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ABSTRACT

At the moment, phospholipids are among the most interesting molecules. The
possibilities of chemical and enzymatic modifications, while maintaining their
integrity and unique nature, also contribute to these compounds' great interest.

This review paper concerns the preparation of new phospholipid conjugates
containing fragments of biologically active compounds not found naturally in
phospholipids, and phospholipids enriched with specific fatty acids with health-
promoting properties (structured phospholipids).

Chemical methods for the synthesis of phospholipids containing conjugated
linolenic acid (CLA), dehydroepiandrosterone (DHEA) or selected non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) at the sn-1 and/or sn-2 position have been
described. In addition, the evaluation of the antiproliferative activity of the obtained
conjugates against selected cancer cell lines was also described. Enzymatic methods
of modifying natural phospholipids leading to their enrichment with bioactive
polyunsaturated fatty acids and conjugated acids have also been described.

Keywords: structured phospholipids, phospholipid conjugates, bioactive fatty acids,
phospholipid modification, dehydroepiandrosterone, NSAIDs, lipase, phospholipase

Stowa kluczowe: fosfolipidy strukturyzowane, koniugaty fosfolipidowe, bioaktywne
kwasy tluszczowe, modyfikacje fosfolipidow, sprz¢zony kwas linolowy,
dehydroepiandrosteron, niesteroidowe leki przeciwzapalne, lipaza, fosfolipaza
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- kwas a-linolenowy

- dokuzynian sodu

- linia komorkowa mysich fibroblastow

- linia komoérkowa czerniaka mysiego

- linia komoérkowa gruczolakoraka jelita grubego
- kwas y-linolenowy

- sn-glicero-3-fosfocholina

- kwas dokozaheksaenowy

- dehydroepiandrosteron (3p-hydroksy-androst-5-en-17-on)
- monobursztynian DHEA (monobursztynian 3’3-O-androst-
5’-en-17’-onylu)

- kwas eikozapentaenowy

- kwas linolowy

- sprzezony kwas linolowy

- sprz¢zony kwas linolenowy

- tlenek dibutylocyny

- N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

- 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna

- dimetyloformamid

- efektywne wbudowanie CLA

- sn-glicero-3-fosfocholina

- ibuprofen (kwas 2-(4-izobutylofenylo)propionowy)
- linia komorkowa biataczki promielocytowej

- linia komoérkowa raka jelita grubego

- lipoproteiny o niskiej ggstosci

- linia komoérkowa raka prostaty

— lizofosfatydylocholina

- linia komodrkowa gruczolakoraka piersi

- naproksen (kwas 2-(6-metoksy-2-naftylo)propionowy)
- niesteroidowe leki przeciwzapalne

- niezbg¢dne nienasycone kwasy ttuszczowe

- kwas palmitynowy

- 1-palmitoilolizofosfatydylocholina

- fosfolipid

- fosfolipaza A,

- fosfolipaza A,

- fosfatydylocholina

- olej z pestek granatu

- kwas stearynowy

- 1-stearoilofosfatydylocholina

- 1,2-distearoilofosfatydylocholina

- strukturyzowana fosfatydylocholina

- strukturyzowane fosfolipidy

- wielonienasycone kwasy tluszczowe

- triacyloglicerole
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WPROWADZENIE

Wirdd biologicznie aktywnych lipidow, fosfolipidy (PL) przyciagaja duza uwage ze
wzgledu na swoje wyjatkowe wilasciwosci odzywcze 1 funkcjonalne. Z uwagi na swoj
amfifilowy charakter i zdolno$¢ przenikania przez blony, staly si¢ one doskonala matryca
do wprowadzania do organizmu substancji aktywnych biologicznie. Duze postgpy w
wiedzy w zakresie biochemii fosfolipidow 1 rozwdj wspotczesnej bioinzynierii
zaowocowaly powstaniem nowatorskich koncepcji 1 znacznym  postgpem
technologicznym w zakresie modyfikacji enzymatycznych i syntezy chemicznej
fosfolipidow do zastosowan przemystowych, farmaceutycznych i w zywieniu cztowieka.
Najwazniejsze kwestie obejmuja otrzymywanie nowych analogéw fosfolipidow
zawierajacych fragmenty biologicznie aktywnych zwiazkéw nie wystepujacych w
fosfolipidach naturalnie, (tzw. koniugatow fosfolipidowych) oraz fosfolipidow
wzbogaconych w konkretne kwasy tluszczowe o wilasciwosciach prozdrowotnych, o
zwickszonej wartosci zywieniowej lub korzystnych parametrach funkcjonalnych (tzw.
strukturyzowanych fosfolipidow) charakteryzujacych si¢ nowymi wilasciwosciami
funkcjonalnymi. W Katedrze Chemii (obecnie Chemii Zywnoséci i Biokatalizy)
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu od lat prowadzone sa badania nad
chemoenzymatycznym otrzymywaniem glicerofosfolipidow 0 znaczeniu
prozdrowotnym, tzw. super fosfolipidow, ktore oprocz kwasdow thuszczowych
wystepujacych w fosfolipidach naturalnie zawieraja biologicznie aktywne zwiazki, takie
jak izomery sprz¢zonego kwasu linolowego (CLA) [1,2], fragment zwiazku steroidowego
(dehydroepiandrosteronu) [3,4] czy niesteroidowe zwiazki przeciwzapalne [5].
Prowadzone sg takze badania nad wykorzystaniem lipaz i fosfolipaz do wzbogacania
naturalnych fosfolipidow w bioaktywne wielonienasycone kwasy ttuszczowe z rodziny
n-3 i n-6 takie jak kwas linolowy [6], a- i y-linolenowy [7], eikozapentaenowy (EPA) i
dokozaheksaenowy (DHA) [8] a takze w sprzezone kwasy thuszczowe, takie jak kwas
punikowy [9] i izomery sprzg¢zonego kwasu linolowego [10, 11,12].

1. CHEMICZNA I CHEMOENZYMATYCZNA SYNTEZA
GLICEROFOSFOLIPIDOW

Gléwnym wyzwaniem w syntezie fosfolipidow jest skonstruowanie struktury
chiralnej i zachowanie konfiguracji na dalszych etapach syntezy chemiczne;.
Stosunkowo prosta, a przez to rozpowszechniong metoda syntezy chemicznej
homopodstawionej fosfatydylocholiny, zawierajacej takie same reszty acylowe w
pozycji sn-1 1 sn-2 jest estryfikacji Steglicha. Polega ona na reakcji kompleksu
chlorku kadmu i dowolnego fragmentu glicero-3-fosforanowego, np. sn-glicero-3-
fosfocholiny (GPC) z kwasem karboksylowym w obecnosci 4-(N,N-dimetylo-
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amino)pirydyny (DMAP) i odczynnika sprzggajacego, jakim jest N,N'-
dicykloheksylokarbodiimid (DCC) (Rys. 1) .

0 0
0 | N P -
i DMAP, DCC L SRS e R
_P. N*~  xCdCl, = R, (o] 3 o 10 Y
R-COOH + HOT > 07 107 Ny /;<H\ °
HO' 'H o )\
0% "R,

Rysunek 1. Schemat estryfikacji Steglicha sn-glicero-3-fosfocholiny
Figure 1. Scheme of Steglich esterification of sn-glicero-3-phosphocholine

Zaletg tej metody jest mozliwo$¢ uzyskania stereoizomerycznie czystego
produktu o konfiguracji naturalnych glicerofosfolipidow, gdy jako substrat zostanie
zastosowany sn-glicerofosforan (GPC).

Synteza heteropodstawionych glicerofosfolipidow, zawierajacych roézne reszty
acylowe w pozycji sn-1 i sn-2 jest wyzwaniem, wymagajagcym zastosowania
regioselektywnych odczynnikéw chemicznych lub katalizy enzymatycznej. W
literaturze opisanych jest kilka metod syntezy tej grupy zwigzkow [13]. Dwie z nich
sg szczegoblnie przydatne w syntezie fosfolipidow o Scisle zdefiniowanym sktadzie
reszt acylowych. Pierwsza opiera si¢ na syntezie 1-acylo-sn-glicero-3-fosfocholiny z
GPC z uzyciem tlenku dibutylocyny (DBTO). Produktem przejsciowym w tej reakcji
jest czasteczka acetalu dibutylocynowego glicerofosfocholiny, ktory w wyniku
dziatania chlorku kwasu tluszczowego podstawiany jest regioselektywnie grupa
acylowag w pozycji sn-1 (Rys. 2). Otrzymang w ten sposob l-acylo
lizofosfatydylocholing (1-acylo LPC) poddaje si¢ kolejnej estryfikacji metoda
Steglicha z uzyciem kwasu tluszczowego, ktory ostatecznie zajmuje pozycj¢ sn-2 w

fosfatydylocholinie.
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Rysunek 2. Dwuetapowa synteza heteropodstawionej fosfatydylocholiny: monoacylowanie sn-glicero-3-
fosfocholiny za posrednictwem tlenku dibutylocyny , po ktérym nastgpuje estryfikacja Steglicha

Figure 2.  The two-step synthesis of heterosubstituted phosphatidylcholines: tin-mediated monoacylation of
sn-glycero-3-phosphocholines followed by a Steglich esterification
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Druga metoda to proces chemoenzymatyczny, gdzie 1-acylo LPC uzyskuje si¢
w wyniku hydrolizy homopodstawionej fosfatydylocholiny z wykorzystaniem sn-2
specyficznej fosfolipazy (PLA)) jako katalizatora, a nastepnie po oczyszczeniu
poddaje si¢ estryfikacji Steglicha (Rys. 3). Szczegolnie wydajnie i szybko hydroliza
przebiega w uktadach micelarnych, w ktorych PLA, ulega enkapsulacji w micelach
powstatych z fosfatydylocholiny (PC) i dokuzynianu sodu (AOT). Bardzo duza
efektywno$¢ tej metody jest zwigzana z powstaniem granicy miedzyfazowej lipid-
woda. W odwrdéconych micelach polarne glowy fosfolipidu skierowane sg do
wewnatrz miceli, a tancuchy hydrofobowe na zewnatrz, w kierunku rozpuszczalnika
jakim jest izooktan. Metoda ta pozwala uzyska¢ catkowitg hydroliz¢ PC do 1-acylo
LPC juz po 15 minutach reakcji [14,15].

o] e}
\
X P N~
R, O/S(H\OCI) O/\\/ \

0}\ R homopodstawiona fosfatydylocholina

Rozpuszczalnik hydrofobowy
(izooktan)

\ PLA,, AOT, izooktan

f 1 |
|
P N*~
R.)LO /\(\0 107 SNy
HOY "H o
R,-COOH
DMAP, DCC

o} o] I
1]
o P. N
Palarny rozpuszczalnik ~ . e R_J\o/\\‘(\ol N0 TN
o (bufor Tris-HCI) @ @ = O o H O
2\ heteropodstawiona fosfatydylocholina
o) R,

Rysunek 3. Dwuetapowa chemoenzymatyczna synteza heteropodstawionej fosfatydylocholiny. Struktura
odwroconej miceli w srodowisku reakcji enzymatycznej hydrolizy fosfatydylocholiny.
Figure 3. Two-step chemoenzymatic synthesis of heterosubstituted phosphatidylcholine. Struktura of reverse
micelles in the environment of the enzymatic reaction of phosphatidylcholine hydrolysis.

1.1. KONIUGATY FOSFOLIPIDOWE Z IZOMERAMI SPRZEZONEGO KWASU
LINOLOWEGO

Terminem sprzezony kwas linolowy (CLA, ang. conjugated linoleic acid)
opisywane sg izomery pozycyjne i geometryczne kwasu thuszczowego C18:2 z
dwoma sprzezonymi wigzaniami podwdjnymi. Najczesciej stosowane w badaniach
naukowych sa izomery cis-9,trans-11 CLA (¢9,¢11) i trans-10,cis-12 CLA (¢10,c12).
Kwas cis-9,trans-11 CLA (kwas rumenowy) wystepuje glownie w tluszczach
pochodzacych od przezuwaczy, a jego biosynteza jest zwigzana z metabolizmem
bakterii symbiotycznych zasiedlajacych zwacz, gltéwnie Butyrivibrio fibrisolvens
[16] trans-10,cis-12 CLA nie wystgpuje naturalnie i otrzymuje si¢ go w wyniku
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alkalicznej izomeryzacji kwasu linolowego. Izomer ten jest wytwarzany razem z cis-
9,trans-11 w stosunku rownomolowym [17]. Dane literaturowe dowodza, ze CLA
ma roznorodny wplyw na funkcje fizjologiczne organizméw zywych, w tym na
zmniejszenie zachorowalnosci na nowotwory, zmian¢ metabolizmu lipidow,
stymulacje uktadu odporno$ciowego, zmniejszenie ryzyka miazdzycy. Ponadto
wykazano, ze aktywno$¢ biologiczna CLA jest izomerycznie specyficzna [18].

W zespole prof. Wawrzenczyka przeprowadzono badania, ktorych celem byta
synteza koniugatow fosfolipidowych z izomerami CLA, mogacych znalezé
zastosowanie jako prolek lipidowy zwickszajacy dostepnos¢ CLA w organizmie
[1,2].

Pierwsza grupe stanowity homopodstawione fosfatydylocholiny zawierajace
identyczne reszty kwasow thuszczowych: ¢9,¢/11CLA lub #10,c12CLA w pozycji sn-
1 1sn-2 (Rys. 4A). Otrzymano je w wyniku estryfikacji Steglicha (Rys.1).

Po 40 h reakcji prowadzonej w bezwodnych warunkach i przy stosunku
molowym reagentéw GPC:CLA:DMAP:DCC 1:4:2:4,2 uzyskano produkty z dobra
wydajnoscig powyzej 75% 1 czystoscia >98%. Sklad izomeryczny reszt CLA w
produktach fosfolipidowych byt taki sam jak w kwasach tluszczowych uzytych do
estryfikacji (>95%). Struktura otrzymanych fosfolipidowych koniugatéow z CLA
zostata potwierdzona metoda spektroskopowa.
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Rysunek 4. Struktury koniugatéw fosfolipidowych z CLA
Figure 4. Structures of phospholipid coniugates of CLA

Druga grupa otrzymanych  zwiazkow  byly  heteropodstawione
fosfatydylocholiny, zawierajace okreslony izomer CLA w pozycji sn-1 lub sn-2.
Synteza tych zwigzkow zaktadala dwa etapy: (i) otrzymanie odpowiednich 1-acylo
LPC z zastosowaniem DBTO, (ii) estryfikacj¢ Steglicha (Rys.2). Poniewaz po
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pierwszym etapie procesu, pomimo zastosowanych roznych metod ekstrakcji nie
udato si¢ wyizolowaé¢ produktu z zadowalajagca czystoScia 1 wydajnoscia
zastosowano alternatywne podejscie. Polegalo one na hydrolizie odpowiednich
homopodstawionych fosfatydylocholin (distearoilo-PC, 1,2-¢9,111CLA-PC oraz 1,2-
t10,c12CLA-PC) w odwrdéconych micelach przy uzyciu fosfolipazy A, z trzustki
wieprzowej jako katalizatora (Rys. 3). Wydajnos$¢ izolowana poszczegélnych 1-
acylo LPC (Rys. 4B) w tym przypadku miescita si¢ w zakresie 89-99%. W kolejnym
etapie l-acylo-LPC poddano acylowaniu, czego efektem bylo uzyskanie dwoch
typow heteropodstawionych PC: zawierajacych reszte kwasu stearynowego (SA) w
pozycji sn-1 oraz izomer CLA w pozycji sn-2, oraz z odwrotnym podstawieniem tych
reszt kwasowych (Rys. 4C). Wyniki analizy pozycyjnej wszystkich badanych
heteropodstawionych PC ujawnity, niewielkie ilosci produktu ubocznego (ok. 10%),
ktoéry byt wynikiem czgsciowej migracji reszt acylowych z pozycji sn-1 do pozycji
sn-2 w LPC. Prawdopodobnym powodem mogt by¢ lekko kwasny charakter zelu
krzemionkowego stosowanego na etapie oczyszczania l-acylo LPC metodg
chromatografii ~ kolumnowej.  Badania  dowodza, zZe w  roztworach
lizofosfatydylocholiny o pH 6-9 ustala si¢ stan rownowagi, w ktorym stosunek 1-
acylo LPC do 2-acylo LPC wynosi 9:1 [19].

Wykonano testy biologiczne na aktywno$¢ cytotoksyczng wobec linii komorek
nowotworowych biataczki promielocytowej (HL-60), raka piersi (MCF-7) i raka
jelita grubego (HT-29) w celu okreslenia zalezno$ci struktura-aktywno$¢ pomigdzy
poszczegdlnymi grupami koniugatéw fosfolipidowych z izomerami CLA. Wszystkie
heteropodstawione PC  wykazywaly mniejszy efekt cytotoksyczny od
homopodstawionych PC, a w badaniach nie wykazano réznicy pomiedzy efektem
antyproliferacyjnym dla PC z CLA w pozycji sn-2 a PC z CLA w pozycji sn-1. Wérod
homopodstawionych fosfatydylocholin, 1,2-¢9,/11CLA-PC wykazywala lepsza
aktywno$¢ w stosunku do linii HL-60 i MCF-7 niz PC z dwoma resztami izomeru
t10,c12CLA. Z kolei w przypadku testow na linii HT-29 aktywniejsze okazaty si¢
zarbwno homo- jak 1 heterokoniugaty PC =z izomerem ¢10,c12CLA.
Lizofosfatydylocholiny wykazaly wyzsza cytotoksyczno$¢ od PC w przypadku
testow na liniach HL-60.

Kolejne badania [20] dowiodly, ze nanonosniki lipidowe (state nanoczastki
lipidowe, SLN oraz nanostrukturalne nosniki lipidowe, NLC) w ktorych
wykorzystano koniugaty fosfolipidowe z CLA (1,2-diCLA-PC) jako jeden z
surfaktantéw stabilizujacych dyspersj¢ charakteryzowaty sie wysoka stabilno$cig i
bardzo dobrymi parametrami fizycznymi. Co najwazniejsze wykazywaly lepszy
efekt nekrotyczny w stosunku do komoérek ludzkiego raka naskorkowego (A431) i
czerniaka zto§liwego skéry (MeWo) w porownaniu do nanono$nikow
stabilizowanych distearoilofosfatydylocholing (1,2-diSA-PC). Te obiecujace wyniki
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badan potwierdzaja, ze koniugaty fosfolipidowe z CLA moga znalez¢ zastosowanie
nie tylko jako stabilizatory nanono$nikow, ale moga dziata¢ wspoélnie z innym lekiem
lub markerem poddanym enkapsulacji w macierzy lipidowej, a tym samym znalez¢é
zastosowanie w skojarzonych terapiach farmakologicznych.

1.2. KONIUGATY FOSFOLIPIDOWE Z DHEA

Dehydroepiandrosteron (DHEA) to naturalnie wystepujacy androgenny steroid,
ktory wytwarzany jest gtoéwnie w warstwie siatkowatej kory nadnerczy z 17-
hydroksypregnenolonu. DHEA jest istotnym zwigzkiem w biosyntezie hormonéw
ptciowych, takich jak testosteron czy estradiol [21]. Szeroki zakres jego dzialania
sprawit, ze okresla si¢ go mianem ,superhormonu”. Wykazano aktywno$¢
przeciwnowotworowg DHEA wobec kilku linii komérek nowotworowych [22].
Udowodniono rowniez jego przydatno$¢ w leczeniu otylo$ci, obnizaniu poziomu
cholesterolu i glukozy we krwi, wzmacnianiu uktad odpornosciowego, poprawie
pamigci, czy spowalnianiu postgpéw chordb Alzheimera i Parkinsona [23].

Poniewaz fosfolipidy moga by¢ efektywnymi nosnikami DHEA postanowiono
otrzyma¢ pochodne fosfatydylocholiny (PC) zawierajace kowalencyjnie zwigzang
czasteczke DHEA w pozycjach sn-1 i/lub sn-2 [3].

DHEA nie posiada wolnej grupy karboksylowej, wykorzystano wigc kwas
bursztynowy jako tgcznik do wytworzenia wigzania estrowego z grupami
hydroksylowymi szkieletu glicerolowego. DHEA zostal zestryfikowany
bezwodnikiem bursztynowym w obecnosci DMAP, a otrzymany z wysoka
wydajnoscia (96%) monobursztynian DHEA (suc-DHEA) postuzyt w kolejnych
etapach do estryfikacji pozycji sn-1 i/lub sn-2.

Uzyskano 9 pochodnych fosfatydylocholiny zawierajacych w swojej strukturze
jedna Iub dwie czasteczki DHEA (Rys. 5).

Homopodstawiong di-(suc-DHEA)-PC (1) uzyskano w reakcji estryfikacji
metoda  Steglicha (Rys. 1). Przy zastosowaniu 4-krotnego nadmiaru
monobursztynianu DHEA w stosunku do GPC otrzymano produkt estryfikacji obu
pozycji (sn-11sn-2) z wydajnoscia 52%. Dwie fosfatydylocholiny (2, 3) zawierajace
przytaczong reszt¢ suc-DHEA w pozycji sn-1 a kwas oleinowy lub palmitynowy w
pozycji sn-2 otrzymano na $ciezce syntezy wg [24] (Rys. 2). W pierwszej kolejnosci
z monobursztynianu DHEA w reakcji z 3-krotnym nadmiarem chlorku oksalilu
otrzymano z bardzo wysoka wydajnoscia (98%) jego chlorek kwasowy, ktory
nastepnie poddano reakcji z acetalem dibutylocynowym glicerofosfocholiny.
Uzyskang w ten sposob 1-suc-DHEA-LPC (4) zestryfikowano nastgpnie
odpowiednim kwasem tluszczowym, stosujac dwukrotny nadmiar molowy kwasu.
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5: R=Cy7H35 (C18:1)

6: R=Cy5H34 (C16:0)

7: R=Cy7H3¢ (C:18:2, CLA)

8: R=reszty kwasow tluszczowych PC nasion soi
9:R=

2: R=817H33 (c18:1) reszty kwasow tluszczowych PC zoltka jaj

3: R=Cy5Ha; (C16:0)

Rysunek 5. Struktury koniugatow fosfolipidowych z DHEA
Figure 5. Structures of phospholipid coniugates of DHEA

Trzecig grupe fosfolipidow stanowity fosfatydylocholiny z resztg suc-DHEA
przylaczona w pozycji sn-2. Zsyntezowano 2-suc-DHEA-PC (5-9), ktore posiadaty
w pozycji sn-1: kwas palmitynowy, kwas oleinowy, CLA lub naturalne kwasy
thuszczowe fosfatydylocholiny pozyskanej z nasion soi lub zoéttka jaja kurzego. W
pierwszym etapie, stosujac opisang wyzej metodyke D’ Arrigo uzyskano syntetyczne
I-acylo-LPC zawierajace reszty kwasoéw palmitynowego, oleinowego lub CLA.
Naturalne 1-acylo-LPC otrzymano natomiast w wyniku hydrolizy enzymatycznej
naturalnych PC wyizolowanych z soi i zottka jaja, prowadzonej w obecnoS$ci
fosfolipazy A, (PLA») z trzustki wieprzowej [14]. W kolejnym etapie syntezy
ponownie wykorzystujac metode estryfikacji Steglicha przylaczano reszta suc-
DHEA do pozycji sn-2 lizofosfatydylocholin uzyskujac pozadane fosfatydylocholiny
z dobrymi wydajno$ciami (61-82%).

Uzyskane pochodne PC posiadajace steroidowe ugrupowanie DHEA zostaly
poddane badaniom na aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec prawidtowej linii
komoérkowej mysich fibroblastow (Balb/3T3) oraz nowotworowych linii: biataczki
promielocytowej (HL-60), mysiego czerniaka (B16) oraz raka prostaty (LNCaP).
Zaden z otrzymanych fosfolipidow nie wykazywal toksycznosci wobec
prawidtowych komoérek mysich fibroblastow (Balb/3T3). Najbardziej aktywnym
zwiazkiem  wobec  wszystkich linii  komoérek nowotworowych  byta
fosfatydylocholina (7) posiadajaca w pozycji sn-1 kwas CLA a DHEA w pozycji sn-
2. Fosfolipidy zawierajace tylko DHEA czyli di-(suc-DHEA)-PC (1) i 1-suc-DHEA-
LPC (4) pozostaly nieaktywne w stosunku do wszystkich linii komoérkowych.
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1.3. KONIUGATY FOSFOLIPIDOWE Z NIESTEROIDOWYMI ZWIAZKAMI
PRZECIWZAPALNYMI (NLPZ)

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) wykazuja dziatanie przeciwzapalne,
przeciwbolowe 1 przeciwgoraczkowe [25] i sa obecnie jednymi z najczesciej
stosowanych lekow na §wiecie. Stosuje si¢ je rowniez wspomagajaco przy chorobach
reumatoidalnych oraz dnie moczanowej [26-28]. Udowodniono roéwniez ich
wlasciwosci antynowotworowe [29-33]. NLPZ to bardzo zrdéznicowana strukturalnie
grupa zwigzkow, wsérdd ktorych najbardziej znane to pochodne kwasu 2-
arylopropionowego (profeny), do ktorych nalezg migdzy innymi ibuprofen i
naproksen.

Oprocz pozytywnych oddziatywan na organizm cztowieka, NLPZ posiadajg
takze niepozadane skutki uboczne. Jednym z najpowazniejszych jest uszkadzanie
btony §luzowej przewodu pokarmowego, co prowadzi do powstawania owrzodzen i
roznego rodzaju krwawien [34,35]. Z racji tego, ze hydroliza fosfolipidow nastgpuje
dopiero w jelitach, interesujacym wydaje si¢ wykorzystanie tych zwigzkéw jako
no$nikéw NLPZ. Przeprowadzono wig¢c badania nad wbudowaniem niesteroidowych
lekoéw przeciwzapalnych z grupy profendéw do struktury fosfatydylocholiny [5]. (S)-
(+)-Ibuprofen (IBU) oraz (S)-(+)-naproksen (NAP) posiadaja grupy karboksylowe,
mogg wigc tworzy¢ bezposrednio wigzanie estrowe z grupami hydroksylowymi
szkieletu glicerolowego PL.

Zsyntetyzowano osiem koniugatow w tym 6 fosfatydylocholin z ibuprofenem
lub naproksenem w pozycjach sn-1 i/lub sn-2 oraz dwie lizofosfatydylocholiny
zawierajagce NLPZ w pozycji sn-1 (Rys. 6). Sciezke syntezy rozpoczeto od
otrzymania odpowiednich 1-acylo-LPC. Najpierw zsyntezowano chlorki kwasowe S-
profenéw w wyniku reakcji z chlorkiem oksalilu w obecnosci katalitycznych ilo$ci
bezwodnego dimetyloformamidu (DMF). Nastepnie zastosowano wspomniang
wczesniej metode acylowania sn-glicero-3-fosfocholiny chlorkiem odpowiedniego
kwasu z wykorzystaniem DBTO oraz trietyloaminy (Rys. 2). Uzyskano 1-NAP-LPC
(10) oraz 1-IBU-LPC (11) z dobrymi wydajnosciami (odpowiednio 70 i 68%). W
kolejnym etapie odpowiednig 1-acylo LPC estryfikowano metodg Steglicha z
kwasem palmitynowym (PA) otrzymujac fosfatydylocholiny 12 i 13, z
wydajno$ciami odpowiednio 25% i 57%. PC z wbudowanymi NLPZ w pozycji sn-2
i kwasem palmitynowym w pozycji sn-1 uzyskano w analogicznej Sciezce. Najpierw
przygotowano 1-PA-LPC z chlorku palmitoilu, a nastgpnie estryfikowano ja
ibuprofenem lub naproksenem ponownie stosujac warunki Steglicha. Wydajnosci
otrzymanych produktow (14, 15) w tym wypadku wynosity 41% i 53%

Fosfatydylocholiny zawierajace ugrupowania ibuprofenu lub naproksenu w obu
pozycjach sn-1 1. sn-2 zsyntetyzowano w jednoetapowej estryfikacji Steglicha dwoch
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wolnych grup hydroksylowych GPC w obecnosci czterokrotnego molowego
nadmiaru ibuprofenu lub naproksenu. Uzyskano 1,2-dilBU-PC (16) oraz 1,2-diNAP-
PC (17) z wydajnosciami odpowiednio 61% i 72%.
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Rysunek 6. Struktury koniugatow fosfolipidowych z NLPZ
Figure 6. Structures of phospholipid coniugates of NSAIDs

W prowadzonych warunkach syntezy przylaczone czasteczki S-profendéw
ulegaty racemizacji, prowadzac w rezultacie do uzyskania fosfatydylocholin (12-17)
w postaci mieszanin diastereoizomerdéw. Izomeryzacja zachodzita w obecno$ci
DMAP oraz DCC i byla prawdopodobnie wynikiem enolizacji grupy karboestrowej
z udziatem H wegla asymetrycznego S-profenow.

Przeprowadzono rowniez porownawcze badania cytotoksycznos$ci ibuprofenu,
naproksenu oraz ich fosfolipidowych koniugatéw wobec komorek ludzkiej biataczki
promielocytowej (HL-60), Iudzkiego raka jelita grubego (Caco-2) oraz
prawidtowych komorek nabtonka jelita swinskiego (IPEC-J2). Wyniki tych badan
wskazywaty, ze fosfolipidy z NLPZ w obu pozycjach (14 i 15) byly bardziej
cytotoksyczne niz sam ibuprofen lub naproksen, natomiast zaréwno 1-NAP-LPC
oraz 1-IBU-LPC byly mniej toksyczne wobec wszystkich badanych linii
komoérkowych. Z kolei fosfolipidy z NLPZ w pozycji sn-1 i kwasem palmitynowym
w sn-2 (10 i 11) wykazywaly nizszg cytotoksyczno§¢ wobec komoérek Caco-2 i
komoérek prawidtowych (IPEC-J2) niz zwigzki referencyjne.

2. MODYFIKACJE ENZYMATYCZNE GLICEROFOSFOLIPIDOW

Wykorzystywanie enzymoéw, jako biokatalizatoréw w syntezie i modyfikacji
fosfolipidéw, niesie wiele korzysci ze wzgledu na selektywnos¢ katalizowanych
reakcji, ale takze ze wzgledu na to, ze wpisuja si¢ one w nowoczesne proekologiczne
metody biotechnologii zalecane przez Green Chemistry.
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Wymiang reszt acylowych w fosfolipidach mozna przeprowadzi¢ na kilka
sposobow (Rys. 7). Pierwszym z nich jest dwuetapowa modyfikacja polegajaca na
wstepnej lizie fosfolipidow, wyodrebnieniu powstatego lizofosfolipidu i jego
estryfikacji wybranym donorem reszt acylowych, w wyniku czego otrzymuje si¢
zmodyfikowany fosfolipid. Liz¢ mozna przeprowadzi¢ w $rodowisku wodnym
(hydroliza) lub w $rodowisku bezwodnym, w obecnosci alkoholu jako czynnika
lizujacego (alkoholiza).

Druga z metod modyfikacji PL jest ich bezposrednia transestryfikacja z uzyciem
kwasu karboksylowego (acydoliza) lub estrow tych kwaséw (interestryfikacja).
Mimo ze procesy transestryfikacji prowadzi si¢ bezposrednio, uzywajac jako
substratu fosfolipidu, to wymiana reszty acylowej zajdzie tylko wtedy, gdy w
mieszaninie reakcyjnej czg$¢ substratu ulegnie hydrolizie. Zatem zaréwno w
procesach jedno-, jak i dwuetapowych kluczowym etapem jest powstawanie puli
czasteczek lizofosfolipidu bedacego substratem dla enzymatycznego podstawienia
pozadang grupg acylowa.
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Rysunek 7. Enzymatyczne metody modyfikacji glicerofosfolipidow
Figure 7. Enzymatic method for modification of glycerophospholipids

Obie metody sg szeroko stosowane w modyfikacjach fosfolipidow. Posiadaja
swoje zalety i wady, a dobor odpowiedniej z nich podyktowany jest zazwyczaj
zadang czystoScia produktu koncowego [36].

Enzymami wykorzystywanymi do modyfikacji czgsci hydrofobowej
glicerofosfolipidow sa fosfolipazy i sn-1,3 regioselektywne lipazy (Rys. 8).
Fosfolipaza A1 (1-acylohydrolaza fosfatydylocholiny, PLA1) i fosfolipaza A> (2-
acylohydrolaza fosfatydylocholiny, PLA>) naleza do hydrolaz, ktore specyficznie
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hydrolizuja wigzanie estrowe odpowiednio w pozycji sn-1 isn-2 glicerofosfolipidow
[37]. Natomiast fosfolipaza B hydrolizuje oba wigzania estrowe zarowno w pozycji
sn-1 jak i sn-2.

Wiele lipaz charakteryzuje si¢ wigksza stabilnoscia od fosfolipazy A, oraz
wickszg dostepnoscia w formie preparatow komercyjnych zaréwno w postaci
liofilizowanej, immobilizowanej (Lipozyme TL IM, Novozyme 435) jak i w formie
roztworéw. W porownaniu do PLA; i PLA, nie wymagaja jondw wapnia oraz
pozostaja aktywne w aktywnosci wody ponizej 0,22 [38].
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Rysunek 8. Regioselektywnos¢ enzymow wykorzystywanych do modyfikacji glicerofosfolipidow
Figure 8.  Regioselectivity of enzymes used to modify glycerophospholipids

2.1. STRUKTURYZOWANE FOSFOLIPIDY Z BIOAKTYWNYMI KWASAMI
TLUSZCZOWYMI

Enzymatyczne modyfikacje glicerofosfolipidéw umozliwiajg migdzy innymi
wymian¢ obecnych oryginalnie w fosfolipidach kwasow tluszczowych na inne,
biologicznie aktywne kwasy, a co za tym idzie zmiang wartos$ci zywieniowych takich
fosfolipidow. Prowadzone badania mialy na celu uzyskanie strukturyzowanych
fosfolipidéw wzbogaconych w kwasy tluszczowe o znaczeniu prozdrowotnym, w
tym kwasy wielonienasycone (WNKT) n-3 i n-6 oraz zawierajace sprzezone uktady
wigzan podwojnych. Proces otrzymywania fosfolipidow wzbogaconych o
zdefiniowane kwasy tluszczowe w okre§lonych pozycjach szkieletu glicerolowego
(strukturyzowanych fosfolipidéw, SPL) przeprowadzono na drodze enzymatycznej
modyfikacji fosfatydylocholiny (PC) uzyskanej z zottek jaj kurzych [6-12,39].

2.1.1. Wzbogacanie PC zo6ltka jaja w kwasy n-3 i n-6 WNKT

Wielonienasycone kwasy tluszczowe z rodziny #-3, w tym kwasy a-linolenowy
(ALA, C18:3, 9,12,16, all cis), dokozaheksaenowy (DHA, C22:6, 4,7,10,13,16,19,
all cis) 1 eikozapentaenowy (EPA, 20:5, 5,8,11,14,17, all cis) wptywaja korzystnie na
gospodarke lipidowa organizmu, wykazuja wiasciwosci przeciwzakrzepowe i
przeciwzapalne, a takze dzialanie ochronne na uktad sercowo-naczyniowy [40,41].
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DHA i EPA wykazuja bardzo wysoka aktywnosc¢ biologiczng. Obnizaja poziom
cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL, zapobiegaja stluszczaniu watroby
[42,43]. DHA odpowiada za prawidlowa prace moézgu oraz jest niezbedny do
tworzenia odpowiedniej ilosci polaczen synaptycznych i zachowania plastycznos$ci
neuronéw [44,45]. EPA przypisuje si¢ aktywno§¢ w hamowaniu rozwoju niektoérych
rodzajéw guzow nowotworowych [46,47]. Kwasy n-6 WNKT s3 waznymi
zwigzkami bioragcymi udziat w utrzymaniu prawidtowej struktury i funkcjonowania
skory [48]. Kwas linolowy (LA, C18:2, 9,12, all cis) wbudowywany jest w ceramidy
bedace swoistym uszczelniaczem skory, chroni wigc organizm przed nadmierng
utratag wody [49]. Z kolei kwas y-linolenowy (GLA, C18:3; 6,9,12, all cis) poprawia
przeptyw krwi w naczyniach krwiono$nych, jest rOwniez niezb¢dny w profilaktyce i
leczeniu suchej, podraznionej i zaczerwienionej skory [50].

Wiekszos¢ tych kwasow (ALA, GLA, EPA, DHA,) nie wystgpuje w naturalnej
fosfatydylocholinie zottka jaja Iub wystgpuje w niewielkiej ilosci (LA),
przeprowadzono wiec szereg badan prowadzacych do otrzymania strukturyzowanej
PC (SPC) wzbogaconej w kwasy n-3 i n-6 WNKT.

Analiza sktadu kwaséw ttuszczowych czystej fosfatydylocholiny wyizolowanej
z z6ttek jaj kurzych wykazala, ze dominujgcymi w niej kwasami sg nasycony kwas
palmitynowy (C16:0, ok. 40%) oraz mononienasycony kwas oleinowy (C18:1, ¢9,
ok. 27%). Ze wzgledu na brak w naturalnej fosfatydylocholinie kwasu -
linolenowego, bedacego prekursorem polienowych kwasow thuszczowych z rodziny
n-3, w pierwszej kolejnosci opracowano metode enzymatycznego wprowadzenia
tego kwasu do jej czasteczki [7,51].

Podj¢to proby wzbogacenie PC w kwas a-linolenowy zarowno w pozycji sn-1
jak i sn-2 [51]. Do modyfikacji pozycji sn-1 PC wykorzystano jednoetapowy proces
acydolizy (Rys. 9), w ktéorym jako donor grup acylowych zastosowano dostepng
komercyjnie mieszaning kwasow thuszczowych, zawierajaca ponad 70% ALA.
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Rysunek 9.  Schemat katalizowanej lipazami acydolizy fosfatydylocholiny z kwasem a-linolenowym
Figure 9. Scheme of lipase-catalyzed acidolysis of phosphatidylcholine with a-linolenic acid

Trzy komercyjnie dostgpne preparaty immobilizowanych lipaz: Novozym 435
(CALB, lipaza B z Candida antarctica), Lipozyme® (RML, lipaza z Mucor micher)
oraz Lipozyme TL IM (TLL, lipaza z Thermomyces lanuginosus) przetestowano jako
biokatalizatory w tym procesie. Warunki reakcji byly nastepujace: temperatura 52-
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55 °C, ponad 5-krotny nadmiar kwaséw w stosunku do PC, 20% dodatek enzymu w
stosunku do masy substratow oraz heptan jako medium reakcyjne.

Wprowadzenie ALA w pozycje sn-2 wymagato zastosowania procesu
dwuetapowego, obejmujacego regioselektywng hydrolize fosfatydylocholiny do 1-
acylo LPC, ktora przeprowadzono na calej masie zottka. Nastepnie wyizolowang z
mieszaniny produktéw 1-acylo LPC poddano procesowi estryfikacji kwasem a-
linolenowym (Rys. 10). Oba etapy byly katalizowane przez fosfolipaze A; - hydrolize
przeprowadzono w zawiesinie zo6ttka przy uzyciu plynnego preparatu
enzymatycznego a przed etapem estryfikacji enzym byl unieruchomiony na Supelite
DAX-S.
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Rysunek 10. Schemat dwuetapowego procesu wprowadzania ALA w pozycje sn-2 fosfatydylocholiny
Figure 10.  Scheme of a two-step process of introducing ALA into the sn-2 position of phosphatidylcholine

Poniewaz uzyte w procesach enzymy (lipazy oraz PLA;) wykazujg

selektywnosc¢ tylko wobec jednej pozycji (sn-1 Iub sn-2 PC) teoretycznie przy 100%
wydajno$ci procesow (acydoliza PC lub estryfikacja 1-acylo LPC) maksymalny
stopien wbudowania nowego kwasu, jaki mozna osiggnaé¢ w tego typu procesach
wynosi 50%.
Najwyzszy stopien inkorporacji ALA w pozycje sn-1 (28%) uzyskano w procesie
acydolizy z uzyciem immobilizowanej lipazy B z Candida antarctica (Tab. 1).
Pozostate lipazy charakteryzowaly si¢ nizsza aktywnoscig, przy czym wszystkie
zastosowane preparaty wykazywaty regioselektywnos$¢ wobec pozycji sn-1, o czym
swiadczyla zmniejszona zawarto$¢ kwasow nasyconych w PC po procesach
modyfikacji. Fosfolipaza A, rowniez efektywnie wbudowata czgsteczke ALA w
procesie estryfikacji 1-acylo LPC. W tym wypadku w reakcji prowadzonej w toluenie
uzyskano okoto 25%-owe wbudowanie kwasu w pozycje sn-2 fosfatydylocholiny.

Kolejne badania nad otrzymaniem strukturyzowanych fosfolipidow
wzbogaconych w WNKT skupily si¢ na reakcjach z uzyciem sn-1,3-
regioselektywnych lipaz, gdyz enzymy te pozwalaja na wprowadzanie takich
kwasow w czasteczke fosfolipidu z zachowaniem nienasyconych kwasow
thuszczowych (C18:1, C18:2 i C20:4) naturalnie wystgpujacych w pozycji sn-2
szkieletu glicerolowego PC.
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Tabela 1. Profil kwasow ttuszczowych [% wg GC] w fosfatydylocholinie wyizolowanej z zottka jaja
kurzego oraz uzyskanej po modyfikacji enzymatycznej
Table 1. Fatty acid profile [% acc. to GC] in egg yolk phosphatidylcholine and obtained after enzymatic

modification

Enzymatycznie modyfikowana PC

Kwas P 2oltia jaja Modytikacja pozycji sn-1 Modyf}kacj a
tluszczowy pozycji sn-2
Novozym Lipozyme  Lipozyme PLA
Total — sn-1— sn-2 135 Rl;V[ M TpL ™ (Lecitase | 0L)
C16:0 40 66 1 6 16 24 43
Cl6:1 1 2 - 1 <1 <1 <1
C18:0 17 28 1 3 6 11 17
C18:1 27 3 55 30 27 28 4
Cl18:2 12 1 35 30 26 23 10
C18:3 ALA - - - 28 23 12 25
C20:4 3 - 8 2 1 1 -

Badania dotyczace wzbogacenia fosfatydylocholiny w EPA i DHA objety dwa
etapy: otrzymanie koncentratu WNKT z oleju z watroby dorsza, a nastgpnie
zastosowanie go jako donora grup acylowych w procesie katalizowanej lipazami
acydolizy PC [8]. Koncentrat otrzymano wykorzystujac znang metode
kompleksowania mocznikiem wcze$niej zhydrolizowanego oleju [52]. Wyjsciowy
olej zawieral 27% n-3 WNKT. Kompleksowanie mocznikiem pozwolito na
uzyskanie koncentratu zawierajagcego ponad trzykrotnie wieksza ilo$¢ n-3 WNKT
(87%), w ktorym DHA 1 EPA stanowily odpowiednio 45% oraz 27%.

Reakcje acydolizy PC uzyskanym koncentratem WNKT prowadzono w
standardowych warunkach procesu acydolizy, ustalonych na podstawie
wczesniejszych badan [7]. Wyjsciowa fosfatydylocholing wyizolowano z zoéttek jaj
pochodzacych od kur karmionych pasza wzbogacona w WNKT, zawierata wiec ona
niewielkie iloéci wielonienasyconych kwasow tluszczowych z rodziny n-3 (okoto
4%).

Tym razem zbadano aktywno$¢ 7 réznych lipaz jako biokatalizatorow oraz
przeprowadzono dobdr optymalnych warunkéw procesu acydolizy (rodzaj
rozpuszczalnika, stosunek molowy substratéw oraz ilos¢ dodanego enzymu).
Warunki procesu acydolizy katalizowanej Novozymem 435 (heksan jako medium
reakcyjne, temperatura 55° C, 1/3 stosunek molowy PC/WNKT, 20% dodatek
enzymu, czas reakcji 48 godzin) pozwolily na otrzymanie strukturyzowanej PC
(SPC) zawierajacej 27,5% n-3 WNKT (Tab. 2). Kwasem, ktéry wprowadzony zostat
w najwickszej ilosci do fosfolipidow byt DHA (17,6%).

Czynnikiem, ktéry najbardziej wptywat na proces inkorporacji kwasow EPA i
DHA do czasteczki PC okazata si¢ ilo§¢ koncentratu kwasow WNKT w mieszaninie
reakcyjnej. Zwigkszenie stosunku molowego PC/WNKT z 1/3 do 1/10 w procesie
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prowadzonym w heksanie z 20% dodatkiem enzymu, skutkowato zwickszeniem
zawarto$ci kwasoéw n-3 w zmodyfikowanej PC z 27,5% nawet do 45,5%, niestety
znaczgco spadta wydajno$¢ z jaka uzyskiwano zmodyfikowang PC.

Tabela 2. Sktad kwasow thuszczowych [% wg GC] w fosfatydylocholinie natywnej (PC zoltka jaja) oraz
produktach jej acydolizy z koncentratem WNKT, prowadzonej w obecnosci Novozym 435

Table 2. Fatty acid composition [% acc. to GC] in native phosphatidylcholine (egg yolk PC) and products
of its acidolysis with PUFA concentrate, carried out in the presence of Novozym 435

Kwas PC natywna PC zmodyfikowana
tuszezowy Total sn-1 sn-2 Total sn-1 sn-2
Cl6:0 34,2+0,11 64,1+0,22 0,8+0,04 15,7+0,48 28,5+0,65 0,5+0,55
C18:0 15,7+0,05 29,2+0,55 1,1+0,09 9,5+0,27 19,5+0,35 0,3+0,13
Cl18:1 29,0+0,04 5,5+£0,33 56,3+0,32 30,1+0,09 7,5+0,12 52,1+0,95
Cl18:2 15,3+0,02 1,240,05 28,8+0,55 15,9+0,34 1,540,25 29,0+0,84
C18:4 SDA n-3 - - - 2,1+0,06 3,8+0,22 0,2+0,06
C20:4 n-6 2,040,01 - 4,5+0,06 1,8+0,08 3,5+0,12 0,5+0,08
C20:5 EPA n-3 0,6+0,02 - 1,4+0,06 7,8+0,13 14,5+0,35 1,540,12
C22:6 (DHA) n-3 3,2+0,05 - 7,1+0,22 17,6+0,11 29,1+0,34 3,2+0,55
> n-3 WNKT 3.8 0 8,5 27,5 47,4 4,9

Analiza pozycyjna SPC wykazata, ze kwasy EPA 1 DHA wbudowaly si¢ prawie
catkowicie w pozycje sn-1, zastepujgc kwasy nasycone wystepujace w tej pozycji w
fosfatydylocholinie natywnej. Zaproponowana metoda pozwala wigc na uzyskanie 1-
DHA-PC w tagodnych warunkach procesu, z naturalnych substratow (PC zottka jaja,
olej z watroby dorsza) przy udziale komercyjnie dostepnej regioselektywnej lipazy
(Novozym 435).

Poniewaz w naturze mozna znalez¢ oleje bogate w bioaktywne kwasy
thuszczowe, kolejnym aspektem badan bylo zastosowanie naturalnych
triacylogliceroli (TAG), czyli olejow roslinnych w procesach enzymatycznego
wzbogacania fosfolipidow w n-3 1 n-6 WNKT [51]. W przypadku wzbogacenia PC
w kwas a-linolenowy (n-3 WNKT) takim surowcem byt olej Iniany zawierajacy ok.
58% kwasu a-linolenowego. W celu zwigkszenia ilosci n-6 WNKT, jako zrédto tych
kwasow wykorzystano oleje stonecznikowy, krokoszowy oraz olej z wiesiotka
(zawierajace ponad 70% kwasu linolowego,) a takze olej z ogdérecznika (zawierajacy
40% LA). Dodatkowo oleje z wiesiotka oraz ogorecznika zawieraly niewielkie ilosci
kwasu y-linolenowego (n-6 WNKT), odpowiednio 10% oraz 20%.

Tym razem zaproponowano metod¢ opartg na procesie interestryfikacji czyli
wymianie reszt acylowych pomigdzy fosfolipidem a triacyloglicerolami oleju
roslinnego (Rys. 11). W badaniach przetestowano aktywno$¢ tych samych trzech
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komercyjnie dostgpnych preparatow immobilizowanych lipaz. Zastosowano
podobne warunki reakcji, zmniejszono jedynie stosunck molowy substratow
PC/TAG z 1/5 na 1/2, gdyz wykorzystany w tym procesie donor grupy acylowej czyli
TAG zawiera w jednej czasteczce az dwa dostgpne dla lipaz tancuchy kwasoéw
thuszczowych w pozycjach sn-1 1 sn-3.
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Rysunek 11. Schemat katalizowanej lipazami interestryfikacji fosfatydylocholiny - olejami ro$linnymi
Figure 11.  Scheme of lipase-catalyzed interesterification of phosphatidylcholine with plant oils

Preparat immobilizowanej lipazy z C. antarctica (Novozym 435) ponownie
najefektywniej wprowadzat zaréwno kwasy n-3 jak i n-6 do czasteczki PC (Tab. 3).

Tabela 3. Sktad kwasow thuszczowych [% wg GC] w fosfatydylocholinie natywnej (PC zoltka jaja) oraz
produktach jej interestryfikacji olejami ros§linnymi, katalizowanej przez Novozym 435

Table 3. Fatty acid composition [% acc. To GC] in native phosphatidylcholine (egg yolk PC) and
products of its interesterification with plant oils, catalyzed by Novozym 435

PC

Kwasy soltia SPC (olej SPC (olej SPC (olej SPC (olejz  SPC (olej z
tluszczowe jaja Iniany) krokoszowy) slonecznikowy) wiesiotka) ogoérecznika)
C16:0 30 8 8.8 139 9.4 15.7
Cl6:1 1.5 1 - - - -
C18:0 15 3 5.4 8.0 4.5 9.2
C18:1 28 28 39.5 357 322 355
C18:2 (LA) 20 22 43.9 38.7 46.7 28.2
C18:3 (ALA) - 34 - - - -
C18:3 (GLA) - - - - 4.0 7.3
C20:4 (ARA) 4.5 3 2.4 3.7 32 4.1
Zn-6 WNKT 24.5 25 46.3 424 539 39.6
Xn-3 WNKT - 34 - - - -

W procesie interestryfikacji PC olejem Inianym uzyskano strukturyzowang
fosfatydylocholing (SPC) zawierajaca w sktadzie kwasow tluszczowych az 34%
ALA, nieznacznie wigcej niz w procesie acydolizy PC katalizowanej przez ten enzym
[7]. Regioselektywno$¢ zastosowanej lipazy spowodowala znaczace obnizenie
zawarto$ci kwasow nasyconych (z 45% do 11%) w uzyskanej SPC, natomiast
zawarto$¢ kwaséw mononienasyconych pozostata na zblizonym poziomie jak w PC
natywnej. Oprdocz uzyskania fosfatydylocholiny zawierajacej ponad 35% kwasow n-
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3 WNKT (w tym 34% ALA), nastapita istotna redukcja stosunku n-6/n-3 WNKT w
PC z24,5 do 0,7, co jest bardzo istotne z punktu zastosowania takiego produktu jako
suplementu diety. Nizszy stosunek kwasoéw thuszczowych n-6/n-3 jest bardziej
pozadany w diecie gdyz zmniejsza ryzyko wielu chorob przewlektych, w tym chorob
sercowo-naczyniowych, NOWOtworow oraz chordb zapalnych i
autoimmunologicznych [53].

W procesie interestryfikacji PC zottka jaja olejami bogatymi w kwas linolowy
(olejem krokoszowym, stonecznikowym czy olejem z wiesiolka) uzyskano
porownywalne wyniki wbudowania LA do PC. Maksymalny wzrost zawartosci tego
kwasu w czasteczce PC z 20% do 46,7% osiagnigto przy zastosowaniu preparatu
Novozym 435 1 oleju z wiesiotka jak dawcy acylu. W przypadku olejow
krokoszowego 1 stonecznikowego w obecnosci tego samego enzymu zawarto$¢ LA
w SPC wzrosta odpowiednio do 43,9 i 38,7% (Tab. 3). Zastosowanie oleju z
wiesiolka pozwolitlo na uzyskanie produktu o bardzo niskiej zawarto$ci kwasow
nasyconych (14%) i okoto 54%-owej zawartosci kwaséw n-6 niezbednych
nienasyconych kwaséw thuszczowych (NNKT), w tym 46,7% LA i 4% GLA.
Zastosowanie oleju z ogdérecznika w procesie interestryfikacji katalizowanej tg samg
lipaza rowniez dato produkt zawierajacy oba te kwasy w ilosciach 28% LA i1 7%
GLA.

2.1.2. Wzbogacanie PC zo6ltka jaja w sprzezony kwas linolenowy (CLnA)

Zaproponowana metoda interestryfikacji fosfatydylocholiny z6itka jaja kurzego
z wykorzystaniem TAG olejow ro§linnych zostata réwniez wykorzystana do
uzyskania SPC wzbogaconej w kwas punikowy [9].

Kwas punikowy (9Z,11F,13Z — oktadekatrienowy) nalezy do grupy izomeroéw
sprzezonych kwasow linolenowych, ktére sa geometrycznymi i pozycyjnymi
izomerami kwasu linolenowego (18:3), zawierajacymi uktad trzech sprzezonych
wigzan podwdjnych (Rys. 12).

HOJWV\:M

Rysunek 12. Wzdr kwasu punikowego, 18:3; 9Z,11F,13Z oktadekatrienowego
Figure 12. Formula of punicic acid, 18:3; 9Z,11E,13Z octadecatrienoic acid

CLnA wykazuja szereg korzysci zdrowotnych [54-56] m.in. wlasciwosci
antykancerogenne. Udowodniono cytotoksyczne dziatanie kwasu punikowego
wobec linii komérkowych nowotwordw piersi, prostaty i okreznicy. Liczne badania
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potwierdzaja rowniez dziatania antyoksydacyjne, regulujace gospodarke lipidowa
oraz wptyw tego kwasu na wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej.

Zimnotloczony, nieoczyszczony olej z pestek granatu (PSO) zawierajacy ponad
77% kwasu punikowego w TAG, wykorzystano jako donor grupy acylowej w
procesie interestryfikacji PC zoltka jaja. Wstepny skrining enzymoéw ponownie
wykazal najwyzsza aktywno$¢ lipazy B z Candida antarctica (Novozym 435), a
analiza wptywu badanych czynnikéw, pozwolita na optymalizacje parametrow
procesu interestryfikacji katalizowanej lipaza B z Candida antarctica zardbwno pod
wzgledem ilo$ci wbudowanego kwasu punikowego, jak wydajnosci izolowania SPC.
W optymalnych warunkach (1/3 stosunek molowy substratoéw PC/PSO, 20% dodatek
enzymu, 72 godziny reakcji) mozna uzyskaé strukturyzowang fosfatydylocholine
zawierajaca prawie 50% wielonienasyconych kwasow tluszczowych, w tym 28,8%
kwasu punikowego, z ok. 40% wydajnoscia izolowania SPC.

2.1.3. Wzbogacanie PC zéltka jaja w sprzezony kwas linolowy (CLA)

Podjeto réwniez badania nad wprowadzaniem izomeréw sprzezonego kwasu
linolowego do fosfolipidow w procesie acydolizy fosfatydylocholiny z zéttka jaja
kurzego [12]. Podczas optymalizacji procesu acydolizy musi zosta¢ osiaggnigty
pewien kompromis pomiedzy stopniem wbudowania CLA, a wydajnosciag
modyfikowanej PC. Nalezy wiec monitorowac¢ nie tylko stopien wbudowania CLA
w fosfolipidy, ale rowniez stopien hydrolizy. Dlatego jako najbardziej zlozone
kryterium oceny efektywno$ci procesu zaproponowano parametr ,.efektywnego
wbudowania CLA” (Ecra = (ilo$¢ moli CLA w PC + iloé¢ moli CLA w LPC) / ilo$§¢
moli PC poddanego acydolizie x 100%), ktory opisuje zawartos¢ reszt CLA w PC 1
LPC w stosunku do poczatkowej ilo$ci fosfatydylocholiny wykorzystanej w reakcji.
Do optymalizacji procesu acydolizy wykorzystano mieszaning izomerow c¢9,¢11 i
t10,c12CLA w stosunku molowym 1:1 uzyskang w wyniku alkalicznej izomeryzacji
kwasu linolowego [17].

Przeprowadzono badania przesiewowe czterech lipaz immobilizowanych: TLL,
CALB i RML oraz lipazy z Burkholderia cepacia (BCL) i trzech liofilizowanych
lipaz: z Aspergillus niger (ANL), z trzustki wieprzowej (HPL) i z Candida
cylindracea (CCL). Jedynie trzy lipazy (TLL, RML, CALB) wykazaly wysoka
aktywnos$¢ dajac produkt fosfolipidowy o zawartosci CLA powyzej 20%. Najwyzsze
efektywne wbudowanie CLA uzyskano z wykorzystaniem lipazy z Rhizomucor
miehei (RML), w tym przypadku EcLa wyniosto 21%.

Po 24 h acydolizy prowadzonej w rozpuszczalnikach hydrofobowych (heptan,
izooktan czy toluen), efektywne wbudowanie wyniosto 15-20%. W przypadku
rozpuszczalnikéw hydrofilowych (DMSO, dioksan) osiagnigto jedynie 3,5%
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wbudowania. Najwyzszy poziom Ecra (20%) uzyskano w przypadku reakcji
prowadzonej w heptanie.

Badajac wptyw wody na wydajnos¢ fosfolipidow i zawarto§¢ CLA w
produktach modyfikacji, przeprowadzono eksperymenty w kontrolowanej
aktywnosci wody (aw) w zakresie od 0,11 do 0,87, w temperaturze 55°C. Przed
rozpoczgciem reakcji substraty dodatkowo inkubowano w wybranej aktywnosci
wody przez 24 h. Najwyzsze wartosci efektywnego wbudowania uzyskiwano po 12
h. Calkowita zawarto§¢ PC i LPC badana w czasie, spadata szybciej w reakcjach
prowadzonych przy wyzszej aktywnosci wody. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
wysoka zawarto$¢ wody przyspiesza hydrolize PC oraz migracj¢ reszty acylowej z
2-acylo LPC, a nastepnie hydrolize powstatej w jej wyniku 1-acylo LPC do GPC.
Najwyzsza warto$¢ Ecra otrzymano w przypadku prowadzenia reakcji w ay = 0,33.
W optymalnych warunkach procesu prowadzonego w heptanie, przy tej aktywnos$ci
wody, w temperaturze 45°C, przy 8-krotnym nadmiarze CLA do PC i24% zawarto$ci
enzymu w stosunku do sumarycznej masy substratow, uzyskano efektywne
wbudowanie CLA na poziomie 25%.

Obnizajagc aktywno$§¢ wody podczas acydolizy mozna doprowadzi¢ do
przesuni¢cia rownowagi reakcji z hydrolizy w strong estryfikacji, doprowadzajac do
powstania dodatkowe;j ilosci fosfatydylocholiny.

W kolejnych do§wiadczeniach prowadzono kontrole aktywnos$ci wody poprzez
obnizenie ay, z 0,33 do 0,23 lub 0,11 po 12 h trwania acydolizy. Po 24 h takiej reakcji
prowadzonej w ay, = 0,23 zaobserwowano wzrost EcLa o okoto 4%. Po 36 h reakcji,
w ktorej aktywno$¢ zostata zredukowana do 0,11 uzyskano Ecra na poziomie 39,0%,
(Rys. 13). W tych warunkach zawartos¢ CLA w PC osiagneta 33,8%, a w LPC
50,1%, a wydajnosci PC i LPC wynosity odpowiednio 39,5 i 25,3%. Analiza sktadu
kwasow thuszczowych w otrzymanych produktach acydolizy wykazala, ze
wbudowanie CLA nastapito tylko w pozycje sn-1 fosfatydylocholiny. Wysoka
zawarto§¢ reszt sprz¢zonego kwasu linolowego w LPC sugeruje, ze
lizofosfatydylocholina tworzyta si¢ gléwnie poprzez estryfikacje GPC w wyniku
obnizenia aktywnosci wody.
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Rysunek 13.  Wplyw zmiany aktywnos$ci wody podczas acydolizy fosfatydylocholiny z zéttka jaja kurzego
sprzezonym kwasem linolowym na efektywne wbudowanie CLA do PL. (Strzatka wskazuje
moment zmiany aktywnosci wody)

Figure 13. Effect of water activity change during acidolysis of egg-yolk phosphatidylcholine with conju-
gated linoleic acid on the effective incorporation of CLA into PL. (Arrow points water activity
change)

W badaniach nad opracowaniem wydajnej metody enzymatycznej syntezy
fosfolipidéw z pojedynczymi czystymi (>90%) izomerami ¢9,¢11 i t10,c12 CLA
zbadano trzy immobilizowane lipazy (RML, CALB, TLL) pod katem specyficznosci
wobec izomeréw CLA w acydolizie fosfatydylocholiny zéttka jaj [10]. RML i CALB
charakteryzowata niewielka selektywnos$¢ w stosunku do izomeru ¢9,/.11 CLA. TLL
wykazata najwicksza rdéznicg we wbudowaniu poszczegdlnych izomerow CLA do
czasteczki PC, ktore dla ¢9,111 CLA wyniosto 8,8%, a dla 110,c12 CLA tylko 1,4%.
W optymalnych warunkach reakcji prowadzonych w heptanie, w stosunku molowym
PC/CLA 1:6; 24% wag. RML i przy kontroli aktywnosci wody, w tych badaniach
zastosowano dodatek (5% Iub 10%) dimetyloformamidu (DMF) jako substancji
nasladujacej wode (z ang. water mimicking co-solvent). Przy aktywnos$ci wody na
poziomie 0,11 z 5% dodatkiem DMF po 48 h uzyskano efektywne wbudowanie
9,t11 CLA i t10,c12 CLA na poziomie odpowiednio 53 i 47% (Rys. 14). W
poréwnaniu do wczesniejszych wynikow acydolizy przeprowadzonej przy aw = 0,23,
Ecra wzrosto o 25-30% jedynie w wyniku dodania rozpuszczalnika imitujacego
wode i zmniejszenia aktywnos$ci wody do 0,11. Ponadto przeprowadzone badania
wykazaly, ze lipazy wykazuja selektywnos¢ wzgledem fosfatydylocholin r6znigcych
si¢ skltadem reszt kwasow thuszczowych 1 lepiej akceptuja natywng
fosfatydylocholing z zoéttka jaja niz syntetyczng 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-
fosfocholing.
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Rysunek 14.  Wptyw dodatku dimetyloformamidu (DMF) na efektywno$¢ inkorporacji izomerow CLA w
reakcji acydolizy fosfatydylocholiny z z6ttka jaja

Figure 14. Effect of dimethylformamide (DMF) on the effective incorporation of ¢9,11CLA and
t10,c12CLA in the acidolysis reaction of phosphatidylcholine from egg yolk

Proces acydolizy fosfatydylocholiny (PC) zottka jaja kurzego
przeprowadzono réwniez przy uzyciu koncentratow CLA otrzymanych z oleju
stonecznikowego 1 oleju z krokosza barwierskiego [11]. Koncentraty uzyskano w
wyniku dwuetapowego procesu polegajacego na hydrolizie 1 jednoczesnej
izomeryzacji TAG, a nastgpnie krystalizacji adduktow mocznika z uzyskanymi
kwasami tluszczowymi. Otrzymane koncentraty zawieraty ponad 90% sprzgzonego
kwasu linolowego i sktadaty si¢ gtéwnie z ¢9,¢11 1¢10,c12 CLA z niska zawartoscia
innych izomeréow (<2,5%). Kompleksowanie z mocznikiem nie tylko zwigkszyto
zawarto$¢ CLA w koncentracie, ale takze wzbogacito wyjSciowa rownomolowa
mieszaning obu izomerow w izomer #10,c12. Preparaty CLA byly nastgpnie
wykorzystywane w procesie acydolizy (temp. 45°C, medium reakcyjne: heptan,
stosunek molowy CLA/PC, 8:1, 24% wag. Lipazy RML). Poczatkowa aktywnos$¢
wody, ktora wynosita 0,33, zmniejszono po 12h trwania rekacji do 0,11. Ustalone
warunki reakcji pozwolity uzyska¢ PC i LPC zawierajace odpowiednio 42—44% oraz
62-65% reszt acylowych CLA. Wysoka efektywna inkorporacjc CLA (42%)
uzyskano po 36 h reakcji (Rys. 15).
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Rysunek 15. Wbudowanie CLA w fosfatydylocholing i lizofosfatydylocholing oraz sktad fosfolipidow w
mieszaninie reakcyjnej podczas acydolizy koncentratami CLA wytworzonymi na bazie oleju
stonecznikowego (A) oraz oleju z krokosza barwierskiego (B)

Figure 15.  Incorporation of CLA into PC and LPC and phospholipids distribution in the reaction mixture of
PC acidolysis with CLA concentrate from sunflower oil (A) and safflower oil (B)

UWAGI KONCOWE

Nowe koniugaty fosfolipidowe otrzymane zaprezentowanymi metodami
chemicznymi lub chemoenzymatycznymi, zawierajace takie bioaktywne zwigzki jak
dehydroepiandrosteron, niesteroidowe leki przeciwzapalne czy CLA, moga by¢
doskonatymi nosnikami tych substancji, zwigkszajac miedzy innymi ich
biodostgpnos¢. Dodatkowo niektére z uzyskanych potaczen wykazuja wyzsze
aktywnoSci antyproliferacyjne wzgledem badanych linii nowotworowych Iub nizszg
cytotoksyczno$¢é wobec zdrowych komoérek niz wyjsciowe substancje.

Uzyskane strukturyzowane fosfolipidy, wzbogacone w kwasy n-3 lub n-6
WNKT mozna nazwaé lipidami multifunkcjonalnymi zawierajagcymi dwa
funkcjonalne fragmenty: reszty kwasow NNKT oraz choling, co daje ogromnag szanse
na wykorzystanie ich jako nutraceutyki, dodatki do formulacji produktow
kosmetycznych lub dodatki funkcjonalne do zywnos$ci. Zastosowanie tanich olejow
ro§linnych zamiast syntetycznych dawcow grup acylowych w procesie wzbogacania
fosfolipiddéw w kwasy wielonienasycone moze znacznie obnizy¢ koszt takiego
procesu.
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