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Dr hab. Janusz Madaj, prof. nadzw. UG, ukonczyt studia chemiczne na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w roku 1989. W tym samym roku podjal prace
w Zakladzie Chemii Cukrow UG. Stopien doktora nauk chemicznych uzyskat
w roku 1995. W latach 1997-8 odbyt staz naukowy w Case Western Reserved Uni-
versity w Cleveland, Ohio USA w grupie profesora Vincenta M. Monnier. W roku
2004 uzyskat stopien doktora habilitowanego nauk chemicznych po przedstawie-
niu rozprawy na temat: ,Badania drog tworzenia i przemian wybranych zwigzkow
cukrowych” Jego aktualne zainteresowania naukowe skupiajg si¢ na chemii orga-
nicznej ze szczegdlnym uwzglednieniem chemii weglowodanéw. Ostatnio swoje
prace koncentruje na badaniach mechanizmu oddzialywania wankomycyny ze
$ciang komodrkows bakterii Gram-dodatnich oraz wplywem na to oddzialywanie
fragmentéw cukrowych.

Dr Rafat Slusarz ukonczyl studia chemiczne na Uniwersytecie Gdaniskim. Takze na
Wydziale Chemii UG, w 2004 roku uzyskal stopiert doktora nauk chemicznych, po
obronie rozprawy pt. ,,Symulowanie dynamika molekularng blokowania i aktywacji
receptorow sprzezonych z biatkiem G”. Obecnie zajmuje si¢ badaniem zmian kon-
formacyjnych ukltadéw cukrowych i glikoproteinowych podczas swoistego oddzia-
tywania z fragmentami konstrukcyjnymi komorek bakteryjnych oraz enzymami
organizmoéw wyzszych metodami modelowania molekularnego. Jego warsztat pracy
obejmuje dynamike molekularng, analize statystyczna, optymalizacje, dokowania
oraz badanie oddziatywan miedzyczasteczkowych.

Dr Justyna Samaszko-Fiertek w roku 2004 ukonczyta Wydzial Chemii Uniwersy-
tetu Gdanskiego w Gdansku. Stopien doktora nauk chemicznych uzyskata w roku
2010. Jest adiunktem w Pracowni Chemii Cukréw na Wydziale Chemii Uniwer-
sytetu Gdanskiego. Tematyka badawcza: badaniach mechanizmu oddzialywania
wankomycyny ze $ciang komoérkowa bakterii Gram-dodatnich, opracowanie metod
syntezy nowych pochodnych antybiotykéw glikopeptydowych.
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ABSTRACT

Unfortunately, despite of work involved in understanding of the mechanism
of bacterial virulence, especially Staphylococcus aureus, it has not been developed
effective therapy against this bacteria. The first antibiotic used against this bacteria
was penicillin, which was discovered by Alexander Fleming in 1928.

A new generation of drugs introduced into therapy against Staphylococcus
aureus and other Gram-positive bacteria are glycopeptide antibiotics. The most
widespread and most commonly used are vancomycin and teicoplanin, discovered
respectively in 1956 and 1978.

As a result of frequent use of vancomycin VISA (ang. Vancomycin-interme-
diate Staphylococcus aureus) and VRSA (ang. Vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus) strains were discovered. The mechanism of action of this antibiotic based
on the inhibition of the biosynthesis of bacterial cell wall peptidoglycan fragment.
Forming stabilized by hydrogen bonds complex with terminal fragment of peptido-
glycan (dipeptide p-Ala-p-Ala) vancomycin prevents its further crosslinking [2] (Fig. 1).

However, in recent years other theories of the mechanism of action of glycopeptide
antibiotics against Gram-positive bacteria were presented it seems to be crucial to find
methods of selection of new antibiotics and for this purpose standard techniques of the
analysis, including isothermal titration calorimetry (ITC) [3], nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR) [8-15], high performance liquid chromatography (HPLC) [16],
capillary electrophoresis [17] or self-assembled monolayers (SAMs) [22] are used.

Discovering new methods for studying of interaction between vancomycin and
Gram-positive bacterial cell wall allows use it as a new technique for rapid selection of
potential new antibiotics, including glycopeptide derivatives.

Keywords: vancomycin, HPLC, capillary electrophoresis, NMR, SAMs
Stowa kluczowe: wankomycyna, HPLC, elektroforeza kapilarna, NMR, SAMs
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Uzywane w tekscie symbole aminokwaséw oraz ich pochodnych sg zgodne
z postanowieniami IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature
zawartymiw Eur. J. Biochem., 1985, 138, 9-37 oraz A Short Guide to Abbreviations
and TheirUse In Peptide Science, J. PeptideSci., 1999, 5, 465-471. W wypadkach
nie objetych postanowieniami stosowano oznaczenia powszechnie przyjete w che-
mii peptydow.

AFM - ang. Afomic Force Microscopy

Biatko Map - ang. MHC class II anologous protein

DCC - ang. dicyclohexylcarbodiimide

Gal - Dp-galaktoza

GalNAc - N-acetylo-p-galaktozamina

GIcNAc - N-acetylo-p-glukozamina

HATU - ang. 2-(7-Aza-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-
uronium hexafluorophosphate

HBTU - ang. O-Benzotriazole-N,N,N’,N-tetramethyl-uronium-
-hexafluoro-phosphate

HOALt - ang. I-hydroxy-7-azabenzotriazole

HOBt - ang. N-hydroxybenzotriazole

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High
Performance Liquid Chromatograthy)

LLO - ang. lipid-linkedoligosacchrides

LSP - ang. lipopolysacchride

LTA - ang. lipoteichoicacid

NCCLS - ang. National Committee on Clinical Laboratory Stan-
dards

MIC - ang. minimum inhibitor concentration

MurNAc - kwas N-acetylo-p-muraminowy

NMR - pektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(ang. Nuclear Magnetic Resonance)

oT - transferaza oligosacharydowa

PRSA - ang. penicilineresistant strain S. aureus

PBP - ang. peniciline binding protein

PIERS - ang. Polarized Infrared External Reflectance Spectro-
scopy

PTE - ang. peniciline tetracycline erythromycine resistant
strain S. aureus

SAM - ang. Self-Assembled Monolayers

SPPS - ang. Solid Phase Peptide Synthesis

SPR - ang. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy

TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy
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VISA - ang. vancomycin-intermediate S. aureus
VRE - ang. vancomycin-resistant Enterococcus
VRSA - ang. vancomycin-resistant strain S. aureus
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WPROWADZENIE

Niestety pomimo ogromu wlozonej pracy w poznanie mechanizmu zjadli-
wosci bakteryjnej, przede wszystkim gronkowca zlocistego, nie opracowano
jak dotad skutecznej terapii przeciwko tej bakterii. Poczatkowo stosowano
przeciwko niemu pierwszy odkryty przez Aleksandra Fleminga w 1928 anty-
biotyk - penicyline. Bakteria ta wyksztalcila przeciwko niemu swoisty system
odpornosci. Stosunkowo szybko pojawily si¢ pierwsze szczepy PRSA (ang.
penicilineresistant S. aureus), oporne na stosowanie tego antybiotyku, o czym
przestrzegal sam tworca: ,Jesli kuracja nie zniszczy wystarczajacej liczby bak-
terii, ocalale wydadza uodpornione potomstwo, ktdre szybko sie¢ namnozy.
W efekcie choroba przypusci ponowny atak i nie bedzie jej juz mozna wyleczy¢
penicyling” [1]. Niestety rzeczywisto$¢ okazala si¢ okrutniejsza i podobne bledy
popelniono wzgledem najbardziej popularnego oraz najczesciej stosowanego
antybiotyku przeciwko S. aureus wankomycynie. W konsekwencji czego bakteria
wyksztalcita szczepy wankomycyno wrazliwe VISA (ang. Vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus) i oporne VRSA (ang. Vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus) na skuteczno$¢ terapii przy zastosowaniu tych antybiotykéw. Mechanizm
dzialania tych antybiotykéw w gléwnej mierze opiera si¢ zahamowaniu biosyntezy
fragmentdw peptydoglikanu $ciany komoérkowej bakterii. Zatrzymanie tego procesu
zwigzane jest z bezposrednim oddzialywaniem antybiotyku z koricowym fragmen-
tem peptydoglikanu $ciany komdrkowej gronkowca zlocistego (dipeptydem p-Ala-
p-Ala) (Rys. 1) [1, 2].

wankozamina -
HO NS 07\
~/ "CHj

H3C al o

HO
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|
N-H A \ \ TOH
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Rysunek 1. Wankomycyna i oddzialywanie z fragmentem peptydowym peptydoglikanu S. aureus [2]
Figure 1. Vancomycin and their interaction with peptidoglycan fragment of S. aureus [2]

Jednakze w ostatnich latach pojawiajg si¢ inne teorie opisujace mechanizm
dziatania nowych potencjalnych antybiotykéw przeciwko bakterii Gram-dodatniej.


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Vancomycin-intermediate_Staphylococcus_aureus&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Vancomycin-intermediate_Staphylococcus_aureus&action=edit&redlink=1
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Dlatego tak wazne jest polozenie nacisku na dalszy rozwoéj i opracowanie technik
syntetycznych okreslonych fragmentéw $ciany komdrkowej wchodzacych w inter-
akcje z potencjalnymi antybiotykami przeciwko S. aureus.

Kolejnym waznym aspektem jest znalezienie metod selekcji nowych antybio-
tykow. W tym celu probuje si¢ wykorzysta¢ standardowe techniki wykorzystywane
w analizie, m.in. spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear
Magnetic Resonance, NMR), wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (ang. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) czy elektroforeze kapilarng, majace na
celu skrocenie czasu przeprowadzania wstepnych badan przed klinicznych.

1. BADANIE SI£. ODDZIALYWANIA FRAGMENTOW PEPTYDOWYCH
SCIANY KOMORKOWE] BAKTERIT Z WANKOMYCYNA

Do badan nad sila wzajemnego oddzialywania wankomycyny z fragmentem
peptydoglikanu w kompleksie i wyznaczenia stalej asocjacji (Ka) stosowano roz-
nego typu techniki analityczne, m.in. izotermiczng kalorymetrie miareczkowg (ang.
Isothermal Titration Calorimetry, ITC). Metoda ta pozwolila wyznaczy¢ nie tylko
stala Ka, lecz réwniez parametry termodynamiczne (m.in. entalpie i entropig).

Otrzymane wyniki potwierdzily stawiang od lat hipoteze, ze im dluzszy frag-
ment peptydoglikanu tym oddziatywania sg silniejsze. Jednakze z poréwnania stalej
Ka dla fragmentu tripeptydowego z wartosciami dla fragmentu mono-, di- i tetra-
sacharydowego (podstawionymi fragmentami pentapeptydowymi) wynika, ze
obecnos¢ fragmentu cukrowego nie wplywa na tworzenie si¢ kompleksu. Niewielka
zmiana wartosci dla zwiagzku 2 i 3 zwigzana jest z tadunkiem ujemnym na grupie
karboksylowej z fancucha bocznego y-iGlu. W przypadku pochodnej 3 grupa ta
podstawiona jest grupg aminows, zmieniajgc tym samym zdolno$¢ solwatacji tego
zwigzku (Rys. 2) [3].

Ciekawe rezultaty otrzymano dla zwigzku 4, dla ktérego wyznaczono dwie state
asocjacji. Pierwsza odnosi si¢ do powstajacego kompleksu w stosunku 1:1, druga
za$ zwigzana jest z przylaczeniem kolejnej wankomycyny do istniejacego juz kom-
pleksu. Sugeruje to, Ze w obrebie struktury przy tworzeniu si¢ kompleksu pomiedzy
jedng czgsteczkg wankomycyny a czasteczka zwigzku 4 powstaja dodatkowe stabe
oddzialywania elektrostatyczne, ktdre ja stabilizujg (Tab. 1) [3].


http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia_cieczowa
http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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Rysunek 2.
Figure 2.

Fragmenty pochodnej peptydoglikanu wykorzystane do badan oddziatywan z wankomycyna [3]
Peptidoglycan derivatives used for studies of interactions with vancomycin [3]

Tabela 1. Parametry termodynamiczne tworzenia kompleksupomiedzy wankomycyng a fragmentem $ciany
komérkowej w buforze octanu sodu, pH = 4,7 (T = 298 K) [3]

Table 1. Thermodynamic parameters of complex between vancomycin and a fragment of the cell wall
in sodium acetate buffer, pH = 4.7 (T = 298 K) [3]

Ligand K'i AG°71 AH"il TASil
[M™] [kJmol™] [kJmol™] [kJmol™]
(Ac),KAA (4,8 £0,7) - 10° -32,4+0,4 -40,1 + 1,0 -77+ 1,0
1 (6,6 +1,0) - 10° -332+0,4 -40,2+ 1,0 -7,0+ 1,0
2 (54+0,8)-10° -32,7+0,4 39,2+ 1,0 -6,5+1,0
3 (2,5+0,3)-10° -30,8 +0,3 -40,2+1,0 -9,4+1,0
4 (I-stala) (1,1 +0,2) - 10° -34,5+0,5 -41,2+ 1,0 -6,7+ 1,0
4 (I-stata) (4,0+0,7) - 10° -32,0+0,5 -454+1,0 -13,4+1,0
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1.1. METODY BADANIA ODDZIALYWANIA PEPTYDOGLIKANU Z WANKOMYCYNA

Wraz z pojawieniem sie szczepdw gronkowca ztocistego opornych na dziata-
nie stosowanych dotad lekdw bardzo wazne stalo si¢ opracowanie/zaprojektowanie
nie tylko nowych antybiotykéw lecz réwniez metod ich selekcji. Stanowi to duze
wyzwanie dla naukowcéw poniewaz powierzchnia bakterii wykazuje si¢ stabymi
wlasciwosciami antygenowymi [4-7]. Badania nad nowymi lekami trwajg od kilku
do kilkunastu lat, niestety najwigcej czasu pochtaniajg testy kliniczne. Dlatego tez
projektowanie nowych lekéw i metod ich badania opiera si¢ na wykorzystaniu wie-
dzy o mechanizmie dzialania istniejgcych juz antybiotykéw, co pozwala na skrdce-
nie czasu przeprowadzanych analiz.

W przypadku gronkowca zlocistego wykorzystuje si¢ podstawowa wiedze
o jego zdolnosci tworzenia si¢ kompleksu C-terminalnego fragmentu dipeptydo-
wego (p-Ala-p-Ala), wchodzacego w sktad peptydoglikanu z wankomycyna. Na tej
podstawie opracowano kilka metod badania oddzialywania pomiedzy antybioty-
kiem, a powierzchnig $ciany komdrkowej bakterii. Opieraly si¢ one na wykorzy-
staniu juz istniejacych technik analitycznych, m.in. spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic Resonance, NMR), wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (ang. High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
czy spektrometria mas z jonizacjg typu electrospray (ang. Electrospray Ionisation-
-Mass Spectrometry, ESI-MS).

Wraz z rozwojem techniki NMR i odkryciem efektu NOE nastgpil gwaltowny
postep w okredlaniu struktur réznego typu zwigzkéw, w tym wankomycyny. Po
poznaniu dokladnej budowy antybiotyku ostatniej szansy w terapii przeciwko zaka-
zeniom wywolanym szczepami MRSA, duzo czasu poswiecono na badania tworze-
nia si¢ kompleksu z fragmentem peptydoglikanu. Pionierami tego typu badan byt
Williams wraz ze wspotpracownikami [8]. W pierwszej fazie badan zastosowali oni
model wykorzystujacy gléwnie fragmenty di- i tripeptydowe (Ac-p-Ala-p-Ala, Ac2-
-L-Lys-p-Ala-p-Ala) oraz wankomycyne. Badanie struktury kompleksu okazalo si¢
skomplikowane ze wzgledu na niejednoznaczne przypisanie m.in. protonéw amido-
wych (-CONH-) wankomycyny bioracych udzial w tworzeniu wigzan wodorowych
w kompleksie, w odniesieniu do protonéw pochodzacych z czgsteczki wankomy-
cyny niebioracej udzialu w tworzeniu kompleksu [8].

Poczatkowo analizy przeprowadzano w temperaturze 25°C i DMSO-d, nie
otrzymujac jednoznacznych wynikéw. W celu zahamowania wymiany protonéw
zastosowano ponownie jako rozpuszczalnik DMSO-d,, ale z domieszka CCl, (3:1),
obnizono temperature z 25 do 0°C, CCl, zastosowany zostal jako antyzamrazacz
(ang. antifreeze). Warunki te obnizaly stala dysocjacji kompleksu i chronily przed
zbyt szybka wymiang protonéw, powodujacych zrywanie wigzan wodorowych. Do
analizy zastosowano mieszaning ~20 mM kazdego komponentu, uzyskujac kom-
pleks w stosunku 1: 1 [9].

Z analizy widm 'H NMR wynikalo, Ze nastgpita zmiana warto$ci przesunigé
protonéw grup metylowych dipeptydu Ac-p-Ala-p-Ala z 1,28 oraz 1,18 (w przy-


http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia_cieczowa
http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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padku samego dipeptydu) na 0,5 i 0,92 dla fragmentu peptydowego ,,zwigzanego”
w kompleks z wankomycyna. Wplywa na to ulokowanie tych grup naprzeciwko
pierscieni aromatycznych wankomycyny (gléwnie pierscienia 517 - Rys. 3, Tab. 2).
Kolejnym dowodem tworzacego sie¢ kompleksu byly zmiany wartosci przesuniec
chemicznych w kierunku wyzszych wartosci dla grup amidowych NH z antybiotyku
(Tab. 3). Stwierdzono, ze pierscienie aromatyczne bifenylu oddziatujg z grupg mety-
lowa N-terminalnej reszty p-alaniny z fragmentu peptydowego [9, 10]. Interakcje te
potwierdzone zostaly z analizy X-ray CDPI [11].

HO

CHs
NH,

V. V:
1 3 CH3

HOCH; W\
Cl
.

cl Q .-'H E2)

Rysunek 3. Kompleks wankomycyna - fragment peptydowy peptydoglikanu wykorzystany do badan oddzia-
tywan przy wykorzystaniu spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego [10]

Figure 3. Complex between vancomycin and a peptide fragment of peptidoglycan used for studies of inter-
actions using NMR spectroscopy [10]
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Table 2. Zmiana przesunie¢ chemicznych we fragmencie peptydowym peptydoglikanu zwigzanego
w kompleks z wankomycyna (A1) [10]
Table 2. Changing of the chemical shifts in a peptide fragment of peptidoglycan bound in a complex with

vancomycin (A1) [10]

Al + dipeptyd Al + tripeptyd
Proton peptydowy Proton peptydowy
Wolny Zwigzany Wolny Zwigzany
AMe 1,28 0,50 AMe 1,28 0,50
A.CH 4,14 3,90 A.CH 4,16 3,90
ANH 8,16 7,84 ANH 8,10 7,84
AMe 1,18 0,92 A Me 1,20 0,92
ACH 4,30 4,70 ACH 4,30 4,52
ANH 8,06 8,06 ANH 8,24 8,02
KaCH 4,18 4,18
KeCH, 3,00 3,06
CH,CO 1,82 1,82
KaNH 8,10 7,48
KeNH 7,84 7,94
Table 3. Zmiana przesunie¢ chemicznych wybranych protonéw wankomycyny (A1) w kompleksie z frag-
mentem peptydowym mureiny [10]
Table 3. Change of chemical shifts selected protons of vancomycin (A1) in complex with a peptide frag-

ment of murein [10]

Wankomycyna (A1) Al Al + dipeptyd Al + tripeptyd
w5 8,64 8,76 8,90
w7 8,46 8,74 9,15
w4 8,22 9,00 9,00
w2 7,80 11,70 11,80
6b 7,89 7,26 7,16
2f 7,50 7,62 7,60
2b 7,46 7,17 7,16
2e 7,20 6,90 6,88
5b 7,20 7,77 7,82
w3 6,78 8,30 8,34
x4 5,74 5,88 5,90
x2 4,86 518 5,17
4b 5,52 5,40 5,40
x5 4,38 4,64 4,64
x3 4,38 4,70 4,70
x7 4,38 4,40 4,50
x1 3,20 4,14 4,16

X6 4,20 4,50 4,40
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Wankomycyna (A1) Al Al + dipeptyd Al + tripeptyd
N-Me 2,40 2,64 2,60
3a, 32 2,38;2,12 2,16 2,10
1b 1,70 1,65 1,38
la, @ 1,50; 1,30 ~1,38 1,40
\Q 1,06 1,02 1,00
lc 0,90 0,70 0,68
1¢ 0,86 0,70 0,68

W tworzenie wigzan wodorowych w kompleksie zaangazowane sg w sumie
3 grupy amidowe NH, jedna grupa karbonylowa C=0 oraz jedna grupa aminowa
(NH,+CH,) pochodzgce z wankomycyny. Analiza widm NMR potwierdzita powsta-
wanie tych oddzialywan. Wskazywala na to m.in. zasadnicza zmiana przesuniecia
protonu w2 (Rys. 3). W kompleksie warto$¢ jego wynosi 11,7 ppm, podczas gdy
w wolnej wankomycynie jest przesunigta o okoto 3,9 ppm w kierunku nizszych war-
tosci. Taka rdéznica ttumaczona jest tworzacym sie wigzaniem pomiedzy protonem
a atomem tlenu z anionu karboksylanowego C-teminalnej reszty p-alaniny (Tab. 3)
[10].

Wraz ze zmiang wartosci przesuniecia chemicznego grup NH zmienia si¢
sita powstajacego wigzania. Poréwnujac site tworzacego sie wiazania wodorowego
pomiedzy ligandem a grupg NH drugiej reszty aminokwasowej wankomycyny
zauwazalna jest pewna prawidlowos¢. Im dluzszy jest fragment peptydowy tym
wieksza jest sila wigzania w tworzacym si¢ kompleksie. (brak ligandu < Ac-p-Ala
<Ac-p-Ala-p-Ala <Ac,-1-Lys-p-Ala-p-Ala) [2]. Wplyw na te zalezno$¢ majg two-
rzace sie dodatkowo oddziatywania hydrofobowe i wigzania wodorowe. Wykorzy-
stanie fragmentu tripeptydowego pozwolilo ustali¢, ze w roztworze wodnym ma
miejsce rotacja tanicucha bocznego L-lizyny dzigki czemu skierowany on jest strone
piericienia aromatycznego w pozycji 7 antybiotyku (Rys. 3) [12, 13].

Przy wykorzystaniu technik NOE zaobserwowano, ze protony ligandu
i antybiotyku sg ulokowane wzgledem siebie stosunkowo blisko. Wplywa na to
zmiana konfiguracji w obrebie wankomycyny i tworzenia przez nig tzw. karbok-
sylowej kieszeni wigzacej (ang. carboxylatebindingpocket). Utworzona jest ona
gléwnie przez reszty aminokwasowe antybiotyku znajdujace si¢ w pozycji 2, 3 oraz
4. Rotacja wigzan w obrebie reszty L-izoasparaginy, N-metylo-L-leucyny i p-hydrok-
syfenyloglicyna, ulatwia jej powstanie. Obroét o 180° wigzania «CHCO w N-metylo-
-L-leucynie pozwala na zmiane¢ ulozenia terminalnego kationu grupy N-metylowej
(NH,+CH,) i wytworzenie oddziatywan elektrostatycznych z anionem karboksyla-
nowym (COO-) p-alaniny.[13]

Tworzenie si¢ wigzania wodorowego pomiedzy anionem karboksylanowym
z ligandu a grupami NH antybiotyku potwierdzone zostaly przy uzyciu techniki
krystalografii. Jak dotad do analiz wykorzystywano gtéwnie krétkie fragmenty pep-
tydowe, takie jak di- i tripeptydowe, a badania nad tworzeniem si¢ kompleksu wan-
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komycyny z dluzszymi fragmentami peptydoglikanu przez dlugi okres czasu byty
stabiej udokumentowane.

Pierwsze analizy z zastosowaniem fragmentu pentapeptydowego r-Ala-p-iGln-
L-Lys-p-Ala-p-Ala przeprowadzit Mueller [14]. Do badan wykorzystany zostat agli-
kon aridiciny A (Rys. 4), identyczny z fragmentem heptapeptydowym wankomy-
cyny. Tworzenie si¢ kompleksu potwierdzita m.in. zmiana przesuni¢¢ chemicznych
dla atoméw azotu z grup amidowych heptapeptydu (Tab. 4) [14].

Table 4. Zmiana przesunig¢ chemicznych atoméw azotu ("°N) z grup amidowych pochodzacych z taricuch
peptydowego aglikonu aridicyny A [14]
Table 4. Changing of chemical shifts nitrogen atom (**N) amide groups coming from the peptide chain of
the aglycone aridicyny A [14]
Label Tripeptyd Pentapeptyd
(etykieta) Wolny Zwigzany Réznica Wolny Zwigzany Réznica
CNH 108,0 111,7 +3,7 108,0 111,7 +3,7
FNH 118,1 122,5 +4,4 118,4 122,6 +4,2
BNH 118,3 116,0 -2,3 118,1 115,9 -2,2
ENH 122,1 123,9 +1,6 122,1 123,8 +1,7
ANH 105,6 105,6 0,0 105,6 105,0 -0,6
DNH 128,3 128,3 0,0 126,5 126,8 +0,3

Rysunek 4. Aglikon aridiciny A [14]
Figure 4. Acridicine A aglycone [14]

Zmiany wartosci przesunig¢cia chemicznego grup ANH oraz DNH wskazuja,
ze rdwniez reszta D-iGln uczestniczy w tworzeniu kompleksu. Dalsze analizy wskazaty
rowniez, ze tancuch boczny reszty p-iGln skierowany jest w kierunku 6 pierscienia aro-
matycznego aglikonu [15].

Oproécz spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego wykorzystano
réwniez inne techniki do badan wzajemnego oddzialywania w tworzacym si¢
kompleksie pomiedzy fragmentem peptydoglikanu a wankomycyna. W tym
celu wykorzystano powszechnie znang technike analityczng, taka jak wysoko-
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sprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid Chromato-
graphy, HPLC). Cieszy si¢ ona réwniez duzym zainteresowaniem wsrod synte-
tykow, wykorzystujacych ja do okreslania czystosci otrzymywanych zwigzkow
oraz ich oczyszczania, a takze coraz czedciej znajduje zastosowanie do badania
tworzenia si¢ komplekséw pomiedzy réznego typu zwigzkami. Hermount wraz
ze wspolpracownikami [16] wykorzystal t¢ metod¢ do badania zdolnosci two-
rzenia si¢ komplekséw pomiedzy wankomycyng a fragmentem tripeptydowym
(N-a-Ac-1-Lys-p-Ala-p-Ala) i jego analogami (N-tBuO-6-aminokaproilo-p-Ala-p-
-Ala i N-Me-6-aminokaproilo-p-Ala-p-Ala). Do rejestracji wynikéw wykorzystany
zostal diodearray detektor 996 UV przy dlugosci fali 280 nm i kolumna Symmetry-
ShieldTM RP C18. Faze mobilng stanowit bufor octanu amonu (pH 5,0; 70 mM) (A)
i acetonitryl (B), przy zastosowanym gradiencie 95% A — 5% A, w czasie 20 min.
Wykorzystujac rézne stezenie ,,ligandow” stwierdzili, Ze przy stosunku molowym
1:25 (wankomycyna : fragment peptydowy) ma miejsce ,,zanik” wolnej wankomy-
cyny o 52,2% i 73,9% w wyniku tworzenia si¢ kompleksu odpowiednio z N-a-Ac-
L-Lys-p-Ala-p-Ala i N-fBu-O-6-aminokaproilo-p-Ala-p-Ala. W celu potwierdzenia
tworzacego sie¢ kompleksu pomiedzy antybiotykiem a fragmentem peptydowym
wykorzystano metode ESI-MS. Jon molekularny 314 odpowiada masie molekular-
nej N-Me-6-aminokaproilo-p-Ala-p-Ala, 629,02 i 943,87 odpowiednio dimerowi
i trimerowi pochodnej peptydowej, zas 1404,09 fragmentacji wankomycyny (masa
wankomycyny pomniejszona o grupe COOH) za$ 1762,87 wskazuje na tworzacy sie
kompleks pomiedzy obydwoma typami zwigzkéw (Rys. 5) [16].
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Rysunek 5. Analiza ESI oddzialywania wankomycyny z fragmentem peptydowym (N-Me-6-aminokaproilo-
D-Ala-D-Ala) [16]

Figure 5. ESI analysis of interaction of vancomycin with a peptide fragment (N-Me-6-aminocaproilo-D-
Ala-D-Ala) [16]
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Wisrod wielu technik analitycznych stosowanych do badan oddziatywania
w tworzacych sie kompleksach typu ligand-receptor swoje zastosowanie znalazla
réwniez elektroforeza kapilarna. Okazala sie metoda szybka i skuteczng w okresla-
niu powinowactwa pomiedzy wankomycyna i fragmentami peptydowymi. Od kilku
lat prezentowane sa prace ukazujace zalety tej metody. Badania w gtéwnej mierze
przeprowadzone zostaly przy wykorzystaniu prekursora peptydoglikanu UDP-N-
acetylo-p-muramylo-L-Ala-p-Glu-L-Lys-p-Ala-p-Ala wyizolowanego ze szczepu
gronkowca zlocistego 209P oraz prekursora UDP-N-acetylo-p-muramylo-L-Ala-
D-Glu-1-Lys-p-Ala-p-Lac (z L. casei 7469) iUDP-N-acetylo-p-muramylo-L-Ala-p-
Glu-1-Lys-(1-Ala)-p-Ala-p-Lac (L. mesenteroides VR1) [17].

Pomiar wykonano w czasie 20 s przy natezeniu 7 pA, z zastosowaniem buforu
startowego (0,2 M glicyna, 0,03 M Tris) o pH 8,30 i stezeniu ligandu (wankomy-
cyny) w buforze 25 mM. Stezenie nanoszonej probki wynosito 10 uL prekursora
peptydoglikanu i 10 pL tlenku mesitylu. Zmiana czasu ,retencji” z 4,3 min na
3,9 min potwierdzila tworzenie si¢ kompleksu (Rys. 6). Podobna analiza przeprowa-
dzona zostala dla probek, w ktorych C-terminalna reszta p-alaniny zastgpiona byta
p-mleczanem, ale w ich przypadku nie odnotowano zadnej zmiany na chromatogra-
mie. Dodatkowo wykonana analiza Scatchard pozwolita wykresli¢ stala dysocjacji
kompleksu prekursor peptydoglikanu — antybiotyk wynoszaca Kd ~ 62,5 uM (stata
wigzania - binding konstant - Kb ~ 1,6 - 10° M) [16].
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Rysunek 6. Ocena zdolnosci oddzialywania pentapeptydowego prekursora peptydoglikanu (A) S. aureus
209P, (B) L. casei 7469 z wankomycyna przy wykorzystaniu elektroforezy kapilarnej [17]

Figure 6. Evaluation of ability interaction of pentapeptide fragment of peptidoglycan precursor (A)
S. aureus 209P, (B), L. casei 7469 with vancomycin using capillary electrophoresis [17]

Elektroforeza kapilarna coraz czesciej wykorzystywana jest do badania
oddzialywan pomiedzy enzymem a kofaktorem, proteing-cukrem czy peptydem
i antybiotykiem. Zaletg tej metody jest przypisanie réznych funkeji badanej prébece,
zaréwno roli receptora jak i ligandu.
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Inne metody badania wzajemnego oddzialywania w tworzacym si¢ kompleksie
opierajg si¢ na wykorzystaniu poliakrylamidu. Yan wraz z wspdlpracownikami
zmodyfikowal go resztami aminokwasowymi p-Ala, L-Ala, Gly oraz fragmentem
peptydowym p-Ala-p-Ala wbudowane w linker [18]. Petnily one role adsorbentéw.
Poprzez pomiar absorpcji okreslit on wzajemne powinowactwo ,ligandu/adsor-
bentu” do antybiotyku. Zastosowal dwa zwigzki wankomycyne i demetylowanko-
mycyne. Z przeprowadzonych analiz wynikalo, ze pochodna wankomycyny wyka-
zywala si¢ nizsza zdolnoscig adsorpcyjna wzgledem kazdej zastosowanej pochodne;j
poliakrylamidowej, anizeli jej pochodna i do tworzenia kompleksu konieczna jest
obecnos¢ fragmentu dipeptydowego. Demetylowankomycyna dodatkowo tworzyta
kompleks z resztami aminokwasowymi (Rys. 7, Tab. 5) [17].

R
%—CONHCHZCONHCHZCHZNHCOCH2CH2CONHéHCOOH

IV-a (R=CH3;, D - konfiguracja)
IV-b (R=CH3;, L - konfiguracja)
IV-c (R=H)
R R
E—CONHCH2CONHCHZCHZNHCOCHZCHZCON HCL HCONHé HCOOH

V (R=CHj3, D - konfiguracja)

Rysunek 7. Modyfikacja linkeréw fragmentami peptydowymi [18]
Figure 7. Modification linker by peptide fragments [18]
Table 5. Poréwnanie zmian absorpcji zmodyfikowanych dla fragmentéw poliakrylamidu zwigzanych
w kompleksie z demetylowankomycyng lubwankomycyna [18]
Table 5. Comparison of changes absorption for a modified polyacrylamide fragments bound in a complex
with demetylovancomycin or vancomycin [18]
Adsorpcja demetylowankomycyny Adsorpcja wankomycyny
Adsorbent Stezenie Stezenie/unieruchomiony Stezenie Stezenie/unieruchomiony
(mmol/g) ligand (mmol/g) ligand
IV-a 0,35 0,83 - -
IV-b 0,09 - - -
IV-c 0,29 0,56 - -
v 0,59 1,44 0,53 1,29

Modyfikacja poliakrylamidu opierafa si¢ nie tylko na wbudowaniu w jego
strukture fragmentow peptydowych peptydoglikanu lecz réwniez antybiotyku gli-
kopeptydowego. Tego typu prace przedstawil Whitesides i jego wspotpracownicy
(Rys. 8) [19].
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Grupy
fluorescencyjne i
Wankomycyna tancuch
R glikanu™> -

tancuch

poliakrylamidowy /
Wigzanie poprzeczne
w mureinie

D-Ala-D-Ala

Rysunek 8.  Modyfikacja poliakrylamidu grupami fluorescencyjnymi i wankomycyna [19]
Figure 8. Modification of polyacrylamide by fluorescent groups and vancomycin [19]
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Rysunek 9.  Synteza zmodyfikowanej pochodnej wankomycyny [20]
Figure 9. Synthesis of vancomycin derivative [20]
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Model ten wykorzystuje zdolnos¢ tworzenia si¢ kompleksu pomiedzy wanko-
mycyna a C-terminalnym fragmentem dipeptydowym (p-Ala-p-Ala) pochodzacym
z fragmentu mureiny. Zastosowany poliakrylamid pA zmodyfikowany zostat antybio-
tykiem glikopeptydowym — wankomycyna V (stanowiacym 5% polimeru) oraz grupa
fluorescencyjna F (1%) (Rys. 8-10) [19].

NHS NHS NHS NHS NHS
(e} O o

OH
o
. 0
\H ;mc/
H
© Hat CHs
CHz H,C

Rysunek 10. Synteza zmodyfikowanej pochodnej wankomycyny. Warunki syntezy: a) 0,02 ekwiwalentupo-
chodnej fluorescencyjnej, Et,N; b) 0,01 ekwiwalentu pochodnej 5; ¢) NH,H,O (aq) [20]

Figure 10.  Synthesis of modified derivative of vancomycin. Conditions of synthesis: a) 0.02 equiv. fluore-
scence derivative, Et,N; b) 0.01 equiv. derivative 5; ¢) NH,H,O (aq.) [20]

Whbudowanie grup fluorescencyjnych w strukture pA opieralo si¢ na reak-
cji poly(N-akryloloksysukcynimidu) (PNAS) z 5-[(5-aminopentylo)tioureidylo]
fluoresceinag (fluorescein cadaverine) w bezwodnym N,N-dimetyloformamidzie
(DMF) w obecnosci trietyloaminy. Natomiast modyfikacja pA-F wankomycyna
zwigzana byla z przylaczeniem do niej linkera (pochodnej diaminobutylowej),
a nastepnie przy wykorzystaniu srodkow sprzegajacych HOBt i HBTU wbudowanie
jej w strukture poliakrylamidu (Rys. 9 1 10). Iloé¢ przytaczonych grup fluorescencyj-
nych i antybiotyku okreslona zostata na podstawie analizy 1H NMR oraz spektro-
skopii UV-VIS [20, 21].

Badania przeprowadzone zostaly kilkutorowo. Wstepne analizy opieraly sie
na wykorzystaniu SAMs (ang. self-assembledmonolayers) na ktérej zakotwiczone
zostaly fragmenty peptydowe (N-a-Ac-L-Lys-p-Ala-p-Ala) [20, 21]. Powierzchnia
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SAM zostata zaktywowana poprzez reakcje z HS(CH,) ,(OCH,CH,),OH (1,8 mM)
i HS(CH,),,(OCH,CH,) OCH,COOH (0,2 mM) w etanolu [21]. Wolna grupa kar-
boksylowa zaktywowana zostala N-hydroksysukcynimidem i przylaczony zostat
do niej fragment tripeptydowy. Obecnos¢ fragmentu p-Ala-p-Ala potwierdzona
zostala przy wykorzystaniu techniki spektroskopii w podczerwieni (ang. Polarized
Infrared External Reflectance Spectroscopy, PIERS) [20].
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Rysunek 11.  Model powierzchni samonosnej z wbudowanymi fragmentami peptydowymi D-Ala-D-Ala wyko-
rzystywanej do badania oddzialywania z bifunkcyjnym poliakrylamidem [20]

Figure 11.  Surface model of peptide fragments D-Ala-D-Ala used for studying the effect with bifunctional
polyacrylamide [20]

Tworzace si¢ oddzialywania pomiedzy wankomycyng a fragmentem dipep-
tydowym potwierdzone zostaly przy wykorzystaniu techniki spektroskopii rezo-
nansu powierzchniowego (ang. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy, (SPR))
oraz mikroskopu fluorescencyjnego (ang. Fluorescence Microscopy), potwierdzajac
tworzenie si¢ stabilnego kinetycznie kompleksu, dla ktérego k ., (stata szybko$ci roz-
padu) wynosi okoto 2:10° s (Rys. 11) [20, 22].
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Dodatkowo wykorzystanie metody fluorescencyjnej pozwolito na okreslenie
wzajemnego powinowactwa pomiedzy stosowanym antybiotykiem a produktami
odpowiedzi immunologicznej organizmu (przeciwciatami czy makrofagami) lub z
powierzchnig bakterii czy wiruséw, gdzie grupa fluorescencyjna pelni role antygenu
przeciwko ktérym organizm wytwarza specyficzne przeciwciata. Wykazano ponadto
zdolno$¢ tworzenia kompleksu bifunkcyjnegopoliakrylamidu nie tylko z powierzch-
nig SAM lecz réwniez z powierzchnig komorek bakteryjnych. W tym celu wykorzy-
stano hodowle szczepow S. aureus, S. epidermidis, E. coli i E. faecalis. W przypadku
bakterii Gram-ujemnych nie odnotowano tworzenia sie¢ kompleksu, co potwierdza,
ze wankomycyna nie jest skuteczna przeciwko tym bakteriom. Wykorzystanie prze-
ciwcial [IgG(anty-fluor)] i metody cytometrycznej pozwolilo na kontrole wzrostu
komorek bakteryjnych szczepéw podatnych na dzialanie wankomycyny, a takze
stworzylo dodatkowo mozliwo$¢ wykorzystania tej techniki w przypadku szczepow
VRSA [20].

UWAGI KONCOWE

Opracowane metody badan sil oddzialywania pomiedzy wankomycyna a frag-
mentem peptydoglikanu §ciany komorkowej bakterii Gram-dodatniej moga postu-
zy¢ jako nowe techniki szybkiej selekcji nowych potencjalnych antybiotykow, w tym
pochodnych glikopeptydowych. Skrdci to niewatpliwie czas wprowadzenia nowych
lekéw skierowanych do walki z zakazeniami wywolanymi przez bakterie Gram-
-dodatnie, a przede wszystkim S. aureus.
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ABSTRACT

The most important component of bacterial cell walls especially Gram-positive
bacteria is peptidoglycan, called also murein, PGN. The first time this synonym
was used in 1964 by Weidel and Pelzer [1]. Peptidoglycan is present in the outer
layer of the cytoplasmic membrane and its structure. The structure of peptidogly-
can depends on the bacteria strain. It is estimated that in Gram-negative bacteria,
it occupies only about 10-20% of the total area of the cell wall, when in Gram-posi-
tive bacteria it is 50 and up to 90% of all space.

Problems with isolation with high purity of biological material shows the need
for developing techniques for chemical synthesis of peptidoglycan fragments and
their analogs. In past few years there has been a growing interest within the synthe-
sis of compounds glycoprotein (glycopeptides, peptidoglycan, etc.). As a basis for
the construction of cell walls of many bacteria.

Despite intensive research and gain significant knowledge of the physical and
biological, chemical synthesis or biosynthesis (Fig. 5 and 6) of peptidoglycan, not so
far failed to unambiguously determine its three-dimensional structure. The works
of Kelman and Rogers [15] and Dimitriev [20] nearer picture of its structure. How-
ever, the time to develop in vivo visualization of cell structure it will be difficult to
identify correctly peptidoglycan three-dimensional structure.

Due to the important biological roles of murein, many research centers have
taken to attempt their chemical synthesis. For biological research began to use che-
mically synthesized peptidoglycan fragments which guaranteed both uniform and
a certain structure. An important roles in the development of methods of chemi-
cal synthesis of peptidoglycan had H. Chowdhury work, Fig. 8 [35], Hesek, Fig. 9
and 10 [36, 37], Dziarskiego [38] and Boneca [39] and Inamury [34, 40].

Keywords: peptidoglycan, chemical synthesis, biosynthesis, biological activity
Stowa kluczowe: peptydoglikan, synteza chemiczna, biosynteza, rola biologiczna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Uzywane w tekscie symbole aminokwaséw oraz ich pochodnych sg zgodne
z postanowieniami IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature
zawartymi w Eur. J. Biochem., 1985, 138, 9-37 oraz A Short Guide to Abbreviations
and Their Use In Peptide Science, J. Peptide Sci., 1999, 5, 465-471. W wypadkach nie
objetych postanowieniami stosowano oznaczenia powszechnie przyjete w chemii

peptydow.

AFM ang. Atomic Force Microscopy

ATP adenozyno-5’-trifosforan

GalNAc N-acetylo-p-galaktozamina

GIcNAc N-acetylo-p-glukozamina

MDP muramylodipeptyd

MurG N-acetyloglukozaminylotransferaza
MraY specyficzna translokazy

MTP muramylotripeptyd

MurA transferaza enoilopirogroniowa
MurNAc kwas N-acetylo-p-muraminowy
NADPH dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
PGN ang. peptidoglycan

TEM transmisyjny mikroskop elektronowy
UDP-GIcNAc UDP-N-acetylo-p-glukozamina

UTP urydyno-5’-trifosforan
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WPROWADZENIE

W zyciu czlowieka od zawsze towarzysza jemu wszelkiego rodzaju drobno-
ustroje — grzyby, bakterie, wirusy, itp. Niektore z nich maja dobroczynny charakter,
a niekiedy nawet ich obecno$¢ jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Cz¢$¢ z nich odnalazta swoje zastosowanie w probiotykach np. bak-
terie kwasu mlekowego, tak bardzo wazne do stosowania w trakcie prowadzonej
kuracji antybiotykowej. Chronig one przed rozwojem innych infekeji, grzybow i sa
niezbedne do prawidlowego funkcjonowania jelit. Niestety wiele bakterii ma cha-
rakter chorobotworczy. Przyczyniaja sie do rozwoju wielu infekeji, prowadzacych
do groznych, niekiedy wrecz nieuleczalnych choréb. W przeciagu ostatnich kilku
lat powodem wielu powaznych schorzen byty bakterie Gram-dodatnie. Najwigksza
zjadliwo$¢ wsrod nich przypisywana jest gronkowcowi ztocistemu (Staphylococcus
aureus). Szacuje sie, ze od 10 do 50% populacji ludzkiej jest na stale lub okresowo
nosicielami tego drobnoustroju, z czego u znacznej wiekszosci nie zaobserwowano
wystepowania objawéw chorobotwérczych. Zyja oni z tg bakterig w ciaglej symbio-
zie, s3 dla niej pewnego rodzaju zywicielem, nieustannie dostarczaja jej pokarm,
a w zamian gronkowiec chroni swojego ,dobroczynce” przed innymi bakteriami.
Niestety Staphylococcus aureus pomimo swojego ,dobroczynnego wplywu”, jesli
tylko spotka sprzyjajace warunki (np. obnizona odpornos¢ organizmu) zaczyna
sia¢ powszechny postrach. Gronkowiec ztocisty uwazany jest od wielu lat za jeden
z podstawowych patogenéw odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne i pozaszpi-
talne ludzi. Odpowiedzialny jest on m.in. za zakazenia ran chirurgicznych, zapa-
lenie pluc, zapalenie opon mézgowych oraz zakazenia noworodkéw na oddziatach
intensywnej terapii.

Pojawienie si¢ coraz to nowszych, bardziej niebezpiecznych infekcji wywola-
nych przez kolejne szczepy bakteryjne przyczynito sie¢ do koniecznosci poznania
mechanizméw ich zjadliwos$ci. Powstanie nowych i rozwiniecie sie juz istniejacych
technik analitycznych pozwolito na kompleksowg analize¢ budowy $ciany komor-
kowej, jak rowniez proby jej syntetycznego ,,odtworzenia’, co niewatpliwie ulatwia
poznanie ogromu czynnikéw ich wirulentnosci i patogennosci bakterii. Wérod nich
wyrdzniamy m. in. zdolnos¢ wytwarzania toksyn czy enzymow zewnatrz wydziel-
niczych, jednakze w tym aspekcie duzg role odgrywa réwniez sama budowa $ciany
komorkowej bakterii. Gronkowiec zlocisty w gléwnej mierze zbudowany jest z pep-
tydoglikanu (50-90%), ktéry sam charakteryzuje sie¢ wlasciwosciami immunosty-
mulacyjnymi. Juz w 1974 roku wykazano, ze najmniejszym fragmentem adiutan-
towo czynnym jest muramylodipeptyd (MDP), stymulujgcy wytwarzanie licznych
cytokin. Jednakze fragmentu tego nie mozna wyodrebni¢ bezposrednio ze $ciany
komorkowej bakterii, a mozna go otrzymac wylacznie na drodze syntezy chemicz-
nej.

Obserwowane problemy w dopracowaniu technik izolowania materialu bio-
logicznego, odznaczajacego si¢ wysoka czystoscia zwrdcily uwage na konieczno$é
rozwoju technik syntezy chemicznej okres$lonych fragmentéw, stanowigcych analogi
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tych, ktdre zostaly wyizolowane z materialu biologicznego. Sprawilo to, ze nastapit
duzy wzrost zainteresowania synteza zwigzkow glikoproteinowych (glikopeptydow,
peptydoglikandw, itp.), stanowigcych podstawe budowy scian komérkowych wielu
bakterii. Od tego czasu opracowano wiele nowych technik uwzgledniajacych syn-
tez¢ odpowiednich fragmentéw (cukrowych, peptydowych) zaréwno w roztworze,
jak i na nos$niku statym, a takze bardziej zaawansowanych opartych na remodelowa-
niu glikoprotein czy metodzie in vivo supresyjnej tRNA.

1. PEPTYDOGLIKAN

Waznym skiadnikiem $cian komdrkowych bakterii zaréwno Gram-dodatniej,
jak i Gram-ujemnej jest peptydoglikan, zwany réwniez mureing (PGN). Synonim
ten zostal uzyty po raz pierwszy w 1964 roku przez Weidela i Pelzera [1]. Peptydo-
glikan obecny jest w zewnetrznej warstwie membrany cytoplazmatycznej. W zalez-
nosci od bakterii rézni si¢ on skladem (budowa), a przede wszystkim zajmowana
powierzchnig (grubo$cia warstwy). Szacuje sie, ze w przypadku bakterii Gram-
-ujemnych zajmuje on tylko okolo 10-20% calkowitej powierzchni $ciany komor-
kowej, a w przypadku bakterii Gram-dodatnich od 50 do nawet 90%.

1.1. BUDOWA

Peptydoglikany wystepujagce w $cianie komodrkowej bakterii zbudowane sa
z dtugich tancuchoéw polisacharydowych, skladajacych si¢ z powtarzajacych si¢ jed-
nostek N-acetylo-p-glukozaminy (GlcNAc) oraz kwasu N-acetylo-p-muraminowego
(MurNAc), polaczonych wigzaniem S(1—->4) O-glikozydowym. W niektérych pep-
tydoglikanach zamiast reszty MurNAc wystepuje kwas L-talozoaminouronowy. Do
grupy karboksylowej kwasu N-acetylo-p-muraminowego przylaczony jest fragment
peptydowy sktadajacy sie z reszt L- i p- aminokwasdéw, a w przypadku kwasu r-taloz-
aminouronowego fragment ten sktada si¢ wytacznie z L-aminokwaséw [2].

Lancuch peptydowy S. aureus zbudowany jest z reszt r-alaniny, kwasu
p-izoglutaminowego (w przypadku niektérych szczepow gronkowca reszta ta zasta-
piona jest p-isoglutaming), L-lizyny oraz p-alaniny (Rys. la).
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Rysunek 1. Przyktady peptydoglikanu wystepujacego w przyrodzie [2]
Figure 1. Examples of peptidoglycan fragments [2]

W przypadku bakterii Gram-ujemnych w miejsce L-Lys wystepuje najczesciej
meso-Dap (np. Escherichia coli, Rys. 1b). Waznym elementem budowy mureiny sa
mostki peptydowe. Laczg one poszczegolne fancuchy glikanu nadajgc silnie usie-
ciowang, trojwymiarowa, sztywng strukture, co stanowi istotng ceche tego typu
zwigzkéw. Mostki peptydowe mogg réznié sie od siebie w zaleznosci od bakterii
zaréwno sktadem, jak i dlugo$cig. Powoduje to, ze wyrézniamy kilka typéw mureiny.
W typie A wigzanie poprzeczne powstaje pomiedzy grupa karbonylowg p-alaniny
z pozycji 4, a wolna grupg aminowa aminokwasu diaminowego w pozycji 3 z sasied-
niego peptydu. W obrebie tej klasy wyrdzniamy dodatkowo kilka podtypdw. W przy-
padku Al wigzanie peptydowe miedzy obydwiema resztami jest bezposrednie, ale
moze r6znic sie obecnoscig reszty diaminowej:

o Ala - w tworzeniu wigzania uczestniczy L-lizyna;

o Al - grupa aminowa z fancucha bocznego pochodzi od reszty L-ornityny;

o Aly - obecny jest kwas diaminopimelinowy (charakterystyczny dla wigk-

szo$ci bakterii Gram-ujemnych np. E. coli, rzadziej Gram-dodatnich, np.
L. monocytogenes).

W mureinie podtypu A2 w tworzeniu mostkéw peptydowych biorg udzial te
same reszty aminokwasowe, ktdre obecne sa w fragmencie peptydowym.

W momencie gdy mostek sktada si¢ z dwoch do siedmiu reszt aminokwaso-
wych, mamy do czynienia z podtypem A3, dla ktérego charakterystycznym przed-
stawicielem jest gronkowiec ztocisty. W sklad jego peptydoglikanu wchodza mostki
pentaglicynowe, za$ w przypadku S. pyogenes dialanylowe [2]. Wigzania poprzeczne
w mostkach utworzone przez aminokwasy dikarbosylowe (najczesciej p-asparagine,
p- lub L-glutaming) wystepuja w podtypie A4.
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W przypadku mureiny typu B, mostki powstaja pomiedzy reszta p-glutaminy w
pozycji 2 jednego peptydu, a czwarta reszta aminokwasowg (p-alaning) sagsiedniego.
Reszty te polaczone sg ze soba przy pomocy aminokwasu diaminowego.

1.2. ROLA BIOLOGICZNA

Pierwsza linig obrony ukladu immunologicznego organizméw przeciwko
mikroorganizmom jest rozpoznanie podstawowych sktadnikéw ich budowy takich,
jak peptydoglikan, lipopolisacharydy, lipoproteiny czy DNA bakteryjne. Zwiazki
te posiadajg pewnego rodzaju mediatory, do ktérych zaliczamy cytokiny, prosta-
glandyne czy tlenek azotu NO ulatwiajace identyfikacje obcych organizmoéw [36].
W wielu pracach peptydoglikanowi przypisuje sie wlasciwosci immunoadiuwan-
towe (immunostymulacyjne, ang. immunopotentatior), jednakze mechanizm ich
dziafania jak dotad nie zostal dokltadnie poznany [7, 8].

Przez dlugie lata prowadzono prace nad toksycznoscia, zjadliwoscig frag-
mentéw mureiny i w 1974 roku odkryto, ze najmniejszym fragmentem peptydo-
glikanu wykazujacym minimum aktywno$ci bakteryjnej (adiuwantowo czynnym)
jest muramylodipeptyd MDP, N-acetylo-p-muramylo-L-alanylo-p-izoglutamina
(Rys. 2). Otrzymuje si¢ go jedynie na drodze chemicznej syntezy [9], poniewaz
enzymatyczna hydroliza materialu biologicznego prowadzi jedynie do otrzymania
muramylotripeptydéw (MTP), ktére wykazuja si¢ podobnie jak MDP wlasciwo-
$ciami immunostymulacyjnymi.

OH
OH
CH3—;: NHAc
o
L-Ala

D-iGIn

Rysunek 2.  Budowa muramylodipeptydu (MDP)
Figure 2. Structure of muramylodipeptide (MDP)

Ze wzgledu na znaczne wlasciwosci biologiczne tego najmniejszego fragmentu
przeprowadzono szeroki zakres badan majgcych na celu otrzymanie jego analogéow.
Starano sie zwigkszy¢, a niekiedy nawet polepszy¢ jego wlasciwosci farmakologiczne
[10]. Synteza tego typu fragmentéw nastrecza niekiedy wielu probleméw. Pionierem
w tego typu pracy byl Arendta wraz ze swoimi wspotpracownikami [11]. Przed-
stawil on nowy sposéb otrzymywania muramylopeptydéw, bedacych pochodnymi
peptydowymi o skomplikowanej strukturze. Zademonstrowal syntez¢ muramylote-
trapeptydu, stanowigcego odpowiednik naturalnego fragmentu $ciany komorkowej
bakterii [12].
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Warte uwagi sg rowniez prace Azuma i wspotpracownikow, zajmujacych sie
synteza wielu pochodnych MDP. Cz¢$¢ z nich stanowily pochodne acylowane w
pozycji C-6 reszty cukrowej roznymi kwasami karboksylowymi, m.in. kwasem
mykolinowym. Niektére z nich wykazaly sie silne wlasciwosci przeciwnowotwo-
rowe, np. chinylowe pochodne analogu MDP [13].

Przez ostatnie kilkanascie, a nawet kilkadziesiat lat otrzymano bardzo wiele
analogéw MDP oraz nor-MDP o stwierdzonej lub potencjalnej aktywnosci prze-
ciwnowotworowej czy immunomodulacyjnej. Niektdre z nich stanowig pochodne
1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu (Rys. 3) lub batracykliny (Rys. 4), tuftsyny oraz
ich pochodnych. Nad tego typu polaczeniami prace prowadzone sg m.in. przez
grupe prof. Dzierzbickej i prof. Kolodziejczyka [14].

OH
H o
(0]
AcNH
R ¢ OBn
CO-L-X-D-GIuNH,
CONH-R’
R =Hlub CHs
R' = _
—(CHy),NH NO, o NH(CH,),NH
Z
N
N H
n=2345 NO,

X = Ala, Val, Pro

Rysunek 3. Pochodne 1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu [14]
Figure 3. 1-Nitroacridine/4-nitroacrydone derivatives [14]

OH
H Q

° Al
cNH
R OBn
CO-L-X-D-GIuNH,

CONH-R'
R=H lub CH
R =
O o)
— (CH,),CONH
N/ ub N/
n=235

X = Ala, Val, Pro

Rysunek 4. Pochodne batracykliny [14]
Figure 4. Batracyclin derivative [14]
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W budowie komorki peptydoglikan pelni wiele funkeji, odpowiedzialny jest
m.in. za utrzymanie ci$nienia osmotycznego, ksztalt oraz nadaje jej wielko$¢. Sta-
nowi przyklad cylindrycznego lub kulistego nierozpuszczalnego polimeru, zapew-
niajacego mechaniczng ochrone przed czynnikami zewnetrznymi oraz turgorem
wewnatrzkomorkowym.

Waznym etapem prac nad peptydoglikanem byly badania nad jego gru-
boscia, a wysuwane wnioski zalezne byly od zastosowanej metody. Poczatkowo do
pomiardéw wykorzystywano transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM), a probke
odwadniano i utrwalano. Inna metoda opierala sie na okresleniu ilo$ci znakowanych
radioaktywnie sktadnikéw mureiny, a nastepnie przy uzyciu wzoréw chemicznych
dokonaniu odpowiednich wyliczen. Na tej podstawie okreslono grubos¢ mureiny
dla E. coli wahajacej si¢ w granicach od 1 do 3 nm. Zastosowanie mikroskopii sit
atomowych AFM (ang. Atomic Force Microscopy) odzwierciedlalo wyniki blizsze
warunkom panujacym in vivo. Pomiary prowadzone byly w §rodowisku wodnym
i wskazywaly, ze grubo$¢ warstwy dla E. coli wynosi okolo 6 nm, zas dla gronkowca
zlocistego 20-40 nm.

1.3. STRUKTURA TRZECIORZED OWA

Pomimointensywnychbadanizdobyciaznacznejwiedzyowtasciwosciachfizycz-
nych i biologicznych, syntezie chemicznej czy biosyntezie peptydoglikanu, nie udato
sie jak dotad w sposob jednoznaczny okresli¢ jej trojwymiarowej struktury. Pierwsze
hipotezy na jej temat powstawaly juz w latach 70-tych. Wowczas, ze wzgledu na obec-
nos$¢ wigzania f(1->4) O-glikozydowego w mureinie, sadzono, ze polimery glikanowe
wykazuja analogie do chityny. Budowa jej wydaje si¢ stosunkowo prosta i sztywna,
do reszty MurNAc przylaczone sg dodatkowo tancuchy peptydowe, ulozone w jed-
nym kierunku [15].

Kolejne hipotezy zwracaly uwage na konieczno$¢ tworzenia sie wigzan wodo-
rowych w obrebie struktury. Kelman i Rogers zasugerowali, ze oddzialywania te
powstaja pomiedzy sgsiadujagcymi lancuchami peptydowymi, pochodzacymi od
dwoch réznych tancuchéw glikanu. Dalsze badania wskazywaly, ze wiagzania wodo-
rowe tworzg si¢ w obrebie jednego peptydu, a nie jak wczesniej przypuszczano
dwoch sgsiadujacych, przyjmujac postac 2,2 helisy [15].

Wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni i analizy rentgenograficznej
pozwolito ustali¢, ze tancuchy cukrowe w przeciwienstwie do chityny nie s3 ani
proste ani sztywne, lecz przyjmuja postaé prawoskretnej helisy. Obrét nastepuje
co 4 dwucukrowe podjednostki, z ktorych pod katem prostym wychodzg tancuchy
peptydowe, utozone prostopadle wzgledem siebie.

Kolejny proponowany model zakladal, ze tancuchy glikanu przyjmujg ksztalt
diugich cylindréw (ang. long cylinders) [16] lub rozciagnietej liny (ang. stretched
ropes) [17] otoczonej ciasng spirala pojedynczych podstawnikéw peptydowych.
Poszczego6lne warstwy glikanu utozone byly wzgledem siebie i powierzchni komorki
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réwnolegle, dodatkowo obrécone o kat 60° wzgledem sasiedniego fancucha. W ten
sposOb warstwa mureiny przyjmowata ksztalt ,sklejki” (ang. ,plywood™type).
Wymusza ona duze konformacyjne znieksztatcenie wzgledem lanicuchéw peptydo-
wych, osiagajac tym samym duzy stopien ich usieciowania.

Zastosowanie metod modelowania molekularnego pozwolilo na zaproponowa-
nie prostopadlego ulozenia tancuchéw glikanu do powierzchni komoérki bakteryj-
nej, tzw. model rusztowy (ang. scaffold model). Gwarantuje on wysoki stopien usie-
ciowania siegajacy nawet 80-90%, co zgodne jest z uzyskanymi wcze$nie danymi
eksperymentalnymi [18, 19]. Za tym modelem przemawiajg obliczenia i badania
wykonane m.in. przez Dimitrieva [20].

Do czasu opracowania metod wizualizacji in vivo budowy komoérki na pozio-
mie molekularnym trudno bedzie wskaza¢ wlasciwg teori¢ ulozenia tancuchow
mureiny. Zwigzane jest to z réznorodnoscia typow peptydoglikanu wystepujacych w
przyrodzie, stopniem ich usieciowania oraz ilo$cig tworzacych sie warstw. Zasadni-
cze roznice dotyczg mureiny bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Przypusz-
cza sie, ze S. aureus jest przykladem najbardziej usieciowanego i niezwyklego typy
mureiny i jedynie metoda rusztowa moze w pelni odzwierciedla¢ jego strukture.

1.4. BIOSYNTEZA

Historia badan nad biosyntezg fragmentu peptydoglikanu $ciany komdrkowej
bakterii siega juz potwiecza. Park jako pierwszy wyizolowat z hodowli gronkowca
zlocistego ,traktowanego” penicyling prekursor nukleotydu odpowiedzialnego za
rozrost peptydoglikanu, a bylo to w wczasach gdy nie wiedziano jeszcze o istnieniu
takiej makromolekuly [21].

Lata intensywnych badan doprowadzity do wysunigcia wniosku, Ze na biosyn-
tez¢ mureiny sklada si¢ wiele kluczowych etapéw. Dokladne okreslenie/rozgrani-
czenie, ktdry z nich jest najwazniejszy jest bardzo trudne, ale mozna dokona¢ pod-
stawowego podzialu w zalezno$ci od miejsca w komorce, w ktérym zachodzi ten
proces [22, 23]:

1) Cytoplazma - w tej czesci gromadzone sg prekursory peptydoglikanu, zbu-
dowane z reszty N-acetylo-p-glukozaminy i kwasu N-acetylo-p-murami-
nowego, do ktorego grupy karboksylowej przytaczone sg krétkie fragmenty
peptydowe (Schemat 1) [24];
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Schemat 1. Synteza prekursoréw peptydoglikanu [22]
Scheme 1. Synthesis of precursor of peptidoglycan [22]

2) Monomery mureiny nastepnie przeksztalcane s3 w produkty posrednie
- pochodne lipidowo disacharydowo-peptydowe polaczone wigzaniem
fosforowym (ang. lipid intermediate disacchride-(peptide)-pyrophosphate
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undecaprenol). Powstate prekursory transportowane s3 na nosnik lipidowy,
ktory wystepuje w blonie komdrkowej, a nastepnie przenoszone sa przez
nig z réwnoczesnym odlgczeniem lipidowego przenosnika-fosforanu unde-
kaprenylu (Rys. 5). Proces ten przebiega na pograniczu trzech warstw —
cytoplazmy, zewnetrznej warstwy komorki, a przede wszystkim w blonie

cytoplazmatycznej.

Powierzchnia komorki

Bfona cytoplazmatyczna

L ,, '.,
QOO0 lub [ - O ,PP-U
Lipid Il Lipid |
Cytoplazma
’ P-U
ubP ,/p
Gly
p-Ala
L-Lys
0-iGlu
L-Ala
@ GicNAc
4dg» v
fosforan udekaprenylu
Rysunek 5. Przeniesienie prekursoréw peptydoglikanu przez blone cytoplazmatyczng [25]
Figure 5. The transfer of the peptidoglycan precursor across the cytoplasmic membrane [25]

Ostatni etap polega na polimeryzacji przetransportowanych fragmentéw mure-
iny. Zachodzi on na zewnetrznej warstwie blony komoérkowej, w tym momencie
wazna role odgrywaja dwa typy enzymoéw: glikozylotransferazy — odpowiedzialne
za tworzenie sie tancuchowych form glikandéw oraz transpeptydazy — prowadzace

do powstania usieciowanej, sztywnej struktury mureiny (Rys. 6) [26, 27].
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Rysunek 6. Etap dzialania transpeptydaz i glikozylotransferaz [25]
Figure 6. Place of action of transpeptidase and glycosyltransferase [25]

Biosynteza mureiny jest procesem bardzo ztozonym, kazdy jej etap pelni $cisle
okreslone funkcje i jest konieczny do prawidtowego rozrostu $ciany komoérkowe;j
bakterii.

Za najwazniejszy prekursor w tworzeniu peptydoglikanu uwazana jest
UDP-N-acetylo-p-glukozamina (UDP-GIcNAc). Formowana jest z 6-fosforanu-p-
-fruktozy (Schemat 2). Bierze réwniez udzial w powstawaniu innych makromole-
kul opartych na strukturze N-acetylo-p-glukozaminy, takich jak kwasy tejchojowe
(w przypadku bakterii Gram-dodatnich) oraz lipopolisacharydy i antygeny entero-
bakteryjne (bakterie Gram-ujemne) [22, 27-30].



PEPTYDOGLIKAN - BUDOWA, ROLA BIOLOGICZNA ORAZ SYNTEZA

527

20, PO
O_OH
HO,
OH
OH

D-fruktoza-6-P

In
GIms Cg
lu

OPO,2
HO Q
HO
N OH

D-glukozamina-6-P

GImM
OH
HO&
HO 3
N, OPO 2
D-glukozamina-1-P
acetylo-CoA
GImu <
CoA

OH

HO .
Ac NH™ OPO 3

N-acetylo-D-glukozamina-1-P

UTP
GImuU <
PPi

HO 0
HO
AcNH OH )\
o] Mol o
NP / O
P
1 ||
(0]
UDP-GIcNAc O OH

. Inne fragmenty
Peptydoglikan sciany komoérkowej
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Scheme 2. Formation of UDP-N-acetyl-D-glucosamine (UDP-GIcNAc) [22]
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Przeksztalcenie 6-fosforanu-p-fruktozy w 6-fosforan-p-glukozaminy (Sche-
mat 2) w pierwszym etapie katalizowane jest przez bienzymowy kompleks
L-glutaminaze i aminotransferaze 6-fosforanu-p-fruktozy, ktéra kodowana jest
przez gen glmS [31]. N-Terminalny koniec domeny glutaminazy odpowiedzialny
jest za hydrolize L-glutaminy, w wyniku ktorej uwalniana jest czasteczka amoniaku,
podczas gdy C-terminalny koniec domeny izomerazy przeksztalca amoniak i fos-
foran-6-p-fruktozy w fosforan-6-p-glukozaminy. Nastepnie ma miejsce przeniesie-
nie grupy fosforanowej z atomu wegla 6 na grupe anomeryczng, w wyniku czego
powstaje fosforan-1-b-glukozaminy. Reakcja ta katalizowana jest przez gen glmM
w przypadku E.coli, natomiast w S. aureus role ta przypisuje si¢ femD lub femR315
[32, 33]. Waznym etapem biosyntezy jest reakcja acetylowania grupy aminowej
fragmentu cukrowego. Istotng role w tym procesie odgrywa pochodna koenzymu
A. W wyniku przeniesienia grupy acetylowej z acetylo-CoA na 1-fosforan-p-gluko-
zaminy, przy udziale transacetylazy, powstaje N-acetylo-p-glukozamino-1-fosforan.
Zwigzek ten w reakcji z UTP ulega dalszym przeksztalceniom do UDP-N-acetylo-
-p-glukozaminy (UDP-GIcNAc). Etap ten katalizowany jest przez pirofosfataze [22].

UDP-GIcNAc stanowi istotny, jesli nie najwazniejszy produkt calej biosyntezy.
Poniewaz stanowi nie tylko podstawe do syntezy usieciowanej formy peptydogli-
kanu, poprzez przeksztalcenie go w pochodng kwasu UDP-N-acetylo-p-muramino-
wego (UDP-MurNAc), lecz réwniez innych elementéw $ciany komdrkowej bakterii
(lipopolisacharydow, kwaséw tejchojowych itp.).

Waznym elementem mureiny oprécz pochodnej p-glukozaminy jest pochodna
kwasu N-acetylo-p-muraminowego (UDP-MurNAc). Synteza tego fragmentu prze-
biega w dwoch etapach, z ktorych pierwszy katalizowany jest przez transferaze
MurA, a kolejny przez reduktaze MurB. Transferaza enoilopirogroniowa (MurA)
tworzy wigzanie eterowe pomiedzy a-fosfoenolopirogronianem, pochodzacego
z PEP, a trzecim atomem wegla (C-3) pochodnej UDP-GIcNAc (Schemat 3).
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Schemat 3. Otrzymywanie kwasu N-acetylo-D-muraminowego (UDP-MurNAc) [22]
Scheme 3. Preparation of N-acetyl-D-muramic acid (UDP-MurNAc) [22]
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W kolejnym etapie powstajacy UDP-N-acetylo-p-glukozamino-3-enoilopi-
rogronian redukowany jest przez NADPH do p-mleczanu, co dokonuje sie przy
udziale reduktazy MurB (Schemat 4) [22].

.
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S N
NH NH
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Schemat4. Mechanizm dzialania reduktazy MurB [22]
Scheme 4.  Mechanism of action MurB reductase [22]
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Istotnym momentem formowania peptydoglikanu jest przytaczenie poszcze-
golnych reszt aminokwasowych. Proces ten zachodzi przy udziale specyficznych
enzymow oraz ATP. Przebiega on w kilku etapach. Wolna grupa karboksylowa
pochodzaca z czasteczki UDP-MurNAc pelni role akceptora wigzania peptydowego.
Do niej przylaczana jest pierwsza reszta aminokwasowa, ktora dla wiekszosci bak-
terii jest L-alanina. Odbywa si¢ to przy udziale ligazy MurC. W kolejnym etapie
dolaczany jest kwas p-glutaminowy (Schemat 5a), bedacy produktem genu murl,
odpowiedzialnego za synteze p-glutaminianu z a-ketoglutaranu (Schemat 5b).

a)

MurC UDP-MurNAc + L-Ala + ATP ———> UDP-MurNAc-L-Ala + ADP + P;

MurD UDP-MurNAc-L-Ala + D-Glu + ATP 5 UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu + ADP + P,
MurE  UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu + Agpm (lubL-Lys) + ATP _—» UDP-MurNAc-tripeptyd + ADP + P;
MurF UDP-MurNAc-tripeptyd + D-Ala-D-X + ATP ———» UDP-MurNAc-pentapeptyd + ADP + P;

b)

D-alanina + a-ketoglutaran ———= D-glutamian + pirogronian

~—

Schemat 5. Mechanizm przytaczenia kolejnych reszt aminokwasowych do kwasu N-acetylo-D-muramino-
wego [22]
Scheme 5. The substitution of amino acid residues to N-acetyl-D-muramic acid [22]

W pozycji trzeciej najczesciej przytaczang reszty jest L-lizyna. U czesci bakte-
rii w jej miejsce podstawiana jest reszta kwasu mezo-diaminopimelinowego (A, pm
lub Dap), a w sporadycznych przypadkach miejsce to zastgpione jest przez reszte
L-homoseryny, reszte 3-hydroksy-A pm, kwasu diaminobutylowy (ang. diamino-
butyric acid) czy L-ornityne.[22] Warto zwrdci¢ uwage, ze pierwsze reszty amino-
kwasow przylaczane sg oddzielnie, jako samodzielne jednostki, natomiast ostatnie
dwie reszty w postaci fragmentu dipeptydowego (p-Ala-p-Ala) (Schemat 5a i 6).
Fragment ten powstaje w wyniku dzialania dwdch enzymoéw racemazy (DdIB),
ktora przeksztalca reszte L-alaniny w jej p-pochodng oraz ligazy p-alanina:p-alanina
(DdIB) syntezujacej fragment dipeptydowy. Podczas biosyntezy tego fragmentu ma
miejsce zastapienie C-terminalnej reszty p-alaniny inng resztg aminokwasows, np.
p-walina, glicyna, p-hydroksymaslanem, a w przypadku S. aureus najczgsciej jest to
reszta p-mleczanu. Stanowi to swoisty system odpornosci bakterii przeciwko sto-
sowanym terapiom antybiotykowym. Istnieja réwniez bakterie, w ktérych N-ter-
minalna reszta p-alaniny zostala zastgpiona przez reszte¢ p-waliny, p-seryny lub
p-aminomaslan lub glicyne.
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Schemat 6. Mechanizm powstawania fragmentu dipeptydowego (p-alanylo-p-alaniny) [22]
Scheme 6.  Formation dipeptide fragment (p-Ala-p-Ala) [22]

Bardzo wazny jest fakt, Ze wczes$niej opisane etapy biosyntezy zachodza
w cytoplazmie komorki bakteryjnej. Maja one na celu namnazanie tak waznych
dla prawidlowego rozrostu mureiny prekursordw, ktére to nastepnie przetranspor-
towane zostaja z wewnetrznej czesci komorki bakteryjnej na zewnetrzng warstwe
$ciany komorkowej. Na ten proces sktada sie kilka etapéw. W pierwszym momencie
do powstalego MurNAc-pentapeptydu przytaczony zostaje fosforan undekaprenylu
(zwany réwniez baktroprenolem). Wystepuje on w blonie cytoplazmatycznej i pelni
role przeno$nika lipidowego jednostek budulcowych (peptydoglikanu, lipopoli-
sacharudow czy kwasow tejchojowych Rys. 7). W wyniku dzialania specyficznej
translokazy (MraY) powstaje kompleks, noszacy nazwe lipidu I (C55-PP-MurNAc-
-pentapeptyd). Zwiazek ten reaguje z UDP-GIcNAc. Reakeja ta katalizowana jest
przez glikozylotransferazy (MurG), w wyniku czego tworzy si¢ wiazanie f(1->4)
O-glikozydowe. Reakcja zachodzi pomiedzy grupa hydroksylowa przy 4 atomie
wegla pochodnej MurNAc a 1 atomem wegla z pochodnej GlcNAc, co prowadzi do
powstania lipidu IT (pochodnej disacharydowopentapeptydowej). Na tym etapie ma
miejsce tworzenie sie krotkiej liniowej formy peptydoglikanu. Do fancucha bocz-
nego reszty L-lizyny przylaczane sa kolejne reszty aminokwasowe. W przypadku
S. aureus sg to reszty glicyny w wyniku czego powstaje mostek pentapeptydowy.
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Powstaly lipid II transportowany jest na zewnetrzng strong¢ blony komoérkowej,
gdzie nastepnie jest wbudowywany w istniejaca strukture peptydoglikanu. Obecne
tam transglikozylazy (biatka PBP oraz lityczna transglikolaza Mlt) katalizujg reakcje
zachodzgce pomiedzy grupa hydroksylowa przy 4 atomie wegla pochodnej MurNAc
pochodzacej z przetransportowanego disacharydopentapeptydu, a anomerycznym
atomem wegla z GIcNAc istniejacej mureiny. W wyniku zachodzacego procesu
odlaczana jest czasteczka baktroprenolu (C55-PP). W wyniku reakeji hydrolizy
zwigzek ten jest regenerowany i w postaci C55-P przenoszony na zewnetrzng strone
blony cytoplazmatycznej, gdzie ulega dalszym reakcjom z pochodng muramylopen-
tapeptydowa.

btona cytoplazmatyczna

7\ A
(MraY)
P \ zl_ T MurG I|D
N P PH
UDP-MmI'NAc | |
MurNAc-GIcNAc
peptyd UMP MUII'NAC : I
beptyd UDP-GIcNAc UDP peptyd
Lipid | Lipid Il

cytoplazma

Rysunek 7. Mechanizm transportowania prekursora peptydoglikanu [22]
Figure 7. The mechanism of transport peptidoglycan precursor [22]

W zewnetrznej warstwie $ciany komorkowej oprocz reakeji transglikozylacji
prowadzacej do wydtuzenia si¢ formy lancuchowej mureiny, zachodzg réwniez
procesy transpeptydacji. Polegaja one na tworzeniu si¢ poprzecznych wiazan pepty-
dowych pomiedzy nowymi jednostkami budulcowymi a istniejacymi fragmentami
peptydoglikanu. Sprawia to, ze struktura mureiny przyjmuje usieciowang postac,
podobng do sakulusu (woreczka mureinowego). Transpeptydacja opiera si¢ na
usunieciu C-terminalnej reszty p-alaniny, a w jej miejsce przylaczane s istniejace
mostki peptydowe.

1.5. SYNTEZA CHEMICZNA

Ze wzgledu na istotne role biologiczne jakie spelniaja fragmenty mureiny,
atakze problem z ich izolowaniem z materiatu biologicznego wiele osrodkéw nauko-
wych podjelo si¢ proby ich chemicznej syntezy. Do badan biologicznych zaczeto
wykorzystywa¢ fragmenty peptydoglikanu syntezowane chemicznie, co gwaranto-
walo zaréwno jednolitg i pewng strukture, a zarazem wysoka czysto$¢ stosowanych
zwiazkow.
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Przez dlugi okres czasu duzym zainteresowaniem cieszyly si¢ syntezy frag-
mentéw muramylodipeptydowych (MDP), bedacych najkrétszymi fragmentami
peptydoglikanu adiuwantowo czynnymi. Okazalo si¢ jednak, ze dtuzsze fragmenty
peptydoglikanu wykazuja si¢ innymi wlasciwosciami biologicznymi w poréwnaniu
z MDBP, dlatego tez, synteza takich fragmentéw stata si¢ Zrédtem zainteresowania
kilku o$rodkéw badawczych. W 2001 roku pojawila si¢ praca opisujaca synteze
fragmentu tetrasacharydowego oraz oktasacharydowego peptydoglikanu (Rys. 8).
Skladaly si¢ one z powtarzajacych sie jednostek disacharydowych, zbudowanych
z reszty N-acetylo-D-glukozaminy (GlcNAc) i kwasu N-acetylo-p-muraminowego
(MurNAc) potaczonych wigzaniem B(1->4) O-glikozydowym [34]. Do grupy kar-
boksylowej pochodzacej z reszty MurNAc przylaczone zostaly fragmenty dipepty-
dowe r-alanylo-p-izogltaminy (r-Ala-p-iGln) [35].

OH

0
H
NHAc
NHAC HO
-} NHAc OH
NHAG
L-Ala
D-| IG n L}

L | p=
D-iGIn n=1lub 2

T

Rysunek 8.  Fragment tetra- i oktasacharydowy peptydoglikanu [34, 35]
Figure 8. Tetra- and octasacchride peptidoglycan fragments [34, 35]

Prowadzone badania nad czynnikami wywotujacymi szok septyczny (ang. sep-
tic shock) nasuwaly wniosek, ze odpowiedzialne s3 za niego ogdlnoustrojowe stany
zapalne wywolane w skutek obecnosci peptydoglikanu (PGN) we krwi pacjentow.

Badania nad coraz bardziej ztozong strukturg mureiny doprowadzity do publi-
kacji w 2004 r., w ktdrej Heseka i jego wspotpracownicy przedstawili synteze tetrasa-
charydu, w ktérym do reszty kwasu mlekowego kwasu N-acetylo-p-muramylowego
przytaczony byt pentapeptyd. Otrzymane przez nich polaczenie stanowi podtuzny
fragment peptydoglikanu ze $ciany komdrkowej bakterii Gram-dodatniej [36].
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Rysunek 9.  Fragment terasacharydowy otrzymany przez Heseka i in. [36]
Figure 9. Tertasaccharide fragment prepared by Heseka et al. [36]

Oprécz tego otrzymali krotsze fragmenty peptydoglikanu, odpowiednio
mono-, disacharydowe, ktore wykorzystali do badania wzajemnego oddzialywania
z wankomycyng [37].
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1 2 (R=OH)
3 (R=NHy)

Rysunek 10. Pochodne mono- i disacharydowe peptydoglikanu [37]
Figure 10.  Mono- and disaccharide derivatives of the peptidoglycan fragment [37]

Dodatkowo fragmenty disacharydowe postuzyly im do przygotowania dime-
réw peptydoglikanu (Schemat 7).
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Schemat 7. Dimery peptydoglikanu [38]
Scheme 7. Dimers of peptidoglycan [38]

Duzym zainteresowaniem oprocz syntezy okreslonych fragmentéw peptydogli-
kanu, ciesza si¢ rowniez badania biologiczne otrzymanych zwigzkow. Zwigzane jest
to z bardzo dobrymi wlasciwo$ciami immunopotentatywnymi (ang. immunopoten-
tiating) fragmentéw mureiny. Podejrzewa sie, ze PGN odpowiedzialny jest za sty-
mulacje receptoréw TLR 2 oraz membrany CD14 (mCD14). Badania prowadzone
przez dwie niezalezne grupy badawcze Dziarskiego [38] i Boneca [39] doprowadzily
do wysuniecia sprzecznych wnioskow.

Inamura wraz ze wspolpracownikami [40] podjeli probe zbadania wplywu
diugosci tancucha zaréwno peptydowego oraz cukrowego na aktywnos¢ mCD14
i TLR2. W tym celu wykorzystano fragmenty tetrasacharydowe z przylaczonym
fragmentem di-, tri-, tetra- oraz pentapeptydowym, a takze oktasacharyd z pod-
stawionym fragmentem dipeptydowym. Okazalo sie, ze niepodstawione fragmenty
glikanu nie wykazujg sie wlasciwo$ciami immunostymulacyjnymi. Wskazuje to,
ze obecnos¢ fragmentéw peptydowych jest konieczna do wywotania odpowiedzi
immunologicznej. Najwieksza aktywnosciag odznaczal si¢ fragment trisacharydowy
z przytaczona pochodng tripeptydowa (Tab. 1).
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Tabela 1. Fragmenty peptydoglikanu otrzymane przez Inamure i jego wspotpracownikéw majace wplyw na
aktywno$¢ mCD14 i TLR2 [40]
Table 1. Peptidoglycan fragments prepared by Inamura, et al. with affecting the activity of mCD14 and
TLR2 [40]
H
NHAc| O
! NHAc BnO OR.
Hs C \ OR NHAc " o NHAC
-«
HC™ co-r
Zwigzek R R
4 H L-Ala-D-iGln
5 H L-Ala-D-iGln-L-Lys
6 H L-Ala-D-iGIn-L-Lys-D-Ala
7 a-Pr L-Ala-D-iGIn-L-Lys(Ac)
8 a-Pr L-Ala-D-iGIn-L-Lys(Ac)-D-Ala
9 a-Pr L-Ala-D-iGln-L-Lys-D-Ala-D-Ala
10 a-Pr L-Ala-D-iGIn-L-Lys(Ac)-D-Ala-D-Ala
11 a-Pr OH

a)

Rysunek 11.  Struktura lipidu I oraz lipidu II otrzymanego przez prof. van Nienwenhze i Blaszczaka [41]
Figure 11.  Structure of lipid I and II prepared by van Nienwenhze i Blaszczak [41]
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Rysunek 11.  Ciag dalszy
Figure 11.  Continuation

Przeprowadzono takze proby otrzymania prekursoréw biosyntezy peptydo-
glikanu. Grupie profesora Blaszczak udalo si¢ przeprowadzi¢ z wielkim sukcesem
synteze zaréwno fragmentu lipidu I oraz lipidu IT (Rys. 11) [41].

UWAGI KONCOWE

Synteza fragmentow peptydoglikanu $ciany komoérkowej bakterii jest procesem
bardzo zlozonym i wymaga zastosowania wielu ortogonalnych wzgledem siebie
oston grup funkcyjnych przylaczanych reszt aminokwasowych, czy grup hydroksy-
lowych fragmentu cukrowego. Jednakze otrzymanie tego typu fragmentéw na dro-
dze chemicznej pozwala na uzyskanie materialu biologicznego o wysokiej czystosci.
Proces ten jest jednym z elementéw niezbedny do poznania istoty wirulentnosci
i toksycznosci $ciany komorkowej bakterii.
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Fizyki i Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Stopnie naukowe magistra (1959 r.)
i doktora chemii (1966 r.) uzyskata pod kierunkiem Profesora Bogdana Kamien-
skiego. Habilitowala si¢ w roku 1980. Tytul profesora otrzymata w roku 2000.
W latach 1959-1974 pracowata w Zakladzie Fizykochemii Zjawisk Powierzchnio-
wych Instytutu Chemii Fizycznej PAN w Krakowie. Od roku 1975 do przejscia na
emeryture (2006 r.) byla zatrudniona na Wydziale Chemii UJ jako adiunkt, docent,
profesor nadzwyczajny i profesor zwyczajny, pelnigc w latach 1992-2006 funkcje
kierownika Zakladu Chemii Fizycznej i Elektrochemii oraz od roku 1981 do 2015
r. kierownika Zespotu Fizykochemii Powierzchni. Obecnie jako profesor emeryto-
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twor wodny/powietrze, sit oddziatywania i trwalosci cienkich czarnych filméw swo-
bodnych, zastosowania metod fizykochemicznych do okreslania mechanizmu dzia-
tania dodatkéw detergencyjno dyspergujacych uszlachetniajacych oleje silnikowe,
mechanizmu dzialania elektrody miedzyfazowej jako wskaznika przy ilo§ciowym
oznaczaniu zwiazkow organicznych w apolarnych rozpuszczalnikach.
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ABSTRACT

The purpose of this paper is to show how interesting is free surface of water and
how many problems connected with its properties were investigated. Some of them
were studied in twenty century, another are quite new. The special attention was
drawn to orientation of water molecules at water/air interface and connected with
this orientation electric surface potential drop existing at the free surface. To date,
there is no consensus both as to its value and sign. This is due to the impossibility of
direct measurement of the surface potential, which caused that many scientists have
attempted to estimate the value and sign of this potential indirectly by measuring
other physical parameters or using simulation methods.

The paper present also such properties of water/air interface as: surface density,
surface viscosity, dielectric permittivity, surface conductivity ,surface tension and
their changes as a result of adsorption process. As we can see from the review out-
lined in the paper the free surface of water in spite of long and different of studies is
still fascinating for many scientists.

Keywords: water/air interface, structure of free surface of water, surface potential of
water

Stowa Kkluczowe: granica faz woda/powietrze, struktura powierzchni swobodnej
wody, potencjal powierzchniowy wody
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WPROWADZENIE

W przyrodzie zywej i martwej wystepuje bardzo wiele najrozmaitszych gra-
nic miedzyfazowych. Zachodzace na nich rézne zjawiska odgrywaja istotng role
w wielu procesach majgcych miejsce zarowno w materii ozywionej jak i martwe;j.
Jedna z najpowszechniej wystepujacych granic faz jest swobodna powierzchnia
wody. Stanowi ona wiecej niz 70% powierzchni ziemi. Dlatego sama woda jak i
jej granica faz woda/powietrze interesowaly juz od dawna wielu uczonych. Przed-
miotem zainteresowania byly wlasciwosci fizykochemiczne granicy migdzyfazowej
i mozliwosci ich zmian pod wplywem najrozmaitszych czynnikéw. Czasteczki wody
jak wiadomo moga tworzy¢ pomiedzy soba wigzania wodorowe. Wystepowanie
tych wigzan powoduje szczegdlne termodynamiczne wlasciwosci cieklej wody. Dla
ich wyjasnienia podawane sg rézne modele struktury wody. Najogolniej mozna je
podzieli¢ na dwie grupy: modele ciagle [1-8] i modele mieszane, dwustrukturowe
[9-13]. W modelach ciaglych rozpatruje si¢ przeksztalcenie struktury na drodze
zmian geometrii wigzan bez ich rozrywania. W modelach mieszanych wysuwa si¢
przypuszczenie o rozrywaniu wiazan wodorowych przy przemianach struktury pod
wplywem zewnetrznych oddzialywan. Przesunigciem réwnowagi pomiedzy poje-
dynczymi czasteczkami i klasterami [9, 11-13] badZz lodopodobnymi szkieletami
[10] tlumaczy si¢ w tej grupie modeli termodynamiczne anomalie wody. Nowsze
dane $wiadczg raczej na korzy$¢ modeli ciaglych. Woda wykazuje swoje wlasciwosci
tylko woweczas jezeli zajmuje taka objeto$é, ze moze stworzy¢ odpowiednie struk-
tury. Jest to szczegolnie wazne w przypadku wody wystepujacej w cienkich filmach,
a z takimi zjawiskami spotykamy si¢ w procesach pienienia, emulsyfikacji, zwilzania
itp. oraz w ukladach biologicznych, w ktorych zaktada sie, Ze jest ona w stanie roz-
nigcym sie od normalnej wody [14]. Tak wigc nie tylko oddzialywania powierzchni
na ktérych lub pomiedzy ktérymi sg warstewki wody, ale rowniez grubos¢ warste-
wek wody ma istotne znaczenie dla jej wlasciwosci.

1. STRUKTURA I GESTOSC POWIERZCHNI SWOBODNE] WODY

Powierzchnia swobodna wody ma inne wilasciwosci niz wnetrze fazy cieklej.
W takiej polarnej cieczy jaka jest woda powierzchniowa energia swobodna jest
sumg energii oddziatywan dyspersyjnych, Debye’a, Keesoma i wigzan wodorowych
[15]. Wzrost powierzchni swobodnej jest wynikiem przesuniecia czgsteczek z wne-
trza wody na jej powierzchnie. W stanie rownowagi cieczy z para, szybko$¢ paro-
wania jest rowna szybkosci kondensacji i czasteczka wody przebywa przecigtnie na
powierzchni zaledwie 3-10° s. Wynika to z nastepujacych wyliczen, ktére przed-
stawiono w poz. [16] cytowanej literatury. Czasteczki w warstwie powierzchniowe;j
wody wykazujg tak samo intensywne ruchy termiczne jak w fazie objetosciowe;.
Liczbe zderzen czgsteczek w czasie 1s, pochodzacych z powierzchni 1 cm’ fazy gazo-
wej wedtug teorii kinetycznej mozna obliczy¢ z wyrazenia:
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p

N 2mmkT

gdzie p jest preznoscia pary w temperaurze T, m — masa czasteczki, k — stala Boltz-
manna. Poniewaz nie kazde zderzenie powoduje kondensacje, liczba czasteczek
przechodzacych z fazy gazowej do warstwy powierzchniowej jest rOwna wyrazeniu
podanemu powyzej pomnozonemu przez wspolczynnik kondensacji a. W stanie
réwnowagi liczba czasteczek ulegajacych kondensacji jest rowna liczbie czasteczek
odparowujgcych w czasie 1 s z 1 cm’ powierzchni cieczy, czyli bezwzgledna szyb-
kos¢ parowania wynosi:

y o —_%P
ads /Zﬂka

Dla wody w temperaturze 20°C i p = 17,5 mm Hg, a = 0,03; stad wynika
V. = 0,3-10% uwalnianych/adsorbowanych czasteczek z powierzchni 1 cm” w czasie
1 s. Biorgc pod uwage rozmiary molekuty wody, 1 cm’ powierzchni wody moze jed-
nocze$nie pomie$¢ maksymalnie 10" czgsteczek. Z tego tez powodu wynika wyzej
podana warto$¢ czasu przebywania czasteczki na powierzchni swobodne;.

Utworzenie nowej powierzchni swobodnej wody zwigzane ze zmiang energii
swobodnej ukfadu woda/para wodna definiowane jest jako napiecie powierzch-
niowe.

Z eksperymentalnych zalezno$ci napigcia powierzchniowego od parametréw
stanu mozna uzyskac rozne informacje:

» z temperaturowej zaleznosci napigcia powierzchniowego mozna okresli¢

warto$¢ powierzchniowej entropii,

o+ 7 zaleznosci napiecia powierzchniowego od sktadu mozna okresli¢ sktad

warstwy powierzchniowej.

» z zaleznosci napiecia powierzchniowego od cisnienia — Rusanow okreslit

[17, 18] autoadsorpcje i gesto$¢ powierzchniowa wody oraz posrednio
strukture warstwy powierzchniowe;j.

Rusanow do okreslenia ww wielkosci zastosowal nastepujace rownania:

d
I=—p° £_O-J
pd ),
prp’ _ l(d_ffj
ol t\pd ),
gdzie, I' (mol/cm®) oznacza autoadsorpcje wody, p* — gestos¢ wody we wnetrzu

fazy, p° - gestos¢ warstwy powierzchniowej wody o grubosci 7, o - napiecie
powierzchniowe, p — ci$nienie.
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Badania Rusanowa prowadzone byly dla przedziatu ci$nienia 1-80 kg/cm’
w temperaturach 20-50°C. Gestos¢ powierzchniowa wody i autoadsorpcja okre-
$lone zostaly dla monowarstwy, biwarstwy i decywarstwy Wedlug Rusanowa wyzna-
czona w takich warunkach warto$¢ autoadsorpcji wody wynosi 2,1-10™* mola/cm”
za$ gestos¢ powierzchniowa monowarstwy wody jest mniejsza od gestosci objeto-
$ciowej 0 15-7%. Opisane zachowanie Rusanow tlumaczy obnizeniem powierzch-
niowej gestosci wody, ktore z kolei zostalo spowodowane inng strukturg warstwy
powierzchniowej wody w stosunku do wnetrze jej fazy.

2. LEPKOSC POWIERZCHNIOWA

Lepko$¢ warstwy powierzchniowej wody wzgledem jej wnetrza jest rozna. Lep-
kos¢ powierzchniowa ns jest definiowana jako iloraz sily stycznej dzialajgcej na jed-
nostkowg powierzchnie do gradientu predkosci w warstwie powierzchniowej [19].
W ukladzie CGS lepko$¢ powierzchniowa ns, wyrazana jest w jednostkach zwanych
puazami powierzchniowymi (sp), co w przeliczeniu na jednostki podstawowe CGS
mozna zapisaé, 1sp = 1 g/s. Jednostka lepkosci objetosci wnetrza cieczy # jest tzw.
lpuaz=1g-lcm ' -1s" =0,1 Ns/m”. Zaleznoé¢ pomiedzy tymi dwiema wielko-
$ciami jest nastepujaca:

n=n.ld

gdzie d jest gruboscig fazy powierzchniowej (dla wielu monowarstw warto$¢ ta
wynosi okoto 10”7 cm). W temperaturze 20°C dla warstwy powierzchniowej wody
o grubosci 10-ciu monowarstw lepko$¢ powierzchniowa wynosi 0,3-10° sp. Gdy
swobodna powierzchnia wody zostanie pokryta monowarstwg Langmuira lub fil-
mem adsorpcyjnym lepko$¢ ta ulega znacznemu wzrostowi i przyjmuje wartosci
w granicach 0,001-1 sp. Badania lepko$ci powierzchniowej, dotyczace zaréwno
rozmaitych metod pomiarowych jak i wptywu struktury filmu na jego lepko$¢ dla
réznych filmow na subfazie wodnej, chociaz prowadzono od dziesigcioleci sa nadal
obiektem zainteresowania wielu badaczy [20-30].

3. PRZEWODNOSC POWIERZCHNIOWA

Précz lepkosci powierzchniowej granica faz woda/powietrze wykazuje rowniez
rézng od wnetrza przewodno$¢ elektryczng. Definiowana jest ona nastepujaco [19].
Jezeli na powierzchni wody umiesci¢ dwa réwnolegle cienkie druty o dlugosci [
w odleglosci b od siebie, to przewodnos$¢ powierzchni pomiedzy nimi bedzie K -1/b,
gdzie K_jest powierzchniowg przewodnoscia wlasciwg i ma wymiar Q™. Biorac pod
uwage przewodnos¢ czystej wody podang przez Kohlrauscha (4,4 x 10° Q'em™) i
warstwe wody o grubosci dziesieciu monowarstw (ok. 31 A), powierzchniowa prze-
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wodnos¢ whasciwa wody jest rzedu 10 Q'em™. Najczeéciej prowadzonymi bada-
niami eksperymentalnymi przewodnosci powierzchniowej byly pomiary wzrostu
przewodnosci fazy cieklej po wytworzeniu na jej powierzchni warstwy adsorpcyj-
nej. Najwczesniejszymi badaniami byly pomiary elektrycznych wlasciwosci filmow
pianowych prowadzone przez Reynoldsa i Druckera [31]. Przewodnos¢ réznych
monowarstw wytworzonych na powierzchni swobodnej wody jest rzedu 10° Q™
[32-34].

4. PRZENIKALNOSC ELEKTRYCZNA POWIERZCHNIOWA

Przenikalno$¢ elektryczna wnetrza fazy cieklej wody w 25°C jest réwna, € = 79
[35]. Czasteczka wody ma nieliniowg budow¢. Dwa atomy wodoru s3 zwigzane
z atomem tlenu pod katem 104,5°. Dlugos¢ wigzania wynosi 0,958 A [36]. Czas-
teczka wody jako calo$¢ jest elektrycznie obojetna, ale $rodek ciezkosci tadunku
dodatniego nie pokrywa si¢ ze $rodkiem ciezkosci fadunku ujemnego i czgsteczka
jako cato$¢ posiada trwaly elektryczny moment dipolowy réwny p = 1,84 D [37].

Warto$¢ przenikalnosci elektrycznej na powierzchni wody w stosunku do jej
wnetrza jest rozna. Wynika to m.in. z tego, ze czasteczki wody w warstwie powierzch-
niowej znajduja si¢ w innym otoczeniu niz czgsteczki wody we wnetrzu fazy, a zatem
w fazach tych jest rozna mozliwos¢ orientacji dipoli co pociaga za sobg rdzne war-
tosci przenikalno$ci elektrycznej. Warto$¢ przenikalnosci elektrycznej wnetrza fazy
wodnej jest wicksza w poréwnaniu z warto$ciami innych zwigzkow ktorych cza-
steczki wykazuja moment dipolowy podobnego rzedu jak czasteczki wody. Jedna
z przyczyn takiego zachowania jest mata obj¢to$¢ molowa wody.

W literaturze nie ma podanych jednoznacznych wartosci przenikalnosci elek-
trycznej granicy faz woda/powietrze. Wynika to z braku zgodnosci co do struk-
tury powierzchni swobodnej wody. Brak takich danych powoduje, ze bardzo czesto
przyjmuje sie zalozenie, Ze jest ona réwna € = 1 [19, 38, 39]. Niektdrzy uczeni uwa-
Zaja, ze jest ona réwna ¢ = 6 [40].

W ostatnich latach Teschke i de Souza [41, 42] wykorzystali spektroskopig sit
atomowych (AFM) w celu zbadania zalezno$ci wartosci przenikalnosci elektryczne;j
od grubosci warstwy powierzchniowej. Stwierdzili, ze dla warstwy powierzchnio-
wej o grubo$ci mniejszej niz 5 nm, przenikalnos¢ elektryczna na granicy faz woda/
powietrze obniza si¢ monotonicznie od 80 do 2 [43]. Ogdlnie mozna stwierdzi¢, ze
przenikalnos¢ elektryczna wody w warstwie powierzchniowej o grubosci nie mniej-
szej niz okofo 1 nm zmienia si¢ od wartosci jakie ma we wnetrzu fazy do tej jaka jest
charakterystyczna dla powietrza.
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5. POTENCJAL POWIERZCHNIOWY

Wiele kontrowersji do chwili obecnej budzi pytanie jaka jest struktura granicy
faz woda/powietrze, czy ma ona wlasciwo$ci kwasowe czy zasadowe, jak jest nata-
dowana dodatnio czy ujemnie, jakiego znaku i jaka warto$¢ ma skok potencjatu
powierzchniowego. Odpowiedz na wigkszo$¢ z powyzszych pytan zalezy od tego
jaka przyjmie si¢ orientacje czgsteczek wody na powierzchni swobodnej. Potencjat
powierzchniowy ¥, jest zdefiniowany jako réznica pomiedzy potencjatem wewnetrz-
nym fazy cieklej ¢ (potencjal Galvaniego) a potencjalem zewnetrznym fazy gazowej
(para) y (potencjat Volty) [44-46]: y = ¢ - .

Profesor Bogdan Kamienski, tworca polskiej szkoly fizykochemii powierzchni,
przyjmowal ze dipole wody zawarte w parze wodnej unoszace si¢ nad powierzch-
nig swobodng wody majg znacznie wyzsza energie swobodna niz czgsteczki wody
z asocjowane w fazie cieklej [47, 48]. W procesie parowania i kondensacji przy
przejsciu przez granice faz, czasteczki wody orientuje sie wzgledem fazy cieklej
biegunem dodatnim przy ktérym natezenie wytwarzanego pola elektrycznego jest
wieksze [49], tzn. ukladajg si¢ atomami wodoru w kierunku oérodka (tj. wnetrza
fazy ciektej), o wiekszej przenikalnosci elektrycznej, co daje wyrazny skok poten-
cjalu elektrycznego [49]. Wedlug Kamienskiego wystarczy zalozy¢, ze co dziesigta
czasteczka wody z tych ktére mieszczg sie na 1 cm® powierzchni jest zorientowana
atomami wodoru do wnetrza fazy wodnej, zeby skok potencjatu mial rzad wielkosci
1V i byl dodatni od strony fazy cieklej, a ujemny od strony fazy gazowej [48, 49]
O tego rzgdu warto$ciach - skoku potencjalu powierzchniowego wody - wedlug
Kamienskiego, $wiadczg rowniez wyniki pomiaréw zmian potencjatu powierzch-
niowego i napiecia powierzchniowego dla roztworéw wodnych ok. 200 substancji
organicznych posiadajacych rézne stezenia i pH. Wykorzystujac te wyniki, (umiesz-
czajac na jednym wykresie mozliwie duzg liczbe pomiaréw) Kamienski skonstru-
owal diagram podajacy zaleznos¢ mierzonych zmian potencjalu elektrycznego od
zmian napiecia powierzchniowego. Ekstrapolujac na tym diagramie zmiany poten-
cjalu powierzchniowego do zerowej wartosci napiecia powierzchniowego Autor
wspomnianych prac oszacowal skok potencjalu powierzchni swobodnej wody na
bliski okoto 1 V. Kamienski uwaza, ze skok potencjatu powierzchni czystej wody
musi by¢ wigkszy niz maksymalne zmiany tego skoku powstale w wyniku adsorpcji
substancji powierzchniowo czynnej. I tak na przyktad bardzo staby elektrolit jakim
jest lepidyna w roztworze wodnym o stezeniu 0,01 M, gdy jest w stanie niezjonizo-
wanym, zmienia potencjal o 800 mV, podobnie dziatajg nieelektrolity, a takze stabe
kwasy i zasady w stanie niezjonizowanym. Stad wedlug Kamienskiego potencjat
powierzchni swobodnej wody powinien by¢ wiekszy a zatem co najmniej rzedu
1 V. Interpretacja potencjatu powierzchniowego wody podana przez Kamienskiego
spotkata si¢ z krytyka Frumkina [50]. Frumkin [50-53] przyjmuje réwniez, ze cz3as-
teczki wody na powierzchni swobodnej sa skierowane atomami wodoru do wnetrza
fazy cieklej a tlenem w strone fazy gazowej, ale, ze warto$¢ potencjalu granicy woda/
para wodna jest rzedu 0,1-0,2 V a wiec duzo mniejsza. Do takiego wniosku doszedt
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Frumkin w oparciu o badania potencjatu powierzchniowego roztwordéw elektroli-
tow [51, 52] oraz niektoérych zwiazkow organicznych (alkohole, estry).

Jaki jest kierunek znaku (+/-) oraz wartosci skoku potencjatu powierzchni
swobodnej wody mozna wnioskowa¢ z pomiaréw wspolczynnika temperaturowego
tego potencjalu. Jezeli wzig¢ pod uwage ze wielkos¢ potencjatu powierzchniowego
jest uwarunkowana orientacja drobin w warstwie powierzchniowej cieczy, to wzrost
temperatury zmniejsza stopien orientacji, winien wiec prowadzi¢ do zmniejszenia
absolutnej wartoéci potencjalu powierzchniowego. Mdéwigc inaczej znak wspdt-
czynnika temperaturowego potencjalu powierzchniowego powinien by¢ odwrotny
do znaku potencjalu powierzchniowego, a zatem pomiar wspotczynnika tempera-
turowego potencjalu powierzchniowego powinien pozwala¢ na okreslenie znaku
tego potencjatu. Niestety okreslenie wielkosci wspdlczynnika temperaturowego
nie jest dostepna bezposrednim pomiarem. Frumkin oraz Randles i Schiffrin, [54]
wyznaczyli temperaturowa zalezno$¢ potencjalu powierzchniowego, metodami
posrednimi i uzyskali ujemng warto$¢ wspolczynnika temperaturowego co wska-
zuje na orientacje¢ czasteczek wody na powierzchni swobodnej wody atomami tlenu
w strone powietrza.

Z innych doswiadczalnych prob okreslenia potencjatu powierzchni swobodnej
wody nalezy wymieni¢ proby jego wyznaczenia z pomiardéw elektrochemicznych
w oparciu o roznice potencjatéw odpowiednio zbudowanych ogniw. Wymieni¢ tu
nalezy badania Gomera i Trytona [55], Farrella i McTique [56] oraz Trassattiego
(57, 58].

Pytanie czy powierzchnia swobodna wody ma wtasnoséci kwasowe czy zasadowe,
jaka jest orientacja czasteczek wody na powierzchni, czy przewazaja na niej jony
hydroniowe czy hydroksylowe prébowano réwniez okresli¢ w oparciu o pomiary
potencjatu zeta. Juz od dawna (1861 r.) znany jest fakt, ze pecherzyki powietrza
w wodzie maja fadunek ujemny i wedrujg w polu elektrycznym do elektrody dodat-
niej. Podobnie zachowuja si¢ kropelki wody w powietrzu. Potencjal zeta pecherzyka
powietrza w dejonizowanej wodzie wyznaczony przez Graciaa et al. [59] wynosi
-65 mV. Beattie [60-62] uwaza, ze ujemny znak granicy: faza wodna/powietrze
przy obojetnym pH wody jest nastepstwem wystepowania w warstwie powierzch-
niowej jondéw hydroksylowych. Przeciwnego zdania jest Vacha i wspdtpracownicy
[63], ktorzy sadza, ze swobodna powierzchnia wody ma wlasnoséci kwasowe z wia-
zane z obecnoscig jonoéw hydroniowych (H,0", H,0*") i jest naladowana dodatnio.
Swoje konkluzje opieraja oni na symulacjach dynamiki molekularnej stosujac rozne
modele dla uwodnionego protonu. W wyniku tych symulacji wielu autoréw [64-69]
przyjmuje wystepowanie zwigkszonej ilosci jonéw hydroniowych na powierzchni
wody i kwasnych roztworach wodnych. Te obserwacje sg poparte przez rezultaty
technik powierzchniowej selektywnej nieliniowej spektroskopii VSFG (vibratio-
nal sum-frequency generation) — generacja sumy czestosci w zakresie poczerwieni
[69-71] i SHG (ang. second harmonic generation) — generacja drugiej harmonicznej
[72, 73]. Molekularne uzasadnienie tego efektu wedtug Vacha [63] jest nastepujace.



550 M. PALUCH

Jon hydroniowy ze swoimi silnie dodatnio naladowanymi wodorami i stabo ujem-
nie naladowanym tlenem jest bardzo dobrym donorem w wigzaniu wodorowym
a slabym akceptorem. Z tego wzgledu we wnetrzu wody prowadzi on do rozrywania
lokalnego usieciowania wigzania wodorowego. Natomiast na powierzchni swobod-
nej jon hydroniowy orientuje si¢ wodorami do czasteczek we wnetrzu wody i sasia-
dujacych czasteczek podczas gdy tlen jest skierowany do fazy gazowej [69, 73]. Ani
spektroskopowe pomiary, ani molekularne symulacje nie wskazuja na silne sklon-
nosci jonoéw hydroksylowych do powierzchni [69,71]. W przeciwienstwie do jonu
hydroniowego jon hydroksylowy ze swoim silnie naladowanym negatywnie tlenem
jest doskonalym akceptorem w wigzaniu wodorowym, podczas gdy zdolnos$¢ do
tworzenia wigzania wodorowego jego stabo dodatnio natadowanego wodoru jest
niewielka. Stad na powierzchni wody nalezy oczekiwa¢ zwickszenia stezenia jonow
hydroniowych, podczas gdy zwigkszenie jonéw hydroksylowych nie wystepuje.
Pozwala to na przyjecie, ze powierzchnia wody ma charakter kwasny.

Kontrowersji dotyczacej wlasciwosci elektrycznych granicy faz woda/powie-
trze nie rozstrzygaja w peini do chwili obecnej okreslone wartosci skoku poten-
cjalu elektrycznego. Oprocz metod jego do$wiadczalnego wyznaczenia podanych
juz poprzednio, probowano go réwniez wyliczy¢ wykorzystujac do tego chemiczne
i rzeczywiste energie swobodne hydratacji jonéw. Zgodnie z terminologia Langego
i Miscenki [73] chemiczna swobodna energia hydratacji jest to energia oddzialy-
wania pomiedzy jonami i czgsteczkami rozpuszczalnika, za$ rzeczywista energia
hydratacji przedstawia zmiane energii swobodnej jonu przy jego przejsciu z prozni
do roztworu. Rzeczywista swobodna energia hydratacji rozni si¢ od chemicznej
o prace przejscia jonu przez skok potencjatu istniejacego na granicy faz roztwor
wodny/powietrze. Rzeczywista energia hydratacji jonu moze by¢ wyznaczona
doswiadczalnie na podstawie pomiaru kontaktowej réznicy potencjaléw pomie-
dzy elektrodg i roztworem. Wartos¢ chemicznej energii hydratacji jonu nie daje si¢
wyznaczy¢ do§wiadczalnie nawet na drodze posredniej i moze by¢ tylko obliczona
za pomocg okreslonego zatozenia lub modelu opisujacego oddzialywania pomiedzy
jonami i czgsteczkami rozpuszczalnika. Jednak w wiekszosci przypadkow obliczenia
tego rodzaju dajg tylko przyblizone wyniki. Stad i proby przyblizonej oceny warto-
$ci potencjatu powierzchniowego wody za pomocg wyznaczonych do$wiadczalnie
rzeczywistych i obliczonych na podstawie jakiego$ zalozenia, chemicznych energii
hydratacji, nie daja jednoznacznych rezultatow. Wyliczenia takie prowadzili miedzy
innymi Vervey [74], Miscenko i Kwiat [75], Hush [76], Strehlow [78] i Passoth [78].
W obliczeniach tych poréwnywali rzeczywiste energie hydratacji znalezione na
podstawie pomiaréw napie¢ Volty pomigdzy elektroda i roztworem z obliczonymi
teoretycznie chemicznymi energiami hydratacji. Wiekszos$¢ autoréw postugujacych
sie tg metoda jest zdania, ze potencjal powierzchniowy granicy faz woda/powietrze
jest ujemny i jest zawarty w granicach -0,2 do -0,4 V. Jezeli jednak zastosowac teorie
energii solwatacji Laidlera i Pegisa [79] otrzymamy dla potencjalu powierzchnio-
wego wartos¢ okolo +1,4 V, ktdra jest znacznie wigksza od podanej przez poprzed-
nio wymienianych autoréw, jednak np. z punktu widzenia interpretacji Kamien-
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skiego mozliwa. Trasatti [57, 58] wyznaczyl warto$¢ potencjatu powierzchniowego
wody jako réwna 0,13 V w oparciu o réznice potencjalu Volty na granicy faz rte¢/
woda przy potencjale zerowego tfadunku [80].

Znak i warto$¢ potencjatu powierzchniowego wody prébowano réwniez okre-
sli¢ na drodze teoretycznej. Badania te maja dtugg historie. Wymieni¢ tu nalezy
prace Weyela [81], Stillingera i Ben-Naima [82], Flechtera [83] Crooxtona [84],
Matsumoto i Kataoka [85] , Wilsona, Pohorville i Pratta [86] oraz Barracloungh,
McTique i Leong Ng [87] Autorzy ci w swoich obliczeniach stosowali metody dyna-
miki molekularnej. Szczegdlnie w ostatnim dziesigcioleciu obserwuje si¢ znaczny
rozwoj technik obliczeniowych i zastosowanie ich do wyjasnienia wlasciwosci row-
nowagowych na granicy faz woda/para wodna [88]. Wiele uwagi poswigca si¢ okre-
$leniu potencjatu powierzchniowego przy uzyciu technik symulacji molekularne;j.
W oparciu o ulepszone metody obliczeniowe przyjeto, ze potencjal powierzchniowy
granicy faz woda/powietrze nie réwna sie zero. Jego wartos¢ zalezy od przyjetego w
obliczeniach modelu wody. Dla réznych modeli wody takich jak SPC/E, SPC, CC,
RWL,TIPS2, dd+QQ, TIP4P, ST2, TIPSP jego warto$¢ jest ujemna i zawarta w gra-
nicach od -18 mV do -890 mV [89-91]. Wyjatek stanowi warto$¢ podana przez
Leunga [92] wynoszaca +3,63 V. Rozne wartosci potencjalu powierzchniowego
wody podawane przez réznych badaczy wynikaja z braku zgodnosci co do przyjmo-
wanej orientacji czasteczek wody na granicy faz woda/powietrze. I tak np. Fan [93]
sugeruje, ze czasteczki wody w dwuwarstwie powierzchniowej sg skierowane gru-
pami OH do fazy gazowej. Gan [94] w swoich pracach uwzglednia ruchy drgajace
czasteczek wody przy orientacji na powierzchni swobodne;j.

Ogodlnie nalezy stwierdzi¢, Ze do chwili obecnej nie ma catkowitej zgodnosci
odnosnie orientacji czasteczek wody na granicy faz woda/powietrze. Przewaza
poglad, ze powierzchnia swobodna wody jest od strony powietrza naladowana
ujemnie.

6. FILMY ADSORPCYJNE I MONOWARSTWY NIEROZPUSZCZALNE

Wymienione wyzej rdézne wlasciwosci powierzchni swobodnej wody ulegaja
duzym zmianom w wyniku wytworzenia na niej filmu adsorpcyjnego lub nieroz-
puszczalnej monowarstwy z innej substancji. Filmy adsorpcyjne zwane tez filmami
Gibbsa powstaja w wyniku dyfuzji do granicy faz rozpuszczonych we wnetrzu wody
polaczen chemicznych o budowie amfifilowej (niepolarno-polarnej). W zaleznosci
od struktury czesci polarnej moga to by¢ polaczenia anionowe, kationowe, obojna-
cze lub obojetne W fazie objetosciowej roztworu oddzialywania miedzy czastecz-
kami wody i czgsteczkami substancji rozpuszczonej sg duzo stabsze od wzajemnych
oddzialywan pomiedzy czgsteczkami wody, co prowadzi do gromadzenia sie cza-
steczek substancji rozpuszczonej na powierzchni swobodnej. Sama powierzchnia
swobodna wody ma réwniez, jak to bylo podane poprzednio, wlasciwosci inne
niz wnetrze fazy cieklej ze wzgledu na to, ze sily kohezji miedzy czasteczkami
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w fazie powierzchniowej nie sg skompensowane. Istnieje sita dzialajaca stycznie do
powierzchni przeciwdzialajaca jej powiekszeniu zwana napieciem powierzchnio-
wym.

W opisie termodynamicznym zjawisk zachodzacych na granicy faz roztwor
wodny/powietrze stosowane sg dwie metody. Pierwsza z nich opracowana przez
Gibbsa [95], opiera si¢ na pojeciu okreslonej geometrii powierzchni rozdzielajacej
wspolistniejace fazy. Podstawowe réwnanie opisujgce stan warstwy granicznej ma
prosta postaé:

S*dT + Ado +m;du, =0

gdzie A jest wielkoscia powierzchni granicznej, S, m; y, za$ entropig, liczbg moli
sktadnikow i potencjatem chemicznym sktadnikéw odniesionymi do powierzchni
rozdzialu, T - temperatura, 0 — napieciem powierzchniowym. Réwnanie to mozna
stosowac zaréwno do plaskich jak i zakrzywionych powierzchni rozdziatu.

Druga z metod, wykorzystywana gtéwnie dla plaskich powierzchni rozdziatu,
przyjmuje dla warstwy granicznej pewna grubo$¢. Warstwa graniczna jako odrebna
faza zostala wprowadzona do termodynamiki powierzchni przez Guggenheima
[96]. Przyjmuje sie, ze warstwa graniczna w skladajaca si¢ z okreslonej ilosci sub-
stancji m, ma powierzchnie A, objetos¢ V¥, i §rednig grubos¢ T = Vw/A. Panuje na
niej takze ci$nienie; dla granicy ciecz/gaz nosi ono nazwe napiecia powierzchnio-
wego. Rownanie adsorpcji dla ptaskiej powierzchni granicznej ma posta¢ [97]:

Ado =-S°dT +V7dp — me’d,ui

i=1

Zaréwno réwnanie Gibbsa jak i powyzsze réwnanie charakteryzujg si¢ duza
prostota matematyczng. Sg jednak niewygodne w zastosowaniu, ze wzgledu na to, ze
zawierajg potencjaly chemiczne sktadnikéw, a te jak wiadomo sg funkcjami (czesto
niewiadomymi) temperatury, ci$nienia i sktadu. Réwnania te po wprowadzeniu
nadmiaru powierzchniowego i odpowiedniego wyboru powierzchni rozdzialu faz
przechodza w znang izoterme adsorpcji Gibbsa [103] oraz réwnanie Guggenheima-
Adama [98].

Ogolny przeglad opisu termodynamicznego powierzchni zostal przedstawiony
przez Defay’a i Priggogina [99, 100]. Klasyczna termodynamika dla uktadéw cig-
glych jak réwniez dla powierzchni dotyczy warunkéw réwnowagi. Jakkolwiek,
istnieje wiele procesow i uktadéw dalekich od warunkéw réwnowagi np. komorki
biologiczne. Wyzej wymienieni autorzy ujeli to w ujednolicone wyrazenie uzyteczne
dla duzej liczby uktadéw zwigzanych z chemia powierzchni.

Zaréwno filmy adsorpcyjne jak i nierozpuszczalne monowarstwy Langmuira
jak to juz wspomniano wyzej, zmieniajg wlasciwosci powierzchni swobodnej wody.
Czesto mierzong wielkoscig procz napiecia powierzchniowego jest pomiar skoku
potencjatu elektrycznego po wytworzeniu na powierzchni monowarstwy. Skok
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ten okreslony jako AV jest zwigzany ze zmianami potencjalu powierzchniowego y
i potencjatu y w elektrycznej warstwie podwojnej [19]:

AV = Ay +Ay

Zmiany Ay zalezg od momentu dipolowego hydrofilowej grupy adsorbowane;
czasteczki, reorientacji czasteczek wody w bezposrednim sgsiedztwie grup hydrofi-
lowych i momentu dipolowego hydrofobowej czesci adsorbowanej czasteczki. Jest
trudno wyodrebnic¢ te trzy skladowe. Frumkin [50] i Adam [101, 102] przyjmuja,
iz efekt pochodzacy od reorientacji czasteczek wody jest maly. Ilosciowo réznice
potencjalu AV przedstawia si¢ w oparciu o analogi¢ warstwy podwdjnej z konden-
satorem plaskim [103]. Dwie przewodzace plytki znajdujace si¢ w odleglosci d,
zawierajace tadunek o gestosci p wykazuja zgodnie z formulg Helmholtza réznice
potencjatow:

AV = 4npd/e

¢ jest przenikalno$cig elektryczng. Rzeczywisty rozklad tadunkéw wywotany
obecnoécig efektywnego momentu dipolowego y przedstawiony w postaci ptaskiego
kondensatora o oktadkach réwnolegtych, przy zalozeniu, ze na 1 cm” jest n dipoli
daje wyrazenie:

pd =ned =npu

Stad

47m;

AV = =4mpucosl

&

Przyjmujac, ze € = 1 i y = pcos , gdzie 0 jest katem nachylenia dipoli do linii
normalnej do powierzchni okladek.
Davies i Rideal [19] przyjeli, ze efektywny moment dipolowy p jest réwny:

H=Hy+ [y + Hy

Te trzy skladowe to efektywne momenty dipolowe pochodzace od reorientacji
czasteczek wody (y,), czeéci hydrofilowej (i,) i hydrofobowej (i,) zaadsorbowanej
czasteczki. Wielkosci te zostaly uzupelnione o lokalne przenikalnosci elektryczne
w sasiedztwie grup hydrofilowych i hydrofobowych [104-107]. Dokladne dane
dotyczace tych uzupelnien zawarte s3 w pracy Dynarowicz [108].

W literaturze spotyka sie rowniez pomiary dynamicznej warto$ci potencjatu
AV. W pracy Ter-Minasion-Saraga [109] zaprezentowany jest wplyw na wartos¢ AV
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gestosci powierzchniowej dipoli i rozktadu jonéw na powierzchni w zaleznosci od
czasu. Potencjal powierzchniowy AV polarnych monowarstw moze by¢ wyrazony:
AV =4zTE +y,
£

W wyrazeniu tym I, i, € i ¥, s3 odpowiednio: gestoscia filmu, molekularnym
elektrycznym momentem dipolowym, przenikalnoscig elektryczng i potencjatem
Gouya w dyfuzyjnej elektrycznej warstwie podwdjnej. Stad zmiany tego potencjatu

W czasie:
dA_V:47z-ﬁ £ o+ % £ 7+47[1—‘L ﬁ 4 _dl//G
dt g\ dt )u dr’ dt Ju dt\ ¢ - dt r

W réwnaniu tym pierwszy i drugi czton dotyczy zmian potencjalu AV ze
zmiang powierzchniowej gestosci przy stalej orientacji dipoli, z ktérych zbudowany
jest film, trzeci czton odpowiada udzialowi w zmianach tego potencjatu ze zmia-
nami orientacji dipoli, za$ czwarty czlon zwigzany jest z redystrybucja jondéw w war-
stwie dyfuzyjnej Gouya.

Powstanie na powierzchni swobodnej wody monowarstw z innej substancji
moze rdwniez zmienia¢ znacznie temperature powierzchni wody i opdzniaé paro-
wanie a takze wplywa¢ na konwekgeje i turbulentne ruchy obecne na powierzchni
[110].

o x|

UWAGI KONCOWE

W ciggu ostatnich dziesiecioleci w wielu pracach prezentowane sg badania
wplywu zaréwno adsorpcyjnych jak i nierozpuszczalnych monowarstw na naj-
rozmaitsze wlasciwosci powierzchni swobodnej wody. Ale nie tylko te badania
sg interesujace, interesujaca jest rowniez charakterystyka granic miedzyfazowych
oddzielajagcych wodne roztwory od wnetrza makromolekul, miceli i membran.
Struktury te moga do otoczenia kierowa¢ natadowane lub polarne grupy chemiczne
i wplywa¢ na wlasciwosci otoczenia, co ma istotne znaczenie dla wielu proceséw
tak w przyrodzie martwej jak i zywej. Jak z tego wynika, zaréwno badania swobod-
nej powierzchni wody jak i granic miedzyfazowych ukladéw w ktoérych woda jest
jedna z faz sg bez przerwy aktualne. Na wiele stawianych w tej dziedzinie pytan nie
ma jednoznacznych odpowiedzi. W tym krotkim przegladzie literaturowym zasy-
gnalizowany zostal obecny stan wiedzy dotyczacy fizykochemicznych wilasciwosci
granicy faz woda/powietrze.
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ABSTRACT

A subject of this work is group of organic compounds known as molecular
switches. Molecular switches are described as chemical compounds which mole-
cules have at least two thermodynamically stable states. Conversion between these
states is reversible and may be induced by such factors as change of the temperature
or flow of the electric current or irradiation of the molecule with the light of parti-
cular wavelength [1]. Especially interesting are photochromic molecular switches.
In this group the conversion is triggered by irradiation with a light of a particular
wavelength [2]. Because of its unique properties, this type of compounds is extensi-
vely studied by the scientists, who investigate their photochromic properties as ways
of using them in coordination with lanthanide metals and construction of novel
molecular materials [3]. Especially interesting group of photochromic molecular
switches is class named diarylethenes. This type of compounds after irradiation with
UV light undergo cyclization, which is reversible under light of the visible spectrum
(Figure 1). The other important group of photochromic molecular switches is class
of compounds possessing in their structure chiroptic unit. The irradiation of the
molecule with left- and right-handed circularly polarized light leads to change of
the absolute configuration (Fig. 8) [1]. This type of switches may be used in con-
struction of synthetic molecular motors which is widely studied subject nowadays
[1]. The other groups of molecular switches are host- guest molecular switches and
mechanically- interlocked molecular switches. In the first mentioned before group
the bistable states differ in their affinity for guests (Fig. 15) [14]. The second one
is based on the group of compounds named catenanes and rotaxanes. They can
be described as two chemical individuals, mechanically interlocked in each other,
which are not connected with chemical bonds (Fig. 19). This kind of molecular
switches are used in construction of the logic gates [1].

Keywords: molecular switches, dithienylethenes, molecular materials, electrocycli-
zation reaction

Stowa Kkluczowe: przelaczniki molekularne, ditienyloeteny, materiaty molekularne,
reakcja elektrocyklizacji
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW I OZNACZEN

Skroty opisowe:

CD - dichroizm kolowy (ang. circular dichroism)

I-CPL - $wiatto spolaryzowane kotowo lewostronnie

r—-CPL - $wiatto spolaryzowane kotowo prawostronnie

ee - nadmiar enancjomeryczny (ang. enantiomeric excess)

pss - stan fotostacjonarny (ang. photostationary state)

SMM - jednoczasteczkowe magnesy (ang. single-molecule
magnets)

uv - $wiatlo z zakresu ultrafioletowego

Vis - $wiatlo z zakresu widzialnego

Zwiazki chemiczne i rozpuszczalniki:
DMSO - dimetylosulfotlenek

Podstawniki:
Me - metyl
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WPROWADZENIE

Przelaczniki molekularne sg to czasteczki zdolne do odwracalnego przejscia
miedzy dwoma (lub wigcej) termodynamicznie stabilnymi stanami posiadajacymi
odmienng budowe czgsteczki. Przejscie to moze zosta¢ wywolane przez wiele czyn-
nikow, wérdd ktorych mozna wymieni¢ m.in. zmiane temperatury, natezenia plyna-
cego pradu, pH czy dlugo$ci fali $wiatta oddzialujacego z molekulg [1]. Najwazniejszg
cecha przelacznikéw molekularnych jest to, ze poszczegolne stany, w ktoérych dana
czasteczka moze wystepowac réznia sie od siebie swoimi wlasciwosciami, zaréwno
fizycznymi jak i chemicznymi [2]. Przelaczniki molekularne mozemy podzieli¢ ze
wzgledu na mechanizm zachodzenia przejscia pomiedzy ich stanami na kilka klas:

a) przetaczniki molekularne typu gospodarz-gosé;

b) przelaczniki molekularne oparte na katenanach i rotaksanach;

¢) fotochromowe przelaczniki molekularne [1].

Znaczenie przelacznikéw molekularnych w technologii ro$nie, z coraz wiek-
szym naciskiem na ich fotochromowa odmiane, wykorzystywang przy produkcji
materialow $wiattoczulych stosowanych przy optycznym zapisie i przetwarzaniu
informacji (no$niki holograficzne), ale takze w produkeji $wiattowodow, czy opto-
elektronice [2, 4, 5].

W niniejszym artykule zostanig w skrocie przedstawione ww. klasy przetaczni-
kéw molekularnych z opisem ich innowacyjnych wiasciwosci i zastosowan.

1. FOTOCHROMOWE PRZELACZNIKI MOLEKULARNE

Fotochromowe przetaczniki molekularne s obecnie najliczniejszg i najczesciej
badang grupa przelacznikéw molekularnych. Przejscie pomiedzy dwoma stanami
czasteczki odbywa si¢ tutaj pod wplywem naswietlania danej molekuly $wiattem o
okreslonej dlugosci fali [2]. Ich nazwa pochodzi od zjawiska fotochromizmu. Polega
ono na wywolanej $wiattem odwracalnej przemianie pomiedzy dwoma izomerami
posiadajacymi rézne widma absorpcyjne (Schemat 1).

uv
Vis

I\ I\
R~g s

R

Schemat 1. Przejscie pomiedzy dwoma stanami fotochromowych przelacznikéw molekularnych
Scheme 1. Conversion between two photochromic states of molecular switches

Na schemacie powyzej przedstawiono ogélng strukture zwiazkow z grupy ditie-
nyloetenow. Zwiazki z tej grupy wykazuja nie tylko silne wlasciwosci fotochromowe,
ale oprocz tego cechujg sie wysoka czuloécia, wytrzymaloscig przy wielu cyklach
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przejs¢ pomiedzy stanami elektronowymi, stabilnos$cig termiczng oraz reaktyw-
nosécig w stanie staltym, co sprawia, ze sg bardzo szeroko stosowane [6]. Szczegdl-
nie uzyteczne sg diaryloeteny z ukladem perfluorowanego cyklopentenu w swojej
strukturze (Schemat 2).

Schemat 2. Przyklady zwigzkow z grupy ditienyloetendw
Scheme 2. Examples of the compounds of dithienylethenes group

Najwazniejsza cecha, ktora rozni oba fotochromowe stany zwigzku jest fakt,
ze posiadajg one inne wlasciwoséci fizyczne oraz chemiczne. W wyniku zmiany
struktury zmianie moga ulec wartosci takich wielkosci jak wspoétczynnik zatama-
nia $wiatla, podatno$¢ dielektryczna, moment dipolowy, przewodno$¢ elektryczna,
lepko$¢ czy potencjat redoks [7]. Na Wykresie 1 przedstawiono réznice maksimum
absorpcji dla dwdch poszczegdlnych stanow fotochromowego przetacznika mole-
kularnego [1].
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Wykres 1. Roéznica maksimum absorpcji pomiedzy dwoma fotochromowymi stanami czgsteczki
Chart 1. The difference between maxima of absorption of two photochromic states of molecule

Réznica pomiedzy widmami absorpcyjnymi jest szczegolnie wazna ze wzgledu
na fakt, Ze zmiana wlasciwosci czasteczki jest z nig powigzana i jest mozliwa do
oznaczenia tylko jezeli oba maksima absorpcji s3 od siebie wyraznie oddzielone.
Przejscie migdzy jednym stanem czasteczki a drugim mozna bardzo atwo zaob-
serwowacd, nawet bez dokonywania pomiaréw konkretnych wielkosci, gdyz w wielu
przykladach zwigzkow przejawia si¢ ono zmiang barwy. Jako przyklad mozna podaé
przedstawiony wyzej zwiazek 7, ktory w $wietle widzialnym wystepuje w postaci
bezbarwnych krysztatéw, natomiast po naswietleniu $wiatlem z zakresu UV zmie-
nia barwe na ciemnoniebieska. Na schemacie 3 przedstawiono przyklady ditienylo-
etendw, podstawionych grupami chlorkowymi, karboksylowymi i kwasu borowego
wraz z ich zmiang barwy po przejsciu do formy cyklicznej (odpowiednio czerwong,
ciemnoniebiesky i fioletowq).

Przedstawiona na Schemacie 1 reakcja prezentowala przejscie miedzy dwoma
stanami przelgcznika molekurnego. Jest to czgsto spotykany mechanizm, w ktérym
w wyniku fotoindukowanej reakeji elektrocyklicznej dochodzi do zamkniecia lub
otwarcia czasteczki z jednoczesng zmiang jego wtasciwosci. Ditienyloeteny to nie
jedyna grupa zwigzkow, w ktdrej mozna zaobserwowaé zamykanie/otwieranie pier-
$cienia w wyniku naswietlania §wiatlem UV/Vis. Do tego typu zwigzkéw mozna
zaliczy¢, m.in. fulgidy 5, pochodne dihydroindolizyny 6, jonu flawyliowego, dihy-
droazulenu 7 (Schemat 4) [1]. Przedstawione na schemacie indeksy ,,0” i ,,c” ozna-
czaja odpowiednio forme otwartg oraz cykliczng.
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R=Cl

R=COOH R= COOH

Schemat 3. Zmiana barwy ditienyloetenéw pod wplywem $wiatta UV i widzialnego
Scheme 3. Change of colour of dithienylethenes under UV/Vis light
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Schemat 4.  Zamkniecie/otwarcie pierscienia w fotochromowych przelacznikach molekularnych: a) fulgidy,
b) pochodna dihydroindolizyny, c¢) dihydroazulen

Figure 4. Closing/opening ring in the photochromic molecular switches: a) fulgides, b) dihydroindolizine
derivatives, c) dihydroazulene
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<)

Schemat 4.  Zamknigcie/otwarcie pierécienia w fotochromowych przelacznikach molekularnych: ¢) dihy-
droazulen
Figure 4. Closing/opening ring in the photochromic molecular switches: ¢) dihydroazulene

Cyklizacja i otwarcie pierscienia to nie jedyna zmiana strukturalna, jakiej moga
ulec fotochromowe przetaczniki molekularne. Pod wptywem s$wiatla z zakresu UV
moze dojs¢ do zmiany konfiguracji Z/E, co na Schemacie 5 zostalo przedstawione
na przykltadzie zwigzku 8 lub wewnatrzczasteczkowego transferu protonu (zwia-

zek 9) [5].

a)
O 0O 0
T~ ) —=
5 Vis O g g 0
o
ES Z-8
"’ 0
Vis o !
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Schemat 5. a) izomeria Z/E tioindyga pod wplywem $wiatta UV/Vis; b) tautomeria keto-enolowa
N-salicylidenoaniliny

Figure 5. a) izomerization E/Z of thioindigo under influence of UV/Vis light; b) keto-enol tautomerism in
N-salicylidenoaniline

Fotochromowe przefaczniki molekularne znalazly swoje zastosowanie przy
projektowaniu materialéow molekularnych. W konstrukcji nowych materialow
molekularnych korzysta si¢ z szerokiego wachlarza blokéw budulcowych, zasto-
sowanie ktérych pozwala otrzymywaé wielofunkcyjnie zaprojektowane materialy.
W zalezno$ci od wykorzystanego bloku budulcowego finalny zwigzek moze by¢
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badany pod katem jego wlasciwosci magnetycznych, optycznych, elektrycznych czy
mechanicznych. Od kilku lat prowadzone sa badania majace na celu wprowadzenie
wielofunkcyjnosci do jednoczasteczkowych magneséw (SMM). SMM sg specjalnym
rodzajem zwigzkéw kompleksowych wykazujacych wolng relaksacje magnetyczna
i magnetyczna histereze pochodzenia molekularnego. W skrocie ttumaczac, kazda
czasteczka SMM moze by¢ traktowana i wykorzystywana jako nanomagnes. Badania
prowadzone nad SMM maja na celu przede wszystkim opracowanie magnetycznych
jednoczasteczkowych urzadzen do przechowywania i przetwarzania informacji na
poziomie molekularnym. W pracach prowadzonych w tym kierunku swoja role zna-
lazly réwniez ditienyloeteny. Pozwolily one opracowa¢ nowe magnesy molekularne
dodatkowo reagujace na $wiatlo, co nadaje im unikalne i wielofunkcyjne wlasci-
wosci. Przeprowadzone badania wykazaly, Ze w celach konstrukeji swiatloczutych
magneséw molekularnych mozna wykorzysta¢ zwiazek 1 (Schemat 6) razem z
jonami lantanowcow, takimi jak terb, dysproz i holm, ktére wykazujg duza osiowa
anizotropie magnetyczng. Dzigki obecno$ci dwoch grup karboksylowych w struk-
turze ditienyloetenu przedstawiony zwiazek jest zdolny do kompleksowania dwdch
jonéw metali. Tak powstaty zwigzek kompleksowy moze by¢ badany pod katem jego
wlasciwosci magnetycznych, spektroskopowych i fotomagnetycznych [3].

RF F F

uv
Vis

Schemat 6. Zwigzek 1 jako przetacznik molekularny
Figure 6. Compound 1 as molecular switch

Jak wykazaly wstepne badania, przejscie pomiedzy formami otwartg i pierscie-
niowa ma olbrzymi wplyw na wtasciwosci badanego kompleksu. Znane sg zwigzki
kompleksowe, w ktdrych kwas bis-1,2-tienylokarboksylowy 1 zostal skoordynowany
z lantanowcami tworzac polimery koordynacyjne:

a) {[Dy,"(1),(DMSO),(MeOH)]*10 MeOH}

y {[Ho)'(1),(DMSO),(MeOH)]*10 MeOH}

W obu zwigzkach ditienyloeten pelni funkcje mostka pomiedzy dwoma jonami
lantanowca. Oba kompleksy wykazuja wolng magnetyczng relaksacje charaktery-
styczng dla SMM (Schemat 7) [3].
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Schemat 7. Kompleks zwigzku 1 jako magnes molekularny
Figure 7. Coordination complex of compound 1 as molecular magnet

Wyjatkowo interesujacg grupa fotochromowych przelacznikéw molekularnych
sg przelaczniki zawierajace w swojej strukturze jednostke chiroptyczna. Oznacza to,
ze odwracalna przemiana miedzy dwiema formami czasteczki prowadzi do zmiany
jej konfiguracji absolutnej. Zmieniona czastka cechuje si¢ wszystkimi wcze$niej
wymienionymi wlasciwo$ciami przelacznikéw molekularnych, ale takze ze wzgledu
na chiralno$¢ moze zosta¢ wykorzystana na wigcej sposobow. Najwazniejsza cecha
réznigcy chiralne przetgczniki molekularne od fotochromowych jest czynnik powo-
dujacy zmiane formy. O ile w przypadku wczesniej opisywanych przetacznikow
gléwnym impulsem wywolujacym przejicie bylo $wiatto z zakresu UV/Vis, o tyle
w przypadku czasteczek chiralnych uzywa si¢ $wiatla spolaryzowanego kotowo
(CPL) w prawa lub lewa strone, a samg detekcje obu stanéw prowadzi si¢ z wyko-
rzystaniem dichroizmu kotowego (Schemat 8) [1].
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Schemat 8. Fotochromizm chiroptycznych przefacznikéw molekularnych pod wplywem s$wiatta spolaryzo-
wanego kotowo w lewa lub prawa strone

Figure 8. Photochromism of the chiroptical molecular switches under left- and right-handed circularly po-
larized light

Przedstawiony na Schemacie 8 przelacznik czgsteczkowy 10 stanowi przyklad
modelowego przelacznika tego typu. Ze wzgledu na niefaworyzowane oddziatywa-
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nia steryczne woko! centralnego wigzania podwojnego, czasteczka jest zmuszona do
przyjecia ksztalttu helikalnego, co powoduje, ze chiralno$¢ takiej czasteczki wynika
z znieksztalcenia plaskiej struktury calej molekuly. Badania prowadzone w tym
zakresie potwierdzily, ze najlepsze wyniki uzyskuje sie dla przelacznikéw o struk-
turze zattoczonych sterycznie alkenéw (odpowiednio wysokie wartosci czynnika
anizotropii g, ktory wiaze sie z warto$cig nadmiaru enancjomerycznego w pss
(Wzér 1), wysoka stabilno$¢ termiczna enancjomeréw AG__> 21 keal mol ™, wysoka
wydajno$¢ kwantowa fotoracemizacji) [1].

_g_ﬂs

ee =
o

Wzor 1. Nadmiar enancjomeryczny w stanie fotostacjonarnym
Equation 1.  Enantiomeric excess in photo-stationary state

Chiralne przelaczniki molekularne sg szeroko stosowane przy zapisie informa-
cji. Mozliwosci w tym zakresie s3 uwarunkowane przez odpowiedz bramki logicz-
nej. W celu umozliwienia zachowania informacji, czasteczka musi cechowa¢ sig
odpowiednig fotochemiczng reaktywnoscig bramkowg. Dana molekula nie moze
ulega¢ zmianie po naswietleniu pod warunkiem, Ze nie podlega ona zadnemu
zewnetrznemu czynnikowi, zaréwno fizycznemu jak i chemicznemu. Na Schema-
cie 9 przedstawiono typowy cykl zapisu informacji zawierajacy fotoizomeryzacje
i protonacje czasteczki [1].

zapis hv, blokada: H*

usuniecie hv, odblokowanie: -H*

Schemat 9.  Cykl zapisu i przetwarzania informacji
Figure 9. Write/erase cycle of information

Przelaczniki posiadajg olbrzymi potencjal do przechowywania informacji. Do
dnia dzisiejszego powstalo wiele chemicznych bramkowych ukladéw majacych
zastosowanie przy zapisie informacji, posiadajacych zdolnosci do regulacji wtasci-
wosci fotochromowych oraz m.in. fluorescencji, wigzania z jonami czy wlasciwosci
elektrochemicznych. Na Schemacie 10 przedstawiono chiralny uklad bramkowe;j
odpowiedzi oparty na podstawionym alkenie. Poprzez protonowanie grupy dime-
tyloaminowej przy ukfadzie tioksantenu mozliwe jest catkowite wygaszenie fluore-
scencji, ktdra w czasteczce nieprotonowanej w zaleznosci od konfiguracji moze by¢
silna lub staba [1].
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Schemat 10. Fotoprzelacznik fluorescencji
Figure 10.  Photoswitch of the fluorescence

Ze wzgledu na mechanizm, w jaki dochodzi do przechodzenia z jednej formy
w drugag chiralnych przefacznikéw molekularnych naukowcy zainteresowali sie
mozliwoscia ich wykorzystania w roli motoréw (silnikéw) molekularnych. Sam
motor mozna najprosciej zdefiniowaé jako urzadzenie zdolne do pochlaniania
energii i przeksztalcania jej w prace mechaniczng. Motory molekularne (oraz inne
maszyny molekularne) pelnig wazne funkcje w organizmach zywych. Wéréd przy-
ktadéw mozna wymieni¢, m.in. biatka motoryczne konwertujace energi¢ Gibbsa
uwalniang w trakcie hydrolizy ATP na prace mechaniczng, a takze biatka moto-
ryczne odpowiedzialne za skurcze mies$ni czy Eport wewnatrzkomdrkowy, takie jak
kinezyna i miozyna. Biologiczne motory sa tez wykorzystywane w procesach trans-
krypcji RNA i replikacji DNA (polimerazy) czy tez w wiciach (flagellach) bakterii
umozliwiajgcych im ruch [1].

Motory molekularne posiadaja o wiele wigksza wydajno$¢ energetyczng
w poréwnaniu do makrosilnikéw produkowanych przez czltowieka, dlatego tez
w ostatnich latach podjeto badania majace na celu otrzymanie syntetycznych
maszyn molekularnych. Sama idea syntetycznego motoru molekularnego zostata
zaproponowana przez pioniera nanotechnologii Richarda Feynmana w 1959 r.
w jego stynnym wystapieniu ,,There’s Plenty of Room at the Bottom” Syntetyczny
silnik molekularny powinien spetnia¢ trzy podstawowe warunki, wg definicji Feyn-
mana:

a) musi by¢ zdolny do wykonywania powtarzalnego obrotu o 360°%

b) musi by¢ zdolny do pochlaniania energii;

¢) wykonywany obrét musi si¢ odbywaé w jednym kierunku.
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Pierwszy sukces w tej dziedzinie udalo si¢ osiagna¢ w 1999 roku grupie
T.R. Kellyego, ktéra opracowatla model syntetycznego motoru molekularnego,
wykonujacego obroty wywolywane reakcjg chemiczng. Zaproponowana maszyna
skladala sie tryptycenu bedgcego cze$cig rotujacyg oraz helicenu i byta zdolna do
wykonania obrotu o 120° [8].

Opisany wyzej silnik byt dopiero potowicznym sukcesem, gdyz nie spelnial on
warunku o powtarzalnym obrocie o 360°. Pierwszy spelniajacy wszystkie podane
wyzej warunki motor molekularny udato si¢ otrzyma¢ Benowi L. Ferindze i jego
grupie. Opracowali oni projekt motoru zbudowanego z laktonu biarylowego, ktéry
pod wplywem chiralnych reagentéw ulegal stereoselektywnemu otwarciu pierscie-
nia, co skutkowalo obrotem o0 90°. Nie co pdzniej Feringa rozwinal tg ide¢ i opraco-
wal model motoru 11 zdolnego do obrotu o 360° (Schemat 11).

11k
odbezpieczenie fenolu lm:lbezpieczeuie fenolu

aPMB O
o asvmetrvezne otwarcie prersciema  Allylc o
O
L
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Schemat 11.  Mechanizm dziatania syntetycznego motoru molekularnego 11 opartego na reakeji chemicznej
Figure 11.  Mechanism of synthetic molecular motor 11 based on the chemical reaction

Prawdziwym przetomem w tej dziedzinie byto jednak opracowanie przez grupe
Feringi, syntetycznego motoru molekularnego, w ktérym czynnikami powodujacymi
obroét bylo naswietlanie czasteczki $wiattem z zakresu UV/Vis oraz zmiana tempe-
ratury [9]. W tym celu Feringa wykorzystal opisane wczesniej chiralne przefaczniki
molekularne oparte na zatloczonym sterycznie alkenie. Pierwszy model sktadat si¢
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z ukladu bisfenantrylidenu [10] polaczonego wigzaniem podwdjnym (Schemat 12).
Dalsze badania w tym zakresie pokazaly, ze o wiele lepsze wyniki mozna uzyska¢
poprzez wprowadzenie do czasteczki uktadow heterocyklicznych [11].

12d 12¢

Schemat 12.  Pierwszy motor molekularny kierowany $wiattem
Figure 12.  The first light-driven molecular motor

Wiele z obecnie znanych zastosowan motoréw molekularnych, takich jak na
przykltad wi¢ molekularna, bedaca analogiem wici bakteryjnej czy tez nanosamo-
chody, réwniez wykorzystujace silniki molekularne traktuje si¢ obecnie bardziej jako
ciekawostke naukowa. Jednak w 2006 roku Feringa opublikowal artykul w Nature
[12], ktérym przedstawil motor molekularny zdolny do wykonania pracy i wywo-
tania efektu makroskopowego. Chiralny motor umieszczony w cieklym krysztale
po jego naswietleniu spowodowal wewnetrzng reorganizacje struktury krysztatu
i odwracalng zmiane barwy. Dokonane do tej pory na tym polu odkrycia sprawiaja,
ze naukowcy bacznie sie przygladajg tej grupie maszyn molekularnych, gdyz by¢
moze umozliwig one kiedys konstrukcje uktadoéw dziatajacych poza stanem réwno-
wagi termodynamicznej co jest obecnie wielkim wyzwaniem dla nauki.

Badania nad chiralnymi przelgcznikami molekularnymi moga zosta¢ wyko-
rzystane do badan nad fotochromowymi wlasciwos$ciami weze$niej wspomnianych
ditienyloetenéw. Cyklizacja pod wplywem $wiatla UV prowadzi do utworzenia
dwdch centréw stereogenicznych w czasteczce badanego ditienyloetenu. Powstale
centra stereogeniczne w wyniku konrotacyjnego mechanizmu zamykania pierscie-
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nia moga posiada¢ konfiguracje (S,S) lub (R,R). Ich rozdzial na chiralnej kolumnie
chromatograficznej jest bardzo wydajny, jednak w jego wyniku dochodzi do otwar-
cia pierécienia i utraty centréw stereogenicznych. Jak pokazaly badania grup Irie
i Lehna bardzo dobre wyniki w tym temacie daje wprowadzenie do czasteczki ditie-
nyloetenu pomocnika chiralnego. W takiej sytuacji zaréwno forma 130 jak i 13¢
sa chiralne i proces cyklizacji prowadzi do powstania diastereoizomeréw (Sche-
mat 13) [1].

® 0 . &

130

Schemat 13.  Chiralny przelacznik oparty na bis-iminie ditienyloetenu 13
Figure 13.  Chiral switch based on dithienylethene bis-imine 13

Przedstawiony na schemacie wyzej przelacznik posiada w swojej strukturze
dwie reszty (S)-a-fenyloetyloaminy. Pomiary widm CD pokazaly znaczace réznice
w ilosci pasm i ich polozeniu pomiedzy forma cykliczng i otwartg.

Fotochromowe przelaczniki molekularne oparte na ditienyloetenach znajduja
w ostatnim czasie co raz wiecej ciekawych zastosowa¢. Niemal kazdego tygodnia
pojawiaja sie kolejne publikacje naukowe przedstawiajace nowe odkrycia zwigzane
z tg grupg zwigzkow. W ostatnim czasie odkryto, ze ditienyloeteny moga by¢ wyko-
rzystane przy badaniu procesu apoptozy komorek. Jak zauwazono, komorka zawie-
rajaca ditienyloeten w formie pierscieniowej uruchamia kaskade kaptaz prowadzaca
do apoptozy komorki. Tymczasem ditienyloeten w formie otwartej nie powoduje
tego efektu [13]. Przelaczniki innych typdw, np. oparte na azobenzenie moga by¢
wykorzystane jako molekularne uklady stoneczno-cieplne, ktére sg zdolne do prze-
chowywania energii cieplnej pochodzacej ze Stonca. Przechodzenie miedzy for-
mami E/Z azobenzenu prowadzi do gromadzenia lub uwalniania energii cieplnej
[14]. Réwniez mozliwe jest zastosowanie przetgcznikéw do wprowadzania lekow
do zakazonych komdrek. Odbywa si¢ to poprzez wbudowanie czgsteczki w kanat
blonowy. Molekuta pod wplywem $wiatta lub zmiany pH powoduje otwarcie kanatu
w docelowej komorce i umozliwia wprowadzenie do jej wnetrza leku [11]. To tylko
kilka z wielu odkry¢ dokonanych na tym polu w ostatnim czasie. Grupa fotochro-
mowych przelacznikdéw molekularnych ciagle sie rozwija i w przyszlosci moze zna-
lez¢ jeszcze wigcej zastosowan.
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2. PRZELACZNIKI MOLEKULARNE TYPU GOSPODARZ-GOSC

W przefacznikach molekularnych typu gospodarz-gos¢ poszczegélne stany
czasteczki rdznig sie swoim powinowactwem do drugiej molekuly, pelnigcej funkcje
go$cia. Pierwsze przyktady tego typu przelacznikéw byly oparte na eterach korono-
wych. W 1978 roku pojawil si¢ pierwszy przelgczalny gospodarz, ktéry po naswie-
tleniu $wiatlem o odpowiedniej dlugosci fali ulegal cyklizacji do eteru koronowego.
Zawieral on w swojej strukturze pierscienie antracenu, ktére pod wplywem s$wiatla
ulegaly dimeryzacji. Tak powstaly eter koronowy jest zdolny do przyjecia dwoch
kationéw metali alkalicznych. Co ciekawe, w tym przypadku relacja gospodarz-go$é
nie ulega rozpadowi nawet pod wpltywem swiatla widzialnego. Dopiero wykorzysta-
nie silniej kompleksujacych czynnikéw umozliwia ,uwolnienie” goécia i jednocze-
$nie rozerwanie struktury gospodarza (Schemat 14) [15].
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Schemat 14. Pierwszy przefacznik molekularny typu gospodarz-gos¢
Figure 14.  The first host-guest molecular switch

W 1980 roku Shinkai przedstawit przetacznik 15, w ktorym fragmenty antra-
cenowe zostaly zastapione przez uklad azobenzenu (Schemat 15). W tym
przypadku oddziatywanie czasteczki ze $wiattem wywoluje zmiane izome-
ryzacji Z/E ugrupowania azowego co powoduje zwickszenie pierscienia
makrocyklicznego. Kiedy grupa azowa przyjmuje konfiguracje E wéwczas
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eter koronowy preferencyjnie wigze sie z jonami amonowym, litowym i sodowym,
natomiast w konfiguracji Z taczy sie z jonami potasowym i rubidowym. Bez dostepu
$wiatla dochodzi do odwrocenia izomeryzacji [16].

15
Schemat 15. Struktura przelacznika molekularnego typu gospodarz—go$¢ opartego na azobenzenie

Figure 15.  The structure of host-guest molecular switch based on azobenzene

Réwniez ditienyloeteny moga po odpowiedniej modyfikacji zosta¢ wykorzy-
stane jako przelaczniki typu gospodarz—go$¢ (Schemat 16).

Schemat 16. Dzialanie przelacznika molekularnego typu gospodarz-gos¢ opartego na ditienyloetenie
Figure 16.  The way of working of host-guest molecular switch based on dithienylethene
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W formie ,otwartej’, w ktorej ugrupowania eteru koronowego znajduja w
konformacji réownolegtej wzgledem siebie, zwiazek przedstawiony na schemacie
wyzej moze zwigzaé sie z duzym jonem metalu, np. z cezem, podczas gdy w for-
mie cyklicznej réwnolegle ustawienie pierscieni nie jest mozliwe i nie moze dojs¢
do wigzania z jonem metalu. Nie tylko jony metali moga by¢ wykorzystywanie w
przefacznikach typu gospodarz-gos¢. Rowniez czasteczki glukozy sg stosowane jako
»goscie” w tego typu przelacznikach. Wykorzystuje si¢ do tego przelaczniki mole-
kularne posiadajace w swojej strukturze kwas boranowy. Sacharydy posiadaja wiele
grup hydroksylowych dzigki czemu mogg one utworzy¢ wigzanie estrowe z kwasem
boranowym, jednak tak jak wczesniej jest to mozliwe tylko kiedy ditienyloeten znaj-
duje sie w formie otwartopierscieniowej (Schemat 17) [1].

Schemat 17. Dziatanie przetacznika molekularnego typu gospodarz-gos¢ wiazacego sacharydy
Schemat 17.  Mechanism of host-guest molecular switch binding saccharides

3. PRZELACZNIKI MOLEKULARNE OPARTE NA KATENANACH
I ROTAKSANACH

Katenany i rotaksany to czasteczki zlozone z dwdch lub wiecej wzajemnie w sie-
bie wbudowanych sktadnikéw. W obu przypadkach skladniki te sa faczone razem
przez mechaniczne wigzania, dodatkowo wzmocnione przez niekowalencyjne
oddzialywania wigzace. Mozna je wiec uzna¢ za topologiczne izomery pierscienio-
wych komponentéw, z ktorych sa zbudowane (Schemat 18).
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a) b)

Schemat 18. Schematycznie przedstawiony uklad przelacznikéw molekularnych opartych na: a) katenanach;
b) rotaksanach [17]

Figure 18.  Schematically illustrated system of mechanically-interlocked molecular switches based on:
a) catenanes; b) rotaxanes [17]

Pierwsze proby syntezy zwigzkow tej klasy byly dyskutowane juz na poczgtku
XX wieku, jednak pierwsze katenany i pierwsze rotaksany udalo sie otrzymaé
dopiero w latach 60. ubieglego wieku. Poczatkowo metody ich syntezy cechowaly
sie niskimi wydajnosciami i skomplikowanymi procedurami, ale wraz z postgpem
chemii supramolekularnej udalo si¢ opracowac¢ o wiele lepsze metody, w ktorych
wychodzac z tanich i fatwo dostepnych materialéw mozna otrzymaé produkty
z wysoka wydajnoscia. Katenany obecnie otrzymuje sie wykorzystujac tzw. strategie
statystyczng syntezy. Wykorzystuje ona prawdopodobienstwo (bardzo niewielkie)
zajécia reakcji makrocyklizacji, podczas przenikania prekursora liniowego przez
drugi skladnik makrocykliczny. Jednak takie syntezy cechujg sie bardzo niska
wydajnoscia ze wzgledu na niskie prawdopodobienstwo zajécia reakcji utworze-
nia katenanu wzgledem prawdopodobienstwa utworzenia produktu cyklizacji lub
polimeru. Jednak jezeli przeprowadzi sie reakcje kondensacji chlorku izoftaloilu 18
i p- ksylilenodiaminy 19 produktem, otrzymywanym z wydajnoscig 20% jest [2]
katenan 20 (liczba w nawiasie kwadratowym oznacza liczbe splecionych ze soba
piericieni), nie za§ produkt jednopierscieniowy 21 (Schemat 19). Jest to zwigzane
ze stabilizacjg struktury za pomoca wigzan wodorowych pomie¢dzy utworzonymi
w reakcji fragmentami 1,3-diamidowymi i grupami karbonylowymi chlorku kwa-
sowego [18].
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Schemat 19. Metoda syntezy [2] katenanu 20
Figure 19.  Method of synthesis of [2]catenane 20

Katenany sg to zwiazki chemiczne skladajace si¢ z co najmniej dwdch niezwia-
zanych ze sobg wigzaniami chemicznymi indywiduéw chemicznych o strukturze
makrocyklicznej. Obydwa pier§cienie moga wzgledem siebie rotowa¢, co jest pod-
stawg dla ich zastosowania w roli przetgcznikéw molekularnych. Struktura rotak-
sanow jest podobna do katenandw z ta rdznica, ze skladajg sie one z pierScienia
makrocyklicznego, ktory oplata druga czasteczke posiadajaca strukture liniowa.
Element liniowy posiada na swoich koncach rozbudowana przestrzennie grupe
funkcyjng, uniemozliwiajace pierscieniowi ucieczke poza o§ rotaksanu. W tym
wypadku réwniez czes¢ makrocykliczna moze swobodnie poruszaé si¢ wzdluz osi
dzieki czemu rotaksany mogg zostaé wykorzystane przy konstrukeji przetgcznikow
i maszyn molekularnych [1].

Przetaczniki molekularne oparte na katenanach i rotaksanach sa najmlodszym,
odkrytym dopiero w latach 90. ubieglego wieku, typem przelacznikow. Pierwszy
tego typu przelacznik 22 zostal przedstawiony przez Stoddarta w 1991 roku i byt
oparty na rotaksanie. Czasteczka liniowa, zawierajaca grupy bifenylowe pelnila
w nim role swego rodzaju ,,suwnicy”. Na zakonczeniach osi znajdowaly si¢ punkty,
miedzy ktérymi mogt oscylowaé makrocykliczny, zawierajgcy ugrupowania para-
kwatowe fragment ukltadu (Schemat 20) [19].
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Schemat 20. Przelacznik molekularny oparty na rotaksanie Stoddarta
Figure 20.  Molecular switch based on Stoddart rotaxane

Z opisu tego przefacznika wynika, ze mechanizm dzialania tego typu ukla-
dow opiera si¢ na mozliwosci swobodnego przemieszczenia si¢ wzgledem siebie.
W zaleznosci od wzajemnego ulozenia obu czesci zwigzku mogg one znajdowac si¢
w jednym z dwdch standw, co jest wykorzystywane tak samo jak formy cykliczne
i otwartopierscieniowe w ditienyloetenach. Pierwszy dzialajacy przelacznik mole-
kularny oparty na katenanie pojawit sie w 1993 roku i zostal opracowany przez
Fritza Vogtle (Schemat 21).

Schemat 21.  Przelgcznik molekularny oparty na katenanie Vogtle
Figure 21.  Molecular switch based on Vogtle catenane
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Mechanizm dzialania tego przelacznika opiera si¢ na obecnosci w jego struk-
turze azobenzenu, ktéry pod wplywem $wiatta moze zmieni¢ konfiguracje wigza-
nia podwojnego. Dodatkowo w tym samym pierscieniu znajdujg si¢ ugrupowania
parakwatowe, ktdre pelnig funkcje stacji dokujacej. Drugi pierscien makrocykliczny
sklada si¢ ukfadu eteru koronowego z grupami fenylowymi, ktére wykazujg powi-
nowactwo do parakwatéw. Kiedy wigzanie podwojne w azobenzenie posiada kon-
figuracje E, wtedy cykliczny uklad polieteru moze swobodnie rotowaé wzgledem
pierwszego pierscienia. Kiedy natomiast dojdzie do naswietlenia catego uktadu
dochodzi do zmiany konfiguracji wigzania podwojnego na Z i wszelkie rotacje
zostajg zablokowane [20].

Od tamtej pory ta grupa przelacznikéw molekularnych przezyla prawdziwy
rozkwit. Katenany i rotaksany znalazly bardzo szerokie zastosowanie takze w innych
maszynach molekularnych. Sg one obecnie wykorzystywane przede wszystkim przy
zapisie informacji w bramkach logicznych. W 2007 roku przeprowadzono ekspe-
ryment majacy na celu zbadanie mozliwosci ich wykorzystania jako pamieci dyna-
micznej DRAM, w ktérym zastosowano rotaksan zawierajacy w swojej strukturze
jednostki tetratiafulwalenowe oraz dioksynaftylowe, ktére ulegaja wzajemnemu
przesunigciu, kiedy przez uklad przeptywal prad prowadzacy do utlenienia ful-
walenu. Cala konstrukcja urzadzenia pozwala na przechowanie 160 tys. bitow na
powierzchni o wielkos$ci komérki leukocytu [21].

UWAGI KONCOWE

W pracy przedstawiono jedynie najwazniejsze przyklady bardzo szerokiej
i rozbudowanej grupy zwigzkow jakimi sg przelaczniki molekularne. Obecnie co
raz wiekszg uwage poswieca sie polimerom fotochromowym, ktére w tej pracy nie
zostaly opisane. Mozna tutaj wymieni¢ takie ich przyklady jak chiralne fotochro-
mowe peptydy oraz ciekte krysztaly o wlasciwosciach fotochromowych [1]. Juz
teraz przetgczniki molekularne posiadajg wiele zastosowan w technologii i nauce,
a wraz z rozwojem tej grupy zwigzkow ich rola bedzie stale wzrastac.
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S. LENDOR

Sofia Lendor podjeta studia na kierunku chemia na Uni-
wersytecie Jagiellonskim w 2010 roku. W 2013 rozpo-
czela studia magisterskie o specjalno$ci Chemia sagdowa
i konserwatorska. Obecnie przygotowuje sie¢ do obrony
pracy magisterskiej na temat ,,Determination of psycho-
active substances in human bone marrow by HPLC-MS
and CE-MS”, do ktdrej badania prowadzita w Pracowni
Chemii Sadowej. Jej zainteresowania naukowe obejmuja
miedzy innymi analize toksykologiczng substancji wyka-
zujacych wlasciwosci psychoaktywne i érodkéw odurza-
jacych w ludzkim materiale biologicznym, w szczegoélno-

$ci w sekcyjnych biologicznych materiatach alternatywnych.
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ABSTRACT

This article is focused on the data concerning properties of carbamazepine,
an antiepileptic drug commonly used in everyday medical practice but also frequen-
tly misused leading to many reported cases of intoxication. Due to high prevalence
of this drug detailed data concerning its pharmacokinetics and prahmacodynamics
can be found as well as metabolic paths that have been proven or have not been
confirmed yet. For the purpose of toxicological analyses of samples collected post-
mortem it is also essential to know the possible transformations of an analyte due
to microbial metabolism and postmortem changes of the sample matrix. In forensic
cases of unavailable or unusable blood samples when advanced stage of decomposi-
tion processes in the found body occurs, alternative matrices are required. Presented
review describes three types of such matrices: bones, bone marrow and grease in the
context of their postmortem changes and suitability as the source of toxicological
information.

Keywords: carbamazepine, postmortem metabolism, alternative biological matri-
ces, bone marrow, bones

Stowa kluczowe: karbamazepina, metabolizm po$miertny, alternatywne materialy
biologiczne, szpik kostny, kosci
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WPROWADZENIE

Szerokie zastosowanie danego leku w praktyce lekarskiej wielokrotnie wigze sie
z jego duza dostepnoscia, a to z kolei moze pocigga¢ za sobg czeste wystepowanie
zatru¢. Sytuacja taka ma miejsce w szczegolnosci w przypadku lekéw oddziatujacych
na o$rodkowy ukfad nerwowy. Karbamazepina jest lekiem przeciwpadaczkowym,
ktéry odpowiada powyzszemu opisowi, w zwigzku z czym bardzo czesto stanowi
substancje podlegajaca oznaczeniom dla potrzeb toksykologii klinicznej i sadowe;j.
Mnogos¢ zanotowanych przypadkéw zatru¢ karbamazeping stwarza mozliwo$é
dokladnego scharakteryzowania farmakokinetyki tego leku, a takze proceséw meta-
bolicznych jakim podlega zaréwno w organizmach zywych jak i po$miertnie. Fakt
dokladnego zbadania szlakéw biotransformacji karbamazepiny powoduje z kolei
konieczno$¢ poszukiwania efektywnych metod izolacji i oznaczania tego leku obok
jego wielu metabolitow, wsrod ktérych wystepuja takze substancje aktywne farma-
kologicznie. Dodatkowe Zrédlo informacji do badait moga stanowi¢ alternatywne
materialy biologiczne, w szczegdlnosci w przypadkach zaawansowanego rozktadu
gnilnego ciala. Analiza tych materialéw wymaga specjalnego podejscia i moze przy-
czyni¢ si¢ zardbwno do korzystnego poszerzenia wiedzy na temat badanego przy-
padku, jak i spowodowania trudnoéci interpretacyjnych wynikajacych ze stabego
poznania niektdérych rodzajéw materialu biologicznego, a takze mnogosci czynni-
kéw wplywajacych na jego posmiertne przemiany.

Niniejsza praca zawiera charakterystyke karbamazepiny wraz z przegladem
przypadkow zatru¢ tym lekiem, a takze jego przemian zachodzacych za zycia i po
$mierci. Ponadto, scharakteryzowano trzy rodzaje alternatywnego materiatu bio-
logicznego: koéci, szpik kostny i maz gnilng w kontekécie posmiertnych przemian
tych materiatow.

1. KARBAMAZEPINA: OBSZAR ZASTOSOWAN, DAWKI TERAPEUTYCZNE
I TOKSYCZNOSC

Leki przeciwpadaczkowe sg powszechnie stosowane w celu przeciwdzialania
napadom padaczkowym poprzez hamowanie samorzutnej depolaryzacji blony
komorkowej neurondw, powodujacej wywolywanie potencjalu czynnosciowego,
prowadzacego do wystapienia napadu drgawek epileptycznych. Farmakoterapia
z zastosowaniem lekow przeciwpadaczkowych jest zazwyczaj dlugotrwala, a jej
powodzenie zalezy od prawidtowego okreslenia postaci choroby oraz wlasciwie
dobranej dawki leku badz lekéw oraz ich wzajemnych interakcji w przypadku terapii
wielolekowej [1].

Karbamazepina (CBZ) jest jednym z najczgsciej stosowanych lekéw przeciw-
padaczkowych, nalezagcym do grupy pochodnych dibenzoazepiny. Preparaty far-
maceutyczne dostepne na rynku to m.in. Tegretol, Amizepin, Conzepin, Timonil,
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Finlepsin, Neurotop i in. Dominujaca droga podawania jest doustne przyjmowanie
tabletek lub syropow [2].

W terapii przeciwpadaczkowej karbamazepina stosowana jest przede wszyst-
kim jako $rodek zapobiegajacy i tagodzacy napady kloniczno-toniczne, a takze
napady czesciowe z objawami prostymi i zlozonymi. Nie jest to jednak wylaczne
zastosowanie tego leku. Ze wzgledu na dzialanie psychotropowe karbamazepiny,
stosuje sie ja w leczeniu choroby afektywnej dwubiegunowej, zespotéw maniakal-
nych i schizofrenii [2]. Wystepowanie podobienstw strukturalnych karbamazepiny
i zwigzkéw chemicznych z grupy tréjpierscieniowych lekéw przeciwdepresyjnych
spowodowalo powstanie przestanek do przypuszczen, ze karbamazepina moze
wykazywa¢ dziatanie przeciwdepresyjne. Badania potwierdzily w wigkszym stopniu
jej skuteczno$¢ w profilaktyce przeciwdepresyjnej niz w leczeniu ostrych zaburzen
depresyjnych [3].

Dawkowanie karbamazepiny zalezne jest od czynnikéw takich jak wiek
pacjenta, typ leczonej choroby, a takze wystapienie poprawy klinicznej lub jej brak.
Z tego tez powodu zakres stosowanych dawek jest szeroki i wynosi od 200 do 1600
mg na dobe, natomiast srednia dobowa dawka wynosi od 400 do 600 mg. Zaleca sig,
aby dawka terapeutyczna w kazdym przypadku zostala dobrana na podstawie wyni-
kéw monitorowania stezenia leku w surowicy [2]. Stezenie terapeutyczne karbama-
zepiny w surowicy wynosi zazwyczaj od 4 do 12 mg/L [4]. W Tabeli 1 zestawiono
przyklady wynikéw badan nad korelacja miedzy przyjeta dawka karbamazepiny,
a jej stezeniem w surowicy, ktére odpowiada osiggnieciu stanu stacjonarnego leku
W organizmie.

Tabela 1. Zaleznos¢ miedzy dawka a stezeniem karbamazepiny w osoczu
Table 1. Relationship between plasma concentration and dosage of carbamazepine
Zakres stezen Srednie stezenie
Liczba pacjentow Zakres dawek w surowicy w surowicy Lit.
[mg/L] (mg/L]
2,86-37,5
248 [mg/kg/dzied] 0,6-19,6 53 [5]
8-30
2 [mg/kg/dzien] 3-13 8 (6]
300-800 (tabletki) 4,8-7,8 6,3
22 375-1000 (czopki) 4,5-7,4 59 [7]
[mg/dzien]
300-1200
21 [mg/dziet] 4,5-14,1 9,3 [8]

Szerokie rozpowszechnienie karbamazepiny w lecznictwie wynika z relatywnie
niewielkiej toksycznosci tego leku, ktéra spowodowala uznanie go za lek stosun-
kowo bezpieczny. Do czestej stosowalnosci tej substancji przyczynil sie réwniez
brak potencjalu uzalezniajacego, nalezy jednak wspomnie¢ o wystepowaniu zja-
wiska tolerancji wérdd osdb, u ktorych konieczne jest ciagle zazywanie leku. Duza
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dostepnos¢ karbamazepiny w polaczeniu z niskim indeksem terapeutycznym sg
przyczynami wystepowania czestych zatru¢ ta substancjg, jednak $mier¢ w wyniku
zatrucia wystepuje rzadko [9].

W zaleznosci od zrédta, minimalna dawka karbamazepiny niebezpieczna dla
zycia szacowana jest od 5 g [4] do powyzej 6 g [10]. Ze wzgledu na fakt, iz w nie-
ktérych przypadkach (zwlaszcza $miertelnych) utrudnione jest przeprowadzenie
wywiadu majacego na celu ustalenie dawki przyjetej przez ofiare zatrucia, korzyst-
niejsze jest postugiwanie sie stezeniami karbamazepiny w surowicy. Przy stezeniu
miedzy 2,4 a 10,5 mg/L u badanych o0séb zarejestrowano wystapienie efektow tok-
sycznych, natomiast symptomy ostrego zatrucia obserwowano u oséb, u ktérych
stezenie karbamazepiny w surowicy wykazywalo wartosci od 3,2 do 21 mg/L [4].
Obydwa przedzialy stezen czg$ciowo sie nakladaja, poniewaz wystgpienie objawow
zatrucia uzaleznione jest od wielu czynnikéw, m.in., drogi podania leku, czasu od
jego zazycia czy osobniczego tempa metabolizmu. Moze takze dojs¢ do opdznie-
nia wystapienia objawow zatrucia spowodowanego zazyciem leku w postaci wolno
uwalniajgcej sie. Inna mozliwoscia jest utrzymywanie sie objawéw mimo spadku
stezenia karbamazepiny w organizmie, spowodowane farmakologiczng aktywno-
$cig jej glownego metabolitu, 10,11-epoksydu karbamazepiny [9].

W wielu przypadkach zatru¢ ze skutkiem $miertelnym, karbamazepina jest
zaledwie jednym z ksenobiotykéw obecnych w materiale sekcyjnym. Ze wzgledu na
dosy¢ czeste zazywanie karbamazepiny w celach samobojczych, w badanym mate-
riale wykry¢ mozna takze leki uspokajajace i przeciwdepresyjne, narkotyki i alko-
hol etylowy. Przykladem moze by¢ 20 przypadkow $miertelnych zatru¢ zwigzanych
z karbamazeping, przebadanych w Zakladzie Medycyny Sadowej Akademii Medycz-
nej w Gdansku w latach 1996-2001. Stezenia CBZ w materiale sekcyjnym wynosity
od 1,5 do 78,6 mg/L, jednak w 8 przypadkach karbamazepina nie byla jedynym
lekiem wykrytym w badany materiale [9]. Innym przyktadem sg oznaczenia CBZ
i metabolitow: 10,11-eposkydu karbamazepiny oraz 10,11-dihydroksykarbamazpe-
iny w materiale sekcyjnym, przeprowadzone w Zaktadzie Medycyny Sadowej Colle-
gium Medicum w Krakowie. Material do badan pobrano od 16 0s6b, wsréd ktorych
znajdowaly si¢ ofiary zatru¢ smiertelnych ale takze m. in. samobojstw, wypadkow
lub zabojstwa. W czterech przypadkach nastgpienie zgonu przypisano wysokiemu
stezeniu CBZ w organizmie. W innych przypadkach zanotowano obecnos¢ CBZ na
poziomach stezen od terapeutycznych do $miertelnych, a ponadto wysokie stezenia
innych ksenobiotykéw, m.in. etanolu, morfiny i benzodiazepin. Wyniki te wskazaty
na istotno$¢ uwzglednienia interakeji migdzy ksenobiotykami w interpretacji przy-
czyn $mierci zwiazanych z zatruciami [33].

W Tabeli zestawiono dane na temat opisywanych w literaturze przypadkow,
w ktorych wystgpienie objawow ostrego zatrucia badz §mierci uznano za spowodo-
wane przedawkowaniem karbamazepiny.
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Tabela 2. Przypadki zatru¢ karbamazeping

Table 2. Reported cases of carbamazepine intoxications
Wiek . Stezenie Czas od Materiat . .
i pled Przyjeta CBZ prayjecia biolo- Inne obecne Najpowazniejsze Lit
P dawka CBZ e e . ksenobiotyki skutki zatrucia '
pacjenta [mg/L] | lub zabiegi giczny
niewydolnos¢
48 lat, brak > 20,0 >24h surowica brak wielonarzagdowa, [12]
M danych e
$pigczka
24 Jata ostra niewydolnos¢
K ’ 56 ¢ 36,9 6h surowica | oksaprozyna | nerek, tachykardia | [13]
zatokowa
400 mg/
43 ;Zta’ 4 razy/ 16,1 - surowica brak utrata stuchu [14]
dzien
lll\}lat, 2,6¢ d]:rr;th - surowica brak $pigczka, delirium | [15]
19 lat, . .
K 80¢g 57,7 - surowica brak depresja OUN [16]
48 lat, plukanie . niewydolno$¢
M 60-80 g 25,6 rolgdka, C surowica brak oddechowa [17]
32 lata, 2,5h . paracetamol | drgawki, hipoksja,
K 328 329 C surowica 45 mg/L hipotensja (18]
38éat, 80¢g > 400,0 - surowica brak $pigczka [19]
4 dni, C, diazepam -
31lat, 60g 46,3 nawadnia- | surowica | nitrazepam $piaczka, napady [20]
K - drgawkowe
-nie jelit etanol
23 500 mg/ 220 0znaczono kr,ew ) S
miesiace dzien 34,8 po émierci mozg fenytoina $mierc [21]
78,5 watroba
14 lat 12h utrata $wiadomo-
M > 60g 22,5 plukanie krew brak $ci, brak reakcjina | [22]
zoladka, C bodzce dzwigkowe
13 lat. oh
K ’ 48¢ 34,0 plukanie krew brak utrata $wiadomosci | [22]
zoladka, C
utrata $wiado-
13 lat, K 56¢ 20,0 - krew brak moéci, napady [22]
toniczno-kloniczne
2 lata, 10 mg/kg . .
M 6 miesicey 6,0 - surowica brak erytroblastopenia | [23]
151at, 46g 44,8 6h surowica brak utrata )
K przytomnosci

niem (C = wegiel aktywny)

* ,czas od przyjecia lub zabiegi” to dane okreslajace przyblizony czas, jaki uptynat od przyjecia CBZ do wyko-
nania oznaczenia leku lub zabiegi jakie przeprowadzono w celu przyspieszenia eliminacji CBZ przez oznacze-
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Sposoby leczenia zatru¢ karbamazeping moga réznic si¢ w zaleznosci od wyste-
pujacych objawdw, jednak na ogodt stosuje sie usuwanie leku z zoladka za pomoca
jego plukania lub podawania wegla aktywnego w krotkim czasie po rozpoznaniu
zatrucia, a takze wspomaganie czynnosci zyciowych, ktorych efektywnos¢ zostata
zaburzona na skutek zatrucia. W przypadkach bardzo ostrych zatru¢, gdy intensywna
terapia podtrzymujaca nie przynosi efektow, stosuje sie pozaustrojowa eliminacje
karbamazepiny technikami hemoperfuzji lub hemodializy [10].

1.1. ZAZYCIOWE PRZEMIANY KARBAMAZEPINY W ORGANIZMIE

Przemiany karbamazepiny w organizmie zywym sa do$¢ dobrze zbadane.
W literaturze mozna znalez¢ informacje na temat gléwnych metabolitéw oraz pro-
cesow odpowiedzialnych za ich powstawanie, a takze enzymoéw bioracych udziat
w tych procesach. Badania nad metabolizmem karbamazepiny sg jednak nadal pro-
wadzone, a ich potrzeba wynika z faktu, iz co jaki$ czas notowane sg budzace zainte-
resowanie lub nieznane dotychczas efekty toksyczne u pacjentéw poddanych terapii
farmakologicznej z zastosowaniem karbamazepiny [25]. Wazng role w procesach
metabolicznych tej substancji przypisuje si¢ takze ztozonym interakcjom lekowym,
ktore moga by¢ skutkiem poddawania pacjenta terapii wielolekowej. Konsekwencja
tych interakcji sa czgsto obserwowane toksyczne efekty interferencyjne, ktére moga
prowadzi¢ do obnizenia lub podwyzszenia stezenia leku w surowicy. W polaczeniu
z farmakologicznymi efektami wywolywanymi przez aktywne metabolity karba-
mazepiny, zjawiska takie przyczyniajg si¢ do duzego zrdznicowania proceséw bio-
transformacji leku, a w konsekwencji do trudnos$ci w interpretacji wynikdw analiz
sadowo-lekarskich [11].

Biodostepno$¢ karbamazepiny po podaniu doustnym wynosi powyzej 70% [4].
0d 75% do 80% zwiazku ulega wigzaniu z bialkami osocza, z ktorych wigkszos¢ sta-
nowig albuminy [10]. 72% przyjetej dawki wydalane jest wraz z moczem [2], z czego
mniej niz 10%[4], a zwykle okoto 2%[10] stanowi niezmieniona metabolicznie
karbamazepina. Wiekszo$¢ pozostalej cz¢sci wydalana jest z kalem, jednak nalezy
wspomnie¢, ze karbamazepina przenika takze do mleka matki[10] oraz do $liny ze
stosunkiem stezen osocze:$lina na poziomie 3:5 [4].

Dane literaturowe pozwalaja na zobrazowanie wybranych etapéw metabolizmu
karbamazepiny za pomocg schematu przedstawionego na Rysunku 1. Strzatkami
ciaglymi zaznaczono dobrze poznane etapy przemian tego leku, natomiast strzatki
przerywane odpowiadajg procesom, ktérych dokladne scharakteryzowanie wymaga
dalszych badan.
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Rysunek 1. Wybrane szlaki metaboliczne karbamazepiny. CBZ = karbamazepina; CBZ-E = 10,11-epoksyd
karbamazepiny; CBZ-DiOH = trans-10,11-dihydro-10,11-dihydroksykarbamazepina; 9-A =
hydroksymetylo-10-karbamoiloakrydan; QA = kwas chinolinowy

Figure 1. Selected metabolic pathways of carbamazepine (CBZ = carbamazepine; CBZ-E = carbamaze-
pine-10,11-epoxide; CBZ-DiOH = 10,11-dihydro-10,11-trans-dihydroxy-carbamazepine; 9-A =
9-hydroxymethyl-10-carbamoylacridan; QA = quinolinic acid)

CBZ-E jest najwazniejszym metabolitem karbamazepiny, ze wzgledu na jego
aktywno$¢ farmakologiczng, podobng do aktywnosci zwigzku macierzystego (row-
niez wykazuje dzialanie przeciwdrgawkowe).[10] Metabolit w 50%-tach wigze sie
z bialkami osocza, natomiast 2% epoksydu wydalane jest z moczem.[4] W surowicy
i mézgu CBZ-E osiaga 50% stezenia karbamazepiny.[1] Wykazano takze stabilng
korelacje miedzy stezeniem CBZ a CBZ-E w osoczu oraz w $linie, gdzie stosunki
stezen wynosily odpowiednio 21-22% i 33-34%. Co wazne, korelacja ta byta dosy¢
odporna na niewielkie zmiany dawek, a takze wiek i pte¢ pacjentow [8]. W zwigzku
z powyzszym, oznaczanie 10,11-epoksydu karbamazepiny moze dostarczy¢ infor-
macji na temat stezenn zwigzku macierzystego w organizmie, co jest szczegdlnie
przydatne w przypadkach, gdy probki do badan zostaly pobrane po dluzszym czasie
od zatrucia lub po $mierci.

CBZ-E ulega dalszemu metabolizmowi do trans-10,11-dihydro-10,11-di-
hydroksykarbamazepiny (CBZ-Di-OH) w reakcji katalizowanej przez hydrolaze
epoksydowa (nr 2 na Rys. 1). Okolo 25% biodostepnej dawki karbamazepiny jest
wydalane z moczem w postaci tego wlasnie metabolitu [4]. CBZ-DiOH jest zwigz-
kiem nie wykazujacym dzialania farmakologicznego [3]. Notowane sg przypadki,
w ktoérych na skutek niedoboru hydrolazy epoksydowej, u pacjentéw przyjmujacych
karbamazepine i inne aromatyczne leki przeciwpadaczkowe, dochodzi do wystapie-
nia niebezpiecznego dla zdrowia i zycia zespotu DRESS (ang. Drug Reaction with
Eosiniphillia and Systemic Symptoms) [24].

Przemiana CBZ-Di-OH do 9-hydroksymetylo-10-karbamoiloakrydanu karba-
mazepiny (9-A) odbywa sie za sprawa enzymu mieloperoksydazy, obecnej w leuko-
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cytach (nr 3 na Rys. 1). Powstajacy metabolit jest podejrzewany o aktywnos¢ biolo-
giczng ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do innych aktywnych metabolitow
[26]. Aktywno$¢ ta zostata potwierdzona tylko dla syntetycznego 9-A [47]. W alter-
natywnej $ciezce metabolicznej, 9-A moze by¢ produktem przemiany CBZ-E lub
bezposrednio CBZ.

Dwie alternatywne przemiany metaboliczne oznaczone numerem 4 na
Rysunku 1 sg przykladami przemian, ktore dotad nie zostaly dokladnie wyja-
$nione. Ze wzgledu na zdolnos¢ CBZ do przenikania przez bariere krew-mozg
(cho¢ w ograniczonym zakresie), obok metabolizmu przez enzymy watrobowe,
rozwazano takze mozliwos¢ metabolizowania zwigzku macierzystego przez enzymy
komorek $rodblonka os$rodkowego ukladu nerwowego. Ze wzgledu na nieobec-
no$¢ CBZ w komoérkach OUN, za prekursor QA uznano CBZ-E, a przemawialy za
tym poréwnywalne wartosci szybkosci przemian CBZ-E oraz QA. Udzial komoérek
OUN w metabolizmie jest o tyle wazny, Ze moze doprowadzi¢ do niekontrolowane;j
akumulacji metabolitéw, w tym przypadku kwasu chinolinowego, ktéry wykazuje
neurotoksycznos$¢ i moze wywolywac¢ napady drgawek przy stezeniach wykrytych
w komoérkach mézgu badanych pacjentéw (ok. 10 pmol/L) [25].

Opisane powyzej przemiany nie wyczerpuja zagadnienia metabolizmu karba-
mazepiny, poniewaz zwigzek ten jest zrodtem lacznie okoto 30 metabolitow [10].
Nalezg do nich mi¢dzy innymi iminostilben, grupa produktéw hydroksylacji pier-
$cienia aromatycznego oraz izomery tych produktdw, a takze produkty sprzegania
z kwasem glukuronowym [3]. Zrédlem zainteresowania w toksykologii klinicznej
i sagdowej s jednak gtéwnie te metabolity, ktére wykazuja aktywno$¢ farmakolo-
giczng lub toksyczne wlasciwosci, a ich stezenia pozwalaja na wykonanie ozna-
czen i wyciagniecie wnioskoéw na temat obecnosci i stezen zwigzku macierzystego
W organizmie.

1.2. METABOLIZM POSMIERTNY

Jak wiadomo, przemiany ksenobiotykdéw w organizmach nie ustajg w momen-
cie zgonu. Biochemiczne i biologiczne procesy, ktére zachodzg po $mierci moga
w znacznym stopniu wplywa¢ na wyniki oznaczen w materiale sekcyjnym,
w zwigzku z czym wyniki te niekoniecznie odzwierciedlaja st¢zenia analitow
w chwili §mierci [36].

Na wyniki analiz toksykologicznych wykonywanych na prébkach sekcyjnych,
a takze na wiarygodno$¢ tych wynikéw, majg wplyw miedzy innymi: rodzaj analitu,
inne ksenobiotyki obecne w organizmie, czas jaki uplynat od nastgpienia zgonu,
przyczyne zgonu oraz losy organizmu bezposrednio przed nim (np. tres¢ zotad-
kowa) [27]. Duze znaczenie ma takze temperatura i wilgotnos¢ otoczenia oraz inne
warunki atmosferyczne, przy czym czynniki te inaczej wplywaja na przemiany sub-
stancji chemicznych w zwlokach niepochowanych i pochowanych. W tym drugim
przypadku do czynnikéw wartych uwzglednienia nalezy takze rodzaj pochéwku, co
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wiaze si¢ z wplywem substancji zawartych w otaczajacej cialo glebie [28]. Nalezy
wreszcie wspomniec o posmiertnym metabolizmie mikrobiologicznym, przeprowa-
dzanym przez mikroorganizmy obecne w ciele za zycia (np. bakterie z przewodu
pokarmowego, jamy ustnej czy pluc lub grzyby, ktérych obecnos¢ jest skutkiem
infekcji), a takze inne bakterie i grzyby kolonizujace zwtoki po $mierci [27].

Ze wzgledu na trudnosci wystepujace w badaniach, niektére posmiertne pro-
cesy prowadzace do przemian ksenobiotykéw nie zostaly dos¢ dobrze poznane.
Przykltadem moze by¢ tzw. agonalna inwazja bakterii, podczas ktorej mikroorgani-
zmy gwaltownie rozprzestrzeniajg sie po organizmie w chwili bezpo$rednio poprze-
dzajacej nadejscie zgonu. Proces ten okreslany jest jako teoretyczny ze wzgledu na
trudnosci w okresleniu, czy obecno$¢ bakterii nie byta spowodowana przed$miertna
infekcja [27]. Do dobrze poznanych zjawisk nalezy aktywnos¢ niektérych enzymow,
przejawiajgca si¢ jeszcze przez jakis czas po nastapieniu zgonu. Skutkiem tej aktyw-
noséci moze by¢ zwigkszenie stezenia metabolitow kosztem stezenia ksenobiotyku
macierzystego w poréwnaniu do stosunku stezenn w chwili §mierci. Powigzanym
procesem jest takze uwalnianie enzymow podczas autolizy komoérek, wskutek czego
dochodzi do rozpadu bialek wigzacych ksenobiotyki i wzrost stezenia niezwigza-
nych frakcji analitu [27].

Posmiertna redystrybucja ksenobiotykdéw (ang. postmortem redistribution,
PMR) moze zachodzi¢ zgodnie z dwoma gléwnymi mechanizmami. Pierwszym
z nich jest dyfuzja przez naczynia krwionosne do otaczajgcych tkanek. Drugi
mechanizm obejmuje bezposrednig dyfuzje ksenobiotykéw pomiedzy przylega-
jacymi organami. Obydwa mechanizmy zachodza w organizmie réwnolegle, przy
czym czas, jaki uplynat od $mierci do wystapienia danego zjawiska, zalezy migdzy
innymi od rodzaju ksenobiotyku [36].

Powszechnos$¢ wystepowania mikroorganizméw wspomagajacych tanatoche-
miczne procesy materialu biologicznego, powoduje pojawienie si¢ po$miertnych
proceséw gnilnych, wskutek ktérych moze dojs¢ zaréwno do biodegradacji kseno-
biotykéw, jak i ich syntezy. W posmiertnie pobranych prébkach ludzkiego mate-
rialu biologicznego zidentyfikowano wiele gatunkéw bakterii, sposroéd ktérych
Rhodococcus rhodochrous jest przykladem gatunku zdolnego do metabolizowania
karbamazepiny. W badaniach przeprowadzonych przez Gauthier i in. zaobserwo-
wano, ze biodegradacja CBZ z udzialem tych bakterii moze prowadzi¢ do obnizenia
pierwotnego stezenia leku o 15% w ciggu 28 dni. Zastosowanie HPLC-MS pozwolilo
na wykrycie dwoch stabilnych metabolitéw, bedacych produktami tych przemian.
Co ciekawe, metabolity powstale w wyniku metabolizmu bakteryjnego nie byty
obecne w probkach poddanych degradacji abiotycznej. Ze wzgledu na trudnos¢
prowadzenia tego typu badan na probkach rzeczywistych, powyzsze dane pochodza
z modelowych badan laboratoryjnych. Mozna jednak przypuszczaé, ze w dogod-
nych warunkach Rhodococcus rhodochrous bedzie zachowywat zdolnos¢ do obni-
zania stezen karbamazepiny w probkach sekcyjnych w zaawansowanym stadium
proceséw gnilnych [29].
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Bakterie z rodzaju Sterptomyces zawdzigczaja zdolnos¢ do metabolizowania
karbamazepiny obecnosci ukladu enzymatycznego przeprowadzajacego hydrok-
sylacje zalezng od cytochromu P-450. Produktami tych przemian s3 CBZ-E oraz
10-11-dihydro-10-hydroksykarbamazepina. Aktywno$¢ hydroksylacji i epoksydacji
CBZ przez wspomniane bakterie jest silnie zalezna od warunkéw hodowli. Najbar-
dziej aktywny gatunek (Sterptomyces violascens) w optymalnych warunkach miat
zdolno$¢ do przeprowadzania hydroksylacji ze $rednia szybkoscig 210 mg/L/dzien
[30].

W literaturze mozna takze znalez¢ dane na temat mikrobiologicznego posmiert-
nego metabolizmu karbamazepiny, dotyczacego przemian dokonywanych przez
grzyby, ktore wykorzystuja lek jako substrat do wlasnych proceséw metabolicznych.

Kropidlak czarny (Aspergillus niger) to jeden z gatunkéw zdolnych do prze-
prowadzania biodegradacji karbamazepiny. Grzyb ten wystepuje w wilgotnych
miejscach o ograniczonym dostepie $wiatla, przewaznie w glebie. Procesy gnilne
zachodzace po $mierci w organizmie stwarzajg korzystne warunki do rozwoju tego
gatunku. Moze on jednak wystepowal takze w zywych organizmach, wywoluje
wowczas infekcje spowodowane np. wdychaniem zarodnikéw [31]. W badaniach
Gauthier i in. zarejestrowano 9-procentowy spadek stezenia CBZ w ciggu 10 dni
od umieszczenia mikroorganizméw na pozywce zawierajacej lek. Juz po 5 dniach
nastepowaly znaczace spadki stezenia analitu. Za obnizenie stezenia CBZ odpo-
wiedzialne byly dwa mechanizmy. Pierwszym z nich byly przemiany metaboliczne
grzyba, ktorych skutkiem bylo zarejestrowanie sygnatéw pochodzacych od metabo-
litéw. Drugi mechanizm, czyli adsorpcja leku na biomasie, odpowiedzialny byt za
spadek stezenia CBZ nie skutkujacy pojawieniem si¢ metabolitéw [29].

Kolejnymi gatunkami grzybow o potwierdzonej zdolnosci do metabolizowa-
nia karbamazepiny sa Cunninghamella elegant i Umbelopsis ramanniana. Gatunki
te posiadajg wiele enzymow fazy I i fazy II szlakéw metabolicznych ssakow, dzieki
czemu mogg by¢ wykorzystywane jako organizmy modelowe do badania metaboli-
zmu ksenobiotykéw u ludzi. Dobrze znana jest zdolno$¢ do biotransformacji troj-
pierscieniowych lekow przeciwdepresyjnych (TLPD) przez gatunek Cunninghamella
elegant, ktéry umozliwiony jest dzigki obecnosci enzyméw z grupy cytochromow
P450. Enzymy te biorg takze udzial w przemianach karbamazepiny, ktora wykazuje
strukturalne podobienstwo do TLPD. W wyniku badan przeprowadzonych z zasto-
sowaniem techniki HPLC-MS, w przypadku obu gatunkéw zidentyfikowano dwa
gléwne metabolity: CBZ-E oraz 3-hydroksykarbamazeping. 25-dniowa inkubacja
gatunku Cunninghamella elegant skutkowata 43-procentowym spadkiem pierwot-
nego stezenia CBZ z wytworzeniem dwdch wymienionych wcze$niej metabolitow,
a takze dodatkowo 2-hydroksykarbamazepiny. Biotransformacji przez gatunek
Umbelopsis ramanniana uleglto 23% pierwotnej ilosci CBZ. W tym przypadku
dodatkowym wykrytym metabolitem byl niezidentyfikowany zwigzek chemiczny,
prawdopodobnie 1-hydroksykarbamazepina lub 4-hydroksykarbamazepina. Warto
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doda¢, ze produkty metabolizmu grzybiczego zarejestrowano juz po 1 dniu inkuba-
Gji [39].

Z powyzszych danych wynika, ze metabolity powstajace w wyniku metaboli-
zmu bakteryjnego lub grzybiczego wykazuja zgodnos¢ z tymi, ktére sa produktami
przemian przeprowadzanych przez organizm ludzki. W zwigzku z tym mozna sie
spodziewa¢, ze w warunkach korzystnych dla rozwoju okreslonych mikroorgani-
zmow (a warunki takie zapewnia cialo w stadium rozktadu gnilnego), ubytek steze-
nia leku macierzystego bedzie znaczny. Opisane zjawiska powoduja, ze oznaczanie
karbamazepiny i innych lekéw w probkach materiatu sekcyjnego jest duzym wyzwa-
niem analitycznych, ze wzgledu na trudno$¢ we wlasciwej interpretacji uzyskanych
wynikow. Interpretacja ta wymaga znajomosci jak najwiekszej liczby czynnikéw
wplywajacych na przemiany zachodzace w organizmie po $mierci, a zdobycie tej
wiedzy nie zawsze jest mozliwe.

2. WYBRANE RODZAJE ALTERNATYWNYCH MATERIALOW
BIOLOGICZNYCH I ICH POSMIERTNE PRZEMIANY

Wraz z postepujaca degradacja zwlok, wzrasta ilos¢ czynnikéw, ktdre nalezy
uwzgledni¢ w celu wlasciwego doboru dziatan analitycznych. Rozwigzanie napotka-
nych problemoéw czesto wymaga posiadania wiedzy z zakresu wielu dziedzin, m.in.
chemii, biologii, biochemii, mikrobiologii, entomologii, medycyny sadowej i in.
[33]. W analizach toksykologicznych przeprowadzanych w przypadkach podejrze-
nia o mechanizm $mierci z zatrucia, najcz¢$ciej pobieranymi materialami sg krew
i mocz. W zalezno$ci od przyczyny $mierci, czasu jaki uptynal od nastapienia zgonu
i warunkow, w ktérych przebywalo ciato, moze si¢ jednak okazac, ze pobranie i ana-
liza wspomnianych materialéw nie sg mozliwe. Wowczas korzystnym rozwiazaniem
jest siegniecie po alternatywne materialy biologiczne, ktérych mnogos¢ dostarcza
ludzkie cialo. Do materiatéw tych mozna zaliczy¢ plyny ustrojowe (maz stawowa,
plyn mézgowo rdzeniowy, z61¢, plyn z galki ocznej, ptyn blednikowy), wydzieliny
($lina, pot, 1zy), twory naskorka (wlosy, paznokcie), a takze tkanki (kosci, szpik
kostny) [44]. Kazdy z wymienionych materialéw posiada wlasny, specyficzny zestaw
cech, decydujacych o jego przydatnosci w analizach toksykologicznych. Kosci sg
materialem szczegélnie przydatnym w analizach probek sekcyjnych i ekshumo-
wanych, ze wzgledu na bardzo dlugi czas zachowania tego materiatu i stosunkowo
malg podatno$¢ na procesy biodegradaciji. Szpik kostny i maz gnilna sg z kolei mate-
rialami rzadziej uzywanymi i przez to mniej poznanymi i scharakteryzowanymi,
ale wykazujacymi potencjal w zastosowaniu jako materialy do posmiertnych analiz
toksykologicznych.
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2.1. KOSCI

Koéci nie s3 materialem stosowanym w rutynowych analizach toksykologicz-
nych. Stanowig jednak jedno z najwazniejszych posmiertnych zrédet DNA [31].
Liczba publikowanych badan dotyczacych oznaczania lekéw w tkance kostnej stale
ro$nie, przy czym s3 to gtéwnie badania na modelach zwierzecych. Do ksenobio-
tykéw oznaczonych jak dotad w kosciach naleza: ketamina, tréjpierscieniowe leki
przeciwdepresyjne, benzodiazepiny, morfina, leki przeciwpsychotyczne i przeciw-
padaczkowe. Prowadzone sg takze badania majace na celu lepsze poznanie mecha-
nizméw wychwytu ksenobiotykéw przez tkanke kostng, dystrybucji ksenobiotykow
zaleznej od rodzaju kosci, a takze stosunkow stezen zwigzkow macierzystych i meta-
bolitow. Potrzeba szczegdtowego scharakteryzowania powyzszych aspektéow doty-
czacych kosci wynika z duzego potencjatu tego materialu w dostarczaniu cennych
i czgsto jedynych informacji na temat ksenobiotykéw obecnych w zdegradowanych
szczatkach ludzkich. W przypadku zwlok podlegajacych zaawansowanym proce-
som gnilnym oraz szczatkow ekshumowanych, kosci sg czesto jedynym materialem
nadajacym sie do analizy [34].

Watterson i in. przeprowadzili wiele badan z zakresu pdtilosciowych analiz
lekéw w kosciach pochodzacych od szczuréw. Udowodniono, ze gléwnym czyn-
nikiem wplywajacym na stezenie ksenobiotykow jest rodzaj kosci oraz jej anato-
miczne umiejscowienie. Najwi¢ksze znaczenie ma wzgledna ilos¢ istoty gabczastej
i istoty zbitej, rodzaj obecnego szpiku kostnego, a takze stopien unaczynienia kosci.
Zauwazono takze wplyw sgsiedztwa koéci z jamami ciala (np. jamg klatki piersio-
wej) na zawarto$¢ ksenobiotykéw w probkach. Ma to znaczenie zwlaszcza w kon-
tekscie rozkladu gnilnego ciala, kiedy kosci narazone sa na kontakt z uptynnionymi
tkankami, zawierajacymi pewne iloéci ksenobiotykéw. W konsekwencji niektore
kosci sg materiatem bardziej przydatnym do analiz niz inne, a przydatnos¢ ta moze
by¢ zalezna m.in. od potozenia ciala [46].

Duza odporno$¢ mechaniczna i trwalo$¢ kosci jest ich przystosowaniem do
pelnionych w organizmie funkeji. Cechy takie jak mata zawartos¢ wody i enzy-
mow maja korzystny wptyw na zachowanie kosci po $mierci, poniewaz powoduja
mumifikacje materialu, zamiast jego gnicia. Ko$¢ stanowi takze naturalng bariere
dla promieniowania stonecznego oraz mikroorganizméw przyspieszajacych procesy
rozktadu [31].

Proces zeszkieletowania prowadzi do catkowitego zniszczenia tkanek miekkich
i ekspozycji suchych kosci. W zaleznosci od tego, czy zwloki pozostawaty na wolnym
powietrzu lub tez byly pochowane, proces ten moze trwa¢ od 1,5 do ponad 10 lat.
Znaczne przyspieszenie zeszkieletowania zachodzi za sprawg dziatan zwierzat, ktore
moga doprowadzi¢ do zniszczenia tkanek migkkich nawet w ciggu 40 dni [36].

Ogrom proceséw chemicznych, biochemicznych i fizycznych zachodzacych
zaréwno na wolnym powietrzu, jak i w grobie powoduje, ze kosci réwniez podle-
gaja procesom posmiertnej degradacji, mimo wigkszej odpornosci na te czynniki
w poréwnaniu z innymi rodzajami materiatu biologicznego. Ogoét proceséw prowa-
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dzacych do dezintegracji kosci jako catosci nazywany jest wietrzeniem kosci i prze-
biega w 6 umownych etapach. Czas trwania kazdego z etapow zalezy od zaistniatych
warunkow i rodzaju kosci. Wietrzenie kosci obejmuje zaréwno ich powierzchnie,
jak cze$ci podpowierzchniowe. Proces ten zachodzi szybciej w przypadku kosci
niepochowanych. Nastepuje takze proces kolonizacji koéci przez grzyby, bakterie
i zwierzeta oraz roéliny. Produkty przemiany materii tych organizméw powoduja
ostabienie i przebarwienia kosci [37].

Posmiertne przemiany kos$ci moga skutkowal pojawieniem si¢ na ich
powierzchni przebarwien o bardzo réznorodnych odcieniach. Zétto-brazowe zabar-
wienie pochodzi zwykle od skladnikéw gleby. Ciemna czerwono-bragzowa barwa
to pozostalos¢ po hemolizie, natomiast ciemna czerwono-szara barwa wskazuje na
zabrudzenie powstale na skutek kontaktu z plynami gnilnymi. Biale zabarwienie
kosci moze by¢ skutkiem wybielania pod wplywem promieniowania stonecznego.
Odcienie zieleni, w tym kolor szaro-zielony i oliwkowy pochodza od najczesciej
wystepujacych gatunkow grzybow, czyli gatunkdw z rodzin Aspergillus i Penicil-
lium. W zaleznosci od innych obecnych mikroorganizméw, kosci moga przyjmo-
wac takze inne barwy. Pojawienie si¢ zabarwienia, jego intensywnos¢ i powierzch-
nia moga rozni¢ sie¢ zaleznie od tego czy kosci zostaly pochowane, a nastepnie
odstoniete, czy tez kolejnos¢ byla odwrotna [38].

2.2. MAZ GNILNA

W dostepnej literaturze trudno znalez¢ jakiekolwiek doniesienia na temat
wykorzystania mazi gnilnej jako materiatu do analiz toksykologicznych. Nie zostaty
réwniez scharakteryzowane cechy fizykochemiczne tego materiatu. Mozna zatem
przypuszczaé, ze przydatnos¢ mazi gnilnej ogranicza si¢ do specjalnych przypad-
kow, w ktérych nie ma mozliwosci pobrania materialu o lepiej znanych wlasciwo-
$ciach.

Maz gnilna zaczyna tworzy¢ sie podczas rozpadu gnilnego zwlok, kiedy uptyn-
nione tkanki osadzajg sie na porowatych powierzchniach kosci. Podczas nastepuja-
cego pozniej procesu zeszkieletowania, w zaleznosci od zaistnialych warunkéw, na
suchych kosciach moze pozosta¢ pewna ilo$¢ mazi [34].

Blizsze przyjrzenie si¢ tej substancji pozwala dostrzec, ze jest to material niejed-
norodny, ktdrego sktad zalezy od warunkoéw, w jakich si¢ wytworzyl, a takze od miej-
sca, z ktérego zostal pobrany. W prébkach pobranych z powierzchni czaszki mozna
zaobserwowaé obecnos¢ wltosow, natomiast jesli maz zostata pobrana z rozpadajacej
sie powierzchni ko$ci, moga by¢ w niej obecne ukruszone fragmenty tkanki kostne;j.
Barwa mazi gnilnej jest zmienna (od jasnobrazowej do czarnej), podobnie jak jej
konsystencja (od kruchej do plastycznej). Na podstawie powyzszych danych wyni-
kajacych z obserwacji mozna zatem stwierdzi¢, Ze maz gnilna jako produkt rozpadu
gnilnego zwlok jest materialem o zmiennym sktadzie. W zwiazku z tym mozna sie
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spodziewa¢, ze wyniki analiz tego materialu beda wykazywaly matg powtarzalnos¢
oraz moga stwarza¢ trudno$ci interpretacyjne.

2.3. SZPIK KOSTNY

Szpik kostny jest silnie ukrwiong tkankg o duzej zawartosci ttuszczdéw, dzieki
czemu moze magazynowac ksenobiotyki wprowadzone do organizmu [40]. Otacza-
jaca jame szpikowa ko$¢ stanowi naturalng fizyczng bariere zapobiegajaca kontami-
nacji szpiku, a bariera ta moze w pewnym stopniu kontynuowa¢ swoja role nawet
podczas wystgpienia urazu kosci. Szpik kostny ulega procesom gnilnym zacho-
dzgcym po $mierci, jednak procesy te zostaja opdznione, mimo silnego ukrwienia
tkanki [43]. Wszystkie wymienione cechy sg bardzo korzystne z punktu widzenia
zastosowania szpiku kostnego jako materialu do analiz toksykologicznych, jednak
niewystarczajaca znajomosc¢ wszystkich aspektow po$miertnej analizy szpiku powo-
duje, Ze nie jest to material wykorzystywany rutynowo. Podobnie jak w toksykologii,
takze w medycynie sadowej badanie szpiku kostnego nie jest rutynowa procedurs.
Histopatologiczna analiza szpiku moze dostarcza¢ wielu cennych informacji na
temat przyczyny i czasu zgonu oraz chorob wystepujacych przed $miercig [41, 42].
Pomoc w ustalaniu przyczyny $mierci moze réwniez stanowi¢ badanie szpiku pod
katem obecnosci okrzemek, w przypadkach podejrzenia o utonigcie [39]. Najcze-
$ciej jednak szpik kostny wykorzystywany jest w dziedzinie genetyki sagdowej, gdzie
jest cennym zrédlem DNA i RNA ze wzgledu na wspomniane wcze$niej wlasciwosci
umozliwiajgce zachowanie materialu genetycznego w dobrym stanie, mimo poste-
pujgcego rozkladu gnilnego reszty ciata [43].

Whikliwe scharakteryzowanie szpiku kostnego jest niezbedne do przepro-
wadzania wiarygodnych analiz toksykologicznych i jednoznacznej interpretacji
ich wynikéw. W zwiazku z tym prowadzone s3g badania majace na celu okreslenie
wplywu takich czynnikéw jak np. rodzaj szpiku i miejsce jego pobrania, a takze
okreslenie korelacji miedzy stezeniami ksenobiotykdéw w szpiku i innych matrycach.
Najwazniejsza wydaje sie jednak proba odpowiedzi na pytania czy stezenia kseno-
biotykéw w posmiertnych probkach szpiku odzwierciadlaja stezenia we krwi przed
$miercig oraz czy procesy farmakokinetyczne zachodzace w tym materiale pozwa-
laja na wiarygodne oznaczenie ksenobiotykéw [40]. Jak dotad w kregach nauko-
wych nie zostala ustalona standardowa procedura pobierania szpiku kostnego [41].

Szpik kostny jest najlepiej chroniong tkanka w organizmie. Ostona w postaci
kosci stanowi bariere chronigcg przed nastepujaca po $mierci degradujacg dzialal-
noscig grzybow, bakterii, zwierzat i roélin, a takze przed kontaminacjg zwigzkami
zawartymi w glebie oraz produktami przemian gnilnych tkanek miekkich [44].
W momencie rozpadu lub pekniecia kosci, szpik zostaje jednak narazony na wszyst-
kie te czynniki i moze nie by¢ przydatny jako material do analiz [45]. W przypad-
kach naruszenia integralnosci kosci, np. na skutek urazu, powinna by¢ rozpatrzona
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takze mozliwo$¢ pos$miertnej redystrybucji ksenobiotykéw do szpiku kostnego,
zwlaszcza dyfuzja z tresci zoladkowej [40].

Wraz z uplywem czasu od nastgpienia zgonu, w szpiku kostnym mogg zacho-
dzi¢ zmiany morfologiczne i przebarwienia, zalezne od zaistnialych warunkéw.
Poczatkowo czerwona lub zélta substancja o konsystencji zelu moze stopniowo
ciemnie¢ i przej$¢ w forme brazowej oleistej cieczy, wysuszy¢ sie do postaci brazo-
wego lub zottego proszku lub tez podlega¢ przeobrazeniu ttuszczowo-woskowemu
[40].

Podobnie jak kosci, szpik kostny jest niejednorodng matryca, ktorej sktad thusz-
czowy i komoérkowy zalezy od miejsca pobrania i cech osobniczych zrédta probki
(44]. Akumulacja ksenobiotykéw w szpiku moze zachodzi¢ w réznym stopniu
w zaleznosci od zawarto$ci wody w materiale. Do wykorzystania szpiku kostnego
w analizach toksykologicznych konieczne jest uwzglednienie tych i wielu innych
czynnikow, a ze wzgledu na ich mnogo$¢ interpretacja wynikow moze by¢ trudna
i korzystne moze okaza¢ si¢ dysponowanie wynikami z analizy lepiej poznanych
matryc biologicznych.

UWAGI KONCOWE

Analiza toksykologiczna materialu sekcyjnego jest dziedzing, w ktorej standar-
dowe metody analityczne i procedury przygotowywania probek mogg okazaé sie
zawodne. W zwigzku z tym niejednokrotnie konieczne jest zastosowanie specjal-
nego podejscia. Z wielu mozliwych rodzajow materialu do badan nalezy w odpo-
wiedni sposob wyselekcjonowac i pobra¢ taki, ktérego analiza zapewni wiarygodne
wyniki oraz umozliwi ich jednoznaczng interpretacje. Interpretacje ta znacznie
komplikuje mnogo$¢ proceséw zachodzacych po $mierci oraz zaleznos¢ tych pro-
cesow od bardzo wielu czynnikéw. Niezbedna jest znajomos¢ zaréwno zazyciowych
jak i posmiertnych przemian oznaczanych substancji, a takze materialow, w kto-
rych dokonuje si¢ oznaczen. Powoduje to koniecznos¢ zastosowania indywidual-
nego podejscia do kazdej analizy w dazeniu do uwzglednienia jak najwigkszej liczby
zachodzacych proceséw oraz odpowiedniego doboru materiatu do badan.
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ABSTRACT

Over the past few decades a rapid increase in standard of living is observed.
Rapid urbanization and development of new technologies, which are focused on
the needs of a modern society, influence negatively the environment. The present
policy of sustainable development is focused on the principles of rational use of
scarce resources and raw materials. New technologies should comply with a number
of requirements: efficiency, low costs and a low impact on the environment. Pho-
tocatalytic processes are the answer for these requirements. Photocatalysis can be
used in many aspects of everyday life, offering self-cleaning surfaces, photo-drugs
(e.g. for photodynamic therapy) and even photovoltaic devices.

Photocatalytic degradation of pollutants in the presence of inorganic photo-
catalysts (e.g. TiO, or ZnO) is one of the available methods of removing impurities
from aqueous and gaseous phases. The main advantage of this process is the lack of
wastes and formation of carbon dioxide, water and simple inorganic ions as end-
-products.

The aim of our work was to develop new TiO2-based photocatalysts doped
with tungsten and molybdenum oxides. A series of materials with different content
of the dopants, calcined at various temperatures, was prepared. The photocatalytic
activity of the materials was determined following the degradation of two model
herbicides: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 2,4,5-trichlorophenoxyace-
ticacid (2,4,5-T). These compounds are used for the control of weed growth on crop
plantations, but in a high dosage they can lead to destruction of the plants. They
are readily soluble in water, therefore their use is simple, but brings a great risk to
aquatic organisms and people.

Photocatalytic degradation of herbicides is the main goal of the 4G-PHOTO-
CAT project. The efforts are directed towards development of a low-cost photoca-
talytic paint, that could be used in reactors for groundwater purification. The active
ingredient of the paint is a composite material based on TiO, modified with other
metal oxides.

Keywords: TiO,, photocatalytic degradation, 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D),
2,4,5-trichlorophenoxyacetic (2,4,5-T), 4G-PHOTOCAT

Stowa kluczowe: TiO,, degradacja fotokatalityczna, kwas 2,4-dichlorofenoksyoc-
towy (2,4-D), kwas 2,4,5-trichlorofenoksyoctowy (2,4,5-T), 4G-PHOTOCAT
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WPROWADZENIE

Przez ostatnie kilkadziesigt lat obserwowany jest szybki rozwdj cywiliza-
cji i postep gospodarczy, a co za tym idzie wzrost poziomu Zycia spoleczenstwa.
Gwaltowna urbanizacja, rozwdj przemyslu oraz wdrazanie nowych technologii
ukierunkowane na potrzeby ludzkosci juz od pewnego czasu znajdujg negatywne
odzwierciedlenie w $rodowisku naturalnym. Obecnie wdrazana i realizowana
polityka zréwnowazonego rozwoju skupia si¢ na zasadach racjonalnego korzysta-
nia z zasobdw, recyklingu i odnawialnych zrédlach energii, ktére majg zaspokoi¢
wyczerpujace si¢ obecnie naturalne surowce oraz zmniejsza¢ negatywne skutki
ludzkiej dziatalno$ci na srodowisko.

Przed nowymi technologiami, ktére majg ograniczaé negatywny wplyw prze-
mystu na §rodowisko, stawiany jest szereg wymagan takich jak: efektywnos¢, niski
koszt i minimalny wplyw na $rodowisko naturalne. To wlasnie procesy fotokata-
lityczne zachodzace pod wplywem $wiatla stonecznego idealnie wpasowuja sig
w te wymagania. Procesy te znalazly juz zastosowanie w wielu gateziach przemy-
stu: w oczyszczaniu wody, powietrza i dezynfekeji [1], jak réwniez w selektywne;j
syntezie zwigzkéw organicznych [2]. Fotokataliza znajduje obecnie réwniez zasto-
sowanie w medycynie (terapia fotodynamiczna i inaktywacja mikroorganizmoéw)
i fotowoltaice (barwnikowe ogniwa sloneczne) [3]. Procesom fotokatalitycznym
pos$wiecono do tej pory ponad 32000 publikacji naukowych (wg bazy Scopus, hasto
»photocatalysis”) [4] oraz ponad 3100 zgloszen patentowych (wg bazy Espacenet,
hasto: ,,photocatalysis”) [5]. Tego typu technologie wdrazajg takze polskie firmy,
np. w produkeji urzgdzen chtodniczych z fotokatalitycznym oczyszczaniem powie-
trza [6] lub samoczyszczacego betonu [7].

1. FOTOKATALIZA I FOTOKATALIZATORY

Zgodnie z definicja Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej
(IUPAC) fotokatalizg jest proces, w ktérym zmiana szybkosci reakeji lub jej inicja-
cja zachodzi pod wplywem promieniowania UV, widzialnego lub podczerwonego
w obecnosci fotokatalizatora, ktéry absorbuje $wiatlo i bierze udzial w przemianie
chemicznej substratéw reakcji. Obecnie fotokataliza heterogeniczna, czyli wyko-
rzystujaca fotokatalizator w innej fazie niz substraty reakcji, znajduje zastosowanie
w wielu procesach. Istnieje mozliwo$¢ wdrozenia technologii pozwalajagcych na
usuwanie zanieczyszczen organicznych i nieorganicznych zaréwno z fazy cieklej
jak i gazowej. Jedna z gléwnych zalet tego typu procesow jest fakt, iz niepozadane
szkodliwe zwigzki chemiczne mozna utleni¢ do dwutlenku wegla i wody oraz jonow
nieorganicznych nieszkodliwych dla srodowiska. Dodatkowo, przy zastosowaniu
materiatow aktywnych w warunkach naswietlania §wiatlem stonecznym minima-
lizuje si¢ koszty eksploatacji technologii, korzystajac z fatwo dostepnego zrodta
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energii. Do najbardziej popularnych pdtprzewodnikéw stosowanych w procesach
przemystowych naleza TiO,, ZnO oraz ZnS [7].

Podczas naswietlania fotokatalizatora polprzewodnikowego generowane sa
fadunki, ktore na powierzchni mogg reagowaé z zaadsorbowanymi zanieczyszcze-
niami, tlenem lub woda. Reakcje redoks tlenu i wody prowadza do powstawania
reaktywnych form tlenu (np. anionorodnika ponadtlenkowego, rodnika hydrok-
sylowego), ktore nastepnie utleniaja zanieczyszczenia organiczne [5, 6]. Dzialanie
fotokatalizatora przedstawiono schematycznie na Rysunku 1.

0 ZWIAZKI ORGANICENE + 0 POWIETRZE

Rysunek 1. Schemat proceséw fotokatalitycznych zachodzacych w obecnosci $wiatta na powierzchni TiO,
(na podstawie [6])
Figure 1. Photocatalytic processes taking place at the surface of TiO,

2. TLENEK TYTANU(IV) JAKO FOTOKATALIZATOR

W niniejszej pracy jako fotokatalizator uzyty zostal tlenek tytanu(IV). Ditlenek
tytanu jest obecnie powszechnie stosowany w wielu galeziach przemystu: kosme-
tycznym, malarskim, motoryzacyjnym, medycznym, lotniczym itd. 6, 8, 9]. Za tak
szerokim zastosowaniem ditlenku tytanu w przemysle przemawia szereg jego zalet.
Tlenek tytanu(IV) jest stabilny fotochemicznie i chemicznie, jest obojetny biolo-
gicznie, a przede wszystkim nietoksyczny dla srodowiska i czlowieka. Wazng jego
zaletg jest prosta produkcja i jej niskie koszty [10].

Tlenek tytanu(IV) jest substancja stalg o barwie bialej. W XX wieku tlenkiem
tytanu(IV) zastgpiono szkodliwy otéw w bialych farbach. Ze wzgledu na wtasci-
wosci fotokatalityczne stosowany jest on rowniez w procesach oczyszczania wody,
powietrza oraz sterylizacji (inaktywacji bakterii i mikroorganizméw). Obecnie
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wykorzystuje sie go na przyklad do usuwania barwnikéw oraz pochodnych fenoli
ze $ciekéw przemystowych, ktore szczegélnie zagrazaja Srodowisku i organizmom
wodnym [11-13].
Ze wzgledu na dos¢ wysoka wartos¢ przerwy energetycznej (ok. 3,2 eV) mate-
riat wykazuje aktywno$¢ fotokatalityczng tylko w warunkach naswietlania $wiattem
UV (do ok. 390 nm). Ladunki fotogenerowane na powierzchni TiO, wykazujg silne
wlasciwosci utleniajace oraz redukujace [14]. Wartosci potencjatéw krawedzi pasm
sg odpowiednie do wytwarzania reaktywnych form tlenu: utleniania wody do rod-
nika hydroksylowego lub redukeji tlenu do anionorodnika ponadtlenkowego, co
dodatkowo zwigksza mozliwosci zastosowania materialu w procesach fotokatali-
tycznych. TiO, wykazuje niska absorpcje $wiatla z zakresu widzialnego. Niestety,
procesy prowadzone w warunkach naswietlania $wiatlem ultrafioletowym wykorzy-
stuja tylko niewielki procent dostepnego $wiatla stonecznego, dlatego podejmuje si¢
proby zwigkszenia zakresu absorpcji przez modyfikacje TiO,.
Tlenek tytanu uzyskiwany moze by¢ w procesach siarczanowych i chlorowych
[15]. Zaréwno metoda siarczanowa jak i chlorowa wykorzystuje podstawowe tyta-
nonos$ne surowce, jakimi sg ilmenit i szlaka tytanowa. Metoda siarczanowa polega
na rozdrobnieniu ilmenitu i ogrzaniu go ze stezonym kwasem siarkowym. W reakcji
powstaje mieszanina tlenosiarczanu tytanu oraz siarczandw zelaza(Il) i zelaza(III).
Kolejno, po oddzieleniu soli Zelaza, roztwor tlenosiarczanu tytanu jest alkalizowany,
co prowadzi do wytrgcenia wodorotlenku - TiO(OH),. Nastepuje odfiltrowanie
i ogrzanie wodorotlenku powyzej 1000°C, w wyniku czego otrzymuje si¢ ditlenek
tytanu [15].
Metoda chlorowa otrzymywania TiO, polega na nasyceniu ilmenitu gazowym
chlorem w obecnosci koksu. Wynikiem tej reakcji jest czterochlorek tytanu (TiCl,).
Kolejno nastepuje destylacja czterochlorku tytanu i w nastepnym etapie jego spala-
nie, czego efektem koncowym jest Cl, i TiO, [15].
O wlasciwosciach TiO, w duzej mierze decyduje metoda i warunki jego syntezy.
Oproécz wymienionych, do najczesciej stosowanych metod syntezy naleza:
» metoda zol-zel obejmujaca hydrolize soli tytanu lub alkoholanéw tytanu
w celu otrzymania zolu lub koloidu, a nastepnie polimeryzacje prowadzaca
do wytworzenia zelu TiO, [15, 16];

« metody solwatotermalne - s3 to syntezy, w trakcie ktorych scisle kontroluje
sie ci$nienie i temperature [15];

o chemiczne lub elektrochemiczne utlenianie metalicznego tytanu [11, 15].

Bardzo wazny jest etap kalcynacji, poniewaz to on decyduje o zawartosci
poszczegolnych odmian krystalicznych TiO,, a tym samym o aktywnosci fotokata-
litycznej materiatu.
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3. MODELOWE ZANIECZYSZCZENIA WODY

Do testow aktywnosci fotokatalitycznej w badaniach laboratoryjnych wykorzy-
stuje si¢ r6zne modelowe zanieczyszczenia. W poczatkowych etapach prac zwykle
uzywa si¢ barwnikéw organicznych, ktdre reaguja zaréwno z tadunkami generowa-
nymi na powierzchni potprzewodnika, jak i z reaktywnymi formami tlenu. Wstepne
testy majg na celu ustalenie, ktére z materialéw mozna stosowaé w dalszych bada-
niach prowadzonych na zanieczyszczeniach docelowych, czesto trudniejszych do
usuniecia. W tym projekcie jako modelowe zanieczyszczenia wykorzystano dwa
herbicydy: kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) oraz kwas 2,4,5-trichloro-
fenoksyoctowy (2,4,5-T). Herbicydy te zostaly wykorzystane w latach 1961-1971
przez armi¢ amerykanska podczas wojny w Wietnamie. Na tereny Wietnamu zrzu-
cono tzw. herbicydy teczowe (Agent Orange), ktére mialy na celu trwate uszkodze-
nie roslinnosci i plonéw, co z kolei doprowadzilo do kleski glodu, powstania mutacji
oraz $mierci wielu tysigcy ludzi zamieszkujacych tamte tereny. Badania pokazuja,
ze na terenie Wietnamu herbicydy te wciaz zalegaja w glebie i wodach gruntowych
w postaci pierwotnej lub szkodliwych pochodnych chlorowcowych [17].

Kwasy 2,4-D i 2,4,5-T (Rys. 2) nalezg do grupy herbicydow, czyli zwigzkow
stosowanych w rdznych sytuacjach do zwalczania chwastow. Niektdre z nich, ktére
maja zdolnos¢ do pobudzania i hamowania wzrostu roélin, nazywane sg ,,regulato-
rami wzrostu”. Herbicydy moga dziata¢ wybidrczo niszczac niektdre gatunki roslin
lub nieselektywnie, calkowicie niszczac cala populacje roslinng. Herbicydy reaguja
kontaktowo, np. parzac, lub uktadowo powodujac zaburzenia czynnosci uktadow
enzymatycznych i proceséw fizjologicznych roélin. Istotne zagrozenie dla srodowi-
ska naturalnego iludzi stanowig niektdre herbicydy organiczne, zwlaszcza pochodne
kwasu chlorofenoksyoctowego, dinitrofenole, zwiazki bispirydylowe i wiele innych
[18]. Toksycznos¢ tych kwaséw wyrazona dawka LD, wynosi 300-1000 mg/kg masy
ciala. W zwigzku z tym herbicydy te zaliczane sg do III i IV klasy toksycznosci [18].

b) O
/@EQ\J\DH CI:G{G\)LUH
Cl Cl cl Cl
Rysunek 2. Wzory strukturalne herbicydow: a) kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy, b) kwas 2,4,5-trichloro-
fenksyoctowy

Figure 2. Structures of selected herbicides: a) 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, b) 2,4,5-trichlorophenoxy-
acetic acid

a)

Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy jest zardwno herbicydem jak i regulatorem
wzrostu roélin. W sktad $rodka uzywanego pod ta nazwg wchodzg zaréwno sole
sodowe i amonowe jak i estry. Jest jednym z najpowszechniej stosowanych pesty-
cyddéw. Dziata chwastobojczo poprzez pobudzenie ukltadu hormonalnego roslin, co
prowadzi do niekontrolowanego rozrostu roslin i niszczenia ich. Udowodniony jest
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negatywny wplyw kwasu na roéliny, ptaki, male bezkregowce i ryby. Zatrucie duza
dawka kwasu 2,4-D powoduje $mier¢ w wyniku migotania komor serca [19, 20].
W celu usunigcia 2,4-D nalezy podda¢ go mineralizacji lub zdegradowa¢ w solach.
Niestety, metody te charakteryzuje niska wydajnos¢ rozkladu [21]. Prowadzono
badania w kierunku utylizacji szkodliwego kwasu w osadzie czynnym, jednak dlugi
czas aklimatyzacji, ktéry wynosi ok. 4 miesiecy, spowodowal ograniczenie badan
w tym kierunku.

Kwas 2,4,5- trichlorofenoksyoctowy jest szeroko stosowanym w rolnictwie srod-
kiem chwastobdjczym. Ulega on biodegradacji trudniejniz 2,4-D, co by¢ moze wynika
z obecnos$ci dodatkowego atomu chloru w czasteczce.

Istnieja bakterie, ktore zdolne sg do rozktadu obydwu kwaséw, np.: Pseudomo-
nas cepacia. Kwas 2,4-D moze by¢ biodegradowany przez takie bakterie jak: Pseu-
domonas putida, Klebsiella oxytoca, Acinetobacter Wolf II, Acinetobacter sp. Kwas
2,4,5-T usuwany jest przez bakterie: Burkholderia cepacia i Nocardioides simplex
[22].

Wykazano takze, ze jest mozliwa fotokatalityczna degradacja tych zwigzkow
w obecnosci TiO,.

4. NOWE FOTOKATALIZATORY NA BAZIE TiO, DO DEGRADAC]I
HERBICYDOW

Zwiekszenie aktywnosci ditlenku tytanu w $wietle widzialnym mozna osig-
gna¢ poprzez modyfikacje jego powierzchni. W tym celu prowadzi si¢ badania nad
domieszkowaniem TiO,, kompozytami réznych pétprzewodnikéw i modyfikacja
powierzchni TiO, zwigzkami organicznymi [5].

Najlatwiejszym sposobem modyfikacji w objetosci jest wprowadzenie mody-
fikatora w trakcie syntezy TiO,, co prowadzi do wbudowania kationdw w siec
krystaliczng TiO,. Na aktywno$¢ fotokatalityczng ma réwniez wplyw morfologia
oraz obrébka termiczna materialu. Jako domieszki mozna stosowac jony metali
alkalicznych, metali przejsciowych i niemetali lub inne materialy o charakterze pét-
przewodnikowym [23]. Wybrane domieszki powinny charakteryzowa¢ si¢ poten-
cjalem utleniania-redukcji o warto$ci pomiedzy potencjalem pasma przewodnictwa
i walencyjnego TiO,. Domieszki moga dziata¢ w dwojaki sposob:

1. jako pufapki dla generowanych fadunkéw przedtuzajac ich czas zycia,

2. jako donor lub akceptor elektronow.

W obydwu przypadkach material moze zosta¢ wzbudzony promieniowaniem
0 nizszej energii niz warto$¢ szerokosci przerwy wzbronionej pélprzewodnika
(6, 23].

Do celéw tej pracy jako modyfikatory TiO, wybrano tlenek wolframu(VI), tle-
nek molibdenu(VI), wolframian sodu oraz molibdenian sodu.

Tlenek wolframu(VI) (WO,) wykazuje charakter kwasowy, natomiast tle-
nek wolframu(IV) - charakter zasadowy. Wolfram znalazl zastosowanie gtéwnie
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w przemysle jako sktadnik duzej twardosci stali konstrukcyjnych, narzedziowych
i pancernych [24]. Szerokos$¢ przerwy wzbronionej WO, wynosi ok. 2,77 eV [25].
Tlenek wolframu jest potprzewodnikiem, ktory w stanie wzbudzonym oferuje silne
wlasciwodci utleniajace [26]. Tlenek molibdenu(VI) MoO, ma charakter kwasowy,
natomiast tlenek molibdenu(IV) wykazuje charakter zasadowy [24]. Warto$¢ szero-
kosci przerwy wzbronionej MoO, wynosi ok. 2,9 eV [13].

Szerokosci przerw wzbronionych wybranych tlenkéw wskazuja, ze WO, i MoO,
moga wykazywaé aktywnos¢ w warunkach naswietlania $wiatlem widzialnym.
Materialy kompozytowe TiO,-WO, oraz TiO,-MoO, syntezowano metodg zol-zel
- przeprowadzono hydrolize izopropanolanu tytanu(IV) w obecnosci komercyjnie
dostepnego tlenku lub soli wybranego metalu. Otrzymano dwa rodzaje materialow
roznigcych si¢ charakterem domieszki w objetosci tlenku tytanu. Przygotowane
materialy réznig si¢ tez zawarto$ciag domieszek. Kompozyty prazono w trzech roz-
nych temperaturach, co pozwolilo uzyskac¢ tlenek tytanu o rdznej strukturze krysta-
lograficzne;.

Tlenek tytanu wystepuje w trzech odmianach krystalograficznych: anatazu,
rutylu i brukitu. W trakcie syntezy powstaje najpierw forma amorficzna, ktéra pod-
czas wygrzewania stopniowo przechodzi w anataz, a nastgpnie w temperaturze ok.
600°C w rutyl. Temperatura tego przejscia moze ulega¢ zmianie, migdzy innymi
w zaleznosci od zastosowanych domieszek [11]. To wlasnie anataz i rutyl znajduja
najwiecej zastosowan. Te dwie formy roznig sie strukturg krystalograficzng oraz
aktywnoscig fotokatalityczng. Za bardziej aktywny uznaje si¢ anataz, chociaz istnieje
réwniez wiele doniesien na temat aktywnosci rutylu. Z kolei kompozyty zawierajace
obydwie formy krystaliczne (np. P25 firmy Evonik) wykazujg aktywnos¢ fotokatali-
tyczng znacznie wyzsza niz ktorakolwiek z form samodzielnie.

5. PROJEKT 4G-PHOTOCAT - FOTOKATALITYCZNA
DEGRADACJA HERBICYDOW W WARUNKACH POLOWYCH

Utylizacjg herbicydéw zajmuja sie naukowcy zrzeszeni w konsorcjum projektu
4G-PHOTOCAT [27]. Gléwnym zalozeniem projektu jest nawigzanie wspolpracy
pomiedzy o$rodkami akademickimi oraz przemystowymi zajmujacymi si¢ zagad-
nieniem fotokatalizy. W sklad konsorcjum wchodzi 7 osrodkéw akademickich oraz
3 o$rodki przemystowe z pieciu krajow Unii Europejskiej (Niemcy, Wielka Brytania,
Czechy, Polska i Finlandia) oraz dwoch krajow Stowarzyszenia Narodéw Azji Potu-
dniowo-Wschodniej (ASEAN) (Malezja i Wietnam).

Celem projektu jest stworzenie receptury farby fotokatalitycznej, ktora moglaby
by¢ wykorzystana w reaktorach do oczyszczania wéd gruntowych z opisanych
powyzej herbicydéw. Aktywnym sktadnikiem farby bedzie material kompozytowy
na bazie TiO, z dodatkiem tlenkéw innych metali — materialéw analogicznych do
opisanych wyzej.
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Testy polowe sa obecnie prowadzone w Wietnamie (rys. 3), jednak reaktor
fotokatalityczny moze znalez¢ takze zastosowanie na obszarach rolniczych w innych
regionach $wiata. Testowane sg dwa typy podlozy dla farby fotokatalitycznej: plyty,
ktére umieszcza sie pod powierzchnig wody (Rys. 3A) i lekki material unoszacy sie
na wodzie (Rys. 3B). Do tej pory osiagnieto dobre rezultaty w procesie degrada-
cji blekitu metylenowego (barwnik) w obecnosci farb na bazie niemodyfikowango
TiO,. Obecnie testowane s3 farby zawierajgce materiaty kompozytowe wytworzone
w trakcie projektu.

28/01/2015

Rysunek 3. A) Reaktory fotokatalityczne do oczyszczania wody (fotokatalizator immobilizowany jest na
plytach tuz pod powierzchnig wody), B) fotokatalizator naniesiony na podloze unoszace si¢ na
wodzie (fotografie: dr M. Buchalska)

Figure 3. A) In-field photocatalytic reactors with the plates covered with a photocatalyst; B) a floating sup-
port covered with a photocatalyst
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6. BADANIA I WYNIKI

Przeprowadzono synteze zol-zel materialéw modyfikowanych o czterech réz-
nych stezeniach modyfikatora. Po syntezie otrzymane materialy prazono w trzech
roznych temperaturach: 450, 600 i 900°C. Otrzymane materialy scharakteryzowano
nastepujacymi metodami: spektroskopia UV-vis, XRD oraz pomiar aktywnosci
fotokatalitycznej wzgledem réznych substratow. Efektem koncowym pracy bylto
poréwnanie otrzymanych wynikéw i proba wykazania zaleznosci miedzy zawar-
toécig domieszki, strukturg krystalograficzng TiO, a aktywno$cig fotokatalityczng
materialow.

Domieszki wptywaja na aktywnos$¢ otrzymanych materialéw. W przypadku
fotokatalitycznej degradacji 2,4-D najlepszym modyfikatorem okazal si¢ WO,. Spo-
$réd materialéw modyfikowanych przy udziale zwigzkéw wolframu najwyzsza zdol-
noscia degradacji herbicydu wykazaly si¢ materialy prazone w temperaturze 600°C.
Materialy te réwniez wykazaly najwyzsza aktywnos$¢ w procesie utleniania kwasu
tereftalowego do kwasu hydroksytereftalowego, co wskazuje na wysoka wydaj-
no$¢ generowania rodnikéw hydroksylowych. Pomiary XRD pokazaly, iz probki te
s3 mieszaning dwoch form krystalograficznych TiO,, anatazu i rutylu, przy czym
zawieraja one wiecej anatazu. Materialy modyfikowane prazone w temperaturze
900°C wykazuja najmniejsza zdolnos¢ degradacji herbicydu. Domieszkowanie TiO,
zwiazkami molibdenu powoduje obnizenie aktywnosci w procesie degradacji 2,4-D.

Najlepszym modyfikatorem w degradacji kwasu 2,4,5-trichloroctowego jest
réwniez WO,, jednak w tym przypadku obserwuje si¢ takze wzrost aktywnosci
materialow domieszkowanych molibdenem. Jest to wynik zaskakujacy, poniewaz
materialy te nie wykazywaly zwiekszonej zdolnosci generowania rodnikéw hydrok-
sylowych w poréwnaniu z niemodyfikowanym TiO,. By¢ moze $wiadczy to o tym,
ze za degradacje kwasu odpowiedzialne sg réwniez inne reaktywne formy tlenu.

Do najistotniejszych wnioskow plynacych z niniejszej pracy nalezy zaliczy¢ to,
ze dzigki domieszkowaniu TiO, udalo si¢ zwigkszy¢ jego aktywno$¢. Najlepszym
z testowanych modyfikatoréw okazal si¢ WO,. Interesujacy jest réwniez fakt, ze
$ciezki degradacji dwoch herbicydéw o bardzo podobnej budowie czasteczki (rola
rodnikéw hydroksylowych w tym procesie) sg znaczaco rdzne.
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INFORMACJE

INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2015

Redakcja miesiecznika PTCh ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, Ze wyso-
ko$§¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomoséci Chemicznych” za 2015 r. bedzie wynosita
220 zt + 5% VAT dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych.
Dla cztonkéw PTChem 20 zl. Naleznos$¢ za prenumerate prosimy przekazywaé na
konto:

Bank PEKAO SA
Oddzial we Wroctawiu
pl. Powstaficéw Sl. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,Wiadomosci Chemiczne”
NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” dla czlonkéw PTCh, polaczona

z oplatg skladek czlonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujgco:

- prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” na rok 2014 wraz ze skladka

czlonkowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,Orbital”, wynosi 70 zi
(sktadka - 50 z1, prenumerata - 20 zt);

- emeryci, doktoranci oraz studenci ptacg 35 zt (skfadka - 15 zt, prenume-

rata — 20 zI); a nauczyciele szkoél $rednich i podstawowych ptaca 40 zi
(skfadka - 20 zt, prenumerata - 20 z).

Czlonkowie PTCh, ktérzy zechcyg zaprenumerowaé ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie opfat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGZ
542030 0045 1110 0000 0261 6290




618 INFORMACJE

WYROZNIONE PRACE DOKTORSKIE LUB HABILITACYJNE

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych” w porozumieniu z Radg Redakcyjna
podjeta decyzje o utworzeniu nowego dziatu, zatytutowanego ,Wyrdznione prace
doktorskie i habilitacyjne”. Redakcja przyjmuje do publikacje artykuly oparte na
pracach doktorskich lub habilitacyjnych, ktore zostaly wyrdznione przez Rady
Wydzialdw, przed ktérymi toczyly si¢ odpowiednie procesy.

Objetos¢ prac nie powinna przekraczaé pigtnastu stron maszynopisu. Artykuly
powinny zawiera¢: przedstawienie doniostosci podjetej tematyki badawczej, cel roz-
prawy doktorskiej lub habilitacyjnej oraz w miare zwiezty opis uzyskanych wynikow
przedstawiony w mozliwie przystepny sposéb a takze wnioski koncowe.

W notce biograficznej autora poza standardowymi informacjami powinny
zosta¢ zamieszczone nastepujace dane: termin obrony pracy doktorskiej lub kolo-
kwium habilitacyjnego, Rada Wydzialu, przed ktora toczyt si¢ przewod, nazwisko
promotora (dotyczy rozpraw doktorskich) oraz nazwiska recenzentow.

Serdecznie zapraszamy doktoréw habilitowanych oraz doktoréw, ktérych prace
zostaly wyrdznione w ciagu ostatniego roku do nadsylania swoich prac.
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UNIWERSYTET UNIA EUROPEJSKA
INNOWACYJNA GOSPODARKA IM. ADAMA MICKIEWICZA EUROPEJSKI FUNDUSZ
NARODOWA STRATEGIA SPOJNOSCI W POZNANIU ROZWOJU REGIONALNEGO

Opracowanie nowych lekéw przeciwrakowych
jest kluczowym obszarem badan chemii medyczne;.
Na Wydziale Chemii UAM w Poznaniu otrzymano szereg wysoce
aktywnych zwigzkow cytotoksycznych o wysokim potencjale
komercyjnym.

Dzieki projektowi UDA-POIG.01.03.02-30-067/12,
,,Ochrona patentowa pochodnych azydonukleozydow
o dziataniu przeciwrakowym”
zarejestrowano 4 zgtoszenia patentowe w Europie (PCT), USA,
Kanadzie, Japonii oraz Chinach, ktére oczekujg na udzielenie
patentow w w/w krajach.

Projekt wspétfinansowany ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w
ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia
nastepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomos$ci Chemicznych™:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 zt

Podstawowa terminologia stereochemii oraz Stownik podstawowych terminow
w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 zt

Nomenklatura weglowodanow. Zalecenia 1996, ttum. i red. T. Sokotowska
1 A. Wisniewski, cena 18 zt

L.Z. Siemion, Bronistaw Radziszewski i Iwowska szkota chemii organicznej, cena
18 zt

K. Maruszewski, Fizykochemia molekul zamknigtych w zeolitach i zol-Zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzgdkowane materiaty mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,

cena 15 zt
I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt
M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwojnych uktadach stopionych
soli,
cena 8 zk.

Praca zbiorowa, Nanomaterialy, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 zt.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe — nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Pasciak, W. Strek, cena 20 zt

Glosariusz nazw klas zwiqzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. Kazmierczak
1J. Gawronski, cena 16 zt.

Od substacji prostych do zycia. Swiat RNA — poczqtki zycia na Ziemi, Zdzistaw
Chilmonczyk — NAKELAD WYCZERPANY.

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setng rocznice uro-
dzin, cena 12,00 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ I, cena 17,50 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ I, cena 17,50 zt.

Chemosensory optyczne oraz materialy rozpoznawcze dla jonow metali w roztwo-
rach, Krzysztof Kledzik, cena 22,00 zt.

Obliczenia teoretyczne stalej ekranowania magnetycznego i stalych strzezen spi-
nowo-spinowych. Teobald Kupka cena 20,00 zt.

Ksigzki wysylamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy Kiero-
wacé pod adresem: Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN I INFORMACJE DLA AUTOROW PUBLIKUJACYCH
W CZASOPISMIE ,WIADOMOSCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” s3 recenzowanym czasopismem naukowym Polskiego Towarzystwa Chemicznego,
ktore publikuje przede wszystkim artykuty przegladowe. Ponadto publikowane s3 tutaj inne warto$ciowe mate-
rialy o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuty oparte na pracach doktorskich lub habilitacyj-
nych, ktére zostaly wyrdznione przez Rady Wydzialow, przed ktérymi toczyly sie odpowiednie procesy; mate-
rialy informacyjne na temat uczonych oraz jednostek naukowych/firm chemicznych lub pokrewnych chemii;
materialy o aktualnych osiggnieciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowig dwie odrebne serie, ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz
seria ,,Habilitacje”. W serii ,, Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” publikowane sg dluzsze artykuty przegladowe
lub monografie poswigcone waznym i aktualnym problemom wspolczesnej chemii, w ramach serii wydawniczej
pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane prace habilitacyjne z obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie
z ustawg, dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku powigzanych publikacji, poprzedzonych omoéwieniem w jezyku polskim (tzw. autoreferatem), Redakcja
przewiduje drukowanie obydwu tych wariantéw. Autorzy, ktérzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wcze-
$niej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie przesta¢ wstepnie przygotowang publikacje (redagowang na wzor
artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Chemicznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul
przygotowywanej publikacji, przyblizong liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada
$rodkéw na finansowanie prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz serii ,, Habilitacje” W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z auto-
rami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” znajduja si¢ na liscie czasopism punktowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Zawartos$¢ czasopisma dostepna jest zarowno w formie drukowanej jak i elektronicznej. Elek-
troniczny dostep do pelnych tekstow prac jest mozliwy poprzez strone Dolnoslaskiej Biblioteki Cyfrowej, http://
www.dbc.wroc.pl/.

Anglojezyczne streszczenia wszystkich opublikowanych prac sg dostgpne na stronie internetowej ,Wiadomo-
$ciach Chemicznych’, http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html.

Czasopismo od wielu lat jest indeksowane/abstraktowane w dwdch bazach danych (Chemical Abstracts oraz
AGRO), a od roku 2012 zostaly umieszczone w bazie Polskiej Bibliografii Naukowej, https://pbn.nauka.gov.pl/
journals/24384.

2. Informacje dla autoréw na temat wymagan i zasad publikowania prac

+ Prace nie byly wczeéniej publikowane, ani nie s3 zlozone w redakcji innego czasopisma.

« Autorzy prac stosujg si¢ do wymagan praw autorskich tzn. w przypadku zamieszczania rysunkow, tabel
itp., pochodzacych z opracowan opublikowanych w innych czasopismach lub publikacjach zwartych,
posiadaja pisemng zgode na ich przedruk.

o Opublikowana raz praca bez zgody Redakcji, nie moze by¢ wydawana gdzie indziej.

o Autorzy przysylajacy prace po raz pierwszy powinni poda¢ swoj numer telefonu oraz adresy poczty tra-
dycyjnej i elektronicznej. Jest to niezbedny warunek sprawnego przebiegu opracowania redakcyjnego
tekstu.

o Autorzy zobowigzani s3 do wykonania korekty tekstu. W pracach przyjetych do druku Redakcja ma
prawo dokonywania niezbednej korekty.

o Jezeli autorzy nie zastrzegg inaczej w momencie zgloszenia pracy, wydawca nabywa ogélnych praw autor-
skich do wydrukowanych prac (w tym prawo wydawania na nosnikach elektronicznych oraz w Interne-
cie). Tytulem powyzszego wykorzystania utworéw autorom nie s3 wyplacane honoraria.

o Wszystkie nadsylane prace s3 poddawane wstepnej ocenie, ktora okresla czy odpowiadajg randze i pro-
filowi ,Wiadomosci Chemicznych” oraz czy zostaly przygotowane zgodnie z formalnymi wymogami
MNIiSW oraz Redakgji.

o Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace s3 recenzowane przez co najmniej dwoch nie-
zaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
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pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, Ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$ wniést znaczacy wklad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udziat autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sg przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wiacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

o Autorzy maja prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezaleznych recenzentéw, jednak ostatecz-
nego wyboru anonimowych recenzentéw dokonuje Redakcja.

3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosi¢ czesciowe koszty wydania swoich artykulow. Tak jest w przypadku tzw. stron
nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda rozpoczety nadliczbowsg strong jest naliczana oplata w wysokosci
okoto 50 zl. Najczeéciej kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autoréw lub przez Wydziaty
ktore wspomagaja wydawanie ,Wiadomosci Chemicznych”. Niezaleznie od rodzaju pracy oplata pobierana jest
réwniez za kolorowe rysunki i wykresy (zgodnie z faktycznym kosztem druku).

Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ zmiany wysokosci oplat, w zaleznosci od wielkoéci dofinansowania
z MNiSW oraz wypracowanych srodkéw wlasnych. Faktura wystawiana jest po ukazaniu si¢ pracy.

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz ,,Habilitacje”, Redakcja nie posiada
srodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zleca-
jacymi druk.

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

Tekst nalezy napisa¢ zwigzle, prostym stylem, wedlug zasad pisowni polskiej, z zachowaniem poprawnego i
obowigzujgcego nazewnictwa fachowego. Nie nalezy zamieszcza¢ nadmiaru szczegélow odsylajac Czytelnika do
pis$miennictwa oryginalnego, ktére to powinno uwzglednia¢ najnowsze informacje, dotyczace napisanej pracy.
Literature nalezy cytowac ze zrédel oryginalnych.

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

o W przypadku prac wspoétfinansowanych przez autoréw, liczba stron oraz forma kolorystyczna manu-
skryptu nie jest ograniczona (wymagane jest wczesniejsze uzgodnienie z Redakcja).

« Maszynopisy prac autoréow ktérzy nie chcg ponosi¢ dodatkowych kosztéw, nie powinny przekracza¢ 25
stron calej pracy (po wydruku w czasopi$mie) oraz drukowane bedg w wersji czarno bialej.

o Glowny tekst nadsylanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy sto-
sowaé numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity sposob numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zaréwno przy numerowaniu rozdzialéw, przy przytaczaniu pismiennictwa cytowanego oraz odwolywaniu
sie do tabel rysunkoéw itp., nie nalezy stosowa¢ odsylaczy hipertekstowych).

« Tekst powinien by¢ napisany poprawnym jezykiem, wszystkie skroty musza by¢ wyjasnione, oznaczenia i
jednostki miar nalezy podawa¢ wedlug ukladu SI, pozycje cytowanej literatury nalezy oznacza¢ numerami
umieszczonymi w nawiasach kwadratowych, w kolejnosci cytowania wg wzoréw [1, 5, 7] (dla prac 1,51 7)
lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7).

o Jesli w artykulach znajduja sie przedruki rysunkow, czy innych elementéw prac cudzych, w opisach (pol-
skich i angielskich) nalezy zamiesci¢ stosowng informacje.

o Zaleca si¢ umieszcza¢ w tekscie pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jesli sa przygotowane w edytorze
Word), jednak w przypadku plikéw o bardzo duzych rozmiarach nalezy zaznaczy¢ miejsca na ich umiesz-
czenie (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji).

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

- tytul pracy w jezyku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony, WERSALIKI), i angielskim
(Times New Roman, 14 p, WERSALIKI),

- pelne imig i nazwisko autora (autoréw) pracy (Times New Roman, 15p, pogrubione),

- pelne nazwy o$rodkéw przypisane do autoréw pracy (wraz z adresem osrodka i adresem e-mail autora
korespondujacego (Times New Roman, 10,5, kursywa),

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:



Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pismiennictwo cytowane

» Kolejne strony pracy powinny zawierac:

- notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dofaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autorow (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakcji),

- obszerne streszczenie pracy w jezyku angielskim (od 1800 do 2700 znakéw ze spacjami) z uwzgled-
nieniem cytowanego pi$miennictwa oraz odsylaczami do tabel, rysunkéw zamieszczonych w tekscie
(Rys. 1, Tab. 1-2, Schemat 1) oraz stowa kluczowe - nie wiecej niz 6, uzyskane najlepiej z bazy haset
przedmiotowych podawane w jezyku angielskim i polskim,

- wykaz stosowanych skrétow - w przypadku niewielkiej liczby skrotéw lub akroniméw nie jest
konieczne zamieszczanie tej pozycji, wowczas, skroty wyjasniamy w tekscie przy pierwszym uzyciu.
Angielskie skroty nalezy poda¢ i wyjasni¢ wg ponizej podanego wzoru lub w oparciu o inne prace
zamieszczone w ,Wiadomos$ciach Chemicznych”. Przykiad: dla skrétu SSRI - selektywne inhibitory
zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor),

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

Jezeli tabele i rysunki zostaly wykonane w edytorze Word, zaleca sig, aby byly zamieszczone w tekscie

artykulu, w innym przypadku wymagane jest dotaczenie oryginalnych plikdw.

Tabele i rysunki powinny by¢ przejrzyste, zawiera¢ informacje niezbedne do zrozumienia treéci, bez

koniecznosci poszukiwania objasnien w tekscie pracy, nalezy je numerowac cyframi arabskimi oraz poda¢

tytul (polski/angielski, nad tabela, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

Wszystkie fotografie — nalezy przesta¢ w postaci plikéw zapisanych w formacie tif, jpg lub podobnym,

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczo$ci co najmniej 300 dpi.

« Pi$miennictwo cytowane

Pi$miennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedlug kolejnosci cytowania w tekscie, nalezy cytowaé

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera¢ kolejno nastepujace ele-

menty: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw), skrét tytulu czasopisma zgodny z przyjetymi normami,

rok wydania, numer wolumenu zaznaczony pogrubiong czcionka, numer pierwszej strony cytowanej
pracy, np.

[1] J. Kowalski, Wiad.Chem., 2007, 61, 473.

[2] W. Kowalski, A. Nowak, Przem. Spoz. 2010, 51, 3.

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw),

tytul ksigzki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksigzki, Volumed, Wroclaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko

autora (autoréw), tytul (artykulu) dokumentu online, [dostep], wydawca, [data dostepu]. Warunki

dostepu, np.

[7] J. Kowalski, Tytut artykutu. [online], wydawca, [dostep: 2010-05-20]. Dostepny w Internecie:

http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji
Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastgpujacej postaci:
o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji;
« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);


1.Tytul
Wiad.Chem

« pliki zawierajace zdjecia portretowe autoréw, w nazwie powinny wskazywa¢ autora, ktorego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

« 1 plik zawierajacy: strong tytulowa, streszczenie (abstrakt), stowa kluczowe, podpisy pod rysunki,
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to réwniez oddzielne
pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykulu i jego zwrotu do Redakeji w ciggu kilku dni od otrzymania.

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesylania prac z kolorowymi stronami prosimy o zazna-
czenie, stron ktore w formie druku majg by¢ czarno-biate. Brak tej czynno$¢ moze skutkowa¢ wystawieniem
faktury za wydruk kolorowych stron. W przypadku zmian kolorowych rysunkéw na czarno biate prosimy
roéwniez o zasygnalizowanie, ze w postaci elektronicznej, zyczg sobie Panistwo wersje w kolorze.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje drogg elektroniczng plik opubliko-
wanej pracy w formacie pdf.

Prace prosimy przesyla¢ poczta elektroniczng na adres: beata.swiatek-tran@chem.uni.wroc.pl lub wchem@
chem.uni.wroc.pl, za§ dokumenty wymagajace podpisow autoréw (np. list intencyjny, o$wiadczenia autordw,
kopie zgody na przedruk potwierdzone za zgodnos¢ z oryginatem) poczta tradycyjna na adres Redakcji.

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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