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STRESZCZENIE

W artykule przedstawiono fizjologiczne role jonow cytrynianowych, ich ztozony udziat w procesach metabo-
licznych oraz lokalizacje w komoérkach ludzkiego organizmu. Ponadto opisano zastosowania terapeutyczne,
takze te, ktore obecnie sa w fazie testow. Stosunkowo nowym kierunkiem badan jest wykorzystanie cytrynia-
noéw w dziedzinie inzynierii biomateriatowej, otwierajace nowe mozliwosci zastosowan w medycynie i farma-
cji.

SLOWA KLUCZOWE: cytryniany, metabolizm, struktura kosci, biomateriaty kosciozastepcze, kamica nerkowa,
dna moczanowa

ABSTRACT

CITRATE IONS - THEIR PHYSIOLOGICAL FUNCTIONS, PHARMACOTHERAPEUTIC APPLICATIONS, AND POTENTIAL
ROLE IN BIOMATERIALS ENGINEERING

The topics of this review are the physiological functions of citrate ions, their complex contribution to meta-
bolic processes, as well as their localization within cells of the human body. Moreover, therapeutic applica-
tions of citrates are discussed, including those currently at the testing stage. A relatively new direction of re-
search is the use of citrates in biomaterials engineering, an approach that leads to possible novel applications
in medicine and pharmacy.

KEYWORDS: citrates, metabolism, bone structure, bone replacement biomaterials, nephrolithiasis, gout

1. Wprowadzenie peutycznych oraz wykorzystanie w inzynierii biomateria-
Kwas cytrynowy (Ryc. 1.) to trojkarboksylowy kwas or- tow, co stanowi tresc niniejszego art.ykut.u.
ganiczny z grupy hydroksykwasow. Najpowszechniej wyste- ' Rlole leJologlc.zne i zastosowal?la biomedyczne cytry-
pujacymi w naturze, a takze najczesciej stosownymi w te- nianow przedstawiono schematycznie na Ryc.2.
rapii solami tego kwasu sa cytryniany magnezu, potasu
oraz sodu.
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Ryc. 1. Wzor czasteczkowy kwasu cytrynowego.

Kwas cytrynowy i jego sole znajduja szerokie zastoso-
wanie w przemysle farmaceutycznym, a takze spozywczym
jako regulatory kwasowosci i przeciwutleniacze [1,2]. In
vivo cytryniany biorg udziat w wielu szlakach metabolicz-
nych, odgrywajac tym samym istotne role w procesach fi-
zjologicznych. Stanowia ponadto jeden z organicznych Ryc. 2. Role fizjologiczne (tto niebieskie) i zastosowania bio-
komponentéw tkanki kostnej. Najnowsze wyniki badan medyczne (tto zielone) cytryniandw.
wskazuja na mozliwosci nowych zastosowan farmakotera-
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2. Role fizjologiczne cytrynianow

Jony cytrynianowe, obecne w kazdej komorce, petnig
wiele funkcji bezposrednio zwiazanych z jej metaboli-
zmem. Biora one udziat w licznych reakcjach biochemicz-
nych, miedzy innymi w ciagu przemian reakcji zapalnej,
cyklu kwasu cytrynowego, procesach nowotworowych, ace-
tylacji biatek histonowych oraz wydzielaniu insuliny (roz-
winiecie ponizej). Ponadto, badania z wykorzystaniem me-
tod chromatografii cieczowej sprzezonej z spektrometrig
mas oraz magnetycznego rezonansu jadrowego [3-5] wyka-
zaty zmiany stezenia tych jonéw w komorkach u pacjentow
z niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby (NAFLD)
oraz rakiem prostaty, co daje kolejne dowody ich uczest-
nictwa i ztozonej roli w metabolizmie komorek, a tym sa-
mym w fizjologii i patofizjologii catego organizmu.

2.1. Cytryniany w przemianach reakcji zapalnej

W trakcie reakcji zapalnej komorki przechodza wiele
przemian metabolicznych, w ktérych rowniez cytryniany
odgrywaja bardzo istotng role. Badania makrofagow po-
traktowanych endotoksynami bakteryjnymi (LPS) [6] po-
zwolity zaobserwowac obnizong ekspresje gendw zaanga-
zowanych w metabolizm mitochondrialny, np. gendéw kodu-
jacych ztozone podjednostki biatkowe tancucha oddecho-
wego i nosnika nukleotydu adeninowego. Zaobserwowano,
ze komorki zaczynaja przechodzi¢ ze stanu spoczynku, w
trakcie ktorego generuja ATP, do stanu aktywnosci, zostaje
tym samym pobudzona glikoliza, a w jej wyniku powstaja
wieksze ilosci ATP oraz inne potprodukty, ktore dla makro-
fagow stanowia substraty do produkcji mediatorow stanu
zapalnego. Aktywnos¢ enzymow mitochondrialnych zaanga-
zowanych w cykl Krebsa zostaje zahamowana, przez co
ostatecznie procesy kataboliczne rowniez zostaja zahamo-
wane, a anaboliczne - uruchomione. Kwas cytrynowy zosta-
je wycofany z cyklu i przetransportowany z mitochondriow
do cytosolu, gdzie jest rozktadany do acetylo-CoA, ktory
stanowi substrat do produkcji kwasu arachidonowego, zro-
dta miedzy innymi prostaglandyn i leukotriendw, naleza-
cych do mediatorow stanu zapalnego [7,8].

Mitochondrialne przekazniki komorkowe petnia funkcje
regulatorowa wzgledem produkcji mediatorow reakcji za-
palnej, co zostato wykazane w cyklu prac z zastosowaniem
siRNA oraz inhibitorow tzw. biatkowego nosnika cytrynia-
now (CIC). Ponadto, po zahamowaniu aktywnosci genu ko-
dujacego CIC za pomoca siRNA obserwowano spadek eks-
portu cytrynianéw z mitochondrium, prowadzacy do obni-
zenia produkcji prostaglandyn. W tym eksperymencie udo-
wodniono, ze promotor genu kodujacego CIC jest zaanga-
Zzowany w pobudzanie makrofagow zalezne od endotoksyn
bakteryjnych, co pozwolito postawi¢ hipoteze, iz cytrynia-
ny petnia kluczowa role w indukcji makrofagow zaleznej od
LPS [6-8].

2.2. Cytryniany w przemianach nowotworowych

Przemiany nowotworowe w komarkach powoduja zmia-
ny ich morfologii, funkcji, ale rowniez zmiany metabolicz-
ne, warunkujace ich proliferacje oraz rozrost (hiperplazje)
danej tkanki. Kompleks kinaz PI3K/AKT (patrz wykaz skro-
tow) jest jednym z czynnikéw regulujacych wzrost, meta-
bolizm, przezycie, oraz proliferacje komorki. Aktywny
kompleks PI3K/AKT powoduje pobudzenie biatkowych
transporterow glukozy (GLUT) i wzmozony jej transport do
komorki, gdzie proces glikolizy ulega aktywacji [9,10]. In-
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nym istotnym efektem dziatania kompleksu PI3K/AKT sa
zmiany w metabolizmie cytrynianéw - wykazano, ze akty-
wacja tego kompleksu w komorkach nowotworowych po-
woduje takze pobudzenie ekspresji genu kodujacego CIC,
co z kolei warunkuje zwiekszone zapotrzebowanie na cy-
tryniany w cytoplazmie. Ich eksport z mitochondriow pod-
trzymuje wowczas glikolize, mitochondrialng fosforylacje
oksydacyjna, produkcje ATP oraz stabilizuje potencjat bto-
nowy [11]. Jak opisano powyzej, geny kodujace CIC ulegaja
intensywniejszej ekspresji w komorkach nowotworowych,
lecz z kolei ich represja pociaga za soba caty tancuch reak-
cji, prowadzacych ostatecznie do ostabienia oddychania
wewnatrzkomorkowego, autofagii mitochondriow i Smierci
komorki. Przeprowadzone doswiadczenie pozwala stwier-
dzi¢ istotna role cytoplazmatycznych cytrynianéw w zmu-
towanych komarkach [12].

Mitochondrialne cytryniany zuzywane sa takze w szlaku
mewalonowym, ktory warunkuje prenylacje biatek Ras i
Rho - nastepuje przytaczanie izoprenoidu do ich czaste-
czek, umozliwiajace zakotwiczenie w btonie komorkowej,
co w konsekwencji doprowadza do mutacji nowotworowych
i przerzutow [13,14].

Opisane przemiany wskazuja na istotny udziat cytrynia-
now w molekularnym podtozu przemian nowotworowych.

2.3. Rola cytrynianéw w sekrecji insuliny

Wydzielanie insuliny przez komérki B trzustki to proces
kontrolowany wieloma mechanizmami. Jeden z komponen-
tow Sciezki sygnatowej, prowadzacej do wydzielania tego
hormonu, powoduje indukowany glukoza wzrost stosunku
ATP/ADP, co z kolei blokuje kanaty potasowe i aktywuje
napieciowe kanaty wapniowe [15]. Wiadomo rowniez, ze
cykl metaboliczny pirogronianu oraz izocytrynianu stanowi
wazny element kontroli sekrecji insuliny stymulowanej glu-
koza (GSIS), co wykazano na komérkach trzustki szczura. Z
badan tych wynika, iz cykl obejmuje eksport cytrynianow z
mitochondriow za pomoca biatek CIC, a nastepnie szereg
przemian w cytosolu, ktdry ostatecznie prowadzi do po-
wstania pirogronianu [16,17]. W opisanych badaniach do-
konano supresji genu kodujacego CIC przez adenowirusy i
benzotriazol (BTA), co skutkowato zahamowaniem wydzie-
lania insuliny stymulowanego glukoza. Z drugiej strony,
wzmozenie GSIS oraz wzrost stezenia cytrynianow w cyto-
plazmie nastepowaty w wyniku pobudzenia ekspresji genu
kodujacego CIC. Opisane wyniki eksperymentow wskazuja
na istotna role cytrynianow jako waznego czynnika meta-
bolicznego w procesie wydzielania insuliny. Role sygnatowa
wobec sekrecji insuliny moze petnic rowniez a-
ketoglutaran (a-KG). Wykazano to poprzez wyciszenie genu
kodujacego dehydrogenaze izocytrynianowa przeksztatca-
jaca izocytrynian w a-KG, co skutkowato ostabieniem GSIS
[18].

2.4. Rola cytrynianéw w acetylacji histonow

Modyfikacje chemiczne histonéw to jeden z podstawo-
wych i najbardziej efektywnych mechanizméw modelowa-
nia chromatyny i regulacji dostepu do poszczegoélnych ge-
now. Najbardziej powszechnymi modyfikacjami sg acetyla-
cja i deacetylacja histonéw, katalizowane przez odpowied-
nie enzymy (acetylotransferaza i histonowa deacetylaza)
[19]. Acetylacja to proces, powodujacy czesciowa dekon-
densacje chromatyny, co istotnie wptywa na dostep do niej
czynnikow transkrypcyjnych. Caty mechanizm jest jedna z
gtownych metod regulacji transkrypcji. Wynika z tego, iz
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zahamowanie acetylacji moze spowodowad znaczne
zmniejszenie, badz nawet catkowite zablokowanie procesu
transkrypcji, na skutek braku dostepu do poszczegélnych
genow w obrebie chromatyny. Proces acetylacji jest regu-
lowany zmianami stezenia acetylo-CoA, ktory powstaje w
wyniku reakcji cytrynianu pochodzenia mitochondrialnego
z liaza ATP-cytrynianowa (ACLY). Mozna zatem stwierdzic,
ze cytryniany uczestnicza w przemianach, ktore ostatecz-
nie prowadza do acetylacji histonow.

Kluczowa okazuje sie rowniez rola nosnika CIC jako
transportera cytrynianéow z mitochondrium, co udowodnili
Morciano i wsp., hamujac ekspresje genu kodujacego CIC.
To skutkowato ostatecznie znacznym obnizeniem stopnia
acetylacji histonéw, spowodowanym brakiem cytrynianow
w cytosolu. Co wiecej, w komérkach poddanych dziataniu
siRNA nastepuje spadek ekspresji genu CIC o okoto 70%, co
z kolei prowadzi do obnizenia stezenia cytrynianow w cyto-
solu, zaburzenia procesu acetylacji i deacetylacji, a osta-
tecznie do powaznych zmian w strukturze chromosomow,
jak np. powstawanie mostow chromosomowych [20].

2.5. Rola cytrynianéw w niealkoholowej sttuszczeniowej
chorobie watroby (NAFLD)

NAFLD to sttuszczenie watroby wywotane przez rdézne
czynniki, inne niz alkohol. Podstawowymi przyczynami sa
tu otytos¢ i powiazane z nig zaburzenia metaboliczne, oraz
cukrzyca typu 2. Najwieksze znaczenie w rozwoju choroby
ma insulinoopornos¢, ktora prowadzi do odktadania sie
nadmiernej ilosci ttuszczu w hepatocytach [21]. Wykazano,
ze stanowi temu towarzyszy zwiekszenie stezenia cytrynia-
now w cytosolu, spowodowane wzrostem ilosci wolnych
kwasow ttuszczowych (w procesie B-oksydacji kwasow
ttuszczowych powstaje acetylo-CoA, substrat do syntezy
cytryniandw) oraz glukozy, przy czym wzrost ten zwigzany
jest z zaburzeniami metabolicznymi. Wykazano, ze nadtle-
nek wodoru w potaczeniu z podwyzszonym stezeniem cy-
trynianow wywotuje stres oksydacyjny, jednakze w przy-
padku braku nadtlenku wodoru stan stresu oksydacyjnego
nie wystepuje, co wskazuje na posrednia role cytrynianow
[3]. Mechanizm molekularny wspomnianych przemian nie
jest do konca poznany, jednak najbardziej prawdopodobna
jest hipoteza, ze cytryniany chelatuja zelazo, wypierajac
je z kompleksu z ferrytyna, po czym nowy kompleks [jony
zelaza-cytrynian] indukuje powstawanie wolnych rodnikow
hydroksylowych. Proponowany mechanizm moze wskazy-
wac, ze cytryniany, chelatujac zelazo, petnia posrednia
role wobec indukcji powstawania wolnych rodnikow, a
przez to patologicznych zmian w hepatocytach [22-24].

2.6. Cytryniany w komorkach prostaty

U ssakow najwieksze stezenia cytrynianow, biorac pod
uwage ich rozktad w organizmie, wystepuja w komérkach
prostaty, co spowodowane jest zdolnoscia tych komoérek do
wytwarzania cytrynianow ,netto”. Przy standardowym me-
tabolizmie u ssakow, atomy wegla pochodzace pierwotnie z
cytrynianéw sa metabolizowane do szczawiooctanu (OAA)
oraz uwalniane jako CO; (cykl Krebsa). Cecha charaktery-
styczna komorek prostaty jest to, ze kumulujac cytryniany
doprowadzaja do braku OAA i acetylo-CoA. Pierwszy ze
zwiazkow jest dostarczany jako produkt transaminacji
asparaginianu, natomiast drugi pochodzi z utleniania glu-
kozy. Opisany proces pozwala na uzupetnienie brakéw w
komorce [25,26]. Utrzymanie wysokich stezen cytrynianow
w komorkach prostaty jest mozliwe dzieki zablokowaniu
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ich utleniania. Osiggane jest to za pomoca mitochondrial-
nych zapasow cynku (3-5 pmol/g), ktory hamuje aktywnos¢
m-akonitazy, katalizujacej przejscie cytrynianu do izocy-
trynianu. Ponadto, w komorkach prostaty wykazano ogra-
niczong aktywnos¢ ACLY, co pomaga w zachowaniu zapa-
sOw cytrynianéw i utrzymanie ich odpowiednio wysokich
stezen specyficznych dla tego gruczotu [27].

3. Zastosowanie cytrynianow w farmakoterapii

W lecznictwie stosuje sie wiele lekow, zawierajacych
sole cytrynianowe (np. cytrynian butamiratu, fentanylu,
sildenafilu), jednakze ich dziatanie nie dotyczy aniondw
cytrynianowych, lecz ztozonego kationu organicznego. Jed-
nak w uzyciu sa takze leki, ktorych wtasciwa substancja
terapeutyczna sa cytryniany (obecnie dwa zarejestrowane
preparaty), a ich dziatanie wynika najczesciej z faktu, ze
stanowiag stosunkowo mocne zasady Bronsteda. Pierwszy z
preparatow zawiera substancje aktywna w postaci cytry-
nianu potasu (680 mg, tabletki o zmodyfikowanym uwal-
nianiu). Stosowany jest u pacjentéw z wapniowa kamica
nerkowa, u ktorych obserwuje sie niskie stezenie wydala-
nych z moczem cytrynianéw. Cytrynian potasu petni tutaj
role inhibitora reakcji powstawania kamieni nerkowych, w
ktorych sktad wchodza gtownie szczawian i fosforan wap-
nia. Cytryniany przez podwyzszenie pH moczu spowalniaja
wzrost kamieni i tworzenie sie nowych zarodkow ka-
miczych. Lek powoduje réwniez spowolnienie zuzycia en-
dogennych cytrynianow oraz zwiekszone ich wydalanie
przez nerki [28].

Drugi preparat stosowany w postaci granulatu do spo-
rzadzania roztworu doustnego jest mieszaning cytrynianu
potasu, cytrynianu sodu oraz kwasu cytrynowego (46,4 g +
39,1 g + 14,5 g na 100 g granulatu). Stosowany jest w przy-
padkach kamicy drég moczowych ztozonej z kwasu moczo-
wego i moczanow oraz u pacjentow z dna moczanowa. Cy-
tryniany zawarte w leku maja zdolnos¢ stopniowego roz-
puszczania ztogow soli kwasu moczowego. W moczu o ni-
skim pH kwas moczowy wytraca sie w postaci trudno roz-
puszczalnych soli. Ze wzgledu na wtasciwosci buforujace,
lek zwigksza pH moczu i pozwala na powolne rozpuszczanie
sie powstatych ztogow [29]. Obecnie preparat znajduje sie
na liscie lekow refundowanych.

Poza opisanymi wyzej zastosowaniami cytrynianow w
terapii, na uwage zastuguja badania dotyczace testowania
cytrynianéow w leczeniu zmian nowotworowych. Uwaza sie,
ze zwiekszona ilos¢ cytrynianu w komdrkach rakowych za-
trzymuje transkrypcje gendow kodujacych fosfofruktokina-
ze, prowadzac tym samym do zahamowania glikolizy,
wszystkich szlakow energetycznych, oraz pobudzenia zu-
zywania ATP. Powoduje to zatrzymanie wzrostu komorki i
ostatecznie jej Smierc [30,31]. Antynowotworowe dziatanie
cytryniandw in vitro zostato wykazane przez zespét Lu i
wsp. na dwoch liniach komorek ludzkiego raka zotadka.
Komorki hodowane byty na odpowiednich podtozach zawie-
rajacych rozne stezenia cytrynianéw (5-220 mmol/L) oraz
poddawane ocenie zywotnosci, morfologii oraz stopnia
apoptozy (metoda Western blot) w czasie 24-72 godzin.
Badanie jednoznacznie pokazato silng aktywnos¢ cytotok-
syczna cytrynianow w stosunku do obu badanych linii ko-
morek raka zotadka [31].

4, Cytryniany jako komponent tkanki kostnej

Uktad kostny tworzy ludzki szkielet, ktory spetnia wiele
funkcji - miedzy innymi stanowi mechaniczna podpore oraz
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ochrania inne narzady, a takze jest rezerwuarem jonow
Ca”". Tkanka kostna moze wystepowaé w formie zbitej lub
gabczastej, a odpowiedni stosunek obu, wraz z utozeniem
przestrzennym, tworzy kos¢. Kosci maja réznorodne ksztat-
ty, w zaleznosci od spetnianych funkcji i potaczen z innymi
elementami organizmu. Tkanka ta jest bardzo dynamiczna,
stale ulega przebudowie pod wptywem czynnikéw hormo-
nalnych i fizycznych [32]. Sktad chemiczny kosci przedsta-
wiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Zawarto$c procentowa (% wagowy) sktadnikow tkanki
kostnej [33].

Sktadniki kosci Zawartosc¢ [%]
Mineralne

Hydroksyapatyt 60-66
Weglany (gtéwnie jako apatyt weglanowy) -4

Na* ~0,7

Mg ~0,5
Organiczne

Kolagen 20-25
Cytryniany -0,9

Inne biatka (osteokalcyna, osteonektyna, 2.3
osteopontyna)

Inne (polisacharydy, lipidy, cytokiny) ilosci sladowe
Woda 8-9

Szczegolnie istotny, zwtaszcza z punktu widzenia inzy-
nierii biomateriatowej, jest minerat kostny, klasyfikowany
jako hydroksyapatyt. W jego sktad wchodza jony: Ca*, OH’
oraz PO, a tak zwany stechiometryczny hydroksyapatyt
mozna przedstawi¢ wzorem Caqo(PO4)s(OH),. Jednak grupy
fosforanowe sa stosunkowo tatwo podstawiane miedzy in-
nymi przez weglany (nazywane wtedy weglanami typu B), a
jony wapnia przez jony magnezu, sodu czy potasu. Z kolei
w miejsce grup OH’, moga podstawic sie chlorki, fluorki, a
takze weglany, (nazywane wowczas weglanami typu A).
Obecnos¢ poszczegoblnych jondw wptywa miedzy innymi na
aktywnos¢ enzymow zwiazanych z tkanka kostna, ale zmie-
nia takze wtasciwosci mechaniczne mineratu [34].

Istotnym organicznym sktadnikiem tkanki kostnej, jest
kolagen typu | - gtowne biatko kostne. Pojedyncza cza-
steczka fibrylarnej skleroproteiny kolagenu zbudowana jest
z trzech skreconych spiralnie tancuchow polipeptydowych,
ztozonych z 19-105 reszt aminokwasowych, tworzac tzw.
superhelisg. Pierwszorzedowa sekwencja kolagenu kostne-
go to powtarzajacy sie fragment trzech reszt aminokwa-
sow: Gly-X-Y, gdzie X to gtéwnie prolina, a Y to hydroksy-
prolina lub hydroksylizyna, przy czym glicyna stanowi okoto
30% wszystkich aminokwasow. Z kolei wystepowanie hy-
droksylowanej proliny i lizyny znamienne jest niemal tylko
dla kolagenu kostnego [35].

Sktadnikiem kosci sa rowniez cytryniany, Scisle zwiaza-
ne z powierzchnia krysztatow hydroksyapatytowych. Ich
szczegotowa lokalizacja w tkance kostnej zostata udowod-
niona metoda NMR poprzez zbadanie odlegtosci od apatytu
oraz wykazanie braku ruchow czasteczek o duzej amplitu-
dzie. Po usunieciu cytrynianow z kosci za pomoca rozcien-
czonego kwasu na goraco i zastgpieniu ich cytrynianami
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znakowanymi weglem C-13, oznaczono doktadne jego odle-
gtosci od warstwy apatytowej. Dwa z trzech karboksylo-
wych wegli cytrynianu znajduja sie blizej powierzchni, co
pokazuje, ze jego czasteczka jest delikatnie nachylona w
stosunku do powierzchni apatytu [36].

Cytryniany odgrywaja takze istotna role w procesach
przebudowy kosci. Przede wszystkim w postaci zaadsorbo-
wanej na powierzchni krysztatow mineratu kostnego stabi-
lizuja je zapobiegajac nadmiernemu przyrostowi, jak i
nadmiernej resorpcji, przez co utrzymywana jest naturalna
nanostruktura. Dodatkowa funkcja, ktora zwigzana jest z
bardzo niewielka odlegtoscia cytrynianow od powierzchni
apatytowych, jest taczenie sasiednich warstw mineralnych.
Cytryniany petnig tutaj role ,mostu” pomiedzy dwiema
powierzchniami  hydroksyapatytu. Ponadto niepolarne
fragmenty czasteczek cytrynianéw oddziatuja z niepolar-
nymi fragmentami reszt aminokwasowych wtokien kolage-
nowych, co dodatkowo umacnia mechanicznie kos¢ i za-
pewnia jej stabilnos¢ [36].

5. Potencjalne zastosowanie cytrynianéw w inzynierii
biomateriatowej

Ze wzgledu na naturalne wystepowanie cytrynianow w
kosciach prowadzi sie obecnie badania nad ich wykorzysta-
niem w inzynierii biomateriatow. Jak opisano wyzej, ich
biologiczna funkcja w tkance kostnej wiaze sie z kontrolo-
waniem wielkosci nanokrysztatow apatytowych i stabilizo-
waniem ich. Zatem wykorzystanie cytrynianow w produkcji
biomateriatow kosciozastepczych moze okazac sie pomoc-
ne w wytwarzaniu krysztatow apatytu o okreslonej wielko-
sci, tak, by byty jak najbardziej wytrzymate i zblizone mor-
fologiczne do swojej biologicznej formy. Przeprowadzone
metoda NMR badania apatytu stabilizowanego cytrynianami
potwierdzity te hipoteze i w ten sposob udowodniono, ze
za pomoca cytrynianow mozna kontrolowac wzrost kryszta-
tow syntetycznego hydroksyapatytu i przy tym zachowac
ich nanostrukture. Wptyw frakcji cytrynianowej na apatyt
zmienia sie wraz ze zmiang stezenia cytrynianu. Zastoso-
wanie stezenia zblizonego do naturalnego powoduje wy-
tworzenie biomimetycznego materiatu kosciozastepczego
oraz zwieksza biozgodnos¢ materiatu. Jak udowodniono,
zwiekszenie stezenia cytrynianow do 40 mmol/L powoduje,
ze frakcja fosforanowa staje sie dominanta fazy mineral-
nej, co wykazano za pomoca badan NMR [37].

Hao i wsp. przeprowadzili doswiadczenia majace na ce-
lu okreslenie wptywu cytryniandéw na strukture hydroksy-
apatytu (HA). Prowadzili oni synteze apatytu metoda hy-
drotermalna, z uzyciem cytrynianu sodu i propionamidu.
Wykazali, ze oba te zwiazki powoduja powstawanie poro-
watej nanostruktury HA. Poprzez zmiany czasu trwania
syntezy badali mechanizm tworzenia si¢ wspomnianej po-
rowatosci. W rezultacie wykazano, ze krysztaty mineratu
przechodza z postaci nanoptaszczyzny do nanosfery wraz z
uptywem czasu trwania reakcji. Dzigki tym badaniom udato
sie zobrazowac proces syntezy HA w obecnosci cytrynianow
i ich wptyw na krystalicznos¢ apatytu [38]. Podobne bada-
nia prowadzili rowniez Jin i wsp. realizujac syntezy hydrok-
syapatytow w obecnosci cytrynianéw, a nastepnie spraw-
dzajac wptyw temperatury oraz czasu trwania reakcji na
morfologie, trwatos¢ i rozmiar krysztatow HA. Wykazano,
ze wzrost temperatury oraz wydtuzenie czasu trwania syn-
tezy powoduja zwiekszony stopien krystalicznosci oraz
wieksze rozmiary wydtuzonych krysztatow apatytu, jednak
zmniejsza sie jego stabilnos¢ w tej postaci. Doniesiono, ze
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w zmiennych warunkach srednica krysztatow pozostaje dy-
namiczna, co znacznie obniza koloidalng statos¢ rozpadu
HA, czyli rozpad czasteczek koloidu w sposéb jednostajny
[39].

Wyniki badan Li sa kolejnym przyktadem wptywu cytry-
nianéw na stopien krystalicznosci hydroksyapatytu. W syn-
tezie biomateriatu uzyto wodorotlenku wapnia oraz kwasu
ortofosforowego(V) z dodatkiem kwasu cytrynowego i cy-
trynianu potasu w zmiennych proporcjach. Powstawanie
kompleksu [Ca-cytrynian] powodowato zmiany sity jonowej
roztworu oraz aktywnosci jonéw, w zaleznosci od stezenia
cytryniandw. Stwierdzono rowniez, ze roztwor szybciej
przesyca si¢ kwasem cytrynowym niz jego solami. Dodat-
kowo, proces krystalizacji zostat wyjasniony poprzez teorie
mechanizmu zarodkowania krysztatu i jego wzrostu w roz-
tworze [40].

Martins i wsp. przeprowadzili badania nad rola adsor-
bowanego oraz kompleksowanego wapniem cytrynianu
(CaCit). Probowali oni wyjasni¢ role cytrynianu w postaci
chelatu wapnia w ramach mechanizmu zarodkowania i
wzrostu krysztatow. Dowiedli, ze stabilnos¢ kompleksu Ca-
Cit ma decydujace znaczenie w dostepnosci wolnych jonow
wapnia, a tym samym w zwiekszaniu intensywnosci procesu
zarodkowania. Natomiast adsorbowany cytrynian utrzymuje
trwatos¢ nanostruktury HA. Wykazano takze istotne zna-
czenie pH w kontroli rozmiaréw krysztatow - utrzymywa-
nie pH w zakresie 7,4-8,5 powoduje zmiane morfologii
krysztatow z mikrostruktury do nanostruktury [41].

Skwarek i wsp. opisali wtasciwosci hydroksyapatytu
otrzymywanego roznymi metodami. Prowadzili badania ad-
sorpcji w zaleznosci od stezenia kwasu cytrynowego, chlor-
ku sodu oraz wartosci pH. Wykazali rowniez, ze temperatu-
ra (do 800° C) nie ma znaczacego wptywu zarébwno na czy-
sty, jak i pokryty cytrynianami hydroksyapatyt. W artykule
zawarto wyjasnienie mechanizmu adsorpcji cytrynianéw na
HA, ktére pozwala lepiej zrozumiec istote tego procesu i
stanowi podstawe do kolejnych badan [42].

Przedstawione rezultaty badan wskazuja, ze cytryniany
moga stac sie waznymi zwiazkami w inzynierii biomateria-
tow. Dzieki nim mozna manipulowac¢ wzrostem krysztatow
apatytu, ich stabilnoscia oraz morfologia, zaleznie od che-
latacji wapnia badz adsorpcji na powierzchni krysztatu.
taczac obecnos¢ cytrynianéw ze zmianami temperatury,
pH i innych warunkow reakcji, mozna otrzymac hydroksy-
apatyt bardzo zblizony do biologicznego. Cytryniany stwa-
rzaja zatem nowe mozliwosci wytwarzania materiatow ko-
Sciozastepczych o wysokiej biozgodnosci.

6. Podsumowanie

Ze wzgledu na udziat w wielu istotnych przemianach
biochemicznych, a takze funkcje regulatorowe wobec roz-
nych szlakow i reakcji, cytryniany stanowia cenny materiat
badawczy oraz s zwiazkami, ktorych dziatanie nalezy po-
znac doktadniej.

Cytryniany moga by¢ punktem wyjscia w kierunku no-
wych badan w terapii przeciwnowotworowej, inzynierii
biomateriatow oraz w rozpoznawaniu i diagnozowaniu wie-
lu stanéw patologicznych organizmu. Zmiany ich stezen
czesto maja znaczenie diagnostyczne wobec okreslonych
schorzen, np. raka prostaty. Stanowia wazny element
przemian kontrolujacych sekrecje insuliny oraz acetylacje
histonéw. Zahamowanie wydzielania mitochondrialnego
cytryniandéw powoduje zaburzenia tych procesow, co wska-
zuje na ich decydujaca role. Opisujac biomedyczne zasto-
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sowania cytryniandw, nalezy takze pamietac¢ o ich zasto-
sowaniu w farmakoterapii kamicy nerkowej i dny mocza-
nowej.

Cytryniany jako komponent tkanki kostnej w istotny
sposob reguluja wielkos¢ krysztatow apatytu oraz petnig
role mostow taczacych sasiednie powierzchnie mineralne.
Zwiazki te sa waznym przedmiotem badan w ramach inzy-
nierii biomateriatowej (biomateriaty kosciozastepcze apa-
tyt-cytrynian), gdzie podstawowym zagadnieniem jest uzy-
skanie wysoce biozgodnych materiatow implantologicz-
nych.

Roznorodnos¢ rdl fizjologicznych i lokalizacji cytrynia-
néw w organizmie daje wiele mozliwosci do badan podsta-
wowych i aplikacyjnych, ktorych wyniki moga by¢ pomocne
w leczeniu i diagnostyce chordb, badz wptynaé na poprawe
jakosci zycia pacjentéow z implantami.

7. Indeks skrétow

ACLY (ATP citrate lyase) liaza ATP-cytrynianowa

ADP adenozynodifosforan

ATP adenozynotrifosforan

BTA benzotriazol

CaCit kompleks wapn-cytrynian

Cic (citrate carrier) biatkowy nosnik cytrynianow

GLUT (glucose transporter) biatkowy transporter
glukozy

Gly glicyna

GSIS (glucose stimulated insulin secretion) wy-
dzielanie insuliny stymulowane glukoza

HA (hydroxyapatite) hydroksyapatyt

LPS lipopolisacharyd (endotoksyna bakteryjna)

NAD* dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NAFLD (nonalcoholic fatty liver disease) niealko-
holowa sttuszczeniowa choroba watroby

NMR (nuclear magnetic resonance) magnetyczny
rezonans jadrowy

OAA (oxaloacetic acid) szczawiooctan

a-KG a-ketoglutaran

PI3K/AKT kompleks kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy
serynowo-treoninowej

Ras mate biatko G kodowane przez protoonkogen
Ras bedacy homologiem wirusowego onkogenu
wirusa migsaka myszy (rat sarcoma)

Rho mate biatko z rodziny biatek G (Ras homolo-

gous)
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