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Streszczenie: Dehydrogenaza cellobiozowa (CDH) nalezy do zewnatrzkomorkowych enzyméw oksydoredukceyjnych, produkowanych
przez grzyby rozkladajace drewno, nalezace zaréwno do Basidiomycota jak i Ascomycota. Enzym ten posiada binarng strukture, zawie-
rajaca dwa kofaktory (FAD i hem), zlokalizowane w oddzielnych domenach polaczonych proteolitycznie wrazliwym regionem zawiaso-
wym. Ze wzgledu na unikalng budowe oraz wtasciwosci, CDH wykazuje ogromny potencjat aplikacyjny, zaréwno biotechnologiczny jak
i biomedyczny. Celem niniejszej pracy jest przeglad literatury dotyczacej wladciwosci katalitycznych dehydrogenazy celobiozowej oraz jej
potencjalnych zastosowan.

1. Wprowadzenie. 2. Dehydrogenaza celobiozowa. 2.1. Historia odkrycia i klasyfikacja enzymu. 2.2. Struktura, mechanizm dziatania
i wlasciwodci. 3. Potencjal aplikacyjny dehydrogenazy celobiozowej. 3.1. Biomedyczne zastosowania. 3.2. Zastosowanie dehydrogenazy
celobiozowej w procesach biotechnologicznych. 4. Podsumowanie

BIOTECHNOLOGICAL AND BIOMEDICAL APPLICATIONS OF FUNGAL CELLOBIOSE DEHYDROGENASE

Abstract: Cellobiose dehydrogenase (CDH) is an extracellular oxidoreductive enzyme produced by wood-decaying fungi belonging to the
phylum Basidiomycota and Ascomycota. This enzyme has a binary structure containing two cofactors (FAD and hem), located in sepa-
rate domains and connected by a proteolytically sensitive linker. Due to its unique structure and properties, CDH has great potential for
application in both biotechnology and biomedical applications. The aim of this paper is to review the literature on catalytic properties of
cellobiose dehydrogenase and its potential applications.

1. Introduction. 2. Cellobiose dehydrogenase. 2.1. History of discovery and classification of the enzyme. 2.2. Structure, mechanism of
action and properties. 3. Application potential of cellobiose dehydrogenase. 3.1. Biomedical applications. 3.2. Application of cellobiose
dehydrogenase in biotechnological processes. 4. Summary
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1. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwdj populacji ludzkiej wywiera
ogromny wplyw na funkcjonowanie wszystkich ekosys-
temow na Ziemi. Zmieniajace si¢ srodowisko powoduje
modyfikacje calych organizmdw, a nawet pojedynczych
komorek czy organelli. Zywno$¢ i woda zanieczysz-
czone chemikaliami nie sg obojetne dla naszego zdro-
wia. Czesto zwiekszajac okres przydatnosci pokarmow
do spozycia, zmniejszamy szanse naszego organizmu
na funkcjonowanie w pelnej homeostazie i utrzymanie
zdolnosci do aktywnej obrony przed patogenami. Gleba
przesycona herbicydami i sztucznymi nawozami wydaje
plony, ktdre staja sie zrodtem substancji niekorzystnie
oddzialujacych na zdrowie konsumentéw. Oczyszcza-
nie §rodowiska ze zwigzkow, ktore z zalozenia mialy
oddzialywa¢ pozytywnie na organizmy zZywe, a obecnie

sa dla nich zagrozeniem, to jedno z zadan wspolczesnej
biotechnologii. Takze upowszechnienie antybiotyko-
terapii oprdcz dziatania pozytywnego ma swoje nega-
tywne skutki. Coraz wigkszym problemem staje si¢ zja-
wisko antybiotykoopornosci. Naukowcy opracowuja
coraz to lepsze metody zwalczania drobnoustrojow
i syntezy lekéw nowej generacji. Potencjalnym, bardzo
obiecujacym zrodlem substancji bioaktywnych, o dzia-
faniu bakteriobdjczym, sa zyjace wokot nas mikroor-
ganizmy. Dzieki rozwojowi techniki oraz osiagnieciom
takich nauk jak biotechnologia, mikrobiologia czy inzy-
nieria genetyczna, mozemy nie tylko poznawa¢ mikro-
organizmy, ale takze wykorzystywac je w praktyce.
Enzymy to substancje bialkowe katalizujgce reak-
cje chemiczne zachodzace w przyrodzie. Ich réznorod-
nos¢ zapewnia prawidtowe funkcjonowanie wszystkich
proceséw biochemicznych. Wykazuja one okreslona
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specyficzno$¢ substratows, reaktywnos¢ a takze wias-
ciwosci fizykochemiczne, katalityczne czy biologiczne,
pozadane w wielu dziedzinach biotechnologii. Dzieki
temu, znajduja zastosowanie w medycynie, oraz w réz-
nych galeziach przemystu, usprawniajac procesy tech-
nologiczne, obnizajac ich koszt oraz podnoszac wydaj-
nos¢ [1]. Wedtug najnowszych badan, $wiatowy rynek
enzymow oszacowany w roku 2016 na 5,01 mld USD
do roku 2021 osiagnie 6,32 mld [2]. Statystycznie okoto
65% handlowych enzyméw to enzymy techniczne,
25% to enzymy spozywcze, a 10% to enzymy paszowe.
Wiekszos$¢ enzymoéw przemystowych to hydrolazy, jed-
nak to oksydoreduktazy ze wzgledu na ogromny, nie
do konca wykorzystany potencjal aplikacyjny oraz
bardzo czeste wystepowanie w przyrodzie, sa obecnie
w centrum zainteresowania najwiekszych zespolow
badawczych na $wiecie.

Oksydoreduktazy to enzymy zaklasyfikowane przez
Komitet Nazewnictwa Migdzynarodowej Unii Bio-
chemii i Biologii Molekularnej do klasy pierwszej
(EC1), ktdre katalizuja reakcje utleniania i redukcji.
Oksydoreduktazy grzybowe, o najwiekszym znacze-
niu biomedycznym i biotechnologicznym, mozemy
podzieli¢ na:

— peroksydazy i peroksygenazy zawierajace w swo-
jej strukturze grupe hemowg, aktywowane przez
H,0, jako jedyny akceptor elektron6w;

- oksydazy i dehydrogenazy zawierajace ugrupowa-
nie flawinowe, aktywowane przez O, oraz inne
utleniacze, takie jak Fe** i chinony;

- oksydazy i monooksygenazy zawierajace jony
miedzi [3].

Ze wzgledu na zastosowanie, oksydoreduktazy moz-
na podzieli¢ na techniczne (np. w biosensorach ana-
litycznych), stosowane w specjalistycznych syntezach
chemicznych (np. synteza i modyfikacja polimeréw),
$rodowiskowe (np. oksydacyjna degradacja takich
zanieczyszczen jak polichlorowane bifenyle (PCB) czy
zwigzki fenolowe), spozywcze, lecznicze oraz stosowane
w segmencie srodkéw higieny osobistej [1].

W grupie oksydoreduktaz grzybowych ostatnio
znéw bardzo intensywnie badanym enzymem jest dehy-
drogenaza celobiozowa (CDH), odkryta w latach 70.
XX wieku. Ze wzgledu na swoje niezwykle wtasciwosci,
znajduje ona coraz to nowe zastosowania w réznych
galeziach przemystu oraz medycynie.

2. Dehydrogenaza celobiozowa
2.1. Historia odkrycia i klasyfikacja enzymu
Dehydrogenaza celobiozowa (CDH) to zewnatrz-

komoérkowy, ligninocelulolityczny enzym, odkryty
w roku 1974 przez Ulle Westmark i Karl-Erika Eriks-

sona. Zaobserwowali oni odbarwianie plytek lignino-
-agarowych, w obecnosci celulozy, pod wplywem hodo-
wanych kultur grzybowych, co $wiadczylo o produkeji
przez te grzyby substancji zdolnych do rozktadu kom-
pleksu ligninocelulozowego. Enzym, prawdopodobnie
odpowiedzialny za odbarwianie ptytek, zostal wyizo-
lowany i oczyszczony z dwoch gatunkéw grzybow:
Phanerochaete chrysosporium (dawniej Sporotrichum
pulverulentum) i Trametes versicolor. Biatko to posia-
dalo w swojej strukturze ugrupowanie flawinowe i pier-
wotnie okreslane bylo jako oksydaza celobiozowo-chi-
nonowa (CBQ). Przez wiele lat wystepowato w katalogu
enzymow pod numerem EC1.1.5.1 [4, 5]. Cztery lata
pozniej, w roku 1978 z grzyba P. chrysosporium wyizo-
lowano biatko o dwoch grupach prostetycznych: fla-
winowej i hemowej, wykazujace podobne wlasciwosci
do CBQ, i nadano mu nazwe ,,oksydaza celobiozowa”
(CBO). Badacze sadzili wowczas, ze istnieja dwa nieza-
lezne enzymy rozkladajace ligninoceluloze: flawoprote-
ina (CBQ) oraz hemoflawoproteina (CBO) [6]. W roku
1992 Jonathan D. Wood i Paul M. Wood w swojej pracy
opublikowali dowody na to, ze oksydaza celobiozowo-
-chinonowa to pozbawiona hemu cz¢$¢ oksydazy celo-
biozowej. CBO w wyniku proteolizy ulega rozpadowi na
nieaktywny fragment z grupa hemowg oraz na posiada-
jacy grupe flawinowg katalityczny fragment z centrum
aktywnym [7]. Ze wzgledu na wlasciwosci enzymu, we
wczesnych latach 90. zaproponowano zmiane nazwy
tego biokatalizatora na ,,dehydrogenaza celobiozowa”
(cellobiose dehydrogenase), w skrocie CDH [8]. Nazwa
ta stosowana jest do dzi$, a sam enzym zostal wpisany
do katalogu pod numerem EC 1.1.99.18.

W oparciu o sekwencje genetyczne CDH moze
by¢ filogenetycznie zaliczane do trzech klas: CDH I,
CDH II i CDH III. Pierwsze dwie klasy zbiegaja sie
z genetycznym podzialem organizméw zdolnych do
produkeji dehydrogenazy celobiozowej. Klasa trzecia,
zawierajgca biokatalizatory dotad niesklasyfikowane,
zostala wprowadzona w roku 2008 [9, 10]. Do klasy I
zaszeregowano enzymy syntetyzowane przez grzyby
nalezace do Basidiomycota. Grupa ta obejmuje m.in.
takie gatunki jak Trametes versicolor, Phanerochaete
chrysosporium i Athelia rolfsii (Sclerotium rolfsii). Do
CDH II nalezg za$ bialka wydzielane przez Ascomycota
(m.in. Neurospora crassa, Aspergillus fumigatus i Cha-
etomium atrobrunneum [11]. Enzymy poszczegélnych
klas réznig si¢ miedzy sobg wlasciwosciami. Klasa I
charakteryzuje si¢ stabszym utlenianiem cukréw pro-
stych, takich jak glukoza, wydajniejszym dzialaniem
w kwasnym pH oraz krotsza sekwencja aminokwasows.
Enzymy te w domenie flawinowej maja zlokalizowane
miejsce wigzania celulozy CBD (cellulose binding
domen). Miejsce to, ze wzgledu na swoja konserwatyw-
nos¢, rozpoznaje jedynie celuloze, nie reaguje zas z ksy-
lanem, mannanem, skrobig czy chityna [12]. Sekwencja
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aminokwasowa enzymow nalezacych do CDH II jest
dluzsza, a optimum pH plasuje si¢ w zakresie obojet-
nym lub zasadowym. Klasa ta zostala podzielona na
dwie podklasy: ITA zawierajacg C-koncowy modut wig-
zacy weglowodany i IIB bez takiego modutu. W odnie-
sieniu do swoistosci substratowej, CDH podklasy IIB
wykazuja mniej wyrazng specyficzno$¢ substratowa w
stosunku do celobiozy niz enzymy podklasy IIA [9].
Oczyszczanie dehydrogenazy celobiozowej z kultur
grzybowych, hodowanych na podtozu zawierajacym
celulozg, pomimo duzego stezenia biatka w supernatan-
cie, jest procesem trudnym i czasochlonnym. Zastoso-
wanie bioinzynierii, w procesie biosyntezy CDH, z eko-
nomicznego punktu widzenia jest nieuniknione. Z tego
tez wzgledu, w ostatnich latach opracowano kilka syste-
mow ekspresji rekombinowanego CDH w komorkach
pro- i eukariontow w celu taniej, szybkiej i bezpiecznej
produkeji duzych ilosci enzymu, ktéry mozna tatwo
oczysci¢, ale takze podda¢ modyfikacjom genetycznym
[13]. Paleczka Escherichia coli jest jednym z najczgsciej
stosowanych do produkgcji bialek rekombinowanych
organizméw prokariotycznych. Ekspresja nieuszko-
dzonego CDH, w tym gospodarzu, nie zostata do tej
pory osiagnieta, co wiaze si¢ gtéwnie z brakiem mody-
fikacji potranslacyjnych (glikozylacja), ktore wpltywaja
na wlasciwo$ci dojrzalego biatka [5]. Udokumentowa-
nym efektem ekspresji CDH w E. coli byta funkcjonal-
nie wyrazona domena flawinowa P. chrysosporium [14].
Pichia pastoris jest jednym z najczesciej uzywanych
gospodarzy w ekspresji heterologicznej kilku CDH
syntetyzowanych przez Basidiomycota i Ascomycota.
Drozdze te przeprowadzaja podstawowe modyfikacje
potranslacyjne, wydzielajac zazwyczaj duze ilo$ci funk-
cjonalnych enzymoéw [15-17]. Rozwdj nowych mole-
kularnych narzedzi genetycznych sprawil, ze rowniez
grzyby nitkowane takie jak Aspergillus niger, A. oryzae
czy Trichoderma reesei s3 stosowane jako gospodarze
do produkcji duzych iloéci biatek ekspresyjnych [18].
Do dnia dzisiejszego tylko dwie dehydrogenazy celo-
biozowe zostaly rekombinacyjnie wyprodukowane
w drodze ekspresji w A. oryzae [19] i w A. niger [17].

2.2. Struktura, mechanizm dzialania i wlasciwosci

Dehydrogenaza celobiozowa najczeéciej jest bial-
kiem monomerycznym, skladajagcym si¢ z dwdch
domen potaczonych przez proteolitycznie wrazliwy
region zawiasowy o dlugosci okoto 20-35 reszt amino-
kwasowych [20]. Enzym po trawieniu papaing In vitro
rozpada sie na dwie domeny: flawinowg (DHcdh) i cyto-
chromowa (CYTcdh). Wigksza domena (DHcdh) jest
zwigzana z dinukleotydem flawinoadeninowym, pod-
czas gdy mniejsza domena cytochromowa (CYTcdh)
wigze sie z pojedyncza czasteczka hemu. Sekwencja
domeny cytochromowej jest unikalna w poréwnaniu

z obecnie znanymi w przyrodzie flawocytochromami.
Natomiast ze wzgledu na sekwencje domeny flawinowej
CDH, ta katalitycznie aktywna podjednostka zaliczana
jest do rodziny oksydoreduktaz GMC (glukoza-meta-
nol-cholina) [5]. Domena cytochromowa, znajdujaca
sie na N-koncu lancucha bialkowego, zawiera hem b,
ktory petni funkcje kofaktora. Koniec C biatka zawiera
domene flawinowg, ktora jest niekowalencyjnie zwia-
zana z fragmentem FAD [21]. Wystepowanie obok
siebie grupy flawinowej i hemowej w jednym biatku
katalitycznym, jest unikalne wérdd enzymow zewnatrz-
komdrkowych i zapewnia niezwykle wlasciwosci CDH,
ktére moga miec zastosowanie w wielu galeziach prze-
mystu oraz w medycynie [22].

Funkcja biologiczna dehydrogenazy celobiozowej,
pomimo wielu lat badan, nadal nie zostala do konca
wyjasniona. Enzym ten uczestniczy w degradacji celu-
lozy, a badania prowadzone w ciagu ostatniej dekady
dowodza, ze proces ten wymaga wspoétdziatania CDH
z lityczng monooksygenazg polisacharydowa (LPMO).
Celobioza jest naturalnym substratem dla dehydro-
genazy celobiozowej, ktora utlenia ten zwigzek do
celobionolaktonu [23]. Podczas tego procesu powstaja
dwa elektrony, ktére sg nast¢pnie przenoszone przez
CDH na LPMO. Zredukowane LPMO moze dalej
reagowaé z tlenem i tworzy¢ rodniki, ktére atakuja
matryce celulozows, co ulatwia jej penetracje i rozklad.
Lityczne monooksygenazy polisacharydowe wyrdzniaja
sie wsrod oksydoreduktaz miedziowych, poniewaz
s3 zdolne do oksydacyjnego rozbijania krystalicznej
celulozy, ktorej dezintegracja jest nadal powaznym
problemem przemystowym [3]. Wobec tego dehydro-
genaza celobiozowa uczestniczy w systemie degradacji
celulozy na dwa sposoby: poprzez utlenianie celobiozy
i/lub funkcjonowanie jako enzym redoks integrujacy
dzialanie LPMO. Enzym CDH moze réwniez redu-
kowac¢ Fe** do Fe** i O, do H,0, [24]. Podczas reakcji
redukgji, p-D-celobioza jest utleniana, tworzac w ten
sposob celobionolakton, ktdry jest nastepnie hydroli-
zowany w duzej ilosci wody do odpowiedniego kwasu
karboksylowego. Nastepuje przeptyw elektronéw z cen-
trum katalitycznego, przy udziale grupy FAD, ktéra
zostaje zredukowana do FADH, [25], poprzez miedzy
domenowy transfer elektronéw do domeny hemowej
[26]. Akceptorem elektronéw jest kompleks zelazowy,
prawdopodobnie z atomem Fe**. Zredukowana CDH
ulega ponownemu utlenieniu przez akceptory elektro-
now, takie jak 1,2- lub 1,4-benzochinon, kationy ABTS
oraz skompleksowane jony metali, takie jak Fe’*, Cu**
i Mn** lub tlen. Otrzymane jony zelaza moga nast¢pnie
uczestniczy¢ w reakeji Fentona, ktdrej produktami sg
wysoko reaktywne rodniki hydroksylowe. W nienaru-
szonym enzymie hem stymuluje redukcje Fe** dziatajac
jako akceptor elektronéw lub bezposrednio redukujac
Fe’* [27] (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Schemat cyklu katalitycznego oraz lancucha transportu elektronow w dehydrogenazie celobiozowej
z Myriococcum thermophilum [MtCDH (pdb 4QI6)] [21]

3. Potencjal aplikacyjny dehydrogenazy produktow medycznych. Dzialania niepozadane moga

celobiozowej by¢ przyczyna nie tylko braku skutecznosci dziatania

opracowanych rozwigzan, ale takze wywolywa¢ nowe

Zlozonos¢ organizmu ludzkiego sprawia, ze przy  schorzenia. Aby zminimalizowa¢ ryzyko takiej sytuacji,

opracowywaniu nowych wyrobéw biomedycznych coraz czesciej stosowane s3 substancje pochodzenia

nalezy uwzgledni¢ interakcje pomiedzy substancjami  naturalnego, pozwalajace uniknaé przykrych konse-
wchodzacymi w sklad naszego ciala, a komponentami  kwencji zjawiska nietolerancji (Tab. I).

Tabela I
Grzyby produkujace CDH o najwyzszym potencjale aplikacyjnym
Zrédlo enzymu ele;:iu Zastosowanie P;ig::;g_
Phanerochaete chrysosporium CDHI |Biosensor laktozowy [22,23]
Biosensor do detekcji katecholoamin [24]
Phanerochaete sordida CDHI |Biosensor laktozowy [25-27]
Trametes villosa CDHI |Biosensor laktozowy [22,25]
Bioogniwo paliwowe [28]
Sclerotium rolfsii (Athelia rolfsii) CDHI |Biosensor do detekcji katecholamin [24]
Produkcja kwasu laktobionowego [29]
Corynascus thermophilus CDHII |Bioogniwa paliwowe [30]
Biosensor laktozowy [31]
Biosensor glukozowy [32-34]
Jezyk bioelektroniczny [35]
Dichomera saubinetii CDHII |Bioogniwo paliwowe [36]
Myriococcum thermophilum CDHII |Biosensor glukozowy [37,38]
Jezyk bioelektroniczny [35]
Synteza nadtlenku wodoru [39]
Wybielanie papieru [40]
System regeneracji przeciwutleniaczy [41]
Systemy przeciwdrobnoustrojowe i antybiofilmowe | [42-44]
Detoksykacja [45]
Humicola insolens CDHII |Bioogniwo paliwowe [46]
Chaetomium cellulolyticum (Collariella virescens) | CDHII | Degradacja celulozy [47]
Neurospora crassa CDHII |Produkcja kwasu celobionowego [48-50]
Jezyk bioelektroniczny [35]
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3.1. Biomedyczne zastosowania

Doskonalymi komponentami materialéw biome-
dycznych, o duzym potencjale aplikacyjnym, sg enzymy
a w tym takze dehydrogenaza celobiozowa. Perspek-
tywa zastosowania tego biokatalizatora wynika miedzy
innymi ze specyficznosci substratowej oraz zdolnosci
do bezpos$redniego transferu elektronéw, co wykorzy-
stywane jest w biosensorach i bioogniwach paliwowych.
Enzymy syntetyzowane przez Ascomycota, posiadaja
modut wigzacy weglowodany, dzieki czemu wykazuja
szerszg specyficznos¢ substratowa niz CDH wyizolo-
wane z Basidiomycota. Reaguja one z mono-, di- i oli-
gosacharydami, w tym takze z glukoza, powszechnie
wystepujaca w organizmie ludzkim.

Waznym aspektem zastosowania CDH, zaréwno
w procesach biotechnologicznych jak i biomedycznych,
sa takze produkty powstajace w wyniku reakcji enzyma-
tycznych katalizowanych przez to biatko. Cukry znajdu-
jace si¢ w organizmie ludzkim, ale takze w Srodowisku
naturalnym, moga stanowi¢ potencjalne substraty dla
CDH, umozliwiajac poprawne dzialanie tego enzymu.
W wyniku ich utleniania powstajg kwasy aldonowe,
stosowane w wielu dziedzinach. Podczas reakeji enzy-
matycznej nastgpuje takze przeniesienie elektronéw na
tlen czasteczkowy. Produktem ubocznym tej reakcji jest
nadtlenek wodoru (H,O,), bedacy silnym $rodkiem
utleniajacym, wykazujacym wiasciwosci dezynfekujace
oraz antyseptyczne [46].

Systemy przeciwdrobnoustrojowe
i antybiofilmowe oparte na CDH

Zdolnos¢ dehydrogenazy celobiozowej do wytwa-
rzania nadtlenku wodoru przy udziale tlenu czastecz-
kowego jako akceptora elektronéw uczynila ten enzym
bardzo interesujacym kandydatem do opracowywania
systemow antybakteryjnych, zapobiegajacych koloniza-
¢ji implantéw lub cewnikéw moczowych poprzez hamo-
wanie tworzenia biofilmow [49]. Nadtlenek wodoru to
zwigzek, ktory juz w niskich stezeniach rzedu 0,25-3%
wykazuje wlasciwosci antyseptyczne i dezynfekujace.
Dziala on na bakterie m.in. poprzez peroksydacje
i przerwanie blony komoérkowej, utlenianie nukleozy-
déw, hamowanie syntezy bialek oraz inhibicje enzy-
mow. Nastepstwem tych zjawisk jest $mier¢ komorki
[58]. Niewatpliwg zaleta H,O, jest jego niska stabilnos¢
w roztworze, ktdra pozwala na precyzyjng lokalizacje
jego dziatania. Aktywno$¢ systemu wytwarzania H,O,
z udziatem CDH moze by¢ kontrolowana przez poda-
wanie do srodowiska reakcji odpowiedniego substratu.
Co wigcej wydajno$¢ powyzszego ukladu wykazuje
stechiometryczng zalezno$¢ tzn. podanie do ukiadu
2mM celobiozy powoduje wytworzenie 2mM nad-
tlenku wodoru. Prowadzone badania dowodza, ze catko-
wite zahamowanie wzrostu drobnoustrojow z gatunku

Escherichia coli i Staphylococcus aureus mozna osiaggnaé
poprzez dodanie do ukfadu 0,8 mM celobiozy, zas 50%
redukcja zachodzi na poziomie odpowiednio 0,25 mM
dla E.coli i 0,19 mM dla S. aureus [59]. W ostatnich
latach przeprowadzono badania nad mozliwym zasto-
sowaniem dehydrogenazy celobiozowej do wytwarzania
nadtlenku wodoru, dezynfekujacego cewniki moczowe.
Sa one standardowymi narzedziami medycznymi sto-
sowanymi na calym $wiecie. Obecnie przeprowadza si¢
u pacjentdw czesta wymiane cewnikéw, co powoduje
znaczne niedogodno$ci i zwieksza koszty opieki zdro-
wotnej. Infekcje cewnikéw powodowane sa gldwnie
przez drobnoustroje z rodzaju Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Pseudomonas, Acinetobacter i Enterobacter,
ktore przylegaja do powierzchni cewnika w zlozonym
biofilnie [60]. Badania wykazaly, Ze rekombinacyjnie
wytwarzany w Pichia pastoris CDH z Myriococum ther-
mophilum catkowicie hamuje wzrost E. coli i S. aureus
zaréwno w cieklym, jak i stalym podtozu, gdy jest ono
uzupelnione o 0,8 mM lub 2mM roztwdr celobiozy.
W ten sam sposob wzbogacajac uktad w 1 mM roztwor
celobiozy mozemy hamowa¢ tworzenie si¢ biofilmu na
foliach silikonowych. System CDH/celobioza skutecz-
nie hamowat wiele mikroorganizméw kolonizujacych
cewniki, w tym lekooporne szczepy S. aureus, Staphy-
lococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Stenotropho-
monas maltophilia, Acinetobacter baumannii i Pseudo-
monas aeruginosa. Co ciekawe, CDH utlenial réwniez
zewnatrzkomorkowe polisacharydy (exPS) wytwarzane
przez mikroorganizmy, generujac nadtlenek wodoru
w ukladzie nie zawierajagcym celobiozy. Produkcja
H,0,, a w konsekwencji wlasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe i antybiofilmowe, wzmocnione zostaly przez
wlaczenie do systemu hydrolaz glikozydowych, takich
jak a-amylazy. Przeprowadzaly one hydrolize polisa-
charydow, zwigkszajac liczbe koncowych substratow
dla CDH i destabilizowaly strukture biofilmu [49]. Aby
przetestowac skuteczno$¢ tego systemu w srodowisku
medycznym zesp6t badawczy profesora G.S. Nyanhongo
wyizolowal bakterie powszechnie zasiedlajace cewniki,
a nastepnie inkubowat je z CDH w obecnosci celobiozy.
Testy in vitro wykazaly, ze uktad zawierajacy 10 mM roz-
twor wymienionego wyzej dwucukru i CDH, catkowi-
cie eliminuje S. aureus i A. baumannii oraz intensywnie
hamuje wzrost S. epidermidis i S. maltophilia. Badane
szczepy bakteryjne, podobnie jak wigkszo$¢ organiz-
moéw tlenowych, posiadaly zdolno$¢ do syntezy kata-
lazy, enzymu rozkladajacego H,O,. Oznacza to, Ze byty
one wyposazone w czynnik opornosci, ktory czynit te
szczepy niewrazliwymi na nadtlenek wodoru. Wykorzy-
stywanie celobiozy jako substratu w reakcji wytwarzania
nadtlenku wodoru z udzialem CDH jest réwniez bardzo
korzystne z medycznego punktu widzenia, gdyz cukier
ten nie nalezy do tatwo przyswajalnych zrodet wegla dla
mikroorganizméw. Dzigki temu mozemy juz w pewien
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sposob ogranicza¢ ich wzrost. Ponadto CDH moze
wykorzystywac¢ réwniez inne substraty, takie jak oligo-
i polisacharydy obecne w systemach biomedycznych
[59]. Daje nam to mozliwos¢ dostosowania rodzaju sub-
stratow reakcji do typu srodowiska. Zjawisko powstawa-
nia biofilmu odgrywa ogromna role we wspoélczesnej
walce czlowieka z patogennymi mikroorganizmami.
Stopien ekspansywnosci tej struktury bakteryjnej obra-
zuje fakt, iz 80% wszystkich zakazen drobnoustrojami
ma zwigzek z powstaniem biofilmu [61]. Jego wytwo-
rzenie sprawia, ze konwencjonalne $rodki przeciwdrob-
noustrojowe stajg si¢ nieskuteczne. Proces ten zachodzi
wedlug nastepujacego schematu: odwracalne przytacze-
nie bakterii do powierzchni, nieodwracalna adhezja,
wzrost i podzial bakterii, tworzenie zewnetrznej ostonki
i powstanie biofilmu, nabycie przez biofilm struktury
trojwymiarowej [62]. Gléwng funkcja biofilmu jest
ochrona drobnoustrojéw przed negatywnym wplywem
$rodowiska zewnetrznego [63]. Mikroorganizmy two-
rzace biofilm sg bardziej oporne na antybiotykoterapie
i trudniejsze do usuniecia. Z tego wzgledu zapobieganie
powstawaniu biofilmu jest kluczowe dla udanej strate-
gii walki z infekcjami wywolywanymi przez mikroorga-
nizmy zasiedlajace powierzchnie biomateriatéw medycz-
nych [49]. Biofilmy oporne na antybiotykoterapie staja
sie zrodlem ciggle nawracajacych i przewlektych zaka-
zen. Dzieje si¢ tak dlatego, ze bakterie Zyjace wewnatrz
tej struktury sg dobrze chronione przed srodkami béj-
czymi, ktére majg ograniczony dostep do patogendow.
Dochodzi do powstawania opornych fenotypéw oraz
modyfikacji mikrosrodowiska [64]. Jednym z rozwia-
zan, ktore mozemy zastosowaé do walki z biofilmami,
jest unieruchomienie na powierzchni chronionych
struktur enzymow, ktére dzieki swoim wlasciwosciom
zdolne sg do zakldcania waznych dla komorek bakteryj-
nych proceséw, hamowania ich wzrostu i podzialu oraz
niszczenia skladnikéw niezbednych do osiagniecia przez
biofilm stabilno$ci [51]. Badacze z zespolu profesora
G.S. Nyanhongo przylaczyli dehydrogenaze celobiozowa
do powierzchni cewnikéw moczowych wykonanych
z polidimetylosiloksanu (PDMS) i obserwowali wplyw
enzymu na proces tworzenia si¢ biofilmow [59]. Enzym
CDH wbudowany zostal w $rodek poslizgowy, trady-
cyjnie stosowany w celu zminimalizowania dyskom-
fortu podczas cewnikowania [49]. Badania wykazaly,
ze immobilizowany enzym byl w stanie zakt6caé wcze-
sne etapy powstawania biofilmu (préba na S. aureus).
Zywotno$¢ komorek bakteryjnych w tym uktadzie byta
0 70% nizsza niz tych pochodzacych z proby kontrol-
nej, a catkowita biomasa zdeponowana na powierzchni
cewnikéw zmniejszyla si¢ o 30%. Inny eksperyment
pokazuje, ze antybiofilmowe dziatanie CDH aktywne
jest przez dluzszy czas, gdyz po tygodniu umieszczona
na cewnikach biomasa bakteryjna zmniejszyta sie o 70%
[50]. Badania te pokazuja, ze dehydrogenaza celobio-

zowa jest enzymem, ktory w efektywny sposob moze
by¢ wykorzystywany w takich aplikacjach jak systemy
antybiofilmowe i komponenty biomaterialow.

System regeneracji przeciwutleniaczy

Rany przewlekle, stanowigce powazny problem
zdrowotny, definiuje sie jako trudne do wyleczenia
i pozostajace w fazie zapalnej przez nieprzewidywalny
czas. Duza przeszkoda pojawiajacy si¢ podczas proby
ich leczenia jest ciagle uwalnianie proteaz, wolnych
rodnikéw, w tym reaktywnych form tlenu (ROS) i reak-
tywnych form azotu (RNOS) oraz duze ilosci wysie-
kéw sprzyjajacych zakazeniom mikrobiologicznym.
W ostatnich latach zesp6t profesora Nyanhongo opra-
cowal hydrozel na bazie CDH, ktéry moze zrewolucjo-
nizowa¢ sektor opatrunkéw medycznych [65]. Skon-
struowano go poprzez wlaczenie zwigzku fenolowego
- katecholu (pelnigcego funkcje przeciwutleniacza)
i celobiozy do hydrozelu (alginianu i/lub Zelatyny), two-
rzac w ten sposob wielofunkcyjny polimer pomocny
w leczeniu chronicznych ran. Hydrozele te wspoma-
gaja proces gojenia w dwojaki sposéb. CDH wlaczony
do hydrozelu regeneruje cyklicznie przeciwutleniacze
po tym, jak zostaja one zuzyte w procesie neutraliza-
cji wolnych rodnikéw. Réwnoczesnie ciagta produkcja
H,0, hamuje rozwdj mikroorganizméw i odkaza rane.
Wyniki badan wskazuja, ze opatrunki te moga catko-
wicie zahamowac wzrost S. aureus, Cellulosimicrobium
cellulans, Bacillus subtilis oraz Pseudomonas putida,
umozliwiajac tym samym sprawne gojenie sie rany [59].

Produkcja bioaktywnych czasteczek
na bazie CDH

Kwasy aldonowe, zwane takze kwasami cukrowymi,
to zwigzKki, ktore znajdujg szerokie zastosowania biome-
dyczne. Wykorzystywane sa miedzy innymi jako $rodki
nawilzajace i bioaktywne w medycynie, a w transplan-
tologii jako sktadniki roztworéw do przechowywania
narzagdéw przygotowanych do przeszczepéw. Z nich
takze w przemysle farmaceutycznym i chemicznym syn-
tetyzuje sie biokompatybilne i biodegradowalne systemy
dostarczania lekéw [66]. Proces ich syntezy prowadzony
w sposob tradycyjny jest zrodlem wielu nieprzyjaznych
dla $rodowiska substancji takich jak wodorotlenki bro-
mu, miedzi lub srebra [67], dlatego tak wazne jest opra-
cowanie alternatywnych metod ich otrzymywania. Jed-
nym z powszechnie uzywanych zwigzkow z tej grupy
jest kwas laktobionowy (LBA). Zwiazek ten jest obecnie
najbardziej rozpowszechnionym skladnikiem systemow
chtodniczych stosowanych do stabilizacji narzadow
przed przeszczepem. Znajduje rowniez zastosowanie
w kosmetologii jako $rodek do wygladzania zmarsz-
czek, ogdlnej pielegnacji skory i jej wytwordw [68, 69].
Jego synteze mozna przeprowadzi¢ z udzialem CDH,
ktora w temperaturze 25-50°C biotransformuje laktoze



BIOTECHNOLOGICZNE I BIOMEDYCZNE ZASTOSOWANIA DEHYDROGENAZY CELOBIOZOWE] GRZYBOW 81

w laktono-6-lakton, ulegajacy spontanicznej hydrolizie
w roztworach wodnych do LBA. W tych warunkach
po 2,5 godz. inkubacji zachodzi 100% przeksztalcenie
wyjsciowego cukru w kwas laktobionowy [70]. Enzyma-
tyczne utlenianie laktozy jest znacznie wydajniejsze niz
procesy chemicznego otrzymywania LBA [71]. Dehydro-
genaza celobiozowa wykazuje jak dotad najwyzsza selek-
tywnos$¢ (na poziomie 100%) i wydajnos¢ (95%) spo-
$réd dotychczas testowanych enzymoéw [72]. Zapewnia
to duzy spadek kosztow procesu oraz oszczedno$¢ czasu.

Celobioza bedaca naturalnym substratem dla CDH
utleniana jest przez ten enzym do kwasu celobiono-
wego. Zwigzek ten jest wysoce higroskopijny. Wiasci-
wos¢ ta zostala wykorzystana do produkcji nawilzajg-
cych skére matryc zelowych. W obecnosci tego enzymu
zachodzg réwniez reakcje utleniania pochodnych celu-
lozy zawierajacych grupy aminowe, acetamidowe i azy-
dowe [73]. Zwiazki te badane sa pod katem wykorzysta-
nia jako biomedyczne systemy dostarczania lekéw oraz
prekursory podczas syntezy substancji pomocniczych
w farmakologii [74].

Produkcja prebiotykow bez laktozy

Prebiotyk okresla si¢ jako substrat selektywnie
wykorzystywany przez mikroorganizmy gospodarza,
zapewniajacy mu korzysci zdrowotne. Termin ten moze
by¢ stosowany tylko wtedy, gdy korzystny wplyw na
zdrowie zwigzany jest z modulacja mikrobioty w okres-
lonej lokalizacji [75]. Do substancji prebiotycznych
zaliczamy m.in. galakto-oligosacharydy (GOS) bedace
zlozonymi mieszaninami réznych cukrow wytwarza-
nych poprzez transgalaktozylacje laktozy przy uzyciu
enzymu (-galaktozydazy [76]. Szczegdlnie stymuluja
one wzrost bakterii z grup Bifidobacteria i Lactoba-
cillus. Przyczynia si¢ to do zwigkszonego wchlaniania
mineratéw przez organizm ludzki, hamowania rozwoju
patogendw oraz modulacji uktadu odpornosciowego.
Jednakze komercyjne GOS-y zawierajag w swoim skla-
dzie jednostki galaktolaktozy, co stanowi duzy problem,
poniewaz obecnie okoto 70% populacji $wiatowej cierpi
na niedobor B-galaktozydazy w jelicie cienkim [77].
Defekt ten powoduje zwigkszong wrazliwos¢ na lak-
toze, ktorej usuniecie z GOS jest trudne i nieoptacalne
[59]. Aby rozwigzaé ten problem mozemy wykorzysta¢
zdolno$¢ CDH do biotransformacji laktozy w LBA
omoéwiong w poprzednim podrozdziale. Kwas laktobio-
nowy wytworzony z laktozy w obecnosci CDH zostaje
nastepnie usuniety z preparatu za pomoca chromato-
grafii jonowymiennej [5].

3.2. Zastosowanie dehydrogenazy celobiozowej
w procesach biotechnologicznych

Enzymy grzybowe wykazuja znaczny potencjal bio-
technologiczny ze wzgledu unikalne wlasciwosci. Stoso-

wane sa w biodegradacji zwigzkéw toksycznych, konwer-
sji polimeréw czy produkgji substancji bioaktywnych.

Dehydrogenaza celobiozowa, ze wzgledu na zdol-
nos¢ do rozktadu i modyfikacji sktadnikow kompleksu
ligninocelulozowego, moze znalez¢ praktyczne zastoso-
wanie w przemysle celulozowo-papierniczym w procesie
wybielania papieru obok powszechnie uzywanych do
tego celu enzymow ligninolitycznych takich jak lakaza
czy peroksydazy manganozalezna (MnP) i ligninowa
(LiP) [78, 79]. Wlasciwosci CDH nie ograniczajg si¢
jedynie do degradacji skladnikéw drewna. Prowadzone
przez grupy rosyjskich naukowcéw badania wykazaly,
ze enzym ten moze rozkladac réznego rodzaju zwigzki
o charakterze ksenobiotykéw. Zaobserwowano zdolnosé
CDH do biodegradacji m.in: poliakrylanu, kopolimeru
akrylanowo-akrylamidowego, heksohydro-1,3,5-trini-
tro-1,3,5-triazyny oraz herbicydéw triazynowych (np.
atrazyny). W latach 90. w Europie, jednym z najczesciej
stosowanych herbicydéw byla atrazyna, wykazujaca
silne wlasciwosci karcinogenne. Zwigzek ten pomimo,
wycofania z uzycia ciagle znajduje si¢ zaréwno w wodach
gruntowych jak i glebie. Uzyskane wyniki wskazujg na
mozliwo$¢ zastosowania dehydrogenazy celobiozowej
W procesie usuwania zanieczyszczen srodowiska, mie-
dzy innymi z takich zwigzkow jak pestycydy [79, 80], co
sugeruje potencjalne zastosowanie CDH w bioremedia-
cji zwigzkow powszechnie zanieczyszczajacych srodowi-
sko. Zdolnos¢ CDH do usuwania toksyn wykazali takze
naukowcy z dwoch zaprzyjaznionych uniwersytetow
wiedenskich poddajac procesowi detoksykacji pozo-
stalosci po tloczeniu oliwy z oliwek. Po raz pierwszy
oceniali oni wspéldziatanie CDH i lakazy, wykorzystujac
odpady poddane dziataniu enzymow jako substraty do
produkgji biogazu [52].

W ostatniej dekadzie, wiele zespoléw badaw-
czych skupilo si¢ na synergistycznym dziataniu CDH
i litycznej monooksygenazy polisacharydowej (LPMO).
Enzymy te uczestnicza w rozkladzie celulozy bedacej
potencjalnym substratem w produkcji biopaliw nowej
generacji [81].

Dehydrogenazy celobiozowe moga by¢ réwniez sto-
sowane jako biokomponenty w biosensorach ampero-
metrycznych lub przy konstrukcji enzymatycznych bio-
ogniw paliwowych, ze wzgledu na sposdb przenoszenia
elektronow w ukladzie katalitycznym, oraz specyficz-
no$¢ substratows biokatalizatora.

Biosensory enzymatyczne oparte na CDH
Dehydrogenazy celobiozowe to wszechstronne bio-
katalizatory, zdolne do wykrywania weglowodanow,
a takze chinondéw i katecholamin. Biosensory oparte na
CDH znalazly swoje zastosowanie w wielu roznych dzie-
dzinach biotechnologii, technologii Zywnosci, rolnic-
twie, ochronie zdrowia, medycynie czy monitorowaniu
zanieczyszczen [82]. W zaleznosci od zrddla z jakiego
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oczyszczono bialko, specyficzne wiasciwosci katali-
tyczne enzymu umozliwiajg utlenianie réznych sub-
stratow, a zatem uzycie réznych analitow w zakresie
zastosowan biosensora. Klasa I CDH, syntetyzowana
przez grzyby nalezace do Basidiomycota, wykazuje bar-
dzo wysoka specyficznos¢ w stosunku do substratow
polaczonych wigzaniem p-1,4-glikozydowym, a zatem
s3 to idealne biokomponenty do wykrywania celo-
biozy i laktozy [83]. Pierwszy biosensor zawierajacy
CDH skonstruowano na poczatku lat dziewiecdzie-
sigtych w grupie badawczej Lindquista, na bazie wegla
szklistego, CDH (Phanerochaete chrysosporium) oraz
osmu, oznaczajac ilosciowo zawartos¢ celobiozy i lak-
tozy [84]. Ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ jonow
osmu, praktyczne zastosowanie takiego ukladu byto
znacznie ograniczone. Jednakze potrzeba opracowania
metody szybkiej detekcji laktozy w $rodkach spozyw-
czych, wynikajaca z coraz czestszych nietolerancji tego
disacharydow spoleczenstwie, doprowadzila do inten-
syfikacji badan. Poszukiwano nietoksycznych substan-
cji faczacych biokatalizator do powierzchni czujnika.
Zastosowanie nanorurek weglowych w analizach elek-
trochemicznych, doprowadzito do przelomu w bada-
niach. Amperometryczne biosensory trzeciej generacj,
o bardzo duzej czulosci, bazujace na CDH z Trametes
villosa lub Phanerochaete sordina zostaly opracowane
do zastosowan w przemysle mleczarskim [32, 83].

Odkrycie CDH produkowanych przez Ascomycota,
nalezacych do klasy II, zdolnych do utleniania takze
monosacharydoéw, stworzyto mozliwos¢ zaprojektowa-
nia bioczujnika glukozowego opartego na dehydroge-
nazie celobiozowej. Okreslono wlasciwosci katalityczne
oraz profile pH kilku CDH, jednak najbardziej obie-
cujace, jako skladnik biosensora glukozowego, okazaty
sie enzymy z Corynascus thermophilus (CtCDH) [40,
41] i Myriococcum thermophilum (MtCDH) [44, 45], ze
wzgledu na zdolno$¢ do bezposredniego przeniesienia
elektronow (DET - direct electron transfer) w fizjolo-
gicznym dla czlowieka pH [85].

Biosensory bazujace na elektrodzie grafitowej zmo-
dyfikowanej CDH stosowane s3 takze do prostego
i szybkiego pomiaru zawarto$ci zwigzkéw fenolowych
w srodowiska [86]. Mozliwe jest réwniez monitorowanie
stezenia katecholoamin bedgcych prekursorami neuro-
transmiteréw i hormonéw, w medycynie przy leczeniu
zaburzen neurologicznych i psychiatrycznych [78].

Innym, ciekawym zastosowaniem CDH jako ele-
mentu detekcyjnego, jest konstrukcja tzw. elektronicz-
nych jezykow (electronics tongues, ET). S to systemy
wieloczujnikowe wykorzystujace reakcje krzyzowe,
ktore moga przetwarzac sygnat za pomocg zaawanso-
wanych metod matematycznych opartych na rozpozna-
waniu wzorcéw i/lub wielowymiarowej analizie danych.
Umozliwiaja one interpretacje kompozycji ztozonych
analitéw oraz odrdznianie elementéw pierwotnych

od zakldcajacych [87]. Matryce czujnikowe, ktérych
sygnaly analizowane sa przez odpowiednie procedury
numeryczne (tzw. elektroniczne jezyki) charakteryzuje
odmienne w stosunku do klasycznej analizy chemicz-
nej podejscie. Zamiast oznaczania wybranych substan-
cji w badanych prébkach, matryce najczesciej majg za
zadanie okresli¢ cechy jako$ciowe probek niezwigzane
z jej pojedynczymi, analizowanymi oddzielnie sktadni-
kami. Dzigki temu mozliwe jest na przyklad okreslenie
przydatnosci do spozycia, wartosci odzywczej, odpo-
wiedniego czasu lezakowania lub fermentacji. Z tego
wzgledu w ciagu ostatnich kilkunastu lat matryce czuj-
nikowe z powodzeniem wykorzystywane byly w szeregu
aplikacji - od analizy Zywno$ci, przez monitoring $ro-
dowiskowy i procesowy, do diagnostyki medycznej [88,
89]. Systemy ET oparte na czasteczkach biologicznych,
takich jak enzymy, nazywane sg jezykami bioelektro-
nicznymi (bioelectronics tongues, BioET). Zastosowa-
nie CDH w BioET jest zwigzane z duza réznorodnoscia
form enzymow pochodzacych z réznych zrddel, ktora
pozwala na dostosowanie systemu do wykrywania
réznych analitycznie istotnych cukréw, takich jak np.
laktoza, maltoza i celobioza. Istotna byla rowniez, nie-
dawno odkryta zaleznos¢ poziomu aktywnosci enzymu
od obecnosci w srodowisku kationdw, a w szczegolnosci
Ca?*. Wlasciwos¢ ta sprawia, ze bialka z klasy II, ktore
sa w wiekszym stopniu regulowane przez Ca’*, moga
by¢ uzywane do okreslania zawartosci jonéw wapnia
w mleku. Dodatkowo wykorzystujac reakcje krzyzowa
CDH roéznego pochodzenia z laktoza i glukoza oraz
interferujacymi kationami Ca** mozna przeprowadzi¢
rozdzielenie tych analitow [42].

Bioogniwa paliwowe oparte na CDH

Konstrukcja bioogniw paliwowych (biofuel cells,
BFC) opartych na dziataniu dehydrogenazy celobio-
zowej, to kolejna aplikacja wykorzystujaca bioelektro-
chemiczne wtasciwosci CDH. Enzym ten dzieki mozli-
wosci zaréwno bezposredniego (DET) jak i posredniego
(MET - mediated electron transfer) transferu elektro-
ndw, stal sie interesujacym skladnikiem anodowej cze-
$ci bioogniwa paliwowego. Urzadzenia te sa w stanie
przeksztalci¢ energie chemiczng w elektryczng prze-
prowadzajac reakcje biochemiczne odbywajace si¢ za
pomocy biokatalizatoréw, katalizujacych utlenianie
biopaliwa i redukcje utleniacza [90]. Urzadzenia zasi-
lane bioogniwami mogg by¢ w prosty sposob miniatu-
ryzowane, dlatego ich potencjal aplikacyjny zwigzany
jest gléwnie z zasilaniem niewielkich wszczepialnych
lub przeno$nych urzadzen, takze biomedycznych [91].

Poczatkowe prace nad zastosowaniem CDH w bio-
ogniwach paliwowych oparte byly na elektrodach grafi-
towych modyfikowanych zaadsorbowanym enzymem.
Biatka nalezace do klasy I CDH produkowane przez
Phanerochaete chrysosporium [33, 45], Trametes villona
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[29, 35] i Dichomera saubinetii [43] oraz klasy II CDH
z Myriococcum thermophilum [45] i Corynascus ther-
mophilus [38] zostaly uzyte we wstepnych badaniach
z laktoza i glukoza jako paliwem anodowym [83].
Przyktadem takiego bioogniwa jest zaprojektowany
przez Comana i wsp. [43] model bioogniwa paliwo-
wego, w ktorym dehydrogenaza celobiozowa stanowi
bioanodg, natomiast na katodzie immobilizowana jest
lakaza. W ostatnich latach badania nad bioogniwami
paliwowymi prowadzone sg bardzo intensywnie, skut-
kujac zgloszeniami patentowymi obiecujgcych mikro-
systemow stosowanych w dyscyplinach medycznych
i inzynieryjnych. Wykazano mozliwo$¢ tworzenia
miniaturowych, samodzielnych biourzadzen zasila-
nych bioogniwem, w ktérym CDH unieruchomiono
na anodzie a oksydaze bilirubinowa (BOD) na kato-
dzie. Ogniwo to umozliwia produkcje nowej generacji
bezprzewodowych interfejséw neuronalnych znajdu-
jacych zastosowanie kliniczne. Uzywa si¢ ich réwniez
w przeprowadzanych in vivo badaniach neurofizjolo-
gicznych. Dzigki polaczeniu ogniwa i metody spektro-
skopii impedancyjnej (EIS) zademonstrowano sprze-
zenie indukcyjne miedzy urzadzeniem a neuronami
mozgu szczura [85]. Kolejnym przykltadem urzadzen
zasilanych energig pochodzaca z BFC jest elektroniczna
soczewka kontaktowa. Zastosowany w niej uktad CDH/
BOD do wytwarzania pradu wykorzystuje glukoze i tlen
rozpuszczone we Izach [92]. Ryc. 2

4. Podsumowanie
Dehydrogenaza celobiozowa jest enzymem, ktdry

dzieki oryginalnej strukturze i wlasciwosciom moze by¢
stosowany w wielu procesach biotechnologicznych oraz

w medycynie. Intensywnie prowadzone badania dostar-
czajg coraz to nowych mozliwosci aplikacyjnych tego
biatka. Rozpoczynajac od degradacji ligninocelulozy,
bedacej substratem w produkcji biopaliw, umozliwiajac
tym samym prowadzenie proceséw technologicznych
w sposob bardziej przyjazny dla $srodowiska. Poprzez
procesy detoksykacyjne, az do zastosowan bioelek-
trochemicznych zwigzanych z detekcjg lub zasilaniem
wszczepialnych i przeno$nych urzadzen, zwlaszcza bio-
medycznych. Biomedyczne zastosowania tego enzymu
obejmuja takie dziedziny jak antybiotykoterapia, sektor
opatrunkow, regeneracja przeciwutleniaczy, a przede
wszystkim systemy antybiofilmowe. Wtasciwosci anty-
oksydacyjne i przeciwdrobnoustrojowe CDH s3 obec-
nie intensywnie badane pod katem nowych mozliwosci
zastosowania w przemysle spozywczym a dokladniej
w opakowalnictwie. Zastosowanie tego enzymu moze
sta¢ sie alternatywg dla posiadajgcej podobne wlas-
ciwosci oksydazy glukozowej, stosowanej takze w sek-
torze opakowan.

Dehydrogenaza celobiozowa uzywana jest réwniez
do produkeji czasteczek bioaktywnych takich jak np.
kwasy aldonowe, ktorych zastosowanie wykracza poza
obszar medycyny. Niezwykle istotna jest takze mozli-
wo$¢ zastosowania CDH w procesie produkcji prebioty-
kéw niezawierajgcych laktozy. Mozliwosci zastosowania
tego biokatalizatora sg bardzo szerokie i z pewnoscia
wciaz nie do konca odkryte. Dlatego tak wazne jest
nieustanne pogtebianie naszej wiedzy o tym enzymie,
ale réwniez o innych biatkach katalitycznych, ktore
moga zrewolucjonizowaé przemyst i rynek produktow
medycznych. Otaczajgce nas mikroorganizmy sg zrod-
fem substancji bioaktywnych o ogromnym potencjale
aplikacyjnym.
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