Adres do korespondencji

Maciej Pilarek,
Miedzywydziatowe
Centrum Biotechnologii,
Politechnika Warszawska,
ul. Warynskiego 1,
00-645 Warszawa;
e-mail:
pilarek@mcb.pw.edu.pl

PRACE PRZEGLADOWE

biotechnologia
2 (69) 125-150 2005

Zastosowania perfluorozwigzkow
jako cieklych no$nikow gazéw
oddechowych w medycynie

i biotechnologii

Maciej Pilarek!, Krzysztof W. Szewczyk?
Miedzywydzialowe Centrum Biotechnologii, Politechnika Warszawska,
Warszawa

2Wydzial Inzynierii Chemicznej i Procesowej, Politechnika Warszawska,
Warszawa
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Summary

Perfluorochemicals (fluorocarbons, PFCs) are the ones possible to use oxy-
gen vector in biomedical sciences. Their structure, chemical and physical prop-
erties are fully described. The use of PFCs in medicine and biotechnology is pre-
sented. Possible areas of application of perfluorochemicals in biochemical engi-
neering are discussed. Pure liquid or emulsified PFCs are used in the bioreactor
cultures of microbial, plant or animal cells to improve the oxygen (or carbon di-
oxide) delivery with simultaneous reduction of hydrodynamic shear stress.
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1. Wprowadzenie

Perfluorozwiazki (perfluoropochodne weglowodoréw, per-
fluoroalkany, perfluorokarbony, zwiazki perfluorowane; PFC,
perfluorochemicals) to pochodne alifatycznych, cyklicznych i poli-
cyklicznych weglowodoréw, w ktorych wiekszos$¢ lub wszystkie
atomy wodoru zostaly zastapione atomami fluoru [1]. Zwiazki
perflurowane sa przedmiotem rosngcego od kilkunastu lat zain-
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teresowania z uwagi na szereg wykazywanych przez nie specyficznych wtasciwosci
fizykochemicznych. Szczegdlnie interesujace sa: wysoka rozpuszczalnos$¢ gazéw od-
dechowych, czyli tlenu i dwutlenku wegla oraz chemiczna i biologiczna inertnosc.
Te cechy umozliwiaja stosowanie perfluorozwigzkéw w medycynie oraz w biotech-
nologii jako ciektych no$nikow tlenu (wzglednie dwutlenku wegla). Brak mieszalno$ci
z ptynami fizjologicznymi i cieklymi pozywkami utatwia prace z tymi substancjami,
umozliwia ich regeneracje oraz wielokrotne uzycie. Wszystko to sprawia, ze perflu-
orozwigzki sg interesujagcym medium posredniczagcym w wymianie gazowej zacho-
dzacej w plucach, a takze cieklym nosnikiem tlenu, ktéry umozliwia usprawnienie
hodowli drobnoustrojéw oraz komérek roslinnych i zwierzecych w bioreaktorach.

Uznawane za tradycyjne zastosowania zwigzkow perfluorowanych dotyczg ich
wykorzystania w réznych gateziach przemystu, na przyktad w przetwoérstwie poli-
merdéw, przemysle tekstylnym, a takze chemicznym i zwigzane sg z produkcja $rod-
kéw gasniczych, odzyskiem olejoéw oraz produkcja specjalistycznych srodkow czysz-
czacych. Interesujacym zastosowaniem ciektych perfluoroalkanéw jest uzycie ich
jako srodowiska reakcji dwufazowych oraz proceséw prowadzonych w ciektym badz
nadkrytycznym dwutlenku wegla [2].

W artykule oméwiono budowe oraz fizykochemiczne wtasciwosci perfluorozwigz-
kéw. Przedstawiono ich dotychczasowe zastosowania w medycynie i biotechnolo-
gii. Przedyskutowano takze mozliwe kierunki rozwoju biotechnologicznych aplika-
¢ji zwigzkéw perfluorowanych.

2. Budowa i wlasciwosci fizykochemiczne perfluorozwigzkéw

Fluor charakteryzuje sie najwyzsza elektroujemnoscig sposréd wszystkich zna-
nych pierwiastkow chemicznych, a jego atomy wykazujg bardzo niskg polaryzacje,
ponadto jest najsilniejszym znanym utleniaczem [3]. Zastgpienie w czgsteczkach
weglowodorow atomoéw wodoru atomami fluoru znaczgco zmienia wiasciwosci fizy-
kochemiczne zwigzku. Na rysunku 1 przedstawiono struktury chemiczne przyktado-
wych czasteczek perfluorozwigzkéw. Ogolny sumaryczny wzoér perfluoroalkanéow
catkowicie wysyconych fluorem ma posta¢ C,Fyp, 2.

Po raz pierwszy, perfluorozwigzki zostaly zsyntetyzowane podczas Il wojny
Swiatowej w ramach badan nad projektem Manhattan. Poszukiwano wowczas mate-
riatow do przechowywania bardzo reaktywnego, szesciofluorku uranu (UFg), uzywa-
nego do produkcji bomby atomowej i okazato sie, ze perfluoropochodne weglowo-
doréw znakomicie sie nadajg do tego celu [1].

Atom fluoru jest prawie 20 razy ciezszy od atomu wodoru. Konsekwencjg pod-
stawienia szkieletu weglowego w czasteczkach perfluoroalkanéw atomami fluoru
jest caly szereg specyficznych i bardzo interesujacych wtasciwosci fizykochemicz-
nych wykazywanych przez omawiang grupe zwigzkéow. W poréwnaniu z weglowo-
dorami ich perfluoropochodne wykazujg sie znacznie wiekszg sztywnoscig tancu-
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Rys. 1. Struktury chemiczne przyktadowych czgsteczek perfluorozwigzkow: a) bromku perfluorook-
tylu (PFC alifatyczny), b) perfluorodekalina (PFC cykliczny) oraz c) perfluorotributyloaminy (perfluorowa-
na pochodna aminy organicznej).

cha. Wynika to z wiekszej objetosci grup CF, (38 A3) i CF5 (92 A3) anizeli odpowia-
dajacych im ugrupowaniom CH, (27 A3) i CH; (54 A3) [4]. Gesto$¢ perfluoro-
zwigzkow jest okoto dwa razy wieksza od gesto$ci wody. Wykazujg znacznie wiek-
szg hydrofobowos¢ niz weglowodory, z ktorych zostaly zsyntetyzowane, a jedno-
czes$nie, co bardzo ciekawe i do tej pory uwazane za sprzecznos¢, lipofobowosc [4].
Energia wigzania wegiel-fluor wzrasta wraz z iloScig podstawnikéw fluorkowych
i w terminalnych grupach CF; osigga ona warto$¢ 531 kJ/mol [4]. Efektem wysokiej
warto$ci energii wigzan wegiel-fluor, wynoszacej okoto 485 kj/mol (czyli o 75 kJ/mol
wiekszej niz wigzanie wegiel-wodér) w potaczeniu z efektem sterycznym, jaki na-
daja czasteczce atomy fluoru podstawiajace szkielet weglowy jest chemiczna i ter-
miczna stabilno$¢ zwigzkow perfluorowanych oraz wyjatkowo stabe wigzania van
der Waalsa miedzy sgsiednimi czgsteczkami [1,3,5]. O biologicznej nieaktywnoSci
perfluoropochodnych weglowodoréw, wynikajacej z ich inertno$ci w reakcjach che-
micznych, $wiadczy to, ze do tej pory nie wyizolowano zadnego mikroorganizmu
wykorzystujacego perfluorozwiazki jako zrodio wegla, a takze to, ze nie stwierdzo-
no by jakikolwiek rozktad perfluoroalkanéw zachodzif na drodze enzymatycznej [3].
Omawiana grupa zwigzkow nie powinna by¢ zatem mylona z bardzo lotnymi, wyso-
ce reaktywnymi i bardzo szkodliwymi dla srodowiska naturalnego chlorofluorowe-
glowodorami, ktére sg uwazane za przyczyne niszczenia ziemskiej, stratosferycznej
powloki ozonowej. Jedynym wyjatkiem sposrod perfluorozwigzkow jest bardzo lot-
ny perfluoroizobutylen ((CF3),CF=CF,), ktory jest bardzo reaktywny i toksyczny.
Chemiczna i biologiczna obojetnos¢ zwigzkéw perfluorowanych jest wazna dla
ich wykorzystania w medycynie i biotechnologii. Cecha ta moze powodowac¢ takze
odkfadanie sie perfluorozwiazkéw w Swiatowej ekosferze. W badaniach monito-
rujacych stan srodowiska naturalnego na $wiecie wykazano, ze sladowe zawartoSci
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perfluorozwigzkéw zostaly stwierdzone w organizmach réznych gatunkéw europej-
skich i p6tnocnoamerykanskich ryb, ptakéw i morskich ssakéw [6].

Wyjatkowo stabe oddzialywania van der Waalsa obserwowane pomiedzy czgs-
teczkami PFC sa odpowiedzialne za inne charakterystyczne cechy perfluorozwiaz-
kéw, takie jak: bardzo niskie napiecie powierzchniowe, mata lepkos$¢, niska stata
dielektryczna oraz ich wysoka $cisliwos¢ [4].

Bardzo interesujgcg cechg zwiazkéw perfluorowanych jest zdolno$¢ do rozpusz-
czania duzych objetosci gazéw oddechowych (tlenu i dwutlenku wegla) oraz innych
niepolarnych gazoéw. Wykazano, ze rozpuszczalno$¢ gazéw w perfluoropochodnych
weglowodorow wzrasta zgodnie z nastepujacym szeregiem: CO, >> 0, > CO > N,
[1,7]. Rozpuszczalno$¢ dwutlenku wegla siega¢ moze ponad 200 ml CO, w 100 ml
PFC, natomiast typowa wartos$¢ rozpuszczalnosci tlenu wynosi okoto 45 ml O, na
100 ml zwiazku perfluorowanego [7]. W tabeli 1 przedstawiono warto$ci rozpusz-
czalnosci gazéow oddechowych w wybranych perfluoroalkanach — dla poréwnania
podano analogiczne wartos$ci rozpuszczalno$ci dla wody. Tlen jest bardziej efektyw-
nie rozpuszczany w alifatycznych PFC anizeli w przypadku tych o cyklicznej budo-
wie tancucha weglowego. Przyjmuje sie, ze rozpuszczalnos$¢ tlenu w perfluoro-
zwigzkach jest odwrotnie proporcjonalna do ich masy molowej i zwigzana jest
z liczbg obecnych w czgsteczce atomow fluoru [7].

Tabela 1
Warto$ci rozpuszczalnosci tlenu i dwutlenku wegla w przykladowych perfluorozwigzkach [5]

Rozpuszczalnosé gazu (T = 20°C, p = 101,3 kPa)
Ciecz [mmol dm-3]

0, €0,
woda 2,2 57
perfluorotributylamina 35,2 123
perfluorodekalina 35,5 125
bis (perfluoroheksylo)eten 37,9 159
perfluorotripropylamina 39,6 146
bromek perfluorooktylu 44,0 185
bis (perfluorobutylo) eten 44,0 203

Rozpuszczalnos¢ gazéow w perfluoroalkanach podlega prawu Henry'ego i wzra-
sta wprost proporcjonalnie do jego ciSnienia czastkowego [4,7]. Naturalnie wyste-
pujace nosniki gazow oddechowych: hemoglobina (obecna we krwi), ktéra posiada
zdolno$¢ przenoszenia Oy, CO, i HT oraz mioglobina, dzieki ktérej zachodzi trans-
port tlenu w mie$niach, wykazuja zaleznos$¢ nieliniowa [8]. Na rysunku 2 przedsta-
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Rys. 2. Krzywe rozpuszczalnosci tlenu w funkgcji jego stezenia czastkowego (pO,) jako ilustracja po-
winowactwa mioglobiny, hemoglobiny oraz emulsji PFC (20 i 60%) do tlenu (7,8).

wiono poréwnanie powinowactwa do tlenu wykazywane przez nosniki tego gazu
obecne w tkankach zwierzat oraz syntetycznie otrzymane emulsje perfluorozwiaz-
kéw. Hemoglobina i mioglobina ulegaja wysyceniu tlenem w podanym zakresie ste-
zen czastkowych gazu. Natomiast krzywa rozpuszczalnosci O, w emulsjach PFC (20
i 60%), zgodnie z prawem Henry'ego, ma charakter prostoliniowy.

Konsekwencja liniowej zalezno$ci pomiedzy rozpuszczalnos$cia gazu w zwiaz-
kach perfluorowanych a cisnieniem czastkowym gazu, a takze $rednio 20-krotnie
wiekszej rozpuszczalnosci w nich tlenu niz w plazmie krwi jest to, ze pod cis$nie-
niem atmosferycznym w perfluorozwigzkach rozpuszcza sie okolo trzykrotnie wie-
cej tlenu obecnego w powietrzu atmosferycznym (jego zawarto$S¢ wynosi okoto
21%) niz w plazmie [9].

Roéznice w przedstawionej na rysunku 2 zaleznos$ci wysycenia tlenem hemoglobi-
ny i PFC od ci$nienia czastkowego O, (pO,) wynikajg z zupelnie ré6znych mechaniz-
mow rozpuszczania w nich tlenu. Czasteczka hemoglobiny wigze tlen na drodze po-
wstawania chemicznych wigzan pomiedzy atomami tlenu i jednostka niebiatkowa
hemoglobiny — grupa hemowa. Atom zelaza wystepujacy w centrum ugrupowania
protoporfiryny zwigzany jest z czterema atomami azotu. Moze on jednak tworzy¢
dwa dodatkowe wigzania. Warunkiem koniecznym do wytworzenia wigzan z tlenem
jest jednak wystepowanie protoporfirynowego atomu zelaza w postaci jonu zelaza-
wego (FeZ*) [7]. Zupelnie inny mechanizm rozpuszczania tlenu obserwuje sie
w przypadku perfluorozwigzkoéw. Jest to proces bierny chemicznie, poniewaz za-
chodzi bez potrzeby wytwarzania wigzan. Czasteczki tlenu wypelniaja bowiem
przestrzenie powstate na skutek ufozenia molekut ciektych PFC [9,10].
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3. Aplikacje medyczne

Wrtasciwosci fizykochemiczne perfluoroalkanéw determinujg ich brak reaktyw-
nosci oraz brak mieszalnosci ze sktadnikami wszystkich ptynéw ustrojowych. Proces
dopuszczania PFC do uzytku terapeutycznego zostat juz w niektorych przypadkach
zakonczony lub jest w koncowej fazie badan klinicznych. Dotyczy to na przykfad
stosowania zwigzkéw perfluorowanych jako cieczy umozliwiajacych czasowe wspo-
maganie procesu oddychania podczas sztucznej wentylacji ptuc, w tym takze nowo-
rodkow (111 faza badan klinicznych w Europie i USA), stosowania PFC w postaci emul-
sji jako zamiennika krwi w tkankach zagrozonych niedotlenieniem (Il faza badan
klinicznych w Europie i USA), czy uzycia ich jako medium stuzacego do przechowy-
wania organow przeznaczonych do transplantacji (dopuszczone do uzytku w Euro-
pie i USA) [4,10]. Medyczne zastosowania perflurozwigzkéw w postaci czystych cie-
czy lub w formie wodnych emulsji przedstawione zostaly w tabeli 2.

Tabela 2
Przyklady zastosowan perfluorozwiazkéw do celéow medycznych [10]
Zastosowanie Posta¢ stosowanego PFC (C — ciecz, E — emulsja)
sztuczna wentylacja C
zamienniki krwi E
specyficzne podawanie lekow C/E
diagnostyka medyczna C*
przechowywanie organéw do transplantacji E
chirurgia oka C

* obecnie do tego celu stosuje si¢ PFC, ktére w temperaturze ciata ludzkiego (okofo 37°C) wystepuja w postaci gazowej, np.
perfluoropropyl (CsFg), perfluoropentyl (CsFy,)

W trakcie badan przeprowadzanych przez ostatnie dwadzie$cia lat nie stwier-
dzono, by czyste perfluorozwiazki o masach czasteczkowych z zakresu od 460 do
520 g/mol byty toksyczne, kancero- lub mutagenne, badZz wywotywaly teratogenne
efekty w organizmach zywych. Obecnos$¢ w organizmie PFC nie powoduje takze re-
akcji immunologicznej [4]. Iniekcyjne podanie perfluoropochodnej weglowodoru do
ustroju wywoluje krotkotrwate zwiekszenie masy watroby i $ledziony, ktéra to re-
akcja zwiazana jest z mechanizmem wchtaniania kropel PFC przez fagocyty (gtownie
watroby i §ledziony) skad nastepnie czasteczki perfluoroalkanéw dyfunduja z po-
wrotem do krwi, z kt6ra przenoszone sa wraz z lipidami wchodzgcymi w sktad pla-
zmy do ptuc, gdzie sa wydychane w postaci gazowej (par). Wyniki badan przeprowa-
dzanych na zwierzetach pokazujg, ze podczas wydalania perfluorozwigzkéw nie ob-
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serwuje sie fizjologicznych zmian w ptucach czy zmian wtasciwosci fizycznych natu-
ralnego surfaktantu ptucnego [10].

3.1. Sztuczna wentylacja i wspomaganie oddychania

W roku 1966 Clark i Gollan wykazali, ze mysz swobodnie ,,oddycha” po zanurze-
niu jej na kilka godzin w nasyconym tlenem, czystym fluorobutylotetrawodorofura-
nie (zwiazek ten, o handlowej nazwie FX-80, produkowany jest przez 3M Company,
USA). Po wyjeciu ze zbiornika z PFC mysz ponownie zaczynata oddycha¢ powie-
trzem atmosferycznym. Eksperyment ten zapoczatkowat rozwéj nowoczesnych me-
tod sztucznej wentylacji ciecza (liquid ventilation) opartej na wykorzystaniu w tym
celu perfluoropochodnych weglowodoréw [1,11,12].

W pordédwnaniu z tradycyjng sztuczna wentylacjg, podczas ktérej wykorzystuje
sie powietrze atmosferyczne wzbogacone dodatkiem czystego tlenu, sztuczna wen-
tylacja cieczg posiada szereg zalet. Wyeliminowana zostaje mianowicie powierzch-
nia miedzyfazowa gaz-ciecz, co redukuje napiecie powierzchniowe w pecherzykach
ptucnych. W ten sposob zwiekszona zostaje wydajnos$¢ ptuc w dostarczaniu tlenu
do naczyn wilosowatych u pacjentéow z ostrg niewydolnoscia oddechowa [4,13].
W przypadkach schorzen, ktére do tej pory konczyly sie zgonem wielu pacjentéw,
z powodzeniem stosowany jest na przykiad bromek perfluorooktylu (perflubron,
patrz rys. 1) — alifatyczna perfluoropochodna oktanu, podstawiona dodatkowo
atomem bromu przy terminalnym atomie wegla, produkowana przez Alliance Phar-
maceutical Corporation (San Diego, USA). Ze wzgledu na wykazywana niska wartos$¢
napiecia powierzchniowego (0,015-0,019 N/m), perflubron bardzo dobrze penetruje
i wypelnia przestrzenie oskrzelikow [11]. Stosujac perfluorozwigzek do sztucznej
(ciektej) wentylacji ptuc zaobserwowano intensyfikacje wymiany gazowej nawet
w tych rejonach ptuc, ktére charakteryzowaly sie niewydolnoscia ze wzgledu na nie-
wystarczajacg ilos¢ surfaktantu pfucnego wyscietajacego Sciany oskrzelikéw i pe-
cherzykow ptucnych [14]. Ponadto u pacjentéw, u ktérych wspomagano oddycha-
nie, stosujgc w tym celu perfluoroalkan, zaobserwowano spadek zachorowalnosci
na nastepcze zapalenie piuc [15], co, jak sie wydaje, jest kolejng oczywistg korzyScia
wynikajacg z uzycia PFC do sztucznej wentylacji pluc.

Na podstawie uzyskanych wynikéw z przeprowadzonych doswiadczen na zwie-
rzetach wykazano, ze podczas sztucznej wentylacji perfluorozwiazkami, mozna
jednoczesnie podawac leki. Pozytywne wyniki uzyskano podczas préb podawania
owcom lekéw rozszerzajacych naczynia krwiono$ne [14]. Okazalo sie takze, ze po-
dawanie penicyliny szczurom podczas ich sztucznej wentylacji ciecza jest efek-
tywng terapig bakteryjnego zapalenia piuc. W podobny spos6b moglyby by¢ poda-
wane takze leki oskrzelowe, egzogenne surfaktanty, antyutleniacze, steroidy czy
nawet $rodki chemoterapeutyczne w terapii nowotworéw ukiadu oddechowego
[4].
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3.2. Emulsje perfluorozwigzkow jako zamienniki krwi

Najbardziej intensywnie rozwijang i badang aplikacjag medyczng perfluorozwigz-
kéw jest ich wykorzystanie jako czasowych zamiennikéw krwi (temporary blood
substitute) podczas zabiegow chirurgicznych. Oczekiwanym efektem wprowadzenia
PFC do ukfadu krwiono$nego jest wzrost rozpuszczalnosci tlenu w plazmie krwi [4].
W pierwszych doswiadczeniach przeprowadzonych przez Geyera w 1968 r. wykaza-
no, ze drobnokropelkowa emulsja perfluorozwigzku moze by¢ zastosowana jako za-
miennik krwi szczura [16].

Typowa fizjologiczna réznica ci$nien czastkowych tlenu (pO;) wystepujaca po-
miedzy ptucami a dotlenianymi tkankami powoduje, ze hemoglobina zawarta
w 100 ml krwi zdolna jest do zwigzania i dostarczenia do tkanek okoto 5 ml O, na-
tomiast 100 ml 60% emulsji perflubronu wigze tylko 2 ml tlenu. W przeciwienstwie
do hemoglobiny, rozpuszczalnos¢ gazéw w perfluorozwigzkach podlega prawu Hen-
ry’ego, zas stezenie tlenu w powietrzu atmosferycznym wynosi okoto 21%. Zwiek-
szajac stezenie O, w podawanej do ptuc mieszance gazéw do ponad 90% uzyskuje
sie wzrost wydajnosci sztucznej wentylacji perfluorozwigzkiem i zapewnia przenie-
sienie 10 ml tlenu przez 100 ml 60% emulsji perflubronu [10]. Przyktad ten wyjas$nia,
dlaczego emulsje perfluoroalkanéw sa z powodzeniem stosowane jako zamienniki
krwi, w przypadku gdy konieczna jest intensyfikacja transportu tlenu do tkanek pa-
cjenta. Przenoszenie tlenu do krwi, tkanek oraz komoérek przez perfluorozwiagzki
zachodzi dzieki réznicy stezen tlenu istniejgcej pomiedzy komérkami a natleniona
faza perfluorowang. Transport masy zalezy od sily napedowej procesu, ktéra w tym
przypadku jest wspomniana réznica stezen tlenu, natomiast nie zalezy od réznic
w rozpuszczalnosci gazu w fazie ciektej.

Perfluorozwigzki nie mieszajg sie z uktadami wodnymi, a do takich zaliczy¢ nale-
zy krew. Mogg zosta¢ jednakze podane dozylnie w postaci wodnych emulsji. Proces
wytwarzania emulsji PFC jest skomplikowany technicznie ze wzgledu na wymagang
bardzo matg $rednice kropel, zwykle mniejszej niz 0,2 um [17]. Wyr6znia sie dwie
generacje emulsji PFC stosowanych w omawianym celu (tab. 3).

Tabela 3

Emulsje perfluorozwiazkéw pierwszej i drugiej generacji wykorzystywane jako zamienniki krwi [10]

. Kraj Prob »
Nazwa Sktadnik PFC pocho d; enia klinicsz Dostepnosé
1 2 3 4 5
emulsje pierwszej generacji
Fluosol® perfluorodekalina, perfluorotripropylamina Japonia, USA tak wycofany
Emulsion Ne IT | perfluorodekalina, perfluorotripropylamina Chiny tak dostepny
Perftoran perfluorodekalina, perfluorometylocyklopiperydyna Rosja tak dostepny
Oxypherol® perfluorotributylamina Japonia nie wycofany
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1 2 3 4 5
emulsje drugiej generacji
Oxygent® perflubron, bromek perfluorodecylu USA tak dostepny
Oncosol® perfluorofenantren USA tak dostepny
Oxyfluor® perfluorodichlorooctan USA tak dostepny
Fluxon® perfluorodekalina, perfluorodimorfolinopran UE nie dostepny

Pierwszg emulsjg PFC dopuszczong od roku 1990 do klinicznego uzycia w Euro-
pie i w Stanach Zjednoczonych byl preparat o nazwie Fluosol®. Jako skfadnik aktyw-
nie wigzacy tlen, preparat ten zawieral mieszanine dwoch perfluorozwigzkéw: per-
fluorodekaline (14%) i perfluorotri-n-propyloamine (6%). Jako emulgatorow uzyto:
syntetyczny surfaktant Pluronic® F-68, fosfolipidy zéttka jaja kurzego oraz oleinian
potasu [10,18,19]. Fluosol® stosowano jako srodek reanimujacy w bardzo zaawan-
sowanych przypadkach anemii. Ze wzgledu na niskg rozpuszczalno$¢ tlenu w emul-
sji, nawet duze jej dawki nie gwarantowaly jednak pozytywnego efektu terapeutycz-
nego. W potowie lat osiemdziesigtych zaprzestano stosowania emulsji PFC pierw-
szej generacji [18]. GIownymi czynnikami ograniczajgcymi ich zastosowania byly:
niestabilno$¢ w temperaturze pokojowej (wymagaly przechowywania w temperatu-
rze ponizej -20°C), niska skutecznos¢ przenoszenia tlenu oraz wywolywanie reakgji
immunologicznej organizmu przez syntetyczny surfaktant [10,19].

Producenci emusji perfluorozwigzkéw drugiej generacji postawili sobie za zadanie
otrzymanie produktu o znacznie wiekszej rozpuszczalnosci tlenu w poréwnaniu do
emulsji pierwszej generacji. Konieczne jednak byto zachowanie rozsadnej lepkosci
produktu, umozliwiajacej jego zastosowanie w uktadzie krwiono$nym oraz przeciw-
dziatanie efektowi tzw. ,dojrzewania Ostwalda” (Ostwald ripening). Z termodynamicz-
nego punktu widzenia emulsje sg bowiem uktadami niestabilnymi. Powstale w proce-
sie ich wytwarzania pierwotne krople perfluorozwiazku zawieszone w fazie ciagtej
lacza sie i powiekszaja sie na skutek koalescengji. Okazuje sie, ze proces ten moze zo-
sta¢ zahamowany dzieki dodatkowi do emulsji niewielkich ilo$ci wysokoczasteczko-
wych perfluorowanych olejow o wysokiej temperaturze wrzenia, ktére stabilizujg
strukture emulsji [19-21]. Podstawowymi skfadnikami wspétczesnych emulsji PFC sa:
perflubron (CgF;7Br) o masie molowej 500 g/mol oraz perfluorodekalina (C;¢F;g) 0 ma-
sie molowej 462 g/mol. Obecne technologie produkgji tych perfluorozwiazkéw po-
zwalaja na otrzymywanie produktéw o bardzo wysokim stopniu czystosci, co zapobie-
ga fizjologicznym efektom ubocznym obserwowanym po wprowadzeniu in vivo do
ustroju nie w petni wysyconych atomami fluoru weglowodoréw. Istotna cecha emulsji
PFC drugiej generacji jest mozliwos¢ ich sterylizacji w autoklawie. Warunki sterylizacji
nie powoduja zmiany ich struktury ani utraty funkcjonalnosci [10,19].

Perflubron jest gtownym skfadnikiem komercyjnie dostepnej emulsji o nazwie
Oxygent™, Perfluorozwiazek ten jest w prosty i tagodny sposéb wydalany z organi-
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Zmu, w czym pomaga mu obecno$¢ atomu bromu przy jednym z terminalnych ato-
moéw wegla. Nadaje on czasteczce charakter lipofilowy, co ulatwia przenikanie
przez btony komérkowe. Sktadnikiem zapobiegajacym koalescencji kropel PFC jest
homolog perflubronu — bromek perfluorodecylu (C;oF,;Br). W Oxygent™ jako
emulgator zastosowano fosfolipidy zéitka jajka kurzego (3,6%). Niewielki dodatek
o-tokoferolu (do 0,2%) zapobiegat ich utlenianiu. Okres przydatno$ci emulsji do uzy-
cia, przy przechowywaniu jej w temperaturze 4-6°C, wynosi ponad rok [10,20].
Potokres zatrzymania perflubronu w komoérkach zwierzecych wynosi okoto 4 dni.

Innym z perfluoroalkanéw stosowanych jako nosnik tlenu w emulsjach PFC dru-
giej generacji jest perfluorodekalina — perfluorozwiazek o budowie cyklicznej. Czyn-
nikiem emulgujgcym jest lecytyna (2,5%) natomiast sktadnikiem zapobiegajacym roz-
warstwianie sie emulsji jest perfluoro-1,3-dimorfolinopropan (do 1%). Emulsje per-
fluorodekaliny zawierajg od 20 do 40% PFC i sg przydatne do uzycia przez jeden rok
od wyprodukowania, przy przechowywaniu w temperaturze pokojowej [10]. Ich
polokres zatrzymania w komérkach zwierzecych wynosi okoto 7 dni.

Obiecujace wyniki przeprowadzonych do chwili obecnej badan laboratoryjnych
i klinicznych zwiekszajg zainteresowanie perfluoroalkanami jako nos$nikami tlenu
w organizmie cztowieka in oraz ex situ. Obserwacje stanu pacjentéw, u ktérych za-
stosowano emulsje PFC pokazujg, bowiem bezsprzecznie, ze na skutek ich uzycia
[10]:

— zwieksza sie stezenie tlenu w plazmie krwi;

— nastepuje wzrost stopnia natlenienia tkanek;

— zwiekszeniu ulega fizjologiczny wychwyt tlenu rozpuszczonego w emulsji
przez komorki.

Problemem jest jednak stosunkowo krotki, w poréwnaniu z hematocytami wpro-
wadzonymi drogg transfuzji, czas przebywania w naczyniach krwionosnych. W zalez-
nosci od zastosowanego perfluorozwigzku wynosi on, bowiem od 2 do 4 godzin
[22]. Znacznie ogranicza to pole zastosowania in vivo emulsji PFC.

3.3. Przechowywanie organéw do transplantacji

Wiekszo$¢ sposrod narzadow przeznaczonych do przeszczepu nadaje sie do wy-
korzystania tylko przez kilka godzin od momentu wyizolowania ich z ciata dawcy.
Na dtugos¢ tego okresu wplywajg warunki przechowywania transplantowanego or-
ganu oraz roztwér, w ktérym jest on przechowywany. Ze wzgledu na unikatowe
wlasciwosci fizykochemiczne perfluoroalkany okazujg sie bardzo przydatnymi sktad-
nikami syntetycznych plynow, stuzacych do przechowywania narzgdéw przeznaczo-
nych do transplantacji. Ptyny w skiad, ktérych wchodzily zwigzki perfluorowane,
stosowano dotychczas w badaniach nad przechowywaniem nastepujacych organéw:
miesien sercowy, watroba, ptuca, nerki oraz miesnie szkieletowe [18,23]. Pierwsze
proby zastosowania zwigzkow perfluorowanych do natleniania wyizolowanych z zy-
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wego organizmu watroby i nerek przeprowadzono juz w roku 1980, kiedy zastoso-
wano te procedure przez okres od 24 do 48 godzin od wyizolowania organéw z or-
ganizmu szczura [23,24].

Podczas przechowywania ludzkich serc do transplantacji stosuje sie badZ obni-
zenie temperatury (hipotermia), badZ porazenie mies$nia sercowego (kardioplegia).
Dodatek emulsji PFC do roztworu stabilizujgcego wyizolowany z orgaznizmu mie-
sien sercowy zapewnia prawidlowe przenoszenie tlenu przez mioglobine do komo-
rek miesni gladkich serca [25]. Poza zdolnos$cia do utrzymania wysokiego natlenie-
nia organu, emulsje perfluorozwigzkéw, wykazuja takze korzystny wptyw na zacho-
wanie funkcjonalno$ci serca oraz synteze w jego mie$niu wysokoenergetycznych
zwiazkow fosforanowych [25,26].

Istnieja dwa sposoby natleniania pobranego do transplantacji miesnia sercowego:
zalanie naczyn wiencowych oraz, prostsze w wykonaniu, zanurzenie catego narzadu
w odpowiednim roztworze natleniajagcym. Pierwszy z nich, polegajacy na wypetnieniu
naczyn wiencowych plynem natleniajacym i przettaczaniu tego ptynu przez nie, za-
pewnia diuzszy czas pozaustrojowego przechowywania miesnia sercowego niz samo
umieszczenie go w odpowiednim roztworze. Okazalo sie, ze dodatek perfluorozwiaz-
ku do roztworu przettaczanego przez naczynia wiencowe, umozliwit wydtuzenie az
do 24 godzin pozaustrojowego przechowywania serca pobranego z organizmu psa [27].

3.4. Perspektywy zastosowafi PFC w medycynie

Dalszy rozwéj medycznych zastosowan perfluorozwigzkéw, jak sie wydaje,
zwigzany bedzie z ich uzyciem nie w postaci czystych cieczy, lecz emulsji lub innych
rozproszonych uktadéw koloidalnych. To wtasnie uktady typu ,krople PFC w wo-
dzie” stanowig wydajne, bezpieczne w uzyciu i optacalne narzedzie zapewniajace in
vivo dostarczanie tlenu do tkanek [4]. Zastosowanie natlenionych emulsji perfluoro-
zwigzkoéw by¢ moze pozwoli na ograniczenie zapotrzebowania na krew w trakcie
dtugotrwatych zabiegéw chirurgicznych. Zwtaszcza, ze ich wykorzystanie jako cza-
sowych zamiennikéw krwi nie podlega ograniczeniu z uwagi na grupe krwi.

Opracowanie bezpiecznego i efektywnego w stosowaniu zamiennika krwi jest
aktualnym celem badan. Obecnie pojawily sie nowe zagrozenia zwigzane z przeno-
szeniem wiruséw (np. HIV, zapalenie watroby typu B i C), a takze prionow (np. cho-
roba Creutzfeldta-Jakoba) w preparatach krwiopochodnych. Zastosowanie synte-
tycznego przenosnika tlenu umozliwia wyeliminowanie ryzyka zwiazanego z tymi
czynnikami zwlaszcza, ze perfluorowane, sztuczne zamienniki krwi sg tatwe do ste-
rylizacji, np. w autoklawie [28,29]. Dalsze badania w tym kierunku sg ukierunkowa-
ne na poszukiwanie metody przedtuzenia czasu przebywania kropel PFC w uktadzie
krwiono$nym. Pozwoli to na stosowanie perfluorozwigzkéw u pacjentéw wyma-
gajacych dtugookresowego przyjmowania preparatéw zapewniajgcych prawidiowy
stan natlenienia ich organéw wewnetrznych i tkanek [10,22,28].
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Kolejnym kierunkiem opracowywania nowych medycznych zastosowan perflu-
oroalkanéw sg sposoby bezposredniego podawania lekow podczas prowadzenia
ciektej, sztucznej wentylacji ptuc. Do tego celu mogg zostac¢ zastosowane na przy-
ktad odwrécone uktady emulsyjne, w ktérych krople wody zawieszone sa w perflu-
orowanej fazie ciggtej. Pozwoli to na wprowadzanie, sposobem analogicznym do
drogi wziewnej, farmaceutykow rozszerzajacych oskrzela, sSrodkéw mukolitycznych
czy tez lekow stosowanych w terapii nowotworow ukladu oddechowego. Wymie-
nione przyktadowe $rodki farmakologiczne o charakterze hydrofilowym, zawarte
w kroplach wody tworzacych emulsje, nie tracilyby w ten sposé6b nic ze swojej bio-
logicznej aktywnoS$ci. Zapewniona bylaby jednolita i powtarzalna dystrybucja tychze
lekéw w oskrzelach oraz ptucach. Innymi wariantami podawania lekéw lipofilowych
omawiang droga sa emulsje utworzone przez krople oleju w perfluorowanym osrod-
ku ciggtym [4,19,30,31].

4. Aplikacje biotechnologiczne

Szybkos$¢ dostarczania tlenu do medium hodowlanego jest czynnikiem bardzo
waznym i czesto limitujgcym szybkos$¢ wzrostu we wszystkich typach bioreaktorow
uzywanych do prowadzenia wgtebnej hodowli tlenowych organizméw Prokaryota
i Eukaryota. Zwigzane jest to ze stabg rozpuszczalnoscig tlenu w wodzie, ktéra jest
podstawowym (naturalnym) sktadnikiem wszystkich pozywek. Podstawowym Zrod-
tem tlenu jest powietrze atmosferyczne. Jest ono w sposéb ciagly doprowadzane do
reaktora. Ograniczona rozpuszczalnos¢ tlenu w wodzie wymusza intensywne napo-
wietrzanie i mieszanie ptynu fermentacyjnego, aby zwiekszy¢ szybkos¢ absorpcji
tlenu. Mieszanie powoduje rozbijanie pecherzy gazu, a tym samym rozwiniecie po-
wierzchni kontaktu fazy gazowej i ciektej. Efektem ubocznym intensywnego napo-
wietrzania i mieszania medium hodowlanego jest generowanie sit Scinajacych, ktére
w duzej mierze odpowiedzialne sg za wystepowanie tzw. ,stresu komorkowego”
polegajacego na niszczacym dziafaniu naprezen hydrodynamicznych na hodowane
komorki. Zwtaszcza komorki zwierzece sg bardzo wrazliwe na sily wytworzone
podczas: mechanicznego ocierania sie i rozbijania komoérek o elementy bioreaktora
(mieszadto, $ciany), oddzialywania na nie sit powstatych w wyniku przeptywu ptynu
oraz rozbijania i tgczenia sie pecherzykow gazu [32,33].

Jedna z proponowanych alternatywnych technik efektywnego napowietrzania
srodowiska wzrastajacej kultury komorkowej jest zastosowanie do tego celu cie-
kiych nos$nikow tlenu (oxygen vector). Sa to zwiazki organiczne, ktore wykazuja sie
wieksza rozpuszczalnoscia tlenu niz woda. Jako przyktady wymieni¢ mozna: perflu-
orozwiazki, plynne weglowodory nasycone (n-dodekan, n-heksadekan), czy tez olej
sojowy. Zaleta zastosowania zwigzkow tego typu jest obserwowane zwiekszenie
szybkosci przenikania tlenu do komérek bez potrzeby dostarczenia dodatkowych
porgcji energii do medium hodowlanego [34,35]. Ze wzgledu na chemiczng i biolo-
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giczng inertnosc¢ oraz silnie hydrofobowy charakter, uzycie zwigzkéw perfluorowa-
nych, jak sie wydaje, bedzie bardzo interesujagcym i alternatywnym rozwigzaniem
procesowym do tradycyjnych metod napowietrzania. Inne zalety PFC przemawiajgce
za stosowaniem ich jako no$nikéw gazéw oddechowych w bioreaktorowych hodow-
lach komorkowych sg nastepujace [1,5,36]:

— termostabilnos¢, ktéra ulatwia sterylizacje perfluoroalkanéw (np. w autokla-
wie);

— ze wzgledu na swojg silng hydrofobowos¢ sa tatwe do odzyskania z ptynu ho-
dowlanego, co stwarza mozliwos¢ ich recyrkulacji;

— pochtaniaja gazowe produkty metabolizmu komorek;

— dodatek PFC do fazy wodnej powoduje powstanie powierzchni miedzyfazo-
wej (PFC — woda), ktéra moze utatwia¢ podziaty komorkowe.

Szybko$¢ dostarczania do medium hodowlanego tlenu za pomoca zwigzkow
perfluorowanych jest wprost proporcjonalna do powierzchni miedzyfazowej utwo-
rzonej na styku dwoch faz: wodnej pozywki oraz hydrofobowej fazy PFC. Najwiek-
szg powierzchnie miedzyfazowg zapewnia uzycie emulsji perfluoroalkanéw, jednak
praktycznie wykluczajg one mozliwo$¢ regeneracji i recyrkulacji nos$nika tlenu. Or-
ganiczne skfadniki stabilizujagce emulsje moga wchodzi¢ w reakcje ze sktadnikami
plynu fermentacyjnego lub zosta¢ wykorzystane, np. jako zrédto wegla, przez hodo-
wane komoérki. Innym sposobem zwiekszenia powierzchni miedzyfazowej jest roz-
bicie fazy perfluorozwiazkéw na drobne krople za pomocg intensywnego mieszania
lub sonifikacji. Zbyt drobne rozbicie jest przyczyng wydtuzenia czasu koalescengji
kropel PFC, ktory to efekt utrudnia regeneracje fazy perfluorowanej. W bioreaktoro-
wych aplikacjach perfluoroalkanéw nalezy zatem poszukiwac¢ optymalnych rozwig-
zan procesowych zapewniajgcych uzyskanie dostatecznie duzej powierzchni przy
jednoczesnej gwarancji uzyskania pozadanego efektu technologicznego w postaci
natlenienia medium hodowlanego.

4.1. Hodowle mikroorganizméw

W zaleznosci od warunkéw hodowli mikroroganizméw, podstawowym celem za-
stosowania w nich zwigzkow perfluorowanych jest zwiekszenie nasycenia pozywki
tlenem badz dwutlenkiem wegla. W hodowlach prowadzonych w warunkach tleno-
wych efektem pozgdanym jest uzyskanie jak najwyzszego stezenia tlenu rozpusz-
czonego w pozywce. Wartos¢ ta jest ograniczona rozpuszczalnos$cia tlenu w wo-
dzie. W hodowlach organizméw beztlenowych perfluoroalkany stosowane sg jako
nosnik dwutlenku wegla lub ewentualnie do odbierania z ukfadu wytwarzanego
przez wzrastajace komorki tlenu, ktéry moze dziata¢ hamujgco badz toksycznie na
prowadzona hodowle. Przyktady zastosowania perfluorozwigzkéw w hodowlach mi-
kroorganizméw zestawiono w tabeli 4, a niektore z nich, bardziej szczeg6towo
omoéwiono w dalszej czesci artykutu.
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Tabela 4
Zastosowania perfluorozwiazkéw w hodowlach mikroorganizméw (na podstawie [1,5])

Gatunek Perfluorozwigzek Efekt Literatura
Acetobacter pasteurianus PFTBA (e) wydluzenie wykfadniczej fazy wzrostu [1,5]
Alcaligenes eutrophus PFTBA (c) zwiekszenie szybkosci przyrostu biomasy [1,5]
Caenorhabditis elegans PFD (c) przyspieszenie rozwoju larw, zwiekszenie rozmiaru|  [37]

osobnikéw
Candida lypolitica PFTBA (e) zwiekszenie szybkoSci przyrostu biomasy [1,5]
Chlorella vulgaris PFO (¢) usuwanie tlenu z uktadu, przyrost biomasy [1,38]
Escherichia coli PFTBA (e), PFMD (c) | zwigkszenie szybkoSci przyrostu biomasy [1,5]
Pseudomonas denitrificans PFO (e) wzrost szybkosci redukeji podtlenku azotu [1,39]
Rhizopus arrbizus PFD (c) zwiekszenie produktywnosci lipazy [40]
Saccharomyces cerevisiae PFD (e) zwiekszenie szybkoSci przyrostu biomasy [35,41]
Streptomyces coelicolor PFD (e) zwiekszenie produktywnosci antybiotyku [42-46]

skroty: PFTBA — perfluorotributyloamina; PFD — perfluorodekalina; PFO — perfluorooktan; PFMD — perfluorome-
tylodekalina; zwiazek perfluorowany w postaci czystej (c) lub emulgowanej (e)

Pierwsze doniesienia literaturowe o wykorzystywaniu perfluorowanego nosnika
tlenu w hodowli mikroorganizméw pochodzg z potowy lat osiemdziesiatych ubie-
glego stulecia. Perfluorometylodekaline zastosowano woéwczas do natleniania bio-
reaktorowej hodowli komoérek Escherichia coli [3,5]. W gérnej czesci aparatu rozpyla-
no krople czystego perfluoroalkanu, ktéry nastepnie na skutek zachodzgcej koale-
scencji zbieral sie na dnie zbiornika skad byt pobierany i zawracany do wnetrza re-
aktora po uprzednim zregenerowaniu w zewnetrznej komorze do nasycania tlenem.
W prowadzonej w ten spos6b hodowli uzyskano ponad szeSciokrotny przyrost bio-
masy, w poréwnaniu z procesem tradycyjnym (bez cieklego nosnika tlenu), przy
czym nie zanotowano zadnych niekorzystnych zmian morfologicznych ani fizjolo-
gicznych wzrastajacych komorek bakterii [1]. Dwukrotny wzrost stezenia komérek
E. coli uzyskano stosujac podczas fermentacji perfluorotributylamine. W tym przy-
padku faza perfluorozwigzku rozpraszana byta za pomoca tradycyjnego mieszadta
Rushtona podczas intensywnego mieszania zawartoS$ci reaktora, w ktérym prowa-
dzono hodowle [5].

Perfluorozwigzki stosowano takze do natleniania hodowli drozdzy oraz grzybéw
strzepkowych. Dodatek emulsji perfluorodekaliny i niejonowego surfaktantu Pluro-
nic F-68 (kopolimeru glikoli: polietylenowego oraz propylenowego) spowodowat
ponad 20% wzrost stezenia otrzymanej biomasy Saccharomyces cerevisiae po dwu-
dziestu godzinach prowadzenia hodowli w stosunku do hodowli bez PFC w pozyw-
ce. Pomiary stezenia rozpuszczonego w pozywce tlenu pokazaly, ze w ukladzie
z emulsjg perfluorozwiazku okoto dwukrotnie zwiekszyta sie warto$¢ wspéiczynni-
ka wymiany masy k;a w poréwnaniu do hodowli w pozywce kontrolnej. Dodatek
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perfluorozwigzku spowodowal zwiekszenie szybkosci wnikania tlenu do pozywki.
Nie stwierdzono wplywu tego sposobu napowietrzania na warto$¢ wspotczynnika
wydajnosci biomasy wzgledem substratu. Badania prowadzono w reaktorach o po-
jemnosci 1 dm3 [41] oraz w reaktorze air-lift o pojemnosci 4,5 dm3 [35].

Perfluorowane nosniki tlenu wykorzystywano takze we wgtebnych hodowlach
komérek plesni Streptomyces coelicolor. Szczep ten wytwarza cztery rézne antybiotyki,
a jednym z tych metabolitéw wtérnych jest aktynorodyna (actinorhodin) — poliketo-
nowy, nieterapeutyczny antybiotyk, wydzielany zewnatrzkomoérkowo do medium
hodowlanego. Zastosowanie w trakcie laboratoryjnej hodowli grzybni we wstrzgsa-
nych kolbach Erlenmeyera 50% dodatku perfluorodekaliny spowodowato az dziesie-
ciokrotny wzrost stezenia wydzielanego do ptynu hodowlanego antybiotyku pod-
czas tygodniowej hodowli. W hodowli z natlenianiem wspomaganym przez dodatek
PFC maksimum stezenia antybiotyku obserwowano okofo 48 godzin wczesniej niz
dla hodowli kontrolnej. Stezenie biomasy (wyrazone jako sucha masa uzyskana
z jednostki objetosci reaktora) zwiekszyto sie przy tym tylko dwukrotnie. Ciekty
nos$nik tlenu byt wprowadzony do badanego ukfadu w postaci dyspersji emulgowa-
nej surfaktantem Pluronic F-68 [42]. Dzieki zastosowaniu 10% dodatku zwigzku per-
fluorowanego do hodowli Streptomyces coelicolor w bioreaktorze zaobserwowano
dwukrotny wzrost wspo6tczynnika wymiany masy k;a w poréwnaniu z hodowla napo-
wietrzang w tradycyjny sposéb. Spowodowato to wzrost produkcyjnosci antybioty-
ku przez komoérki plesni. Maksymalne uzyskane stezenie aktynorodyny w ptynie ho-
dowlanym wynosifo 90 mg/dm?3, podczas gdy w hodowli napowietrzanej pecherzy-
kowo wartos$¢ ta wynosita 45 mg/dm3. Jednoczes$nie zanotowano spadek stezenia
biomasy z 5,7 do 2,9 kg/m3. W obecnosci perfluoroalkanu zmienifa sie morfologia
wzrastajacej grzybni — zaobserwowano zmniejszenie sie tendencji do formowania
sie komérek w peletki. Zjawisko to starano sie wytlumaczy¢ prawdopodobnym
wplywem zwiekszonego stezenia tlenu w pozywce na mechanizm przekazywania
bodZcow przez poszczegbdlne komorki, ktoére warunkujg zbijanie sie komorek
w wieksze skupiska [43]. Na podstawie otrzymanych wynikow z p6zniejszych do-
Swiadczen wykazano, ze we wglebnych hodowlach Streptomyces coelicolor prowadzo-
nych w bioreaktorach (o pojemnosci 2 oraz 20 dm3), udziat fazy perfluorowanej
w pozywce silnie wplywa na wydajnos¢ biosyntezy antybiotyku przez komorki
grzybni. Wraz ze wzrostem stezenia cieklego nosnika tlenu obserwowano wzrost
stezenia aktynorodyny az do osiagniecia maksymalnej jego wartosci dla 50% steze-
nia perfluorodekaliny w plynie fermentacyjnym. Maksymalne stezenie metabolitu
wtornego byto woéwczas pieciokrotnie wyzsze od uzyskanego w proébie kontrolnej
z tradycyjnym napowietrzaniem (bez perfluoroalkanu), podczas gdy stezenie bioma-
sy pozostawalo na niezmienionym poziomie [44,45].

Emulsje perfluorodekaliny uzyto takze do napowietrzania immobilizowanych
komorek Streptomyces coelicolor. Badania te mialy na celu okreslenie przydatnosci
zwiazkow perfluorowanych do dostarczania tlenu do komoérek unieruchomionych
w no$niku. Najwyzsze, ponad trzykrotnie wyzsze, stezenie antybiotyku w ptynie ho-
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dowlanym zanotowano w przypadku 40% dodatku perfluorowanego nosnika tlenu,
przy czym stezenie biomasy pozostalo na niezmienionym poziomie. Dalsze zwiek-
szanie stezenia uzytego perfluorozwiazku powodowato drastyczny spadek stezenia
badanego metabolitu wtérnego. Unieruchomione komorki S. coelicolor zachowywaty
niezmieniona produktywnos$¢ aktynorodyny przez dwa miesigce prowadzenia ho-
dowli. Podczas hodowli z tradycyjnym napowietrzaniem, unieruchomiona grzybnia
tracita aktywnos$¢ juz po dwudziestu dniach prowadzenia procesu [46].

Réwniez wyniki uzyskane podczas hodowli wgtebnej komorek Rhizopus arrhizus
potwierdzaja hipoteze o wplywie zwiekszonego stopnia natlenienia pozywki na
szybko$¢ wytwarzania przez wzrastajgce komérki okreslonych metabolitow. Oka-
zato sie, ze 20% dodatek perfluorodekaliny do ptynu fermentacyjnego spowodowat
dwukrotny wzrost aktywnos$ci lipolitycznej ptynu fermentacyjnego w poréwnaniu
z probg kontrolng. Byt to wynik wzrostu stezenia wytwarzanej lipazy. Enzym ten
wytwarzany jest przez komorki R. arrhizus zewnatrzkomérkowo tylko, gdy stezenie
tlenu w pozywce przekracza pewng graniczng wartos¢ [40].

Wysoka rozpuszczalno$¢ tlenu w zwigzkach perfluorowanych wykorzysta¢ moz-
na nie tylko do dostarczania tego gazu do medium hodowlanego, ale rowniez do
usuwania tlenu powstajacego w wyniku wzrostu drobnoustrojéw. Okazuje sie, ze
stezenie tlenu w plynie fermentacyjnym wyzsze niz warto$¢ jego stezenia wyni-
kajaca z nasycenia pozywki powietrzem atmosferycznym (tzn. powyzej 0,2247 mM O,
w temperaturze 20°C), dziala hamujaco na przebieg procesu fotosyntezy. W hodow-
lach glon6éw obserwuje sie hamowanie wzrostu wywotane wysokim stezeniem tle-
nu. Perfluorowany preparat FC-77 (produkowany przez 3M, USA), ktory jest miesza-
ning perfluoroalkanéw i perfluorocyklicznego eteru, wykorzystano do usuwania tle-
nu z hodowli fotosyntetyzujgcych glonéw mikroskopowych z gatunku Chlorella
vulgaris. Perfluorowany nosnik natleniany byt w naczyniu hodowlanym tlenem gene-
rowanym przez glony na drodze fotosyntezy, skad byl recyrkulowany tak, by po
przejsciu przez zewnetrzny modut do nasycania dwutlenkiem wegla powrdcic¢ do
naczynia, w ktorym prowadzono hodowle. W ten sposob z ukfadu jednoczesnie
usuwano czynnik hamujacy przyrost biomasy Chlorella vulgaris (O,) oraz doprowa-
dzano do niego zrédio wegla (CO,). Takie rozwigzanie umozliwito uzyskanie dzie-
sieciokrotnie wiekszego przyrostu biomasy glonéw w hodowli prowadzonej przez
10 dni. W uktadzie z cieklym nos$nikiem 0,/CO, koncowe stezenie wyniosio
4,8 x 106 komérek/ml ptynu hodowlanego wobec wartosci 3,9 X 10> komorek/ml
uzyskanej w uktadzie bez dodatku perfluoroalkanu [38].

Jako medium posredniczace w dostarczaniu dwutlenku wegla do bioreaktora
zwigzki perfluorowane wykorzystywane byly z powodzeniem w hodowlach takich
beztlenowych mikroorganizmoéw jak: Clostridium acetobutylicum, Clostridium perfringens
czy Alcaligenes eutrophus [1,5]. Perfluorooktan zostal wykorzystany jako nosnik N,O
w hodowli Pseudomonas denitrificans. Szybkos$¢ redukcji N,O do azotu czgsteczkowe-
go zachodzita blisko trzy razy szybciej w tych kolbach Erlenmeyera, w ktorych ptyn
hodowlany utworzony byt przez dwie fazy ciekle: wodng i perfluorowang [39].
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Interesujagcym zastosowaniem perfluorozwiazkéw, wykraczajgcym poza hodowle
mikroorganizmoéw, jest wykorzystanie perfluorodekaliny do dostarczania tlenu w bio-
reaktorowej hodowli przedstawiciela jednego z gatunkéw nicieni: Caenorhabditis
elegans. Organizm ten jest wykorzystywany jako modelowy w genetyce i genomice
(znana jest juz prawie cata sekwencja jego genéw). Innym praktycznym zastosowa-
niem tego nicienia jest uzywanie go do okres$lania toksycznos$ci wody i gleby. C. elegans
hodowany byt w dwufazowym uktadzie: faza wodna, w ktérej rosty nicienie oraz faza
perfluorowana jako medium natleniajace faze wodna. Okazato sie, ze dodatek perflu-
orodekaliny spowodowal wyraznie szybszy rozwoj postaci larwalnych nicienia. Orga-
nizmy hodowane z perfluorowanym nosnikiem tlenu wykazywaly sie ponadto wiek-
szymi rozmiarami ciata [37]. Badania te byly prawdopodobnie pierwszym przypadkiem
hodowli calego organizmu eukariotycznego w ukladzie dwufazowym z zastosowa-
niem perfluoroalkanu.

4.2. Hodowle komorek roslinnych

Korzystny wplyw zwiekszonego stezenia tlenu na hodowane in vitro komérki
roslinne wykazywany byt wielokrotnie [1,47]. Przyktadowo, zastosowanie wzboga-
conej w tlen (40%) mieszanki gazowej do natleniania wgtebnej hodowli komoérek
ryzu (Oryza sativa L.) pozwolito uzyskac¢ 40% wzrost wydajnos$ci biomasy w poréwna-
niu do aeracji powietrzem atmosferycznym. Agregaty komoérek pochodzace z reak-
tora napowietrzanego wzbogacong mieszanka gazow wykazywaly sie ponad 50%
wieksza zdolnoscig do regeneracji catych roslin [47]. Tradycyjne systemy napowie-
trzania z mieszaniem mechanicznym moga powodowac niszczenie komérek roslin-
nych. Uzycie perfluorozwiazkéw jako cieklych nosnikéw tlenu, pozwala zmniejszy¢
stres hydrodynamiczny. W tabeli 5 przedstawiono przyktadowe zastosowania zwigz-
kéw perfluorowanych w hodowlach komérek roslinnych.

Tabela 5
Zastosowania perfluorozwigzkéw w hodowlach komérek roslinnych
Gatunek Perfluorozwiazek Efekt Literatura
Atropa belladonna | perfluorododekan (0,) | zwigkszenie przyrostu biomasy korzeni wiosnikowatych [48]
Oryza sativa perfluorodekalina (0,) | wzrost liczby kolonii komérek uzyskanych z protoplastéw [49]
poprawa zywotnosci zamrozonych komoérek [50,51]
Petunia hybrida | perfluorodekalina (0,) | wzrost liczby kolonii komérek uzyskanych z protoplastow [1,52]
Rosa chinensis perfluorodekalina (CO,) | wzrost indukeyjnosci pedow i korzeni uzyskanych z kultur [53]
komorkowych

skroty: (0,) — perfluorozwiazek nasycony tlenem; (CO,) — PFC nasycony dwutlenkiem wegla
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Zwiekszenie stezenia tlenu w reaktorowych hodowlach roslinnego materiatu
biologicznego ma szczegoblne znaczenie w kulturach protoplastow komoérek (czyli
komoérek pozbawionych $cian komérkowych, ktore zostaly na przyktad strawione
enzymatycznie). W srodowiskach o zwiekszonej dostepnosci tlenu obserwuje sie
wzrost czesto$ci mitotycznych podzialéw protoplastow. Regeneracja pedéw z kul-
tur komérkowych uzyskanych z protoplastéow jest szeroko stosowana w biotechno-
logii roslin [54].

Perfluorowany nosnik tlenu po raz pierwszy zastosowano w hodowlach proto-
plastow otrzymanych z komérek petuni ogrodowej (Petunia hybrida L.). Protoplasty
wzrastaly na powierzchni miedzyfazowej, utworzonej pomiedzy warstwa wodng
pozywki a warstwa natlenionej perfluorodekaliny. Faza wodna zawierata dodatek
surfaktantu Pluronic F-68, ktory miat za zadanie utatwi¢ dyfuzje tlenu przez po-
wierzchnie miedzyfazowa. W badanym ukfadzie zaobserwowano przyspieszenie
procesu syntezy nowych scian komérkowych zachodzacego przed pierwszym po-
dziatem mitotycznym protoplastéow. W poréwnaniu z proébami kontrolnymi zanoto-
wano prawie 40% wzrost zdolno$ci wyizolowanych protoplastéw do wytwarzania
wielokomérkowych kolonii. Niestety podczas tego procesu komorki petunii tracity
zdolno$¢ do regeneracji pedow [1,52]. W celu zwiekszenia stezenia tlenu w pozyw-
ce do hodowli protoplastéw komérek rosliny tego samego gatunku uzyto takze pre-
paratu bydlecej hemoglobiny o nazwie Erythrogen® (TCS Biologicals, UK). W poréw-
naniu z prébg kontrolna, w uktadzie z hemoglobing zanotowano prawie 2,5-krotnie
wiekszy przyrost biomasy [55]. Badania hodowli protoplastow komoérek Petunia
hybrida L. nalezy traktowac jako czysto jako$ciowe, gdyz prowadzone byty w mikro-
skali, a nasycony tlenem nosnik, czy to perfluoroalkan czy hemoglobina, dodawany
byt tylko raz — na poczatku prowadzenia hodowli. Wyniki tych badan potwierdzaja
jednak stusznos$¢ zatozen o mozliwosci wykorzystania sztucznych, w tym takze per-
fluorowanych, nosnikow tlenu w hodowlach komoérek roslinnych w warunkach in vitro.

Nasycong tlenem perfluorodekaline zastosowano w hodowli ryzu (Oryza sativa
L.) w celu zwiekszenia dostepnosci tlenu do protoplastow i rozwijajgcych sie
z nich kolonii komoérek [49]. Stwierdzono, ze dobre natlenienie medium hodowla-
nego wplywa na ozywienie mitotycznych podzialéw protoplastow oraz na proces
regeneracji pedow z kultur komérkowych otrzymanych z protoplastow komoérek
ryzu. O 50%, w poréwnaniu z préba kontrolng niezawierajacg perfluorowanego
nos$nika tlenu, zwiekszyta sie, liczba protoplastéw, zdolnych do wytwarzania pe-
dow. Liczba pedéw uzyskanych z jednej kolonii komérek rozwinietych z ich proto-
plastow zwiekszyta sie ponad 3-krotnie. W hodowlach napowietrzanych sztucz-
nym nos$nikiem tlenu otrzymywano $rednio 7 pedéw z jednej kolonii, podczas gdy
w uktadach kontrolnych tylko dwa pedy. Po zakonczeniu proceséw regeneracji
roslin z kultur komérkowych wywodzacych sie z ich protoplastow przesadzono je
z podioza agarowego do gleby. Wszystkie otrzymane, w petni rozwiniete rosliny
zakwitly, a na podstawie analizy morfologicznej i przeprowadzonych pomiarow
charakterystycznych cech genotypowych (m. in. diploidalno$¢) i morfologicznych
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(np. wysokos¢ roslin, diugosc¢ i szerokos¢ lisci, wymiary kwiatostanow, zywotnos¢
wytworzonego pylku), wykazano, ze nie odbiegaly one w zadnym stopniu od ros-
lin wyhodowanych w standardowych warunkach [49]. Wyniki opisanych badan wy-
kazaty brak toksycznego wptywu perfluorozwiazkéw na roslinny materiat biolo-
giczny hodowanych w warunkach in vitro.

Perfluorowany nosnik tlenu stosowano w hodowli korzeni wto$nikowatych po-
krzyka wilczej jagody (Atropa belladonna L.). W bioreaktorze membranowym, w kto6-
rym zastosowano dodatek perfluorododekanu (produkowanego przez 3M perflu-
orowanego preparatu o handlowej nazwie Fluoroinert® FC-43) uzyskano ponad 60%
wiekszy przyrost biomasy hodowanych korzeni niz w reaktorze zasilanym powie-
trzem. Podczas prowadzenia procesu nie stwierdzono obecnosci produktow meta-
bolizmu charakterystycznych dla warunkéw beztlenowych, tj. kwasu mlekowego
czy etanolu. Zwigzki te sa obecne w piynie hodowlanym w reaktorach napowietrza-
nych w tradycyjny sposo6b [48]. Perfluoroalkany moga postuzy¢ zatem do usprawnie-
nia napowietrzania hodowli in vitro korzeni wtosnikowatych. W tego typu hodow-
lach upakowanie przestrzenne uzyskiwanych korzeni jest niekiedy wysokie, co po-
woduje trudno$ci w wymianie masy w reaktorze.

Natlenione perfluorozwigzki mozna takze wykorzysta¢ do pobudzania wzrostu
komorek roslinnych zamrozonych w cieklym azocie (-196°C). Technika przechowy-
wania biomasy roslinnej (cryopreservation) pozwala unikng¢ niekorzystnych zjawisk,
takich jak: utrata zdolnoSci totipotencji, zmiany genetyczne czy spadek produkcyj-
nosci okreslonego metabolitu wtérnego. W trakcie rozmrazania materiatu roslinne-
go i pobudzania komoérek do wzrostu napotyka sie na szereg trudnosci wynika-
jacych ze znacznych zmian w morfologii i fizjologii komérek poddawanych zamro-
zeniu. Czysto fizycznym zmianom w strukturze komérki mozna przeciwdziata¢ sto-
sujac na przyktad odpowiednie plyny krioochronne (tzw. krioprotektanty), ktérych
funkcjg jest niedopuszczanie do powstawania lub znaczne ograniczanie tworzenia
sie krysztatkow lodu wewnatrz komérek i w bezposrednim ich sgsiedztwie. Jednym
z czynnikéw wplywajacych na metabolizm przechowywanych komérek jest spadek
stezenia tlenu, powodujacy zachwianie rownowagi proceséw oddechowych i po-
wstawanie wolnych rodnikéw. In vivo wolne rodniki odpowiedzialne sg za wytwarza-
nie grup nadtlenowych w kwasach ttuszczowych oraz za degradacje biatek [50].

W badaniach przeprowadzonych na rozmrazanych komérkach ryzu (Oryza sativa L.)
uzywano natlenionej perfluordekaliny. Wyniki do$wiadczen pokazuja, ze w porow-
naniu z proba kontrolng, o prawie 25% zwiekszyta sie zywotno$¢ rozmrozonych po
dtugotrwatym (trzyletnim) przechowywaniu komoérek w prébach, w ktérych proces
rozmrazania przeprowadzano w obecnosci natlenionej perfluorodekaliny. W przy-
padku 0,01% dodatku detergentu Pluronic F-68 wartos¢ ta wzrosla o blisko 60%. Ob-
serwowane wyniki ttumaczy¢ mozna wptywem zwiekszonego stezenia tlenu w oto-
czeniu komorki, ktore wplywa na wzrost aktywnosci dyzmutazy nadtlenkowej —
wewnatrzkomoérkowego enzymu odpowiadajgcego m.in. za redukcje powstajacych
w komorce wolnych rodnikéw [50,51].
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Wysoka rozpuszczalnos¢ gazéw oddechowych w zwigzkach perfluorowanych
mozna wykorzysta¢ nie tylko do natleniania hodowanych in vitro komoérek roslin-
nych, ale takze do zapewnienia w badanych uktadach wysokiego stezenia dwutlen-
ku wegla. Perfluorodekalina zostata zastosowana jako nos$nik dwutlenku wegla
w potptynnej pozywce do hodowli kultur komérkowych jednej z odmian r6zy pna-
cej (Rosa chinensis Jacq.). Przez pozywke przepuszczano okresowo dwutlenek wegla.
W poréwnaniu z hodowlg kontrolng, w ktérej nie zastosowano dodatku perfluoro-
wanego nosnika dwutlenku wegla, zanotowano prawie 50% wzrost efektywnosci in-
dukcji pedéw z hodowanych kultur komérkowych. W prébach zawierajacych perflu-
oroalkan uzyskiwano prawie dwa razy wiecej biomasy wytworzonych pedéw niz
w prébach kontrolnych. Innym dodatnim efektem zastosowania perfluorowanego
nosnika dwutlenku wegla byt wyrazny, bo ponad 30% wzrost liczby wytworzonych
podczas indukcji pedéw korzeni. Wzrost korzeni jest czesto hamowany przez po-
wstajace zwigzki fenolowe. Na podstawie przeprowadzonej analizy sktadu homoge-
nizatu korzeni wykazano znaczgacy spadek stezenia tych zwigzkéw w tkankach ros-
lin wyhodowanych w podtozu z dodatkiem perfluorodekaliny nasyconej dwutlen-
kiem wegla. Prawdopodobnie efekt ten zwigzany jest ze zwiekszeniem aktywnosci
oksydazy fenolowej, enzymu odpowiedzialnego za proces utleniania zwigzkéw fe-
nolowych do tzw. barwnikéw chininowych [53].

4.3. Hodowle komorek zwierzecych

Hodowle in vitro zwierzecych kultur komoérkowych, w ktérych jako nosniki tlenu
wykorzystuje sie zwigzki perfluorowane podzieli¢ mozna na dwa rodzaje. Pierwszy
z nich polega na wgtebnej hodowli komérek w reaktorze z rozproszonymi kroplami
perfluoroalkanu. Drugi rodzaj hodowli, stosowany do komoérek adhezjozaleznych,
polega na wzroscie komoérek na powierzchni miedzyfazowej utworzonej na granicy
fazy wodnej i perfluorowanej. Przyktadowe zastosowania perfluorozwigzkéw w bio-
technologii komorek zwierzecych przedstawione zostaty w tabeli 6.

Tabela 6
Zastosowania perfluorozwigzkéw w hodowlach komorek zwierzecych
Gatunek Perfluorozwigzek Efekt Literatura
Spadoptera frugiperda owad (w) | perfluorotributylamina | wzrost stezenia biomasy; [56-58]
wzrost produkeyjnosci zrekombinowanego biatka
mysz (W) perfluorotributylamina | wzrost stezenia biomasy [1,5]
mysz (p) perfluorotributylamina, | réznice w morfologii wzrastajacych komorek; [59]
perfluororooktan tworzenie wielokomorkowych agregatow

skroty: (w) — hodowla wgiebna zawiesiny komoérek; (p) — hodowla komoérek na powierzchni miedzyfazowej
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PFC

pozywka
Rys. 3. Schemat reaktora do hodowli komoérek zwierze- e

cych z perfluorozwigzkiem spltywajacym po $cianach (na
podst. [56]).
PFC

Perfluorozwigzki stosowane byty w celu zwiekszenia natlenienia medium ho-
dowlanego we wgtebnych hodowlach zawiesin komoérek zaréwno bezkregowcow
(owadow), jak i zwierzat kregowych (ssakow) [1,56]. Opracowanych zostato wiele
rozwiazan procesowych, ktérych celem byta redukcja negatywnego wplywu sztucz-
nie stworzonego srodowiska wzrostu na hodowane komorki. Przyktadem takiego
rozwigzania jest bioreaktor kolumnowy, w ktérym po wewnetrznych $cianach,
w sposob ciagly, sptywat perfluorowany nosénik tlenu (rys. 3). Zbierajgca sie w dolnej
cze$ci zbiornika perfluorotributyloamina byta zawracana i po nasyceniu tlenem
w zewnetrznym ukfadzie do natleniania ponownie podawana na $ciany reaktora.
Sptywajaca warstwa perfluorozwigzku nie tylko nasycata tlenem pozywke, lecz jej
ruch wywotywat fagodne mieszanie zawartos$ci zbiornika. W opisany sposéb hodo-
wane byty komérki poczwarki jednego z gatunkéw motyli, nalezgcego do rodziny
sowek Spadoptera frugiperda (Sf-9) [56]. Po 48 godzinach prowadzenia procesu uzy-
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skano dwa razy wiekszy przyrost biomasy (gesto$¢ komérek: 2,9 X 106 komo-
rek/ml) w poréwnaniu do kultury wzorcowej bez dodatku perfluorotributyloaminy
(1,4 X 10 komorek/ml) wzrastajgcej w wirowanej kolbie Erlenmeyera, przy zacho-
waniu identycznej wartosci (80%) zywotnos$ci komorek. W trakcie wgtebnej hodowli
komoérek poczwarki prowadzonej w reaktorze zbiornikowym, uzyskano o 60% wiek-
szy przyrost biomasy w poréwnaniu do hodowli kontrolnej napowietrzanej w spo-
so6b tradycyjny, czyli fazg gazowa [57]. Hodowane in vitro komérki owadéw moga
zosta¢ wykorzystane na przyktad do produkgji przeciwcial monoklonalnych. Wyka-
zany zostal takze korzystny wplyw stezenia tlenu rozpuszczonego w medium ho-
dowlanym na wydajno$¢ produkcji zadanego zrekombinowanego biatka przez
uprzednio genetycznie zmodyfikowane komérki Spadoptera frugiperda [57,58].

Zwiazki perfluorowane stosowano takze w hodowli wglebnej zawiesiny mysich
komorek hybrydowych. Komérki te uzywane sg m.in. do produkcji przeciwcial mo-
noklonalnych. Otrzymuje sie je w wyniku fuzji komoérek szpiczaka i limfocytow uzy-
skanych z immunizowanych myszy. Zwiekszenie stezenia tlenu w pozywce wywo-
tane obecnoscig emulsji perfluorotributyloaminy w hodowli komorek hybrydowych
wydtuzyto wykfadnicza faze ich wzrostu. Wynikiem tego byt ponad sze$ciokrotny
wzrost stezenia zywych komoérek w plynie hodowlanym w poréwnaniu do kultury
komorkowej wzrastajgcej w warunkach tradycyjnego natleniania. Hodowle prowa-
dzono w obracajacych sie szklanych tubach, w ktérych natlenianie medium hodow-
lanego zachodzito na skutek przelewania sie zawartosci. W badaniach stosowano
10% dodatek emulsji PFC [1,5].

Wiele rodzajéw komoérek zwierzecych wykazuje zdolno$¢ wzrostu tylko w przy-
padku ich kontaktu ze stalg powierzchnig. Okazato sie, ze state, syntetyczne no$niki
wprowadzane do bioreaktorow w celu zapewnienia kontaktu z podiozem wzrasta-
jacym komoérkom moga by¢ z powodzeniem zastgpione powierzchnig miedzyfazowa,
wytworzong miedzy faza wodng pozywki a hydrofobowg faza perfluorowanego cie-
ktego nos$nika tlenu. Takie rozwiazanie procesowe pozwala na czerpanie korzysci wy-
nikajacych zaréwno z zaspokojenia sSrodowiskowych wymagan komorek jak i ze zwiek-
szonej dostepnosci tlenu do ptynu hodowlanego. W przypadku powierzchni kontaktu
zapewnianej przez dwie niemieszajgce sie ciecze wzrost komorek odbywa sie nie bez-
posrednio na granicy faz, lecz na wytworzonej przez same komorki cienkiej, biatkowej
warstwie. Jej tworzenie jest prawdopodobnie stymulowane przez weglowodorowe za-
nieczyszczenia obecne w komercyjnie dostepnych perfluorowanych preparatach [1,5].
Kolejng zaleta wynikajaca z zastosowania uktadéow z powierzchnig miedzyfazowa
ciecz/ciecz jest fatwiejsza izolacja otrzymanych komorek po zakonczeniu hodowli.
Mogg one zosta¢ oddzielone od piynu hodowlanego przez wirowanie, bgdz mecha-
niczne zebranie ich warstwy znad powierzchni miedzyfazowej. Nie ma, bowiem po-
trzeby stosowania metod izolacji komoérek z tradycyjnych metod hodowli komoérek ad-
hezjozaleznych, takich jak odklejanie trypsyna (trypsynizacja) [59].

Wyniki uzyskane podczas hodowli mysich komérek [59] (pochodzacych z linii
komoérkowej L-929) w uktadach dwufazowych: faza wodna/faza perfluorozwiazki,
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potwierdzily przydatnos¢ takiego rozwigzania procesowego do hodowli adhezjoza-
leznych komorek zwierzecych. Zaréwno krzywe wzrostu jak i uzyskiwane w trakcie
hodowli wartosci stezen zywych komorek nie odbiegaly w znaczacy sposéb od war-
tosci otrzymanych w uktadach kontrolnych, w ktorych powierzchnie do wzrostu sta-
nowilo polistyrenowe naczynie hodowlane. R6zna natomiast byta morfologia komo-
rek wzrastajacych na odmiennych powierzchniach. Komoérki hodowane na powierz-
chni polistyrenowej rosly w postaci pojedynczej warstwy, natomiast komorki ros-
ngce na powierzchni miedzyfazowej woda/PFC tworzyly przestrzenne, potkuliste
struktury, charakterystyczne dla komérek watroby hodowanych w warunkach in vitro.
OdmiennoSci te wynikajg z réznic w fizycznych wtasciwosciach badanych powierz-
chni miedzyfazowych.

5. Perspektywy rozwoju zastosowan perfluorozwigzkéw w biotechnologii

Zwiazki perfluorowane posiadaja duzy potencjat aplikacyjny w biotechnolo-
gii. Dotyczy on przede wszystkim mozliwo$ci wykorzystania perfluoroalkanow
jako nosnikéw tlenu w bioreaktorowych hodowlach komoérkowych organizmow
eukariotycznych. W przeprowadzonych dotychczas doswiadczeniach okazuje sie,
ze dla uktadéw o wyzszej zawartos$ci tlenu osiggane sg wieksze przyrosty bioma-
sy. W wielu przypadkach produktywnos¢ okreslonego, technologicznie pozada-
nego metabolitu komdérkowego jest rowniez wieksza. Niska rozpuszczalnosc¢ tle-
nu w wodzie, jak sie okazuje, jest czesto czynnikiem limitujgcym szybszy rozwdéj
wzrastajacych komérek oraz ograniczajgcym czesto$¢ ich podzialow. Woda jest
jednak podstawowym sktadnikiem wszystkich pozywek stosowanych w bioreak-
torowych hodowlach wgtebnych i nie da sie jej zastapi¢ zadnym innym rozpusz-
czalnikiem.

Komorki roslin jak i zwierzat sa wrazliwe na dziatanie sit $cinajacych generowa-
nych w trakcie intensywnego mieszania i napowietrzania pozywki hodowlane;j.
W rozwigzaniach praktycznych poszukuje sie zatem kompromisu pomiedzy zapew-
nieniem odpowiednich warunkéw do wymiany gazowej a prowadzeniem hodowli
w lagodnych warunkach hydrodynamicznych, sprzyjajacych wzrostowi i podzialom
komorek. Na szczego6lna uwage w inzynierii bioreaktorow zastuguja rozwigzania
procesowe pozwalajgce oming¢ przedstawiong trudno$¢ przez zastosowanie nie-
konwencjonalnych technik napowietrzania. Specyficzne wtasciwosci fizykochemicz-
ne zwigzkéw perfluorowanych pozwalaja stosowac je jako ciekle nosniki tlenu,
a takze jako nos$niki dwutlenku wegla lub gazowych produktéw metabolizmu hodo-
wanych komoérek. Wykorzystanie obojetnego (neutralnego) nosnika gazoéw fizjolo-
gicznych, ktérego zdolnos¢ do wigzania tlenu wielokrotnie przewyzsza jego roz-
puszczalno$¢ w wodzie, pozwala na zmniejszenie wymaganej szybkos$ci przeptywu
pozywki hodowlanej przez przestrzen wewnetrzng bioreaktorow. Konsekwencja
tego jest ograniczenie negatywnego wptywu na komoérki czynnikow odpowiedzial-
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nych za generowanie w wyniku intensywnego mieszania oraz pecherzykowego na-
tleniania pozywki sit Scinajacych.

Czynnikiem ograniczajagcym stosowanie perfluorozwigzkéw w biotechnologii
moze by¢ wysoki koszt dostepnych komercyjnie preparatéw perfluorowanych. Przy-
ktadowa cena jednego z najczesciej uzywanych w badaniach cyklicznego perfluoro-
alkanu — perfluorodekaliny wynosi okoto 500 USD za litr preparatu (dane z 2004 r.).
Dodatek PFC do hodowli nie przekracza wprawdzie 20% objetosci pozywki zatem
wysoki koszt nosnika gazoéw nie ogranicza, jak sie wydaje, rozwoju doswiadczal-
nych badan laboratoryjnych. Cena perfluoroalkanéw moze za to ujemnie wplywac
na ekonomike ich wykorzystania w skali przemystowej. Jednakze inertno$¢ nosnika
tlenu oraz jego niemieszalno$¢ z faza wodna umozliwia recyrkulacje praktycznie
calej jego ilosci wprowadzonej do uktadu hodowlanego. Odzyskany z reaktora per-
fluorozwiazek moze by¢ nastepnie ponownie sterylizowany, nasycany odpowiednim
gazem i ponownie uzywany w tym samym lub innym procesie. Wszystkie te opera-
cje ograniczajg, a wrecz eliminujg jakikolwiek negatywny wpltyw tej grupy zwiazkow
na srodowisko naturalne podczas ich laboratoryjnego uzycia. Recyrkulacja i regene-
racja perfluorowanych preparatow powoduje takze znaczng redukcje naktadow fi-
nansowych poniesionych w zwigzku z zakupem perfluorozwigzkéw w przeliczeniu
na jednostkowe ich uzycie. Zastosowanie perfluorozwigzkéw w biotechnologii jest
najczesciej zwigzane z produkcjg preparatow o wysokiej cenie jednostkowej (Srodki
farmaceutyczne, przeciwcialta monoklonalne, genetycznie zmodyfikowane komor-
ki), co uzasadnia wysokie koszty stosowanych technik.

Pochodzace z ostatnich pietnastu lat doniesienia literaturowe o wykorzystaniu
perfluoroalkanéw jako czynnika dostarczajacego tlen w hodowlach komérek roslin-
nych i zwierzecych zawierajg tylko jakoSciowe informacje na ten temat. Brak jest
Scistych danych ilosciowych pozwalajgcych na racjonalne projektowanie bioreakto-
row, w ktorych perfluorozwiazki sa wykorzystywane jako no$niki tlenu. Niewiele
jest rowniez specyficznych rozwigzan procesowo-aparaturowych pozwalajacych na
efektywne prowadzenie proceséw biotechnologicznych z udziatem ciektych no$ni-
kéw gazéw oddechowych.
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