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Wplyw zawartosci mucyn w Sluzie na dyfuzje agregatéw sadzy

Wstep

Niekompletne spalanie mieszanki paliwowej powoduje powstawa-
nie fazy stalej spalin z silnikdw zardwno o zaptonie samoczynnym, jak
i iskrowym. Faza stata to czastki sadzy o weglowym rdzeniu, na ktérym
zaadsorbowane sa liczne zwiazki organiczne, gtdéwnie wielopierscienio-
we weglowodory aromatyczne (WWA), oraz metaliczny pyl, zwiazki
siarki, woda itd. Czastki te tacza si¢ ze soba tworzac fraktalopodobne
agregaty o rozbudowanym ksztalcie i wielkosci w granicach 1010000
nm.

Spaliny z silnika diesla wykazuja wtasciwosci rakotworcze, a obec-
no$¢ WWA na powierzchni agregatéw sadzy, pozwala przypuszczaé, ze
wyodregbniona ze spalin faza stata rowniez odznacza¢ si¢ bedzie whasci-
wosciami kancerogennymi.

Agregaty sadzy obecne w powietrzu z kazdym wdechem przedostaja
si¢ do drog oddechowych, tym intensywniej im czgstsze i glgbsze sa na-
sze oddechy [Penconek i Moskal, 2013]. Podstawowym mechanizmem
obronnym drég oddechowych jest pokrycie calej ich powierzchni btona
Sluzowa. Gruczoty obecne w btonie §luzowej zbudowane sg z urzgsio-
nych komorek wydzielajacych §luz i ptyn surowiczy. Usuwanie zdepo-
nowanych w uktadzie oddechowym czastek zachodzi dzigki rzgskom
komorek migawkowych, ktore zginajac si¢ cyklicznie przesuwaja $luz
(wraz z zdeponowanymi czastkami) w kierunku gérnych drég oddecho-
wych. Komoérka migawkowa (rzgskowa) wyposazona jest w blisko 200
rzgsek o dugosci 6 pum.

Sluz, a w raz z nim zdeponowane czastki, przemieszczaja si¢ wzdtuz
drog oddechowych z $rednia predkoscia 10+100 um‘s’1 [Cone, 2009].
Sluz produkowany jest przez pojedyncze komorki (komorki kubkowe)
i wielokomoérkowe gruczoty podsluzowkowe w ilosci do 100 ml dzien-
nie. W tchawicy cztowieka naliczono blisko 7000 komorek kubkowych
na mm’ powierzchni [Jeffery i Li, 1997]. Liczba komorek kubkowych
zmniejsza si¢ wraz ze zmniejszaniem $rednicy przekroju oskrzela. Sluz
tworzy warstwe pokrywajaca komorki rzgskowe o grubosci 1+20 um
(w zaleznosci od obszaru drog oddechowych). Od strony komorek rzg-
skowych $luz jest bardziej ptynny, co umozliwia ruch rzgsek, natomiast
od strony $wiatla przewodu oddechowego, jest bardziej gesty, utatwia-
jac depozycje czastek. Sluz w znakomitej wickszosci sktada si¢ z wody
(~95%), glikoprotein (gldwnie typu mucyny), lipidow (0,5+5%), zwiaz-
kéw mineralnych (0,5+1%) oraz biatek (1%) [Khanvilkar i in., 2001].

Mucyny stanowia do 80% suchej masy $luzu. To tancuchy o masie
10+40 MDa i $rednicy 3+10 nm glikozylowane w miejscu wystgpowa-
nia proliny, treoniny i seryny [Lai i in., 2009].

W $luzie obecne sa rowniez tancuchy DNA, stanowiace do 0,02%
jego masy oraz liczne immunoglobuliny (IgF), stanowiace barierg
ochrona przed bakteriami, wirusami, a takze utatwiajace fagocytozg za-
trzymanych patogenow przez makrofagi [ Traczyk, 2003].

Dyfuzja czqstek przez warstwe sluzu zalezy od jego sktadu, zawarto-
$ci mucyn czy tez pH. W literaturze brakuje jednak badan zajmujacych
si¢ dyfuzja przez $luz czastek o ksztalcie odbiegajacym od sferyczne-
go i wlasciwosciach innych niz lecznicze. Dlatego celem niniejszych
badan bylo pokazanie wptywu zawarto$ci mucyn w $luzie na dyfuzje
agregatow fraktalopodobnych pochodzacych ze spalin z silnika Diesla.

Materiaty i metody
Agregaty sadzy
W badaniach wykorzystano agregaty sadzy powstale ze spalania

w silniku Diesla komercyjnego paliwa o parametrach przedstawionych
w tab. 1.

Tab. 1. Parametry paliwa wykorzystanego do wygenerowania agregatow sadzy

Liczba cetanowa, [-] 51
Ggsto$¢ w temperaturze 15°C, [kg~m'3] 820+845
Zawarto$¢ WWA, [%] <7
Zawartos¢ siarki, [mg'kg] <10
Temperatura zaptonu, [°C] 56

Paliwo spalane byto w silniku Diesla pochodzacym z samochodu
Mercedes, (1982 1., 4 cylindry, pojemno$¢ 2399 cm’). Szczegotowy
opis stanowiska badawczego do generowania spalin mozna odnalez¢
w pracy Penconek i Moskal [2010].

Agregaty deponowane byly na szklanych szalkach umieszczonych
w specjalnie skonstruowanej komorze, podtaczanej bezposrednio do
rury wydechowe;j silnika (komora byta identyczna z uzywana w pra-
cy Penconek i in. [2013]). Charakterystyke agregatow wykorzystanych
w badaniach zamieszczono w tab. 2. Srednia $rednice agregatu wyzna-
czono na podstawie rozktadu wielkosci agregatow uzyskanego z wy-
korzystaniem spektrometru FAPES (Grimm, Niemcy). Pojemnos$ciowy
wymiar fraktalny wyznaczono na podstawie analizy zdjg¢ agregatow
uzyskanych w skaningowym mikroskopie elektronowym. Natomiast
stezenie WWA na powierzchni agregatow okreslono przy uzyciu HPLC
(High-Performance Liquid Chromatography) Merck-Hitachi z detekcja
fluoroscencyjna FL prowadzona w uktadzie faz odwrdconych w ko-
lumnie analitycznej. Analiz¢ wykonano w zespole dr M. Szewczynskiej
(Centralny Instytut Ochrony Pracy, Warszawa).

Tab. 2. Charakterystyka agregatow sadzy

Srednia $rednica, [nm] 117,3
Pojemnosciowy wymiar fraktalny, [-] 1,63
WWA na powierzchni, [pg-g’'] 153,3

Zdeponowane na szalkach agregaty poddawano nastgpnie procedu-
rze przygotowania polegajacej na inkubacji w roztworze 1:1 20% KOH
(Chempur, Polska) 1 96% EtOH przez 48 godzin. Po tym czasie oddzie-
lano agregaty sadzy od roztworu wirujac zawiesing przez 30 min przy
6000 obr-min” (MPW-56, Polska). Supernatant zlewano, a zawieszo-
ne w wodzie agregaty poddawano sonikacji w myjce ultradzwigkowej
(Polsonic typ Sonic 14, Polska) przez 3 minuty.

Tak przygotowang zawiesing agregatow o znanym st¢zeniu umiesz-
czano po stronie donorowe;j celki do pomiaru dyfuzji. Po stronie akcep-
torowej celki umieszczano wodg.

Celka do badania dyfuzji

Celka pomiarowa wykorzystana w badaniach byla taka sama jak
w pracy Penconek i in. [2013]. Pomigdzy czgs$cia donorowa a akcepto-
rowa celki umieszczano membrany ($rednica odcigeia 100 nm, DURA-
PORE, MILLIPORE, Irlandia) oraz warstwg §luzu o okre$lonej zawar-
tosci mucyn. Schemat celki pomiarowej przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Celka do badania dyfuzji
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Warstwa $luzu

Naturalny §luz ma zmienny sktad oraz jest trudny do pozyskania,
dlatego w badaniach wykorzystano postuzono si¢ sztucznym s$luzem.
Uproszczony sktad $luzu uzytego w badaniach: mucyna typu II (Sigma
Aldrich, USA), azydek sodu (0,002%) (POCh, Polska) rozpuszczone
w buforze HEPES 99%/ACROS (POCh, Polska), pH 7,4. W badaniach
uzyto §luzu o czterech roznych masowych stezeniach mucyn: 2, 8, 15,
i 20% masowych.

Pomiar dyfuzji agregatéw sadzy przez warstwe $luzu

Pomiar dyfuzji agregatéw sadzy przez warstwg $luzu opierat si¢ na
metodzie zaproponowanej przez Rudd i Stroma [1981] 1z powodzeniem
wykorzystanej we weczesniejszej pracy Penconek i in. [2013].

Analizy dokonano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 750 nm
wzglgdem wody jako proby odniesienia.

Wyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki zmiany stezenia agregatow sadzy po stronie do-
norowej przedstawiono w postaci stosunku wartosci stezenia w danej
chwili czasu do stgzenia poczatkowego (C,= 0,06 ugml") po stronie
donorowej i zestawiono na rys. 2 dla roznych wartosci stgzen mucyn
w warstwie $luzu (2, 8, 15, 20% mas.).
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Rys. 2. Zmiana stezenia agregatow DEP po stronie donorowej
dla st¢zenia 2, 8, 15, 20% mas. mucyn w $luzie

Na rys. 3 zaprezentowano st¢zenie agregatow po stronie akceptoro-
wej celki dyfuzyjnej wyrazone w pg-ml'l dla czterech badanych stgzen
mucyn w $luzie. Wyniki zaprezentowane na rys. 2 i 3 sa usrednionymi
wynikami z 4+8 pomiaréw, a stupki btedu odpowiadaja odchyleniom
standardowym.
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Rys. 3 Stgzenie agregatow po stronie akceptorowej
dla stgzenia 2, 8, 15, 20% mas. mucyn w §luzie

Uzyskane wyniki pokazuja, ze wzrost zawartosci mucyn w §luzie do
20% mas. zmniejsza szybko$¢ dyfuzji agregatow sadzy glownie przez
hamowanie wnikania agregatow do warstwy $§luzu.

W przypadku 20% mas. zawarto§ci mucyn w sluzie stgzenie agrega-
tow po stronie donorowej (z uwzglgdnieniem odchylenia standardowe-
g0) jest $rednio state w czasie.

Natomiast w przypadku 2% mas. zawartosci mucyn w $luzie wnika-
nie agregatow sadzy do warstwy $luzu jest najintensywniejsze.

Analizujac zmiang stezenia agregatow po stronie akceptorowej
(Rys. 3) zauwazy¢ mozna, ze dla zawarto$ci mucyn do 15% masa agre-
gatow dyfundujacych przez §luz w czasie jest podobna (uwzgledniajac
odchylenia standardowe) i wyzsza od masy agregatow dyfundujacych
przez §luz zawierajacy 20% mucyn.

Zwigkszenie szybkosci dyfuzji czastek przy zmniejszeniu stgzenia
mucyn w $luzie obserwowane jest rowniez w literaturze np. dla czastek
glikolu polietylenowego [Lieleg i in., 2010].

Wzrost stgzenia mucyn w $luzie powyzej 20% mas. zwigksza jego
usieciowanie na tyle, ze spowalnia dyfuzj¢ agregatow. Jednoczesnie
obserwuje si¢ tzw. lag-fazg (do 60 min), fazg zatrzymania dyfuzji, za-
obserwowana juz w literaturze w przypadku dyfuzji czastek przez §luz
o pH mniejszym niz 4, ktéry charakteryzuje si¢ wigkszym stopniem
usieciowania, niz $luz o pH w zakresie 6+8 [Shaw i in., 2005].

Whioski

Przeprowadzone badania pokazaty, ze réwniez w przypadku dyfuzji
przez $luz struktur o ksztalcie niekulistym, a rozgal¢zionym dendry-
tycznym, do jakich naleza uzyte w badaniach agregaty sadzy, obserwuje
si¢ efekt spowolnienia dyfuzji przy wzroscie zawartosci mucyn w §lu-
zie do 20% masowych oraz czg$ciowa akumulacje agregatow wewnatrz
$Sluzu.
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