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Streszczenie: Celuloza bakteryjna jest nanobiomateriatem o interesujacych wlasciwosciach, decydujacych
0 jej szerokim zastosowaniu w medycynie i licznych dziedzinach techniki. Ten wytwarzany biotechno-
logicznie material charakteryzuje si¢ m.in. ogromng higroskopijnoscia, wysoka czystoscig chemiczna,
unikalng strukturg oraz pelna biokompatybilnos$cia, biofunkcjonalnoscia i brakiem toksycznosci. Jednak
molekularne podstawy biosyntezy celulozy przez Gluconacetobacter xylinus nie sa do konca poznane.
Znane dotychczas sekwencje i funkcje genow i biatek bezposrednio zaangazowanych w szlak metabolicz-
ny, prowadzacy do syntezy f3-1,4-glukanu nie s wystarczajace do zrozumienia sieci zaleznosci i regula-
¢ji, decydujacych o intensywnosci tego procesu oraz wlasciwosciach wydzielanej celulozy. Prawdopo-
dobnym wydaje si¢ zaangazowanie w te mechanizmy globalnych regulatoréw ekspresji genow, znanych
z opisanych wczesniej mechanizméw kontrolujacych tworzenie biofilméw przez organizmy modelowe.
Ze wzgledu na swoj potencjat aplikacyjny zaréwno w formie natywnej, jak i zmodytikowanej, wykra-
czajacy poza zewngtrzne i wewnetrzne zastosowania w medycynie, celuloza bakteryjna to materiat
przysztosci, a odkrycia w obszarze molekularnych systemdéw kontroli jej biosyntezy moga doprowadzié
do znacznego zwigkszenia jej produkcji na skalg przemystowa.

Stowa kluczowe: nanomaterialy, celuloza bakteryjna, biosynteza celulozy, c-di-GMP, regulacja ekspresji
genow, CsrA/BC, sSRNA.

Summary: Bacterial cellulose is a nanobiomaterial with many interesting characteristics, deciding of its
numerous applications in medicine and other areas. This material is biotechnologically obtained and shows
several important features: is extremely hygroscopic, chemically pure, uniquely structured, biocompatible,
biofunctional and non-toxic. However, its biosynthesis by Gluconacetobacter xylinus has not been comple-
tely elucidated at the molecular level. The knowledge on sequences and functions of known genes and
proteins that are directly involved in the metabolic pathway producing the $-1,4-glucan is insufficient to
understand the overall network of the interplay and regulation influencing the intensity of bacterial cellulose
synthesis and its properties. It is possible that this mechanism involves some global gene expression
regulators which are known from described earlier mechanisms controlling formation of biofilms by model
organisms. Due to its applicable potential both in native and modified form, exceeding its external and
internal uses in medicine, bacterial cellulose is a material of future. Expected discoveries in a field of molecular
control systems of BC biosynthesis can give rise to its much larger production in industrial scale.

Keywords: nanomaterials, bacterial cellulose, cellulose biosynthesis, c-di-GMP, gene expression regulation, CsrA/BC, sSRNA.
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WSTEP

Nanomaterialy, zawdzigczajace swa nazwe wymiarom, z ktdrych co najmniej
jeden miesci si¢ w przedziale od 1 do 100 nm i z tego wzgledu majace stosunkowo
duza powierzchnie wilasciwa (stosunek powierzchni do masy), charakteryzuja sie
wysoka reaktywnoscia chemiczna [47]. Jest ona spowodowana silniejszymi, w
porownaniu z tradycyjnymi materiatami, oddziatywaniami pomig¢dzy atomami
wchodzacymi w sklad nanomaterialdw a otoczeniem. Wplyw efektéw kwantowych
nadaje im unikalne wlasciwosci optyczne, magnetyczne i elektryczne. Dzigki tym
cechom nanomaterialy znajduja coraz to nowe zastosowania praktyczne, przede
wszystkim w elektronice, medycynie, chemii i produkcji materiatlow kompozytowych.
Na przyklad ich dodatek do wyrobow hutniczych i tworzyw sztucznych podnosi
odpornos¢ chemiczna i wytrzymatos¢ mechaniczna, zas$ uzycie do produkcji
materiatow medycznych pozwolitlo zwigkszy¢ skutecznosé terapii przeciwnowo-
tworowych i przyspieszy¢ gojenie ran.

Jak dotad, wiekszos¢ nanomateriatow otrzymuje si¢ przy zastosowaniu metod
chemicznych, fizycznych i fizykochemicznych. Wymagaja one stosowania wyspecjali-
zowanej aparatury i sterylnej czystosci linii technologicznych. Ich przykladami sa
np. synteza chemiczna dendrymerow i innych polimerdw, fotolitografia, naktadanie
monowarstw atomow, techniki laserowe itp. Interesujaca alternatywa dla wyrafino-
wanych i kosztownych nanotechnologii jest produkcja nanomateriatow metodami
biotechnologicznymi z wykorzystaniem zywych organizmow badz preparatéw
enzymatycznych. W ten sposéb najczgsciej otrzymywane sa niektére nanobio-
materialy, takie jak np. polisacharydy i materialy kompozytowe, powstate w wyniku
ich modyfikacji. Do tej grupy nalezy celuloza bakteryjna i jej pochodne.

NANOBIOMATERIALY: WEASCIWOSCI I ZASTOSOWANIA

Stosunkowo duza grupa nanomateriatow jest stosowana w medycynie, co pociaga
za sobg kontakt z zywymi komdrkami oraz tkankami. Z tego wzgledu musza one
spetniac szereg wymogdw: efektem ich wprowadzenia do organizmu nie moze by¢
nowotworzenie, musza by¢ biokompatybilne (nie wykazywa¢ cytotoksycznosci) oraz
biofunkcjonale (by¢ zdolne do biologicznych, biofizycznych i biochemicznych
oddzialywan z zywym organizmem) i hipoalergiczne oraz nie moga wywolywaé
reakcji zapalnej ani w inny sposob stymulowa¢ systemu immunologicznego organizmu
[35]. W zaleznosci od zastosowania biomateriaty albo musza wykazywac¢ wysoka
adhezje¢ do bialek (jezeli sa np. nosnikami czasteczek aktywnych), albo wprost
przeciwnie, powinny zapobiega¢ ich wigzaniu (jezeli np. stymulowalyby niepozadang
adhezje komorek lub rozwoj mikrobiologicznego biofilmu) [2]. Wyznacznikiem tej cechy
jest tzw. krytyczne naprezenie powierzchniowe — CST (ang. Critical Surface Tensions),
ktore w tym drugim przypadku powinno miesci¢ si¢ w zakresie 20-30 mN/m.
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Do nanobiomaterialow stosowanych w medycynie naleza: nanomuszelki (ang.
nanoshells), nanorurki weglowe, dendrymery, kwantowe kropki (ang. quantum
dots), superparamagnetyczne nanoczasteczki, liposomy [23], nanoczasteczki o cha-
rakterze przeciwutleniaczy (np. tlenek trojwartosciowego ceru) [21], a takze niektdre
biomolekuty, np. polipeptydy o charakterze kopolimerow [8] i polisacharydy [4],
otrzymywane metodami biotechnologicznymi.

Stosowane sa one w nastgpujacych zastosowaniach:

a) do ukierunkowanego i kontrolowanego transportu lekéw do okreslonych
narzadow czy tkanek, gdyz dzigki mozliwosci przenikania przez blony komérkowe
stanowig tzw. inteligentne nosniki enzymow, receptorow i innych bialek oraz zwiazkow
chemicznych, o charakterze leczniczym;

b) jako opatrunki do leczenia ran, zwlaszcza przewlektych, o roznej etiologii,
zapewniajace przyspieszenie procesu gojenia, regeneracj¢ tkanek i ochrong przed
wtdrnymi infekcjami;

c¢) jako doskonalsze, nowe materiaty do produkcji: sztucznych organéw hybrydo-
wych, implantdéw, powlok, przeciwdzialajacych rozwojowi biofilméw wytwarzanych
przez mikroorganizmy chorobotwdrcze; a takze narzedzi tnacych [28].

Przykladem pierwszego z wymienionych zastosowan sa proby wykorzystania
wspomnianych wyzej nanomuszelek w nowej odmianie terapii fotodynamiczne;.
Nanoczasteczki te sa zbudowane z krzemowego centrum, otoczonego cieniutka
warstewka atomow zlota, ktore absorbuja i rozpraszajg fale swietlne z zakresu bliskiej
podczerwieni, wydzielajac przy tym cieplo. Przylaczone sa do nich, za posrednictwem
glikolu polietylenowego, przeciwciata specyficzne wobec biatek znajdujacych si¢ na
powierzchni komoérek rakowych. Dzigki nim wprowadzone do krwiobiegu nanomu-
szelki wybidrczo wiaza si¢ z markerami powierzchniowymi komorek nowotworowych,
za$ naswietlone falami o odpowiedniej dtugosci (np. 800 nm) silnie si¢ nagrzewaja,
co prowadzi do zniszczenia tychze komorek.

Jako specyficzne nosniki czasteczek kwasdéw nukleinowych i innych zwigzkdéw
terapeutycznych do wnetrza komoérek testowane sa takze nanorurki weglowe, czy
dendrymery. Te drugie sa kulistymi polimerami o rozgatgzionym jadrze, zbudowanym
np. z reszt kwasu akrylowego i etylenodiaminy, do ktérego dotaczone sg kolejne
warstwy rozgalezionych zwiazkow, np. cukrow prostych. Uzyskana w ten sposdb duza
ilos¢ grup aktywnych na powierzchni dendrymeru pozwala przylaczy¢ np. barwniki
fluorescencyjne, zwiazki rozpoznawane przez okreslone receptory, leki i tym podobne
substancje, co czyni dendrymery przydatnymi zarowno w diagnostyce, jak i w terapii
(np. przeciwnowotworowej).

Innymi nanoczasteczkami przydatnymi w diagnostyce sa tzw. nanokropki kwan-
towe, czyli zbudowane z potprzewodnikéw (np. selenku kadmu pokrytego siarczkiem
cynku, razem 10—50 atomoéw) nanokrysztaly o srednicy od 2 do 10 nm, zwiazane z
np. specyficznymi bialkami lub kwasami nukleinowymi. Poniewaz wykazuja
fluorescencj¢ wzbudzana falami UV, mozna obserwowa¢ np. ich lokalizacje wewnatrz
organizmu, tkanki czy komorki. Jesli s przylaczone do specyficznych przeciwcial,
rozpoznajacych komorki rakowe, moga utatwia¢ wykrycie guzéw. W podobnym
celu wykorzystuje si¢ superparamagnetyczne nanoczasteczki o srednicy ponizej 10 nm,
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zbudowane z tlenkow zelaza, w tym magnetytu Fe O, ktdre sa doskonalym srodkiem
kontrastowym podczas badan z zastosowaniem rezonansu magnetycznego.

Roéwniez liposomy stanowia nosnik do transportu substancji leczniczych do
wnetrza komorek, gdyz wlasciwosci ich otoczki umozliwiaja fuzj¢ z btong komor-
kowa. Nie sa one nanomateriatami sensu stricte, gdyz s$rednica tych otoczonych
dwuwarstwa lipidowa pecherzykoéw waha si¢ od 90 do 150 nm, ale umownie zalicza
si¢ je do tych substancji.

Do nanomaterialéw stosowanych jako materiaty opatrunkowe oraz sktadnik
implantow nalezy celuloza bakteryjna. Jest ona jednym z wielu polisacharyddéw
syntetyzowanych przez drobnoustroje. Polimery te sa generalnie rzecz biorac dosko-
natlym przyktadem gotowych do uzycia nanobiomaterialdw, odznaczajacych sie¢
wysoka czystoscia chemiczng i bardzo uporzadkowana budowa. Zaleta wigkszosci
polisacharydéw mikrobiologicznych jest regularna, liniowa lub rozgalteziona struktura,
zapewniajaca przyjmowanie przez tancuch uporzadkowanej konformacji nawet
w rozcienczonych roztworach wodnych i/lub tworzenie stabilnych zeli lub liotro-
powych ciektych krysztatow [11]. Ich wlasciwosci mozna jeszcze udoskonalié
za pomocg manipulacji genetycznych szczepu producenta, przez zastosowanie
odpowiednich warunkéw podczas hodowli drobnoustroju albo stosujac modyfi-
kacje chemiczne i/lub enzymatyczne po zakonczeniu procesu hodowlanego.

WEASCIWOSCI CELULOZY BAKTERYJNEJ

Celuloza bakteryjna jest nanomateriatem, gdyz tancuchy liniowego -1,4-glukanu
o stopniu polimeryzacji zblizonym do 15000 tworza nanofibryle o przekroju
poprzecznym 5—10 nm X 30-35 nm [4]. Te z kolei tworza wstegi o szerokosSci
70—150 nm (ryc. 1). Polisacharyd wytwarzany przez bakterie ma szereg zalet
w porownaniu z celulozg roslinna. Charakteryzuje si¢ mniejszym przekrojem




CELULOZA BAKTERYJNA JAKO NANOBIOMATERIAL 89

poprzecznym widkien, wysokim stopniem krystalicznosci (ponad 60%) i brakiem
zanieczyszczen, takich jak hemicelulozy czy lignina.

Najwydajniejszymi producentami celulozy bakteryjnej sg szczepy gram-ujemnych,
tlenowych bakterii Gluconacetobacter xylinus (wczesniej klasyfikowanych jako
Acetobacter xylinum). W warunkach laboratoryjnych, aby utrzymac¢ si¢ na powierz-
chni ciektych pozywek, gdzie nie grozi im brak tlenu, syntetyzuja one biala,
skéropodobna, silnie uwodniona, elastyczng i zwiazana z komorkami membrane.
Ga. xylinus nalezy do drobnoustrojow barotolerancyjnych i syntetyzuje BC nawet
pod ci$nieniem do 100 MPa, cho¢ ze wzrostem ci$nienia obniza si¢ wydajnos¢ tego
procesu [20]. Membrany wytwarzane przez szczepy Ga. xylinus i innych bakterii
réznig si¢ elastycznoscia, zdolnoscia wiazania wody, stopniem polimeryzacji (zwykle
2000-6000, ale w niektorych przypadkach nawet 16000 lub 20000) i stopniem
krystalicznosci. Wlasciwosci te zaleza takze od warunkow hodowli (stacjonarna lub
wstrzasana), czasu jej trwania i skladu podloza (zrédta C i N, obecnosci innych
polimerdw, np. kolagenu, hemiceluloz) oraz od metody oczyszczania BC z komorek
bakterii i resztek podloza, a takze sposobu ewentualnej modyfikacji po zakonczeniu
hodowli. Droga modyfikacji fizyko-chemicznych celulozy bakteryjnej otrzymano inne
ciekawe nanomateriaty, do ktorych naleza nanoprzewodniki zbudowane z nanokrysz-
tatow TiO, [55] lub ZnO [5], zwiazanych z matryca celulozowa.

Wiele badan nad Ga. xylinus jako wydajnym producentem celulozy byto poswig-
conych przede wszystkim optymalizacji sktadu podt6z hodowlanych i warunkow
prowadzenia hodowli. Ogromna zaleta szczepéw Ga. xylinus jest ich dobry wzrost
na réznorodnych zrédlach wegla i azotu. Celem obnizenia kosztéw produkeji BC
bakterie bywaja hodowane na pozywkach zawierajacych substancje odpadowe, takie
jak np. glicerol, melasa, serwatka, odpady przetworstwa warzyw itp. [1, 26, 45].
Zauwazono roéwniez, ze szczepy Ga. xylinus wydajnie produkuja blong celulozowa
na podfozach statych lub o charakterze zelu [13]. Z kolei szerokos¢ wsteg BC udato
sie zwiekszy¢ przez dodatek do pozywki chloramfenikolu, ktéory powodowat
wydluzenie komorek Ga. xylinus, a tym samym wplynal na wzajemne poltozenie
por, przez ktore wydzielane sa poza komorke tancuchy -1,4-glukanu [53]. Istotng
obserwacja wydaja si¢ takze doniesienia na temat intensyfikacji produkcji BC przez
Ga. xylinus hodowanych w jednym podiozu z Lactobacillus mali. Co ciekawe,
hodowla mieszana z innymi gatunkami bakterii kwasu mlekowego nie miata wptywu
na produkcje BC [39]. Badania te moga sugerowac istnienie wspotzaleznosci
pomiedzy tymi dwoma gatunkami, mogacymi w naturze konkurowaé o srodowisko
zycia, gdyz obydwa bytuja na materiale roslinnym. Sugestia na temat wytwarzania
btony celulozowej celem dominacji innych gatunkow, zajmujacych te sama nisze
ekologiczna, znalazta si¢ takze w bardzo wczesnej pracy Williamsa i Cannona [49].
Autorzy dowiedli ponadto, ze btona celulozowa pelni funkcje ochronne przed
szkodliwymi czynnikami $srodowiskowymi (np. promieniowanie UV, niska wilgot-
nos¢). Cechy te sugeruja, ze btona celulozowa stanowi rodzaj biofilmu wytwarzanego
przez Ga. xylinus.
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MOLEKULARNE ASPEKTY BIOSYNTEZY CELULOZY
PRZEZ Gluconacetobacter xylinus

Pomimo dlugoletnich badan nad optymalizacja warunkow hodowli Ga. xylinus, w tej chwili
nie jest mozliwa pelna kontrola procesu biosyntezy celulozy ani jej wlasciwosci. Aby osiagnaé
ten cel, konieczne sa szerokie badania genetyczne, umozliwiajace poznanie zaleznosci
molekularnych pomigdzy biatkami zaangazowanymi bezposrednio i posrednio w wydzielanie
tego polimeru. Istotnym utrudnieniem we wdrozeniu procesu biosyntezy celulozy do przemystu
jest ogromna réznorodnos¢ pomiedzy szczepami Ga. xylinus pod wzgledem wymogdw
pokarmowych, jak i wydajnosci produkcji BC. Ponadto, w przypadku niektorych szczepow
obserwuje si¢ powstawanie komorek niewytwarzajacych celulozy (tzw. formy Cel),
szczegolnie czesto podczas hodowli welebnych. Dotychcezas nie zostaty wyjasnione molekulame
podstawy wystepowania tej zmiennosci fenotypowej Ga. xylinus. Jedng z dyskutowanych
w literaturze przyczyn jest obecnos¢ elementu insercyjnego IS1031, jednak jego decydujaca
rola w powstawaniu form Cel nie zostata jednoznacznie udowodniona [10]. Szczepy Ga.
xylinus zawieraja zwykle system kilku plazmidéw o réznej wielkosci (od 16 do 300 kpz).
Na ogot komérki Cel” i Cel™ roznia sie profilem plazmidowym, ale nalezy podkreslic, ze
znaleziono réwniez szczepy syntetyzujace BC i niemajace plazmidow [46].

Dotychczas material genetyczny Ga. xylinus nie zostat zsekwencjonowany, taki
projekt trwa w NITE (National Institute of Technology and Evaluation) w Japonii
(wedtug informacji podanej na stronie http://www.bio.nite.go.jp/ngac/e/project-e.html).
W bazach danych zamieszczono jak dotad 90 sekwencji nukleotydowych i 160
sekwencji biatek Ga. xylinus, w wigkszosci zwigzanych bezposrednio z biosynteza
celulozy. Organizacja operonu syntazy celulozowej jest znana od ponad dekady.
Operon ten zawiera gen syntazy celulozy (podjednostki katalitycznej) acsA oraz gen
biatka wiazacego czasteczke cyklicznego diguanozylomonofosforanu (c-di-GMP) —
acsB, petniacego funkcj¢ aktywatora podjednostki A [24]. Ponadto, u czesci
szczepow Ga. xylinus (m.in. ATCC 53582) zidentyfikowano rdowniez geny acsC
i acsD, ktérych produkty prawdopodobnie odgrywaja role, odpowiednio, w formo-
waniu porow w zewnetrznej otoczce (podjednostka C) oraz w procesie krystalizacji
celulozy (podjednostka D) [50]. Obecnos¢ obydwu genow jest niezbedna do
biosyntezy celulozy in vivo, ale nie jest wymagana dla syntezy BC in vitro [37].
Ponadto proces in vivo wymaga wspodldziatania syntazy celulozowej i biatek
enzymatycznych, kodowanych przez pewne geny umiejscowione ponizej i powyzej
jej operonu, takich jak: B-glukozydaza [43], -1,4-glukanaza i biatko CcpAX (ang.
Cellulose complementing Protein Acetobacter xylinum). Ich dokladna rola
w procesie biosyntezy BC nie zostata dotychczas wyjasniona. Szlak metaboliczny
prowadzacy do powstania celulozy rozpoczyna sie od przeksztalcenia glukozy w ury-
dynodi-fosfoglukoze (UDP-glukoze), ktora jest donorem reszt S-D-glukopiranozy do
reakcji polimeryzacji 8-1,4-glukanu. W procesie tym bierze udzial co najmniej 8
biatek, w tym 4 kluczowe enzymy: glukokinaza, fosfoglukomutaza, urydililotransferaza
glukozo-1-fosforanowa i wspomniana wyzej syntaza celulozowa. Biatka te oraz
sekwencje kodujacych je genow sa dobrze poznane [4, 22], ale nic nie wiadomo
na temat regulacji ich ekspresji.
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Jedynym potwierdzonym mechanizmem regulacji procesu biosyntezy celulozy u Ga.
xylinus jest wspomniana wyzej allosteryczna aktywacja podjednostki B syntazy
celulozowej poprzez c-di-GMP [18, 37]. Za kontrole poziomu tego zwiazku w komorce
odpowiadaja enzymy o przeciwnych funkcjach: cyklazy diguanylowe (DGC,
odpowiedzialne za jego syntez¢ z dwoch czasteczek GTP z uwolnieniem dwdch
czasteczek pirofosforanu) i fosfodiesterazy A (PDE A, odpowiedzialne za jego
degradacj¢ do nieaktywnego, liniowego pGpG, ulegajacego dalszej hydrolizie do GMP,
katalizowanej przez PDE B). Geny tych trzech enzymdéw tworza wspolny operon
(pomimo przeciwstawnych aktywnosci), wystepujacy u Ga. xylinus w 3 réznych
wariantach, ktorych ekspresja dostarcza odpowiednio 80, 15 i 5% tych bialek [44].
W budowie fosfodiesterazy A zidentyfikowano domene sensoryczna, zawierajaca hem,
ktora powoduje obnizenie zdolnoscei tego enzymu do hydrolizy c-di-GMP w warunkach
dobrego natlenienia [7]. Stanowi to czesciowe wyjasnienie gorszej wydajnosci produkcji
BC w hodowlach wglebnych. Wlasciwosé ta nie jest jednak uniwersalna dla
wszystkich szczepow Ga. xylinus.

Cyklazy diguanylowe i fosfodiesterazy zawieraja charakterystyczne domeny
GGDEF i EAL. Na podstawie ich obecnosci zaczeto klasyfikowaé podobne bialka,
znajdowane u innych mikroorganizméw. Wsrod licznych funkcji, petnionych przez
biatka z tych rodzin ich wspolng cecha jest udzial w kontroli poziomu c-di-GMP w
komorce. Obecnie c-di-GMP jest uwazany za tzw. bakteryjny wtérny przekaznik
(ang. secondary messenger). Udowodniono jego regulacyjna rolg w wielu réznych
procesach komérkowych poprzez m.in. uzaleznianie ich tempa od sygnalow plyna-
cych ze srodowiska [38]. Czesto kontrolowane z jego udziatem szlaki sa
zaangazowane w synteze sktadnikow biofilmu (m.in. celulozy).

Najnowsze badania w komorkach Escherichia coli ujawnily nadrzedng role
globalnego regulatora — CsrA (ang. Carbon storage regulator A) w kontroli
ekspresji biatek nalezacych do rodzin GGDEF i EAL [19]. Biatko to zostato odkryte
kilkanascie lat temu u E. coli, jako odpowiedzialne za regulacje ekspresji genow
zaangazowanych w metabolizm weglowodandéw [52]. Obecnie znane sa jego
homologi u licznych gatunkéw bakterii i uwazany jest za straznika przejscia w faze
stacjonarng wzrostu. Ilo$¢ biatka CsrA, pelniacego funkcje represora, jest
kontrolowana przez regulatorowe RNA (CsrB i CsrC), zdolne do wiazania po
kilkanascie jego czasteczek. Powiazanie dwoch waznych globalnych mechanizmow
regulacyjnych, jakimi sa system Csr i sygnalizacja c-di-GMP, jest bardzo waznym
odkryciem. Udowodniono, ze CsrA kontroluje poziom ekspresji bialek ycdT i ydeH,
zawierajacych domene GGDEF, odpowiedzialnych za regulacje stezenia c-di-GMP
w komorkach E. coli [19]. W ten sposob, posrednio decyduje ono o zmanie plankto-
nicznego trybu zycia na osiadly. Ponadto CsrA bezposrednio wptywa na ruchliwosé
bakterii i tworzenie przez nie biofilmu poprzez regulacje ekspresji odpowiednio: fIADC
(koduje biatko uczestniczace w tworzeniu wici) i pgad (koduje biatko odpowiedzialne
za synteze zewnatrzkomdrkowych polisacharydéw) [19].

W literaturze nie ma zadnych informacji na temat szlakow regulacji ekspresji gendw
kodujacych biatka GGDEF/EAL czy enzymy zaangazowane bezposrednio w biosynteze
celulozy u Ga. xylinus. Bez opisu takich procesow trudno mysle¢ o kontroli wydzielania
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polimeru na poziomie molekularnym. Dotychczasowe proby modyfikacji genetycznej Ga.
xylinus nie przyniosty spektakularnych sukcesow. Opisane w literaturze manipulacje
dotyczyly ingerencji w szlaki metaboliczne weglowodanow. Pierwszym przyktadem takich
badan bylo wprowadzenie do Ga. xylinus BPR2001 zmienionego genu syntazy sacharozy
z fasoli Mung. Enzym ten bardzo wydajnie katalizuje konwersj¢ sacharozy do UDP-glukozy,
jednoczesnie zapewniajac niskie st¢zenie wolnego UDP w komérce. Wprowadzenie go
do Ga. xylinus wywolato dwu- a nawet trzykrotny wzrost wydajnosci syntezy celulozy
[31]. Inna interesujaca modyfikacja szczepu Ga. xylinus BPR2001 byla atenuacja genu
aceA kodujacego f-glukozylotransferazg o postulowanej przez autorow roli w szlaku syntezy
acetanu (polisacharydu rozpuszczalnego). Otrzymane mutanty nie byly zdolne do produkc;ji
acetanu, ale wytwarzaly takze mniej celulozy niz szczep rodzicielski. Produkcja celulozy
na wyjsciowym poziomie byta indukowana przez dodatek acetanu do podioza. Wyniki te
doprowadzity autoréw do wniosku, ze w badanym szczepie szlaki metaboliczne prowadzace
do wytwarzania celulozy i rozpuszczalnego acetanu sg od siebie niezalezne genetycznie
[17]. Najnowszym i ostatnim przykladem udanego zwigkszenia produktywnosci szczepu
Ga. xylinus BPR2001 sa badania nad mutantem pozbawionym genu kodujacego
dehydrogenazg glukozowa, katalizujaca utlenienie glukozy do kwasow glukonowego i keto-
glukonowego. Reakcja ta moze by¢ traktowana jako konkurencyjna do polimeryzacji
UDP-glukozy do f3-1.4-glukanu. W efekcie tej zmiany poprawa produktywnosci szczepu
nie byla ewidentna — dotyczyla tylko hodowli prowadzonej w pozywce zawierajacej glukoze
jako zrodlo wegla (nie bylo zmian w przypadku stosowania fruktozy), a ilos¢ powstajacej
celulozy zwigkszyla si¢ jedynie 1,7 raza [41].

Istotnym zagadnieniem w obszarze badan nad wydajnoscia produkcji celulozy przez
Ga. xylinus jest wplyw dodatku etanolu na jego metabolizm. W literaturze sa
dyskutowane czgsto sprzeczne doniesienia na temat efektu wywolywanego przez
ten alkohol u réznych szczepow. Istnieja dwie hipotezy na temat mechanizmu, za
ktorego posrednictwem jest wywierany ten wplyw. Niektorzy badacze przychylaja
si¢ do hipotezy, ze etanol wplywa na szlaki przemian cukrow u Ga. xylinus blokujac
szlak fosfotransacetylazy [25]. Inni uwazaja, ze etanol stymuluje wytwarzanie ATP,
a tym samym prowadzi do aktywacji glukoheksokinazy i zintensyfikowania szlaku
prowadzacego do produkcji celulozy [41]. Niedyskutowanym dotad w literaturze,
a bardzo interesujacym aspektem oddzialywania etanolu na komérki Ga. xylinus
jest wywolywanie stresu komoérkowego, jak to jest sugerowane np. u bakterii kwasu
mlekowego [42] czy Bacillus subtilis [16]. Jak wspomniano wyzej, mozliwe, ze
btona celulozowa jest forma biofilmu, zatem stymulacja jej wytwarzania przez
czynniki wywolujace stres komdorkowy wydaje si¢ prawdopodobna.

Za regulacje ekspresji genéw w warunkach stresu wywolanego ré6znymi czynni-
kami (m.in. podwyzszong lub obnizona temperatura, zmianami ciSnienia osmotycznego,
obecnoscig etanolu) odpowiadajg regulatorowe podjednostki polimerazy RNA, tzw.
alternatywne czynniki sigma, np.: 6°, o, 6®. Ich aktywno$¢ bywa tez uzalezniona
od mechanizméw uruchamianych przez sygnaly ze $rodowiska — tzw. systemow
dwusktadnikowych — TCS (ang. Two Component Systems). Specyficzna informacja
jest odbierana przez wyspecjalizowane biatko sensorowe i przenoszona do wnetrza
komorki, a nastgpnie przeksztalcana na odpowiedz komoérki poprzez aktywacje (np.



CELULOZA BAKTERYJNA JAKO NANOBIOMATERIAL 93

w drodze fosforylacji) regulatorow ekspresji genéw. Regulatory te moga by¢
zardwno aktywatorami, jak i represorami, wigzacymi si¢ ze specyficznymi sekwen-
cjami znajdujacymi si¢ w obszarze poprzedzajacym promotor regulowanego genu.
Mechanizmy molekularne, odpowiedzialne za kontrolg takich ztozonych procesow,
jak reakcja na stres czy tworzenie biofilméw, czgsto angazujq ponadto regulatorowe
czasteczki RNA, nazywane matymi RNA — sRNA (ang. small RNA). Zastosowanie
takich regulatoréw jest bardzo korzystne dla komorek bakteryjnych m.in. ze wzgledu
na krétki czas potrzebny do zsyntetyzowania czasteczki kwasu rybonukleinowego
w poréwnaniu z czasem niezbednym do utworzenia funkcjonalnej proteiny.
Mechanizmy dziatlania SRNA sa bardzo réznorodne i moga polega¢ zaréwno na
oddziatywaniu z komplementarnym (przynajmniej czgsciowo) odcinkiem mRNA (np.
DsrA, regulujace ekspresje rpoS, kodujacego o° [6]) lub na modulowaniu
aktywnosci biatkowych regulatorow translacji (np. wspomniany wczesniej system
CsrA/BC [19]). W naszym zespole rozpoczeto badania majace na celu identyfikacje
globalnych systemow regulacji ekspresji genow odpowiedzialnych za kontrolg procesu
biosyntezy celulozy u Ga. xylinus.

ZASTOSOWANIA CELULOZY BAKTERYJNEJ

Przyklady zastosowan celulozy bakteryjnej w réznych dziedzinach przedstawiono w
tabeli 1. Polimer ten jest wykorzystywany w medycynie i kosmetyce, gdyz po doktadnym
usunigeiu resztek komorek bakterii i sktadnikoéw podloza spetnia wszystkie warunki
stawiane biomaterialom. W Instytucie Biochemii Technicznej rozwijanych jest kilka
kierunkow badan nad praktycznymi zastosowaniami BC. Przede wszystkim blony
natywne i produkty otrzymane po ich chemicznej modyfikacji sa badane w
zastosowaniach medycznych (zaréwno zewnetrznych, jak i wewnetrznych). Ponadto BC
jest testowana jako matryca do immobilizacji naturalnych enzymdéw oraz do produkeji
tzw. synzymow (krétkich, kilkuamino-kwasowych peptydow, katalizujacych reakcje
chemiczne). Najnowsze wyniki naszego zespotu sugeruja ponadto interesujace
zastosowanie hydrolizatow celulozy w regeneracji starodrukow.

Szczegdlna, nanofibrylarna struktura BC powoduje, ze charakteryzuje si¢ ona
licznymi cechami czyniacymi z niej doskonaly nanobiomaterial, tzn. jest biokompa-
tybilna, biofunkcjonalna, hipoalergiczna oraz nie jest mutagenna, czy teratogenna. W
tej chwili, w IBT jest wprowadzany do ciaglej produkcji i dystrybucji produkt medyczny
o znaku handlowym CelMat®, ktory uzyskat certyfikat typu i weryfikacje partii
produkcyjnej, a tym samym znak CE o numerze 1435. Wytwarzany w IBT opatrunek
celulozowy nalezy do grupy produktow przetfomowych w leczeniu ran przewlektych.
Jego najwazniejszymi zaletami jest sciste dopasowanie do wszelkiego ksztaltu i rozmiaru
ran (ryc. 2), silne i trwale uwodnienie, zdolno$¢ wiazania wydzielin z rany oraz
zapewnienie niezbednej wymiany gazowej z otoczeniem [12]. Dodatkowo wilgotny
opatrunek z BC dobrze chroni rang¢ przed wtornymi zakazeniami. Istotne jest takze,
ze przy jego stosowaniu obnizone jest odczucie bdlu podczas gojenia, a takze w
trakcie zmiany opatrunku, poniewaz celuloza nie przywiera do skory i dzigki temu nie
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TABELA 1. Zastosowania celulozy bakteryjnej [4] TABLE 1. Applications of bacterial cellulose [4]

Dziedzina Zastosowanie

Medycyna Material opatrunkowy (sztuczna skdra) przyspieszajacy gojenie wszelkiego
typu ran, implanty naczyn, tchawicy itp., implanty dentystyczne

Kosmetyka Stabilizator emulsji (kremy, toniki itp.), skfadnik sztucznych paznokei itp.

Przemyst tekstylny Tkaniny, sztuczna skora, materialy o wysokich zdolnos-ciach absorpcyjnych,
materialy do produkeji namiotow i sprzgtu turystycznego

Papiernictwo Papier o specjalnych wlasciwosciach, naprawa starodrukow, trwalsze
banknoty i inne wyroby papiernicze

Ochrona srodowiska |Ultrafiltracja wody, oczyszczanie $ciekow, absorpcja zanieczyszczen ropo-
pochodnych, toksyn itp.

Produkcja zywnosci  |Jadalna celuloza typu "nata de coco”

dietetycznej
Akustyka Membrany glo$nikowe
Badania naukowe Unieruchamianie bialek, chromatografia, sktadnik podt6z do hodowli

jest uszkadzana regenerujaca si¢ tkanka. Dzieki tym wszystkim cechom, gojenie ran
chronionych opatrunkami z BC jest szybsze od prowadzonych tradycyjnymi metodami
i nie pozostawia blizn [26]. Testowana jest takze mozliwo$¢ wzmocnienia leczniczego
dziatania produkowanych w IBT opatrunkéw przez nasycanie BC znanymi lekami,
czy srodkami przeciwbakteryjnymi (np. nanosrebro, lizozym, antybiotyki) badz, beda-
cymi w fazie badan, substancjami sty-
mulujacymi angiogeneze.

Ze wzgledu na biozgodnos¢ i brak
stymulacji ukladu odpomosciowego organizmu
obecnie intensywnie badane sq zastosowania
celulozy bakteryjnej w medycynie
implantacyjnej. Odpowiednio formujac
powierzchnig, na ktorej tworzona jest
membrana, mozna np. uzyska¢ rurki o
dowolnej $rednicy i dhugosci, ktore sa
doskonalymi implantami naczyn krwionosnych.
Po odpowiedniej modyfikacji chemicznej
uzyskuja wigksza sztywno$¢ 1 moga byé
stosowane jako osfonki zerwanych widkien
nerwowych. Wstepne badania in vivo,
prowadzone przez zespdt Profesora Z. Pasieki
w Zaktadzie Chirurgii Doswiadczalnej
Uniwersytetu Medycznego w L.odzi na
szczurach rasy Wistar, wskazuja na dobrg

: tolerancj¢ organizmu dla wszczepow
RYCINA 2. Opatrunek z celulozy bakteryjne;j

FIGURE 2. Burn wound dressing made of bacterial ceinlozowych oraz pryspieszenie Iegen cragt
cellulose nerwu obwodowego (dane niepubl.).

Odpowiednia obrobka po zakonczeniu

%

i
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hodowli pozwala takze uzyska¢ z BC material o charakterze chrzastki, ktéry mozna
zastosowa¢ do sporzadzania protez. W ramach tej samej wspotpracy otrzymalismy
pozytywne wyniki po wszczepieniu protezy tchawicy szczura, otrzymanej z mody-
fikowanej celulozy. przysztosci material chrzastko-podobny moze znalez¢ liczne
inne zastosowania, gdyz mozliwe jest uzyskanie dowolnego ksztattu implantu.

Bakteryjna celuloza stuzy tez do produkcji materialow kompozytowych, stoso-
wanych do celow medycznych. Przykladowo, kompozyty z polifosforanem sodu
i hydroksyapatytem, o wysokiej odpornosci mechanicznej zastosowano do regeneracji
ubytkéw koscei i leczenia zmian wywolanych osteoporoza [3]. Oprocz tych sktadnikow
opisane w literaturze materialy kompozytowe, wyprodukowane przy uzyciu BC
zawieraja m.in.: kolagen [48], chitozan [9], modyfikowana skrobi¢ [32], zywice
fenolowe [30], alginian i poliwinylopirolidon [34], polifosforany [3], krzemionkeg [27],
celuloze roslinng [29] itp. Celulozg bakteryjna taczy si¢ takze z siateczkami z widkien
syntetycznych, uzyskujac materialy o bardziej hydrofilowej powierzchni [36]. Ponadto,
w efekcie oplecenia siatki polipropylenowej przez widkna celulozy bakteryjnej uzys-
kuje si¢ kompozyt o zwigkszonej wytrzymatosci. Przeprowadzone w naszym zespole
wstepne badania in vivo na analogicznych materiatach wskazuja na zmniejszona
czgstos¢ powstawania zrostow (dane npbl). Optymalizacja warunkéw hodowli
Ga. xylinus 1 odpowiednie modyfikacje pohodowlane doprowadzily do otrzymania
siatki dwustronnie gladkiej, ktérej elastycznos¢ jest odpowiednia do zastosowania
jej w technice laparoskopowej (ryc. 3).

Wytwarzanie materialdw kompozytowych zaréwno z celulozy bakteryjnej, jak i roslinnej
jest ograniczone ich staba rozpuszczalnoscia, wysoka hydrofilowoscia i brakiem grup
funkcyjnych wiazacych np. grupy aminowe bialek. Z tego ostatniego powodu, celuloze
bakteryjna poddaje si¢ np. wstgpnemu utlenianiu nadjodanem sodu (NaJO,), powodujacemu
rozerwanie wiazania C2-C3 w pierscieniu glukopiranozy, prowadzacemu do powstania grup
aldehydowych, reagujacych z grupami aminowymi. Z kolei dzialanie chlorkiem tozylu, daje
pochodna tozylowa celulozy, podstawiona przy C6, co umozliwia wprowadzenie szeregu
innych grup funkcyjnych do pierscieni glukozy [15].

Rozpoczgto tez prace nad kompozytami zawierajacymi wyizolowane z czasteczek
celulaz moduly wiazace celuloze — CBM (ang. cellulose binding module), ktore moga
pehnic rolg linkeréw, wiazacych z BC peptydy o dzialaniu biologicznym oraz biatka
[33]. Struktura CBM jest dobrze znana (pod tym wzgledem podzielono je na 43
rodziny) i dzigki temu sg one produkowane w skali laboratoryjnej. Opatrunki, w ktdrych
celuloza bakteryjna stanowilaby nosnik kowalencyjnie zwigzanych enzymoéow
proteolitycznych, moglyby jeszcze bardziej utatwi¢ gojenie ran. Wskazuja na to wyniki
prac odnoszacych si¢ do analogicznych opatrunkdéw opartych na matrycach otrzy-
manych z pochodnych celulozy roslinnej i alkoholu poliwinylowego [54].

PERSPEKTYWY

Unikalne wlasciwosci celulozy bakteryjnej czynig z niej bardzo interesujacy
nanobiomaterial i sprzyjaja poszukiwaniu jej nowych zastosowan. Oczekiwane
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w najblizszych latach odkrycia w zakresie
molekularnych podstaw biosyntezy tego
polimeru zostang prawdopodobnie znakomicie
przyspieszone dzigki realizacji projektu
sekwencjonowania genomu Ga. xylinus. Opis
systemow regulacyjnych, odpowiedzialnych za
wydzielanie celulozy przez te bakterie moze
doprowadzi¢ do konstrukcji nowych,
interesujacych mutantow, umozliwiajacych RYCINA 3. Siatka przepuklinowa z materiatu
dalsza optymalizacje proceséw produkcyjnych. kompozytowego zawierajacego celuloz¢ do wszcze-
Podobnie jak odkrycie w Ga. xylinus c-di- pictt laparoskopowych.

J e 34 FIGURE 3. A mesh made up from composite mate-
GMP otworzyto zupelnie nowy, bardzo rjal containing cellulose, to be used in laparoscopic

istotny rozdzial w biologii molekularnej hernia treatment

bakterii, poznanie zasad regulacji biosyn-

tezy celulozy moze rzuci¢ nowe $§wiatlo na procesy wytwarzania biofilmow przez
inne bakterie. Zapobieganie tworzeniu biofilméw jest istotnym problemem w wielu
dziedzinach od medycyny po ochrong¢ srodowiska.

Przewidywane przyszle zastosowania celulozy bakteryjnej wykraczaja poza
opisane wyzej doskonale materialy opatrunkowe do uzytku zewnetrznego i wew-
netrznego, oraz roznego rodzaju implanty. Celuloza bakteryjna jest traktowana
jako np. potencjalny materiat do produkcji tzw. papieru elektronicznego, czyli
lekkich, elastycznych i jednoczesnie trwalych, przenosnych wyswietlaczy [40].
Nanofibryle celulozy stanowilyby w tym przypadku matryce wiazaca jony metali
i barwniki, odwracalnie zmieniajace kolor pod wplywem zmian napigcia pola
elektrycznego pomiedzy przezroczystymi elektrodami. Ze wzgledu na duza ilosé
wigzan wodorowych, stabilizujacych strukture celulozy, jest ona tez potencjalnym
materiatlem do produkcji tzw. elektroaktywnych polimeréw [14]. Z kolei,
kontrolowana hydroliza BC daje mieszaniny celo-oligosacharydéw o okreslonym
stopniu polimeryzacji i krystalicznosci, ktére moga stanowi¢ dodatek do produkc;ji
papieru lub materiat do produkcji klejow, membran, kompozytow itp. [51].
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