JoANNA Grazowska™, ROBERT TYLINGO, AGNIESZKA BARTOSZEK

Politechnika Gdanska
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Two pork gelatin solns. were prepd. in deionized H,0 (6.66
and 10% by mass) at 65°C and then gelled at 10°C for 24 h.
The well-defined portions of the gelatin were added to
solns. of two types of nucleic acids (short- and long-chain,
gDNA and fDNA, resp.) dissoloved in a buffer (Tris-HCI
and EDTA, pH 7.5) and mixed with deionized H,O to obtain
concns. in the range of 0.001-0.1% by mass. The hardness,
cohesiveness, elasticity, gumminess and viscosity at 40°C
of obtained gelatin gels were detd. The mech. parameters
of gelatin gels were deteriorated in the presence of gDNA
but an improvement of these parameters was obsd. for the
gel cong. 10% gelatin and 0.1% fDNA.

Kwasy nukleinowe cieszg si¢ coraz wiekszym
zainteresowaniem pod wzgledem zastosowa-
nia ich w przemysle farmaceutycznym, kosme-
tycznym oraz zywnosciowym. Okreslono wptyw
dodatku dfugo- i krétkotancuchowych kwasow
nukleinowych na wiasciwosci mechaniczne zeli
zelatynowych. Badania wykazaly wystepowa-
nie specyficznych interakcji pomiedzy zelaty-
ng a kwasami nukleinowymi oraz pozwolity na
ocene wptywu tych oddziatywan na twardose¢,
kohezyjnos¢, gumowatos¢ oraz lepkos¢ zeli.

Kwasy nukleinowe (KN) obecne sg w wigkszosci zywych komorek
zwierzgcych i roslinnych. Stanowia podstawowe zrodlo informacji
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genetycznej wykorzystywanej przez komoérke do funkcjonowania
oraz przekazywanej komoérkom potomnym w wyniku podziatow
komorkowych. Istniejg dwa rodzaje natywnych KN, kwas deoksyrybo-
nukleinowy (DNA) i kwas rybonukleinowy (RNA). Szkielet tancucha
KN stanowig czasteczki cukrow, deoksyrybozy dla DNA i rybozy dla
RNA, polaczonych wiazaniem fosfodiestrowym pomiedzy atomami
wegla 3”1 57 dwoch kolejnych nukleotydéw. Zasady azotowe KN
dziela si¢ na zasady pirymidynowe oraz zasady purynowe. Do zasad
pirymidynowych zalicza si¢ cytozyne oraz tyming w przypadku DNA,
a uracyl w RNA. Adenina i guanina wystepujace w obu rodzajach KN
zaliczane s3 do zasad purynowych, sktadajacych si¢ z pierscienia piry-
midynowego skondensowanego z pigciocztonowym pierscieniem imi-
dazolowym. Zasady azotowe wykazujg komplementarno$¢ wzgledem
siebie, adenina taczy si¢ dwoma wigzaniami wodorowymi z tymina,
a guanina z cytozyna trzema. Wiazania te utrzymuja DNA w formie
dwuniciowej, komplementarnej struktury przestrzennej podwojnej
helisy, gdzie zasady azotowe tworza rdzen struktury otoczony cukro-
wo-fosforanowymi ujemnie natadowanymi tancuchami'-?.

Ze wzgledu na wlasciwoscei fizykochemiczne, takie jak charakter
polijonowy warunkujacy zdolnos¢ wiazania wody, a takze duza lep-
kos¢, w szczegolnosci w przypadku wielkoczasteczkowych polimerdw
DNA, KN moga wptywac¢ na cechy reologiczne produktow, w ktorych
wystepuja®. W przemysle kosmetycznym sg one uwazane za sktadnik
poprawiajacy elastyczno$é, nawilzenie oraz regeneracje skory?. KN
maja ogromny potencjal takze dla przemystu farmaceutycznego,
a tworzenie lekow na ich bazie, np. z uzyciem oligodeoksynukleoty-
dow antysensownych, siRNA, aptameréow i oligonukleotydow CpG
znajduje si¢ w kregu zainteresowania $rodowisk badawczych oraz
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komercyjnych. W terapii genowej KN stanowig bezposredni czynnik
terapeutyczny®. Obecnie najwiekszym wyzwaniem jest bezpieczne
dla pacjenta dostarczenie terapeutycznych czasteczek KN do miejsca
ich przeznaczenia w organizmie. Naskorne zastosowanie KN oferuje
potencjalne rozwigzanie tych problemow, zwlaszcza w leczeniu choréb
dermatologicznych®.

KN moga oddzialywa¢ z biatkami, lipidami lub polisacharydami
wplywajac na wlasciwosci fizykochemiczne i funkcjonalne produktow
spozywczych, ale takze ukladow syntetycznych, w tym tych wyko-
rzystywanych jako no$niki genow w terapiach genowych?”. Sposrod
dostepnych polikationéw w oddziatywaniach z DNA zastosowanie
znajduja glikole, w tym glikol polietylenowy (PEG). PEG jest polime-
rem rozpuszczalnym w wodzie i nietoksycznym, tworzacym hydrozele
z KN. Sposroéd réznych typoéw hydrozeli, PEG tworzy rozgatezione
struktury charakteryzujace si¢ wysoce jednorodng strukturg wewngtrz-
na o duzej uzytecznosci. Dzigki modyfikacji koncow tancuchow, PEG
moze tworzy¢ komplementarne wigzania z DNA, zwigkszajac stopien
usieciowania i trwalo$¢ hydrozelu. Zaleta powstalych w ten sposob
hydrozeli jest ich wysoka biokompatybilno$¢, spontaniczny proces
sieciowania, odwracalna termiczna denaturacja wigzan pomigdzy
nukleotydami oraz wysoka specyficzno§¢ oddziatywan pomigdzy
komplementarnymi parami zasad azotowych®.

Innym polimerem wykorzystywanym do tworzenia komplekséw
z KN jest chitozan. Jest to tani, biokompatybilny, biodegradowalny
i nietoksyczny kationowy polimer, ktory tworzy kompleksy polielek-
trolitowe z DNA, np. plazmidowym, zapewniajac czasteczkom DNA
ochrong przed degradacja nukleazowg. Chitozan wykorzystywany jest
jako nosnik KN zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vitro, a dzigki
zastosowaniu takich ligandow, jak transferyna lub galaktoza mozliwe
jest zwiekszenie specyficznosci jego oddziatywan z transfekowanymi
komoérkami. Kompleksy chitozanu z DNA tworza w wodzie trwale
struktury, ktére pozostaja stabilne przez ponad 3 miesigce, podczas
gdy nieusieciowane nanoczastki przechowywane w roztworze soli
fizjologicznej sa stabilne tylko przez kilka godzin. Liofilizowane
nanoczastki chitozanu z DNA zachowuja swoja zdolnos$¢ transfekcji
przez ponad 4 tygodnie”.

Kolejng grupa polimeréow tworzacych z DNA trwate struktury sa
bialka. Moga one wchodzi¢ w interakcje z KN na zasadzie oddzia-
tywan specyficznych i niespecyficznych. W przypadku oddzialywan
niespecyficznych sekwencja nukleotydow nie ma znaczenia. Interakcje
histon-DNA sa przyktadem takich oddzialywan, ktére wystepuja
miedzy grupami funkcyjnymi biatka i grupami fosforanowymi szkie-
letu cukrowego tancucha KN. Specyficzne oddziatywania DNA-biatko
zaleza przede wszystkim od sekwencji zasad w DNA, a takze od ich
orientacji w zalezno$ci od formy skre¢cania helisy. Te interakcje biatko-
-DNA sg silniejsze od oddzialywan niespecyficznych i sa glownie
pochodna wigzan wodorowych poprzez czasteczki wody, oddziatywan
jonowych, takich jak tworzenie mostkéw solnych pomiedzy tancucha-
mi bocznymi aminokwasow w biatku a szkieletem DNA, oddziatywan
van der Waalsa, a takze oddzialywan hydrofobowych. Tworzace si¢
biomakromolekuty, zbudowane z biatka i DNA, w roztworze tworza
zelowe struktury supramolekularne!?. Takie cechy biatek, jak szeroki
zakres mas czgsteczkowych, duza liczba grup podatnych na derywaty-
zacjg, szeroka dostepnosc, stabilnos¢, hydrofilowos¢ i biodegradowal-
nos$¢, od dawna gwarantujg im zastosowanie jako no$nikow w réznych
systemach dostarczania lekow oraz w przemysle zywno$ciowym!'?,
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Jednym z najczgséciej wykorzystywanych biopolimeréw biatkowych
jest zelatyna. Zelatyna to biodegradowalny polimer otrzymywany
z kolagenu biatkowego, izolowany gtownie ze skor, kosci oraz $ciggien
zwierzgcych. Otrzymywana jest w procesie alkalicznej lub kwasowej
hydrolizy, a uzyskana Zzelatyna rézni si¢ warto$cia punktu izoelektrycz-
nego, wystepujacego przy pH 9,0-9,4 w przypadku warunkow zasa-
dowych i przy pH 4,8-5,1 dla warunkéw kwasowych. Zelatyna jest
heterogeniczng mieszaning jedno- lub wieloniciowych polipeptydoéw
zawierajacych 300-4000 aminokwasoéw. Systemy oparte na Zelatynie
wykorzystywane sa jako nosniki w transporcie lekow, produktach do
higieny osobistej, ale przede wszystkim jako dodatki do zywnos$ci'?.

Zelatyna jest polimerem atwo ulegajacym bioabsorpcji, charak-
teryzujacym si¢ jako nosnik lekow brakiem toksycznosci i niska
immunogennoscig. Te cechy spowodowaty, ze stosuje si¢ ja takze jako
nosnik DNA. Dzigki wystgpowaniu zjawiska koacerwacji mozliwe jest
tworzenie struktur zelatynowych zawierajacych KN w swoim wne-
trzu (koacerwacie), wykazujacym stabilno$¢ zewnatrzkomorkowa'?.
KN obecne wewnatrz zelatynowej otoczki sa chronione przed degra-
dacja enzymatyczng i wykazuja stabilno$¢ w trakcie kilkugodzinnej
ekspozycji na surowice'®. Struktury zelatynowe pozwalajg takze na
transport czasteczek KN o szerokim zakresie dlugoséci oraz umozli-
wiaja taczenie w tym samym nos$niku réznych zwiazkow, w celu np.
zwigkszenia skutecznosci transfekcji lub potaczenia terapii lekowej
i genowej. Ponadto dzigki zastosowaniu zjawiska przeladowania
tadunku daja mozliwos¢ zaprojektowania kompleksow o okreslonym
fadunku powierzchniowym, od neutralnego (wyréwnany fadunek DNA
i zelatyny) do dodatniego (przewaga tadunku zelatyny). Dzigki temu
mozliwe jest utatwienie transportu elektrostatycznego komplekséw
zelatyna-DNA do wngtrza komorek'”. Dodatkowo w wyniku odpo-
wiedniej modyfikacji powierzchni, nanosfery zelatynowe zawierajace
DNA moga by¢ poddane liofilizacji oraz dtugotrwatemu przechowy-
waniu bez utraty ich bioaktywnosci'?.

Innym aspektem zastosowania kompleksow zelatyna-KN jest
powszechnie stosowana obrobka chemiczna oraz modyfikacje biatek
w przemysle spozywczym. W zywnoSci zelatyna stosowana jest
do zelowania i modyfikacji wlasciwosci reologicznych produktow
spozywczych. Kompleksy DNA-zZelatyna maja wptyw na wlasciwosci
mechaniczne poprzez zachodzace migdzy tymi makromolekutami
interakcje i asocjacje prowadzace do powstania struktur o przewa-
zajagcym tadunku dodatnim. Zjawisko to prowadzi do zmniejszenia
twardosci 1 lepkosci powstajacych zeli. Kompleksy DNA-Zelatyna
wykazuja rowniez dobra stabilnos¢ termiczna, co potencjalnie pozwala
na stworzenie kapsulek bedacych nosnikami lub wzmacniaczami
smaku umami (poprzez obecnos¢ wolnych nukleotydéw, takich jak
inozyno-5-monofosforan (IMP), 5-monofosforan guanozyny (GMP)
i 5-monofosforan adenozyny (AMP) w ich strukturze)'®, ktore pekajac
w temperaturze ciala w jamie ustnej, uwalniatyby transportowane
czasteczki'®.

Celem pracy bylo zbadanie wiasciwosci reologicznych zeli zelaty-
nowych o réznym stgzeniu zelatyny, zawierajacych dodatek krotko-
i dlugotancuchowych polimeréw DNA, jako kompleksow mogacych
stuzy¢ za nos$niki w przemysle zywnosciowym, ale takze w terapii
genowej. Z tego wzgledu do przeprowadzenia badan wybrano zelatyne.

Czes¢ doswiadczalna
Surowce

Do przygotowania zeli zelatynowych wykorzystano zelatyng wie-
przowa 250° Bloom (Fluka), ktéra rozpuszczano w wodzie dejoni-
zowanej (Millipore, Merck). Dhugotancuchowe kwasy nukleinowe
(gDNA), o dlugosci fragmentow 20000-50000 par zasad, otrzymano
poprzez izolacj¢ odczynnikiem fenol-chloroform-alkohol izoamylowy
(Sigma Aldrich) z lizatu komoérek nowotworowych ludzkiej linii HT29.
Jako krotkotancuchowe kwasy nukleinowe (fDNA) wykorzystano
komercyjnie dostepne liofilizowane KN o $redniej dtugosci ok. 100 par
zasad (Sigma Aldrich). Roztwory KN przygotowano poprzez rozpusz-
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czenie izolatow w buforze TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5,
Sigma-Aldrich).

Aparatura

Badania $ciskania Zeli zelatynowych bez oraz z dodatkiem KN
wykonano z uzyciem maszyny wytrzymato$ciowej Instron 5543.
Badania lepkosci wykonano lepkosciomierzem rotacyjnym Brookfield
LV DVIIU Ultra.

Metodyka badan

W przeprowadzonych badaniach dotyczacych oceny wptywu dodat-
ku KN na wiasciwosci reologiczne zelatyny wykorzystano dwa
poziomy stezen zelatyny: 6,66% mas. (stgzenie standardowe) oraz 10%
mas. (stgzenie badane) charakteryzujace si¢ tworzeniem statych zeli.
Zastosowanie dwoch stezen zelatyny pozwalato na ocen¢ oddziatywan
miedzyczasteczkowych pomiedzy tancuchami polipeptydéw zelatyny
i KN w zaleznosci od stosunku zawartosci KN:biatko. Proporcje te
mogly mie¢ wplyw na organizacj¢ struktury zelu'®™ 9. W celu przy-
gotowania zeli zelatynowych nawazke zelatyny zalano odpowiednig
iloscig wody dejonizowanej, tak aby uzyskac stezenie 6,66 oraz 10%
mas. Zelatyng pozostawiono na 30 min w temperaturze pokojowej do
specznienia, a nastgpnie ogrzewano w bloku grzejnym (typ QB, Grant)
w temp. 65°C do rozpuszczenia. Rozpuszczong zelatyne przelano po

bagietce do szklanych krystalizatorow o ptaskim dnie i pozostawiano
do zastygnigcia w 10°C na 24 + 2 h. Porcje zelu wykorzystywane
w pomiarach wycinano cylindrycznym, stalowym korkoborem o $red-
nicy 16,38 mm. Wysoko$¢ kazdej probki okreslana byta za pomoca
cyfrowej suwmiarki. KN do badanych zeli wprowadzano poprzez
zmieszanie odpowiedniej objetosci roztworu KN z woda wykorzy-
stywang do specznienia zelatyny do uzyskania stgzen w zakresie
0,001-0,1% mas.

Pomiar twardosci prowadzono zgodnie ze zmodyfikowanym testem
analizy tekstury. Oznaczenia wykonywano ze statg predkoscig przesuwu
glowicy (0,005 mmy/s) z trzpieniem (o Srednicy 0,5 cala) do uzyskania
30-proc. odksztalcenia zelu. Parametry opisujace wiasciwoséci mecha-
niczne badanych Zeli wyznaczono zgodnie ze standardowa profilowang
analiza tekstury. Pierwsza i drugg twardo$¢ zeli wyznaczono jako
maksymalng site z jaka trzpien naciskal na zel przy pierwszym i drugim
cyklu $ciskania. Kohezyjnos¢ wyznaczono jako stosunek dodatnich
pol powierzchni pod krzywa $ciskania w drugim i pierwszym cyklu.
Sprezystos¢ wyrazono stosunkiem odlegtosci, jaka przemierza trzpien od
poczatku kompresji do osiggnigcia sity maksymalnej w drugim i pierw-
szym cyklu. Gumowato$¢ zelu okreslono obliczajac iloczyn wartosci
twardo$ci pierwszej oraz kohezyjnosci. Lepkos¢ Zeli mierzono umiesz-
czajac probke ptynnego zelu termostatowanego w 40°C w naczynku
pomiarowym wiskozymetru. Pomiar wykonywano w warunkach statej
temp. 40°C, wykorzystujac wrzeciono sc4-18 przy jego predkosci obro-
towej 250 rpm, co odpowiadato szybkosci $cinania 330 1/s.
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g. 1. The effect of the addition of short-chain nucleic acids (fDNA) on the mechanical properties of gelatin gels; A — changes in the hardness 1 (®) and hard-
3ss 2 (m) values depending on the addition of fDNA to 10% gelatin gels; B — changes in the hardness 1 (<) and hardness 2 (0J) values depending on the
Jdition of fDNA to 6.66% gelatin gels; C — changes in the cohesiveness value depending on the content of fDNA in gelatin gels: 6.66% (A) and 10% (A);
— changes in gummyness depending on the content of fDNA in gelatin gels: 6.66% (O) and 10% (®); the results represent means + SD of three independent
«periments; significantly different values determined by ONE-WAY Anova with Dunnett’s test were marked as: P <0.05 — aA, P <0.01 - bB, P <0.001 - cC.

ys. 1. Wptyw dodatku krétkotancuchowych kwaséw nukleinowych (fDNA) na wtasciwosci mechaniczne Zeli zelatynowych; A - zmiany wartosci twardo-
i 1 (@) oraz twardosci 2 (8) w zaleznosci od dodatku fDNA do 10-proc. zeli zelatynowych; B — zmiany wartosci twardosci 1 (<) oraz twardosci 2 (0I)
‘zaleznosci od dodatku fDNA do 6,66-proc. zeli zelatynowych; C - zmiany wartosci kohezyjnosci w zaleznosci od zawartosci fDNA w Zelach zelatyno-
ych: 6,66% (A) oraz 10% (A); D - zmiany wartos$ci gumowatosci w zaleznosci od zawartosci fDNA w zelach zelatynowych: 6,66-proc. (O) oraz 10-proc.
»); podane wyniki stanowig wartosci srednie + SD z trzech niezaleznych oznaczen; w analizie statystycznej wykorzystano jednokierunkowg analize

nova z testem Dunnetta; istotnos$¢ statystyczng ustalono na poziomie P < 0,05 - aA, P < 0,01 - bB, P < 0,001 - cC
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W celu okreslenia dlugosci fragmentow KN wykorzystanych
w badaniach wykonano elektroforez¢ roztworow kwasow nukleino-
wych w 1-proc. mas./obj. zelu agarozowym, przygotowanym w bufo-
rze 1xTBE (8,9 mM Tris-base, 8,9 mM kwas borowy, 0,05 mM EDTA,
pH 8.,3) z dodatkiem 2 pL barwnika GelRed (10000x). Do studzienek
zelu wprowadzano po 10 pL mieszaniny badanego roztworu kwasoéw
nukleinowych oraz buforu obcigzajacego (6x, DNA-Gdansk). Jako
marker wielkosci wykorzystano marker DNA M10 kpz o dlugosciach
fragmentéw DNA 10000-200 pz, (DNA-Gdansk). Elektroforezg pro-
wadzono w buforze 1XxTBE, przez 1,5 h przy 100 V. Otrzymane wyniki
rozdzielania elektroforetycznego analizowano z wykorzystaniem ska-
nera ChemiDoc™ System, firmy Bio Rad.

Statystyczne opracowanie wynikow

Jesli nie podano inaczej, wszystkie przedstawione wyniki stanowity
$rednig z trzech niezaleznych powtdérzen + odchylenie standardowe
(SD). Istotno$¢ statystyczna roznic pomiedzy analizowanymi parame-
trami zostata ustalona na poziomie co najmniej p < 0,05 za pomocg
jednokierunkowej analizy Anova z testem Dunnetta.

Wyniki

Narys. 112 przedstawiono wptyw dodatku fDNA w ilosci 0-0,1%
mas. zawarto$ci w zelu na wybrane parametry mechaniczne 10-proc.
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Fig. 2. The effect of the addition of short-chain (fDNA) and long-chain nucleic acids (gDNA) on the mechanical properties of gelatin gels; A - left side — the effect
*the addition of [DNA (®) and gDNA (#®) on the hardness 1 and the effect of the addition of f{DNA (m) and gDNA (m) on the hardness 2 in 10% gelatin gels; right
de — the effect of the addition of [DNA (<>) and gDNA (<) on the hardness 1 and the effect of the addition of fDNA (CJ) and gDNA (TJ) on the hardness 2 in 6.66%
slatin gels; B — left side — the effect of the addition of fDNA (A) and gDNA (A) on the cohesiveness of 10% gelatin gels; right side — the effect of the addition
FfDNA (1) and gDNA (A\) on the cohesiveness of 6.66% gelatin gels; C — left side — the effect of the addition of fDNA (®) and gDNA (®) on the gummyness
F10% gelatin gels. Right side — effect of the addlition of fDNA (O) and gDNA (O) on the gummyness of 6.66% gelatin gels; the results represent means + SD
*three independent experiments; significantly different values determined by ONE-WAY Anova with Dunnett’s test were marked as: P <0.05 - b, P <0.01 —c

ys. 2. Wptyw dodatku krétkotancuchowych (fDNA) oraz dtugotancuchowych kwaséw nukleinowych (QDNA) na wtasciwosci mechaniczne zeli zela-
'nowych; A - lewa strona - wptyw dodatku fDNA (#) i gDNA (@) na wartosci twardosci 1 oraz wpiyw dodatku fDNA (m) i gDNA (m) na wartosci twar-
o$ci 2 w 10-proc. zelach zelatynowych; prawa strona - wptyw dodatku fDNA (<) i gDNA (<) na wartosci twardosci 1 oraz wptyw dodatku fDNA ()
gDNA () na wartosci twardosci 2 w 6,66-proc. zelach zelatynowych; B - lewa strona - wptyw zawartosci fDNA (A) oraz gDNA (A) na kohezyjno$¢
D-proc. zeli zelatynowych; prawa strona — wptyw zawartosci fDNA (A) oraz gDNA (A) na kohezyjnos$¢ 6,66-proc. zeli zelatynowych; C - lewa strona
wplyw zawartosci fDNA (®) oraz gDNA (®) na gumowatos¢ 10-proc. Zeli zelatynowych; prawa strona — wptyw dodatku fDNA (O) oraz gDNA (O) na
umowatos$¢ 6,66-proc. zeli zelatynowych; podane wyniki stanowig wartosci srednie = SD z trzech niezaleznych oznaczen; w analizie statystycznej
ykorzystano jednokierunkowg analiz¢ Anova z testem Dunnetta; istotnos¢ statystyczng ustalono na poziomie P < 0,05 -b, P < 0,01 -c.

1227



http://mostwiedzy.pl

/\/\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

oraz 6,66-proc. zeli zelatynowych. Na rys. 2 poréwnano wplyw
gDNA i fDNA kwasow nukleinowych (KN) na badane parametry
mechaniczne zeli zelatynowych. Wielko$¢ czasteczek fDNA oraz
gDNA w poréwnaniu z markerem mas molekularnych przedstawiono
na rys. 3. Jako proby odniesienia zastosowano zele zawierajace
albo jedynie wodg¢ albo dodatek buforu TE, w ilo$ci odpowiadajacej
objetosci dodawanego roztworu KN. Poniewaz tylko w przypadku
pomiardw lepkosci dla 6,66-proc. zelu zelatynowego (rys. 4) zaobser-
wowano statystycznie istotng réoznice pomigdzy probami odniesienia,
wszystkie wyniki interpretowano, wykorzystujac jako kontrole Zele
z dodatkiem buforu TE, w ktorym sporzadzano roztwory DNA.

Twardosé

Dane przedstawione na rys. 1 i 2 ilustrujg réznice we wlasciwo-
$ciach mechanicznych zeli zelatynowych podczas 1. i 2. nacisku glo-
wicy maszyny wytrzymato$ciowej. Wprawdzie stezenie zelatyny miato
decydujace znaczenie dla twardosci zelu, zgodnie z oczekiwaniem
10-proc. zele (rys. 1A) charakteryzowaly si¢ wigksza twardoscia niz
6,66-proc. zele (rys. 1B), jednak-
ze wzbogacenie zeli w KN miato
zdolno$¢ modyfikowania tych wta-
sciwosci. Dodatek fDNA wplynat
istotnie na twardos¢ tylko w przy-
padku 10-proc. zeli zelatynowych
i to wylacznie przy zastosowaniu
najwickszego testowanego stg¢ze-

M fDNA gDNA

18888 -

6000 — nia fDNA (0,1% mas., rys. 1A),
5000 — powodujac ponad 20-proc. wzrost
4000 - tego parametru. Odmienny efekt
3000 - gy zaobserwowano gdy zele zelaty-

nowe byly mieszane z diugotan-
cuchowymi KN. Dodatek gDNA,
szczegblnie w wigkszym stezeniu
(0,005% mas.), zmniejszal twar-
dos¢ obu rodzajow zeli zelatyno-
wych (rys. 2A), przy czym zmiany

2600 = v
1500 - .

1000 -

800 - Wil

600 — = te tylko w jednym przypadku osia-
gnely poziom statystycznej istotno-

400 — $ci, dla 6,66-proc. zelu z dodatkiem
0,005% mas. gDNA.
Kohezyjnosé

200 -

Badane 6,66-proc. zele zelaty-
nowe generalnie charakteryzowaty
si¢ wyzszymi warto$ciami kohe-
zyjnosci w porOéwnaniu z zelami
10-proc. (rys. 1C i 2B). W przy-
padku kohezyjnosci wptyw fDNA
i gDNA takze wykazal odmienny
trend. Zawartos¢ 0,1% mas. fDNA
spowodowata, ze kohezyjnos¢
obu rodzajow zeli zelatynowych
zrownata  si¢  (odpowiednio
0,588 = 0,011 oraz 0,588 + 0,066),
bowiem parametr ten dla sktadu
10% zel/0,1% fDNA wzrdst o ok.
50% w poroéwnaniu z zelem kontro-
Inym niezawierajacym DNA (rys.
1C). Dodatek gDNA w sposob
zalezny od zawartosci KN w zelu
obnizal kohezyjno$¢ obu rodzajow
zeli (rys. 2B). Dodatek 0,005%
mas. gDNA spowodowatl istotne
statystycznie spadki kohezyjnosci,
dla 10-proc. zeli zelatynowych

g. 3. Profiles of DNA fragmenta-
on obtained as a result of agarose
'ectrophoresis; M - molecular
'ass marker; fDNA — short-chain
NA; gDNA — long-chain DNA.

ys. 3. Profile fragmentéw DNA
zyskane w wyniku elektrofore-
y agarozowej; M - marker mas
iolekularnych; fDNA - krotko-
incuchowy DNA; gDNA - dfu-
ofancuchowy DNA.

o 13,5%, a w przypadku 6,66-proc. zeli o 29,2% w poréwnaniu
z probkami kontrolnymi (rys. 2C).

Sprezystosé

Parametr ten zalezny byl od sposobu wykonania oznaczenia.
W omawianych badaniach wykorzystano pomiar sprezystosci przy
statej predkosci poruszania si¢ trzpienia. Tak prowadzone pomiary
nie wykazaty zaleznosci ani pomigdzy dodatkiem krotko- ani
diugotancuchowych KN a sprezystodcig 6,66-proc. i 10-proc. zeli
zelatynowych.

Gumowatosé

Gumowato$¢ zeli zelatynowych wzrastala wraz ze stgzeniem
zelatyny. Obecno$é KN w zelu, tak jak w przypadku pozostatych ozna-
czanych parametrow, w odmienny sposéb modyfikowata gumowatos¢
zaleznie od tego, czy dodatkiem byt fDNA czy gDNA. Zele Zelatynowe
6,66-proc. wzbogacone w fDNA charakteryzowaty si¢ zblizong gumo-
watoscia w porownaniu z probkami zeli kontrolnych. Tylko najwigksze
testowane stezenie (0,1% mas.) i tylko w przypadku 10-proc. zelu
zelatynowego mialo istotny statystycznie wplyw na gumowato$¢ zelu,
zwigkszajac ja o ponad 70% (rys. 1D). Zel ten charakteryzowat sie
najwigksza gumowatoscig sposrod badanych probek. W przypadku
obu rodzajow zeli z dodatkiem gDNA wielkos¢ tego parametru malata
wyraznie ze stezeniem KN, cho¢ tylko w przypadku 6,66-proc. zelu
i 0,005% mas. gDNA spadek ten (o 54,2%) osiagnat statystyczna
istotno$¢ (rys. 2C).

Lepkosé

Badania lepkosci przeprowadzono dla obu rodzajow zeli zelaty-
nowych z dodatkiem fDNA (rys. 4). Poniewaz obecno$¢ buforu TE
wplywata na lepko$¢ zelu, wyniki odnoszono do zeli kontrolnych
z dodatkiem buforu TE. W wyniku przeprowadzonych badan zaob-
serwowano istotne statystycznie zmniejszenie lepkosci 10-proc.
zeli zelatynowych zawierajacych dodatek fDNA, przy czym spadek
ten nie byt w sposob istotny zalezny od stgzenia fDNA w badanym
zakresie. Zele zelatynowe 6,66-proc. charakteryzowaly sie wieksza
wrazliwos$cig na dodatek buforu TE. W poréwnaniu z zelami spo-
rzadzonych z dodatkiem wody zaobserwowano w ich przypadku
istotny statystycznie spadek lepkosci w wyniku dodatku buforu.
Lepkos¢ 6,66-proc. zeli wzbogaconych w KN utrzymywata si¢ na
podobnym poziomie, niezaleznie od stgzenia fDNA, ktory dodawa-
ny byt do zelu w postaci roztworu w buforze TE.

Whioski

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze zarowno
dtugo- jak i krotkotancuchowe KN moga powodowac istotne staty-
stycznie réznice w parametrach mechanicznych Zeli zelatynowych.
KN byty mieszane z zelami w postaci roztworow w buforze TE.
Obecnos¢ sktadnikow buforu miata pewne znaczenie dla lepkosci
badanych zeli, ale nie zmieniata innych analizowanych parametrow.
Moze to $wiadczy¢ o tym, ze za cechy reologiczne zeli zelatynowych
odpowiadaly gtownie interakcje pomigdzy biatkami a KN, a wptyw
soli i charakter jonowy rozpuszczalnika nie odgrywaly znaczacej roli
w ksztattowaniu tych cech.

Wiasciwosci mechaniczne zeli zawierajacych biatka i KN wyni-
kaly z interakcji pomigdzy tymi makromolekutami, stad tez zarowno
stezenie zelatyny, jak i stezenie oraz dlugos¢ tancucha KN miaty
znaczenie, co zaobserwowano w przypadku badanych zZeli zelaty-
nowych. Lancuchy KN to czasteczki natadowane ujemnie wskutek
dysocjacji reszt kwasu fosforowego(V) w tancuchu polinukleotydo-
wym. Czasteczki biatek z kolei sg fancuchami poliaminokwasowymi
o stosunkowo stabym dodatnim tadunku powierzchniowym, wynika-
jacym z obecnosci reszt aminokwasowych o charakterze zasadowym.

o Ml 98/8(2019)

chemi



http://mostwiedzy.pl

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

W10%

C

06,66%

Lepkos¢, mPa*s
= =
[o0] N a

S

0% DNA
+H20

0% DNA
+bufor TE

0,001% 0,01% 0,1%

Stezenie fDNA w buforze TE, % mas.

Fig. 4. Viscosity of gelatin solutions with and without the addition of short-
chain nucleic acids (fDNA) measured at 40°C. The results represent means
+ SD of three independent experiments. Significantly different values deter-
mined by ONE-WAY Anova with Dunnett’s test were marked as: P <0.01 - b,
P <0.001 - C.

Rys. 4. Lepkosé roztworéw zelatyny bez oraz z dodatkiem fDNA mierzo-
na w 40°C; istotnos¢ statystyczng ustalono na poziomie P < 0,01 - b,
P <0,001-C

Ze wzgledu na budowe czasteczkowa, stosunek tadunkow pomiedzy
KN a Zelatyng szacuje si¢ na 16:1'* 1, stad tez wigcej czasteczek
zelatyny potrzebnych jest do wyrdéwnania tadunku czasteczki KN
o podobnej liczbie monomerow. W zwiazku z tym, im wigksze
jest stezenie KN, tym wigcej czasteczek zelatyny potrzebnych jest
do zréwnowazenia tadunkéw wprowadzonych do zelu wraz z cza-
steczkami KN. Innymi interakcjami, ktéorych mozna oczekiwaé sa
wigzania wodorowe i oddzialywania van der Waalsa. Ich czestotli-
woSC jest zwigzana z zawarto$cig, sktadem chemicznym i strukturg
makroczasteczek tworzacych zel. Te zalozenia teoretyczne znalazty
odzwierciedlenie w pomiarach.

W przypadku mniejszych stgzen zelatyny (6,66% mas.), dodatek
fDNA nie wplywal na wilasciwosci mechaniczne badanych zeli.
Zmianie nie ulegata takze lepkos¢. Dopiero przy wigkszym stezeniu
zelatyny (10% mas.) i najwigkszej zawartosci fDNA (0,1%) zele
cechowalo, w poréwnaniu z zelami kontrolnymi, zwigkszenie twar-
dosci, kohezyjnosci i gumowatosci, przy jednoczesnym obnizeniu
lepkosci. Wzrost kohezyjnosci dla 10-proc. zeli zelatynowych
z dodatkiem fDNA sugerowa¢ moze wigksza organizacjg czasteczek
wewnatrz zelu, a zatem silniejsze oddzialywania w postaci wigzan
wodorowych oraz sit van der Waalsa z czasteczkami zelatyny. Takze
wyzsza gumowato$¢ wskazywata na to, ze wartos$ci sity potrzebne;j
do zerwania wigzan wewnatrz tych zeli byty wigksze, co potwier-
dzito pojawienie si¢ silniejszych oddziatywan. Stwierdzono, ze
niezbedny jest pewien, osiggnigty dopiero przy stezeniu 10% zela-
tyny i 0,1% fDNA, poziom interakcji pomigdzy makromolekutami
wchodzacymi w sktad badanych zeli aby ujawnit si¢ ich wptyw na
wlasciwosci mechaniczne. Z kolei na lepko$¢ takich mieszanin naj-
wigkszy wptyw mialy oddzialywania kwasowo-zasadowe pomigdzy

zasteczkami zelatyny i KN. W momencie osiagnig¢cia rownowagi
omiedzy dodatnimi tadunkami zelatyny a ujemnie naladowanymi
mcuchami KN, niezaleznie od stgzenia KN, dochodzito do zabu-
renia oddziatywan pomigdzy czasteczkami biatka, co powodowato
bnizenie lepkosci'® .

Losa(2019) - F

Odmienne znaczenie dla wlasciwos$ci mechanicznych zeli zelatyno-
wych miat dodatek gDNA. Stezenie KN w przypadku dodatku fDNA
i gDNA bylo takie samo, a zatem teoretycznie rowniez i liczba moz-
liwych oddziatywan kwasowo-zasadowych, van der Waalsa i wigzan
wodorowych. Sugeruje to, ze czynnikiem decydujacym o wilasciwo-
$ciach mechanicznych byta w tym przypadku raczej dtugos¢ tancucha
polinukleotydowego wymuszajaca specyficzng organizacj¢ czasteczek
tworzacych zel. W przypadku zaréwno 6,66-proc., jak i 10-proc. zeli
zelatynowych, obecno$¢ gDNA zmniejszata ich twardos$¢, kohezyjnosé
i gumowatos$¢ w porownaniu z zelami kontrolnymi. Wyniki te sugeruja,
ze rozmiar czasteczek gDNA byl wystarczajaco duzy by zaburzyc
oddziatywania pomigdzy czasteczkami zelatyny, a przez to parametry
wytrzymato§ciowe zeli zelatynowych.

Podsumowanie

Celem pracy bylo oznaczenie witasciwosci reologicznych
modelowych zeli zelatynowych wzbogaconych w KN i zbadanie
mozliwo$ci wystgpowania interakcji pomiedzy dlugo- lub krotko-
tancuchowymi czasteczkami DNA a zelatyng. Z przeprowadzo-
nych badan wynika, ze zaproponowany model pozwala na oceng
wystepujacych w badanych uktadach interakcji. Zaobserwowano
rowniez roznice w wynikach uzyskanych dla KN o dlugosci do
300 pz oraz fragmentoéw siggajacych 50000 pz. Interakcje pomigdzy
KN a zelatyna wptynety na takie cechy reologiczne zeli, jak twar-
dos¢, kohezyjno$¢ oraz gumowato$¢. Nie stwierdzono natomiast
wplywu dodatku KN na spr¢zysto$¢ badanych zeli niezaleznie od
zastosowanego stezenia zelatyny. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
manipulujac wielkos$cig kwasoéw nukleinowych i ich zawartoscia
mozna modyfikowac¢ wilasciwosci reologiczne zeli zelatynowych,
co moze mie¢ znaczenie przy proponowaniu nowych rozwiazan, tak
w projektowaniu no$nikéw czynnikow terapeutycznych w terapiach
genowych, jak i funkcjonalnej Zzywnosci.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego o nr
2016/23/N/NZ9/02227 finansowanego ze srodkow Narodowego
Centrum Nauki.

Otrzymano: 10-01-2019
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