.670 2.584 2.012
m-xylene 4.072 3.633 2.552 2.638 2.107
o-xylene 4.576 4.251 3.001 3.005 2.306

The example of the InVg versus 1/T plots are depicted in Figure 4 (P4 function). It
can be seen that InVg decreases with the increase of the column temperature. A
significant increase of the InVg values is also observed — it means phase transition.
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Figure 4. The plot of the InVg versus 1/T.

The next step of the work was the determination of the values of the basic
thermodynamic functions, i.e., the molar differential enthalpy of adsorption and
dissolution and the molar differential entropy of adsorption and dissolution. The
results are summarized in Table 4.

Table 4. The values of molar enthalpy and entropy of adsorption and dissolution calculated for the
sets of peaks described by the P4 function.

testing substance AH, [kJ/mol] AS, [J/ImolK] AHs [kdJ/mol] ASs [J/molK]
n-heptane -20.430 -125.585 -60.831 -231.888
n-octane -25.151 -139.929 -54.245 -183.467
n-nonane -30.796 -144.118 -46.216 -174.340
n-decane -36.270 -152.531 -45.140 -166.675
n-undecane -48.850 -181.613 -35.444 -152.509
ethyl acetate -71.428 -250.187 -72.804 -252.182
n-propyl acetate -64.166 -215.914 -66.883 -235.172
n-butyl acetate -54.277 -196.628 -58.720 -210.163
p-xylene -42.451 -174.887 -42.531 -173.507
m-xylene -44.312 -180.042 -40.170 -167.022
o-xylene -38.305 -161.992 -44.553 -177.622

Table 4. The values of molar enthalpy and entropy of adsorption and dissolution calculated for the
sets of peaks described by the P4 function.

Among xylenes the ortho-isomer is characterized by the highest values of
enthalpy and entropy of adsorption and the lowest for dissolution. The para isomer
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has higher enthalpy and entropy values than the meta-isomer during the adsorption
process. The dependency is reversed for dissolution. Probably this is due to the
specific behavior of these isomers in the liquid-crystalline phase. Although p-xylene
has a lower boiling point, its retention time is greater. Due to the elongated shape of
the molecule, it interacts more with the liquid-crystalline stationary phase.

The increase in enthalpy and entropy of adsorption and dissolution with the
increase in molecular weight of the acetates was observed. The enthalpy and entropy
values for acetates are significantly different from those of the other testing
compounds. This is probably due to the more extensive structure of the acetate
molecules.

For the alkanes, the values of the enthalpy and entropy of adsorption decreases
with increasing the carbon chain length. But the opposite sequence is observed the
dissolving process.

4. Conclusions

Inverse gas chromatography is a very good method for determining the
physicochemical properties of a substance used as a stationary phase and its
interaction with testing substances. By the method, the basic thermodynamic
quantities characterizing the interaction of liquid crystal molecules with testing
substances are determined.

Two mathematical functions describing the profile of the chromatographic peaks,
i.e., Exponentially-Modified Gaussian and Pearson IV were employed. Analyzing the
values of the nonlinear correlation coefficients for the functions it is necessary to
state that the second function more accurately describe the peak profiles.

According to the predictions, the increase of the column temperature causes the
reduction of the retention time and reduces the specific retention volume, but the
increase in molecular weight of testing substances causes the increase in the value
of these parameters. Further studies should be continued.
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Streszczenie

Fitosterole wystepujg we wszystkich komodrkach roslinnych i tworzg najwiekszg
niezmydlajgcag czesc¢ frakcji lipidowej. Sterole roslinne wystepujg w formie wolnej lub czterech
typdw koniugatow, w tym estrow kwasow ttuszczowych lub kwasu hydroksycynamonowego,
glikozydow i acylowanych glikozydow. Ze wzgledu na obecnos¢ grup metylowych w pozycji
C-4, wyrdznia sie: 4-desmetylosterole, 4-a-metylosterole oraz 4,4-dimetylosterole.
Naijliczniejszg grupe steroli roslinnych stanowig 4-desmetylosterole, takie jak B-sitosterol,
kampesterol czy stigmasterol. Fitosterole obnizajg poziom frakcji LDL cholesterolu oraz
wykazujg dziatanie przeciwmiazdzycowe, przeciwzapalne i antyoksydacyjne’

Do ekstrakcji fitosteroli stosuje sie najczesciej rozpuszczalniki organiczne takie jak
heksan, aceton czy eter dietylowy. W celu analizy estrow i glikozydow steroli przeprowadza
sie ich hydrolize. Do analizy fitosteroli wykorzystuje sie chromatografie gazowg - niezbedna
jest wowczas ich derywatyzacja do lotnych pochodnych. Alternatywg jest wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC) z detektorem wytadowan koronowych Corona CAD.

Abstract

Phytosterols are present in all plant cells and form the largest non-saponifying fraction of
the lipid fraction. Plant sterols are present in the free form or four types of conjugates,
including esters of fatty acids, esters of hydroxycinnamic acids, glycosides and acylated
glycosides. Due to the presence of methyl groups in the C-4 position, 4-desmethyl steroids,
4-a-methyl steroids and 4,4-dimethyl steroids are distinguished. The most abundant group of
plant sterols are 4-desmethyl steroids such as (B-sitosterol, campesterol or stigmasterol. Their
main advantage is lowering LDL cholesterol levels and anti-atherogenic, anti-inflammatory
and antioxidant effects.

For the extraction of phytosterols most commonly organic solvents such as hexane,
acetone or diethyl ether are used. Hydrolysis is performed to analyze esters and glycosides
of sterols. For phytosterol analysis, gas chromatography is used - their derivatization is
required for volatile derivatives. The alternative is High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) with Corona CAD Corona Discharge Detector.
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1. Wstep

Fitosterole to grupa bioaktywnych substancji wystepujgcych naturalnie w btonach
komdérkowych roslin. Sterole roslinne zaliczane sg do triterpenéw. Wywodzg sie one
z cykloartenolu, ktérego podstawowg strukturg jest pierécien steranu, czyli
cyklopentanoperhydrofenantrenu (Schemat 1).1'2 Sterole roslinne to 28- lub 29-
weglowe alkohole majgce taki sam uktad wielopierscieniowy jak cholesterol
(Schemat 2), ale réznigcych sie od niego tancuchem bocznym. W przyrodzie sterole
mozna znalez¢é w formie wolnej lub czterech typdéw koniugatéw, w tym estréw
kwasoéw ttuszczowych lub kwasu p-hydroksycynamonowego, glikozydow (najczesciej
glukozydow) i acylowanych glikozydow (Schemat 3).3

Schemat 2. Wz6r cholesterolu

. Przystawski, Bromatologia i Chemia Toksykologiczna: XLII, 2009, 1, 1-9.
2 M. Drzewicka, Bromatologia i Chemia Toksykologiczna: XLIV, 2011, 4, 1029-1033.
M. J. Lagarda, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2006, 41, 1486-1496.
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Schemat 3. Formy wystepowania fitosteroli na przyktadzie 3-sitosterolu: (I) wolny fitosterol, (Il) ester
kwasu tluszczowego (R — reszta kwasu ttuszczowego), (lll) ester kwasu p-hydroksycynamonowego,
(IV) glukozyd, (V) acylowany glukozyd (R — reszta kwasu tluszczowego).

U ro$lin zidentyfikowano ponad 200 réznych struktur steroli.* Jeden
Z podziatow fitosteroli uwzglednia obecnos¢ grup metylowych w pozycji C-4. Wedtug
tego podziatu wyrdéznia sie: 4-desmetylosterole, 4-a-metylosterole oraz
4 .4-dimetylosterole (Schemat 4). Najliczniejszg grupe steroli roslinnych stanowig
4-desmetylosterole, takie jak [-sitosterol, kampesterol, stigmasterol, ergosterol,
A°-awenasterol i A’-awenasterol. B-Sitosterol jest dominujgcym sterolem w tkankach
roslinnych (90%).2

Kolejny podziat uwzglednia obecnos¢ wigzania podwodjnego w czgsteczce.
Pierwsza grupe stanowig A°-sterole, zawierajgce wigzanie podwojne pomiedzy 5 a 6
atomem wegla w czasteczce. Drugg grupe stanowig A’-sterole z wigzaniem
podwdjnym pomiedzy 7 a 8 atomem wegla, ktore rzadziej wystepujg w przyrodzie.
Natomiast trzecig grupg sg nasycone fitosterole, czyli stanole, bez podwdjnego
wigzania w czgsteczce.?

* Md. S. Uddin, Journal of the Science of Food and Agriculture, 2014, 95:7, 1385-1394.
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Schemat 4. Przyktady struktur steroli roslinnych: 4,4-dimetylosterole (1. Cykloartenol, 4. Eufol,
7. Parkeol), 4-a-metylosterole (12. Obtusifoliol, 5. Grami sterol, 8. Cirostandienol),
4-desmetylosterole (3. Sigma sterol, 6. B-stigmasterol, 9. As—awenasterol).

Fitosterole wystepujg we wszystkich komdérkach roslinnych. Tworzg najwiekszg
niezmydlajgcg czesc¢ frakgji lipidowej. Do najwazniejszych zrodet steroli roslinnych w
diecie cziowieka nalezg: nasiona roslin oleistych oraz otrzymywane
z nich oleje i margaryny, rosliny strgczkowe oraz orzechy. W mniejszych ilosciach
mozna znalez¢ je w warzywach i owocach. Zestawienie zrodet fitosteroli prezentuje
Tabela 1.°°

Tabela 1. Zawartos$¢ steroli w wybranych produk’(ach.5‘6

Zrédto fitosteroli Zawartos¢ steroli (mg/100 g)
Otreby ryzowe 1190
Olej kukurydziany 968
Olej stonecznikowy 725
Olej sojowy 221
Oliwa z oliwek 221
Migdaty 143
Satata 38
Figa 31
Banan 13

°S. L. Abidi, Journal of Chromatography, 2001, A: 935, 173-201.
®A. Kopeé¢, Zywnos$¢. Nauka. Technologia. Jakosc: 18, 2010, 3, 5-14.
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2. Biosynteza steroli w tkankach roslinnych

Sterole roslinne majg budowe izoprenoidowg a ich biosynteza odbywa sie na
dwéch sciezkach: deoksyksylulozowej (4-fosforanu 2-C-metylo-D-erytrytolu, z ang.
MEP — Methylerythritol Phosphate Pathway) lub mewalonianowej (z ang. MVA -
Mevalonic Acid). Szlak mewalonianowy jest zlokalizowany w cytozolu, retikulum
endoplazmatycznym oraz w peroksysomach, natomiast szlak MEP przebiega
w plastydach. Sciezka MVA jest specyficzna dla fitosteroli i gtéwnie tg drogg sg one
syntezowane. W biosyntezie fitosteroli wyr6znia sie dwa etapy: 1) Sciezke MVA oraz
2) szlak enzymatyczny, ktory jest charakterystyczny dla wszystkich steroli.’”
Poczatkowo acetylo-CoA przeksztatcany jest do mewalonianu, z ktérego w kolejnych
etapach powstaje skwalen utleniany nastepnie do 2,3-epoksyskwalenu. Etapy te sg
analogiczne do biosyntezy steroli zwierzecych. Réznice w biosyntezie steroli miedzy
roslinami  wyzszymi i zwierzetami majg miejsce na etapie cyklizacji
2,3-epoksyskwalenu. Etap, ktéry jest specyficzny dla roslin to cyklizacja
2,3-epoksyskwalenu do cykloartenolu. To kluczowe przeksztatcenie, dzieki ktéremu
w dalszych modyfikacjach powstajg fitosterole. W dalszym etapie, do cykloartenolu
w pozycji C-24 wprowadzane sg grypy metylowe, etylowe oraz metylenowe w efekcie
czego powstajg: 24-metylenolofenol, [-sitosterol czy kampesterol. Dalsze
modyfikacje tych triperpenéw prowadzg do otrzymania konkretnych fitosteroli
w reakcjach utleniania, redukcji i demetylacji.*

” J. Feldman, Doctoral thesis, Washington State University, 2012.
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Schemat 5. Biosynteza gtéwnych fitosteroli na szlaku MVA.*

3. Najwazniejsze funkcje biologiczne fitosteroli i ich zastosowanie
Sterole roslinne znane sg przede wszystkim ze swoich prozdrowotnych
wiasciwosci. Zwigzki te obnizajg poziom frakcji LDL cholesterolu (lipoprotein
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0 matej gestosci), obnizajgc tym samym catkowity poziom cholesterolu we krwi.®
Powodujg hamowanie absorpcji endogennego oraz egzogennego cholesterolu.
Sterole roslinne dostarczone z pozywieniem sg emulgowane razem z cholesterolem
i innymi lipidami przez sole zétciowe, a nastepnie wydzielane sg do jelita cienkiego
w postaci miceli. W micelach wypierajg one cholesterol, poniewaz sg bardziej
hydrofobowe. Zestryfikowane formy fitosteroli sg hydrolizowane do wolnych steroli
przez esterazy cholesterolu i lipazy trzustki. Rozpuszczone wolne oraz
zestryfikowane sterole roslinne posiadajg podobng aktywno$¢ obnizania poziomu
cholesterolu we krwi. Nalezy podkreslic, ze stanole roslinne wykazujg wyzszg
aktywnos¢ redukcji poziomu cholesterolu we krwi niz sterole. Stanole
biotransformowane sg przez bakterie mikroflory jelitowej do koprosterolu
i koprostanonu.®

Korzystny wptyw na zmniejszenie stezenia LDL cholesterolu przez fitosterole
doprowadzito do wielu badan nad tymi zwigzkami. B-Sitosterol jest stosowany, od
1950 jako dodatek do zywnosci oraz jako lek obnizajgcy stezenie cholesterolu
w surowicy krwi u 0séb z hipercholesterolemia.?

Przecietne dzienne spozycie fitostanoli wynosi 20 - 50 mg oraz 100 - 350 mg
w przypadku fitosteroli w diecie. Minimalna ilos¢ fitosteroli wykazujgca efekt
hipocholesterolemiczny to 1000 mg na dzien. Spozycie ok. 2 g steroli i stanoli
roslinnych w codziennej diecie pozwala obnizy¢ wchtanianie cholesterolu o ok.
60%.%'% W badaniach na zwierzetach potwierdzono ich wlasciwosci
przeciwnowotworowe (zahamowanie rozwoju raka okreznicy, ptuc, zotgdka, jajnika
oraz raka piersi) przez apoptoze komorek rakowych. Wykazujg one réwniez
wilasciwosci przeciwmiazdzycowe, przeciwzapalne i antyoksydacyjne.®

Nadmierne spozywanie fitosteroli moze spowodowaé rézne efekty uboczne,
dlatego zaleca sie ich spozywanie do 3 g/dobe. Sterole roslinne stosowane jako
dodatki do zywnosci (m.in. w margarynach) nie sg polecane dla dzieci ponizej
pigtego roku zycia, ktére majg prawidtowe stezenie cholesterolu we krwi. Mogag
wystgpic u nich zaktécenia wchtaniania witamin rozpuszczalnych
w tluszczach. Zapotrzebowanie u dzieci na cholesterol jest zwigkszone,
a niedostarczenie odpowiedniej dawki steroli moze prowadzic do zaburzenia
gospodarki lipidowej oraz miazdzycopochodnych choréb uktadu krgzenia w wieku
starszym. Ponadto, nadmierne spozywanie fitosteroli moze niekorzystnie wptywac na
poziom [(-karotenu w organizmie cziowieka, a takze obniza¢ poziom likopenu
i witaminy E. Zbyt wysoki poziom fitosteroli redukuje stezenie (-karotenu we krwi
o okoto 25%, a w przypadku witaminy E o 8%. Wykazano, iz dawka 1,5 g/dobe
fitosteroli skutecznie obniza poziom cholesterolu i nie wptywa na obnizenie
karotenoidéw i witaminy E w osoczu krwi.®

8 M. D. Patel, Atherosclerosis, 2006, 186, 12-19.
°s.B. Racette, The American Journal of Clinical Nutrition, 2010, 91, 32-38.
'°T. A. Woyengo, Journal of Clinical Nutrition, 2009, 63, 813—820.
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4. 1zolowanie fitosteroli

Dobdr techniki izolowania fitosteroli zalezy od stanu fizycznego probki (ciekty lub
staty), a takze formy ich wystepowania (wolne, zestryfikowane lub glikozydy).
Fitosterole z tkanek i olejow roslinnych mozna wydzieli¢ przez ekstrakcje
rozpuszczalnikami organicznymi takimi jak heksan, chlorek metylenu, aceton,
odczynnik Folcha (chloroform: metanol, 2:1, v/v) lub mieszaning chloroformu,
metanolu i wody.>?

Alternatywng metodg izolowania fitosteroli jest zastosowanie ekstrakcji cieczg
w stanie nadkrytycznym (z ang. SFE — Supercritical Fluid Extraction). Stosowana jest
ona w przypadku prébek w stanie statym. Zaletg stosowania SFE jest wysoka
selektywnos¢, krotki czas ekstrakcji i wysoka czystos¢ otrzymanego produktu. Ptyn
w stanie nadkrytycznym posiada zarowno cechy cieczy, jak i gazu. Najczesciej do
ekstrakcji zwigzkéw biologicznie czynnych stosuje sie dwutlenek wegla w stanie
nadkrytycznym, poniewaz jest on bezwonny, bezbarwny, niepalny, nietoksyczny,
obojetny w stosunku do wiekszosci materiatdbw, bezpieczny, niedrogi i moze by¢
stosowany w tagodnych warunkach (temperatura krytyczna 31,1°C; cisnienie
krytyczne 7,38 MPa). Dwutlenek wegla w stanie nadkrytycznym jest stosowany jako
rozpuszczalnik w ponad 90% przypadkéw ekstrakeji SFE.*

Tak jak wczesniej wspomniano fitosterole wystepuja w postaci wolnej lub
czterech typow koniugatow. Hydroliza steroli roslinnych (zmydlanie) jest
przeprowadzana w celu uzyskania wolnej formy tych zwigzkow z ekstraktow
lipidowych. W procesie zasadowej hydrolizy otrzymuje sie wolne sterole roslinne oraz
sole kwasow. Wyrdznia sie zmydlanie na zimno i na gorgco. W obu przypadkach
reakcje prowadzi sie z zastosowaniem wodorotlenku sodu lub potasu w 95%
metanolu badz etanolu. Glikozydy i acylowane glikozydy fitosteroli nie ulegajg
hydrolizie w warunkach zasadowych. Do uzyskania wolnych steroli roslinnych
z glikozydow lub acylowanych glikozydéw konieczne jest zastosowanie hydrolizy
w Srodowisku kwasnym. Przeprowadza sie jg w metanolowym roztworze kwasu
solnego."" Zestawienie metod analizy fitosteroli przedstawia Schemat 6.

"'S. Feng, Food Chemistry, 2015, 181, 9-14.
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Materiat biologiczny

Ekstrakcja Hydroliza zasadowa Hydroliza kwasna

SPE Ekstrakcja Hydroliza zasadowa

Analiza HPLC (wolne
sterole)

SPE Ekstrakcja

Analiza HPLC (wolne
fitosterole + estry SPE
fitosteroli)

Analiza HPLC (wolne
fitosterole + estry +
glikozydy + acylowane
glikozydy)

Schemat 6. Metody analizy wolnych fitosteroli, ich estrow i glikozydc’)w.11

Do rozdzielenia wybranych klas steroli (wolne i koniugaty) i grup strukturalnych
(4,4-dimetylosterole, 4-a-metylosterole i 4-desmetylosterole) stosuje sie
chromatografie kolunowg. Adsorpcja wolnych steroli przy uzyciu chromatografii
w uktadzie faz stacjonarnych polega na oddziatywaniu z atomem wodoru i dipolami,
w interakcji miedzy grupg 3-B-hydroksylowg a fazg stacjonarng np. zelem
krzemionkowym. Mieszanine fitosteroli réznigcych sie podstawieniem w pozycji C-4,
wymywa sie z kolumny adsorpcyjnej w kolejnosci: 4,4-dimetylosterole,
4-a-metylosterole oraz 4-desmetylosterole. Niektére réznice w polarnosci sg
widoczne miedzy zwigzkami zawierajgcymi grupe hydroksylowg w pozycji 3-8
(bardziej polarne) i 3-a (mniej polarne) oraz w przypadku 5-a-hydroksystanoli
(bardziej polarne) i 5-B-hydroksystanoli (mniej polarne). Obecnos¢ wigzania
estrowego znacznie redukuje polarno$¢ czgsteczki - estry steroli eluowane sg
z kolumny o wiele szybciej niz wolne sterole. Inne koniugaty steroli (np. acylowane
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glikozydy steroli i glikozydy steroli) ze wzgledu na wyzszg polarnos¢ wykazujg
znacznie wieksze powinowactwo do zelu krzemionkowego niz wolne fitosterole.

Chromatografie kolumnowg stosuje sie zazwyczaj do oddzielania wigkszych
ilosci lipiddw (>250mg). Najczesciej stosowane materiaty adsorpcyjne to zel
krzemionkowy i tlenek glinu. Chromatografie kolumnowg na tlenku glinu stosuje sie
do rozdzielania acylowanych glikozydow steroli, glikozydéw steroli, estréw kwasu
ferulowego oraz siarczanéw steroli. Rozpuszczalniki uzywane do elucji tych
zwigzkdéw to mieszaniny heksanu z eterem dietylowym, heksanu z octanem etylu lub
mieszanina chloroformu i metanolu.'

Chromatografia cienkowarstwowa (z ang. TLC - Thin Layer Chromatography) na
zelu krzemionkowym jest stosowana zarowno dla metod analitycznych jak
i preparatywnych. Preparatywng chromatografie cienkowarstwowg (pTLC) stosuje sie
do ilosci lipidow ponizej 200 mg. Dzieki procesowi adsorpcji na ptytkach TLC z Zzelem
krzemionkowym mozna rozdzieli¢ rozne rodzaje steroli na podstawie ich polarnosci.

Wizualizacja ptytek odbywa sie przez rozpylanie na ptytke 50% kwasu
siarkowego) lub 80% dichromianu potasu w kwasie siarkowym etanolu lub za
pomocg lampy UV (na piytce TLC z Zzelem krzemionkowym ze wskaznikiem
fluorescencyjnym, np. dichlorofluoresceing). Technika ta jest odpowiednia do
oczyszczania probki oraz do wstepnych testéw jakosciowych i okreslenia zawartosci
steroli.

Ekstrakcja do fazy statej (z ang. SPE - Solid Phase Extraction) to obecnie
najbardziej popularna metoda przygotowania préb frakcji lipidowych do analiz. SPE
umozliwia oczyszczenie i koncentracje prébki oraz izolowanie wybranych analitéw.
W pierwszym etapie odbywa sie kondycjonowanie kolumny, ktére jest
przeprowadzane przed wyeluowaniem analitow wiasciwym strumieniem eluentu
i stuzy do aktywowania ztoza. Po naniesieniu probki na faze statg przeprowadza sie
elucje. W oczyszczaniu istotny jest dobdr odpowiedniego sorbentu, eluentu oraz
wiasciwe przygotowanie ztoza. Waznym aspektem w ekstrakcji SPE jest dobdr
wypetnienia kolumny."

5. Metody analizy fitosteroli

Chromatografia gazowa (z ang. GC - Gas Chromatography) to jedna
z najpopularniejszych metod instrumentalnych analizy fitosteroli. Faze stacjonarng
stanowi np. dimetylopolisiloksan (100%) lub fenylodimetylopolisiloksan (5% difenylo -
95% dimetylopolisiloksan), natomiast faze ruchomg stanowi gaz nosny np. wodér,
azot, hel. Najczesciej uzywanym detektorem w chromatografii gazowe;j jest detektor
ptomieniowo-jonizacyjny (FID). Detektor FID jest selektywny i czuty na substancje
ulegajagce jonizacji w ptomieniu powietrza i gazu nosnego. Do jego zalet mozna
zaliczy¢ uniwersalnos$¢, tatwos¢ obstugi, niski koszt i dobrg czutos¢ detekcji (0,1-10
ng). Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig masowg GC-MS stuzy do
identyfikacji strukturalnej i iloSciowej badanych zwigzkow.

2. Goad, Analysis of Sterols, 1997.
3 F. Poole, Trends in Analytical Chemistry: 22, 2003, 6, 362-373.
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Aby zidentyfikowac fitosterole za pomocg GC (FID) w ekstrakcie lipidowym
przeprowadza sie ich derywatyzacje. Istnieje wiele metod przeprowadzania
badanych substancji w lotne pochodne, a w przypadku fitosteroli stosuje sie
alkilowanie np. za pomocg N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoroacetamidu (BSTFA).
Odczynnik ten blokuje grupy hydroksylowe. Derywatyzacja pozwala na
przeksztatcanie zwigzkow w lotne pochodne oraz zwieksza czutos¢ detekcji
analizowanych zwigzkéw. W analizie ilosciowej fitosteroli stosuje sie wzorzec
wewnetrzny. Najczesciej wykorzystuje sie 5-a-cholestan, 5-a-cholestan-3-3-ol oraz
cholesterol.™

Dobrg alternatywg analizy fitosteroli jest wysokosprawna chromatografia
cieczcowa (HPLC, z ang. - High Performance Liquid Chromatography)
z zastosowaniem detektora wytadowan koronowych Corona CAD. Chromatografia
cieczowa z uzyciem tego detektora umozliwia wykrycie nielotnych i dos¢ nietrwatych
zwigzkow sterolowych. W przeciwiehstwie do chromatografii gazowej, analizowane
zwigzki nie muszg by¢ poddawane derywatyzacji. W analizie steroli roslinnych
wykorzystuje sie kolumne HPLC w odwréconym uktadzie faz (RP-HPLC — z ang.
Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography), gdzie faze ruchomg
stanowig bardziej polarne i lotne rozpuszczalniki od mniej polarnej fazy stacjonarnej.’

Najczesciej uzywanym detektorem w chromatografii cieczowej jest detektor
UV-VIS, ktéry do wykrycia zwigzku wymaga obecnosci grup chromoforowych,
natomiast uniwersalny detektor CAD wykrywa zwigzki niezaleznie od ich budowy
chemicznej i umozliwia oznaczenie wybranych zwigzkow w warunkach nebulizaciji
(temperatura pokojowa i cisnienie atmosferyczne). Cechuje sie on wysokg czutoscia,
szerokim zakresem pomiarowym oraz powtarzalnoscig wynikow. W przeciwienstwie
do detektora UV-VIS nie wymaga obecnosci grup chromoforowych.>'®

Przyktadowa analiza pozyskiwania steroli roslinnych zostata przedstawiona na
Schemacie 7.

AnalizaHPLC
Rozpuszczalnik: - .
Sonkacja T - [ Odparowanie | |
i Sli i i — || | | —> | | —
Materiatroslinny Wirowanie 8 L @\ L{ Ekstraktwzbogacony | —s
Odparowanie > w fitosterole
[ spE | [ TC | l
Analiza GC
Dodanie wzorca .
wewnetrznego — |

| Derywatyzacja |

Schemat 7. Przyktadowy schemat analizy fitosteroli.

M. dos Santos, Austin Chromatography:1, 2014, 5, 1-4.
' R. Bachorz,. Sprzet i aparatura laboratoryjna. Laboratorium, 2010, 7-8.
'®|. Acwoth, Thermo Fisher Scientific. Chelmsford, 2001.

46



Charakterystyka, wystepowanie i analiza steroli ro$linnych

6. Podsumowanie

Fitosterole ze wzgledu na swoje prozdrowotne wiasciwosci, szczegolnie przez
korzystny wptyw na metabolizm cholesterolu w catym organizmie sg pozgdane
w codziennej diecie. Zwigzki te wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe
i antyoksydacyjne co czyni je ciekawym obiektem badan. Nie sg one syntetyzowane
przez cziowieka, dlatego muszg by¢ dostarczane wraz z pozywieniem. Na
przestrzeni ostatnich lat wzrasta zainteresowanie zawartoscig fitosteroli w zywnosci,
réwniez jako dodatkow do zywnosci czy suplementow diety. Przyszie badania bedg
kluczowe, aby szczegd6towo wyjasni¢ prozdrowotne wtasciwosci fitosteroli. Powyzej
omowiono rozne etapy oznaczania steroli roslinnych, gdzie istotnym elementem jest
dobdr odpowiedniej metody oznaczania fitosteroli w zywnosci. Dostepne techniki
analizy steroli roslinnych w zaleznosci od ich czutosci i doktadnosci to GC oraz
HPLC. Z drugiej strony konieczne jest opracowanie szybszych procedur
utatwiajgcych kontrole funkcjonalnej zywnosci z dodatkiem fitosteroli.
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Abstract

Due to the fast development of nanotechnology in the 21% century, nanoparticles (NPs)
have a wide range of application. They are used in biology, industry, and medicine.! Size,
shape and functionalization of NPs have the impact of their biological properties and usage.?
Growing market position of nanotechnology products forces needs to evaluate their toxicity.
Selected, possible benefits and threats of medical application of silver nanoparticles (AgNPs)
and gold nanoparticles (AuNPs) will be pointed out in this article. AQNPs act against bacteria,
fungus, and viruses."*® AgNPs may also be a prospective therapeutic agent for biofilm.%’
Unfortunately, AgNPs are not free of toxicity. Decreasing cell viability, reactive oxygen spices
generation, DNA damage, and inhibition of enzymatic properties of proteins are observed
after exposure of AgNPs.®"" Parenteral administration of AGNPs rats causes liver and spleen
enlargement and weight loss in rats."?> AuNPs are used for diagnostic of cancer, cell imaging,
and drug delivery.”'* However, AuNPs decrease the viability of adipocytes and
osteosarcoma cells.”"® AuNPs also impair wound healing and causes weight loss in
animals.”" AuNPs could accumulate in the brain."'® The impact of AuNPs depends on
animals sex.®

Streszczenie

Dzieki rozwojowi nanotechnologii, nanoczgstki (NPs) znalazlty zastosowanie w wielu
dziedzinach zycia m.in. naukach biologicznych, przemysle i medycynie.' Na ich wtasciwosci
biologiczne i zastosowanie wplywa wielko$¢, ksztatt i funkcjonalizacja.? Rosnaca rola
nanotechnologii wymusza dokltadng ocene toksycznosci NPs. W artykule zostaty
przedstawione korzysci i zagrozenia wynikajgce ze stosowania nanoczgstek srebra
(AgNPs) i ztota (AuNPs) w medycynie i naukach pokrewnych. Poniewaz AgNPs dziatajg
bakteriobdjczo, grzybobdjczo oraz wirusobdjczo mogg mieé zastosowanie medyczne.*

'K Niska, N. Knap, A. Kedzia, M. Jaskiewicz, W. Kamysz, |. Inkielewicz-Stepniak, Int. J. Med. Sci.,
2016, 13, 772-782.

2 M. Rai, A. P. Ingle, S. Birla, A. Yadav, C. A. Dos Santos, Crit. Rev. Microbiol., 2015, 0, 1-24.

% C. A. Dos Santos, M. M. Seckler, A. P. Ingle, I. Gupta, S. Galdiero, M. Galdiero, A. Gade, M. Rai, J.
Pharm. Sci., 2014, 103, 1931-1944.

M. Selvaraj, P. Pandurangan, N. Ramasami, S. B. Rajendran, S. N. Sangilimuthu, P. Perumal, Appl.
Biochem. Biotechnol., 2014, 173, 55—-66.
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AgNPs s3 réwniez wykorzystywane do zwalczaniu biofilmu bakteryjnego.®’ Molekularne
mechanizmy cytotoksycznego dziatania nanoczastek sg prawdopodobnie zwigzane
z generowaniem reaktywnych form tlenu, uszkodzeniem DNA oraz hamowaniem wtasciwosci
enzymatycznych biatek komoérkowych.®'"' U szczuréw po dozylnym podaniu AgNPs
zauwazono powiekszenie watroby i $ledziony oraz utrate masy ciata.'> AUNPs sg uzywane w
diagnostyce onkologicznej, obrazowaniu komérek oraz jako nosniki lekéw."®'* Wykazano ze
AuNPs obnizajg zywotnosé adipocytéw i komorek kostniakomiesaka.'®'® W badaniach in
vivo udowodniono, ze AuNPs utrudniajg gojenie sie ran oraz powodujg utrate masy ciata.">"’
Wykazano réwniez, akumulacje AuNPs w mézgu.""® Co wigcej, stopien nasilenia efektéw
toksycznych zalezat od pici zwierzecia.™

1. Introduction

Nano-products are thought to have countless applications and enormous
potential. Nanoparticles (NPs) are the type of nano-products which have each
dimension between 1nm and 100nm." A unique property of NPs is high surface area
to volume proportion and ability to penetrate through cellular membranes and
structural barrier, which are main reasons of multiple NPs application.? NPs are used
in biology, genetic engineering, medicine, biotechnology, and industry.?** A wide
range of potential functionalization extends their deployment.? To be motioned,
peptides antibodies or nucleic acids may be attached to NPs.> Nobel metal
nanoparticles have a wide range of biological application.? Thus, it is especially
important to assess negative aspects of acting NPs in the human body. Concurrent
development of nanotechnology and nanotoxicology, will not only define the
application of NPs, but it will point possible threats. If we evaluate NPs cytotoxicity we
will probably be able to prevent it.

The aim of this review is, to sum up, selected properties of silver nanoparticles
(AgNPs) and gold nanoparticles (AuNPs), which may be useful from the clinical point
of view. In the article, we also emphasize possible threats of applying those
nanoparticles. Size and functionalization of NPs were taken in concern.

2. Biomedical application of silver and gold nanoparticles

AgNPs have well-documented antimicrobial properties.”*® This effect was
related to the type of bacteria cells, incubation time and size of AgNPs."®° It is
proven that AgNPs exhibit cytotoxic activity against many bacterial strains such as

® 0. Brandt, M. Mildner, A. E. Egger, M. Groessl, U. Rix, M. Posch, B. K. Keppler, C. Strupp, B.
Mueller, G. Stingl, Nanomedicine Nanotechnology, Biol. Med., 2012, 8, 478—488.

¢ p. Singh, Y. J. Kim, H. Singh, C. Wang, K. H. Hwang, M. E. A. Farh, D. C. Yang, Int. J.
Nanomedicine, 2015, 10, 2567-2577.

. Junevi, J. Zilinskas, K. C, D. Gleiznys, Stomatol. Balt. Dent. Maxillofac. J., 2015, 17, 9-12.

8 K. Williams, L. Valencia, K. Gokulan, R. Trbojevich, S. Khare, Food Chem. Toxicol., 2017, 100, 197—
206.

°K. Markowska, A. M. Grudniak, K. |. Wolska, Acta Biochim. Pol., 2013, 60, 523-530.

0g, Mohanty, S. Mishra, P. Jena, B. Jacob, B. Sarkar, A. Sonawane, Nanomedicine Nanotechnology,
Biol. Med., 2012, 8, 916-924.

" G. Franci, A. Falanga, S. Galdiero, L. Palomba, M. Rai, G. Morelli, M. Galdiero, Molecules, 2015,
20, 8856-8874.
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Escherichia coli, Staphylococcus auresu, Bacillus subtilis, Klebsiella mobilis,
Pseudomonas aeruginosa, Vibro cholera and Mycobacterium tuberculosis.®'%"
Some researchers have proven that AgQNPs exerts its effect even on drug-resistant
bacterial strains.>'® Bacteria are unlikely to develop resistance to AgNPs, especially
when they are combined with antibiotics.® It is important because drug — resistant
strains increase severity and mortality of bacterial infections.'’ Niska et al. have
shown that 10 nm AgNPs inhibits the growth bacteria on the reference strains and
patients’ isolated bacterial strains." Growth inhibition was observed in 70% of
bacterial strains, the level of growth inhibition was 55% on gram-negative (e.g.
Porphyromonas sp., Pervotella sp., Bacteroides sp., Fusobacterium sp. ) strains and
all tested gram-positive strains (e.g. Peptostreptoccosus sp., Bifidobacterium sp.,
Propionibacterium sp.) were susceptible to AGNPs'. This effect may be increased by
functionalisation of AgNPs."® Uncaped AgNPs and lipoic acid functionalised AgNPs
have the strongest antimicrobial effect.’ Mechanism of AgNPs cytotoxicity is unclear.
However, nowadays several effects of AgNPs in cells are thought to cause
cytotoxicity. Kim et al. have shown that forceful affinity of AgQNPs to cell membrane
may have a lytic effect.”> Another possible explanation of AgNPs antimicrobial
properties is a generation of reactive oxygen species (ROS), which also destroys
cellular membrane." Moreover, Morones et al. have reported that 16nm AgNPs may
inhibit enzymatic properties of proteins.'? The impaired transport system of cells, due
to AgNPs exposition, causes anion accumulation and blockage of the metabolic
processes.'? Furthermore, AgNPs are able to interfere with nucleic acids and
enzymes, which makes those molecules biologically inactive." Dos Santos et al.
reported that DNA damage makes bacterial cell unable to divide. In addition, AgNPs,
in low concentration (below 2uM), have no effect on the viability of macrophages.™
Moreover, the presence of AgNPs triggers macrophages to phagocytosis what
causes the reduction of bacterial survival, that effect is not present in an environment
with AgNO3."® AgNPs have a stronger antibacterial effect than AgNO3.™

Biofilm is a complex structure typically formed by several bacterial strains, in
which crude specialization of the cells is observed. Because of structure, biofilm
creates therapeutic intractability due to poor penetration of immune system’s cells
and antibiotics.” Biofilm is major matter in intensive care, orthopedics and
surgery.'®'® Treatment failure due to bacterial infection often lead to an unfavorable
outcome for a patient and generates excessive costs. In the US, in 2009, the annual
cost of infected prosthesis revision procedures was $566 million and will probably
increase to 1.62$ billions in 2020 (almost 45% increase)." The biofilm may occur on
every surface which creates bacterial cells ability to adhere (e.g. catheters, implants
etc.).9 AgNPs have the ability to penetrate through bacterial biofilm and exert a
cytotoxic effect in concentration dependent manner. It is proven on biofilm of several
bacterial strains such as Pseudomonas areugionsa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis and Streptococcus mutants."'® Cells of Enterococcus
faecalis after AgQNP treatment had a significantly disorganized biofilm, the number of
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vital bacteria after treatment was also decreased.'® Moreover, it is reported that
biofilm is less likely to form on catheter coated with AgNPs.?

Apart from antibacterial effect, another clinically important property of AgNPs is
its antifungal effect. Fungal infections are typical for immunocompromised people
such as patients infected with HIV, those who has cancer or transplanted organ.*™
Intensive care units’ patients and newborns are also in high-risk group.4 Selvaraj et
al. have studied antifungal properties of polyvinylpyrrolidone stabilized quantum size
silver, nanoparticles (PVP-AgNPs) on Candida albicans. Candida albicans is
dimorphic commensal of humans’ mucosa membranes, vaginal and oral cavities and
is one of the causes of urinary tract infections.>* PVP-AgNPs inhibits the growth of
Candida albicans in concentration dependent manner.* Minimum inhibitory
concentration (MIC) of PVP-AgNPs was determined at 70ng/mL, whereas for the
amphotericin B this value was equal 0,5ug/mL and for ketoconazole, it was 8 pg/mL.4
Amphotericin B and ketoconazole are commonly used antifungal drugs.’
Transmission electron microscopic studies have shown shrinkage and deformation of
Candida albicans cells.* Additionally, disorganization of the cell membrane and cell
wall was observed and granulation was found in cytoplasm and vacuoles.* Pereira et
al. assessed the antifungal activity of biosynthesized AgNPs (Bio-AgNPs). Penicillium
chrysogenum and Aspergillus oryzae were used to the synthesis of Bio-AgNPs.™
Bio-AgNPs were cytotoxic to clinical and model strains of Trichophyton rubrum, which
typically causes skin infection.” Another member of trichosporum genus
Trichosporum asahii is also susceptible to AgNPs." AgNPs inhibits the growth of this
fungus in concentration dependent manner'’. AgNPs causes several ultrastructural
changes in Trichosporum asahii.'” Aside of cellular membranes damage,
condensation of chromatin, depolymerisation of ribosomes, density depletion of
matrix and fragmentation of mitochondria were observed.'” The probable mechanism
of AgNPs antifungal action is similar to its antibacterial activity (disruption of ATP
production and DNA replication, generation of ROS, destruction of cell membranes
integrity)."® Taken together AQNPs may be a prospective antifungal agent.

Viral disease due to uncomplicated transmission and in most cases lack of
treatment are emerging medical problem. Ortowski et al. have proven that tannin
modified AgNPs have antiviral properties against Herpes Simplex Virus — 2 (HSV-2)
which causes sexually transmitted diseases, typically in the anogenital area.'®

2 J. R. Morones, J. L. Elechiguerra, A. Camacho, K. Holt, J. B. Kouri, J. T. Ram, M. J. Yacaman,
Nanotech, 2005, 2346, 2346—2353.

¥ J.S. Kim, E. Kuk, K. N. Yu, J. H. Kim, S. J. Park, H. J. Lee, S. H. Kim, Y. K. Park, Y. H. Park, C. Y.
Hwang, et al., Nanomedicine Nanotechnology, Biol. Med., 2007, 3, 95-101.

L. Pereira, N. Dias, J. Carvalho, S. Fernandes, C. Santos, N. Lima, J. Appl. Microbiol., 2014, 117,
1601-1613.

®s M. Kurtz, E. Lau, H. Watson, J. K. Schmier, J. Parvizi, J. Arthroplasty, 2012, 27, 61-5.e1.

*p. Wu, W. Fan, A. Kishen, J. L. Gutmann, B. Fan, J. Endod., 2014, 40, 285-290.

7z K. Xia, Q. H. Ma, S. Y. Li, D. Q. Zhang, L. Cong, Y. L. Tian, R. Y. Yang, J. Microbiol. Immunol.
Infect., 2016, 49, 182—-188.

¥p. Orlowski, E. Tomaszewska, M. Gniadek, P. Baska, J. Nowakowska, J. Sokolowska, Z. Nowak, M.
Donten, G. Celichowski, J. Grobelny, et al., PLoS One, 2014, 9, 1-15.

g, Gaikwad, A. Ingle, A. Gade, M. Rai, A. Falanga, N. Incoronato, L. Russo, S. Galdiero, M.
Galdiero, Int. J. Nanomedicine, 2013, 8, 4303—4314.
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Standard treatment against HSV-2 uses acyclovir as an antiviral drug, however
growing resistance is becoming a clinical issue.'® AgNPs preclude attachment of
HSV-2 to host cellular membrane, however, this effect was only accomplished in vitro
studies.” AgNPs exerts its antiviral effect only by direct contact with viruses.”® In
vivo studies, have shown that AgNPs are not capable of preventing infection, but
AgNPs can reduce infected area.'® Moreover, AgNPs up-regulate production of INF-
Y, IL-10 and CCL2 cytokines.'® Gaikwad et al. also tested the influence of AgNPs on
HSV-2, used Herpes Simplex Virus (HSV-1) and Human Parainfluenza Virus type 3
(HPIV-3) in experiments as well.'”® AgNPs impair replication process of HSV-1 and
HPIV-3 (decreased effectivity of replication up to 80%)." The study has shown that
AgNPs have no inhibitory effect on penetration of viruses through host's cell
membrane.”® AgNPs act against several other viral strains such as Coxsackie virus
B3, Hepatitis B virus and Vaccina virsus.® Antiviral actions of AgNPs are explained by
high affinity of AGNPs to glycoprotein and envelope of viruses.>

Apart from AgNPs, another noble metal nanoparticles with clinically useful
attributes are gold nanoparticles. AuUNPs, due to their unique properties, have a wide
range of biomedical usage, too. Gold nanoparticles are the most common used nano-
products in medical immaging.?® AUNPs may be used as an agent for cells imaging.*’'
AuNPs may also be used in cancer diagnostic and thermoablation therapy or as a
biosensors.???* Vaccines may be delivered by AuNPs due to their good penetration
through cell membranes.? Such vaccines are thought to have less severe side effects
than regular ones.?> Zhou et al. have proven that immunization with AgNPs
conjugated DNA vaccine is 10 times bigger than immunization with naked DNA
vaccine.”* Ahn et al. have proven that tumor's antigen presenting AuNPs vaccine
may be used in neoplasm immunotherapy.”®> AuNPs have possible role in
tuberculosis (TB) detection.?® 8 million people are diagnosed and 1.4 die annually
because of TB.?*® Spherical AuNPs may be used in the fast test to detect
Mycobacterium tuberculosis complex which is the reason of TB infection.?® The
molecular aim of the test is 16s rDNA which is highly conservative among
mycobacterium?®. The nano-gold test was positive for 45 genomic DNA samples.?
The whole procedure takes an hour to be completed which is a great advantage.?®

Banu et al. assessed AuNPs properties in delivering the drug to breast cancer
cells (MCF7 and MDA MB 231 cell lines).?” Brest cancer is one of the most common

22 U. Lee, C.-J. Yoo, Y.-J. Kim, Y.-M. Yoo, J. Biosci. Bioeng., 2016, 121, 341-344.

' R. Brifias, M. Hu, L. Qian, E. Lymar, J. Hainfeld, J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 975-982.

2R M. Tripathi, A. Shrivastav, B. R. Shrivastav, Artif. Cells, Nanomedicine, Biotechnol., 2014, 1-7.
B Kafshdooz, T. Kafshdooz, Z. Razban, A. Akbarzadeh, Artif. Cells, Nanomedicine, Biotechnol.,
2015, 1-6.

* X. Zhou, X. Zhang, X. Yu, X. Zha, Q. Fu, B. Liu, X. Wang, Y. Chen, Y. Chen, Y. Shan, et al.,
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Bg, Ahn, I. H. Lee, S. Kang, D. Kim, M. Choi, P. E. Saw, E. C. Shin, S. Jon, Adv. Healthc. Mater.,
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female neoplasm.?’ Standard treatment protocol suggests chemotherapy (for
example with doxorubicin), unfortunately, this type of remedy has severe side
effects.?” AuNPs surface was functionalized with thiolated folate polyethylene glycol
then sodium-4-styrenosulfonate with doxorubicin was attached (FOL-AuNPs-DOX).’
Folate was applied to increase uptake of FOL-AuNPs-DOX by cancer cells.?’ It is
common that breast cancer cells have higher folate receptor expression than regular
cells.?’?® FOL-AuNPs-DOX significantly decreases the viability of MCF7 and MDA
MB 231 cells.?” The more spectacular effect may be obtained when FOL-AuNPs-
DOX treatment is combined with laser phototherapy.?” FOL-AuNPs-DOX is thought
to be anti-cancer effective treatment in a lower concentration than doxorubicin, so
this may alleviate side effects of therapy.?”*® Further description of FOL-AuNPs-DOX
cytotoxicity is placed in next section of the article. Brown et al. compared classical
platinum compounds based chemotherapy with modified AuNP.?® The AuNPs were
functionalized with thiolated polyethylene glycol then the platinum chemical
compound was attached (PEG-AuNPs-Pt).?° Cytotoxicity was evaluated on epithelial
lung cancer cells (A549 cell line) and colon cancer cells (HTC116, HCT15, HT29 and
RKO cell lines).?® Oxaliplatin is commonly used drug against those nepolasm.?® In
vitro cytotoxicity of PEG-AuNPs-Pt was 6 times greater than oxaliplatin®.
Additionally, PEG-AuNPs-Pt have bigger cellular uptake than oxiplatin.?® For the
A549 PEG-AuNPs-Pt were able to penetrate to nucleus.?®%°

3. Cytotoxic effect of silver and gold nanoparticles

Nanotoxicology is a new field of nanotechnology studies, which the main purpose
is not containment of nanotechnology development but its support. The properly
assessed risk of using NPs will create the possibility of reduction cytotoxic effects of
NPs. Concurrent of nanotechnology and nanotoxicology will prevent the risk of
medical application of NPs.

Cytotoxicity of AgNPs is especially important because 30% of all commercially
available NPs products consist of silver nanoparticles.®*® AgNPs are widely used in
medicine, they may be found in the prosthesis, implants, dental fillings,
contraceptives devices, gloves, catheters, endotracheal tubes, surgical instruments,
and dressings.>® AgNPs may be released from implants and trigger cell deth.>%
Zielinska et al. have proven that AQNPs acts cytotoxicly on hFOB 1.19 osteoblast cell
line.>" Cytotoxic properties of AgNPs depends on its size, shape, concentration,
incubation time and functionalisation.®® The larger NPs are the less severe their
effects are.’>*? TEM analysis have shown that AgNPs can penetrate through the

23, D. Brown, P. Nativo, J. A. Smith, D. Stirling, P. R. Edwards, B. Venugopal, D. J. Flint, J. A. Plumb,
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biological membrane and the most probable mechanism of AgNPs penetration is
endocytosis.33 Due to that AgNPs were found in several cellular structures such as
endosomes, lysosomes, and mitochondria.*® Cells death of gingival cell lines: CRL-
2014 and HGF-1 were observed after incubation with AgNPs.1’34 AgNPs penetrate
into gingival cells and they are mainly found in mitochondria where NPs creates
agglomerates.®* AgNPs concentration in a dose-dependent manner sparks an
upsurge of malondialdehyde (MDA) level.** MDA is a marker of lipid peroxidation.®*
The probable reason of increased level of MDA is exceeded generation of reactive
oxygen species (ROS) because decreased total antioxidant capacity of gingival cells
was observed.®* AgNPs stimulate oxidative stress also in macrophages.35 Other
studies have shown that AgNPs up-regulate stress response genes.*® Furthermore,
Rahman et al. , during in vivo study, have proven that AQNPs have a neurotoxic
effect which is explained by ROS generation.®® Although ROS are generated
physiologically during metabolic processes in mitochondria, a surplus of ROS
production may affect cell viability.** AgNPs acts as a proinflammatory agent
because they upregulate production of Tumor Necrosis Factor a, macrophage
inhibitory protein, and IL—6.%° Asharanii et al. have shown that AgNPs create
fluctuation of calcium intracellular concentration.®® Ca** is a cellular second
messenger, change of its level may trigger cell response®. In vivo research, have
proven that intravenous administration of AgNPs is the cause of weight loss.*
Moreover, enlargement of spleen, liver and lymph nodes were observed.*? The
microscopic analysis found AgNPs in several other localization: venous endothelial
cells, inflammatory cells, kidneys, adrenal glands, intestinal tract, and lungs.* Clinical
chemistry analyses pointed out the increased level of liver enzymes (an indication of
liver damage), decreased blood parameters which indicate cell generation (impaired
blood cells production).>? Van der Zande et al. investigate in vivo toxicity of oral
administration of AgNPs.?” Administration of AGNPs per os is definitely less harmful
than the injection of AgNPs.*” Hepatotoxicity and immunotoxicity were not
observed.*’

As for many other NPs cytotoxicity of AuNPs depends on dose, a way of
administration, the chemistry of surface and physical dimension®®. Nowadays one of
the most common ways of drug administration is a parenteral infusion, that is why
knowing the impact of NPs on erythrocytes is extremely vital®®. Naked (non-coated)
AuNPs after administration to the blood are being coated with plasma protein which
may modify its cytotoxicity.® Aseichev et al. examined how AuNPs react with
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erythrocytes.39 AuNPs causes hemolysis of red blood cells with hemoglobin
release.®® AuNPs acts cytotoxically not only on erythrocytes but they inhibit
proliferation of abdominoplasty-possessed adipose tissue as well.* Influence of
AuNPs on fat tissue is especially important for wound healing process.*® AuNPs
decrease ratio of adipose cells migration and collagen concentration which is crucial
for wound healing.*® Furthermore, the vacuoles were the only cellular organelle
where AuNPs were accumulated.*® AuNPs reduce lipid accumulation in adipocytes,
up to 20-25%.4° Additionally, AuNPs decreases adipogenesis, the amount of
fibronectin in the intracellular matrix and adipokines secretion (by 65%).*° Studies
performed on epithelial-like lung cell culter (A549 cell line) have proven that AuNPs
decrease glutathione (GSH) level due to ROS generation.*! Up-regulation of
caspases 3-7 level was also observed, it may suggest that AuNPs stimulates
stimulate apoptosis.*’ Lee at al. examined the impact of AuNPs on human fetal
neuronal precursor cells.?® AuNPs reduces cell viability in a dose-dependent
manner.”® Banu et al. examined the effect of FOL-AUNPs-DOX on MCF7 and MDA
MB 231 breast cancer cells.?” Microscopical analyses conducted show that FOL-
AuNPs-DOX treatment induces signs of apoptosis such as chromatin concentration,
nuclear membrane degeneration and cells shrinkage.?” Furthermore, up-regulation of
p53 proapoptotic protein and down-regulation of Bcl-2 antiapoptotic protein was
proven.?’” Chen at al. described the effect of peritoneal administration of polyethylene
glycol-coated gold nanoparticles (PGE-AuNPs) in mices.*® Statistically, important
weight loss was observed.*® Other symptoms of PGE-AuNPs administration were
liver damage and inflamation.*® Moreover, AuNPs impact on mice depends on their
sex.®® Male mice were more susceptible to the cytotoxic effect of PGE-AuNPs.®
AuNPs can penetrate through the blood-brain barrier and they have a tendency to
accumulate in the brain.*? Studies performed on Wistar rats have proven that AuNPs
causes DNA damage in the cerebral cortex of animalls.** One of a possible
explanation of wreckage of nucleic acid is a generation of free radicals.*?

4. Conclusions

AgNPs due to antibacterial, antiviral, antifungal and anti-biofilm actions may be
prospective therapeutic agent.>**®'® The underlying mechanism of major
antimicrobial action includes ROS generation, DNA damage, and inhibition of
proteins’ enzymatic properties.'>™ Large surface area is one of the reasons why
NPs exerts their effects because they give more sites to interaction with cellular
receptors.”™ However, we can not deny cytotoxicity of AgNPs on mammal cells,
which is emerging as oxidative stress, lipid peroxidation, inflammation cell death.3*3°
AuNPs may be used for cell imaging, diagnostic purposes, thermoablation or as a
biosensors.?'?® However, there are more medical application of AuNPs.?
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Especially interesting seem to be that functionalisation. AuNPs with
chemotherapeutics attached may be more effective than the drug alone.?’~%°
However, AuNPs have a negative impact on erythrocytes and adipocytes.
Wound healing effectivity is lower after administration of AuNPs. % Similarly to
AgNPs, AuNPs generates ROS and promote inflammatory processes.>*3>3841

Both AgNPs and AuNPs have a variety of still growing biomedical applications.
Nevertheless, administration of NPs to human body should always be a prelude by
profit and loss accounts. As any other drug NPs are not free of side effects and
cytotoxicity.

39.40
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ADIPOCERA AND FOUL SMELLING VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS PRODUCED
DURING HUMAN BODY DECOMPOSITION AND ORGANISMS CAPABLE
OF SENSING THEM
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Streszczenie

Ludzki organizm stanowi niezwykle skomplikowany pod katem biochemicznym ukfad.
Jego komplikacja rosnie im bardziej wnikamy w jego strukture zas za jego ztozonosé
odpowiada nie tylko rozmiar, ale réwniez mnogos¢ substancji chemicznych jakie go buduja.
Ukfad ten jest na wielu etapach samowystarczalny, jednak nie mozna poming¢ faktu, ze aby
mogt sie rozwijaé, potrzebne sg bardzo duze naktady energii. Zaréwno ilosci zwigzkdw
chemicznych budujgcych nasz organizm jak i energia dostarczana tworzg ,sie¢” reakciji
chemicznych, ktére nazywamy metabolizmem.

W momencie, gdy dochodzi do ustania funkcji zyciowych i nastepuje zgon zachodzi
szereg zjawisk metabolicznych dazgcych do catkowitego wyhamowania reakciji
katabolicznych (rozktadu) i anabolicznych (syntez). Wiele z tych zjawisk nie jest dostrzegalne
dla obserwatora az do rozpoczecia procesow rozktadu. Jednym z pierwszych
obserwowalnych etapow zgonu jest zatrzymanie akcji serca. W jej wyniku krew gromadzi sie
Z najnizszych partiach ciata tworzgc plamy opadowe (fac. livores mortis). Nastepnie dochodzi
do obnizenia pH wewnatrz zwtok w wyniku czego do organizmu wnikajg bakterie gnilne.
To z ich pomocg dochodzi do rozktadu ciata cztowieka.

Niniejsza praca ma na celu przyjrze¢ sie dwém grupom substancji jakie powstajg
podczas rozktadu ludzkich zwiok oraz réznym organizmom zdolnym do rozpoznawania
lotnych substancji organicznych.

Abstract

A human body is a highly complex biochemical system. The more thoroughly we
research its nature, the more complicated it becomes. Its complexity is due to its size as well
as a multitude of substances it is made of. At many levels it is self-sufficient, but it should be
borne in mind that in order for a human body to develop it is indispensable to provide it with a
large amount of energy. Both the amount of chemical compounds and the energy the system
uses result in a ‘net’ of chemical reactions defined as metabolism.

The moment an organism stops its living functions and a death occurs, a number of
metabolic phenomena leading to an inhibition of catabolic and anabolic reactions take pace.
Many such phenomena cannot be perceived by an observer until the time of a body’s
decomposition. Cardiac arrest is one of the first visible effects of death. As a consequence,
blood sinks into the lowest parts of a body forming characteristic blood settlings known as
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livor mortis. As a result, pH of the organism decreases which allows for decomposing
bacteria to penetrate it. Owing to these bacteria a human body starts to decompose.

This paper aims at characterizing two groups of substances which are produced during
a human corpse’s decomposition as well as a variety of organisms capable of sensing
volatile organic compounds.

1. Wstep

Zanim dojdzie do rozktadu ludzkiego ciata wyr6zni¢ mozna cztery etapy: blados¢
posmiertng (fac. pallor mortis), oziebienie posmiertne (tac. algor mortis), stezenie
posSmiertne (tac. rigor mortis) oraz wystgpienie plam posmiertnych (tac. livores
mortis). Jednak rozktad ludzkiego ciata to nie tylko obserwowalne zjawiska.
To rowniez szereg reakcji, w wyniku ktérych nastepuje wtasciwe gnicie organizmu
z udziatem bakterii oraz innych drobnoustrojow. Juz po kilku minutach od Smierci
dochodzi do wstepnych reakcji rozktadu — jest to spowodowane autolizg struktur
komérkowych w wyniku zmniejszajgcego sie obiegu tlenu oraz rosngcego stezenia
dwutlenku wegla. Nastepnie, w wyniku wnikniecia mikroorganizméw do zwtok
nastepujg dalsze procesy rozktadu tkanek i organéw — efektem czego jest powstanie
duzej ilosci gazéow (np.: CO,, CO, (CH3),S), co powoduje ,puchniecie” czy
nabrzmienie ciata. Zwiekszenie cisnienia wewngtrz ukfadu skutkuje zajSciem
kolejnych zmian chemicznych i fizycznych. Nastepnie do organizmu wnikajg insekty —
te sktadajg jaja, z ktérych po krétkim czasie wylegajg sie larwy. Efektem bytowania
larw w ludzkich zwtokach sg dalsze procesy gnilne. Na tym etapie, iloS¢ wonnych
zwigzkoéw organicznych jest bardzo duza. Nalezy zaznaczy¢, ze zanim dojdzie do
witasciwego rozktadu ciata czlowieka nastepuje szereg zmian wiasciwosci uktadu
takich jak: spadek (lub wyréwnanie) temperatury z otoczeniem, wyczerpanie
poktadéow adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) czy zmiana pH ustroju. Zmiany te nie
zachodzg od razu, ale stopniowo na przestrzeni od kilku do nawet kilkunastu
(i wiecej) godzin. Oznacza to, ze na poszczegolnych etapach rozktadu dochodzi do
réznych reakcji rozktadu i biosyntezy. Mnogos¢ tych reakcji skutkuje powstaniem
bardzo duzej ilosci produktow, sposrod ktérych rozpatrze bardziej szczegétowo dwie
grupy: adipocera oraz tzw. ,tfrupie jady” (organiczne substancje odpowiedzialne za
charakterystyczny, nieprzyjemny zapach rozktadajgcego sie ludzkiego ciata), ktore
nalezg do grupy lotnych zwigzkéw organicznych - VOC (ang. volatile organic
compounds).

2. Adipocera

Opisane w 1658 r. przez Thomasa Browne’a' adipocera to mieszaniny
ttuszczowo-woskowe powstajgce podczas saponifikacji (zmydlania), czyli
przeobrazania mas tluszczowych w naszym organizmie. Sg one ztozone gtéwnie
z uwodornionych kwaséw ttuszczowych domieszkowanych mydtami (w duzej mierze

TA. Embar-Seddon, A. D. Pass, Forensic Science, Salem Press, 2008, 11.
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magnezowymi i wapniowymi).2 Przyjmujg szarg, szarobrunatng lub szarozéttg barwe.
Do powstania adipocer moze dojs¢ w kazdym miejscu w jakim wystepowaty
uprzednio tluszcze, reakcje te wymagajg jednak warunkéw wilgotnych bez dostepu
tlenu. Za ich powstawanie odpowiadajg bakterie anaerobowe (enzymy bakteryjne)
oraz endogenne lipazy.>*

Ttuszcze ulegajgce saponifikacji to gtdwnie ttuszcze zapasowe oraz triglicerydy.
Zostajg one przeksztatcone w nasycone kwasy tluszczowe takie jak: kwas
palmitynowy (C1sH3202), kwas stearynowy (CigH36O2) czy kwas mirystynowy
(C14H2802). Na ich duze stezenia w miejscach pochéwku wptywajg dwie istotne
cechy — bardzo niska lotno$¢ (preznos¢ par np. kwasu stearynowego w warunkach
standardowych jest niemierzalna, a w temp. 153°C osigga warto$¢ zaledwie 10 Pa)
oraz $ladowa rozpuszczalnos¢ w wodzie (np. kwas stearynowy = 0,003 g/l). Jednak
najwazniejszym czynnikiem wptywajgcym na proces saponifikacji jest $rodowisko.>8”
Najbardziej sprzyjajgcymi warunkami sg wilgo¢ oraz ograniczony dostep tlenu,
dlatego najczesciej adipocera mozna znalez¢ w ciatach pochowanych w mokrej
glebie, pod wodg czy na bagnach. Na ich powstanie nie wptywa to, czy ciato zostato
wczesniej zabalsamowane, czy tez nie.

Reakcje w wyniku ktérych powstajg adipocera zaczynajg sie dopiero kilka
miesiecy po zgonie (o ile warunki sg odpowiednie) a proces przeobrazania tluszczéw
moze trwa¢ przez lata. Powstanie adipocer konserwuje ciato, co skutkuje
zachowaniem niektérych struktur w stanie niezmienionym (w tym roéwniez rdzne
uszkodzenia tkanek).! Dzieki temu zjawisku lekarze sadowi moga pdzniej wyrdznié
o0 wiele wiecej szczegotdw na temat czasu i powodu zgonu. Przyktadem takiej
konserwacji zwlok sg np.: mumia ,Otzi"®, ,cztowieka z Birenze™ i ,Mydlana dama” —
nalezy jednak podkresli¢, ze obecnosc¢ adipocer byta tylko jednym z kilku czynnikow
skutkujgcych dobrym zachowaniem zwiok.

a) o
ch/\/\/\/\/\/\/\/\)’koH
b) 0
HEC/\/\/\/\/\/\/\)LOH
c) o

HECNWM

Schemat 1. Wzory strukturalne kwasow: a) stearynowego, b) palmitynowego, ¢) mirystynowego.
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3. Wonne lotne zwiazki organiczne

Podczas rozktadu ludzkiego ciata dochodzi do produkcji wielu zwigzkéw
organicznych. O ile wykrycie znacznej czesci z nich wymaga odpowiednich technik
laboratoryjnych, tak czes¢ z nich ze wzgledu na swoje cechy (zapach) mozna
rozpozna¢ od razu. Nalezg do nich m.in. niektore lotne zwigzki organiczne
o charakterystycznym, nieprzyjemnym zapachu przynalezacych do tzw. ,trupich
jadéw” — ptoamin (amin powstajgcych podczas rozktadu ludzkiego ciata). Zalicza sie
do nich takie zwigzki, jak m.in.: putrescyna, kadaweryna, metyloguanidyna czy
neuryna. Réwnie charakterystycznym (wonnym) zwigzkiem wystepujgcym jako
produkt podczas procesow rozktadu jest skatol, metylopochodna indolu.

Aldehydy Kwasy i estry Inne Alkohole
heks-2-enal kwas propionowy | tetrachloroetylen | n-pentanol
heksanal kwas mastowy toluen n-heksanol
aldehyd benzoesowy | kwas walerianowy | p-ksylen okt-1-en-3-ol
hepta-2,4-dienal maslan etylu indol 2-etyloheksan-1-ol
hept-2-enal kwas kapronowy | 2-pentylofuran n-oktanol
heptanal maslan butylu cykloheksanon
okt-2-enal kapran etylu hepta-2-non
oktanal kapran pentylu siarczek dimetylu
nona-2,4-dienal kapran heksylu
nonanal

Tabela 1. Zestawienie niektérych lotnych zwigzkéw organicznych wydzielanych podczas rozktadu
ludzkich zwiok."

Putrescyna (butano-1,4-diamina) jest substancjg powszechnie spotykang

W naszym organizmie. Jest ona obecna m.in.: w osoczu, moczu, nasieniu, krwi czy

slinie." Do jej produkcji dochodzi w dwojaki sposdb:

1. Pierwszy szlak zaczyna sie od przeksztatcenia argininy w agmatyne poprzez
dziatanie dekarboksylazy argininowej (ACD). Nastepnie agmatyna zostaje
przeksztatcona w karbamilo-putrescyne poprzez dziatanie hydrolazy agmatyno-
iminowej (AIH). Ostatnim etapem jest przeksztatcenie karbamoilo-putrescyny
w putrescyne.'?

2. W drugim przypadku nastepuje dwuetapowa reakcja. Pierwszy etap to
przeksztatcenie argininy w ornityne. Nastepnie ornityna ulega dekarboksylacji
wskutek dziatania dekarboksylazy ornitynowej (OCD)."

03, Fiedler, A. E. Berns, L. Schwark, A.T. Woelk. M. Graw, Forensic Science Int., 2015, 257, 320-
328.
" Dostepne na stronie: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/273; dostep z dnia 14.05.2017.
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Schemat 2. Szlaki powstawania putrescyny.

Kadaweryna (pentano-1,5-diamina) to zwigzek powstajgcy w wyniku
dekarboksylacji endogennego aminokwasu — lizyny poprzez dziatanie
dekarboksylazy lizynowej."> Jest ona drugg obok putrescyny dobrze poznang
ptoaming.

HN

N

[+]
— Hz"\/\/\/NHz
OH
Hy

Schemat 3. Dekarboksylacja lizyny do kadaweryny.

Zaréwno kadaweryna jak i putrescyna sg zwigzkami o silnej woni, opisywanej
jako zapach gnijgcego miesa. Na przestrzeni lat narosto duzo ,miejskich legend”
w zwigzku z licznymi zatruciami tymi ptoaminami — nalezy jednak podchodzi¢ do nich
ze sceptycyzmem, z racji tego, ze dawka LDsg wynosi okoto 2g/kg.

Skatol (3-metylo-1H-indol) to kolejna substancja, ktérej zapach kojarzony jest
ze Smiercig. Za jej opisanie odpowiedzialny jest Ludwig Brieger (rowniez on odkryt
i opisat kadaweryne). Jako pochodna indolu, zwigzek ten w matych dawkach
charakteryzuje sie dos¢ przyjemnym zapachem (aromaty kwiatowe) jednak wraz
z zwiekszaniem stezenia zapach przechodzi w nieprzyjemng won fekaliéw (w ktérych
skatol jest obecny). Skatol wystepuje tez w niektorych kwiatach (np. jasmin) przez co
stat sie jednym ze zwigzkéw zapachowych dodawanych do perfum. Jest on réwniez
jednym z dodatkow smakowych dodawanych do papieroséw. W przemys$le wystepuje

2 W. Legrum, Riechstoffe, zwischen Gestank und Duft, Vieweg + Teubner Verlag, Wiesbaden, 2011,
65.
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on najczesciej w postaci sypkiego biatego krystalicznego proszku, ktéry z czasem
brgzowieje. Za jego zapach odpowiada najprawdopodobniej obecnos¢ grupy
pirolowej. W organizmie powstaje wskutek przeksztatcenia tryptofanu w przewodzie
pokarmowym." W poréwnaniu do kadaweryny i putrescyny jest bardziej toksyczny,
LDso wynosi okoto 1g/kg."*

NH

/

CH,

Schemat 4. Wzor strukturalny skatolu.

Stezenia wyzej wymienionych substancji w ludzkich zwiokach nie sg state —
zalezg one od takich czynnikow, jak: wilgotnos¢, temperatura otoczenia, pH ustroju,
utozenie ciata wzgledem podtoza, dostep do tlenu i Swiatta czy tez od cisnienia
panujgcego wewngtrz zwitok. Taka ilos¢ czynnikdbw praktycznie uniemozliwia
okreslenie czasu zgonu — dlatego prace nad metodg datowania zwiok
z wykorzystaniem stezen posmiertnych tych substancji raczej nigdy nie bedg
prowadzone.

4. Zwierzeta zdolne do wykrywania lotnych substancji organicznych

Podczas wielu akcji policyjnych, takich jak poszukiwanie osdb uprowadzonych,
wykrywanie narkotykdéw lub poszukanie zwiok, stuzbom mundurowym towarzyszg
wyspecjalizowane psy, tzw. jednostki K-9. Ich powszechne wykorzystywanie wigze
sie przede wszystkim z bardzo dobrym wechem oraz podatnoscig na trening
(warunkowanie) i postuszenstwem.'® Najczesciej spotykanymi gatunkami pséw
stuzgcych w policji sg owczarki niemieckie oraz owczarki belgijskie (Malinois).
Jednostki te sg specjalizowane na kilka grup. Do najwazniejsze z punktu widzenia
chemii nalezg psy zdolne do rozpoznawania profili zapachowych (narkotyki, zwtoki).
Psy po zapoznaniu sie z danym zapachem, podgzajg za sladowymi ilosciami
substancji, ktoére sg za niego odpowiedzialne. Mimo, iz naukowcy pracujg nad
stworzeniem aparatury zdolnej do wykrywania odpowiednich zwigzkoéw lotnych, nie
udato sie jeszcze stworzy¢ na tyle doktadnych urzgdzen, aby mogty zastgpi¢ psi
wech.™

Niestety skutecznos¢ psow policyjnych jest dos¢ ograniczona. Do ich treningéw
uzywa sie roznych fragmentow ciata, ktére, aby mogty przetrwac¢ przez dtuzszy czas,
sg preparowane w specyficzny sposoéb. Za pomocg obecnie stosowanych metod
konserwacji materiatébw biologicznych trudno jest zatrzymaé rozktad struktur
komorkowych — mozna go jednak znacznie spowolni¢. Zarowno sam rozkiad jak
i konserwacja powodujg powstanie konkretnego profilu zapachéw. Psy uczone na

' Dostepne na stronie: https:/pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/skatole; dostep z dnia

14.05.2017.
' D.L. Opdyke, Food and Cosmetics Toxicology, 1975, 13, 449-457.
® 0. Leitch, A. Anderson, K.P. Kirkbride, C. Lennard, Forensic Science Int., 2013, 232, 92-103.
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statych profilach zapachdéw zostajg ograniczone do rozpoznawania gtéwnie tych
wyuczonych. Dlatego zaleca sige, aby trening opierat sie na jak najbardziej
zréznicowanej iloéci probek — tak aby skojarzen zapachowych byto jak najwiecej.’
Do dzisiaj trwajg prace nad scharakteryzowaniem konkretnych profili wonnych. Na
dany profil moze sie sktada¢ jedna substancja albo cata grupa. Okazuje sie bowiem,
ze w niektorych przypadkach psy wykrywaty nie konkretne substancje, ale inne
produkty, ktére powstaty podczas produkcji pierwotnej substancji (np. w przypadkach
narkotykow). Niektore psy nie wykazaty zadnej reakcji na oczyszczone substancje
(np. w przypadku metamfetaminy). Psy powinny tez by¢ w nienagannym stanie
zdrowotnym (jakakolwiek choroba czy defekt pola wechowego moze wykluczy¢ psa).

Okazuje sie, ze nie tylko ssaki majg dobrze rozwiniety wech. Réwniez wsréd
bezkregowcow mozna szuka¢ gatunkéw zdolnych do rozpoznawania konkretnych
zapachow zwigzkéw chemicznych. Microplitis croceipes to gatunek owadow nalezgcy
do rodziny meczelkowatych. Na drodze ewolucji wyksztatcity one bardzo dobry zmyst
wechu, zdolny do rozpoznania bardzo duzej ilosci substancji."” Umiejetno$é ta stuzy
im do rozpoznawania pokarméw oraz odpowiedniego gospodarza do zfozenia jaj
(Microplitis croceipes sg parazytoidami). Zdolnos¢ do rozpoznawania konkretnych
substancji u tego gatunku byla przedmiotem wielu badan w warunkach
laboratoryjnych. Okazato sie, ze owady te da sie wyspecjalizowa¢ do rozpoznawania
konkretnych substancji lotnych. | tak badania pokazaty, ze M. croceipes udato sie
nauczy¢ rozpoznawacé takie substancje jak: 2,4-dinitrotoluen, 3,4-dinitrotoluen,
cykloheksanon, benzoesan metylu, kadaweryna czy putrescyna.'® Reakcje na
bodZzce wechowe obejmowaty: latanie wkoto danego punktu, pocieranie antenkami
po powierzchni, wktadanie gtowy do miejsc wylotu substancji lotnych oraz
gromadzenie sie kilku osobnikdw w jednym miejscu celem znalezienia zrodta
zapachu. Nie mozna jednak zatozyC, ze parazytoidy te sg zdolne do rozrézniania
wszystkich zapachdéw. Badania dowiodty, ze M. croceipes byty niezdolne do
uwarunkowania na takie substancje jak nonanol czy dekanol.'® Wykazano réwniez,
ze przedstawiciele tego gatunku byli w stanie rozrozni¢ stosunkowo podobne do
siebie substancje réznigce sie tylko dtugoscig tancucha lub miejscem podstawienia
grupy funkcyjnej."

5. Podsumowanie

Substancje wytwarzane podczas rozktadu ludzkiego ciata pozwalajg powigzac
czas i miejsce zdarzeh kryminalnych. Analiza ich sktadu chemicznego i stezenia
stwarza duze pole do badan dla wspotczesnej chemii, medycyny sgdowej oraz
innych nauk pokrewnych kryminalistyce. Badania nad tg grupg zwigzkéw dajg szereg
wskazéwek do pracy technikow kryminalistycznych i praktyki w postepowaniu
kryminalistycznym. Dalszy rozwdj badan nad drogami powstawania i rozktadu oraz

' K.G. Furton, R. Harper, Analysis and Interpretation of Fire Scene Evidence, CRC Press, Boca
Raton, 2004, 75-96.

' C.M. de Moraes, Nature, 1993, 393, 570-573.

'® G.C. Rains, Transactions of the ASAE, 2004, 47, 2145-2152.

T Meiners, F. Wackers, W.J Lewis, Chemical Senses, 2002, 27, 811-816.
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detekcjg wonnych substanciji lotnych powstajgcych podczas rozktadu ciata ludzkiego
potrzebny jest nie tylko z punku widzenia poznawczego, ale ma réwniez istotne
znaczenie praktyczne.

Nalezy zwréci¢ rowniez uwage na problem 2zwigzany ze skutecznoscig
,biologicznych sensoréw” a metodg ich warunkowania. Czesto podczas szkolenia
stosuje sie te same probki, a jak juz zostato wspomniane wczes$niej, profile wonne
dla psoéw policyjnych powinny by¢ jak najbardziej zréznicowane. Dalsze badania
pozwolg na stworzenie lepszych syntetycznych profili wonnych — to umozliwi bardziej
efektywne szkolenie, co finalnie przetozy sie bezposrednio na skutecznos¢
wykrywania substancji chemicznych przez psy policyjne.
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Indeks oso6b

Fajkis Nikola 7
Galek Mariusz 7
Grajek Henryk 24
Inkielewicz-Stepniak lwona 48
Kawczynski Marcin 16
Kostrzewa Tomasz 16
Kostrzewa-Irtych Anna 16
Kuban-Jankowska Alicja 16
Jonik Justyna 24
Purchala Marcin 24
Skarbek Matgorzata 36
Steckiewicz Karol 48
Swebocki Tomasz 57
Wawer Tomasz 24
Wozniak Michat 16, 48
Zielinska Ewelina 48
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