
2010, 64, 11-12
PL ISSN 0043-5104

NANOSTRUKTURY
KRZEMIONKOWO-METALICZNE

I. OTRZYMYWANIE I MODYFIKACJA
NANOCZ¥STEK KRZEMIONKOWYCH

SILICA-METAL NANOSTRUCTURES
I. SYNTHESIS AND MODIFICATION

OF SILICA NANOPARTICLES

Bart³omiej J. Jankiewicz1, Jerzy Choma2,
Dominik Jamio³a2, Mieczys³aw Jaroniec3

1 Instytut Optoelektroniki, Wojskowa Akademia Techniczna,
ul. Kaliskiego 2, 00-908 Warszawa

e-mail: bjankiewicz@wat.edu.pl
2 Instytut Chemii, Wojskowa Akademia Techniczna,

ul. Kaliskiego 2, 00-908 Warszawa
e-mail: jchoma@wat.edu.pl

3 Department of Chemistry, Kent State University,
Kent, Ohio 44 242, USA

e-mail: jaroniec@kent.edu.pl

Abstract
Wstêp
1. Ogólne wiadomoœci o nanostrukturach krzemionkowo-metalicznych
2. Otrzymywanie nanocz¹stek krzemionkowych
3. Modyfikacja powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych
Podsumowanie
Piœmiennictwo cytowane



B.J. JANKIEWICZ, J. CHOMA, D. JAMIO£A, M. JARONIEC914

Dr in¿. Bart³omiej Jankiewicz urodzi³ siê w 1980 r.
w Reszlu. Studiowa³ chemiê w Wojskowej Akademii
Technicznej w Warszawie. Stopieñ doktora uzyska³
w 2008 r. na Uniwersytecie Purdue w West Lafayette,
USA. Aktualnie jest zatrudniony na stanowisku in¿yniera
w Instytucie Optoelektroniki Wojskowej Akademii Tech-
nicznej w Warszawie. Jego praca badawcza dotyczy³a
dotychczas dwóch dziedzin. Podczas studiów magisters-
kich oraz w pierwszym roku po ukoñczeniu studiów dok-
toranckich, w grupie Prof. R. D¹browskiego zajmowa³
siê on syntez¹ i badaniem w³aœciwoœci zwiazków ciek³o-

krystalicznych. Natomiast, podczas studiów doktoranckich w grupie Prof. Kenttämaa
na Purdue University zajmowa³ siê badaniem reaktywnoœci organicznych rodników
w fazie gazowej przy u¿yciu spektrometrii mas FT-ICR. Najwa¿niejszym jego
osi¹gniêciem jest pierwsza na œwiecie charakteryzacja reaktywnoœci organicznych
s,s,s-trójrodników. Jego praca naukowa zosta³a doceniona przez Fundacjê na Rzecz
Nauki Polskiej, która przyzna³a mu w roku 2010 stypendium START. W chwili
obecnej jego zainteresowania dotycz¹ nanostruktur plazmonowych do zastosowañ
w detekcji zwi¹zków chemicznych i materia³ów biologicznych.

Prof. dr hab. in¿. Jerzy Choma urodzi³ siê w 1952 r.
w Lublinie. Studiowa³ chemiê w Wojskowej Akademii
Technicznej w Warszawie. Stopieñ doktora i doktora habi-
litowanego uzyska³ odpowiednio w 1981 i 1985 r., a tytu³
profesora w 1993 r. Aktualnie jest zatrudniony na stano-
wisku profesora zwyczajnego w Instutucie Chemii Wojs-
kowej Akademii Technicznej w Warszawie oraz w Insty-
tucie Chemii Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodni-
czego Jana Kochanowskiego w Kielcach. Jego g³ówne
zainteresowania naukowe dotycz¹: teoretycznego opisu
adsorpcji pojedynczych gazów na mikro i mezoporowa-

tych adsorbentach, eksperymentalnego charakteryzowania równowag adsorpcyjnych
na granicy faz cia³o sta³e–gaz i cia³o sta³e–ciecz, otrzymywania i modyfikacji impreg-
nowanych wêgli aktywnych, otrzymywania i adsorpcyjnej charakterystyki w³aœci-
woœci strukturalnych i powierzchniowych nanoporowatych uporz¹dkowanych adsor-
bentów krzemionkowych (MCM-41, MCM-48, SBA-15), otrzymywania i charak-
terystyki w³aœciwoœci adsorpcyjnych uporz¹dkowanych mezoporowatych materia-
³ów wêglowych z wykorzystaniem „twardych” i „miêkkich” matryc. Ostatnio jego
grupa badawcza zajmuje siê otrzymywaniem i charakterystyk¹ fizykochemicznych
w³aœciwoœci nanostruktur krzemionkowo-metalicznych.
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Jest autorem i wspó³autorem ponad 300 artyku³ów naukowych i ponad 100 komu-
nikatów i referatów na konferencjach oraz wspó³autorem dwóch monografii i kilku
obszernych artyku³ów monograficznych. Od 1986 r. œciœle wspó³pracuje naukowo
z prof. Mieczys³awem Jaroñcem z Kent State University, Kent, Ohio, USA.

Mgr in¿. Dominik Jamio³a urodzi³ siê w 1985 r. Studio-
wa³ materia³y niebezpieczne i ratownictwo chemiczne na
Wydziale Nowych Technologii i Chemii Wojskowej Aka-
demii Technicznej w Warszawie. W pracy dyplomowej
zajmowa³ siê problematyk¹ otrzymywania i zastosowa-
nia spieków ciê¿kich wytwarzanych za pomoc¹ syntezy
spaleniowej. Studia ukoñczy³ z ocen¹ bardzo dobr¹
w 2009 r.

W 2009 r. rozpocz¹³ studia doktoranckie w Wojsko-
wej Akademii Technicznej w Warszawie pod opiek¹ nau-
kow¹ prof. dr hab. in¿. J. Chomy. Zajmuje siê problema-

tyk¹ syntezy i badania w³aœciwoœci struktur krzemionkowo-metalicznych. Jest wspó³-
autorem dwóch artyku³ów naukowych.

Prof. dr hab. Mieczys³aw Jaroniec urodzi³ siê w 1949 r.
Studiowa³ chemiê na Uniwersytecie M. Curie-Sk³odow-
skiej w Lublinie. Stopieñ doktora i doktora habilitowa-
nego uzyska³ odpowiednio w 1976 i 1979 r., a tytu³ pro-
fesora nadzwyczajnego i zwyczajnego w 1985 i 1989 r.
Od 1972 do 1991 pracowa³ na UMCS zaczynaj¹c od asys-
tenta a koñcz¹c na stanowisku profesora zwyczajnego.
Od 1991 r. jest profesorem w Zak³adzie Chemii, Kent
State University, Kent, Ohio, USA. Wci¹¿ utrzymuje blis-
kie kontakty naukowe z wieloma oœrodkami w kraju,
o czym mo¿e œwiadczyæ nadanie mu doktoratów honoris

causa Uniwersytetu M. Kopernika (2009) oraz Wojskowej Akademii Technicznej
(2010).  Jego g³ówne zainteresowania naukowe dotycz¹ adsorpcji  i chromatografii
na granicy faz gaz/cia³o sta³e i ciecz/cia³o sta³e, jak równie¿ chemii materia³ów nano-
porowatych ze szczególnym uwzglêdnieniem mikro- i mezoporowatych adsorben-
tów wêglowych i ¿eli krzemionkowych. Obecnie jego grupa koncentruje siê na syn-
tezie (w obecnoœci surfaktantów i kopolimerów blokowych) oraz badaniu w³aœciwoœci
uporz¹dkowanych materia³ów mezoporowatych takich jak krzemionki, organokrze-
mionki, wêgle, tlenki nieorganiczne o strukturach heksagonalnych (MCM-41, SBA-
15) i szeœciennych (MCM-48, SBA-16, FDU-1). Jego obecne zainteresowania kon-
centruj¹ siê tak¿e na zastosowaniu materia³ów o uporz¹dkowanej strukturze porowatej
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w adsorpcji, katalizie, chromatografii, ochronie œrodowiska i innych dziedzinach
w odniesieniu do energii i nanotechnologii.

Jest autorem i wspó³autorem kilkaset artyku³ów naukowych, wspó³autorem jed-
nej monografii, wspó³edytorem 4 ksi¹¿ek nt. nanoporowatych materia³ów i wspó³-
autorem wielu obszernych artyku³ów monograficznych. Jego prace naukowe s¹ czêsto
cytowane przez innych badaczy, o czym œwiadczy wysoka wartoœæ indeksu Hirscha,
h = 59, oraz w³¹czenie go przez ISI do grona „highly cited” badaczy w dziedzinie
chemii materia³ów (http://isihighlycited.com/). Ponadto prof. Jaroniec jest lub by³
cz³onkiem komitetów redakcyjnych w takich czasopismach jak Adsorption, Adsorp-
tion Science & Technology, Chemistry Materials, Heterogeneous Chemistry Reviews,
Journal of Liquid Chromatography, Journal of Colloid and Interface Science, Thin
Solid Films, Journal of Porous Materials oraz Encyclopedia of Nanoscience and
Nanotechnology.
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ABSTRACT

Silica-metal nanostructures consisting of siliceous cores and metal nanoshells attract recently
a lot of attention because of their unique properties, mainly catalytic and spectroscopic. The core of
these nanostructures is coated with a thin layer (nanoshell) of another material, often being a noble
metal, of a thickness between 1 and 20 nm. The silica-metal nanostructures are highly functional
materials of properties different from those of the siliceous core and the metal nanoshell. Already
nowadays these nanostructures have found various applications such as for an exaltation of chemi-
cal stability of colloids, for an enhancement of luminescence properties of materials, for biosensing,
drug delivery and other medical applications.

The main goal of this two-part review is the presentation of various methods for the prepara-
tion of silica-metal nanostructures, description of the most important physicochemical properties of
these materials, and presentation of their potential applications. The first part is focused on the main
preparation methods of silica particles being used as cores for the aforementioned core-shell nano-
structures and methods for their surface modification.

A special emphasis is given on the Stöber method, which is relatively simple, effective and well
verified for the synthesis of large silica particles (with diameters from 100 nm to several microns).
A typical preparation of silica particles is based on mixing ethanol, ammonia (as a catalyst), and
often small amount of water, followed by rapid or gradual addition of tetraethyl orthosilicate (TEOS)
under vigorous stirring. This article reviews numerous studies reporting the effects of various fac-
tors on the structural properties of silica particles, especially the steps required for controlling their
size, assuring narrow particle size distribution and high uniformity of the resulting particles.

The surface chemistry of siliceous cores is essential in the process of metal nanoshells forma-
tion. Therefore, in this work the main methods for modification of the silica surface are presented
in details in order to prepare this surface for the formation of metal nanoshells. This modification
is often based on the replacement of silanols with specific organic groups (often aminopropyl and
mercaptopropyl groups), which interact strongly with metal nanoparticles. In 1998 Halas and
co-workers elaborated a simple method for the preparation of core-shell nanostructures involving
attachment of specific organic groups to the silica surface followed by deposition of gold nanopar-
ticles and subsequent reduction of tetrachloroauric acid in order to obtain continuous gold nano-
shells. The first modifier of the silica surface was 3-aminopropyltriethoxysilane. Later, several other
modifiers have been tested. The aforementioned modification of the silica surface can be single-
or two-step process. The single-step process involves hydrolysis and condensation of TEOS in
the presence of functional organosilane, which results in silica particles with desired organic groups
attached. The two-step process involves the synthesis of silica particles in the first step and their
surface modification with organosilanes in the second step. The presented literature survey shows
that the proper modification of the surface of silica particles is a necessary condition for the forma-
tion of uniform metal nanoshells.

Keywords: silica-metal nanostructures, preparation of silica nanoparticles, modification of silica
surface
S³owa kluczowe: nanostruktury krzemionkowo-metaliczne, otrzymywanie nanocz¹stek krzemion-
kowych, modyfikacja powierzchni krzemionki
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WSTÊP

W ostatnim dziesiêcioleciu obserwuje siê dynamiczny rozwój nauki i technolo-
gii obiektów o wymiarach od 1 do 100 nm, czyli nanotechnologii. Szczególnie jest
to widoczne w odniesieniu do nanocz¹stek, gdzie badania koncentruj¹ siê na pro-
jektowaniu, wytwarzaniu, charakteryzowaniu oraz stosowaniu struktur i przyrz¹-
dów pomiarowych, których w³aœciwoœci oraz specyficzne funkcje, jakie pe³ni¹, mo¿na
kontrolowaæ poprzez ich kszta³t i wymiar w skali nanometrycznej [1]. Potencjalne
mo¿liwoœci zastosowañ tzw. nanomateria³ów, tj. materia³ów maj¹cych choæ jedn¹
w³aœciwoœæ tak¹ jak wymiar cz¹stki, wymiar porów lub gruboœæ filmu w przedziale
od 1 do 100 nm, s¹ ogromne, a intensywny rozwój w tej dziedzinie sprawia, ¿e
pocz¹tek XXI wiek jest okreœlany poczatkiem ery nanotechnologii.

Nanotechnologia i nauka o nanomateria³ach s¹ nieroz³¹cznie zwi¹zane z ró¿-
nego rodzaju materia³ami wykorzystywanymi do tworzenia nanostruktur. Jednym
z czêœciej wykorzystywanych materia³ów w nanotechnologii jest ditlenek krzemu
(krzemionka SiO2), którego krótk¹ charakterystykê przedstawiono poni¿ej.

Ditlenek krzemu jest bardzo popularny w nanotechnologii, choæ jest to tylko
jedno z wielu mo¿liwych zastosowañ. Krzemionka jest wykorzystywana do produk-
cji wielu materia³ów i przedmiotów codziennego u¿ytku. Ditlenek krzemu jest u¿y-
wany w przemyœle szklarskim do produkcji szk³a i ceramiki, w przemyœle metalur-
gicznym, w budownictwie i w wielu innych dziedzinach. Ca³y przemys³ planarnej
elektroniki i nowoczesnych uk³adów scalonych istnieje dziêki unikalnym w³aœci-
woœciom krzemu otrzymywanego z krzemionki. Porowata krzemionka jest równie¿
jednym z najbardziej rozpowszechnionych adsorbentów, bêd¹cych noœnikami
np. chemicznie zwi¹zanych faz stacjonarnych.

Szerokie zastosowanie ditlenku krzemu zwi¹zane jest zarówno z ogóln¹ dostêp-
noœci¹ tego materia³u, jak równie¿ z jego specyficznymi w³aœciwoœciami wykorzy-
stywanymi w badaniach naukowych jak i w przemyœle. Krzemionka, najpowszech-
niej wystêpuj¹ca substancja w skorupie ziemskiej, jest sk³adnikiem wielu ska³, mine-
ra³ów oraz kamieni szlachetnych i pó³szlachetnych. SiO2 wystêpuje w formie amor-
ficznej oraz w ró¿nych formach krystalicznych takich jak np.: kwarc, krystobalit czy
trydymit [2–13] (Rys. 1). Ditlenek krzemu jest jedynym naturalnym tlenkiem pospo-
litego pó³przewodnika – krzemu. Jest on trwa³y i w wodzie i w podwy¿szonych
temperaturach, a dodatkowo jest bardzo dobrym izolatorem. Zalet¹ SiO2 jest rów-
nie¿ brak absorpcji promieniowania elektromagnetycznego w zakresie od 300 do
800 nm. Krzemionka jest generalnie chemicznie inertna i ulega reakcjom jedynie
z wrz¹cymi, stê¿onymi roztworami wodnymi KOH i NaOH, stopionymi Na2CO3
i K2CO3 oraz flurowodorem lub jego wodnymi roztworami. Kwas fluorowodorowy
(HF) reaguje z krzemionk¹ z wytworzeniem kwasu fluorokrzemowego [14]. Reak-
cja ta wykorzystywana jest miêdzy innymi w przemyœle pó³przewodników do usu-
wania lub wytrawiania warstw ditlenku krzemu, a tak¿e do wytwarzaniu nanostruktur.
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Rysunek 1. Niektóre krystaliczne struktury SiO2 (http://en.wikipedia.org/wiki/Silica#Crystal_structure)
Figure 1. Some crystalline structures of SiO2 (http://en.wikipedia.org/wiki/Silica#Crystal_structure)

Ditlenek krzemu, jak wspomniano, znalaz³ zastosowanie w nanotechnologii do
tworzenia ró¿nego rodzaju nanostruktur krzemionkowych (sk³adaj¹cych siê tylko
z SiO2) lub hybrydowych (SiO2 z innym materia³em). Nanomateria³y, nanocz¹stki
s¹ niekiedy materia³ami o du¿ej powierzchni w³aœciwej. Œrednica otrzymywanych
nanocz¹stek ditlenku krzemu jest zawarta przewa¿nie w przedziale od 5 do 1000 nm
(mo¿liwe s¹ i wiêksze cz¹stki), a ich powierzchnia w³aœciwa (ang. Specific Surface
Area, SSA) jest zawarta w przedziale od 545 do 2,73 m2/g. G³ównymi formami
nanocz¹stek krzemionkowych s¹ str¹cana amorficzna krzemionka, ¿ele, zole, kolo-
idy, krzemionki p³omieniowa i pirogeniczna [15].

Nanocz¹stki krzemionkowe s¹ u¿ywane jako dodatki do polimerów i gum
w celu poprawy ich w³aœciwoœci mechanicznych oraz w fazach ciek³ych w celu
stabilizacji zawiesin [16]. Nanocz¹stki krzemionkowe wykorzystywane s¹ równie¿
jako wype³niacze w szerokiej gamie wyrobów polimerowych, w³¹czaj¹c w to rów-
nie¿ wype³nienia stomatologiczne [17]. Najwiêkszym przemys³owym zastosowa-
niem nanocz¹stek krzemowych, a zw³aszcza krzemionki pirogenicznej i zoli krze-
mionkowych jest chemiczno-mechaniczna obróbka pó³przewodników technik¹ pla-
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narn¹ (ang. Chemical Mechanical Planarization, CMP) [15], a sama krzemionka
s³u¿y do tworzenia warst dielektrycznych w materia³ach pó³przewodnikowych. Rów-
nie wa¿nymi aplikacjami SiO2 jest u¿ycie tego materia³u do produkcji ogniw s³onecz-
nych, jako izolatora cieplnego oraz jako czujnika gazów.

W nanotechnologii nanocz¹stki krzemionki s¹ czêsto u¿ywane do wytwarzania
ró¿nego rodzaju hybrydowych kulistych cz¹stek sk³adaj¹cych siê z rdzenia i nano-
warstwy (nanopow³oki), okreœlanych jako nanostruktury (nanoshells, core-shell) [18].
Nanostruktury mog¹ byæ otrzymywane, jako kombinacja ró¿nego rodzaju materia-
³ów dielektrycznych, metali, pó³przewodników oraz barwników, z których materia³
jednego rodzaju jest rdzeniem, a materia³ innego lub tego samego rodzaju tworzy
warstwê [18]. Rdzeñ nanostruktury wytworzony z jednego materia³u, w prezento-
wanym artykule dotyczy to SiO2, jest pokryty cieñk¹ warstw¹ drugiego materia³u,
zazwyczaj metalu szlachetnego, o gruboœci oko³o 1–20 nm (Rys. 2). Otrzymywane
s¹ równie¿ i grubsze warstwy, jednak¿e ich synteza jest ograniczona g³ównie do
uzyskiwania okreœlonych w³aœciwoœci, jak na przyk³ad zwiêkszenie termicznej sta-
bilnoœci cz¹stek rdzenia. Pokrywanie materia³u stanowi¹cego rdzeñ nanostruktury
jest wykonywane przy u¿yciu ró¿nych metod w zale¿noœci od typu i w³aœciwoœci
nanopow³oki [18–23]. Niektóre z tych metod zostan¹ omówione w dalszej czêœci
artyku³u.

Nanostruktury s¹ wysoce funkcjonalnymi materia³ami o wyj¹tkowych w³aœci-
woœciach. Ponadto nanostruktury ³¹cznie wykazuj¹ zmodyfikowane i ulepszone w³aœ-
ciwoœci w porównaniu z w³aœciwoœciami tworz¹cych je elementów lub jednosk³ad-
nikowych nanocz¹stek o tym samym wymiarze. W³aœciwoœci materia³ów typu rdzeñ–
–warstwa mog¹ byæ zmieniane poprzez odpowiedni dobór komponentów lub
poprzez zmianê stosunku wielkoœci œrednicy rdzenia do gruboœci nanowarstwy.

Materia³y te s¹ równie¿ interesuj¹ce z ekonomicznego punktu widzenia, zw³asz-
cza gdy mo¿liwe jest pokrywanie niedrogich rdzeni cienk¹ warstw¹ bardzo dro-
giego materia³u. Pozwala to ograniczyæ koszty zwi¹zane z ma³ym zu¿yciem dro¿-
szego materia³u, przy zachowaniu lub polepszeniu w³aœciwoœci nanostruktur. Cz¹stki
te znajduj¹ wiele rozmaitych zastosowañ m.in. do zwiêkszania chemicznej stabil-
noœci koloidów [18, 24], wzmacniania w³aœciwoœci luminescencyjnych uk³adów [25],
w in¿ynierii struktur pasmowych [26], w biosensorach [27, 28], w dozowaniu leków
[29] itp.
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Rysunek 2. Ró¿ne nanostruktury typu rdzeñ–nanowarstwa. a) Cz¹stka rdzenia ze zmodyfikowan¹ powierzch-
ni¹ i z przy³¹czonymi cz¹stkami nanowarstwy; b) Cz¹stka a po redukcji metalu na jej powierz-
chni; c) G³adka pow³oka nanowarstwy metalu na dielektrycznym rdzeniu; d) Kwantowa baniecz-
ka; e) Nanocz¹stka wielowarstwowa; f) Cz¹stka z ziarnami magnetytu wbudowanymi w meta-
liczn¹ nanowarstwê metalu; g) Nanocz¹stka z kulkami kwantowymi i magnetycznymi cz¹stkami
wbudowanymi w nanowarstwê metalu; h) Kapsu³kowanie bardzo ma³ych cz¹stek metalu w mate-
riale dielektrycznym. Nanocz¹stki z du¿¹ iloœci¹ ma³ych cz¹stek, i – metalu oraz j – organicznych
luminoforów, zatopionych wewn¹trz pojedynczej dielektrycznej cz¹stki (po modyfikacji z pracy
[18])

Figure 2. Different core-shell nanostructuers. a) core with modified surface and attached nanoparticles;
b) particle a after reduction metal species on its surface; c) continous metal nanolayer on a dielec-
tric core; d) quantum dot; e) core-multilayer shell particle; f) core particle with metallic shell
containing magnetic nanoparticles; g) core particle with metallic shell containing magnetic nano-
particles and quantum dots; h) encapsulation of small metal nanoparticles in larger dielectric
partcile. Nanoparticles containing several small nanoparticles, i – metal or j – organic lumino-
phore, encapsulated inside single dielectric particle (after modification from [18])

Na Rysunku 2 przedstawiono ró¿ne sferyczne struktury typu rdzeñ–warstwa,
w których krzemionka mo¿e byæ u¿yta jako rdzeñ, jako warstwa lub medium do
zatapiania w nim nanocz¹stek [18]. W rzeczywistoœci spotkaæ mo¿na o wiele wiêcej
rozwi¹zañ dotycz¹cych zarówno kszta³tów (nanopierœcienie, nanoprêty), jak i spo-
sobu rozmieszczenia komponentów nanowarstw. Nanostruktury, jak na Rysunku 2a,
mog¹ byæ otrzymywane poprzez modyfikacjê powierzchni rdzenia za pomoc¹ dwu-
funkcyjnych cz¹steczek, do których przy³¹czaj¹ siê nastêpnie ma³e cz¹stki mate-
ria³u tworz¹cego warstwê. Narastanie warstwy ma³ych cz¹stek prowadzi do wytwo-
rzenia pe³nej pow³oki (Rys. 2c) [30]. Cz¹stki tworz¹ce rdzeñ mog¹ byæ usuniête ze
struktury (tak jak na Rys. 2d) poprzez ciepln¹ kalcynacjê lub ekstrakcjê za pomoc¹
odpowiedniego rozpuszczalnika. Do rozpuszczenia krzemionki mo¿na wykorzystaæ
kwas fluorowodorowy lub roztwór wodorotlenku sodu. Reakcje te prowadz¹ do nano-
struktur typu dziura zwanych równie¿ kwantowymi banieczkami (Rys. 2d).

Mo¿liwa jest równie¿ synteza nanostruktur typu core-shell posiadaj¹cych wiê-
cej wspó³œrodkowych warstw wokó³ rdzenia, tak zwanych nanostruktur wielowars-
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twowych [31, 32]. Struktury te powstaj¹ w wyniku dalszej modyfikacji nanostruktur
typu core-shell z pojedyncz¹ warstw¹ (Rys. 2c), poprzez naniesienie warstwy mate-
ria³u rdzenia a nastêpnie kolejnej warstwy materia³u pow³oki. Cz¹stki o wspó³œrod-
kowych warstwach okreœlane s¹ równie¿ jako nanomatrioszki. Struktury tego typu
wykazuj¹ w³aœciwoœci absorpcyjne wzglêdem promieniowania elektromagnetycz-
nego w zakresie od widzialnego do podczerwonego przy odpowiednim doborze
materia³ów tworz¹cych rdzeñ i warstwê.

Nanocz¹stki przedstawione na Rysunku 2f s¹ kolejn¹ modyfikacj¹ struktur poka-
zanych na Rysunku 2c. Cz¹stki tego typu s¹ wytwarzane poprzez nanoszenie nano-
cz¹stek Fe3O4 na rdzeñ przed wytworzeniem ci¹g³ej nanowarstwy [33]. Inny, intere-
suj¹cy przyk³ad nanowarstw pokazano na Rysunku 2g, w których to rdzeñ stanowi
krzemionka, natomiast nanowarstwê krzemionka z wbudowanymi „kropkami” kwan-
towymi oraz magnetycznymi cz¹stkami [34]. „Kropki” kwantowe oraz magnetyczne
cz¹stki s¹ wprowadzane do nanowarstwy w procesie zol–¿el i musz¹ spe³niaæ okreœ-
lone kryteria, aby w odpowiedni sposób wbudowywaæ siê w strukturê warstwy.
Materia³y tego typu mog¹ znaleŸæ zastosowanie w biomedycznych aplikacjach jako
sondy czu³e na zmiany pola magnetycznego i jednoczeœnie maj¹ce w³aœciwoœci lumi-
nescencyjne.

Innym rodzajem nanostruktur typu core-shell s¹ cz¹stki, w których rdzeñ sta-
nowi¹ ma³e cz¹stki (10–50 nm) metali (takich jak z³oto czy srebro), a pow³ok¹ jest
jednolita warstwa krzemionki (Rys. 2h). Nanostruktury pokazane na Rys. 2i i 2j
otrzymywane s¹ poprzez kapsu³kowanie w krzemionce wiêkszej iloœci metalicz-
nych nanocz¹stek koloidalnych lub cz¹steczek zwi¹zków organicznych (najczêœciej
luminoforów) [35].

Zasadniczym celem prezentowanej pracy (zarówno czêœci I jak i II) by³o omó-
wienie metod otrzymywania nanocz¹stek krzemionkowych, ich modyfikacji, dalej
metod otrzymywania nanostruktur metaliczno-krzemionkowych typu core-shell
(pokazanych na Rys. 2b i 2c), charakterystykê ich w³aœciwoœci oraz mo¿liwych zasto-
sowañ.

1. OGÓLNE WIADOMOŒCI O NANOSTRUKTURACH
KRZEMIONKOWO-METALICZNYCH

Otrzymywanie nanostruktur typu core-shell mo¿e byæ realizowane przy u¿yciu
wielu metod takich jak: osadzanie [36, 37], polimeryzacja [38], poprzez mikroemul-
sje, odwrócone micele [39–42], kondensacjê zol–¿el [43], technikê adsorpcji war-
stwa-po-warstwie [44, 45] oraz innych [19–23]. Wytwarzanie nanocz¹stek jest pro-
cesem wieloetapowym i wymaga dok³adnej kontroli przebiegu ka¿dego etapu syn-
tezy w celu otrzymania struktur o po¿¹danych parametrach (Rys. 3). Kontrola
poszczególnych etapów syntezy pozwala na otrzymywanie nanostruktur o ma³ej dys-
persji œrednic, po¿¹danym stopniu pokrycia rdzenia nanocz¹stki metaliczn¹ warstw¹,
unikniêcie samodzielnego wytr¹cania siê nanocz¹stek materia³u warstwy oraz nie-
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dopuszczenie do koagulacji nanocz¹stek. Pomimo opracowania wielu metod wytwa-
rzania warstw na powierzchni dielektrycznego rdzenia, kontrola ich gruboœci i jed-
norodnoœci wci¹¿ jest trudnym zadaniem.

Wieloetapowa synteza nanostruktur mo¿e byæ realizowana na co najmniej cztery
sposoby (Rys. 3, 4 i 5). Pierwszy sposób polega na syntezie rdzenia, czyli w naszym
przypadku amorficznej krzemionki, a nastêpnie modyfikacji jej powierzchni naj-
czêœciej za pomoc¹ funkcjonalizowanych organosilanów (Rys. 3). W kolejnym eta-
pie na modyfikowanej powierzchni rdzenia krzemionkowego osadzane s¹ koloi-
dalne nanocz¹stki metalu, zazwyczaj z³ota. Nanocz¹stki metalu osadzone na powierz-
chni mog¹ stanowiæ zarodek dla tworz¹cej siê warstwy (pow³oki, skorupki – ang.
shell) wytwarzanej przez redukcjê jonów metali, bêd¹cych dalszym budulcem war-
stwy. Warstwa mo¿e byæ równie¿ wytwarzana bezpoœrednio przez redukcjê soli
metalu z pominiêciem etapu osadzania koloidalnych nanocz¹stek metalu (Rys. 3).

Rysunek 3. Schemat otrzymywania nanostruktur metaliczno-krzemionkowych poprzez funkcjonalizacjê
powierzchni rdzenia i osadzanie nanocz¹stek metalu

Figure 3. Schematic illustration of the fabrication of silica-metal nanostructuers by modification of the core
surface and deposition of metal nanoparticles

Kolejne dwie metody s¹ powi¹zane ze sob¹ pierwszym etapem, w którym
to zamiast tetraetoksysilanu (TEOS) u¿yte s¹ funkcjonalizowane organosilany
(Rys. 4). Zastosowanie tych zwi¹zków pozwala na uzyskanie w jednym etapie rdze-
nia krzemionkowego z modyfikowan¹ powierzchni¹. W kolejnych stadiach syntezy
nastêpuje wytworzenie warstwy podobnie jak w metodach omawianych wczeœniej,
czyli bezpoœrednio poprzez redukcjê soli metalu lub poœrednio poprzez etap osa-
dzania koloidalnych nanocz¹stek metalu, a nastêpnie redukcjê soli tego metalu
(Rys. 4).

Metod¹, o której równie¿ nale¿y wspomnieæ jest metoda bezpoœredniego nano-
szenia warstwy metalicznej na niefunkcjonalizowan¹ powierzchniê krzemionki
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(Rys. 5). Jedn¹ z metod pozwalaj¹c¹ na otrzymanie nanostruktur core-shell, bez
wczeœniejszej funkcjonalizacji powierzchni rdzenia, jest metoda kontrolowanego
str¹cania, w której synteza nanocz¹stek materia³u warstwy jest prowadzona w obec-
noœci rdzenia. Zhydrolizowany materia³ warstwy osadza siê na cz¹stkach rdzenia,
które zachowuj¹ siê jak nukleofile u³atwiaj¹ce wytworzenie nanowarstwy. Gruboœæ
warstwy zale¿na jest od stê¿enia reagentów i iloœci cz¹stek rdzenia, na których ma
zostaæ wytworzona nanowarstwa [18].

Rysunek 4. Schemat otrzymywania nanowarstwy metalicznej na rdzeniu krzemionkowym funkcjonalizowa-
nym w trakcie syntezy

Figure 4. Schematic illustration of the preparation of a metallic shell on the siliceous core functionalized
during its synthesis

Rysunek 5. Schemat otrzymywania nanowarstwy metalicznej na rdzeniu krzemionkowym poprzez bezpoœredni¹
redukcjê jonów metalu

Figure 5. Schematic illustration of the preparation of a metallic shell on the siliceous core by reduction of
metal ions

Metody opisane powy¿ej to metody syntezy nanostruktur sk³adaj¹cych siê
tylko z krzemionki jako materia³u rdzenia i metalu b¹dŸ metali jako materia³u war-
stwy. W praktyce metody te znajduj¹ równie¿ zastosowanie w syntezie bardziej z³o-
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¿onych uk³adów, których przyk³ady pokazano na Rysunku 2, a które nie zosta³y
szczegó³owo opisane w niniejszym opracowaniu.

W dalszej czêœci pracy omówiono poszczególne etapy syntezy nanocz¹stek SiO2,
modyfikacjê tych nanocz¹stek, wytwarzanie pow³ok metalicznych na nanocz¹stkach
krzemionkowych, a tak¿e wp³yw ró¿nych czynników na w³aœciwoœci strukturalne
w ten sposób otrzymywanych nanomateria³ów.

2. OTRZYMYWANIE NANOCZ¥STEK KRZEMIONKOWYCH

Krzemionka jest bardzo popularnym materia³em stosowanym jako rdzeñ w nano-
strukturach, g³ównie dziêki bardzo korzystnym w³aœciwoœciom. Do wczeœniej omó-
wionych w³aœciwoœci takich jak: transparentnoœæ w zakresie widzialnym czy che-
miczna biernoœæ, nale¿y równie¿ dodaæ odpornoœæ na koagulacjê (niska sta³a
Hamakera) oraz brak wp³ywu na reakcje redoks przebiegaj¹ce na powierzchni rdze-
nia krzemionkowego [46, 47].

Sferyczne nanocz¹stki krzemionkowe, o œrednicy od 5 nm do kilku mikronów,
mog¹ byæ otrzymywane za pomoc¹ takich metod jak:

• odwróconych miceli oraz zol–¿el [48–53],
• synteza w p³omieniowym reaktorze aerozoli (ang. flame aerosol reactor)

[54–57],
• wysokotemperaturowa hydroliza SiCl4 w reaktorze p³omieniowym [56],
• termiczne utlenianie tetraetoksysilanu (TEOS) w fazie gazowej [58, 59],
• technika matrycy koloidalnej i matrycy na bazie surfaktantu [60, 61] ,
• mikroemulsji woda-w-oleju [62, 63],
• rozdrabnianie w m³ynie kulowym [64],
• ci¹g³a hydrotermiczna synteza mikrofalowa [65],
• samoorganizowanie siê nanocz¹stek krzemionkowych w zasadowych roz-

tworach organicznych i nieorganicznych kationów [66].
Techniki te pozwalaj¹ na otrzymywanie nanocz¹stek o okreœlonych wymiarach

i dyspersji rozk³adu ich wielkoœci – wiêkszej b¹dŸ mniejszej w zale¿noœci od zasto-
sowanej metody syntezy. Metod¹ najczêœciej wybieran¹ przez naukowców pracuj¹-
cych z nanocz¹stkami krzemionkowymi jest metoda zol–¿el, a dok³adniej metoda
Stöbera i jej modyfikacje [48, 67–69]. Procedura opracowana przez Stöbera by³a
pierwsz¹ metod¹ otrzymywania wysoce sferycznych, jednorodnie zdyspergowanych
nanocz¹stek krzemionkowych o dobrej jakoœci, które mog³y byæ u¿yte miêdzy innymi
jako pó³produkt do otrzymywania bardziej zaawansowanych nanomateria³ów.
Metoda Stöbera jest relatywnie prosta, efektywna i bardzo dobrze sprawdza siê
w przypadku syntezy du¿ych cz¹stek krzemionkowych (o œrednicach od setek nm
do kilka μm) [48, 67–69]. Jednak¿e, w przypadku mniejszych cz¹stek o œrednicach
od 5 do 50 nm wyniki nie zawsze s¹ zadowalaj¹ce.

Typowa procedura otrzymywania nanocz¹stek krzemionkowych polega na
wymieszaniu etanolu, wody amoniakalnej (jako katalizatora), czêsto ma³ej iloœci
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dejonizowanej wody, a nastêpnie szybkie lub stopniowe wprowadzenie do tej mie-
szaniny tetraetoksysilanu (TEOS, Si(C2H5O)4) przy ci¹g³ym mieszaniu. Mieszanie
mo¿e byæ zast¹pione u¿yciem ultradŸwiêków (³aŸni ultradŸwiêkowej). W wyniku
zachodz¹cych reakcji nastêpuje hydroliza wi¹zañ Si–O w TEOS, a nastêpnie kon-
densacja utworzonych grup hydroksylowych z wytworzeniem sieci krzemionkowej
–Si–O–Si– oraz wody jako dodatkowego produktu reakcji. Nanocz¹stki krzemion-
kowe otrzymywane metod¹ Stöbera s¹ amorficzne, a ponadto w metodzie tej uzys-
kuje siê niewielki rozrzut wymiarów tych cz¹stek (mniejszy od 5%) [70]. Ogólne
równania reakcji wed³ug, których przebiega proces tworzenia cz¹stek krzemionko-
wych przedstawione s¹ poni¿ej.

¯elowanie jest skomplikowanym procesem, a jego mechanizm nie jest do koñ-
ca poznany. Prawdopodobne reakcje hydrolizy i kondensacji tetraalkoksysilanów
podczas procesu ¿elowania przedstawiono na Rysunku 6 [71].

Rysunek 6. Schemat mo¿liwych reakcji tetraalkoksysilanów [71]
Figure 6. Scheme of possible reactions of alkoxysilanes [71]
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Procedura Stöbera umo¿liwia kontrolê wymiaru, porowatoœci oraz morfologii
wytwarzanych nanocz¹stek [48]. Poprzez zmianê stosunku TEOS do rozpuszczal-
nika (rozcieñczenie), iloœci wody oraz iloœci katalizatora (NH3aq), czyli stê¿enia
reagentów, mo¿na kontrolowaæ wymiary otrzymywanych nanocz¹stek, które
wahaj¹ siê od kilkunastu–kilkudziesiêciu nm do kilku μm. Wymiary struktur otrzyma-
nych oryginalnie przez Stöbera i in. by³y rzêdu 0.05–2 μm [48]. Od tego momentu
prowadzono intensywne badania w tej dziedzinie i otrzymywano struktury o ró¿-
nych wymiarach w wyniku odpowiednich modyfikacji procedury Stöbera. Na przy-
k³ad Chen [72] otrzyma³ cz¹stki o wymiarach rzêdu 73–730 nm u¿ywaj¹c stê¿eñ
TEOS w przedziale 0,068–0,22 M, natomiast Wang i in. [73] otrzymali cz¹stki
o wielkoœci od 20 nm do 880 nm przy stê¿eniach TEOS 0,05– 0,67 M.

Najwiêkszy wp³yw na strukturê nanocz¹stek krzemionkowych ma ich g³ówny
budulec, TEOS. Ogólnie zmniejszenie iloœci dodawanego TEOS do mieszaniny
reakcyjnej prowadzi do zmniejszenia wymiaru nanocz¹stek. Jednym z czynników
wp³ywaj¹cych na jednorodnoœæ nanocz¹stek jest równie¿ jakoœæ TEOS. Odczynnik
ten nale¿y przechowywaæ w obojêtnym œrodowisku, aby unikn¹æ polimeryzacji
cz¹steczek TEOS przed syntez¹, która mo¿e spowodowaæ du¿y rozrzut wymiarów
nanocz¹stek. Struktura wytwarzanych cz¹stek jest równie¿ zale¿na od temperatury
i pH mieszaniny reakcyjnej. Generalnie w ni¿szych temperaturach otrzymuje siê
wiêksze cz¹stki. Bardzo interesuj¹c¹ obserwacj¹ jest to, ¿e kondensacja TEOS
w kwaœnym pH prowadzi do wytworzenia makroskopowych materia³ów zol–¿el,
natomiast w œrodowisku silnie zasadowym reakcja ta zachodzi z wytworzeniem
wysoce jednorodnych kulistych nanocz¹stek krzemionkowych, st¹d stosowanie
NH3aq w metodzie Stöbera [74].

Poni¿ej zostan¹ przedstawione i omówione rezultaty niektórych badañ uwzglêd-
niaj¹cych wp³yw ró¿nych czynników na w³aœciwoœci strukturalne nanocz¹stek krze-
mionkowych w syntezie metod¹ Stöbera. Park i in. [75] opublikowali wyniki badañ,
w których mierzono wp³yw szybkoœci wkraplania mieszaniny TEOS i etanolu,
iloœci TEOS, stê¿enia NH3 oraz temperatury na wielkoœæ nanocz¹stek oraz rozrzut
ich wymiarów. Syntezy prowadzone by³y z wykorzystaniem zestawu, którego sche-
mat przedstawiono na Rysunku 7.

Eksperyment prowadzano w nastêpuj¹cy sposób. Do roztwóru EtOH/woda/NH3
o okreœlonym sk³adzie i temperaturze wkraplano z okreœlon¹ prêdkoœci¹ roztwór
TEOS/EtOH. Reakcja prowadzona by³a w œrodowisku gazu inertnego (azotu).
Wymiary cz¹stek i ich rozrzut a tak¿e ich kszta³t okreœlono na podstawie badañ
za pomoc¹ skaningowego elektronowego mikroskopu (FE-SEM) i transmisyjnego
elektronowego mikroskopu (TEM) oraz przy u¿yciu laserowego analizatora wiel-
koœci cz¹stek. Wyniki badañ Parka i in. zosta³y przedstawione w Tabeli 1 [75].
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Rysunek 7. Schemat zestawu do wytwarzania nanocz¹stek krzemionkowych: 1) ³aŸnia wodna, 2) pompa
mikrodozuj¹ca, 3) mieszad³o, 4) reaktor, 5) butla z azotem, 6) roztwór EtOH/woda/NH3,
7) roztwór EtOH/TEOS (po modyfikacji z pracy [75])

Figure 7. Scheme of teh set-up for the synthesis of silica nanopartciles: 1) water bath, 2) microdosing pump,
3) mixer, 4) reactor, 5) nitrogen tank, 6) ethanol/water/NH3 solution; and 7) ethanol/TEOS solu-
tion (after modfication from [75])

Czynnikiem maj¹cym najwiêkszy wp³yw na formowanie nanocz¹stek SiO2
wed³ug autorów omawianej pracy jest temperatura reakcji, a w dalszej kolejnoœci
stosunek molowy wody do TEOS (R = [H2O]/[TEOS]), stê¿enie wody amoniakalnej
(NH3aq) i wreszcie szybkoœæ dodawania roztworu TEOS w etanolu. Na podstawie
wyników badañ optymalne warunki syntezy s¹ nastêpuj¹ce: R = [H2O]/[TEOS]) =
30–55, stê¿enie roztworu NH3aq  0,2–0,35 mol/l, szybkoœæ wkraplania roztworu
TEOS/EtOH 13–17 cm3/min i temperatura reakcji 55–65°C. Takie warunki reakcji
pozwalaj¹ na otrzymanie nanocz¹stek krzeminkowych o wielkoœci minimalnej
< 30 nm przy rozrzucie wielkoœci mniejszym od 5 nm. Najmniejsze cz¹stki otrzy-
mane w tych warunkach mia³y œrednicê 13 nm.

Tabela 1. Porównanie wyników badañ syntezy nanocz¹stek krzemionkowych wed³ug Parka i in. [75]
Table 1. A comparison of systematic studies on the synthesis of siliceous nanoparticles

according to Park et al. [75]
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Tabela 1. Ci¹g dalszy
Table 1. Continuation

Wp³yw stê¿enia reagentów wyjœciowych na wymiary nanocz¹stek krzemion-
kowych badali Beganskienë i in. [76]. W przeprowadzonych eksperymentach wszyst-
kie reakcje przebiega³y w temperaturze pokojowej i przy sta³ej iloœci TEOS. Czyn-
nikami, które ulega³y zmianom by³y czas reakcji, iloœci wody i NH3, oraz iloœæ
i rodzaj rozpuszczalnika organicznego. Wyniki badañ Beganskienë i in. zosta³y przed-
stawione w Tabeli 2. Na podstawie uzyskanych rezultatów autorzy stwierdzili,
¿e wymiary cz¹stek malej¹ wraz z malej¹c¹ iloœci¹ wody i NH3. Wymiary cz¹stek
wydaj¹ siê byæ zale¿ne od polarnoœci rozpuszczalnika. Najmniejsze cz¹stki otrzy-
mano w metanolu, natomiast najwiêksze w acetonie. Zmniejszenie stê¿enia NH3
w etanolu pozwoli³o na otrzymanie cz¹stek o takich samych wymiarach jakie mia³y
cz¹stki otrzymane w roztworze metanolu.

Tabela 2. Porównanie wyników badañ przeprowadzonych przez Beganskienë i in. [76]
Table 2. A comparison of systematic studies carried out by Beganskiene et al. [76]

Rozpuszczalnik – etanol, 1 metanol, 2 2-propanol, 3 aceton.
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Innym przyk³adem badañ wp³ywu ró¿nych czynników na wymiar nanocz¹stek
krzemionkowych jest otrzymywanie nanocz¹stek o wymiarach 30–1000 nm wed³ug
metody Stöbera przy u¿yciu du¿ych stê¿eñ TEOS. Badania te zosta³y przeprowa-
dzone przez Wanga i in. [77]. Nanocz¹stki krzemionkowe otrzymywane by³y
poprzez hydrolizê i kondensacjê TEOS w alkoholowym roztworze w obecnoœci wody
amoniakalnej. Reakcje prowadzono w izopropanolu przy stê¿eniu [TEOS] =
0,22–1,24 M, ma³ym stê¿eniu [NH3] = 0,81 M i stê¿eniu wody równym [H2O] =
6,25*[TEOS]. W celu zbadania wp³ywu rozpuszczalnika przeprowadzono równie¿
syntezê przy u¿yciu metanolu i etanolu. Procedura polega³a na wymieszaniu dejoni-
zowanej wody, NH3 i izopropanolu (metanolu, etanolu), a nastêpnie wkraplaniu do
tak otrzymanej mieszaniny œciœle okreœlonej objêtoœci TEOS. Czynnoœci te wykony-
wano przy okreœlonych temperaturach roztworu i mieszaniu za pomoc¹ mieszad³a
magnetycznego. Reakcje prowadzono przez oko³o 5 godzin, po czym otrzymane
nanocz¹stki by³y oddzielane od roztworu, przemywane, a nastêpnie suszone.
Wymiary, morfologia i sk³ad próbek badane by³y przy u¿yciu skaningowej elektro-
nowej mikroskopii (FE-SEM), rozpraszania œwiat³a (DSL) i spektroskopii w pod-
czerwieni (FT-IR). Warunki syntezy oraz parametry cz¹stek otrzymanych przez Wanga
i in. [77] zosta³y przedstawione w Tabelach 3 i 4.

Tabela 3. Warunki syntezy i charakterystyka otrzymanych cz¹stek krzemionkowych.
Wyniki uzyskano dla [NH3] = 0,81, [TEOS], [H2O] = 6,25 [TEOS] [77]

Table 3. Synthesis conditions and characteristics of as-prepared silica particles.
Data below were obtained for [NH3] = 0,81, [TEOS], [H2O] = 6,25 [TEOS] [77]
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Tabela 4. Warunki syntezy i charakterystyka otrzymanych cz¹stek krzemionkowych.
Wyniki uzyskano dla 0,75 M TEOS w temperaturze 20°C [77]

Table 4. Synthesis conditions and characteristics of as-prepared silica particles.
Data below were obtained for 0,75 M TEOS at 20°C [77]

Na podstawie otrzymanych wyników Wang i in. [77] wyci¹gnêli wnioski, które
s¹ zgodne z wnioskami zaproponowanymi przez innych badaczy [75, 76, 78]. G³ów-
nymi czynnikami wp³ywaj¹cymi na wymiar, strukturê i morfologiê nanocz¹stek krze-
mionkowych s¹ stê¿enie TEOS, amoniaku i wody, rodzaj rozpuszczalnika organicz-
nego oraz temperatura prowadzenia procesu. Wang i in. [77] badali wp³yw stê¿enia
TEOS w szerokim zakresie od 0,22 do 1,24 M. Jak pokazano na Rysunku 8 wymiary
cz¹stek wzrastaj¹ wraz ze zwiêkszaj¹c¹ siê iloœci¹ TEOS. Ponadto, w przedziale
stê¿eñ 0,67–1,115 M cz¹stki by³y jednorodne, a w przedziale 0,22–0,56 M rozrzut
wymiarów by³ bimodalny. Natomiast dla najwiêkszego stê¿enia (1.24 M) i tempera-
tury 20°C obserwowano koagulacjê cz¹stek krzemionkowych. Stê¿enie amoniaku,
który miêdzy innymi katalizuje reakcjê hydrolizy i kondensacji TEOS, odgrywa
istotn¹ rolê. Jak pokazano na Rysunku 8b stê¿enie amoniaku nie mo¿e byæ ani za
du¿e ani za ma³e. W przypadku zbyt ma³ych stê¿eñ NH3 wyd³u¿a siê czas reakcji lub
nie tworz¹ siê cz¹stki krzemionki, natomiast przy zbyt du¿ych stê¿eniach NH3 mo¿e
nastêpowaæ koagulacja [77]. W procesach zrealizowanych przez Wanga i in. [77]
optymalne stê¿enie amoniaku wynosi³o 0,81 M. Podobn¹ zale¿noœæ jak dla amo-
niaku zaobserwowano dla wody. Dla ma³ych stê¿eñ woda katalizuje reakcjê hydro-
lizy TEOS i wp³ywa na wzrost wielkoœci cz¹stek, natomiast dla wiêkszych stê¿eñ
rozcieñcza oligomery i sprawia, ¿e tworz¹ siê mniejsze cz¹stki (Rys. 8). W przy-
padku organicznych rozpuszczalników pod uwagê nale¿y wzi¹æ zwi¹zki badane
w pracach [75–78], tj. metanol, etanol, 2-propanol i aceton. Etanol jest, powszech-
nie u¿ywany w reakcjach syntezy metod¹ Stöbera. Natomiast jak pokazano w pracy
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[76], metanol powinien byæ u¿ywany w celu otrzymania mniejszych cz¹stek rzêdu
kilkunastu lub kilkudziesiêciu nm. Natomiast, je¿eli zamiast metanolu stosuje siê
etanol w celu otrzymania tak ma³ych cz¹stek, to powinno siê dobraæ odpowiedni
stosunek EtOH i NH3aq. Metanol i etanol nie sprawdzaj¹ siê jednak w przypadku
syntezy cz¹stek rzêdu kilkuset nm, poniewa¿ mog¹ prowadziæ do koagulacji. Roz-
puszczalnikiem, który sprawdzi³ siê doœæ dobrze zarówno dla ma³ych [76], jak i dla
du¿ych cz¹stek jest 2-propanol [77]. Zalet¹ tego rozpuszczalnika w syntezie du¿ych
cz¹stek jest jego ma³a polarnoœæ oraz efekt steryczny, który zapobiega tworzeniu siê
agregatów [77]. Wp³yw temperatury na wielkoœæ tworzonych cz¹stek zosta³ dobrze
pokazany w pracach [75] i [77]. Ogólnie ni¿sze temperatury sprzyjaj¹ tworzeniu siê
wiêkszych cz¹stek, jak równie¿ ograniczaj¹ ich agregacjê.

Podsumowuj¹c, synteza nanocz¹stek krzemionkowych metod¹ Stöbera wymaga
wiedzy o wp³ywie piêciu g³ównych czynników na wielkoœæ cz¹stek, dyspersjê ich
wymiarów i morfologiê w celu uzyskania po¿¹danych struktur. Na Rysunku 9 poka-
zano zdjêcia SEM nanocz¹stek krzemionkowych otrzymanych metod¹ zol–¿el.

Rysunek 8. Wp³yw iloœci (a) TEOS, (b) NH3, i (c) H2O na wymiary cz¹stek krzemionkowych [77]
Figure 8. Influence of the amount of (a) TEOS, (b) ) NH3, and (c) H2O on the size of silica particles [77]
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Rysunek 9. Zdjêcie SEM nanocz¹stek krzemionkowych o wymiarach ok. 600 nm otrzymanych metod¹
zol–¿el

Figure 9. SEM image of silica particles of about 600 nm obtained by sol-gel method

W syntezie nanocz¹stek krzemionkowych mo¿liwym rozwi¹zaniem jest u¿ycie
jednej z metod bêd¹cych modyfikacj¹ metody Stöbera. Poni¿ej krótko omówiono te
metody.

Metoda Stöbera doczeka³a siê wielu modyfikacji maj¹cych na celu polepszenie
kontroli wymiarów, ma³ej dyspersji i jednorodnej morfologii cz¹stek. Przyk³adem
mo¿e byæ zastosowanie surfaktantów do kontroli morfologii tworzonych nanocz¹stek
[78]. Inn¹ modyfikacj¹ syntezy Stöbera, któr¹ mo¿na u¿yæ do syntezy nanocz¹stek
krzemionkowych jest metoda mikroemulsyjna woda-w-oleju [79]. Wiele badañ pro-
wadzono w celu oszacowania wp³ywu warunków syntezy na wymiary i dyspersjê
nanocz¹stek krzemionkowych metod¹ mikroemulsyjn¹ woda-w-oleju. Badania obej-
mowa³y zmianê iloœci u¿ytej wody, wody amoniakalnej, TEOS [80–82] oraz sto-
sunku iloœci wody do iloœci surfaktanta, iloœci surfaktanta do iloœci u¿ytego rozpusz-
czalnika organicznego, itp. [80, 81]. Metoda mikroemulsyjna, sprawdza siê wyj¹t-
kowo dobrze dla cz¹stek o wymiarach 30–60 nm i pozwala otrzymaæ cz¹stki o mniej-
szej dyspersji wymiarów w porównaniu z syntez¹ metod¹ Stöbera. Wad¹ tej metody
jest koniecznoœæ u¿ywania du¿ych iloœci surfaktanta, którego nadmiar musi byæ usu-
niêty podczas oczyszczania otrzymanych nanocz¹stek. Przyk³adem zastosowania
metody mikroemulsyjnej mo¿e byæ otrzymywanie cz¹stek krzemionkowych o wymia-
rach rzêdu kilkudziesiêciu nanometrów zaproponowane przez Pileniego [83].

Otrzymywanie cz¹stek wiêkszych od 1 μm mo¿e byæ realizowane za pomoc¹
metody narastania ziaren, która jest oparta na procesie Stöbera. Metoda ta polega na
umieszczeniu ma³ej iloœci cz¹stek SiO2, otrzymanych w procesie Stöbera, w alko-
holowym roztworze zawieraj¹cym amoniak i wodê. Do tak otrzymanego roztworu
alkoholowego dodaje siê okreœlon¹ iloœæ TEOS, który ulega hydrolizie i krzemionka
wytr¹ca siê na pierwotnych ziarnach krzemionki znajduj¹cych siê w roztworze powo-
duj¹c ich wzrost. Konkurencyjny proces tworzenia siê nowych cz¹stek jest ograni-
czany poprzez odpowiedni dobór parametrów reakcji [73, 84, 85].
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Nanocz¹stki krzemionkowe mog¹ byæ równie¿ otrzymywane poprzez polime-
ryzacjê kwasów krzemowych w wodnych roztworach [67, 86]. Metoda ta ró¿ni siê
od metody Stöbera mechanizmem tworzenia nanocz¹stek. Badania za pomoc¹
j¹drowego rezonansu magnetycznego (NMR) przeprowadzone na komercyjnych
nanocz¹stkach otrzymanych metod¹ polimeryzacji oraz na nanocz¹stkach otrzyma-
nych wed³ug procedury Stöbera w œrodowisku kwaœnym, pokaza³y ró¿nice w ich
budowie. Cz¹stki otrzymane pierwsz¹ z wymienionych metod s¹ zdominowane przez
monomery i czterofunkcyjne zwi¹zki, natomiast cz¹stki otrzymane drug¹ metod¹
s¹ zdominowane przez dwu- i trójfunkcyjne cz¹steczki. Ró¿nice w budowie
widoczne s¹ równie¿ przy porównaniu wyników pomiarów ma³ok¹towego rozpra-
szania promieniowania rentgenowskiego SAXS [87]. Zole otrzymane poprzez poli-
meryzacjê w œrodowisku wodnym przy u¿yciu standardowych metod s¹ ca³kowicie
zhydrolizowane i narasta³y poprzez klasyczne przy³¹czanie pojedynczych merów,
co skutkuje jednorodnymi cz¹stkami polimerów. Natomiast cz¹stki w metodzie Stö-
bera, wzrastaj¹ poprzez agregacjê klastrów i zachowuj¹ wewnêtrzn¹ fraktaln¹ mor-
fologiê. Bardziej dok³adny opis tych dwóch metod zosta³ przedstawiony w pracy
Naomi i Halas [67].

Alternatywna metoda syntezy nanocz¹stek krzemionkowych zosta³a zapropo-
nowana przez Zawrah i in. [88]. W metodzie tej jako materia³y wyjœciowe do syn-
tezy nanocz¹stek krzemionkowych u¿yte zosta³y krzemian sodu oraz kwas solny.
W wyniku reakcji prowadzonej w temperaturze 60°C otrzymano amorficzne nano-
cz¹stki krzemionki o œrednicy ok. 25 nm i regularnym sferycznym kszta³cie.

3. MODYFIKACJA POWIERZCHNI NANOCZ¥STEK
KRZEMIONKOWYCH

Powierzchnia niemodyfikowanych nanocz¹stek krzemionkowych, których syn-
tezê omawiano wczeœniej, pokryta jest g³ównie grupami silanolowymi (–Si–OH),
które sprawiaj¹, ¿e jest ona ujemnie na³adowana. W zwi¹zku z tym przy³¹czanie do
niej ujemnie na³adowanych nanocz¹steczek z³ota jest raczej ograniczone. Sposo-
bem na rozwi¹zanie tego problemu jest modyfikacja powierzchni krzemionki, która
prowadzi do zmiany ³adunku powierzchni i w konsekwencji pozwoli na przy³¹cza-
nie nanocz¹stek z³ota.

Grupy OH na powierzchni krzemionki umo¿liwiaj¹, kowalencyjne przy³¹cza-
nie ró¿nego rodzaju trialkoksyorganosilanów funkcjonalizowanych grupami funk-
cyjnymi takimi jak aminowa (–NH2) czy merkaptylowa (–SH) (Rys. 10). Dziêki
takiej mo¿liwoœci wi¹zania ró¿nego rodzaju grup funkcyjnych mo¿liwe jest rów-
nie¿ przy³¹czanie wielu ró¿nych nanocz¹stek materia³ów, w³¹cznie z nanocz¹stkami
metali, pó³przewodników lub zwi¹zków biologicznie czynne. Modyfikatorami mog¹
byæ nie tylko organosilany, ale równie¿ pojedyncze atomy lub polimery (Tab. 5).
W tym miejscu nale¿y równie¿ podkreœliæ, ¿e istniej¹ metody, które pomimo ujem-
nie na³adowanej powierzchni krzemionki, pozwalaj¹ na przy³¹czanie do niej nano-
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cz¹stek metali. Jednak problemem w tym przypadku jest nierównomierne nanosze-
nie nanocz¹stek metali na powierzchniê krzemionkow¹. W przypadku modyfikowa-
nej powierzchniowo krzemionki uzyskuje siê zazwyczaj bardzo równomiernie
naniesienie na tê powierzchniê nieskoagulowanych cz¹stek metalu. Przy³¹czanie
modyfikatorów mo¿e byæ kontrolowane miêdzy innymi za pomoc¹ spektroskopii
w podczerwieni z transformacj¹ Fouriera (FT-IR).

W dalszej czêœci tej pracy omówiono wyniki badañ modyfikacji powierzchni
SiO2, wymieniono najczêœciej stosowane modyfikatory (Tab. 5), a tak¿e wp³yw
modyfikacji na dalszy proces tworzenia nanostruktur metaliczno-krzemionkowych
poprzez osadzanie warstwy metalicznej.

Rysunek 10. Wybrane sposoby modyfikacji powierzchni krzemionkowej
Figure 10. Selected methods for surface modification of silica

Tabela 5. Substancje wykorzystywane do modyfikacji powierzchni krzemionkowej
Table 5. Compounds used for surface modification of silica
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Tabela 5. Ci¹g dalszy
Table 5. Continuation

W 1998 roku Halas i in. [89, 90] opracowali metodê otrzymywania nanomate-
ria³ów typu core-shell poprzez modyfikacjê powierzchni nanocz¹stek krzemionko-
wych za pomoc¹ funkcjonalizowanych organosilanów, przy³¹czanie do grup funk-
cyjnych nanocz¹stek z³ota, a nastêpnie redukcjê na tych cz¹stkach wiêkszej iloœci
z³ota w celu otrzymania ci¹g³ych pow³ok. Pierwszym zbadanym modyfikatorem by³
organosilan 3-aminopropylotrimetoksysilan (APTMS), za pomoc¹ którego wpro-
wadzano grupy aminowe na powierzchniê krzemionki. Nanocz¹stki z³ota przy³¹-
cza³y siê do grup aminowych pokrywaj¹c oko³o 30% powierzchni krzemionki. Dal-
sza redukcja soli z³ota na takich cz¹stkach prowadzi³a do stopniowego pokrywania
ca³ej powierzchni krzemionki warstw¹ z³ota (Rys. 11).

Rysunek 11. Zdjêcia SEM cz¹stek krzemionki pokrywanej stopniowo z³otem poprzez redukcjê HAuCl4
(wyniki naszych prac)

Figure 11. SEM image of silica particles gradually covvered by reduction of HAuCl4 (the authors’ reserach)

W tym samym roku Halas i in. [90] opublikowali raport z badañ wp³ywu ró¿nych
organosilanów (APTMS, AEAPTMS, MPTMS, DPPETES i PTMS, Tab. 5) modyfi-
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kuj¹cych powierzchniê SiO2 i warunków osadzania nanocz¹stek Au, na stopieñ
i morfologiê pokrycia powierzchni SiO2 tymi cz¹stkami [90]. Wyniki badañ poka-
za³y, ¿e dyspergowanie nanocz¹stek z³ota w roztworze wodno-alkoholowym prowa-
dzi³o do tworzenia agregatów o jednorodnych wymiarach i regularnych kszta³tach,
osadzaj¹cych siê na modyfikowanej powierzchni SiO2.

Pokrycie powierzchni krzemionkowej nanocz¹stkami lub klastrami z³ota silnie
zale¿y od rodzaju grup funkcyjnych przy³¹czonych do powierzchni krzemionkowej.
Obydwie hydrofilowe grupy funkcyjne, –NH2 i –SH, mocno wi¹za³y cz¹stki z³ota,
jednak wiêksze pokrycie powierzchni nanocz¹stkami Au obserwowano dla grup
–NH2. W przypadku dwóch modyfikuj¹cych, hydrofobowych grup funkcyjnych,
–CH3 i –PPh2, dla wiêkszoœci nanocz¹stek krzemionkowych, nie obserwowano pokry-
wania ich powierzchni nanocz¹stkami z³ota.

Odkrycie Halas i in. sprawi³o, ¿e funkcjonalizacja powierzchni krzemionki ró¿-
nego rodzaju modyfikatorami jest obecnie powszechnie stosowana i ci¹gle rozwi-
jana z zamiarem praktycznego stosowania tych nowych nanomateria³ów typu
core-shell. Na przyk³ad powierzchniowo i strukturalnie funkcjonalizowane nano-
cz¹stki krzemionkowe mog¹ byæ u¿ywane jako markery w bioanalizie [91] (Rys.
12).

Rysunek 12. Schemat przy³¹czania biomoleku³ do modyfikowanych nanocz¹stek SiO2 w celach bioanalitycz-
nych (po modyfikacji z pracy [91])

Figure 12. Schematic illustration of the attachment of biomolecules to the surface modified silica nanopar-
ticles for bioapplications (after modification from [91])
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Funkcjonalizacja powierzchni krzemionkowej za pomoc¹ ró¿nego rodzaju
modyfikatorów mo¿e zachodziæ jedno- lub dwuetapowo. W jednoetapowym proce-
sie nastêpuje jednoczesna hydroliza i kondensacja organosilanu oraz TEOS lub
tylko organosilanu. W dwuetapowym procesie kondensacja organosilanów nastê-
puje na uprzednio zsyntetyzowanych nanocz¹stkach krzemionki. Poni¿ej omówiono
sposoby modyfikacji powierzchni krzemionkowej za pomoc¹ najczêœciej stosowa-
nych modyfikatorów.

Modyfikacja nanocz¹stek krzemionkowych (spoœród innych nanocz¹stek) jest
chyba najbardziej rozpowszechniona i najczêœciej stosowana [92–105]. Wprowa-
dzenie grup aminowych, jak ju¿ wspomniano, mo¿e zachodziæ jednoetapowo, kiedy
przeprowadza siê jednoczesn¹ hydrolizê aminoorganosilanu oraz TEOS. Natomiast,
typowa dwuetapowa procedura funkcjonalizacji nanocz¹stek krzemionkowych ami-
noalkilotrialkoksysilanem obejmuje zdyspergowanie, wczeœniej otrzymanych, nano-
cz¹stek SiO2 w alkoholu, a nastêpnie dodanie organosilanu z grup¹ aminow¹. Dalej
nale¿y kilka godzin ogrzewaæ (przy ci¹g³ym mieszaniu), kilkakrotnie przemywaæ
etanolem w celu usuniêcia nieprzy³¹czonych cz¹steczek aminoorganosilanu
i innych zanieczyszczeñ oraz odwirowywaæ koñcowy produkt. Modyfikacja gru-
pami aminowymi jest procesem wysoce wydajnym i zapewniaj¹cym równomierne
pokrycie powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych grupami funkcyjnymi. Nano-
cz¹stki krzemionki z grupami aminowymi mog¹ byæ nastêpnie u¿yte do otrzymania
cz¹stek krzemionki z grupami karboksylowymi [106]. Typowa procedura obejmuje
dyspersjê cz¹stek SiO2–NH2 w dimetyloformamidzie (DMF), a nastêpnie dodawa-
nie do tak otrzymywanej mieszaniny roztworu bezwodnika kwasu cynamonowego
w DMF. Oczyszczanie w ten sposób otrzymanych modyfikowanych cz¹stek krze-
mionkowych odbywa siê poprzez kilkukrotne ich przemywanie DMF i odwirowy-
wanie.

W identyczny sposób jak w przypadku aminoorganosilanów, czyli w procesie
jednoetapowym lub dwuetapowym, mo¿na otrzymywaæ nanocz¹stki krzemionkowe
z grupami merkaptylowymi [107]. Przyk³adem jednoetapowej syntezy jest otrzymy-
wanie nanostruktur krzemionkowych z grupami SH przy u¿yciu MPTMS, MPES
i MPDMS (Tab. 5) [108]. Ponadto, nanocz¹stki SiO2–SH mog¹ byæ przekszta³cane
w grupy SO3H poprzez ich utlenianie za pomoc¹ H2O2 w œrodowisku kwaœnym [109].

Innym rodzajem modyfikatora s¹ sole cyny, które w wyniku reakcji z SiO2 tworz¹
struktury takie jakie pokazano na Rysunku 10. W typowej procedurze nanocz¹stki
krzemionki dodawane s¹ do kwaœnego roztworu SnCl2, a po zakoñczeniu syntezy
nanocz¹stki krzemionkowe modyfikowane Sn s¹ przemywane w celu usuniêcia
zanieczyszczeñ i odwirowywane [110, 111].

Funkcjonalizacja nanostruktur krzemionkowych mo¿e byæ równie¿ realizowana
za pomoc¹ modyfikatorów polimerowych PEI i PDADMAC (Tab. 5) [112, 113].
W obu przypadkach, wed³ug autorów prac [112, 113], modyfikatory wykazuj¹
lepsze cechy ni¿ APTMS. Nanocz¹stki krzemionkowe modyfikowane za pomoc¹
PEI przy³¹czaj¹ nanocz¹stki z³ota o wymiarach od 13 do 32 nm, podczas gdy cz¹stki
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sfunkcjonalizowane przy u¿yciu APTMS nie. Natomiast, nanocz¹stki SiO2 modyfi-
kowane za pomoc¹ PDADMAC wykazuj¹ wiêksze i bardziej jednorodne pokrycie,
w porównaniu z APTMS, zarówno podczas tworzenie zarodków jak i tworzenia
nanowarstwy.

PODSUMOWANIE

W tej czêœci pracy omówiono wyniki badañ zwi¹zanych z otrzymywaniem jed-
norodnych, pod wzglêdem wymiarów i morfologii, nanocz¹stek krzemionkowych.
Nanocz¹stki te otrzymuje siê miêdzy innymi w celu wykorzystania ich jako rdzenie
nanostruktur krzemionkowo-metalicznych. Staranne przestrzeganie warunków syn-
tezy, w tym temperatury, stê¿enia i szybkoœci dozowania reagentów, a tak¿e czasu
reakcji hydrolizy najczêœciej tetraetoksysilanu (TEOS) i polimeryzacji tetraedrów
krzemo-tlenowych oraz iloœci stosowanego katalizatora (najczêœciej amoniaku)
pozwala otrzymywaæ nanocz¹stki krzemionkowe o oczekiwanych wymiarach
i ma³ej dyspersji rozk³adu.

Omówiono równie¿ metody modyfikacji nanocz¹stek krzemionkowych z punktu
widzenia ich dalszej modyfikacji do preparatyki nanostruktur krzemionkowo-meta-
licznych typu core-shell. Najlepsze w³aœciwoœci w tym wzglêdzie maj¹ hydrofilowe
grupy funkcyjne takie jak aminowa i merkaptylowa przy³¹czane do powierzchni
krzemionkowej w miejsce grup silanolowych. Natomiast zdecydowanie nie popra-
wiaj¹ w tym wzglêdzie w³aœciwoœci powierzchni krzemionkowej grupy o charakte-
rze hydrofobowym takie jak np. metylowa czy difenylowa. W³aœciwe przygotowa-
nie chemicznej budowy powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych jest warunkiem
koniecznym do odpowiedniego pokrycia tych cz¹stek warstw¹ metalu w celu otrzy-
mania struktur krzemionkowo-metalicznych o oczekiwanych w³aœciwoœciach.
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Dr in¿. Bart³omiej Jankiewicz urodzi³ siê w 1980 r.
w Reszlu. Studiowa³ chemiê w Wojskowej Akademii
Technicznej w Warszawie. Stopieñ doktora uzyska³
w 2008 r. na Uniwersytecie Purdue w West Lafayette,
USA. Aktualnie jest zatrudniony na stanowisku in¿yniera
w Instytucie Optoelektroniki Wojskowej Akademii Tech-
nicznej w Warszawie. Jego praca badawcza dotyczy³a
dotychczas dwóch dziedzin. Podczas studiów magisters-
kich oraz w pierwszym roku po ukoñczeniu studiów dok-
toranckich, w grupie Prof. R. D¹browskiego zajmowa³
siê on syntez¹ i badaniem w³aœciwoœci zwiazków ciek³o-

krystalicznych. Natomiast, podczas studiów doktoranckich w grupie Prof. Kenttämaa
na Purdue University zajmowa³ siê badaniem reaktywnoœci organicznych rodników
w fazie gazowej przy u¿yciu spektrometrii mas FT-ICR. Najwa¿niejszym jego
osi¹gniêciem jest pierwsza na œwiecie charakteryzacja reaktywnoœci organicznych
s,s,s-trójrodników. Jego praca naukowa zosta³a doceniona przez Fundacjê na Rzecz
Nauki Polskiej, która przyzna³a mu w roku 2010 stypendium START. W chwili
obecnej jego zainteresowania dotycz¹ nanostruktur plazmonowych do zastosowañ
w detekcji zwi¹zków chemicznych i materia³ów biologicznych.

Prof. dr hab. in¿. Jerzy Choma urodzi³ siê w 1952 r.
w Lublinie. Studiowa³ chemiê w Wojskowej Akademii
Technicznej w Warszawie. Stopieñ doktora i doktora habi-
litowanego uzyska³ odpowiednio w 1981 i 1985 r., a tytu³
profesora w 1993 r. Aktualnie jest zatrudniony na stano-
wisku profesora zwyczajnego w Instutucie Chemii Wojs-
kowej Akademii Technicznej w Warszawie oraz w Insty-
tucie Chemii Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodni-
czego Jana Kochanowskiego w Kielcach. Jego g³ówne
zainteresowania naukowe dotycz¹: teoretycznego opisu
adsorpcji pojedynczych gazów na mikro i mezoporowa-

tych adsorbentach, eksperymentalnego charakteryzowania równowag adsorpcyjnych
na granicy faz cia³o sta³e–gaz i cia³o sta³e–ciecz, otrzymywania i modyfikacji impreg-
nowanych wêgli aktywnych, otrzymywania i adsorpcyjnej charakterystyki w³aœci-
woœci strukturalnych i powierzchniowych nanoporowatych uporz¹dkowanych adsor-
bentów krzemionkowych (MCM-41, MCM-48, SBA-15), otrzymywania i charak-
terystyki w³aœciwoœci adsorpcyjnych uporz¹dkowanych mezoporowatych materia-
³ów wêglowych z wykorzystaniem „twardych” i „miêkkich” matryc. Ostatnio jego
grupa badawcza zajmuje siê otrzymywaniem i charakterystyk¹ fizykochemicznych
w³aœciwoœci nanostruktur krzemionkowo metalicznych.
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Jest autorem i wspó³autorem ponad 300 artyku³ów naukowych i ponad 100 komu-
nikatów i referatów na konferencjach oraz wspó³autorem dwóch monografii i kilku
obszernych artyku³ów monograficznych. Od 1986 r. œciœle wspó³pracuje naukowo
z prof. Mieczys³awem Jaroñcem z Kent State University, Kent, Ohio, USA.

Mgr in¿. Dominik Jamio³a urodzi³ siê w 1985 r. Studio-
wa³ materia³y niebezpieczne i ratownictwo chemiczne na
Wydziale Nowych Technologii i Chemii Wojskowej Aka-
demii Technicznej w Warszawie. W pracy dyplomowej
zajmowa³ siê problematyk¹ otrzymywania i zastosowa-
nia spieków ciê¿kich wytwarzanych za pomoc¹ syntezy
spaleniowej. Studia ukoñczy³ z ocen¹ bardzo dobr¹
w 2009 r.

W 2009 r. rozpocz¹³ studia doktoranckie w Wojsko-
wej Akademii Technicznej w Warszawie pod opiek¹ nau-
kow¹ prof. dr hab. in¿. J. Chomy. Zajmuje siê problema-

tyk¹ syntezy i badania w³aœciwoœci struktur krzemionkowo-metalicznych. Jest wspó³-
autorem dwóch artyku³ów naukowych.

Prof. dr hab. Mieczys³aw Jaroniec urodzi³ siê w 1949 r.
Studiowa³ chemiê na Uniwersytecie M. Curie-Sk³odow-
skiej w Lublinie. Stopieñ doktora i doktora habilitowa-
nego uzyska³ odpowiednio w 1976 i 1979 r., a tytu³ pro-
fesora nadzwyczajnego i zwyczajnego w 1985 i 1989 r.
Od 1972 do 1991 pracowa³ na UMCS zaczynaj¹c od asys-
tenta a koñcz¹c na stanowisku profesora zwyczajnego.
Od 1991 r. jest profesorem w Zak³adzie Chemii, Kent
State University, Kent, Ohio, USA. Wci¹¿ utrzymuje blis-
kie kontakty naukowe z wieloma oœrodkami w kraju,
o czym mo¿e œwiadczyæ nadanie mu doktoratów honoris

causa Uniwersytetu M. Kopernika (2009) oraz Wojskowej Akademii Technicznej
(2010).  Jego g³ówne zainteresowania naukowe dotycz¹ adsorpcji  i chromatografii
na granicy faz gaz/cia³o sta³e i ciecz/cia³o sta³e, jak równie¿ chemii materia³ów nano-
porowatych ze szczególnym uwzglêdnieniem mikro- i mezoporowatych adsorben-
tów wêglowych i ¿eli krzemionkowych. Obecnie jego grupa koncentruje siê na syn-
tezie (w obecnoœci surfaktantów i kopolimerów blokowych) oraz badaniu w³aœciwoœci
uporz¹dkowanych materia³ów mezoporowatych takich jak krzemionki, organokrze-
mionki, wêgle, tlenki nieorganiczne o strukturach heksagonalnych (MCM-41, SBA-
15) i szeœciennych (MCM-48, SBA-16, FDU-1). Jego obecne zainteresowania kon-
centruj¹ siê tak¿e na zastosowaniu materia³ów o uporz¹dkowanej strukturze porowatej
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w adsorpcji, katalizie, chromatografii, ochronie œrodowiska i innych dziedzinach
w odniesieniu do energii i nanotechnologii.

Jest autorem i wspó³autorem kilkaset artyku³ów naukowych, wspó³autorem jed-
nej monografii, wspó³edytorem 4 ksi¹¿ek nt. nanoporowatych materia³ów i wspó³-
autorem wielu obszernych artyku³ów monograficznych. Jego prace naukowe s¹ czêsto
cytowane przez innych badaczy, o czym œwiadczy wysoka wartoœæ indeksu Hirscha,
h = 59, oraz w³¹czenie go przez ISI do grona „highly cited” badaczy w dziedzinie
chemii materia³ów (http://isihighlycited.com/). Ponadto prof. Jaroniec jest lub by³
cz³onkiem komitetów redakcyjnych w takich czasopismach jak Adsorption, Adsorp-
tion Science & Technology, Chemistry Materials, Heterogeneous Chemistry Reviews,
Journal of Liquid Chromatography, Journal of Colloid and Interface Science, Thin
Solid Films, Journal of Porous Materials oraz Encyclopedia of Nanoscience and
Nanotechnology.
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ABSTRACT

In the past decade the silica-metal nanostructures consisting of siliceous cores and metallic nanoshells
have been intensively studied. The second part of this review article presents recent advances in the
synthesis, characterization and application of silica-gold core-shell nanostructures. A special emphasis
is given to the nanostructures composed of the silica core and gold or silver nanoshell.

Nowadays gold is often used metal for the formation of nanoshells. The reason for this interest is
a great application potential of SiO2-Au nanostructures in catalysis, chemical and biological detection of
various substances, optoelectronics, photonic crystals, plasmonics, and in analytical techniques utilizing
surface enhanced Raman spectroscopy. Silver nanoshells formed on siliceous cores show similar proper-
ties as those of gold nanoshells. Silica-gold nanostructures can be prepared using various methods,
for instance, by growing up gold nanoshells on the siliceous cores with deposited gold nanoparticles,
by precipitating gold nanoparticles with their simultaneous deposition on modified silica cores, by reduc-
ing gold ions on Sn-modified silica particles, or by forming gold nanoshells under ultrasonic conditions.

This article presents several methods for the formation of silica-metal nanostructures. A special emphasis
is given to the method of growing up gold nanoshell on the modified silica core with deposited gold
nanoparticles. This method assures a good control of the nanoshell thickness as well as its surface proper-
ties. In this method the organically modified silica particles are initially covered with gold nanoparticles,
which facilitate a further growth of gold nanoshell by reduction of tetrachloroauric acid with agents such
as formaldehyde. In the case of aminopropyl-modified silica particles, about 25–30% coverage of
the silica surface with gold nanoparticles can be achieved. The effect of other than aminopropyl organic
groups on the coverage of the silica surface with gold nanoparticles was studied showing that amino and
mercaptopropyl groups assure about 30% surface coverage with gold, while this coverage is very small
when methyl and diphenylphospine groups are on the silica surface.

The aforementioned reduction of gold ions and growth of gold nanoparticles depend on the uniformity
of the initial coverage of the silica surface with gold nanoparticles, the concentration of reduced gold ions
as well as the nature and the concentration of reducing agent. The most often used reducing agents are
formaldehyde and sodium borohydride, although hydroxylamine hydrochloride, carbon monoxide, hydro-
gen peroxide and trisodium citrate are also used. Silver is the next popular metal after gold used for
the formation of nanoshells. The other metal used are platinum, palladium, nickel and copper.

The final sections of this review are devoted to a brief presentation of various techniques used for
characterization of core-shell nanostructures as well as to their applications. The most often used methods
include scanning (SEM) and transmission (TEM) electron microscopy, wavelength (WDS) and energy
(EDS, EDX) dispersion spectroscopy, photoacoustic spectoscopy (PAS), dynamic light scattering (DLS),
surface plasmon resonance (SPR), powder X-ray diffraction (XRD), IR and UV-Vis spectroscopy, Raman
spectroscopy, differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimery (TG) and adsorption (ADS).

As regards applications of silica-metal core-shell nanostructures, the prospects are enormous ranging
from catalysis, optoelectronics, to drug delivery, and other medical applications.

Keywords: silica-metal nanostructures (core-shell), synthesis, properties, characterization, application
S³owa kluczowe: nanostruktury krzemionkowo-metaliczne, synteza, w³aœciwoœci,  charakterystyka, za-
stosowanie
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WSTÊP

Otrzymywanie nanostruktur krzemionkowo-metalicznych typu rdzeñ–warstwa
(rdzeñ–pow³oka) (core-shell) mo¿e byæ realizowane przy wykorzystaniu wielu metod
takich jak: osadzanie, polimeryzacja, poprzez mikroemulsje, odwrócone micele,
kondensacjê zol–¿el, technikê adsorpcji warstwa-po-warstwie [1], bezpr¹dowe plate-
rowanie [2], osadzanie chemiczne [3], osadzanie indukowane ziarnami [4], osadza-
nie przy u¿yciu ultradŸwiêków [5] oraz innych sposobów. O niektórych z nich wspo-
minano w poprzedniej pracy (czêœæ I). Wytwarzanie nanostruktur jest procesem wielo-
etapowym i wymaga dok³adnej kontroli przebiegu ka¿dego etapu syntezy w celu
otrzymania struktur o po¿¹danych w³aœciwoœciach. Kontrola poszczególnych eta-
pów syntezy pozwala na otrzymywanie nanostruktur o ma³ej dyspersji œrednic, po¿¹-
danym stopniu pokrycia rdzenia nanocz¹stki metaliczn¹ warstw¹, unikniêcie samo-
dzielnego wytr¹cania siê nanocz¹stek materia³u warstwy oraz niedopuszczenie do
koagulacji nanocz¹stek. Pomimo opracowania wielu metod wytwarzania warstw na
powierzchni dielektrycznego rdzenia, kontrola ich gruboœci i jednorodnoœci wci¹¿
jest trudnym zadaniem. Dlatego interesuj¹cym mo¿e wydawaæ siê przegl¹d metod
s³u¿¹cych otrzymywaniu nanostruktur krzemionkowo-metalicznych o œciœle okreœlo-
nych w³aœciwoœciach z punktu widzenia konkretnego zastosowania. Celem wiêc tej
czêœci pracy bêdzie omówienie metod otrzymywania, charakteryzacji w³aœciwoœci
i zastosowania nanostruktur krzemionkowo-metalicznych.

1. OTRZYMYWANIE METALICZNYCH POW£OK NANOSTRUKTUR
KRZEMIONKOWO-METALICZNYCH

Otrzymywanie pow³ok metalicznych nanostruktur, jak wspomniano we wstê-
pie czêœci I tej pracy, mo¿e byæ realizowane na wiele sposobów. Proces ten bêdzie
jednoetapowy, gdy do syntezy u¿yje siê komercyjnie dostêpnych nanocz¹stek krze-
mionki oraz jednej z metod bezpoœredniego osadzania metalu na SiO2. W ka¿dym
przypadku wybór odpowiedniej metody, a tak¿e materia³u pow³oki bêdzie uzale¿-
niony od po¿¹danych w³aœciwoœci otrzymywanych nanocz¹stek. Wybór syntezy jest
równie¿ zale¿ny od rodzaju metalu, który chcemy osadziæ na krzemionce. Niezale¿-
nie od wybranej metody, formowanie metalicznej nanowarstwy jest koñcowym eta-
pem procesu syntezy krzemionkowo-metalicznych nanostruktur. Poni¿ej opisane
zosta³y metody wytwarzania metalicznych pow³ok z³ota, srebra, palladu, platyny,
niklu i miedzi na krzemionce.

Z³oto jest obecnie najczêœciej stosowanym metalem do wytwarzania nanostruk-
tur. Wynika to przede wszystkim z du¿ych mo¿liwoœci zastosowania nanocz¹stek
SiO2-Au miêdzy innymi w katalizie, chemicznej i biologicznej detekcji ró¿nych sub-
stancji, w optoelektronice, w fotonicznych kryszta³ach, plazmonice i w urz¹dze-
niach analitycznych wykorzystuj¹cych powierzchniowo wzmocnione rozproszenie
ramanowskie [6–10]. Podobne w³aœciwoœci do z³otych nanowarstw wykazuj¹ nano-
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warstwy Ag naniesione na nanocz¹stki SiO2. Nanocz¹stki krzemionkowo-z³ote mog¹
byæ otrzymywane miêdzy innymi przy u¿yciu metody narastania warstw na kolo-
idalnych nanocz¹stkach z³ota osadzonych na krzemionce  [11–25],  metody wytr¹-
cania-osadzania [24], poprzez redukcjê jonów z³ota na powierzchni SiO2 modyfiko-
wanej cyn¹ [2] oraz poprzez osadzanie z³ota stymulowane ultradŸwiêkami [26].

Najczêœciej stosowan¹ technik¹, która umo¿liwia dobr¹ kontrolê zarówno gru-
boœci pow³oki metalicznej, jak równie¿ w³aœciwoœci powierzchniowych jest pierw-
sza z wy¿ej wymienionych, tj. metoda narastania warstw. W metodzie tej na mody-
fikowane (najczêœciej grupami aminowymi) nanocz¹stki krzemionkowe nanoszone
s¹ wczeœniej przygotowane nanocz¹stki koloidalnego z³ota, które oddzia³uj¹ silnie
z grupami przy³¹czonymi do powierzchni krzemionkowej. W przypadku stosowa-
nia 3-aminopropylotrimetoksysilanu (APTMS), jako zwi¹zku modyfikuj¹cego
powierzchniê nanocz¹stek krzemionkowych, pokrycie powierzchni koloidalnym z³o-
tem wynosi od 25 do 30%. Stopieñ pokrycia powierzchni jest najprawdopodobniej
ograniczony poprzez odpychaj¹ce miêdzycz¹steczkowe oddzia³ywania kulombow-
skie [27]. Stopieñ pokrycia powierzchni krzemionki nanocz¹stkami z³ota jest zale¿y
od tego, jaki zwi¹zek by³ u¿yty do modyfikacji powierzchni SiO2. Dla APTMS
pokrycie waha siê od 25 do 30%, podczas gdy u¿ycie chlorku poli-diallilo-dimety-
loamoniowego (PDADMAC) pozwala na zwiêkszenie pokrycia powierzchni nano-
cz¹stkami z³ota do 40% [28]. Xue i in. [29] porównali zdolnoœæ przy³¹czania kolo-
idalnego z³ota przez APTMS i polietylenoiminê (PEI). Polietylenoimina bêd¹ca
zwi¹zkiem bogatszym w grupy aminowe pozwala na otrzymanie wiêkszego i bar-
dziej jednorodnego pokrycia powierzchni ni¿ APTMS. Ponadto, nanocz¹stki krze-
mionki modyfikowane za pomoc¹ PEI wi¹¿¹ nanocz¹stki z³ota (13–32 nm), pod-
czas gdy modyfikowane przy u¿yciu APTMS ju¿ nie. Westcott i in. [30] badali wp³yw
grup innych ni¿ aminowa na pokrycie powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych.
Podczas gdy grupy funkcyjne: aminowa –NH2 i merkaptylowa –SH, pozwalaj¹ na
pokrycie oko³o 1/3 powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych to minimalne pokry-
cie obserwuje siê dla hydrofobowych grup funkcyjnych takich jak: metylowa –CH3
i difenylofosfinowa (–PPh2) (Rys. 1) [30] .

Rysunek 1. Zdjêcia TEM nanocz¹stek SiO2 po procesie nanoszenia cz¹stek z³ota. Nanocz¹stki SiO2 by³y
modyfikowane za pomoc¹ (a) AEAPTMS (-NH2), (b) MPTMS (-SH), (c) DPPETES (-PPh2) oraz
(d) model nanostruktury krzemionkowo-z³otej (po modyfikacji z pracy [30])

Figure 1. TEM images of silica nanoparticles after deposition of Au nanopartciles. Silica particles were
modified by using (a) AEAPTMS (-NH2), (b) MPTMS (-SH), (c) DPPETES (-PPh2) and (d) model
of silica-gold nanostructure (after modification from [30])
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W przypadku gdy istnieje powód, aby zmniejszyæ stopieñ pokrycia powierz-
chni krzemionki nanocz¹stkami z³ota, nale¿y przy modyfikacji powierzchni u¿yæ
mieszaniny organosilanów, z których co najmniej jeden bêdzie posiada³ grupê silnie
oddzia³uj¹c¹ z nanocz¹stkami metalu i co najmniej jeden bêdzie posiada³ grupê
hydrofobow¹ s³abo oddzia³uj¹c¹ z tym metalem. Przyk³adem takiego celowego dzia-
³ania s¹ wyniki badañ opublikowanych przez Westcott i in. [31], w których do mody-
fikacji zosta³a u¿yta mieszanina 2% wag. 3-aminopropylotrimetoksysilanu (APTMS)
i 98% wag. n-propylo-trimetoksysilanu (PTMS).

Wp³yw na pokrycie powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych koloidalnym
z³otem mo¿e mieæ równie¿ czas starzenia koloidalnego z³ota. Park i in. [32] stwier-
dzili, ¿e koloidalne z³oto, które ulega³o procesowi starzenia w ci¹gu jednego tygod-
nia pozwala³o uzyskaæ jednorodne pokrycie krzemionki z³otem. Podczas gdy jedno-
dniowe koloidy z³ota dawa³y nanostruktury SiO2-Au o nierównomiernym pokryciu
powierzchni. W tym miejscu nale¿y wspomnieæ, ¿e proces starzenia pozwala na
uzyskanie jednorodnych wymiarów nanocz¹stek z³ota i w wiêkszoœci opublikowa-
nych wyników badañ jest d³u¿szy od tygodnia [15–25]. Wymiary koloidalnych nano-
cz¹stek z³ota najczêœciej zawarte s¹ w przedziale od 1 do 3 nm. Jednak jak pokazano
w pracy [29] przy pewnych pokryciach korzystne jest równie¿ u¿ycie wiêkszych
nanocz¹stek z³ota.

Ostatnim etapem po osadzeniu cz¹stek z³ota na powierzchni krzemionki jest
wytworzenie nanopow³oki z³ota. Proces wytwarzania pow³oki Au polega na reduk-
cji jonów z³ota AuCl4

– na cz¹stkach z³ota, co prowadzi pocz¹tkowo do wzrostu ich
wymiarów a nastêpnie do ich ³¹czenia siê na powierzchni nanocz¹stki krzemionki.
Produktem koñcowym redukcji jest powstaj¹ca ci¹g³a, metaliczna warstwa na
powierzchni dielektrycznego rdzenia. Wytworzenie warstwy przebiega zazwyczaj
w ci¹gu kilku sekund z wydajnoœci¹ wiêksz¹ ni¿ 95% [31]. Przebieg procesu reduk-
cji i jego koñcowy efekt zale¿ny jest od stopnia i jednorodnoœci pokrycia cz¹stek
krzemionki nanocz¹stkami z³ota, jak równie¿ od stê¿enia redukowanych zwi¹zków
z³ota, a tak¿e od rodzaju i stê¿enia czynnika redukuj¹cego [32]. Odpowiednio gêste
upakowanie cz¹stek z³ota na SiO2 pozwala uzyskaæ ci¹g³¹ i stosunkowo cienk¹ war-
stwê. Stê¿enie redukowanych zwi¹zków z³ota wp³ywa na gruboœæ warstwy. Nato-
miast w³aœciwie dobrany czynnik redukuj¹cy pozwala na otrzymanie pow³oki odpo-
wiedniej jakoœci przy ró¿nej jej gruboœci.

Najczêœciej stosowanym reduktorami s¹ formaldehyd [11–22, 33] i borowodo-
rek sodu [23, 24, 34], chocia¿ redukcjê prowadzono równie¿ przy u¿yciu chlorowo-
dorku hydroksyloaminy [9], tlenku wêgla [35], nadtlenku wodoru [25] oraz cytry-
nianu trisodu [34]. Nanostruktury powsta³e w wyniku u¿ycia ró¿nych reduktorów
nie s¹ jednakowe. Pokazano to na przyk³adzie formaldehydu, borowodorku sodu
i chlorowodorku hydroksyloaminy [36]. Najczêœciej stosowany reduktor – formal-
dehyd pomimo, ¿e ma dobre w³aœciwoœci redukuj¹ce, wymaga d³ugich czasów reakcji
i powoduje str¹canie du¿ej iloœci koloidalnego z³ota w roztworze. Badania ekspery-
mentalne pokaza³y, ¿e u¿ycie HCHO dla cz¹stek krzemionki wiêkszych od 250 nm
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umo¿liwia utworzenie pow³ok w szerokim przedziale gruboœci, jednak dla cz¹stek
wiêkszych od 400 nm minimalna gruboœæ wynosi ok. 25 nm [36]. Borowodorek
sodu (NaBH4) z drugiej strony reaguje bardzo szybko, jednak podobnie jak formal-
dehyd powoduje str¹canie du¿ej iloœci koloidalnego z³ota w roztworze, a dodat-
kowo ulega szybkiemu utlenianiu. W porównaniu tym korzystnie wypada chloro-
wodorek hydroksyloaminy, którego szybkoœæ redukcji jest poœrednia pomiêdzy
wy¿ej wymienionymi reduktorami, a dodatkowo zminimalizowane jest str¹canie
koloidalnego z³ota do roztworu. Efektem tego s¹  mniejsze straty z³ota. Chlorowo-
dorek hydroksyloaminy sprawdza siê dobrze dla cz¹stek krzemionki o wymiarach
mniejszych od 200 nm. Natomiast przy wiêkszych wymiarach cz¹stek SiO2 ograni-
czona jest gruboœæ warstwy wytwarzanej przez ten reduktor. Wa¿n¹ zalet¹ stosowa-
nego NH2OH-HCl jest stabilnoœæ produktów jego reakcji. Innym reduktorem, który
mo¿e stanowiæ alternatywê dla formaldehydu jest gazowy tlenek wêgla. U¿ycie CO
pozwala na otrzymanie cienkiej, jednorodnej pow³oki dobrej jakoœci niezale¿nie od
czasu starzenia prekursorów, czego nie osi¹ga siê dla HCHO (Rys. 2) [35].

Rysunek 2. Schemat tworzenie nanowarstwy z³ota na modyfikowanych nanocz¹stkach krzemionki przy u¿y-
ciu tlenku wêgla i formaldehydu jako reduktorów [35]

Figure 2. Schematic illustration of a formation of gold nanoshells on modified silica partciles by using
carbon monoxide and formaldehyde as reducting agents [35]

Przyk³ad optymalizacji w³aœciwoœci nanowarstw poprzez dobór warunków pro-
wadzenia reakcji: starzenia koloidów z³ota, stê¿enia redukowanych soli z³ota oraz
iloœci dodawanego czynnika redukuj¹cego – formaldehydu, zosta³ opublikowany
przez Parka i in. [32] (Tab. 1). Przy optymalnej iloœci dodanego formaldehydu, zwiêk-
szenie stê¿enia redukowanych soli powoduje zwiêkszenie gruboœci warstwy z³ota,
a w konsekwencji powstanie jednorodnej morfologii oraz silniejszego rezonansu
plazmonowego nanowarstwy. Jednak znaczne zwiêkszenie stê¿enia redukowanych
soli i/lub czynnika redukuj¹cego w znacz¹cym stopniu mo¿e zaburzyæ tê korelacjê
w zwi¹zku z agregacj¹ nanocz¹stek z³ota.
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Tabela 1. Charakterystyka w³aœciwoœci optycznych nanowarstw z³ota otrzymanych dla ró¿nych iloœci
soli z³ota i formaldehydu jako czynnika redukuj¹cego (po modyfikacji z pracy [32])

Table 1. Characteristics of optical properties of gold nanoshells obtained by varying the amounts of
a gold salt and formaldehyde as reducing agents (after modification from [32])

a Ró¿nica absorbancji pomiêdzy wysokoœciami pasm plazmonowego rezonansu.
‘-’ oznacza niedostêpne (lub niezmierzone) dane eksperymentalne wynikaj¹ce z ograniczonej rozdzielczoœci SEM i/lub aglomera-
cji nanocz¹stek z³ota.

Park i in. [37] badali równie¿ wp³yw pH koloidów z³ota na tworzenie siê klas-
trów z³ota na modyfikowanych nanocz¹stkach krzemionkowych. pH koloidów z³ota
w sposób istotny wp³ywa na morfologiê oraz powierzchniowy rezonans plazmo-
nowy. Koloidy z³ota o kwaœnym pH pozwalaj¹ na osi¹gniêcie jednorodnego roz³o-
¿enia cz¹stek z³ota na powierzchni SiO2, co pozwala na otrzymanie g³adkich pow-
³ok. W œrodowisku zasadowym zachodzi natomiast nierównomierne roz³o¿enie
nanocz¹stek z³ota, co niekorzystnie wp³ywa na morfologiê pow³ok.
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Rysunek 3. Schemat tworzenia nanowarstw z³ota na modyfikowanych (A) i niemodyfikowanych (B) nano-
cz¹stkach krzemionki przy u¿yciu metody wytr¹cania-osadzania [24]

Figure 3. Schematic illustration of a formation of gold nanoshells on modified (A) and unmodfied (B) silica
particles by using precipitation-deposition method [24]

Metod¹, która równie¿ mo¿e byæ u¿yta do wytwarzania nanopow³ok jest metoda
wytr¹cania-osadzania. Metoda ta pozwala na otrzymywanie nanostruktur SiO2-Au
bez potrzeby wczeœniejszej syntezy koloidalnego z³ota. Dziêki temu ograniczony
zostaje czas i koszt syntezy w porównaniu do metody wczeœniejszego wytr¹cania
koloidalnego z³ota a nastêpnie osadzania go na nanocz¹stkach krzemionkowych.
Metoda ta mo¿e byæ u¿yta do tworzenia nanopow³ok z³ota zarówno na modyfikowa-
nych jak i niemodyfikowanych nanocz¹stkach krzemionkowych [24, 38].

Proces wytr¹cania-osadzania opisany przez Kah i in. [38] wymaga ogrzewania
HAuCl4 w œrodowisku zasadowym w celu otrzymania nanocz¹stek SiO2 z osadzo-
nymi nañ cz¹stkami wodorotlenku z³ota Au(OH)3 bez potrzeby ich wczeœniejszej
syntezy. Dalej nastêpuje redukcja wodorotlenku z³ota przy u¿yciu NaBH4. Kah
i in. [38] badali wp³yw pH, temperatury, czasu reakcji oraz modyfikacji powierz-
chni SiO2 grupami aminowymi na proces osadzania z³ota. Grupy aminowe odgry-
waj¹ w tym procesie istotn¹ rolê, poniewa¿ umo¿liwiaj¹ osadzanie nanocz¹stek
Au(OH)3, dziêki czemu polepszaj¹ jednorodnoœæ i gêstoœæ pokrycia nimi powierzchni
krzemionki. Poprzez zmianê pH roztworu HAuCl4 oraz czasu reakcji mo¿liwa jest
kontrola gêstoœci pokrycia oraz wymiaru ziaren nanocz¹stek Au(OH)3. Najwiêksz¹
gêstoœæ pokrycia osi¹gniêto przy pH = 8. Metoda wytr¹cania-osadzania, jak ju¿
wspomniano, nie jest ograniczona do modyfikowanych powierzchni SiO2 i mo¿e
byæ u¿yta dla nanocz¹stek SiO2 tylko z grupami silanolowymi (bez uprzedniej mo-
dyfikacji). Na podstawie wyników badañ Phonthammachai i in. [24] mo¿na stwier-
dziæ, ¿e metoda wytr¹cania-osadzania pozwala na uzyskanie wysokiej dyspersji
nanocz¹stek z³ota zarówno dla SiO2 jak i SiO2 modyfikowanego za pomoc¹ 3-amino-
propylotrietoksysilanu (APTES) w tej samej temperaturze (65°C), jednak czas
reakcji jest dwukrotnie krótszy dla krzemionki niemodyfikowanej.

Wytwarzanie nanostruktur SiO2-Au mo¿e byæ równie¿ osi¹gniête za pomoc¹
ultradŸwiêków [39]. Pod wp³ywem ultradŸwiêków w mieszaninie submikronowych
cz¹stek krzemionki, kwasu tetrachloroz³otowego HAuCl4 i amoniaku w wodzie,
w temperaturze pokojowej i w atmosferze argonu zachodzi redukcja, której produk-
tem jest nanokompozyt krzemionkowo-z³oty. W efekcie tak przeprowadzonego pro-
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cesu otrzymuje siê cz¹stki krzemionkowe jednorodnie pokryte nanocz¹stkami z³ota
o wymiarach ok. 5 nm. Zalet¹ tej metody jest prostota i wydajnoœæ.

Innym przyk³adem syntezy nanostruktur SiO2-Au jest jednoetapowa synteza
przy u¿yciu cytrynianu trisodu, jako reduktora. Metoda ta choæ ³atwa i wygodna
prowadzi do wytworzenia cz¹stek o bimodalnym rozk³adzie (24 ± 3 and 29±3 nm)
[40].

Rysunek 4. Schemat wytwarzania nanostruktur SiO2-Au przy u¿yciu jonów cyny [2]
Figure 4. Schematic illustration of a formation of silca-gold nanostructures by using Sn ions as modifiers [2]

Ciekaw¹ metodê otrzymywania nanostruktur krzemionkowo-metalicznych
zaproponowali Lim i in. [2]. Nanocz¹stki krzemionki modyfikowano za pomoc¹
SnCl2 (Rys. 4), a nastêpnie redukowano kwas tetrachloroz³otowy. Atomy Sn osa-
dzone na powierzchni krzemionki odgrywa³y rolê ³¹cznika oraz oœrodka nukleacji.
Proces nie wymaga powtarzania etapu pokrywania nanocz¹stek SiO2 warstw¹ z³ota.

Srebro jest drugim po z³ocie najczêœciej stosowanym metalem do wytwarzania
nanostruktur. Wynika to z du¿ych mo¿liwoœci wykorzystywania takich nanostruktur
w zastosowaniach praktycznych. O czêœci tych zastosowañ wspominano przy okazji
omawiania nanostruktur SiO2-Au. W porównaniu do nanocz¹stek SiO2-Au, wydaje
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siê, ¿e w przypadku srebra zaproponowano wiêcej ró¿nych metod wytwarzania na-
nostruktur SiO2-Ag. Nanostruktury krzemionkowo-srebrne typu core-shell mog¹ byæ
otrzymywane miêdzy innymi przy u¿yciu metody narastania warstw na koloidal-
nych nanocz¹stkach srebra osadzonych na krzemionce [41–46], poprzez osadzanie
srebra stymulowane ultradŸwiêkami [47, 48], poprzez redukcjê jonów srebra na
powierzchni SiO2 modyfikowanej cyn¹ [49–51] lub poprzez syntezê metod¹ Tollensa
[52] i innych [53–61].

Metoda narastania z wykorzystaniem nanocz¹stek srebra lub z³ota, znajduje
zastosowanie do wywarzania nanowarstw srebra. Jednak, w przypadku srebra,
nanocz¹stki nie zawsze s¹ ze srebra, co ma silny wp³yw na rezonans optyczny. Naj-
czêœciej wzrost  nanopow³oki ze srebra prowadzony jest na cz¹stkach z³ota [41, 43,
45, 46]. Autorzy pracy [41] u¿yli koloidów z³ota ze wzglêdu na ³atwoœæ i niezawod-
noœæ syntezy z uwzglêdnieniem wymiarów nanocz¹stek krzemionkowych. Chen
i in. [43] opisali otrzymywanie wielofunkcyjnych nanostruktur srebra o w³aœciwoœ-
ciach magnetycznych. Cz¹stkami by³y koloidy z³ota, a reduktorem podczas wytwa-
rzania nanowarstwy by³ formaldehyd. Lu i in. w pracy [46] zaproponowali otrzymy-
wanie ciekawych struktur. W pierwszym etapie otrzymali wed³ug standardowych
procedur nanocz¹stki SiO2-Au (z wykorzystaniem modyfikatora APTMS), a nastêp-
nie zamiast bezpoœrednio tworzyæ pow³oki srebra wokó³ nanocz¹stek krzemionko-
wych strukturê SiO2-Au poddali modyfikacji 4-aminotiofenolem (4-ATP). Grupy
merkaptylowe oddzia³ywa³y silnie z cz¹stkami z³ota, natomiast grupy aminowe
(w tym dwufunkcyjnym zwi¹zku) stanowi³y pod³o¿e do tworzenia warstw srebra
(Rys. 5). Kolejny przyk³ad otrzymywania nanostruktur krzemionkowo-srebrnych sta-
nowi³y badania Jackson i Halas [41]. Autorzy opisali otrzymywanie nanostruktur
krzemionkowo-srebrnych trzema metodami: Danschera, Burry’ego i Zsigmondy.
Zmiana reduktora i warunków reakcji w tych trzech metodach w bardzo istotny
sposób wp³ywa³a na morfologiê otrzymanych nanostruktur, które to zmienia³y siê
od kolczastej, poprzez chropowat¹ a¿ do g³adkiej powierzchni i otrzymywane by³y
z dobr¹ powtarzalnoœci¹

Rysunek 5. Schemat wytwarzanie nanocz¹stek SiO2-Ag [46]
Figure 5. Schematic illustration of SiO2-Ag core-shell nanoparticles [46]
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We wszystkich trzech metodach, narastanie pow³oki ze srebra odbywa³o siê na
nanocz¹stkach krzemionkowych modyfikowanych za pomoc¹ APTMS (z grupami
–NH2), na których wczeœniej, przed osadzaniem srebra, osadzono koloidalne z³oto.
W metodzie Danschera reduktorem jest hydrochinon, podczas gdy roztwór cytry-
nianu i gumy arabskiej (Acacia) stabilizuj¹ jony srebra i spowalniaj¹ kinetykê
redukcji [61]. W rezultacie powstaj¹ du¿e kolczaste struktury, o szerokim rezonan-
sie plazmonowym, pokrywaj¹ce powierzchniê krzemionkow¹ niejednorodn¹
warstw¹. W metodzie Burry’ego czynnikiem redukuj¹cym jest ester propylowy kwasu
galusowego i roztwór NH3aq [62]. W metodzie tej uzyskuje siê struktury z du¿ymi
agregatami srebra na powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych razem z du¿ymi
koloidami srebra w roztworze. W metodzie Zsigmondy [63] redukcja jest inicjo-
wana ma³¹ iloœci¹ formaldehydu, a nastêpnie w wyniku szybkiego wzrostu pH, wywo-
³anego dodatkiem roztworu NH3aq, redukcja jest przyspieszana. W efekcie tak prze-
prowadzonego eksperymentu otrzymuje siê g³adkie nanowarstwy.

Kolejnym przyk³adem wytwarzania nanowarstw srebra s¹ wyniki opublikowane
przez Kim i in. [45.] Ponownie jako rdzeñ do wytworzenia nanopow³ok metalicz-
nych pos³u¿y³y nanocz¹stki krzemionki modyfikowane za pomoc¹ APTMS (z grup¹
–NH2) wraz z osadzonymi na nich koloidalnymi cz¹stkami z³ota. Nanopow³oki nano-
cz¹stek otrzymywane by³y ze z³ota, srebra oraz stopu z³ota ze srebrem.

Rysunek 6. Schemat otrzymywania nanostruktur SiO2-Ag [42]
Figure 6. Schematic illustration of SiO2-Ag core-shell nanoparticles [42]

Przyk³ady narastania niedomieszkowanych srebrnych pow³ok na koloidalnym
srebrze opublikowane zosta³y przez Jianga i Liu [42] oraz Zhanga i in. [44]. Zhang
i in. otrzymali nanostruktury krzemionkowo-srebrne poprzez funkcjonalizacjê krze-
mionki grupami merkaptylowymi, przy³¹czanie do nich koloidalnego srebra, a nastêp-
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nie poprzez redukcjê kationów srebra na powierzchni nanocz¹stek i narastanie kolej-
nych warstw [44]. Jako reduktor wykorzystano glukozê. Jiang i Liu otrzymali nano-
struktury krzemionkowo-srebrne poprzez naniesienie koloidalnego srebra na krze-
mionkê funkcjonalizowan¹ grupami aminowymi [42]. Dalsza stopniowa redukcja
soli srebra za pomoc¹ cytrynianu trisodu doprowadzi³a do wytworzenia nanostruk-
tury (Rys. 6).

Nanostruktury krzemionkowo-srebrne mog¹ byæ otrzymywane równie¿ za
pomoc¹ innych metod. Jedn¹ z nich jest metoda z wykorzystaniem ultradŸwiêków
[47, 48]. Sonikacja mieszaniny submikronowych cz¹stek krzemionki, azotanu
srebra i amoniaku w wodzie, w temperaturze pokojowej oraz atmosferze argonu
i wodoru (95:5) prowadzi do redukcji jonów srebra na powierzchni nanocz¹stek
krzemionki [47]. W wyniku tego procesu uzyskuje siê jednorodne pokrycie powierz-
chni krzemionki nanocz¹stkami srebra o wymiarach ok. 5 nm. Dodatkowo zaletami
tej metody s¹ prostota i du¿a wydajnoœæ. W przypadku tej metody wa¿ne jest prowa-
dzenie procesu w atmosferze beztlenowej, dziêki czemu unika siê powstawania na
powierzchni krzemionki mieszaniny srebra i tlenków srebra.

Innym przyk³adem wykorzystania ultradŸwiêków jest synteza opisana przez
Ye i in. [48]. W pierwszym etapie tej syntezy wytwarzano nanocz¹stki srebra i osa-
dzano je na powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych w wyniku redukcji soli
srebra za pomoc¹ dimetyloformamidu (DMF) w obecnoœci poliwinylopirolidonu
(PVP) (Rys. 7). PVP, wed³ug opinii autorów, odgrywa istotn¹ rolê w procesie wytwa-
rzania i osadzania siê nanocz¹stek srebra. W kolejnym etapie nastêpowa³a redukcja
soli srebra w œrodowisku zasadowym przy u¿yciu formaldehydu w wyniku czego
otrzymywano nanopow³okê srebra na powierzchni cz¹stek krzemionkowych
(Rys. 7). Zaletami tej metody jest krótki czas reakcji (ok. 30 min) oraz mo¿liwoœæ
prowadzenia procesu w temperaturze pokojowej.

Rysunek 7. Schemat wytwarzania nanopow³oki Ag za pomoc¹ ultradŸwiêków [48]
Figure 7. Schematic illustration of a formation of Ag nanoshell by using ultrasonication [48]

Zastosowanie PVP do syntezy nanocz¹stek SiO2-Ag, ale ju¿ bez u¿ycia ultra-
dŸwiêków, zaproponowali Deng i in. [49] (Rys. 8). W metodzie tej jony [Ag(NH3)2]

+

wi¹¿¹ siê z powierzchni¹ cz¹stek krzemionkowych w wyniku elektrostatycznego
oddzia³ywania z grupami silanolowymi, a nastêpnie s¹ redukowane i stabilizowane
przez PVP. Gruboœæ nanowarstwy srebra mo¿e byæ kontrolowana poprzez odpo-
wiedni dobór stê¿enia jonów [Ag(NH3)2]

+.
PVP u¿ywano podczas syntezy nanopow³ok srebra zaproponowanej przez

Zhanga i in. [59] (Rys. 9). Wytwarzano koloidalne nanocz¹stki srebra na powierzchni
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SiO2, poprzez redukcjê [Ag(NH3)2]
+ za pomoc¹ KBH4 wspomagan¹ przez PVP.

Narastanie warstw srebra prowadzono przy u¿yciu HCHO, który redukuje sole
srebra.

Rysunek 8. Schemat wytwarzania nanowarstwy Ag z wykorzystaniem PVP [49]
Figure. 8. Schematic illustration of a formation of Ag nanoshell in the presence of PVP [49]

Rysunek 9. Schemat wytwarzania nanowarstwy Ag metod¹ Zhanga [59]
Figure 9. Schematic illustration of a formation of Ag nanoshell by using Zhang method [59]

Synteza nanowarstw srebra mo¿e byæ równie¿ realizowana przy wykorzystaniu
jonów cyny [50, 51]. W metodzie opisanej w pracy [50] kationy Sn2+ s¹ adsorbo-
wane na powierzchni nanocz¹stek krzemionkowych, a nastêpnie, po dok³adnym
wymyciu soli cyny, do roztworu dodawany jest amoniakalny roztwór azotanu srebra
(jony [Ag(NH3)2]

+) (Rys. 9). W wyniku redukcji jonów srebra na powierzchni krze-
mionki tworzy siê cienka warstwa srebra. Proces osadzania srebra mo¿e byæ powta-
rzany w celu uzyskania bardziej jednorodnego pokrycia srebrem nanocz¹stek SiO2.
Jednak uzyskanie ca³kowitego pokrycia powierzchni nanocz¹stek krzemionki t¹
metod¹ by³o trudne. Pewn¹ modyfikacj¹ tej metody jest sposób zaproponowany przez
Chen i in. [51], w którym to zamiast amoniaku u¿ywa siê trietanolaminy (jony
[Ag(TEA)2]

+).
Peterson i in. [52] zaproponowali dwie metody oparte na reakcji Tollensa, które

mog¹ byæ u¿yte do wytwarzania nanowarstw srebra. S¹ to metody temperaturowo
i stechiometrycznie kontrolowanego wzrostu nanopow³ok srebra na powierzchni
nanocz¹stek krzemionkowych. Kontrola temperatury i stê¿enia reagentów pozwala
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na spowolnienie kinetyki reakcji, dziêki czemu preferowane jest wytwarzanie nano-
pow³ok srebra na nanocz¹stkach SiO2. Otrzymywane pow³oki s¹ polikrystaliczne,
o du¿ej granulacji i cechuj¹ siê wysoce jednorodnym pokryciem powierzchni krze-
mionkowej. Gruboœæ otrzymywanych nanowarstw waha siê od ~20 do ~140 nm.
Synteza polega na dodawaniu amoniakalnego roztworu azotanu srebra do miesza-
niny nanocz¹stek krzemionki i czynnika redukuj¹cego – glukozy. Glukoza zastê-
puje w tym przypadku formaldehyd tradycyjnie u¿ywany w metodzie Tollensa.
Formaldehyd sprawia, ¿e proces redukcji zachodzi bardzo szybko w wyniku czego
uzyskuje siê niejednorodne pokrycie powierzchni oraz obserwuje siê znaczn¹ agre-
gacjê srebra w roztworze. Glukoza znacznie spowalnia proces redukcji i powoduje,
¿e preferowane jest osadzanie siê srebra na powierzchni krzemionki, jednak nadal
obserwuje siê agregacjê cz¹stek Ag w roztworze.

Nanowarstwy srebra mog¹ byæ tworzone w wyniku micelarnego procesu war-
stwa-po-warstwie. W procesie tym wykorzystuje siê adsorpcjê na nanocz¹stkach
wywo³an¹  oddzia³ywaniami elektrostatycznymi i hydrofilowo-hydrofobowymi [53].
Schematyczny przebieg procesu pokazano na Rysunku 10. W procesie tym polie-
lektrolity i nanocz¹stki okreœlonego materia³u nanowarstwy (np. Ag), otrzymywane
s¹ w procesie odwróconych miceli. Dalej s¹ stopniowo adsorbowane na powierz-
chni nanocz¹stek krzemionki w wyniku oddzia³ywañ elektrostatycznych i hydrofi-
lowo-hydrofobowych. W przypadku nanocz¹stek krzemionki, jako elektrolitu
mo¿na u¿yæ poli(chlorowodorku alliloaminy) (PAH).

Cz¹stki krzemionki pokryte PAH by³y rozpraszane w zawiesinie utworzonej
przez micelarne nanocz¹stki Ag w hydrofobowym rozpuszczalniku, w tym przy-
padku w izooktanie. Jako surfaktanta u¿yto anionowego zwi¹zku AOT (1,4-bis(2-
-etyloheksoksy)-1,4-dioksobutano-2-sulfonian sodu). W wyniku oddzia³ywañ hydro-
filowo-hydrofobowych (PAH i AOT) micelarne nanocz¹stki Ag by³y adsorbowane
na powierzchni nanocz¹stek krzemionki pokrytych PAH. Nastêpnie, w celu prze-
prowadzenia powtórnej adsorpcji PAH, nanocz¹stki krzemionki z przy³¹czonymi
do powierzchni micelarnymi nanocz¹stkami Ag by³y dyspergowane w wodnym roz-
tworze PAH. W dalszym etapie nastêpowa³a adsorpcja PAH na powierzchni zdy-
spergowanych nanocz¹stek. Proces ten mo¿e byæ powtarzany wielokrotnie w celu
osi¹gniêcia odpowiedniej gruboœci pow³oki. Ponadto mo¿liwe jest otrzymywanie
pow³ok wielosk³adnikowych. Ostatnim etapem syntezy jest wygrzewanie tak otrzy-
manych cz¹stek w celu usuniêcia zwi¹zków organicznych i spiekania nanocz¹stek,
by ostatecznie uzyskaæ nanostruktury typu core-shell.
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Rysunek 10. Otrzymywanie nanostruktur krzemionkowo-metalicznych w wyniku osadzania micelarnych
nanocz¹stek Ag na cz¹stkach krzemionkowych [53]

Figure 10. Formation of silica-metal nanostructures as a result of deposition of micellar Ag nanopartciles
on silica particles [53]

Nanostruktury SiO2-Ag mog¹ byæ równie¿ otrzymywane poprzez redukcjê soli
srebra (np. AgNO3) na nanocz¹stkach krzemionkowych rozproszonych w etanolu
przy u¿yciu butyloaminy w podwy¿szonej temperaturze (50°C) [54]. Butyloamina
jest bardzo s³abym reduktorem dziêki czemu do minimum ograniczone jest tworze-
nie agregatów Ag w roztworze.

Flores i in. [55, 56] przedstawili metodê otrzymywania nanopow³ok srebra bez
u¿ycia substancji wi¹¿¹cych lub modyfikuj¹cych powierzchniê krzemionkow¹.
Metoda ta jest oparta na metodzie Stöbera otrzymywania nanocz¹stek krzemionko-
wych (patrz czêœæ I). Modyfikacja polega na dodaniu do reagentów u¿ywanych
w metodzie Stöbera (TEOS, NH3, etanol, woda) koloidalnych cz¹stek srebra roz-
proszonych w metoksyetanolu stabilizowanych PVP i cytrynianem trisodu (Rys. 11).
Tak wiêc w jednym etapie otrzymuje siê nanocz¹stki krzemionki i jednoczeœnie
pokrywa siê je warstw¹ srebra. Poprzez zmianê warunków reakcji mo¿liwe jest otrzy-
mywanie pow³ok srebra o ró¿nej morfologii (Rys. 12). Ci¹g³e nanowarstwy otrzy-
mywane by³y poprzez dodanie wszystkich sk³adników 1–5 (górna czêœæ Rys. 11),
mieszanie ich w temperaturze pokojowej w ci¹gu 30 min. i przechowywanie tak
otrzymanych nanocz¹stek. Kolczast¹ morfologiê nanostruktury otrzymano poprzez
dodanie wszystkich sk³adników 1–5 (dolna czêœæ Rys. 11), mieszanie ich w tempe-
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raturze pokojowej w ci¹gu 15 min., dodanie du¿ej iloœci nanocz¹stek srebra i konty-
nuowanie mieszania przez ca³¹ noc.

Rysunek 11. Pokrywanie krzemionki nanocz¹stkami srebra przy u¿yciu nastêpuj¹cych reagentów: (1) TEOS,
(2) etanol, (3) amoniak, (4) woda, i (5) nanocz¹stki Ag [55, 56]

Figure 11. Coating of silica by Ag nanoparticles by using the following reagents: (1) TEOS, (2) ethanol,
(3) ammonia, (4) water, and (5) Ag nanopartciles [55, 56]

Rysunek 12. Ró¿ne morfologie otrzymywanych nanostruktur SiO2-Ag (modelowa i rzeczywiste) [55]
Figure 12. Different morphologies of as-prepared SiO2-Ag nanostructuers (model and real structures) [55]

Ling i in. [60] opisali otrzymywanie nanopow³ok srebra metod¹ bezpr¹dowego
platerowania przy u¿yciu roztworu CuSO4. Wstêpna obróbka nanocz¹stek krzemion-
kowych roztworem CuSO4 pozwoli³a na zmniejszenie nanocz¹stek srebra i gêstsze
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ich upakowanie na powierzchni SiO2 w porównaniu z doœwiadczeniami, w których
nie u¿ywano roztworu CuSO4. Wraz ze wzrostem stê¿enia CuSO4 nanocz¹stki
srebra tworzy³y bardziej zwarte warstwy. Sole srebra w tych eksperymentach reduko-
wane by³y za pomoc¹ HCHO, EDTA-2Na i NH3aq jako czynnika kompleksuj¹cego.
Proces bezpr¹dowego platerowania prowadzony by³ w roztworze wodnym w obec-
noœci ultradŸwiêków, które zapobiega³y agregacji cz¹stek krzemionki.

Jak pisano wczeœniej tworzenie nanopow³ok srebra na powierzchni nanocz¹s-
tek krzemionki wymaga zazwyczaj doœæ z³o¿onych procedur. Wed³ug Zhanga i in.
[57] niemodyfikowana krzemionka mo¿e byæ tak¿e pokrywana warstw¹ srebra
poprzez zwyk³¹ redukcjê jonów srebra w rozcieñczonym roztworze etanolu za
pomoc¹ du¿ej iloœci formaldehydu. W metodzie tej obserwuje siê równie¿ agrega-
cjê koloidalnego srebra. Mo¿e byæ ono oddzielone od nanostruktur w procesie odwi-
rowania.

Z³oto i srebro, jak ju¿ wspomniano na pocz¹tku tego rozdzia³u, s¹ obecnie naj-
czêœciej u¿ywanymi metalami do wytwarzania struktur typu core-shell. Jednak
potencjalne mo¿liwoœci zastosowañ nanostruktur zachêcaj¹ do badañ w³aœciwoœci
innych metali stosowanych w nanostrukturach typu core-shell. Poni¿ej zostan¹ zapre-
zentowane metody otrzymywania nanopow³ok niklu, miedzi, platyny i palladu.

Rysunek 13. Schemat otrzymywania nanostruktur SiO2-Ni w wyniku bezpr¹dowego platerowania [64]
Figure 13. Schematic illustration of a formation of SiO2-Ni nanostructures by using electoless plating [64]

Nanostruktury SiO2-Ni otrzymano metod¹ bezpr¹dowego platerowania nano-
cz¹stek krzemionkowych z przy³¹czonymi grupami aminowymi (Rys. 13) [64].
W metodzie tej na nanocz¹stkach krzemionki modyfikowanych za pomoc¹ APTMS
s¹ chemisorbowane jony palladu, a nastêpnie tak otrzymane kompozyty traktuje siê
roztworem zawieraj¹cym NiCl2·6H2O, NaH2PO2·H2O, NH4Cl i Na3C6H5O7·2H2O przy
pH równym 8,25. W wyniku procesu bezpr¹dowego platerowania otrzymuje siê
g³adk¹ pow³okê Ni. W metodzie tej wa¿n¹ rolê odgrywa zarówno modyfikacja SiO2
za pomoc¹ APTMS, jak i obecnoœæ Pd na powierzchni nanocz¹stek krzemionki.
Bezpr¹dowe platerowanie niklem nie zachodzi dla nanocz¹stek SiO2 pokrytych palla-



NANOSTRUKTURY KRZEMIONKOWO-METALICZNE. II 963

dem, ale bez uprzedniej modyfikacji za pomoc¹ APTMS oraz dla nanocz¹stek SiO2
modyfikowanych za pomoc¹ APTMS, ale nie pokrytych Pd.

Nanostruktury SiO2-Cu otrzymano poprzez pokrywanie powierzchni SiO2 nano-
krystaliczn¹ miedzi¹ w procesie utleniania–redukcji [65]. Gruboœæ warstwy miedzi
kontrolowano poprzez zmianê wielkoœci u¿ytych nanocz¹stek SiO2. W metodzie
tej sole miedzi (np. CuSO4) redukowane s¹ bezpoœrednio na nanocz¹stkach krze-
mionki za pomoc¹ Fe jako reduktora.

Wytwarzanie nanostruktur SiO2-Pd opisali miêdzy innymi Lu i in. [66] oraz
Kim i in. [67, 68]. Metoda zaproponowana przez Lu i in. pozwala równie¿ na otrzy-
mywanie nanostruktur SiO2-Pt. W metodzie tej pierwszy etap polega na standardo-
wej syntezie krzemionki modyfikowanej za pomoc¹ APTMS oraz na nanoszeniu na
ni¹ koloidalnego z³ota (Rys. 14) [66]. W ten sposób otrzymane nanocz¹stki traktuje
siê roztworem kwasu askorbinowego i H2PtCl6 w celu otrzymania nanostruktur
SiO2-Pt, choæ w tym przypadku nale¿a³oby te struktury opisywaæ raczej jako
SiO2-Au/Pt. Nanostruktury SiO2-Au/Pd wytwarzane s¹ w identyczny sposób przy
czym Ÿród³em palladu jest roztwór H2PdCl4 (PdCl2 + HCl + H2O).

Kim i in. [67, 68] otrzymali nanostruktury SiO2-Au/Pd  tak¹ sam¹ metod¹ jak
Lu i in. [66]. Nale¿y wspomnieæ, ¿e Kim i in. [68]  badali równie¿ wp³yw zawartoœci
Au w nanowarstwie Pd na widmo rezonansu plazmonowego. W zwi¹zku z tym otrzy-
mali nanopow³oki w postaci stopu z³ota i palladu o ró¿nej procentowej zawartoœci
tych metali.

Rysunek 14. Schemat otrzymywania nanostruktur SiO2-Au/Pt [66]
Figure 14. Schematic illustration of a preparation of SiO2-Au/Pt nanostructuers [66]

Podsumowuj¹c ten fragment przegl¹du literaturowego nale¿y stwierdziæ, ¿e
badania zwi¹zane z wytwarzaniem nanopow³ok metali na powierzchni nanocz¹stek
krzemionkowych ciesz¹ siê bardzo du¿ym zainteresowaniem badaczy.
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2. CHARAKTERYZACJA NANOSTRUKTUR
KRZEMIONKOWO-METALICZNYCH

Nanostruktury krzemionkowo-metaliczne s¹ projektowane i wytwarzane w celu
uzyskania odpowiednich ich w³aœciwoœci pod k¹tem potencjalnych zastosowañ.
Mo¿liwoœci analizy tych w³aœciwoœci w znacznym stopniu wp³ywaj¹ na wybór
metod charakteryzacji nanostruktur. Teoretycznie do badañ u¿yta mo¿e byæ prak-
tycznie ka¿da z wielu powszechnie stosowanych technik spektroskopowych i mikro-
skopowych, a dodatkowo uwzglêdnione mog¹ byæ na przyk³ad metody termograwi-
metryczne lub fotoakustyczne. W praktyce wybór metod charakteryzacji nanostruk-
tur, jest zwi¹zany z tym jakie parametry nanostruktur s¹ kontrolowane z myœl¹
o okreœlonej aplikacji. Poni¿ej krótko opisano najczêœciej stosowane techniki
badawcze.

 Jedn¹ z wa¿niejszych metod badania nanostruktur typu core-shell jest skanin-
gowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM). Tech-
nika ta polega na „bombardowaniu” próbki wi¹zk¹ elektronów w wyniku tego
oddzia³ywania nastêpuje miêdzy innymi odbicie elektronów oraz emisja niskoener-
getycznych elektronów wtórnych. Wyemitowane lub odbite elektrony s¹ rejestro-
wane za pomoc¹ odpowiednich detektorów, a wytworzony w ten sposób sygna³ prze-
twarzany na obraz powierzchni próbki. Na podstawie otrzymanego obrazu mo¿liwe
jest okreœlenie wymiarów (œrednica, rozrzut wymiarów) oraz morfologii wytwarza-
nych nanocz¹stek. Badania te mo¿na przeprowadziæ zarówno na dielektrycznym
rdzeniu – SiO2, jak i na wytworzonych nanostrukturach krzemionkowo-metalicz-
nych. Przyk³adowe zdjêcie otrzymane za pomoc¹ techniki skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM) dla nanostruktury krzemionkowo-z³otej  pokazane jest na
Rysunku 15.

Rysunek 15. Zdjêcie SEM nanostruktury typu core-shell, w której na rdzeñ SiO2 naniesiono koloidalne z³oto
[69]

Figure 15. SEM image of a core-shell nanostructure, in which colloidal gold was deposted on the siliceous
core [69]

Mikroskopy SEM mog¹ byæ dodatkowo wyposa¿one w detektory pozwalaj¹ce
na pomiar natê¿enia promieniowania rentgenowskiego bêd¹cego jednym z produk-
tów oddzia³ywania elektronów z próbk¹. Detektory te pozwalaj¹ na charakterystykê
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nanostruktur przy u¿yciu ró¿nych metod spektroskopowych takich jak: spektrosko-
pia d³ugoœci fal (ang. Wavelength Dispersion Spectroscopy, WDS) lub energii (ang.
Energy Dispersion Spectroscopy, EDS zwana tak¿e ang. Energy Dispersive X-ray
Analysis, EDX) wzbudzanego promieniowania. W wyniku detekcji promieniowa-
nia przy u¿yciu tych wy¿ej wspomnianych metod otrzymuje siê widmo promienio-
wania rentgenowskiego, które pozwala miêdzy innymi, na uzyskanie informacji
dotycz¹cej procentowego sk³adu pierwiastkowego nanopow³oki. Informacja ta jest
szczególnie wa¿na przy otrzymywaniu nanostruktur z dwu- lub wielosk³adnikowymi
otoczkami. Przyk³adowe widmo EDX nanostruktur typu core-shell z dwusk³adni-
kow¹ nanopow³ok¹ pokazane jest na Rysunku 16 [68].

Rysunek 16. Widmo EDX nanostruktury krzemionkowej z otoczk¹ z mieszaniny z³ota i palladu (Pd:Au = 50:50)
[68]

Figure 16. EDX spectrum of a siliceous core with mixed nanoshell composed of gold and palladium
(Pd:Au = 50:50) [68]

Dodatkowo w Tabeli 2 zamieszczono wyniki analizy EDX uzyskane przez  Kim
i in. [68]. Pokazuj¹ one, ¿e za pomoc¹ metody EDX mo¿na okreœliæ sk³ad pierwiast-
kowy otoczki z bardzo du¿¹ dok³adnoœci¹ [68].

Tabela 2. Sk³ad atomowy nanawarstwy otrzymany za pomoc¹ analizy metod¹ EDX [68]
Table 2. Atomic composition of nanoshell obtained by EDX elemental analysis [68]
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Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy,
TEM) jest kolejn¹ metod¹ stosowan¹ do charakteryzacji nanocz¹stek. W metodzie
tej obraz próbki wytwarzany jest przez elektrony przechodz¹ce przez próbkê, które
s¹ rejestrowane za pomoc¹ detektora. Metoda ta s³u¿y do uzyskiwania identycznych
charakterystyk jak w przypadku SEM, czyli wymiarów oraz morfologii nanocz¹s-
tek. TEM pozwala na uzyskanie zdjêæ o du¿ej rozdzielczoœci dziêki czemu mo¿liwa
jest dok³adna analiza powierzchni nanocz¹stek. Przyk³adowe zdjêcie TEM nano-
struktury SiO2-Au pokazane jest na Rysunku 17 [69].

Rysunek 17. Zdjêcie TEM nanocz¹stki krzemionkowej nieregularnie pokrytej nanocz¹stkami z³ota [69]
Figure 17. TEM image of a silica particle with irregular coating of gold nanoparticles [69]

Rzadziej stosowanymi pomiarami s¹ pomiary dynamicznego rozpraszania
cz¹stek (ang. Dynamic Light Scattering, DLS) s³u¿¹ce do mierzenia œrednich
hydrodynamicznych œrednic otrzymywanych nanocz¹stek [45]. Metoda ta polega
na oœwietlaniu monochromatyczn¹ wi¹zk¹ œwiat³a (np. lasera) roztworu zawieraj¹-
cego sferyczne cz¹stki poruszaj¹ce siê ruchami Browna. Gdy wi¹zka œwiat³a oddzia-
³ywuje z poruszaj¹cymi siê cz¹stkami ulega ona efektowi Dopplera, który powoduje
zmianê d³ugoœci padaj¹cej fali. Zmiana ta jest zale¿na od wielkoœci cz¹stki. Poprzez
pomiar wspó³czynnika dyfuzji i wykorzystanie funkcji autokorelacyjnej mo¿liwe
jest obliczenie rozrzutu wielkoœci kulistych cz¹stek i okreœlenie ich ruchu w oœrodku.

Alternatyw¹ dla TEM, SEM oraz DLS jako metod charakteryzacji nanocz¹s-
tek, mo¿e byæ wykorzystanie metody badania zmêtnienia zaproponowanej przez
Khlebtsova i in. [70] Metoda ta wed³ug autorów pozwala na wyznaczenie wymia-
rów nanocz¹stek, ich stê¿enia oraz wspó³czynnika za³amania œwiat³a przy u¿yciu
jakiegokolwiek komercyjnie dostêpnego spektrofotometru.

Metoda proszkowej dyfraktometrii rentgenowskiej (ang. Powder X-ray Diffrac-
tion, PXRD) stosowana jest w przypadku wytwarzania pow³ok wielosk³adnikowych
w celu potwierdzenia wystêpowania poszczególnych sk³adników nanopow³oki, ana-
lizy w³aœciwoœci strukturalnych i sk³adowych wytworzonej nanowarstwy. Metoda
ta polega na rejestracji obrazów dyfrakcyjnych promieni rentgenowskich próbek
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polikrystalicznych (proszków). Przyk³adowe widma XRD czystych nanowarstw z³ota
i palladu, ich mieszaniny oraz stopu przedstawione s¹ na Rysunku 18 [68]. W przy-
padku nanocz¹stek krzemionkowych zastosowanie znalaz³a równie¿ ma³ok¹towa
dyfraktometria rentgenowska (SAXS), która pozwala na okreœlenie ich struktury
i jednorodnoœci [71].

Struktura nanocz¹stek krzemionkowych, a dok³adniej stopieñ modyfikacji ich
powierzchni, mo¿e byæ równie¿ badany za pomoc¹ magnetycznego rezonansu
j¹drowego (NMR) [72].

Rysunek 18. Widmo XRD nanopow³ok z czystego z³ota, mieszaniny nanocz¹stek czystego z³ota i z czystego
palladu w stosunku 1:1, nanocz¹stek ze stopu z³ota i palladu (1:1) oraz nanopow³ok z czystego
palladu [68]

Figure 18. XRD patterns of nanoshells consisting of pure gold, 1:1 gold-palladium mixture, 1:1 gold-palla-
dium alloy, and pure palladium [68]

Zastosowania nanopow³ok w plazmonice s¹ œciœle powi¹zane z ich w³aœciwoœ-
ciami optycznymi, miêdzy innymi z absorpcj¹ promieniowania elektromagnetycz-
nego i okreœlaniem plazmonowego rezonansu powierzchniowego (ang. Surface
Plasmon Resonance, SPR). Jak pokazano na Rysunkach 19 i 20 w³aœciwoœci optyczne
s¹ silnie uzale¿nione miêdzy innymi od iloœci  (gruboœæ pow³oki – Rys. 19, zmiana
sk³adu – Rys. 20) i rodzaju metalu stanowi¹cego otoczkê metaliczn¹ [21,68]. Bada-
nia w³aœciwoœci optycznych nanocz¹stek krzemionkowo-metalicznych wykonuje siê
zazwyczaj w przedziale od 200 do 1000 nm na nanocz¹stkach zdyspergowanych
w wodzie i umieszczonych w kwarcowych komórkach pomiarowych [21, 68]. Spek-
troskopow¹ metod¹, która równie¿ pozwala na pomiar plazmonowego rezonansu
powierzchniowego jest spektroskopia fotoakustyczna (ang. PhotoAcoustic Spectro-
scopy, PAS). Metoda ta jest mniej rozpowszechniona ni¿ spektroskopia absorpcyjna,
a jej u¿ycie do pomiaru plazmonowego rezonansu powierzchniowego ma³ych nano-
cz¹stek ograniczone jest do pojedynczych pików [47] (Rys. 21).
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Rysunek 19. Widma ekstynkcji UV-Vis-NIR wodnych roztworów nanostruktur SiO2-Au o ró¿nej gruboœci
warstwy; (a) nanocz¹stki SiO2  z grupami aminowymi bez warstwy Au, (b)–(i) nanosktruktury
SiO2-Au od najcieñszej do najgrubszej warstwy z³ota  [21]

Figure 19. UV-Vis-NIR spectra of aqueous solutions of SiO2-Au nanostructures having different shell thick-
ness; (a) SiO2 particles with amine groups and without Au layer, (b)–(i) SiO2-Au nanostructures
from thinnest to thickest gold shell [21]

Rysunek 20. Widma UV-Vis nanowarstw z³ota, palladu oraz stopu z³ota i palladu dla wzrastaj¹cych iloœci
palladu [68]

Figure 20. UV-Vis spectra of gold, palladium and gold-palladium alloy nanoshells with increasing palladium
amount [68]
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Rysunek 21. Fotoakustyczne widmo krystalicznych nanocz¹stek srebra osadzonych na nanocz¹stkach krze-
mionkowych [47]

Figure 21. Photoacoustic spectrum of silver crystalline nanoparticles deposited on silica particles [47]

Metody spektroskopowe stosowane do charakteryzacji nanocz¹stek krzemion-
kowo-metalicznych obejmuj¹ równie¿ spektroskopiê w podczerwieni (Rys. 22 i 23)
i spektroskopiê ramanowsk¹ (Rys. 24). Najczêœciej jednak do charakteryzacji nano-
cz¹stek modyfikowanych powierzchniowo organosilanami wykorzystywana jest
spektroskopia w podczerwieni (FT-IR) [45,73]. Wówczas metodê FT-IR stosuje siê
do kontroli procesu modyfikacji nanocz¹stek krzemionkowych [45, 73]. Spektro-
skopiê ramanowsk¹ stosuje siê w przypadku bardziej z³o¿onych uk³adów. W celu
wzmocnienia sygna³u ramanowskiego realizowany jest proces przy³¹czania nano-
cz¹stek SiO2-metal do okreœlonych zwi¹zków (ang. Surface Enhanced Raman Scat-
tering, SERS). Podobne rozwi¹zanie  mo¿e byæ stosowane w spektroskopii IR
(ang. Surface Enhanced IR Absorption, SEIRA). Warto podkreœliæ, ¿e nanostruk-
tury SiO2-metal znacznie wzmacniaj¹ sygna³ w SERS, podczas gdy same daj¹ syg-
na³ raczej o niskiej intensywnoœci (Rys. 24) [74].
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Rysunek 22. Widma FT-IR dla niemodyfikowanych i modyfikowanych (za pomoc¹ APTMS) cz¹stek krzemionki
[45]

Figure 22. FT-IR spectra of unmodified and modified with APTMS silica particles [45]

Rysunek 23. Widmo FT-IR cz¹stek krzemionkowych niemodyfikowanych (a), modyfikowanych za pomoc¹
3-glycidoksypropylotrimetoksysilanu (GPTMS, -CHCH2O- SiO2) (b), modyfikowanych przy
u¿yciu GPTMS i pokrytych Au (SiO2-Au) [73]

Figure 23. FT-IR spectra of silica particles: unmodified (a), modified with 3-glycidoxypropyltrimetoxysilane
(GPTMS, -CHCH2O- SiO2) (b), modified with GPTMS and covered with Au (SiO2-Au) [73]



NANOSTRUKTURY KRZEMIONKOWO-METALICZNE. II 971

Rysunek 24. Widmo Ramana wodnego roztworu 10 mM p-merkaptoaniliny w obecnoœci nanostruktur krze-
mionka-z³oto o stê¿eniu 5 × 108 mL–1 (górne widmo). Widmo ramanowskie z transformacj¹
Fouriera zawiesiny nanostruktur krzemionka-z³oto (dolne widmo) [74]

Figure 24. Raman spectrum of aqueous solution of 10 mM p-mercaptoaniline in the presence of silica-gold
nanostructures having contentration of 5 × 108 mL–1 (top spectrum). Raman spectrum with Fourier
transform of silica-gold nanostructures in aqueous phase [74]

Wœród metod charakteryzacji nanocz¹stek krzemionkowo-metalicznych wymie-
nianych w literaturze znajduj¹ siê równie¿ metody za pomoc¹, których bada siê
w³aœciwoœci termofizyczne nanocz¹stek, jak skaningowa kalorymetria ró¿nicowa
(ang. Differential Sanning Calrimetry, DSC) (Rys. 25) i analiza termograwimetryczna
(ang. Thermogravimetric Analysis, TGA) (Rys. 26) [45, 47]. Metody te pozwalaj¹
na pomiar zmian zachodz¹cych w próbce pod wp³ywem dostarczanej energii ciep-
lnej. DSC dostarcza miêdzy innymi informacji o cieple przemian fazowych, cieple
w³aœciwym substancji oraz pozwala na dokonanie analizy fazowej. TGA jest
metod¹ pokrewn¹ z DSC i dostarcza dodatkowych informacji na temat zmian masy
danej substancji w zale¿noœci od zmian temperatury lub od czasu. Techniki te pozwa-
laj¹ na charakteryzacje zarówno modyfikowanych nanocz¹stek krzemionkowych,
jak i nanostruktur krzemionkowo-metalicznych.
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Rysunek 25. Widmo DSC submikronowych cz¹stek krzemionkowych pokrytych nanocz¹stkami srebra [47]
Figure 25. DSC spectrum of submicron silica particles covered with silver nanoparticles [47]

Rysunek 26. Analiza termograwimetryczna (TGA) niemodyfikowanych i modyfikowanych za pomoc¹ APTMS
nanocz¹stek krzemionki [45]

Figure 26. Thermogravimetric analysis (TGA) of unmodified and modified with APTMS silica particles [45]

Podsumowuj¹c ten fragment przegl¹du literaturowego nale¿y podkreœliæ, ¿e do
charakteryzacji w³aœciwoœci fizykochemicznych nanostruktur krzemionkowo-meta-
licznych wykorzystywane s¹ ró¿norodne techniki badawcze, w tym: elektronowe,
spektroskopowe, optyczne, adsorpcyjne, termograwimetryczne i inne. Ka¿da nowa
metoda badawcza mo¿e byæ z powodzeniem stosowana w celu analizy wymiaru
nanocz¹stek rdzenia krzemionkowego, chemicznej budowy powierzchni tego rdze-
nia, gruboœci, sk³adu fazowego i iloœciowego nanowarstwy metalicznej pokrywaj¹-
cej ten rdzeñ oraz ³¹cznych w³aœciwoœci nanostruktur krzemionkowo-metalicznych.
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3. ZASTOSOWANIE NANOSTRUKTUR
KRZEMIONKOWO-METALICZNYCH

Nanostruktury typu core-shell, jak ju¿ wspomniano, s¹ wysoce funkcjonalnymi
materia³ami o w³aœciwoœciach istotnie ró¿ni¹cych siê od w³aœciwoœci tworz¹cych je
sk³adników. W³aœciwoœci tych nanostruktur mog¹ byæ modyfikowane pod k¹tem
konkretnych aplikacji poprzez odpowiedni dobór materia³ów, z których siê sk³a-
daj¹, a tak¿e poprzez zmianê stosunku œrednicy rdzenia do gruboœci nanowarstwy.
Modyfikacje mog¹ równie¿ polegaæ na wbudowywaniu w rdzeñ lub w nanopow³okê
ró¿nego rodzaju zwi¹zków lub struktur, a tak¿e na tworzeniu wielowarstwowych
nanopow³ok (nanomatrioszek) lub przy³¹czaniu do pow³oki zwi¹zków chemicznych
o okreœlonych w³aœciwoœciach. Je¿eli pod uwagê zostan¹ wziête wszystkie mo¿liwe
i znane kombinacje struktur typu core-shell to mo¿liwoœci ich zastosowañ, jak siê
wydaje, s¹ ogromne. Poœród wielu aplikacji wyró¿niæ mo¿na: wykorzystanie nano-
struktur typu core-shell jako znaczników w diagnostyce fluorescencyjnej [75],
w katalizie [76], w celu ochrony przed fotodegradacj¹ [77], wzmocnienia fotolumi-
nescencji [78], w wytwarzaniu kryszta³ów fotonicznych [79–81], w wytwarzaniu
biopo³¹czeñ [82, 83], w celu zwiêkszenia trwa³oœci chemicznej i koloidalnej [84,
85], w dozowaniu leków [86] i nanolaserach bazuj¹cych na spaserach [87] itp.

W prezentowanej pracy skoncentrowano siê prawie wy³¹cznie na analizie otrzy-
mywania i badania w³aœciwoœci nanostruktur zbudowanych z nanocz¹stek krzemion-
kowych (jako rdzenia) oraz metalicznej nanopow³oki Au, Ag, Ni, Cu, Pd, Pt oraz ze
stopów lub warstw bimetalicznych Au-Ag, Au-Pd i Au-Pt. W zwi¹zku z tym, poni-
¿ej zostan¹ zaprezentowane najwa¿niejsze obecne i potencjalne zastosowania nie-
których z wymienionych nanostruktur. Opis aplikacji powi¹zano z krótkim opisem
w³aœciwoœci, które sprawiaj¹, ¿e dane struktury mog¹ byæ wykorzystane w okreœlo-
nej dziedzinie.

Chyba najwa¿niejsz¹ w³aœciwoœci¹ nanostruktur jest zdolnoœæ absorbowania
lub rozpraszania promieniowania elektromagnetycznego w zakresie widzialnym
i podczerwieni, teoretycznie o dowolnej d³ugoœci fali, nie absorbowanych przez natu-
ralnie wystêpuj¹ce materia³y. Zakres d³ugoœci fal mo¿e byæ modyfikowany pod
k¹tem okreœlonej aplikacji poprzez odpowiedni dobór materia³ów oraz wytwarza-
nie struktur o okreœlonych wymiarach i proporcjach œrednicy rdzenia do gruboœci
nanowarstwy. W przypadku zastosowañ nanostruktur w ¿ywych organizmach naj-
odpowiedniejszym zakresem promieniowania jest bliska podczerwieñ w przedziale
d³ugoœci fali 800–1200 nm. Mo¿liwe jest równie¿ wytworzenie nanostruktur absor-
buj¹cych promieniowanie elektromagnetyczne w w¹skim wycinku tego pasma na
przyk³ad od 700 do 900 nm. W tym przedziale promieniowanie nie jest absorbo-
wane ani przez wodê znajduj¹c¹ siê w tkankach, ani przez hemoglobinê krwi ani
przez melaninê w skórze, dziêki czemu unika siê uszkadzania tkanek otaczaj¹cych
komórki ze zgromadzonymi w niej nanostrukturami. Absorbowanie lub rozprasza-
nie œwiat³a przez nanostruktury znalaz³o zastosowanie g³ównie w biologii i medycy-
nie, do wizualnej detekcji oraz leczenia ró¿nych chorób np. raka. W zale¿noœci od
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rodzaju u¿ytej nanostruktury i jej w³aœciwoœci absorbowania-rozpraszania promie-
niowania mo¿liwe jest lokalne ogrzewanie tkanek rakowych w celu ich zniszczenia,
odbijanie œwiat³a w celu poprawy ich zobrazowania lub realizacja obu tych proce-
sów równoczeœnie w doœæ szerokim zakresie d³ugoœci fal. W tym miejscu nale¿y
wspomnieæ o zjawisku powierzchniowego rezonansu plazmonowego (ang. Surface
Plasmon Resonance, SPR), które sprawia, ¿e nanostruktury metali takich jak z³oto
czy srebro posiadaj¹ce takie w³aœciwoœci mo¿na ró¿nie wykorzystywaæ. Nale¿y jed-
nak podkreœliæ, ¿e zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmonowego w zakre-
sie widzialnym, wœród metali obserwowane jest tylko dla z³ota, srebra i miedzi [88].
Jedynie te metale mog¹ wiêc znaleŸæ zastosowanie w aplikacjach optycznych.

Absorbowanie-rozpraszanie œwiat³a wykorzystywane jest w wizualnej detekcji
po³¹czonej z terapi¹ fototermiczn¹, czyli niszczeniem komórek chorych lub rako-
wych za pomoc¹ energii cieplnej. Metoda ta wymaga przy³¹czania do powierzchni
struktur typu core-shell przeciwcia³ specyficznych dla danych chorób. Powoduje to,
¿e funkcjonalne nanostruktury wprowadzone do organizmu, mog¹ zlokalizowaæ
i przy³¹czyæ siê do chorych komórek. Dziêki temu mo¿na zobrazowaæ miejsca zmie-
nione chorobowo. Chore komórki s¹ nastêpnie niszczone energi¹ ciepln¹ pocho-
dz¹c¹ z naœwietlania nanocz¹stek promieniowaniem o odpowiedniej d³ugoœci fali.
Zalet¹ tej metody jest ograniczone niszczenie zdrowych komórek  w przeciwieñ-
stwie do chemioterapii czy radioterapii. Wynika to z selektywnej absorpcji promie-
niowania przez nanostruktury metaliczno-krzemionkowe oraz mniejszej mocy wyma-
ganej do zniszczenia komórek chorych ni¿ zdrowych.

Wa¿n¹ biomedyczn¹ aplikacj¹ nanostruktur jest wykorzystywanie ich w proce-
sie dozowania leków. Nanostruktury z enzymami i przeciwcia³ami przy³¹czonymi
do powierzchni nanowarstwy lub zatopionymi w rdzeniu umieszczane s¹ w niskoto-
pliwej matrycy polimerowej (np. N-izopropyloakryloamidzie (NIPAAm) lub akry-
loamidzie (AAm)). Temperatura topnienia stosowanych polimerów jest nieznacz-
nie wiêksza od temperatury cia³a ludzkiego. Naœwietlanie takich struktur promie-
niowaniem o d³ugoœciach rezonansowych nanostruktur, powoduje degradacjê
matrycy polimerowej i uwolnienie leku w po¿¹danym miejscu.

Zarówno w wizualnej detekcji, fototerapii jak i aplikowaniu leków, niezbêdna
jest modyfikacja powierzchni nanocz¹stek typu core-shell w celu uzyskania po¿¹-
danego efektu. Przy³¹czanie odpowiednich biomoleku³, zazwyczaj przeciwcia³,
pozwala miêdzy innymi na wykonanie testów immunologicznych u³atwiaj¹cych
wykrycie ró¿nych analitów [89], komórek rakowych [90, 91], antycia³ [82] i mikro-
organizmów [83]. Detekcja biomoleku³, która jest czu³a, rzetelna i szybka, odbywa
siê poprzez monitorowanie zmian w widmach ekstynkcji w zakresie UV-Vis. Przy-
k³adem zastosowañ nanostruktur w biodetekcji mo¿e byæ wykrywanie obecnoœci
bakteriii E. Coli w wodzie za pomoc¹ nanocz¹stek SiO2-Ag z przy³¹czonymi prze-
ciwcia³ami [83]. Niemodyfikowane nanocz¹stki SiO2-Ag mog¹ byæ natomiast u¿yte
do detekcji jonów metali ciê¿kich, o toksycznych w³aœciwoœciach, takich jak Cd,
Hg lub Pb, w wodzie [92].  Te same nanostruktury krzemionkowo-srebrne mog¹ byæ
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u¿yte do wzmocnienia sygna³u w SERS, jak to pokazano na Rysunku 27 dla
4-aminobenzenotiolu (4-ABT) [93].

Rysunek 27. Widma Ramana 4-aminobenzenotiolu (4-ABT): (a) 5 × 10–3 mol/L, bez nanostruktur SiO2-Ag;
(b) 5 × 10–6 mol/L, z nanostrukturami SiO2-Ag; (c) 5 × 10–5 mol/ L, z nanostrukturami SiO2-Ag;
(d) 5 × 10–4 mol/L, z nanostrukturami SiO2-Ag ; (e) 5 × 10–3 mol/L, z nanostrukturami SiO2-Ag
[93]

Figure 27. Raman spectra of 4-aminobenzene-1-thiol (4-ABT): (a) 5 × 10–3 mol/L, without SiO2-Ag nano-
structures; (b) 5 × 10–6 mol/L with SiO2-Ag nanostructures; (c) 5 × 10–5 mol/L, with SiO2-Ag
nanostructures; (d) 5 × 10–4 mol/L, with SiO2-Ag nanostructures; (e) 5 × 10–3 mol/L, with SiO2-Ag
nanostructures [93]

Wa¿n¹ w³aœciwoœci¹ srebra, a w³aœciwie koloidalnego srebra jest wykazywanie
silniejszego i ostrzejszego rezonansu w porównaniu ze z³otem, który ponadto wystê-
puje przy krótszych d³ugoœciach fal. Dziêki temu istnieje mo¿liwoœæ kontrolowane-
go sterowania rezonansem, poprzez zmianê geometrii nanowarstwy, w szerszym
zakresie widmowym w porównaniu z nanokompozytami z³ota [94].

W zastosowaniach biomedycznych wa¿nym czynnikiem jest biokompatybil-
noœæ [95]. Bardzo dobr¹ biokompatybilnoœci¹ charakteryzuj¹ siê Au, Pt i Pd, nato-
miast s³absz¹ Ag. Biokompatybilnoœæ jest jednym z powodów, dla których najczê-
œciej u¿ywanymi metalami do syntezy nanostruktur pod aplikacje biomedyczne obej-
muj¹ce miêdzy innymi biodetekcjê, terapiê ró¿nych chorób oraz dawkowanie
leków s¹ z³oto i srebro [86, 87, 89, 90, 96–99]. O przyk³adach zastosowañ nano-
cz¹stek srebra wspomniano powy¿ej, natomiast w dalszej czêœci artyku³u pokazane
zostan¹ obecne i potencjalne aplikacje nanostruktur zbudowanych z innych metali.

Zredukowane z³oto tworz¹ce nanopow³okê charakteryzuje siê odpornoœci¹ na
korozjê i wysok¹ biokompatybilnoœci¹. Cechy te sprawiaj¹, ¿e z³oto jest chyba naj-
czêœciej stosowanym i najwa¿niejszym metalem z punktu widzenia aplikacji bio-
medycznych, ale nie tylko. Obecne i przysz³e zastosowania nanostruktur ze z³ota
obejmuj¹ miêdzy innymi fototermiczn¹ terapiê raka i innych chorób [91, 100–106],
wizualizacjê biologiczn¹ (jak na przyk³ad optyczna tomografia koherencyjna
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[101,107–109]), kontrolowane uwalnianie leków [103, 110, 111], powierzchniowo
wzmacnian¹ spektroskopiê Ramana (SERS) i w podczerwieni [112–116], wygasza-
nie reakcji utleniania polimerów o uk³adach sprzê¿onych [117], tworzenie nano-
platform dozowania leków [118], wzmocnienie fluorescencji s³abych emiterów
cz¹steczkowych [119] oraz wykorzystanie w materia³ach z przerw¹ fotoniczn¹ [9].

Wiêkszoœæ wymienionych do tej pory aplikacji nanostruktur wi¹za³a siê z ich
w³aœciwoœciami optycznymi, zale¿nymi od materia³ów, z których zosta³y zbudo-
wane oraz ich wymiarami. Nale¿y wspomnieæ, ¿e równie¿ w³aœciwoœci magnetyczne,
mechaniczne, termiczne, elektryczne, elektro-optyczne oraz katalityczne mog¹ byæ
wykorzystywane w okreœlonych aplikacjach w wyniku odpowiedniego doboru mate-
ria³ów nanopow³oki i rdzenia oraz zmiany proporcji ich wymiarów [120–126].
Dobrym przyk³adem jest wykorzystywanie w³aœciwoœci katalitycznych nanomate-
ria³ów. Praktycznie ka¿dy metal, który by³ do tej pory wykorzystywany jako mate-
ria³ pow³oki w nanostrukturach typu core-shell posiada w³aœciwoœci katalityczne
[127, 128].  Ogromne znaczenie ma u¿ycie Au, Ag, Ni, Cu, Pd, Pt, a zw³aszcza
stopów tych metali takich jak Au-Pt, Au-Pd czy Cu-Pt, jako materia³ów w nano-
strukturach do otrzymywania fotoaktywowanych i fotowzmacnianych katalizatorów.
Po³¹czenie metalu o dobrych w³aœciwoœciach optycznych oraz metalu o dobrych
w³aœciwoœciach katalitycznych, jak na przyk³ad Au i Pd, sprawia, ¿e energia nano-
struktury pochodzi z absorbowanego œwiat³a. Ponadto powoduje równie¿ szybkie
nagrzanie powierzchni nanostruktury. Ciep³o to mo¿e byæ wykorzystane do zaini-
cjowania lub wzmocnienia katalitycznej aktywnoœci stopu. Przyk³adem stopu, który
jest bardzo ciekawy pod k¹tem katalitycznych zastosowañ jest stop Au-Pt. Stop ten,
w postaci stabilizowanego polimerem bimetalicznego koloidalnego zolu Au-Pt, jest
bardziej wydajnym katalizatorem w reakcji uwodorniania olefin i indukowanego
œwiat³em widzialnym otrzymywania wodoru z wody ni¿ monometaliczny zol Pt [129,
130].  Innym przyk³adem katalitycznej aktywnoœci stopów metali s¹ nanocz¹stki
Au-Pd, które s¹ bardziej aktywne w katalizowanym uwodornieniu 1,3-cyklookta-
dienu ni¿ nanocz¹stki czystego z³ota czy czystego palladu  [131, 132]. Wytworzenie
struktur typu core-shell ze stopów Au-Pt i Au-Pd powoduje, ¿e w³aœciwoœci katali-
tyczne tych materia³ów s¹ jeszcze lepsze.

PODSUMOWANIE

Nanostruktury krzemionkowo-metaliczne sk³adaj¹ce siê z krzemionkowego
rdzenia i metalicznej nanowarstwy, otaczaj¹cej ten rdzeñ, w ostatnich latach ciesz¹
siê ogromnym zainteresowaniem badaczy. Powodem tego zainteresowania s¹ wyj¹t-
kowe w³aœciwoœci tych nanomateria³ów – g³ównie spektroskopowe i katalityczne.
O tym zainteresowaniu œwiadcz¹ liczne prace. Wiêkszoœæ z nich omówiono w niniej-
szym przegl¹dzie. Szczególn¹ uwagê zwrócono na nanostruktury zbudowane z krze-
mionkowego rdzenia oraz nanopow³oki (nanowarstwy) otaczaj¹cej ten rdzeñ zbu-
dowanej ze z³ota lub srebra.
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Znanych jest wiele metod otrzymywania nanostruktur krzemionkowo-metalicz-
nych. Najczêœciej stosowan¹ technik¹, która umo¿liwia dobr¹ kontrolê zarówno gru-
boœci pow³oki metalicznej, jak równie¿ w³aœciwoœci powierzchniowych jest metoda
narastania warstw. W metodzie tej na modyfikowane (najczêœciej grupami amino-
wymi) nanocz¹stki krzemionkowe nanoszone s¹ wczeœniej przygotowane nanocz¹stki
np. koloidalnego z³ota, które s¹ osadzane na powierzchni krzemionkowej. Ostatnim
etapem po osadzeniu cz¹stek z³ota na powierzchni krzemionki jest wytworzenie
nanopow³oki z³ota. Proces wytwarzania pow³oki Au polega na redukcji jonów z³ota
AuCl4

– na cz¹stkach z³ota, co prowadzi pocz¹tkowo do wzrostu ich wymiarów
a nastêpnie do ich ³¹czenia siê na powierzchni nanocz¹stki krzemionkowej. Produk-
tem koñcowym redukcji jest powstaj¹ca ci¹g³a, metaliczna warstwa na powierzchni
dielektrycznego (krzemionkowego) rdzenia. Wytworzenie warstwy przebiega
zazwyczaj w ci¹gu kilku sekund z wydajnoœci¹ wiêksz¹ ni¿ 95%. Przebieg procesu
redukcji i jego koñcowy efekt zale¿ny jest od stopnia i jednorodnoœci pokrycia
cz¹stek krzemionki nanocz¹stkami z³ota, jak równie¿ od stê¿enia redukowanych
zwi¹zków z³ota, a tak¿e od rodzaju i stê¿enia czynnika redukuj¹cego. Odpowiednio
gêste upakowanie nanocz¹stek z³ota na cz¹stkach SiO2 pozwala uzyskaæ ci¹g³¹
i stosunkowo cienk¹ warstwê. Stê¿enie redukowanych zwi¹zków z³ota wp³ywa na
gruboœæ warstwy. Natomiast w³aœciwie dobrany czynnik redukuj¹cy pozwala na otrzy-
manie pow³oki odpowiedniej jakoœci przy ró¿nej jej gruboœci.

Nanostruktury typu rdzeñ-nanopow³oka maj¹ przed sob¹ ogromne mo¿liwoœci
zastosowañ w ró¿nych dziedzinach techniki. Wystarczy wspomnieæ tylko o oma-
wianych materia³ach typu SiO2-metal czy SiO2-stop metali, które ju¿ s¹ stosowane
albo badane z punktu widzenia zastosowañ biomedycznych, wizualizacji czy kata-
lizy. Praktycznie nieograniczona liczba modyfikacji tego typu struktur sprawia, ¿e
badania tych materia³ów jeszcze w ci¹gu d³ugiego okresu czasu bêd¹ przynosi³y
nowe interesuj¹ce rezultaty oraz poszerza³y zakres ich potencjalnych zastosowañ.
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ABSTRACT

Aromatic compounds containing halogenomethylsulfonyl or halogenomethyl-
sulfanyl group are often biologically active as fungicides or herbicides [1–6]. Espe-
cially important plant protection agents are fluorine compounds [7–12].

Through to specific activity in living organisms, fluorine compounds found
wide application. One of the reasons of high activity of these compounds is their
high lipophilicity, which provides increase of solubility in lipides. Due to this fact
absorption of fluorine compounds is easier and their transport in organism is faster
what increase their efficiency [13–15].

In this paper the methods of synthesis of aromatic compounds containing fluoro-
methylsulfanyl group are described. Aryl-fluoromethyl sulfides can be easily trans-
formed into sulfones by oxidation [16–18].

Methods of preparation of aryl-fluoromethyl sulfides can be divided into three
groups:

1. Fluorination of methylsulfanyl group [19–31]
2. Substitution of chlorine atom into fluorine in phenyl-chloromethyl sulfides

[32–34]
3. Fluoromethylation of phenylothiols [35, 36].

Keywords: flouromethylphenyl sulfides, flouromethylphenyl sulfones, pesticides, her-
bicides, fluoromethylation, fluorination
S³owa kluczowe: sulfidy fenylowo-fluorometylowe, sulfony fenylowo-fluorometylo-
we, pestycydy, herbicydy, fluorometylowanie, fluorowanie
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WSTÊP

Zwi¹zki aromatyczne zawieraj¹ce ugrupowanie halogenometylosulfonylowe
i halogenometylosulfanylowe czêsto wykazuj¹ interesuj¹c¹ aktywnoœæ fungicydow¹
lub herbicydow¹ [1–6]. Szczególne znaczenie w tej klasie chemicznych œrodków
ochrony roœlin maj¹ zwi¹zki zawieraj¹ce w swojej strukturze fluor [7–12].

Dziêki specyficznemu dzia³aniu fluoru w ¿ywym organizmie, fluorowane zwi¹zki
biologicznie czynne znalaz³y szerokie zastosowanie. Jedn¹ z przyczyn wysokiej
aktywnoœci tych zwi¹zków jest ich du¿a lipofilowoœæ. Obserwuje siê zwiêkszenie
rozpuszczalnoœci zwi¹zków zawieraj¹cych fluor w tkankach lipidowych, dziêki czemu
u³atwiona jest absorpcja fluorozwi¹zków i przyspieszony ich transport w organiz-
mie. Powoduje to podwy¿szenie skutecznoœci i szybkoœci dzia³ania zwi¹zku [13–15].
Innym czynnikiem powoduj¹cym wyj¹tkow¹ aktywnoœæ zwi¹zków zawieraj¹cych
fluor jest zbli¿ona wielkoœæ atomu fluoru i wodoru, co powoduje ¿e organizmy mog¹
nie rozró¿niaæ tych atomów w³¹czaj¹c zwi¹zki fluoru do swoich biochemicznych
cyklów przemian, powoduj¹c tym samym ich blokowanie, np. cykl Krebsa.

Zainteresowano siê zatem syntez¹ pochodnych aromatycznych zawieraj¹cych
w swej strukturze ugrupowanie fluorometylosulfanylowe. Sulfidy arylowo-fluoro-
metylowe mo¿na ³atwo przekszta³ciæ w odpowiednie sulfony przez utlenienie [16–
18]. Niniejszy przegl¹d obejmuje wiêc metody syntezy sulfidów fenylowo-fluoro-
metylowych.

METODY SYNTEZY SULFIDÓW FENYLOWO-FLUROMETYLOWYCH

Spoœród opisanych metod syntezy sulfidów fenylowo-fluorometylowych mo¿na
wydzieliæ trzy zasadnicze grupy. Pierwsza grupa obejmuje fluorowanie grupy mety-
losulfidowej, druga natomiast wymianê atomu chloru na fluor w sulfidach fenylo-
wo-chlorometylowych. Kolejnym podejœciem syntetycznym prowadz¹cym do sulfi-
dów fenylowo-fluorometylowych jest fluorometylowanie odpowiednich tiofenoli.

1. FLUOROWANIE GRUPY METYLOSULFANYLOWEJ

Pierwsz¹ opisan¹ metod¹ syntezy sulfidów monofluorometylowoarylowych jest
reakcja sulfidu fenylowo-metylowego z równomolow¹ iloœci¹ difluorku ksenonu,
ponadto do mieszaniny reakcyjnej dodaje siê œladowe iloœci fluorowodoru [19, 20]
(Rys. 1). Reakcja zachodzi w temperaturze pokojowej. Wydajnoœæ procesu wynosi
74%.
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Rysunek 1
Figure 1

Kolejn¹ metod¹ substytucji wodoru na fluor w sulfidach alkilowo-arylowych
jest reakcja z wykorzystaniem jako czynnika fluoruj¹cego trifluorku (N,N’-dietylo-
amino)sulfuranu (F3S-N(C2H5)2), znanego pod nazw¹ handlow¹ DAST. Jako katali-
zator stosuje siê SbCl3 [21] (Rys. 2), jego iloœæ musi byæ odpowiednio dobrana, gdy¿
zbyt du¿y nadmiar hamuje przemianê i powoduje powstawanie niepo¿¹danych pro-
duktów. Reakcjê w obecnoœci katalizatora prowadzono przez 2 godziny a jako roz-
puszczalnik stosowano chlorek metylenu, uzyskuj¹c przy tym 92% wydajnoœæ.

Rysunek 2
Figure 2

Warto nadmieniæ, ¿e DAST jako czynnik fluoruj¹cy by³ pocz¹tkowo u¿yty do
fluorowania sulfotlenku fenylowo-metylowego, co prowadzi do odpowiedniej
pochodnej sulfidowej [22] (Rys. 3), lecz zamiast trifluorku antymonu jako kataliza-
tor stosowano jodek cynku:

Rysunek 3
Figure 3
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Mechanizm dzia³ania DAST-u w obecnoœci jodku cynku jako katalizatora, suge-
rowany przez autorów przedstawia schemat:

Rysunek 4
Figure 4

W latach osiemdziesi¹tych do otrzymania sulfidu 4-chlorofenylowo-fluorome-
tylowego zastosowano sól N-fluoropirydyniow¹ kwasu trifluorometanosulfonowego
[23, 24] (Rys. 5). Najlepsz¹ wydajnoœæ uzyskano stosuj¹c jako czynnik fluoruj¹cy
sól N-fluoro-2,4,6-trimetylopirydyniow¹ kwasu trifluorometanosulfonowego. Reak-
cja z sulfidem 4-chlorofenylowo-metylowym prowadzona w chlorku metylenu przez
8 godzin w temperaturze pokojowej daje produkt z 87% wydajnoœci¹.

Rysunek 5
Figure 5
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Dla powy¿szej reakcji postuluje siê nastêpuj¹cy mechanizm:

Rysunek 6
Figure 6

Bardzo interesuj¹ce rezultaty otrzymano fluoruj¹c tioanizol z zastosowaniem
soli N-fluoropirydyniowej w postaci jonu obojnaczego, jako sulfonian wewnêtrzny
[25] (Rys.7). Umemoto i Tomizawa wykazali, i¿ wydajnoœæ tej reakcji zale¿y g³ów-
nie od rozpuszczalnika. Zastosowanie chlorku metylenu nie prowadzi³o do otrzy-
mania po¿¹danego produktu, zmiana rozpuszczalnika na acetonitryl zapewni³a 42%
wydajnoœci, natomiast u¿ycie mieszaniny dichlorometanu i acetonitrylu w stosunku
1:1 zaowocowa³o 80% wydajnoœci¹ reakcji.

Rysunek 7
Figure 7

Inn¹ metod¹ wprowadzania atomu fluoru jest reakcja z 1-(chlorometylo)-4-flu-
oro-1,4-diazabicyklo[2,2,2]oktano bis(tetrafluoro-borem), w skrócie nazywanym
F-TEDA-BF4 [26] (Rys. 8). Mieszaninê sulfidu 4-chlorofenylowo-metylowego
i F-TEDA-BF4 mieszano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, w atmosferze



£. BANACH, Z. OCHAL990

azotu, stosuj¹c acetonitryl jako rozpuszczalnik. Nastêpnie do roztworu dodano triety-
loaminê i mieszano przez dalsze 10 minut. Produkt otrzymano po utlenieniu go
NBS do sulfotlenku z koñcow¹ wydajnoœci¹ 51%.

Rysunek 8
Figure 8

W literaturze opisano równie¿ metodê substytucji wodoru fluorem wykorzy-
stuj¹c¹ fluorowodorek trietyloaminy w acetonitrylu, stosuj¹c elektorchemiczn¹ ini-
cjacjê reakcji [27] (Rys. 9). Wykorzystuj¹c ró¿ne substraty otrzymywano odpowied-
nie produkty z wydajnoœciami w zakresie 18–62%. Bardzo istotny jest fakt, i¿ wy¿-
sze wydajnoœci produktu fluorowania, w standardowych warunkach prowadzenia
reakcji, otrzymuje siê dla substratu z metylem podstawionym grup¹ elektross¹c¹.
Jednak¿e zmiana rozpuszczalnika na THF z jednoczesnym podwy¿szeniem poten-
cja³u anodowego jest w stanie zapewniæ zadowalaj¹ce wydajnoœci reakcji fluorowa-
nia dla sulfidów fenylowo-metylowych na poziomie 50%.

Rysunek 9
Figure 9

Kolejna metoda fluorowania grupy metylosulfidowej wykorzystuje fluorowo-
dorek tetrabutyloamoniowy (Bu4N

+H2F3
–) w obecnoœci 1,3-dibromo-5,5-dimetylo-

hydantoiny (DBH) [28, 29] (Rys. 10). Ju¿ po 20 minutach prowadzenia reakcji
w chlorku metylenu w temperaturze pokojowej uzyskano wydajnoœæ 90%. Podob-
nie, z wysok¹ 75% wydajnoœci¹, otrzymano produkt fluorowania 4-(metylosulfany-
lo)benzonitrylu. Jednak dla niepodstawionego tioanizolu oraz jego pochodnej z grup¹
metoksylow¹ w pozycji 4 wydajnoœci s¹ du¿o ni¿sze i wynosz¹ odpowiednio 52
i 59%.
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Rysunek 10
Figure 10

Ciekaw¹ metod¹ prowadz¹c¹ do otrzymania sulfidów fluorometylowo-fenylo-
wych jest zastosowanie IF5 w Et3N-3HF [30, 31] (Rys. 11). Roztwór IF5 w Et3N-3HF
jest, zdaniem autorów, trwa³ym i ³atwym w u¿yciu œrodkiem fluoruj¹cym. Jest to
produkt handlowy o niezbyt wysokiej cenie. Reakcjê prowadzi siê w heksanie,
w temperaturze 40°C przez 4 godziny otrzymuj¹c produkt z wydajnoœci¹ 71%.

Rysunek 11
Figure 11

Opatentowana ostatnio metoda otrzymywania sulfidów monofluorometylowo-
arylowych polega na bezpoœrednim fluorowaniu grupy metylosulfidowej z zastoso-
waniem trifluorku (2,6-dimetylo-4-tert-butylofenylo)sulfuranu [32] (Rys. 12). Reak-
cjê prowadzi siê przez dwadzieœcia minut w temperaturze pokojowej, jako rozpusz-
czalnik wykorzystuje siê chlorek metylenu, Produkt uzyskiwano z wydajnoœci¹ 61%.

 Rysunek 12
Figure 12



£. BANACH, Z. OCHAL992

2. METODY WYMIANY CHLORU NA FLUOR
W SULFIDACH FENYLOWO-CHLOROMETYLOWYCH

W 1977 roku Moore i Wemple przedstawili interesuj¹c¹ metodê wymiany chloru
na fluor w sulfidzie 4-chlorofenylowo-chlorometylowym stosuj¹c bezwodny fluo-
rek potasu w obecnoœci eteru koronowego 18-korona-6 [33, 34] (Rys. 13):

Rysunek 13
Figure 13

Wad¹ powy¿szej przemiany jest d³ugi czas prowadzenia reakcji. Sulfid 4-chlo-
rofenylowo-fluorometylowy otrzymano po 110 godzinach ogrzewania substratów
we wrz¹cym acetoninitrylu, z wydajnoœci¹ 79%.

W latach dziewiêædziesi¹tych opracowano reakcje wymiany, w której jako czyn-
nik fluoruj¹cy zastosowano fluorek cezu w mieszaninie glikolu polietylenowego
(PEG) i acetonitrylu w stosunku 1:2 [34, 35] (Rys. 14).

Rysunek 14
Figure 14

3. FLUOROMETYLOWANIE TIOFENOLI

Grupa fluorometylowa mo¿e zostaæ po³¹czona z atomem siarki odpowiedniego
tiofenolu, w jego reakcji z chlorofluorometanem z zastosowaniem wodorku sodu
jako zasady [36] (Rys. 15). Reakcjê prowadzi siê w 80oC w DMF otrzymuj¹c pro-
dukt z wydajnoœci¹ 72%. Przyk³ady przedstawione przez autorów wykazuj¹, i¿ cha-
rakter podstawnika w pierœcieniu benzenowym nie ma wiêkszego wp³ywu na wydaj-
noœci, które mieszcz¹ siê w przedziale 72–80%.
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Rysunek 15
Figure 15

Innym sposobem prowadz¹cym do sulfidu fenylowo-fluorometylowego jest prze-
niesienie grupy fluorometylowej do tiofenolu z tetrafluoroboranu S-fluorometylo-S-
-fenylo-2,3,4,5-tetrametylofenylosulfoniowego [37] (Rys. 16). Przemiana ta prowa-
dzi do produktu z 88% wydajnoœci¹.

Rysunek 16
Figure 16
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ABSTRACT

Glucosamine-6-P (GlcN-6-P) synthase catalyzes the first committed step in chitin
biosynthesis pathway, that is, transformation of D-fructose-6-phosphate (Fru-6-P)
to D-glucosamine-6-phosphate [1]. Although the enzyme is also present in mamma-
lian systems, substantial difference in physiological consequences of GlcN-6-P syn-
thase inhibition in fungi and in mammals, constitute a firm molecular basis for the
selective toxicity of specific enzyme inhibitors. The enzyme was proposed as a target
for antifungal chemotherapy and a search for its selective inhibitors as potential
antifungals has been continued. So far, two main groups of such compounds were
identified: L-glutamine analogs and mimics of a putative cis-enolamine transition
state intermediate but none of them demonstrated high antifungal activity, due to
the inefficient uptake by the fungal cells. Among a number of known glutamine
analogues some are selective inhibitors of GlcN-6-P synthase, not interacting with
other enzymes utilising L-glutamine as substrate. One of them, N3-(4-methoxyfuma-
royl)-l-2,3-diaminopropanoic acid (FMDP), gave rise to oligopeptidic compounds
demonstrating remarkable antifungal activity [2]. Incorporation of FMDP into pep-
tide structure allowed effective internalisation of the enzyme inhibitor by the way of
peptide permeases, but on the other hand was a reason of substantial specific resis-
tance, since peptides permeases are not essential for fungal cells [3, 4].

The second group of compounds comprises derivatives of phosphorylated amino-
sugars, including: 2-amino-2-deoxy-D-glucitol-6-phosphate (ADGP), arabinose-5-
-phosphate oxime and 5-methylenephosphono-D-arabinohydroximolactone, as the
most powerful GlcN-6-P synthase inhibitors [5–7]. These compounds exhibit very
poor, if any, antifungal activity. This article provides a comprehensive overview of
the present knowledge about inhibitors of glucosamine-6-phosphate and their syn-
thesis.

Keywords: glucosamine-6-P synthase. inhibitors of GlcN-6-P, antifungals, glutamine
analogues, enzyme active center
S³owa kluczowe: syntaza glukozamino-6-fosforanu, inhibitory syntazy GlcN-6-P, ana-
logi glutaminy, centrum aktywne enzymu
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

AADP – kwas (S)-2-amino-{[(E)-4-okso-2-pentenoilo] amino}pro-
panowy

BADP – kwas (S)-2-amino-{[(E)-4-fenylo-4-okso-2-butenoilo]-
amino}propanowy

Boc – grupa tert-butoksykarbonylowa
DBU – 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-en
DCC – dicykloheksylokarbodiimid
DCE – 1,2-dichloroetan
DMF – N,N-dimetyloformamid
DON – 6-diazo-5-okso-L-norleucyna
DPPA – azydofosforan fenylu
EADP – kwas N 3-(DL-trans-epoksybursztynamoilo)-L-,3-diami-

nopropanowy
Et3N – trietyloamina
FCDP – kwas N 3-fumaroilo-(S)-2,3-diaminopropanowy
FMDP – kwas N 3-(4-metoksyfumaroilo)-(S)-2,3-diaminopropa-

nowy
Fru-6-P – fruktozo-6-fosforan
GlcN-6-P – glukozamino-6-fosforan
TFA – kwas trifluorooctowy
THF – tetrahydrofuran
UDP – urydynodifosforan
γ-Glu – kwas γ-glutamylohydroksymowy



ANALOGI GLUTAMINY JAKO INHIBITORY SYNTAZY GLCN-6-P 999

WPROWADZENIE

W ostatnich latach obserwuje siê znaczny wzrost ró¿nego rodzaju infekcji,
zarówno bakteryjnych jak i grzybiczych. Du¿o wiêcej uwagi poœwiêca siê choro-
bom o pod³o¿u bakteryjnym. Grzyby mog¹ wywo³ywaæ grzybice powierzchowne
oraz o wiele powa¿niejsze grzybice g³êbokie, czyli uk³adowe. Grzybicze zaka¿enia
skóry, w³osów czy paznokci, aczkolwiek czêsto d³ugotrwa³e i oporne w leczeniu,
rzadko bywaj¹ przyczyn¹ trwa³ego pogorszenia ogólnego stanu zdrowia chorego.
Zagro¿eniem dla zdrowia, a nawet ¿ycia cz³owieka mog¹ byæ grzybice uk³adowe.
Zaka¿enia tego rodzaju s¹ coraz trudniejsze do wyleczenia, poniewa¿ wraz z gwa³-
townym wzrostem czêstotliwoœci infekcji grzybiczych równie szybko wzrasta opor-
noœæ szczepów na skuteczne do tej pory leki. Przyczyn takiego stanu rzeczy nale¿y
szukaæ tak¿e w zmieniaj¹cym siê œrodowisku. Wzrost czêstoœci wystêpowania grzy-
bic jest œciœle zwi¹zany z wprowadzaniem w medycynie coraz to nowych antybioty-
ków antybakteryjnych, zw³aszcza tych o szerokim spektrum dzia³ania. Ich powszechne
stosowanie, czêsto nieuzasadnione, narusza równowagê mikroflory cz³owieka, pro-
wadzi do dysbakteriozy i w ten sposób stwarza korzystne warunki do niekontrolo-
wanego wzrostu saprofitycznych dotychczas grzybów. Grzybice uk³adowe staj¹ siê
coraz powa¿niejszym wyzwaniem dla wspó³czesnej chemioterapii. Oczywist¹, wiêc
potrzeb¹ staje siê poszukiwanie nowych zwi¹zków, potencjalnych chemoterapeuty-
ków przeciwgrzybowych.

Grzyby s¹ organizmami eukariotycznymi st¹d wiele preparatów, które in vitro
hamuj¹ ich wzrost jest toksycznych dla organizmu ludzkiego, co w powa¿ny sposób
ogranicza ich zastosowanie w lecznictwie. Dotychczasowe strategie w zwalczaniu
patogennych grzybów polegaj¹ na klasycznym testowaniu substancji syntetycznych
lub pochodzenia naturalnego oraz na projektowaniu zwi¹zków, które mog³yby mniej
lub bardziej specyficznie atakowaæ wybrane procesy komórkowe. Obecnie poszu-
kuje siê coraz to nowych celów (organelli, ich sk³adników, enzymów), których zablo-
kowanie lub uszkodzenie doprowadza³oby do zahamowania rozwoju komórki grzyba
i jej obumarcia. Idealnym rozwi¹zaniem wydaje siê znalezienie takiego, który by³by
charakterystyczny tylko dla grzyba, wówczas specjalnie zaprojektowane lekarstwa,
oddzia³ywa³yby na grzyb, nie wyrz¹dzaj¹c szkód w komórkach gospodarza. Na obec-
nym etapie wiedzy bierze siê pod uwagê kilka wa¿nych w terapii przeciwgrzybowej
celów w komórce.

Celami molekularnymi, które mog¹ zostaæ wykorzystane w poszukiwaniu sku-
tecznych chemoterapeutyków przeciwgrzybowych s¹ elementy ró¿nicuj¹ce jakoœ-
ciowo komórki grzyba od komórek ssaka. Do celów takich nale¿¹ m.in. enzymy
zaanga¿owane w biosyntezie elementów grzybowej œciany komórkowej. Jednym
z takich enzymów, szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie, jest syntaza glukoza-
mino-6-fosforanu, która katalizuje reakcjê powstawania glukozamino-6-fosforanu
(GlcN-6-P).

Potencjalnego leku przeciwgrzybicznego mo¿na poszukiwaæ w gronie inhibi-
torów syntazy GlcN-6-P, bêd¹cych analogami stanu przejœciowego reakcji katalizo-



A. MELCER1000

wanej przez ten enzym. Jest to mo¿liwe, poniewa¿ molekularny mechanizm tej reakcji
zosta³ ju¿ poznany.

Artyku³ stanowi przegl¹d stanu wiedzy z ostatnich trzyciestu lat dotycz¹cy inhi-
bitorów syntazy glukozamino-6-fosforanu bêd¹cych analogami glutaminy, ze szcze-
gólnym naciskiem na w³aœciwoœci wybranych inhibitorów oraz ich syntezê.

1. FUNKCJA SYNTAZY GLUKOZAMINO-6-FOSFORANOWEJ

Syntaza glukozamino-6-fosforanu jest enzymem o nazwie systematycznej
L-glutamina: D-fruktozo-6-fosforan amidotransferaza EC 2.6.1.16 [8], katalizuj¹cym
biosyntezê D-glukozaminy, która jest podstawowym elementem budulcowym chity-
ny, a tym samym œciany komórkowej grzyba [9–11]. Enzym ten uczestniczy w reak-
cji, podczas której dochodzi do przeniesienia grupy aminowej z ugrupowania amido-
wego glutaminy (1) na cz¹steczkê D-fruktozo-6-fosforanu (2) z jednoczesn¹ izome-
ryzacj¹ ketozaminy do D-glukozamino-6-fosforanu (3) (Schemat 1). [12]. Z uwagi
na swoj¹ podwójn¹ funkcjê glukozamino-6-fosforan (GlcN-6-P) jest prekursorem
UDP-N-acetyloglukozaminy, stanowi¹cej produkt poœredni w biosyntezie wszelkich
makrocz¹steczek zawieraj¹cych aminocukry, zarówno w komórkach prokariotycz-
nych jak i eukariotycznych.

Schemat 1. Reakcja katalizowana przez syntazê glukozamino-6-fosforanow¹
Scheme 1. Reaction catalysed by GlcN-6-P synthase

Syntaza glukozamino-6-fosforanu nale¿y jednoczeœnie do dwóch klas enzymów:
amidotransferaz glutaminowych oraz izomeraz, jako izomeraza 2R ketonowo/aldo-
zowa [13]. Wynika to z faktu, ¿e enzym ten katalizuje dwie sprzê¿one reakcje. Pierw-
sza z nich to hydroliza wi¹zania amidowego glutaminy, po³¹czona z przeniesieniem
powsta³ego amoniaku na akceptor, którym jest D-fruktozo-6-fosforan (funkcja gluta-
minazy). Druga reakcja to konwersja powsta³ego D-fruktozimino-6-fosforanu do
koñcowego produktu, jakim jest D-glukozamino-6-fosforan (funkcja izomerazy).
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2. INHIBITORY SYNTAZY GLUKOZAMINO-6-FOSFORANU
JAKO POTENCJALNE CHEMOTERAPEUTYKI PRZECIWGRZYBOWE

G³ówn¹ aktywnoœci¹ syntazy GlcN-6-P jest utworzenie glukozamino-6-fosfo-
ranu zachodz¹ce w wyniku przeniesienia grupy aminowej z glutaminy na fruktozo-
-6-fosforan oraz nastêpuj¹ca dalej izomeryzacja ketozy do aldozy. Pod nieobecnoœæ
Fru-6-P, enzym katalizuje hydrolizê glutaminy [14], natomiast w nieobecnoœci glu-
taminy wykazuje aktywnoœæ izomerazy fosfoglukozowej [15].

Aktywnoœæ syntazy glukozamino-6-fosforanowej jest hamowana przez szereg
zwi¹zków oddzia³ywuj¹cych z resztami aminokwasowymi obecnymi w centrum
aktywnym enzymu (jodoacetamid, N-etylomaleinimid, 1,1’-ditiodiformamidyna,
kwas 6,6’ditiodinikotynowy oraz kwas p-chlorortêciobenzoesowy). Zwi¹zki te nie-
odwracalnie inaktywuj¹ enzym na wskutek alkilowania reszty tiolowej cysteiny znaj-
duj¹cej siê w jego centrum aktywnym [12, 16–18].

Poszukiwanie selektywnych wobec syntazy glukozamino-6-fosforanowej inhibi-
torów prowadzi siê wœród analogów glutaminy (Rys. 1) oraz analogów stanu przejœ-
ciowego reakcji katalizowanej przez syntazê glukozamino-6-fosforanu. Warunkiem
stworzenia skutecznego inhibitora analogu glutaminy jest wprowadzenie do niego
ugrupowania zdolnego do reakcji z grup¹ tiolow¹ Cys1 enzymu ale równoczeœnie
nie reaguj¹cego z innymi grupami, o charakterze nukleofilowym, obecnymi w uk³a-
dzie. Takie wymagania spe³niaj¹ miêdzy innymi ugrupowania oksiranowe, haloge-
noacylowe lub zawieraj¹ce uk³ad sprzê¿onych wi¹zañ podwójnych.

 Z kolei domenê wi¹¿¹c¹ D-fruktozo-6-fosforan blokuj¹ analogi produktu przejœ-
ciowego, w którym jest cis-enolamina.

2.1. ANALOGI GLUTAMINY JAKO INHIBITORY SYNTAZY
GLUKOZAMINO-6-FOSFORANU

Kluczow¹ rol¹ w oddzia³ywaniu inhibitora z enzymem pe³ni grupa tiolowa zlo-
kalizowana w centrum aktywnym syntazy GlcN-6-P. Jest to N-terminalna reszta
cysteiny (Cys1). Grupa ta odpowiedzialna za reakcjê z glutamin¹, jest nieodwracal-
nie alkilowana przez analogi glutaminy posiadaj¹ce ugrupowania reaktywne o charak-
terze elektrofilowym, typu: diazoketon, diazoester, chloroketon lub 2,3 epoksyke-
ton, które nieodwracalnie wi¹¿¹ siê z Cys1 w centrum aktywnym enzymu [19–24].

Podobnie jak w przypadku innych amidotransferaz glutaminowych, aktywnoœæ
syntazy GlcN-6-P jest hamowana przez niespecyficzne inhibitory, do których zali-
czyæ mo¿emy: 6-diazo-5-oxonorleucyna (DON, 1), oraz o-diazoacetylo-L-seryna
(azaseryna, 2), oraz inne analogi glutaminy zawieraj¹ce grupê elektrofilow¹ (3–7,
Rys. 1) [25, 26]. W przypadku syntazy glukozamino-6-fosforanu DON trwale wi¹¿e
siê z enzymem, powoduj¹c jego trwa³¹ inaktywacjê. Pozosta³e analogi glutaminy s¹
jedynie inhibitorami kompetytywnymi tego enzymu [12, 27].
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Rysunek 1. Elektrofilowe analogi glutaminy [26]
Figure 1. Electrophilic analogues of glutamine [26]

Do analogów glutaminy posiadaj¹cego ugrupowanie elektrofilowe mo¿na tak¿e
zaliczyæ L-γ-glutamylo-2{[(p-difluorometylo)fenylo]tio}glicynê (8, Rys. 2), która
jest inhibitorem syntazy GlcN-6-P racjonalnie zaprojektowanym w oparciu o mecha-
nizm dzia³ania [28]. Zwi¹zek ten posiada latentn¹ funkcjê elektrofilow¹ aktywo-
wan¹ wewn¹trz komórki po zhydrolizowaniu przez enzym wi¹zania peptydowego.
Uwalniana wówczas α-arylotioglicyna spontanicznie siê rozk³ada do 4-(fluorome-
tyleno)cykloheksan-2,5-dieno-1-tionu, który reaguje z niezidentyfikowan¹ reszt¹ ami-
nokwasow¹ w centrum aktywnym enzymu.

W odró¿nieniu od grupy inhibitorów niespecyficznych istniej¹ równie¿ inhibi-
tory bêd¹ce analogami glutaminy, które nie hamuj¹ aktywnoœci innych enzymów
wykorzystuj¹cych glutaminê jako substratu. Tym samym s¹ selektywnymi inhibito-
rami wobec syntazy glukozamino-6-fosforanu. Pierwszym takim poznanym selek-
tywnym inaktywatorem syntazy GlcN-6-P zarówno pochodzenia bakteryjnego jak
i dro¿d¿owego jest antykapsyna (9, Rys. 2) [29–32].

Antykapsyna zosta³a poraz pierwszy wyizolowana w 1970 r. przez Witney’a
z brzeczki fermentacyjnej Streptomyces griseoplanus NRRL 3507 [22, 26, 30, 32].
Stanowi ona C-koñcowy aminokwas antybiotyku tetainy odkrytego w latach piêæ-
dziesi¹tych w Katedrze Technologii Leków i Biochemii Politechniki Gdañskiej.

Badania nad kinetyk¹ inhibicji przez antykapsynê wykaza³y, ¿e inhibitor ten
jest kompetycyjny w stosunku do glutaminy i akompetycyjny w stosunku do Fru-6-P
[22]. Inhibitor wi¹¿e siê zarówno z wolnym enzymem jak i kompleksem enzym–



ANALOGI GLUTAMINY JAKO INHIBITORY SYNTAZY GLCN-6-P 1003

–Fru-6-P przy czym zwi¹zanie tego substratu znacznie u³atwia inhibicjê. Antykap-
syna jest znacznie silniejszym inaktywatorem syntazy GlcN-6-P ni¿ DON. Wyka-
zuje ona znacznie wiêksze powinowactwo do miejsca wi¹zania glutaminy w niszy
enzymatycznej ni¿ sama glutamina – naturalny substrat syntazy GlcN-6-P [17, 27,
28, 34,]. Antykapsyna, w odró¿nieniu od inhibitorów niespecyficznych, nie oddzia-
³ywuje z innymi enzymami przekszta³caj¹cymi glutaminê takimi jak: syntetaza GMP,
γ -glutarylotransferaza, glutaminaza [31].

W ostatnich latach uda³o siê przeprowadziæ syntezê stereoselektywn¹ antykap-
syny, wykazuj¹c, ¿e tylko jeden z enancjomerów tego inhibitora jest aktywny biolo-
gicznie [35, 36]. Zasugerowano, ¿e aktywn¹ form¹ inhibitora jest hydrat, który umo¿-
liwia powstawanie korzystnego uk³adu wi¹zañ wodorowych, orientuj¹cych odpo-
wiednio ten zwi¹zek w centrum aktywnym enzymu [36].

Rysunek 2. Wybrane selektywne inhibitory syntazy GlcN-6-P
Figure 2. Selected selective inhibitors of GlcN-6-P synthase

Innym ciekawym i selektywnym inhibitorem okaza³ siê otrzymany przez Andrusz-
kiewicza i in. kwas N3-furmailo-(S)-2,3-diaminopropanowy (FCDP, 10, Rys. 2). Jest
on silnym inhibitorem i inaktywatorem bakteryjnej syntazy GlcN-6-P [37, 38]. Ten
inhibitor sta³ siê substancj¹ wiod¹c¹ w programie badawczym ukierunkowanym na
projektowanie i syntezê pochodnych kwasu fumaroilodiaminowego. Wynikiem tego
by³o otrzymanie szeregu skutecznych inhibitorów syntazy glukozamino-6-fosforanu
(FMDP, BSDP, 11–12, Rys. 2) wœród, których najlepszym okaza³ siê ester metylowy
kwasu N 3-metoksyfumaroilo-(S)-2,3-diaminopropanowego (FMDP) [39–41].
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Badania kinetyki inhibicji GlcN-6-P przez FMDP (11), wykaza³y, ¿e inhibitor
ten jest kompetycyjny wobec glutaminy i akompetycyjny w stosunku do Fru-6-P.
Stwierdzono równie¿, ¿e inaktywacja enzymu przez FMDP polega na utworzeniu
wi¹zania kowalencyjnego pomiêdzy enzymem a inhibitorem na wskutek addycji
Michaela grupy tiolowej N-koñcowej cysteiny do wi¹zania podwójnego w furma-
ilowym fragmencie inhibitora, a konkretnie do Ce [41–43]. Powsta³y w ten sposób
addukt ulega dalszej cyklizacji wewn¹trzcz¹steczkowej, od³¹cza siê cz¹steczka
metanolu, a powstaj¹cy sukcynimid ulega przegrupowaniu do 1,4-ditiazyn-3-onu,
którego fragment stanowi reszta cysteiny, co w rezultacie powoduje nieodwracaln¹
inaktywacjê enzymu. Zaobserwowano tak¿e, ¿e reakcja cyklizacji jest wysoce stere-
oselektywna. Potwierdzili to Tarnowska i in. badaj¹c za pomoc¹ chemii obliczenio-
wej mo¿liwoœci utworzenia ró¿nych stereoizomerów przed inaktywacj¹. W tym celu
u¿yto metod MNDO i PM3 [41, 42]. Wyjaœniono równie¿ przyczyny wysokiej ste-
reoselektywnoœci reakcji cyklizacji [44].

 Niestety du¿a reaktywnoœæ ugrupowania furmailowego powoduje, ¿e FMDP
jest bardzo szybko inaktywowany przez sk³adniki osocza krwi a tym samym wyko-
rzystanie jego jako chemoterapeutyku staje siê problematyczne. Dlatego te¿ zajêto
siê poszukiwaniem innych pochodnych kwasu (S)-2,3-diaminopropanowego. Jed-
nym z takich zwi¹zków by³ wyizolowany w 1988 roku z hodowli Micromonospora
przez Coopera i in. peptydowy antybiotyk, którego C-koñcowym aminokwasem jest
kwas N3-trans-epoksybursztynamoilo-(S)-2,3-diamiopropanowy (EADP, 13, Rys. 2)
[45].

Zwi¹zek ten podobnie jak FMDP inaktywuje GlcN-6-P, i wykazuje znacznie
mniejsz¹ reaktywnoœæ wobec czynników nukleofilowych zawartych w surowicy co
czyni ten zwi¹zek potencjalnie lepszym chemoterapeutykiem ani¿eli FMDP [41,
46].

Badania kinetyki inhibicji GlcN-6-P przez EADP, wykaza³y, ¿e w wyniku nukleo-
filowego ataku grupy tiolowej cz¹steczki cysteiny w centrum aktywnym enzymu na
atom wêgla w pierœcieniu oksiranowym nastêpuje jego otwarcie, a nastêpnie prze-
niesienie na epoksydowy atom tlenu [24].

Niestety zarówno FMDP, EADP, BSDP s¹ zbyt polarne aby mog³y byæ trans-
portowane do wnêtrza komórki na drodze prostej dyfuzji [47–49]. Musz¹ byæ poda-
wane w formie latentnej np. wbudowane w cz¹steczkê peptydu. Transportowane s¹
wówczas przez peremazy peptydowe a wewn¹trz komórki peptydazy uwalniaj¹ w³aœ-
ciw¹ cz¹steczkê inhibitora. Permeazy te nie s¹ niezbêdne do ¿ycia komórki grzybi-
czej i bakteryjnej, w efekcie stosowanie tych zwi¹zków prowadzi do szybkiego poja-
wiania siê opornoœci u mikroorganizmów, przeciwko, którym s¹ one stosowane.
Zwi¹zki te charakteryzuj¹ siê niewielk¹ stabilnoœci¹ w surowicy krwi.

Innym sposobem u³atwiaj¹cym transport cz¹steczki inhibitora przez b³onê cyto-
plazmatyczn¹ jest zwiêkszenie jego lipofilowoœci. Przyk³adem takiego zwi¹zku
jest dipeptyd NvaFMDP, w którym wolne grupy aminowe s¹ acylowane lipofilo-
wymi kwasami organicznymi lub pochodne FMDP, w których grupa COOH kwasu
2,3-diaminopropanowego jest przekszta³cona w odpowiednie estry i amidy [12, 50,
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51]. Zwi¹zek ten ulega wewn¹trz komórki hydrolizie uwalniaj¹c w³aœciwoœci inhi-
bicyjne inhibitora.

Istotn¹ wad¹ FMDP jest obecnoœæ ugrupowania estrowego, które ³atwo hydro-
lizuje in vivo. Powstaj¹cy wówczas wolny kwas nie wykazuje praktycznie w³aœ-
ciwoœci inhibituj¹cych, st¹d te¿ zaprojektowano nowe zwi¹zki nie posiadaj¹ce
w swojej strukturze ³atwo hydrolizuj¹cego estru metylowego obecnego w FMDP
czy pierwszorzêdowego amidu w EDAP [39, 52]. S¹ one s³abszymi inhibitorami
syntazy GlcN-6-P ale s¹ stabilniejsze chemicznie. Przyk³adami takich inhibitorów
s¹ kwas (S)-2-amino-3{[E-4-fenylo-4-okso-2-butenoilo]amino}propanowy (BADP,
14, Rys. 3) i kwas (S)-2-amino-3{[E-4-okso-2-pentenoilo]-amino}propanowy
(AADP, 15, Rys. 3) [39, 52, 53].

Rysunek 3. Struktura BADP (14) i AADP (15)
Figure 3. Structure of BADP (14) i AADP (15)

AADP jest s³abym inhibitorem syntazy glukozamino-6-fosforanu ale jego pep-
tyd wykazuje znacz¹c¹ aktywnoœæ biologiczn¹, natomiast peptydy zawieraj¹ce BADP
nie wykazuj¹ wysokiej aktywnoœci prawdopodobnie na wskutek ma³o skutecznego
transportu do wnêtrza komórki. W celu poprawienia transportu cz¹steczki inhibi-
tora prowadzi siê modyfikacje zwiêkszaj¹ce lipofilowoœæ zwi¹zku co u³atwia jego
dyfuzjê na drodze prostej. Potencjalne miejsca umo¿liwiaj¹ce wprowadzenie lipo-
filowego podstawnika w BDAP i AADP to grupa karboksylowa i aminowa kwasu
(S)-2,3-diaminopropanowego, pierœcieñ aromatyczny w BDAP oraz reszta kwasu
4-okso-2-pentenowego w AADP.

Modyfikacji takich podjê³a siê Walkowiak i in. w 2005 roku uzyskuj¹c szereg
pochodnych BADP i AADP [54]. Otrzymane inhibitory wykazywa³y jednak s³absz¹
aktywnoœæ przeciwgrzybow¹ Wynika to z faktu, ¿e choæ otrzymane zwi¹zki charak-
teryzuj¹ siê zwiêkszona liofilowoœci¹ w porównaniu do wyjœciowych inhibitorów
AADP i BADP, s¹ zbyt polarne a co za tym idzie s¹ ma³o efektywnie transportowane
do wnêtrza komórki na drodze biernej dyfuzji. Szczególnie widoczne jest to dla
zwi¹zków alifatycznych i heterocyklicznych charakteryzuj¹cych siê stosunkowo
ma³ym powinowactwem do b³ony biologicznej. W przypadku bardziej lipofilowych
czynnikiem ograniczaj¹cym aktywnoœæ biologiczn¹ jest ich s³aba rozpuszczalnoœæ
w wodzie tak jak w przypadku zwi¹zków estryfikowanych grup¹ 4-n-decylofeny-
low¹, 4-n-nonadecylofenylow¹ i metylow¹. Natomiast dipeptydy zawieraj¹ce norwa-
linê wykaza³y znaczn¹ aktywnoœæ przeciwko S. cerevisiae i C. glabrata i tylko s³abe
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dzia³anie przeciw C. albicans szczepu. Peptydy te nie wydaj¹ siê byæ toksyczne
wobec komórek ludzkich [54, 55].

Kolejn¹ grup¹ inhibitorów syntazy GlcN-6-P badan¹ w Katedrze Technologii
Leków i Biochemii Politechniki Gdañskiej by³y N3-haloacetylowe pochodne kwasu
(S)-2,3-diaminopropoanowego (bromo 16, chloro 17, jodoacetylo-, 18, Rys. 4). Spo-
œród trzech otrzymanych zwi¹zków, najsilniejszym inhibitorem i inaktywatorem
sytnazy GlcN-6-P okaza³ siê  kwas N3-bromoacetylo-(S)-2,3-diaminopropanowy. Jest
to jak dotychczas najsilniejszy inaktywator tego enzymu z Candida albicans [56].
Niestety zastosowanie ich jako chemoterapeutyków jest niemo¿liwe ze wzglêdu na
ich du¿¹ reaktywnoœæ. Interesuj¹cy jest fakt, ¿e inhibitory tez wykazuj¹ cechy nie-
kompetetywnej inhibicji w stosunku do Fru-6-P (w odró¿nieniu od akompetycyjnej
inhibicji wykazywanej przez antykapsynê, FMDP) co œwiadczy, ¿e pochodne
N3-haloacetylowe posiadaj¹ podobn¹ zdolnoœæ wi¹zania siê zarówno z enzymem
jak i kompleksem enzym-Fru-6-P [56]

Rysunek 4. Pochodne N 3-haloacetylowe kwasu L-2,3-diaminopropanowego
Figure 4. N-halocetyl derivatives of L-2,3-diaminopropanoic acid

3. SYNTEZA WYBRANYCH INHIBITORÓW GLCN-6-P
BÊD¥CYCH ANALOGAMI GLUTAMINY

Jednym ze sposobów poprawienia transportu cz¹steczki inhibitora przez b³onê
cytoplazmatyczn¹ do wnêtrza komórki jest zwiêkszenie jego lipofilowoœci. Przyk³a-
dem takiej modyfikacji s¹ pochodne FMDP, w których grupa karboksylowa kwasu
(S)-2,3-diamionopropanowego jest przekszta³cona w odpowiednie estry i amidy [12,
50, 51, 57–59].

3.1. SYNTEZA AMIDOWYCH POCHODNYCH KWASU
N3-(4-METOKSYFUMAROILO)-(S) 2,3-DIAMINOPROPANOWEGO (20–23)

W wyniku reakcji chronionego kwasu N2-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metok-
syfumaroilo)-(S)-2,3-diaminopropanowego (BocFMDP) z N-metylo-N-propyloamin¹
i N-metylo-N-heksyloamin¹ uzyskano amidy kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-(S)-
-2,3-diaminopropanowego (20, 21). Reakcje by³y prowadzone dwoma metodami
(Schemat 2, Tabela 1):
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1. w THF w temperaturze pokojowej i z wykorzystaniem metody aktywnych
estrów [59],

2. w DMF w temperaturze pokojowej w obecnoœci trietyloaminy jako zasady,
stosuj¹c do aktywacji grupy karboksylowej DPPA [57].

W obu reakcjach by³ stosowany 10% nadmiar odpowiednich amin w stosunku
do wyjœciowego substratu.

Schemat 2. Synteza amidowych pochodnych FMDP
Scheme 2. Synthesis of amide derivatives FMDP

Tabela 1. Optymalne warunki otrzymywania N-metylo-N-propyloamidu (20)
i N-metylo-N-hesyloamidu (21) FMDP

Table 1. Optimal conditions of N-methyl-N-propyloamide (20)
and N-methyl-N-hexyloamide (21) FMDP synthesis

Poniewa¿ zwi¹zki 20 i 21 otrzymano z wydajnoœciami dwukrotnie wiêkszymi
metod¹ DPPA, pozosta³e dwa amidy kwasu FMDP (III, IV) by³y otrzymane wy³¹cznie
t¹ metod¹. N-Izopropylo-N-metyloamid kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-(S)-2,3-
diaminopropanowego (22) otrzymano z wydajnoœci¹ 69% zaœ N-sec-butyloamid kwasu
N3-(4-metoksyfumaroilo)-(S)-2,3-diaminopropanowego (23) z 73% wydajnoœci¹.
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3.2. SYNTEZA ESTROWYCH POCHODNYCH KWASU
N 3-(4-METOKSYFUMAROILO)-(S)-2,3-DIAMINOPROPANOWEGO (24, 25)

Estrowe pochodne kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-(S)-2,3-diaminopropano-
wego otrzymano w wyniku reakcji BocFMDP z diazometanem prowadzonej w THF
– synteza estru metylowego (24) (Schemat 3) lub podczas reakcji BocFMDP z jod-
kiem metylu lub z bromkiem allilu w DMF w temperaturze pokojowej, z zastosowa-
niem N,N-diizopropyloetyloaminy jako zasady – synteza estru metylowego (24)
i allilowego (25) (Schemat 4) [58].

Schemat 3. Synteza estru metylowego FMDP (24)
Scheme 3. Synthesis of methyl ester FMD (24)

Schemat 4. Synteza estrowych pochodnych FMDP (24, 25) za pomoc¹ bromku halogenku allilu i jodku metylu
Scheme 4. Synthesis of ester derivatives FMDP (24, 25) with allyl and mehyl halides
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3.3. SYNTEZA ESTRÓW LATENTNYCH KWASU
N3-(4- METOKSYFUMAROILO)-(S)-2,3-DIAMINOPROPANOWEGO (26, 27)

Estry acetoksymetylowy (26) i piwaloiloksymetylowy (27) otrzymano w reak-
cji BocFMDP odpowiednio z bromkiem acetoksymetylu i chlorkiem piwaloiloksy-
metylu w DMF w obecnoœci trietyloaminy i katalitycznej iloœci jodku potasu (Sche-
mat 5). Jednak¿e ze wzglêdu na niskie wydajnoœci tych reakcji zmieniono zasadê
z trietyloaminy na DBU.

Schemat 5. Synteza estrów latentnych FMDP (26, 27)
Scheme 5. Synthesis of latent esters FMDP (26, 27)

Wg Naboru i in. reakcja przy u¿yciu DBU przebiega szybko w ³agodnych warun-
kach i nie wymaga stosowania drogich, polarnych rozpuszczalników aprotonowych.
Jest to spowodowane faktem i¿ kompleks I (kompleks tworz¹cy siê w reakcji jonów
karboksylanowych z protonowanym DBU – Rys. 5) jest zdecydowanie lepiej roz-
puszczalny w rozpuszczalniku nie polarnym ni¿ kompleks II (protonowana trietylo-
amina) co w konsekwencji zwiêksza wydajnoœæ koñcowego produktu estryfikacji
[57].

Rysunek 5. Struktura tworz¹cych siê kompleksów
Figure 5. Structure of forming complexes
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Na podstawie przeprowadzonych badañ zsyntetyzowanych pochodnych FMDP
ustalono, ¿e [60]:

1. Uzyskane nowe pochodne FMDP ró¿ni¹ siê znacznie pod wzglêdem aktyw-
noœci biologicznej od macierzystego FMDP. Modyfikacje w obrêbie grupy
karboksylowej FMDP powoduj¹ wyraŸny spadek aktywnoœci hamuj¹cej
wobec enzymu i przeciwgrzybiczej otrzymanych pochodnych. Jedynie
w przypadku estru acetoksymetylowego FMDP stwierdzono wysok¹ aktyw-
noœæ biologiczn¹, porównywaln¹ do aktywnoœci niezmodyfikowanego FMDP.
Zwi¹zek ten w niskich stê¿eniach powodowa³ zahamowanie aktywnoœci
syntazy glukozamino-6-fosforanu oraz zahamowanie wzrostu komórek Can-
dida albicans.

2. Wzrost lipofilowoœci powoduje spadek aktywnoœci biologicznej pochodnych
FMDP.

3. Uzyskano wartoœci wyk³adnika transportu WT (WT = IC50 enz/IC50 kom.) wiêk-
sze lub równe jednoœci, co sugeruje, ¿e struktury tych zwi¹zków nie prze-
szkadzaj¹ im w pokonaniu bariery b³ony biologicznej.

4. Uzyskanie wartoœci liczbowych WT > 1 dla pochodnych estrowych mo¿e
dowodziæ wewn¹trzkomórkowej hydrolizy wi¹zania estrowego pod wp³y-
wem niespecyficznych esteraz z uwolnieniem silnego, selektywnego inhibi-
tora.

Wszystkie otrzymane amidowe i estrowe pochodne kwasu N3-(4- metoksyfu-
maroilo)-(S)-2,3-diaminopropanowego s¹ wzglêdnie silnymi inhibitorami aktywnoœci
syntazy glukozamino-6-fosforanowej. Wykazuj¹ jednak ma³¹ trwa³oœæ w surowicy
krwi i dlatego konieczne jest poszukiwanie innych inhibitorów syntazy GlcN-6-P
[60].
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ABSTRACT

Free radicals can react with different biomolecules present in the cells such as
lipids, sugars or nucleic acid peptides. These free radicals initiate reactions with
DNA or RNA molecules and then can lead to changes in the genome sequence.
These mutations are most probably responsible for a number of different diseases
(involving a change in the genome sequence) or, at least, can accompany them.

Reactive oxygen species and more specifically – hydroxyl radical can react
with DNA molecules and lead to changes in their structures. Formation of radicals
at C5' and C8 atoms of 2'-deoxyadenosine leads, through intramolecular cyclisation,
to 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine (cdA) derivatives.

Frequency of DNA damage occurrence surges with an increase of an ionizing
radiation dose. Different repair systems are however present in cellular machinery:
BER, which exploits glycosylase and NER – a more complex process involving the
removal of damaged oligonucleotides. The later is the basic mechanism for removal
the 5',6-cyclo-2'-deoxynucleosides and 5',8-cyclo-2'-deoxynucleosides like cdA.

Their defective activity may be responsible for many types of diseases, such as
Parkinson, Alzheimer, chronic hepatitis, HCV, atopic dermatitis and different types
of cancer.

The mechanistic, structural and biochemical studies presented in this work pro-
duce quite clear answer as to the approximate range level of the (5'R)-cdA and
(5'S)-cdA accumulation in the genome after the lesion period.

Using quantum chemistry methods (DFT) paths of the cyclisation reaction have
been determined. From the structural analysis point of view, it has been demonstra-
ted that the covalent bond between C(5') and C(8) in nucleoside induces an unusual
West conformation of the furanose ring. Based on the NMR data analysis it can be
postulated that the rigid and fixed structure of cdA can strongly influence the global
geometry of oligonucleosides. Moreover, using the quantum mechanic study of
double strand DNA it has been demonstrated that the presence of (5'S)-cdA provo-
kes a “domino effect” extending towards the 5'-end of the strand with this lesion. No
domino effect is observed for the 3'-end. The obtained biological results indicate
that the presence of (5'S)-cdA in the complementary strand to the strand under repa-
ir on the 5'-end side is the critical factor for the inhibition of the BER process of
DNA.

Keywords: DNA damage, 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine, free radicals, reactive oxy-
gen species,  ionisation radiation
S³owa kluczowe: uszkodzenia DNA, 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna, wolne rodniki,
reaktywne formy tlenu, promieniowanie jonizuj¹ce
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1. WSTÊP

1.1. REAKTYWNE FORMY TLENU

Ka¿da komórka ludzkiego cia³a jest w sposób ci¹g³y nara¿ona na dzia³anie reak-
tywnych form tlenu (RFT) [1]. Szacuje siê, ¿e w pojedynczej komórce w ci¹gu doby
inicjowanych jest oko³o 1,5 × 105 procesów utleniania, spowodowanych przez ró¿ne
rodniki tlenowe [2]. RFT mog¹ byæ generowanie nie tylko przez Ÿród³a zewnêtrzne
takie jak: promieniowanie jonizuj¹ce (UV, gamma(γ ), rentgenowskie), zanieczysz-
czenia œrodowiska, œrodki lecznicze, lecz równie¿ przez procesy wewn¹trzkomór-
kowe np.: reakcje katalizowane jonami metali (Fe, Cu, Cr), przemiany energetyczne
zachodz¹ce w mitochondriach lub jako formy obronne organizmu podczas zwalcza-
nia ró¿nego rodzaju infekcji (neutrofile, makrofagi). Do reaktywnych form tlenu
zalicza siê [3]: O2

•– (anionorodnik ponadtlenkowy) oraz sprzê¿ony z nim HO2
• (rod-

nik wodoronadtlenkowy), •OH (rodnik hydroksylowy), 1O2 (tlen singletowy), O3
(ozon), H2O2 (nadtlenek wodoru) oraz NO• (tlenek azotu) powstaj¹cy w wyniku tle-
no-zale¿nych przemian L-argininy [4] (Rys. 1).

Rysunek 1. Reakcja degradacji L-argininy prowadz¹ca do powstawania tlenku azotu NO•

Figure 1. Degradation reaction of L-arginine leading to NO• formation

Na szczególn¹ uwagê zas³uguje reaktywny rodnik hydroksylowy powstaj¹cy
w wyniku radiolizy wody pod wp³ywem promieniowania jonizuj¹cego o ró¿nej energii
[5] (Rys. 2), jako produkt reakcji Habera-Weissa katalizowanej jonami metali [6]
lub jako produkt uboczny metabolizmu ksenobiotyków [7] (Rys. 3).
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Rysunek 2. Powstawanie rodnika hydroksylowego w wyniku radiolizy wody
Figure 2. Formation of hydroxyl radical during water radiolysis

Rozszczepienie wi¹zania H–O w H2O wymaga u¿ycia Ÿród³a generuj¹cego ener-
giê o wartoœci co najmniej 498 kJ/mol (10,56 eV) [8]. Dla przyk³adu energia dyso-
cjacji wi¹zania H–CH3 wynosi 438 kJ/mol [8]. Reakcja Habera-Weissa katalizo-
wana jonami metali jest po³¹czeniem dwóch procesów: reakcji przeniesienia jed-
nego elektronu z jonu metalu (reakcja Fentona [9]) oraz przeniesienia jednego elek-
tronu z anionorodnika ponadtlenkowego (reakcji Habera-Weissa [10]) (Rys. 3). Ten
ostatni proces charakteryzuje siê nisk¹ wartoœci¹ sta³ej szybkoœci reakcji, rzêdu
1–2 M–1s–1 co znaczenie zmniejsza jego znaczenie dla procesów wolnorodnikowych
prowadz¹cych do powstania uszkodzeñ w obrêbie kwasów nukleinowych [11].
Natomiast sta³a szybkoœci powstawania •OH w reakcji katalizowanej jonami Fe3+

wynosi 70 M–1s–1 [12].

Rysunek 3. Schemat reakcji Fentona oraz Habera-Weissa z i bez katalizowania jonami metali
Figure 3. The scheme of Fenton and Haber-Weiss reactions with and without metal ion catalysis

Rodnik hydroksylowy jest jednym z najsilniejszych œrodków utleniaj¹cych, jego
potencja³ utleniania wynosi 2,8 V. Dla porównania potencja³ ten dla H2O2 waha siê
pomiêdzy 0,87 V a 1,8 V, w zale¿noœci od wartoœci pH [13]. Ponadto sta³a szybkoœci
reakcji •OH z jonami Fe2+ wynosi 3,2 × 108 M–1s–1 i jest ona o rz¹d wielkoœci wiêksza
ni¿ dla reakcji z H2O2 (3,3 × 107 M–1s–1) [14]. Dane te jednoznacznie wskazuj¹,
i¿ pojawienie siê rodnika hydroksylowego w œrodowisku komórki mo¿e prowadziæ
do wielu przypadkowych niepo¿¹danych reakcji z wa¿nymi makrocz¹steczkami jak
peptydy, oligonukleotydy, lipidy powoduj¹c ich modyfikacjê (Rys. 4).

Jednak¿e, w trakcie procesu ewolucji organizmy wytworzy³y mechanizmy obronne
zapobiegaj¹ce pojawieniu siê niepo¿¹danych reaktywnych form tlenu wewn¹trz
komórki. Nale¿¹ do nich enzymy np.: (a) dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), obecna
zarówno w komórkach prokariotycznych jak i eukariotycznych (jej biosynteza kon-
trolowana jest przez poziom O2

•–)[15], (b) peroksydaza glutationowa, zawieraj¹ca
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w swym centrum aktywnym jon selenu, katalizuj¹ca rozk³ad H2O2 do H2O [16],
c) peroksydaza hemowa [17], d) katalaza [18].

Rysunek 4. Powstawanie rodnika hydroksylowego (reakcja Habera-Weissa katalizowana jonami ¿elaza),
a uszkodzenia DNA

Figure 4. Hydroxyl radical formation versus DNA damage (Haber-Weiss reaction with metal ion catalysis)

Odmienn¹ grupê moleku³ bior¹cych udzia³ w usuwaniu wolnych rodników
stanowi¹ tzw. nieenzymatyczne antyoksydanty, ma³e cz¹steczki przekszta³caj¹ce RFT
w ich nieaktywne formy, jednoczeœnie same ulegaj¹c wzbudzeniu. Jako znacz¹ce
przyk³ady mo¿na wymieniæ: kwas askorbinowy, α-tokoferol, glutation, karotenoidy,
flawonoidy [19]. Nale¿y podkreœliæ, i¿ stosowanie antyoksydantów musi byæ dosto-
sowane do wieku organizmu np. wykorzystywanie witamin C i E przez komórki
ludzkie zmienia siê w ró¿nych fazach ¿ycia [20]. Ponadto nale¿y podkreœliæ, i¿ uk³ad:
„si³y obronne organizmu” vs „wolne rodniki” utrzymywany jest w stanie delikatnej
równowagi, której naruszenie mo¿e prowadziæ do niepo¿¹danych efektów. Przyk³a-
dem mo¿e byæ stosowanie nadmiernych iloœæ witaminy C w codziennej diecie
np. razem z preparatami zawieraj¹cymi ¿elazo lub inne jony metali przejœciowych.
Zestawienie takie mo¿e potencjalnie prowadziæ do powstawania reaktywnych form
tlenu [21] (Rys. 5). Obserwacje te przeprowadzone przez Halliwella i Gutteridga
potwierdzaj¹ tezê von Hohenheima: Alle Dinge sind Gift, und nichts ist ohne Gift.
Allein die Dosis macht, daß ein Ding kein Gift ist[22] (Wszystko jest trucizn¹ i nic
nie jest trucizn¹, tylko dawka czyni, ¿e dana substancja jest trucizn¹).
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Rysunek 5. Prooksydacyjne i antyoksydacyjne w³aœciwoœci witaminy C
Figure 5. Prooxidativ and antiooxidaive properties of vitamine C

Zwiêkszone stê¿enie reaktywnych form tlenu jest najczêœciej zwi¹zane z czyn-
nikami patogennymi takimi jak palenie papierosów, niedokrwienie, wysoka tempe-
ratura, zamra¿anie, toksyny, promieniowanie jonizuj¹ce, infekcje, ciê¿ki wysi³ek
fizyczny, uszkodzenia cia³a. Zaburzenie równowagi RFT/antyoksydanty mo¿e pro-
wadziæ do powstania stresu oksydacyjnego, w wyniku którego reaktywne formy
tlenu i ich metabolity po niezaplanowanej œmierci komórki wydostaj¹ siê do prze-
strzeni miêdzykomórkowej uszkadzaj¹c s¹siaduj¹ce komórki [23]. W przeciwieñ-
stwie do procesu nekrozy proces apoptozy indukowany przez RTF nie stanowi
zagro¿enia – w procesie tym nastêpuje stopniowe wygaszanie funkcji komórki [24].

Szczególnie niebezpieczne jest uwolnienie zawartoœci mitochondriów, perok-
sysomów, mikrosomów, w których zgromadzone s¹ znaczne iloœci H2O2 oraz innych
reaktywnych form tlenu. Mitochondria wytwarzaj¹ oko³o 2–3 nmoli nadtlenków na
minutê na miligram bia³ka [25]. Zród³em ich powstawania s¹ procesy zwi¹zane
z reakcjami przeniesienia elektronu, w wyniku których oko³o 5% zaabsorbowanego
tlenu ulega konwersji najpierw do O2

•– a nastêpnie do H2O2 [26]. Wiêkszoœæ komó-
rek w fizjologicznych warunkach przekszta³ca oko³o 2% pobranego tlenu w nadtle-
nek wodoru. Na uwagê zas³uguje fakt, i¿ w warunkach hipoksji w mikrosomach
wytwarzane jest oko³o 80% ca³kowitej iloœci H2O2 powstaj¹cego w komórce [27].
Peroksysomy odpowiedzialne s¹ natomiast za wytwarzanie H2O2 w warunkach
fizjologicznych. Powy¿sze organella s¹ oddzielone od cytozolu nieprzepuszczalny-
mi dla RFT barierami, skutecznie zapobiegaj¹cymi wydostaniu siê ich do œwiat³a
komórki. Jednak¿e, ze wzglêdu na braku ³adunku oraz d³ugi czas ¿ycia H2O2, obser-
wuje siê jego „przeciekanie” przez b³ony organelli [28]. Ponadto H2O2 wykazuje
zdolnoœæ migrowania daleko od miejsca powstania. Ze wzglêdu na swoj¹ ma³¹
reaktywnoœæ nadtlenek wodoru sam nie stanowi wiêkszego zagro¿enia dla biolo-

`
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gicznie wa¿nych makrocz¹steczek komórki. Jednak¿e, w sprzyjaj¹cych warunkach
(takich jak pojawienie siê jonów metali przejœciowych, rodników, promieniowania
jonizuj¹cego) H2O2 mo¿e staæ siê prekursorem rodnika hydroksylowego (Rys. 3 i 4).

Jony metali np. Fe3+ niezbêdne do przeprowadzenia reakcji Habera-Weissa
(Rys. 3) wystêpuj¹ w niezmienionej komórce w formie zwi¹zanej z bia³kami stano-
wi¹cymi na przyk³ad magazyn jonów ¿elaza (ferrytyna) b¹dŸ wchodz¹c w strukturê
centrum aktywnego enzymów [29]. Uwolnienie ich mo¿e nast¹piæ w wyniku reakcji
pomiêdzy uk³adem nFe-mS a O2

•– [30]. Omawiany proces dezaktywacji anionorod-
nika ponadtlenkowego zachodzi wed³ug schematu:

[2Fe2+2Fe3+-4S] + O2
•–  + 2H+ → [Fe2+3Fe3+-4S] + H2O2

ze sta³¹ szybkoœci reakcji rzêdu 108–109 M–1s–1 [31] z nastêpczym uwolnieniem Fe2+.
Nale¿y podkreœliæ, ¿e enzymy zawieraj¹ce klastry [4Fe-2S] ulegaj¹ dezaktywacji
w wyniku tego procesu (np.: fumaraza A i B, akonitaza), natomiast fumaraza C
posiadaj¹ca uk³ad [Fe-S] jest w tych warunkach stabilna.

Innym Ÿród³em jonów metali bior¹cych udzia³ w reakcji powstawania RFT mog¹
byæ np. drobiny azbestu zawieraj¹cego sole ¿elaza. Po wnikniêciu do organizmu
zostaj¹ one otoczone przez neutrofile i makrofagi, które rozk³adaj¹ je przez wydzie-
lanie reaktywnych form tlenu (H2O2) co przy jednoczesnej obecnoœci jonów Fe2+

lub Fe3+ prowadzi do niekontrolowanego uwolnienia du¿ych iloœci wolnych rodni-
ków [32]. Powsta³e pod wp³ywem •OH uszkodzenia makromoleku³ mog¹ induko-
waæ zmiany nowotworowe. Azbest jest drug¹ po dymie tytoniowym przyczyn¹
powstawania raka p³uc [33]. Oprócz przyczyn zewnêtrznych zwi¹zanych z rozwo-
jem cywilizacyjnym, równie¿ niezale¿ne procesy chorobowe mog¹ prowadziæ do
nagromadzenia w organizmie nadmiernych iloœci wolnych jonów metali przejœcio-
wych w organizmie. Jako przyk³ad mo¿na podaæ, i¿ u osób cierpi¹cych na hemo-
chromatozê pochodzenia genetycznego obserwuje siê podwy¿szony poziom wol-
nego ¿elaza we krwi, któremu towarzyszy zwiêkszona zapadalnoœæ na nowotwory
w¹troby [34, 35]. Równie¿ zbyt wysokie poziomy jonów ¿elaza obserwuje siê
w schorzeniach neurodegeneracyjnych: chorobie Parkinsona, Huntingtona, Alzhei-
mera [36]. Równie¿ podwy¿szone stê¿enie wolnych jonów metali mo¿na obserwuje
siê w procesach niedokrwiennych tkanek (np. serca) lub u pacjentów cierpi¹cych na
choróby genetyczne (np. zespó³ Downa) [30, 37, 38]. Odmiennie, zahamowanie
wch³aniania jonów miedzi a tym samym obni¿enie jej stê¿enia w organizmie pacjen-
tów chorych na ró¿nego typu nowotwory z³oœliwe przez TTM (ammonium tetra-
thiomolybdate), prowadzi³o do ograniczenia wzrostu komórek zmienionych oraz
ich propagacji do miejsc odleg³ych w trakcie prowadzonej chemioterapii [39].

Podsumowuj¹c, jednoczesne uwolnienie jonów metali przejœciowych (Fe, Cu,
Cr) oraz nadtlenku wodoru do œwiat³a komórki mo¿e prowadziæ do powstania nie-
zwykle reaktywnego rodnika hydroksylowego (Rys. 3). W przeciwieñstwie do H2O2,
•OH jest krótko ¿yj¹c¹ form¹ RTF, jego czas istnienia w œrodowisku reakcji okreœla
siê na oko³o 10–9 s [40]. Oznacza to, i¿ rodnik ten mo¿e reagowaæ ze znajduj¹cymi
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siê w bezpoœrednim s¹siedztwie biomoleku³ami: bia³kami, lipidami, kwasami nuklei-
nowymi. Sta³a szybkoœci reakcji dla addycji •OH do podwójnego wi¹zania wynosi
3–10 × 109 M–1s–1, natomiast sta³a szybkoœci procesu abstrakcji protonu przez rod-
nik hydroksylowy wynosi 2 × 109M–1s–1 [41].

1.2. SOLWATACJA DNA

DNA jest jedn¹ z najbardziej istotnych biomoleku³ komórki. W jego strukturze
zapisana jest informacja genetyczna gwarantuj¹ca przetrwanie danego gatunku.
Dlatego te¿ w trakcie ewolucji komórki zosta³y wyposa¿one w odpowiednie narzê-
dzia zapewniaj¹ce stabilnoœæ informacji genetycznej. Nale¿y podkreœliæ, i¿ celem
zmian ewolucyjnych nie by³o wyd³u¿enia czasu ¿ycia organizmów lecz zapewnie-
nie przetrwania i przekazania materia³u genetycznego w formie niezmienionej orga-
nizmom potomnym [21].

Kwasy nukleinowe zbudowane s¹ z podjednostek nukleozydowych po³¹czo-
nych ze sob¹ wi¹zaniami fosforanowymi. Ka¿dy nukleozyd zawiera w swojej budo-
wie resztê cukrow¹ po³¹czon¹ wi¹zaniem glikozydowym z jedn¹ z zasad puryno-
wych lub pirymidynowych. Dwuniciowe DNA (ds-DNA) zbudowane jest z komple-
mentarnych ³añcuchów nukleotydowych u³o¿onych antyrównolegle wzglêdem sie-
bie. Zasady nukleinowe skierowane do wewn¹trz podwójnej helisy tworz¹ miêdzy
sob¹ wi¹zania wodorowe: trzy pomiêdzy cytozyn¹ i guanin¹ oraz dwa pomiêdzy
adenin¹ i tymidyn¹, determinuj¹c w ten sposób drugorzêdow¹ strukturê DNA [42].
Ponadto, dwuniciowa struktura stabilizowana jest przez zewnêtrzne cz¹steczki wody
tworz¹ce tak zwany szkielet hydratacyjny [43]. Przyjmuje siê, ¿e na pojedynczy
nukleotyd zawarty w genomie przypada œrednio 18–19 cz¹steczek wody dla formy
B-DNA, natomiast dla formy A-DNA iloœæ ta jest mniejsza i wynosi oko³o 13–14.
Ponadto w zale¿noœci od tworzonych przez zasady par, w formie B-DNA, wystêpuj¹
ró¿nice w wi¹zaniu cz¹steczek H2O (pary CG wi¹¿¹ 27, a pary AT 44 cz¹steczki
wody) [44]. Stabilnoœæ sekwencji zasad nukleinowych w ³añcuchu DNA decyduje
o poprawnej replikacji materia³u genetycznego, transkrypcji RNA, odpowiada
poœrednio za syntezê oraz strukturê ró¿nego rodzaju bia³ek. Pojawienie siê zmian
w komplementarnoœci zasad zwykle prowadzi do powstania zmian w informacji
genetycznej [45]. Inicjowanie mutacji mo¿e byæ spowodowane zarówno przez czyn-
niki endogenne (np. reaktywne formy tlenu) jak i przez czynniki zewnêtrzne np.:
chemiczne (zwi¹zki alkiluj¹ce), farmakologiczne (talidomid), fizyczne (promienio-
wanie jonizuj¹ce). Oddzia³ywanie ich z DNA mo¿e prowadziæ do: uszkodzenia
zasad nukleinowych, reszt cukrowych, utworzeniu po³¹czeñ kowalencyjnych
pomiêdzy komplementarnymi niæmi DNA b¹dŸ w obrêbie tej samej nici [46].
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1.3. PROMIENIOWANIE JONIZUJ¥CE

Dla procesu powstawania uszkodzeñ w obrêbie DNA niezwykle istotny jest
czynnik fizyczny, gdy¿ wszystkie komórki podlegaj¹ ci¹g³ej ekspozycji na ró¿nego
rodzaju promieniowanie jonizuj¹ce: (ultrafioletowe (UV: A – 380–320 nm,
3,3–3,9 eV; B – 320–290 nm, 3,9–4,3 eV; C – 290–190 nm, 4,3–6,5 eV) rentgenow-
skie (promieniowanie X: 100 eV–100 keV), gamma (γ ) (100 keV–10 MeV), beta
(β ) (15 keV–3000 keV), alfa (α) (3 MeV–5 MeV). W zale¿noœci od wartoœci ener-
gii jak¹ jest ono obdarzone wyró¿nia siê dwa rodzaje promieniowania: 1) Low-LET
(ang. Linear Energy Transfer) przyjmuj¹ce wartoœci poni¿ej 10 keV/mm (protony,
promieniowanie γ  i X ) oraz 2) Hight-LET przyjmuj¹ce wartoœci powy¿ej 10 keV/mm
(cz¹steczki α , ciê¿kie jony). Oddzia³ywanie ich z makromoleku³ami komórkowymi
mo¿e prowadziæ do ró¿nych efektów biologicznych i biochemicznych [47–50].

Zasiêg promieniowania Hight-LET szacuje siê na oko³o 90 mm od miejsca roz-
padu promieniotwórczego pierwiastka. Ekspozycja komórek na tego typu radiacjê,
prowadzi do powstania w niewielkim obrêbie genomu tzw. miejsc zwielokrotnio-
nych uszkodzeñ – multiply damaged sites (MDS) lub clustered damage (Rys. 6).
Przyjmuje siê, i¿ w wyniku pojedynczego rozpadu promieniotwórczego o energii
High-LET mo¿e zostaæ utworzonych do oko³o 25 uszkodzeñ w obrêbie jednego lub
dwóch skrêtów helisy DNA. W wyniku jego dzia³ania powstaj¹ znaczne iloœci uszko-
dzeñ takich jak SSB (ang. single strand brake), DSB (ang. double strand brake)
w genomie, jednak¿e pojawiaj¹ siê one tylko w obrêbie przemieszczania siê np.:
cz¹stek i s¹ one efektem ich bezpoœredniego oddzia³ywania z DNA. Nale¿y zazna-
czyæ, i¿ pojedyncze b¹dŸ podwójne pêkniêcia w dwuniciowym DNA mog¹ byæ wyni-
kiem dzia³ania zarówno Low- jak i High-LET, jednak¿e czêstotliwoœæ ich wystêpo-
wania jest o oko³o 1,8–4,4 razy wiêksza dla promieniowania o energii z zakresu
50–160 keV/mm ni¿ dla Low-LET.

Rysunek 6. Izolowane i zespolone typy uszkodzeñ DNA powsta³e pod wp³ywem promieniowania jonizuj¹-
cego

Figure 6. Izolated and clustered types of DNA damage formed under ionisation radiation
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W odró¿nieniu od promieniowania High-LET promieniowanie o ni¿szych ener-
giach prowadzi do jonizacji œrodowiska komórkowego, poprzez propagacjê efek-
tów jonizacji. Przyjmuje siê, i¿ w wyniku jednego rozpadu promieniotwórczego
o energii Low-LET mo¿e byæ generowane oko³o 10 modyfikacji w obrêbie jednego
lub dwóch skrêtów helisy ds-DNA. Jednak¿e, utworzone uszkodzenia zasad nuklei-
nowych, reszt cukrowych, SSB, DSB, kowalencyjne po³¹czenia DNA-DNA czy
addukty DNA-bia³ko nie s¹ bezpoœrednim wynikiem promieniowania jonizuj¹cego
o ma³ej energii, lecz skutkiem powstania w wyniku radiolizy wody rodników hydro-
ksylowych. Ze wzglêdu na nisk¹ energiê jonizacji, cz¹steczki wody mog¹ ulegaæ
ró¿nym przemianom pod wp³ywem promieniowania (Rys. 7) [51a].

H2O → H2O
+ + e– H2O

+ + H2O → H3O
+ + •OH

H2O → H2O
* H2O

* → •H + •OH

Rysunek 7. Reaktywne produkty radiolizy wody
Figure 7. Highly reactive species appearing during water radiolysis

Radiolizê H2O mo¿na zapisaæ schematycznie (w nawiasach podane s¹ wartoœci
wydajnoœci radiolizy w mmol/J)[51b] jako: H2O →→→→→ eaq

– (0,27) + •OH (0,28) + •H
(0,062).

Powsta³e produkty radiolizy H2O w bezpoœredniej bliskoœci zasad nukleino-
wych b¹dŸ reszt cukrowych nukleotydów mog¹ reagowaæ z nimi prowadz¹c do
generowania ró¿nego typu uszkodzeñ [49].

1.4. USZKODZENIA KWASÓW NUKLEINOWYCH

W rozwa¿aniach nad powstawaniem RFT i ich wp³ywem na fizjologiê komórki
ludzkiej nale¿y zwróciæ uwagê na promieniowanie jonizuj¹ce (pochodz¹ce z ró¿-
nych Ÿróde³) powszechnie stosowane w medycynie: radio- i foto-terapia, diagnos-
tyka obrazowa w tym rentgenografia, scyntygrafia, etc. Podkreœlenia wymaga rów-
nie¿ fakt, i¿ dla lepszego uwidocznienia zmian patologicznych narz¹dów w diagno-
styce obrazowej czêsto stosowane s¹ kompleksy metali (kontrasty), takich jak: Tc,
Cu, Fe, Mn, Gd [52]. Jony tych pierwiastków mog¹ powodowaæ wzrost stê¿enia
wolnych rodników w komórce poprzez katalizowanie reakcji Habera-Weissa
(Rys. 3). Drugorzêdowa struktura kwasów nukleinowych stabilizowana jest przez
otoczkê solwatacyjn¹, dlatego te¿ powstanie •OH w bezpoœredniej bliskoœci DNA
jest wysoce niepo¿¹dane bez wzglêdu na to czy jego Ÿród³em inicjacji jest promie-
niowanie jonizuj¹ce czy reakcja Habera-Weisa katalizowana jonami metali przejœ-
ciowych, uwolnionymi do œwiat³a komórki z ró¿nych Ÿróde³.

Rodnik hydroksylowy mo¿e reagowaæ z nukleozydami/nukleotydami w dwo-
jaki sposób: poprzez addycjê do podwójnego wi¹zania lub poprzez abstrakcjê pro-
tonu zarówno z reszty cukrowej jak i zasadowej. Do chwili obecnej zweryfikowano
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oko³o 70 ró¿nych uszkodzeñ DNA obejmuj¹cych zarówno modyfikacjê w czêœci
2-deoksyrybozy jak i w czêœci purynowej lub pirymidynowej [47]. Powsta³e w DNA
zmiany mog¹ powodowaæ inicjacjê ró¿nego rodzaju mutacji bêd¹cych przyczynami
wielu schorzeñ [53]. Addycja •OH do podwójnego wi¹zania w zasadach nukleino-
wych prowadzi do powstania na przyk³ad: glikolu tymidylowego lub cytydylowego,
8-okso-2'-deoksyguanozyny (8-oxo-dGuo) (Rys. 8) [54]. Natomiast w wyniku abs-
trakcji jednego z protonów w obrêbie zasady powstaj¹ miêdzy innymi 5-(hydroksy-
metylo)-2'-deoksyurydyna czy 5-formylo-2'-deoksyurydyna (Rys. 8) [54, 55]. Przy-
k³adowe ró¿nice pomiêdzy produktami addycji do podwójnego wi¹zania i abstrak-
cji protonu z czêœci zasadowej nukleozydu/nukleotydu prezentuje Rysunek 9.

Rysunek 8. Przyk³adowe modyfikacje zasad nukleinowych powsta³e w wyniku reakcji z RFT lub w wyniku
bezpoœredniego dzia³ania promieniowania jonizuj¹cego

Figure 8. Examples of nucleic acid base damages formed by ROS or during direct ionization radiation

Powsta³e w ten sposób modyfikacje w obrêbie kwasów nukleinowych s¹ usu-
wane z ich struktur g³ównie przez mechanizm wyciêcia zasady (Base Excision Re-
pair - BER) pojedynczej (Short Patch - SP) lub ca³ego fragmentu nukleotydowego
zawieraj¹cego od 2 do 12 zasad, (Long Patch - LP) [56]. Przyjmuje siê, i¿ wiêkszoœæ
modyfikacji (oko³o 90%) jest naprawiana przez SP-BER [20]. Równie¿ tak zwane
podwójne uszkodzenia zasad (tandem base damage) FO(formyloamino)/8-oxo-dGua
i 8-oxo-dGua/FO (Rys. 8), powsta³e w wyniku reakcji pomiêdzy odpowiednim rod-
nikiem tymidylowym lub cytydylowym a atomem wêgla C8 przyleg³ej guanozyny,
ulegaj¹ wyciêciu przez system BER [57].
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Rysunek 9. Produkty addycji wolnego rodnika hydroksylowego do podwójnego wi¹zania lub abstrakcji pro-
tonu przez •OH z czêœci zasadowej tymidyny [54].

Figure 9. Products of hydroxyl radical addition to double bond of thymine or proton abstraction from thy-
mine aromatic ring by •OH

Do grupy podwójnych uszkodzeñ nale¿¹ równie¿: dimery cyklobutylowe piry-
midyn, kowalencyjne addukty pomiêdzy atomem C8 guaniny a atomem C5 lub grup¹
metylow¹ tyminy [58–61] (Rys. 8). Ze wzglêdu na znacznie ograniczon¹ rotacjê
wokó³ wi¹zania glikozydowego s¹ one eliminowane z genomu przez skompliko-
wany system NER (ang. Nucleotide Excision Repair), rozpoznaj¹cy zmiany w geo-
metrii przestrzennej ds-DNA. W trakcie procesu NER wycinany jest fragment zawie-
raj¹cy co najmniej 20 zasad nukleinowych. Osobn¹ grupê modyfikacji stanowi¹
produkty reakcji abstrakcji jednego z protonów 2-deoksyrybozy prowadz¹ce, w wiêk-
szoœci przypadków, do powstania pêkniêcia ³añcucha (ang. single strand brake, SSB)
DNA lub do rozszczepienia wi¹zania glikozydowego, pomiêdzy reszt¹ cukrow¹
a zasad¹ purynow¹ (C1'-N9) lub pirymidynow¹ (C1'-N1) [62]. Ze wzglêdu na swoj¹
specyfikê pêkniêcia DNA lub produkty depurynacji/depirymidynacji) mog¹ byæ
naprawiane przez BER, NER, NIR (ang. Nucleotide Inscison Repair) a tak¿e przez
homologiczne i niehomologiczne ³¹czenie koñców [63].

Odmienn¹, bardzo interesuj¹c¹ grupê uszkodzeñ w obrêbie genomu stanowi¹
cyklonukleotydy (cdN): 5',6-cyklo-5,6-dihydro-2'-deoksytymidyna [64], 5',6-cyclo-
5,6-dihydro-2'-deoksycytydyna [65] oraz 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna (cdA) [66]
i 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyna [67], bêd¹ce produktami reakcji wolnorodnikowych
w obrêbie nukleotydyów/nukleozydów, inicjowanymi przez •OH (Rys. 10). Na uwagê
zas³uguje fakt, i¿ atom wêgla 5'C jest w nich atomem chiralnym, w przeciwieñstwie
do naturalnych nukleozydów. CdN ze wzglêdu na jednoczesn¹ modyfikacjê reszty
cukrowej i zasady nukleinowej nale¿¹ do grupy podwójnych uszkodzeñ DNA.
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Rysunek 10. Graficzne przedstawienie struktur 5',6-cyklo-2'-deoksypirymidyn i 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn
z zaznaczeniem nowopowsta³ego centrum chiralnego na atomie wêgla 5'C

Figure 10. Graphical representation of 5',6-cyclo-2'-deoxypirimidine and 5',8-cyclo-2'-deoxypurine structu-
res with new chiral center indication

2. 5',8-CYKLO-2'-DEOKSYADENOZYNA

Pochodna cykliczna 5',8-cyklo-5'-deoksyadenozyna zosta³a po raz pierwszy
zaobserwowana jako produkt degradacji witaminy B12 (cyjanokobalaminy) w 1961
przez Shawna i in. [68]. Sugerowali oni, i¿ w warunkach beztlenowych pod wp³y-
wem promieniowania UV nastêpuje degradacja witaminy B12 z jednoczesnym utwo-
rzeniem cyklicznej pochodnej adenozyny. Natomiast w obecnoœci tlenu nie obser-
wowali oni pochodnej cyklicznej, lecz odpowiednie kwasowe lub aldehydowe
pochodne adenozyny (Rys. 11A). Wyniki te zosta³y potwierdzone przez Hogenkampa
w 1963 r. [69]. Po raz pierwszy 5',8-cyklo-adenozyna, jako produkt degradacji
nukleotydów, zosta³a zaobserwowana przez Kecka podczas radiolizy roztworu wod-
nego AMP promieniami gamma w warunkach beztlenowych [70] (Rys. 11B).
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Rysunek 11. Powstawanie 5',8 cyklicznych nukleozydów/nukleotydów w wyniku degradacji witaminy B12
(A) oraz AMP(B)

Figure 11. Formation of 5',8 cyclic nucleosides/nucleotides during vitamin B12 (A) and AMP (B) radiation

Dalsze prace prowadzone nad uszkodzeniami kwasów nukleinowych dopro-
wadzi³ do zidentyfikowania w 1976 r przez Mariaggiego i in. 5',8-cyklo-2'-deoksy-
adenozy jako produktu degradacji promieniowaniem γ 2'-deoksyadenozyny [71].
Jednak¿e, dopiero dziesiêæ lat póŸniej, w 1986 r, Dizdaroglu i in. wykazali powsta-
wanie cdA jako produktu radiacji DNA [72].

2.1. CZÊSTOTLIWOŒÆ WYSTÊPOWANIA 5',8-CYKLO-2'-DEOKSYADENOZYNY
W KOMÓRKACH

Uszkodzenia kwasów nukleinowych s¹ dogodnymi markerami procesów pato-
logicznych np. wzrost poziomu 8-oxo-dG obserwowany jest w chorobach nowo-
tworowych i jest on proporcjonalny do rozmiaru powsta³ego guza [73]. Fizjologiczny
poziom 8-oxo-dG dla monocytów (wyznaczony na podstawie wyników analiz tech-
nik¹ HPLC-MS/MS) wynosi oko³o 0,5–1 modyfikacji na 106 zasad w DNA [74].
Mimo ci¹g³ego rozwoju technik analitycznych w³aœciwe oznaczenie iloœci powsta-
j¹cych uszkodzeñ w DNA na poziomie jednej modyfikacji na 107 zasad nukleino-
wych w 30 μg kwasu nukleinowego, nadal stanowi wyraŸny problem. Obecnie naj-
bardziej popularne techniki charakteryzuj¹ siê czu³oœci¹ detekcji na poziomie: HPLC/
ECD 1 × 10–5 w 25–50 μg materia³u DNA, HPLC-MS/MS 10–5–10–6 w 30–40 μg
materia³u DNA, GC/SIM-MS 1 × 10–5 w 50–100 μg materia³u DNA. Obiecuj¹c¹
metod¹ wydaje siê byæ po³¹czenie techniki HPLC ze znakowaniem radioaktywnym
fosforem (32P) materia³u przeznaczonego do badania, czu³oœæ wykrywania uszko-
dzeñ w genomie dla takiego uk³adu szacuje siê na poziomie 1 × 10–7 dla 1–5 μg
materia³u [55]. Jednak¿e, z uwagi na stosowanie pierwiastków promieniotwórczych,
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wymagana jest specjalistyczna aparatura badawcza oraz odpowiednio przygotowane
laboratorium. Nale¿y podkreœliæ, i¿ istotny problem, podczas determinacji iloœci
uszkodzeñ w DNA, stanowi okreœlenie poziomu podstawowego (background) bada-
nych modyfikacji powstaj¹cych w trakcie przygotowywania materia³u biologicz-
nego do analiz (ekstrakcja, reakcje enzymatyczne, dzia³anie buforów, temperatury,
UV) [75]. Problem ten by³ obserwowany w przypadku oznaczania zawartoœci cdA
w komórkach technik¹ GC/MS. Pocz¹tkowo metod¹ t¹ okreœlono iloœæ powstaj¹-
cego cdA w genomie na poziomie 10–2, by³ on znacznie wy¿szy ni¿ oznaczony dla
8-oxo-dG [73, 55]. PóŸniejsze prace wykaza³y, i¿ podczas przygotowania materia³u
do badañ cdA powstaje z czêstotliwoœci¹ oko³o 10–4 [76]. Tak wysoki poziom ozna-
czeñ poziomu podstawowego by³ spowodowany koniecznoœci¹ poddawania DNA
procesowi derywatyzacji, poprzedzaj¹cemu wykonanie w³aœciwych analiz technik¹
GC/MS. Dokonuje siê tego przez przeprowadzenie analizowanych zwi¹zków w ich
pochodne sililowe. Jednak¿e, otrzymane produkty sililowania mog¹ ulegaæ reak-
cjom rodnikowym w temperaturze stosowanej podczas chromatografii gazowej, pro-
wadz¹c do utworzenia pochodnych cyklicznych cdA, tym samym zaburzaj¹c wynik
pomiaru (Rys. 12). Nale¿y zauwa¿yæ, i¿ jedna z metod otrzymywania 5',8-cyklo-2'-
-deoksyaenozyny opracowana przez Navacchia i in. oparta jest na reakcjach rodni-
kowych pochodnych sililowych dA [77].

Rysunek 12. Powstawanie 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w trakcie: A – syntezy oraz B – analizy GC/MS
(BSA: bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid)

Figure 12. Formation of 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosin: A – chemical synthesis, B – GC/MS analysis

Zastosowanie techniki analitycznej HPLC-MS pozwoli³o na oszacowanie
iloœci 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w komórkach grasicy p³odów i noworodków
szczurzych na poziomie 1200 cdA/komórkê [78]. Natomiast dla komórek w¹troby
wartoœæ ta wynosi³a 120–320 cdA/komórkê i zosta³a oznaczona technik¹ dwuwy-
miarowej chromatografii cienkowarstwowej ze znakowaniem materia³u 32P [79]. Sza-
cuje siê, ¿e pojedyncza komórka zawiera 12 × 109 nukleotydów. Dane te wskazuj¹,
¿e czêstoœæ wystêpowania 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny jest zale¿na od pochodzenia
tkankowego komórek.

Dalszy rozwój technik analitycznych pozwoli³ na okreœlenia czêstoœci wystê-
powania tej modyfikacji na poziomie 1,33 × 10–8 (5'R)-cdA i 4,8 × 10–8 (5'S)-cdA
w komórkach w¹troby szczurzej (do oznaczeñ wykorzystano HPLC-MS/MS
z zastosowaniem wzorców wewnêtrznych cdA znakowanych 15N) [80]. Wartoœci te
s¹ prawie dwukrotnie wiêksze dla DNA wyizolowanego z komórek grasicy cielêcej
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i wynosz¹ odpowiednio 4,0 × 10–8 (5'R)-cdA i 9,5 × 10–8 (5'S)-cdA [81]. Badania
przeprowadzone przez Jarugê i in. [81] potwierdzi³y wczeœniejsze obserwacje:
A – nierównomiernoœæ wystêpowania tkankowego cdA, B – zawartoœæ diastereo-
izomeru 5'S wydaje siê byæ wy¿sza ni¿ 5'R bez wzglêdu na zastosowan¹ technikê
analityczn¹ i rodzaj tkanki z jakiej materia³ zosta³ pobrany (Tab. 1) [81–85].

Tabela 1. Poziomy 5,8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w ró¿nych komórkach
Table 1 The level of 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosin in different cells

Na uwagê zas³uguje równie¿ fakt, i¿ izomer (5'R)-cdA powstaje w przewa¿aj¹-
cej iloœci podczas radiacji promieniami gamma 2'-deoksyadenosyny w formie wol-
nej oraz zwi¹zanej w ss-DNA, natomiast izomer (5'S)-cdA wydaje siê byæ dominu-
j¹cy dla formy dwuniciowej DNA [86].

2.1.1. Konwersja (5'S)-cdA do (5'R)-cdA pod wp³ywem UV

Nie bez znaczenia na wyniki pomiaru czêstotliwoœci wystêpowania izomerów
5'R i 5'S wydaj¹ siê obserwacje Mirandy i in. nad procesem transformacji izomeru
(5'S)-cdA do (5'R)-cdA pod wp³ywem promieni s³onecznych. Zaobserwowali
oni pojawianie siê dodatkowego sygna³u, w analizie RP-HPLC odpowiadaj¹cego
(5'R)-cdA, podczas naœwietlania promieniowaniem UVB o d³ugoœci fali λ = 295nm
roztworu (5'S)-cdA [86]. Odwrotny proces natomiast nie by³ obserwowany podczas
fotoradiacji roztworu (5'R)-cdA (Rys. 13). Omawiana reakcja izomeryzacji mo¿e
zachodziæ zgodnie z mechanizmem opisanym dla fotolizy alkoholu benzylowego
[87]. Zak³ada siê, i¿ w pierwszym etapie dyskutowanego procesu rozszczepieniu
ulega wi¹zanie C–O w (5'S)-cdA z utworzeniem produktu poœredniego o charakte-
rze 5'C karbokationu, który ulega nastêpczej reakcji z H2O. Energia heterolizy wi¹-
zania C–O wynosi 60 kcal/mol. Poniewa¿ atak cz¹steczki wody lub innego rozpusz-
czalnika jest uprzywilejowany od strony mniej zawadzonej przestrzennie, prefero-
wane jest tworzenie izomeru 5'R. Wydaje siê zatem, i¿ brak przekszta³ceñ 5'R→5'S
nie jest spowodowany wy¿sz¹ energi¹ aktywacji dla formy 5'R 5',8-cyklo-2'-deoksy-
adenozyny, lecz preferencj¹ cz¹steczki rozpuszczalnika do addycji od strony
tlenu 4O w 2-deoksyrybozie (Rys. 13).
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Rysunek 13. Mechanizm fotoizomeryzacji pod wp³ywem promieniowania UV (λ = 295 nm) 5',8-cyklo-2'-deo-
ksyadenozyny

Figure 13. The mechanism of 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosin photoisomerisation under UV radiation
(λ = 295 nm)

2.1.2. Stabilnoœæ wi¹zania glikozydowego w cdA

Kolejnym aspektem mog¹cym mieæ wp³yw na obserwowany poziom 5',8-cy-
klo-2'-deoksyadenozyny oraz jej sk³ad diastereoizomeryczny w trakcie oznaczeñ jest
stabilnoœæ wi¹zania N-glikozydowego. W naturalnych nukleotydach purynowych
wi¹zanie pomiêdzy C1'-N9 jest oko³o dziesiêciokrotnie stabilniejsze ni¿ w odpo-
wiednich nukleozydach. Dodatkowo trwa³oœæ tego wi¹zania jest oko³o 4 razy wiêk-
sza dla natywnej formy DNA ni¿ dla jego formy zdenaturowanej [88]. Na uwagê
zas³uguje równie¿ fakt, i¿ wprowadzenie podstawnika metylowego w pozycjê 7 gua-
niny zwiêksza stabilnoœæ wi¹zania C1'-N9 (N7-metylo-2'-deoksyguanozyny jest oko³o
25-krotnie trwalsza ni¿ dG) [89]. Podobne wyniki zosta³y uzyskane dla pochodnej
8-okso-2'-deoksyadenozyny charakteryzuj¹cej siê wiêksz¹ stabilnoœci¹ ni¿ 2'-deok-
syadenozyna, w warunkach hydrolizy kwaœnej [89]. Natomiast hydroliza po³¹cze-
nia C1'-N9 jest dwudziestokrotnie szybsza w porównaniu z uk³adem C1'-N1 w nukleo-
zydach pirymidynowych. Obserwacje te œwiadcz¹ o wp³ywie podstawników umiesz-
czonych w obrêbie zasad nukleinowych na stabilnoœæ wi¹zania glikozydowego. Pro-
ces depurynacji/depirymidynacji, zarówno spontaniczny jak i wymuszony, prowa-
dzi do powstania w DNA miejsc bezzasadowych (ang. apurynic/apirymidinic site,
AP). Szacuje siê, i¿ w ci¹gu doby w komórce generowane jest oko³o 104 AP [90].
Istotnym Ÿród³em powstawania AP jest aktywnoœæ hydrolityczna N-glikozylaz,
enzymów rozpoznaj¹cych zmodyfikowane zasady takie jak dU, 8-oxo-dG [89].
Powsta³e w genomie produkty depurynacji/depirymidynacji s¹ naprawiane g³ównie
przez system BER. Enzymy tego mechanizmu chroni¹ w ten sposób materia³ gene-
tyczny komórki przed wprowadzeniem niechcianych modyfikacji wynikaj¹cych
z zaburzeñ komplementarnoœci zasad [91].
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Rysunek 14. Mechanizm hydrolizy wi¹zania N-glikozydowego przez mono- i dwufunkcyjne glikozylazy
Figure 14. Mechanism of N-glycosidic bond hydrolysis by mono- and bifuncional gycosylases

Wi¹zanie C1'-N1 lub C1'-N9 mo¿e byæ rozszczepiane w centrum aktywnym
enzymu wed³ug jednego z trzech mechanizmów przedstawionych na Rysunku 14.
Przy czym wed³ug mechanizm DN*AN (SN1) lub ANDN(SN2) (AN – nucleophile
approach, DN – leaving group departure, * – discret intermediat), z utworzeniem
poœredniego jonu oksokarboniowego, hydroliza zachodzi w glikozylazach mono-
funkcyjnych. Natomiast, w glikozylazach dwufunkcyjnych, wykazuj¹cych aktyw-
noœæ zarówno glikolityczn¹, jak i endolityczn¹, reakcja przebiega z utworzeniem
produktu poœredniego o strukturze zasady Schiffa [92] (Rys. 14). Ze wzglêdu na
dodatkowe wi¹zanie pomiêdzy atomami C5' i C8 w 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozynie
nie jest ona substratem dla ¿adnej ze znanych glikozylaz, czego implikacj¹ jest brak
aktywnoœci naprawczej ze strony BER w jej kierunku. Jednak¿e ró¿nice w stabil-
noœci wi¹zania C1'-N9 pomiêdzy izomerami 5'R i 5'S mog¹ mieæ wp³yw na czês-
totliwoœæ ich wystêpowania w natywnym DNA, jak równie¿ mog¹ mieæ znaczenie
dla wykonywanych oznaczeñ zawartoœci cdA w materiale biologicznym. Jaruga
i in. wykazali, i¿ (5'S)-cdA jest oko³o 40 razy stabilniejsza od dA w warunkach
hydrolizy kwasowej (15% kwas mrówkowy) w temperaturze 37°C [89]. Nale¿y pod-
kreœliæ, i¿ w wyniku rozszczepienia wi¹zania glikozydowego w cdA nie nastêpuje
oddysocjowanie wolnej zasady nukleinowej od reszty cukrowej, jak to ma miejsce
w przypadku dA z utworzeniem AP (Rys. 14), lecz otwarcie szeœciocz³onowego
pierœcienia (C1'-O4'-C4'-C5'-C8-N9). W powsta³ych produktach reakcji h-R-cdA
i h-S-cdA (Rys. 15A) adenina po³¹czona jest nadal kowalencyjnym wi¹zaniem
C5'-C8 z 2'-deoksyryboz¹.
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Rysunek 15. A) Schemat reakcji hydrolizy (5'R)-cdA i (5'S)-cdA oraz B). Profil zaniku cdA w trakcie reakcji
hydrolizy 15% kwasem mrówkowym w temperaturze 40°C

Figure 15. A) Graphical representation of hydrolysis reaction of N-glycosidic bond of (5'R)-cdA and
(5'S)-cdA, B). The profile of N-glycosidic cleavage of cdA in 15% formic acid at 40°C

Wi¹zanie N-glikozydowe mo¿e ulec rozerwaniu wed³ug mechanizmu AD*DN
lub ADNA, w dyskutowanej reakcji (Rys. 14,16). Ponadto nale¿y zauwa¿yæ, i¿ addy-
cja cz¹steczki wody do atomu wêgla C1' mo¿e zachodziæ od strony przeciwnej
do atomu: N9, H1' lub O4'. Ze wzglêdu na du¿¹ sztywnoœæ struktury cdA, najpraw-
dopodobniejszy wydaje siê jednak atak H2O w kierunku atomu azotu N9 adeniny.
Wyniki przeprowadzonych obliczeñ metodami chemii kwantowej (QM), w fazie
gazowej jak i wodnej, wykaza³y, i¿ omawiany proces przebiega wed³ug mechanizmu
SN1[93]. W strukturze powsta³ych produktów przejœciowych (IM1 (5'S)-cdA i IM2
(5'R)-cdA) obserwowano charakterystyczne dla procesu AD*DN odleg³oœci pomiê-
dzy atomem tlenu z H2O a atomem wêgla C1' 2-deoksyrybozy oraz atomem wêgla
C1' i atomem azotu N9 grupy odchodz¹cej (Rys. 16). Przy czym intermediat IM2
powsta³y z (5'R)-cdA obdarzony by³ ni¿sz¹ energi¹ ni¿ IM1 utworzony z (5'S)-
-cdA, w œrodowisku wodnym. Przeprowadzone obliczenia QM wskazuj¹, i¿ reakcja
hydrolizy wi¹zania glikozydowego jest uprzywilejowana dla formy 5'R. Wyniki
badañ teoretycznych zosta³y potwierdzone przez wyniki przeprowadzonych ekspe-
rymentów, w których zarówno pochodna (5'R)-cdA jak i (5'S)-cdA poddane zosta³y
reakcji hydrolizy 15% kwasem mrówkowym w temperaturze 40°C w czasie 24
godzin. Analiza, metod¹ RP-HPLC, produktów procesu degradacji wykaza³a, i¿ izo-
mer 5'R ulega³ szybszej hydrolizie ni¿ 5'S (Rys. 15B) [93]. Mo¿na przypuszczaæ, i¿
obserwowane ró¿nice w sk³adzie diastereoizomerów R/S cdA s¹, w pewnym stop-
niu, wynikiem mniejszej stabilnoœci wi¹zania N-glikozydowego w formie 5'R ni¿
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5'S 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny.
Rysunek 16. Schemat dwóch mo¿liwych mechanizmów reakcji hydrolizy wi¹zania glikozydowego w 5',8-cy-

klo-2'-deoksyadenozynie
Figure 16. Two possible hydrolysis mechanisms of N-glycosidic bond present in 5',8-cyclo-2'-deoxyade-

nosin

2.2. MECHANIZM POWSTAWANIA CDA

Niski poziom obecnoœci cdA w komórkach jest spowodowany specyficznym
mechanizmem jej powstawania oraz warunkami w jakich reakcja cyklizacji mo¿e
przebiegaæ. Zarówno (5'R) jak i (5'S) 5',8-cyklo-2-deoksyadenozyna jest produktem
reakcji pomiêdzy dA a rodnikiem •OH. Nale¿y zauwa¿yæ, i¿ ¿adna z innych reak-
tywnych form tlenu nie indukuje powstawania cdA. Jak zosta³o to przedstawione
we wstêpie, rodnik hydroksylowy powstaje w komórce w wyniku dzia³ania pro-
mieniowania jonizuj¹cego lub jako produkt reakcji Habera-Weissa katalizowanej
jonami metali. Jego reakcja z dA mo¿e prowadziæ do abstrakcji jednego z protonów
2-deoksyrybozy b¹dŸ adeniny z nastêpczym utworzeniem odpowiedniego rodnika.
Schaeffer w swoich systematycznych badaniach teoretycznych metodami QM
zaproponowa³ nastêpuj¹c¹ kolejnoœæ stabilnoœci rodników powsta³ych w obrêbie
dA: C1', C4', C5', C3', C2', N6, O5', O3', C2, C8 [62]. Przyjmuje siê i¿ rodniki C(ali-
fatyczne) s¹ stabilniejsze od N(aminowych), O(hydroksylowych) oraz od C(aroma-
tycznych). Nale¿y jednak zauwa¿yæ, i¿ informacja genetyczna zapisana jest w struk-
turze ds-DNA, istniej¹cej w wiêkszoœci w formie B, w której ze wzglêdu na budowê
przestrzenn¹ podatnoœæ protonów na proces abstrakcji przez •OH jest nastêpuj¹ca
C1'< C2'< C3'< C4'< C5' [94]. Ponadto Sevilla w swoich pracach eksperymental-
nych wykaza³, i¿ w wyniku procesu jednoelektonowego utlenienia dA, w œrodo-
wisku o neutralnym pH, generowany jest g³ównie rodnik C5' [95]. Powstanie jedne-
go z w/w rodników w obrêbie nukleotydu/nukleozydu mo¿e prowadziæ do rozszcze-
pienia wi¹zania RO-C5', C1'-N9 lub do procesu depurynacji z jednoczesnym prze-
grupowaniem reszty cukrowej (Rys. 17) [62].
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Rysunek 17. Przyk³adowe konsekwencje powstania rodnika w obrêbie dA w DNA [63]
Figure 17. The consequence of different radical formation in dA in DNA structure

W 1988 roku Dirksen i in. zaproponowali, i¿ 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna
mo¿e powstawaæ w wyniku dwuetapowej reakcji. W pierwszej fazie procesu nastê-
puje abstrakcja jednego z protonów funkcji C5', przez •OH, ze sta³¹ szybkoœci reak-
cji k1 = 2 × 109 M–1s–1 (Rys. 18). W nastêpnym etapie nastêpuje atak powsta³ego
2'-deoksyadenozyno-5'-yl rodnika na atom wêgla C8 adeniny w wyniku czego
dochodzi do cyklizacji (sta³a szybkoœci tego procesu k2 = 1,6 × 105 M–1s–1) [96].

Ze wzglêdu na relatywnie nisk¹ wartoœæ k2 proces ten mo¿e mieæ miejsce tylko
w œrodowisku beztlenowym. Sta³a szybkoœci reakcji addycji O2 do rodnika C5' jest
rzêdu 109 M–1s–1 [97] i jest porównywalna ze sta³¹ k1 dla abstrakcji protonu przez
•OH. Nale¿y podkreœliæ, i¿ w DNA mitochondrialnym nie znaleziono pochodnych
5',8-cyklo-2'-deoksypurynowych lub 5',6-cyklo-5,6-dihydro-2'-deoksypirymidyno-
wych ze wzglêdu na du¿e stê¿enia O2, który w tym przypadku pe³ni funkcjê protek-
cyjn¹ – jest inhibitorem reakcji cyklizacji. Wartym zaznaczenia jest fakt, i¿ w mito-
chondriach nie obserwuje siê aktywnoœci mechanizmu NER. Odmiennie w j¹drze
komórkowym poziom tlenu jest relatywnie niski, w zwi¹zku z czym mo¿liwe jest
powstawanie cdA na drodze reakcji rodnikowych [98].

Rysunek 18. Schemat reakcji powstawania cdA
Figure 18. Scheme of cdA formation

Mechanizm powstawania cdA z 2'-deoksyadenozyny by³ przedmiotem badañ
zespo³ów Miaskiewicza [99], Chatgilialoglu [96, 100], Erikssona [101]. Jednak¿e
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prace te oparte by³y na obliczeniach QM prowadzonych tylko fazie w gazowej lub
dotyczy³y tylko jednego izomeru. Nale¿y zauwa¿yæ, i¿ pojedynczy nukleozyd czy
nukleotyd charakteryzuje siê bardzo du¿¹ liczb¹ stopni swobody, która prowadzi do
powstania 41 472 ró¿nych konformerów [62]. Z punktu widzenia stereochemii
reakcji cyklizacji geometria substratów wydaje siê byæ niezwykle istotna np.: zna-
cz¹c¹ rolê mo¿e odgrywaæ po³o¿enie grupy 5' hydroksylowej wzglêdem C3' (k¹t
dwuœcienny γγγγγ wyznaczony przez O5'-C5'-C4'-C3'). W wyniku rotacji wokó³ wi¹za-
nia C4'-C5' najni¿sz¹ energi¹ charakteryzuj¹ siê rotamery gauche(+), trans(t)
i gauche(–) [102]. Mo¿na przyj¹æ, i¿ rotamer trans dA mo¿e byæ prekursorem
(5'R)-cdA, a rotamer gauche(–) diastereoizomeru (5'S)-cdA. Natomiast, forma naj-
bardziej stabilna gauche(+), ze wzglêdu na zbyt du¿¹ barierê rotacji wokó³ wi¹zania
C4'-C5', nie powinna byæ substratem w reakcji prowadz¹cej do powstania cdA [103].
Ze wzglêdu na du¿¹ reaktywnoœæ rodnika hydroksylowego oraz przegrupowanie
powsta³ych rodników w obrêbie 2-deoksyrybozy i adeniny, hipotetycznie mo¿liwe
jest utworzenie czterech form rodnikowych dA (1–4, Rys. 19), bêd¹cych prekurso-
rami ró¿nych zwi¹zków cyklicznych ((5'R) i (5'S) 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna
(cdA), 5',8-cyklo-5',2'-dideoksyadenozyna(5) [97, 102, 103], O5',C8-cyklo-2'-deok-
syadenozyna (6) [104]) przedstawionych na Rysunku 19.

Rysunek 19. Formy rodnikowe dA oraz produkty reakcji cyklizacji
Figure 19. The different free radical forms of dA and products of their cyclization reaction

W odró¿nieniu od cdA powsta³e produkty cyklizacji 6 i 5 nie posiadaj¹ dodat-
kowego centrum asymetrii na atomie wêgla C5'. Z powodu braku wolnej grupy 5'
hydroksylowej nie mog¹ równie¿ uczestniczyæ w procesie elongacji ³añcucha DNA,
nie s¹ substratami dla enzymów typu ligaz b¹dŸ polimeraz. Powstanie ich w obrêbie
genomu, ze wzglêdu na terminacjê koñca 5', wydaje siê byæ wysoce toksyczne.

Jak to zosta³o przedstawione na Rysunku 19 do prekursorów pochodny cyklicz-
nych cdA mo¿na zaliczyæ rodniki 1 i 3. Badania eksperymentalne nad mechanizmem
powstawania cdA z 8-Br-dA (prowadzone przez Chatgilialoglu i in. [96]) sugero-
wa³y, i¿ w pierwszym etapie reakcji nastêpuje rozszczepienie wi¹zania Br-C z powsta-
niem 1, który nastêpnie ulega przegrupowaniu do rodnika proS lub proR-cdA.
Sta³a szybkoœci reakcji tworzenia rodnika C5' z 8-Br-dA wynosi k3 = 1,6 × 1010 M–1s–1

[96]. Badania teoretyczne tego procesu uwidoczni³y, i¿ w przypadku pochodnych
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nukleozydowych proces ten wymaga pokonania nieznacznej bariery energetycznej
dla utworzenia odpowiednich prekursorów proS- i proR-cdA (Rys. 20) [103].
Natomiast analogiczne obliczenia przeprowadzone dla pochodnych nukleotydowych
wykaza³y, i¿ reakcja przeniesienia rodnika prowadz¹ca do utworzenia prekursora
proR-cdA jest zarówno w fazie gazowej jak i wodnej uprzywilejowana energetycz-
nie [105]. W obydwu przypadkach wyniki obliczeñ by³y zgodne z danymi ekspery-
mentalnymi oraz z powszechnie przyjêtym szeregiem stabilnoœci pochodnych rod-
nikowych dA.

Rysunek 20. Schemat powstawania 2'-deoksyadenozyno-5'-yl rodników proS i proR-cdA w wyniku gamma
radiacji 8-Br-dA lub reakcji dA z rodnikami hydroksylowymi

Figure 20. Formation of 2'-deoxyadenozyne-5'-yl radicals proS and proR-cdA from 8-Br-dA under gamma
radiation or as products of dA reaction with hydroxyl radicals

Podobne rezultaty uzyskano dla reakcji dA z rodnikiem hydroksylowym.
W wyniku abstrakcji jednego z protonów funkcji CH2 5' powstaje produkt poœredni
(omawianej reakcji cyklizacji) – proS-cdA lub proR-cdA (Rys. 20), w którym atom
wêgla C5' przyjmuje hybrydyzacjê sp2. Z punktu widzenia termodynamicznego
powstanie rodnika 2'-deoksyadenozyno-5'-yl jest energetycznie uprzywilejowane
w stosunku do rodnika C8 dA. W przeciwieñstwie do poprzedniego procesu reakcja
cyklizacji C5'-C8 jest procesem stosunkowo wolnym – sta³a szybkoœci reakcji
wynosi k4 = 1,6 × 105 M–1s–1 [96]. Ze wzglêdu na stosunkowo d³ugi czas ¿ycia rodni-
ków proS i proR-cdA do zaistnienia procesu cyklizacji wymagane s¹ warunki bez-
tlenowe.

Proces tworzenia cdA zosta³ przedstawiony na Rysunku 21. Kluczow¹ rolê dla
stereochemii reakcji cyklizacji odgrywa utworzenie stanu przejœciowego 7–10,
w którym rodnik skumulowany jest czêœciowo na C5' i C8, a pierœcieñ 2-deoksyry-
bozy przyjmuje konformacjê O4'-egzo (W-west). Zarówno dla pochodnych nukle-
ozydowych jak i nukleotydowych produkty przejœciowe 11–14, w których nowo-
powsta³y szeœciocz³onowy pierœcieñ (C5'-C8-N9-C1'-O4'-C4') przyjmowa³ konfor-
macjê krzes³a, by³y obdarzone najni¿sz¹ energi¹. Ponadto w przypadku nukleozy-
dów wydaje siê, i¿ decyduj¹c¹ rolê w stereochemii reakcji odgrywa powstanie uprzy-
wilejowanego energetycznie produktu przejœciowego proR-cdA [103]. Natomiast
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dla pochodnych nukleotydowych, zarówno w fazie wodnej jak i gazowej, ka¿dy
z etapów procesu prowadz¹cy do powstania diastereomeru (5'R)-cdA jest energe-
tycznie preferowany zarówno pod wzglêdem termodynamicznym jak i kinetycznym
[105].

Rysunek 21. Graficzne przedstawienie mo¿liwych kierunków reakcji cyklizacji prowadz¹cej do powstania
5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny

Figure 21. Graphical representation of different paths of cyclisation reaction leading to 5',8-cyclo-2'-
-deoxyadenozyne

Na podstawie wyników badañ teoretycznych mo¿na przypuszczaæ, i¿ niska czê-
stotliwoœæ wystêpowania cdA w genomie komórki spowodowana jest: A – koniecz-
noœci¹ przyjêcia przez pierœcieñ 2-deoksyrybozy nieuprzywilejowanej konformacji
O4'-egzo oraz B – ma³¹ szybkoœci¹ reakcji cyklizacji C5'-C8. Ponadto badania QM
przeprowadzone nad mechanizmem powstawania dwóch pozosta³ych cyklicznych
pochodnych dA: 5',8-cyclo-5',2'-dideoksyadenozyny (5) i O5',C8-cyclo-2'-deoksy-
adenozyny (6) wykaza³y, i¿ proces cyklizacji prowadz¹cy do ich powstania przebie-
ga³ wed³ug podobnego dwuetapowego mechanizmu [103–105].
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2.3. STRUKTURA PRZESTRZENNA CDA

Obecnoœæ dodatkowego wi¹zania pomiêdzy atomami C5' a C8 w obrêbie tego
samego nukleozydu powoduje zahamowanie rotacji wokó³ wi¹zania glikozydowego
(δ -C1'-N9) oraz wi¹zania pomiêdzy C4'-C5' (γ ) (Rys. 22). W wyniku tego pozycja
adeniny w stosunku do reszty cukrowej zostaje „zamro¿ona” w uk³adzie anti. Nato-
miast dla grupy 5' hydroksylowej, determinuj¹cej kierunek elongacji ³añcucha DNA,
dozwolone s¹ dwa po³o¿enia w uk³adzie gauche(–) lub trans. Dodatkowo pierœcieñ
2-deoksyrybozy przyjmuje najmniej uprzywilejowan¹ konformacjê O4'-egzo
(Rys. 23). W konformacji 0E atom C5' i atom C8 ulegaj¹ zbli¿eniu na odleg³oœæ
2,9 Å zajmuj¹c pozycje aksjalne, w cdA wartoœæ ta zredukowana jest dodatkowo
do oko³o 1,5 Å. Natomiast w zrelaksowanej formie 0E odleg³oœæ miêdzy tymi samymi
atomami wynosi 4,6 Å [106]. Ponadto w przeciwieñstwie do cdA w naturalnych
nukleozydach reszta cukrowa ulega ci¹g³ym przemianom w procesie pseudorotacji
pomiêdzy konformacj¹ N i S [107]. Przy czym przejœcie 3E-4E-0E-1E-2E jest enegre-
tycznie uprzywilejowane w stosunku do 3E-2E-1E-0E-4E-3E-2E [43]. Ta elastycznoœæ
pierœcieni 2-deoksyrybozy pozwala na zachowanie stabilnoœci wi¹zañ wodorowych
w ds-DNA, dopasowanie siê odpowiednich nukleotydotrifosforanów (NTP) do
matrycowego oligonukleotydu, w procesie polimeryzacji, odpowiednie umieszcze-
nie modyfikowanej zasady nukleinowej w centrum aktywnym glikozylazy, etc.
Natomiast sztywna struktura cdA, w której reszta cukrowa obdarzona jest konfor-
macj¹ 0T

1(blisk¹ 0E), skutecznie zaburza w/w procesy. Z danych eksperymental-
nych wynika, i¿ inkorporacja (5'S)-cdA w strukturê ds-DNA obni¿a stabilnoœæ
dupleksu o oko³o 6°C przez pojedyncz¹ modyfikacjê [108]. Powoduje to równie¿
zaburzenie w stakingu zasad nukleinowych, tym samym ingeruj¹c w proces trans-
feru elektronów/³adunków/rodników w obrêbie ds-DNA [109].

Rysunek 22. Graficzne przedstawienie struktur (5'R) i (5'S) 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny z zaznaczeniem
numeracji atomów oraz k¹tów torsyjnych: u0(C4'-O4'-C1'-C2'), u1(O4'-C1'-C2'-C3'),
u2(C1'-C2'-C3'-C4'), u3(C2'-C3'-C4'-O4'), u4(C3'-C4'-O4'-C1'), t(C4'-C5';-C8-N9), c(O4'-C1'-
-N9-C4), d(C3'-C4'-C5'-O5')

Figure 22. Graphical representation of (5'R) and (5'S) 5',8-cyclo-2'-deoxyadenozyne with main dihedral
angles u0(C4'-O4'-C1'-C2'), u1(O4'-C1'-C2'-C3'), u2(C1'-C2'-C3'-C4'), u3(C2'-C3'-C4'-O4'),
u4(C3'-C4'-O4'-C1'), t(C4'-C5';-C8-N9), c(O4'-C1'-N9-C4), d(C3'-C4'-C5'-O5')
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Rysunek 23. Schemat cyklu pseudortacji piêciocz³onowego pierœcienia reszty cukrowej nukleozydów/nu-
kleotydów

Figure 23. Scheme of pseudorotation cycle of five member sugar ring in nucleoside/nucleotide

2.3.1. Moment dipolowy i rozk³ad ³adunków w 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozynie

Usztywnienie struktury w cdA prowadzi do obni¿enia momentu dipolowego
(DM) dla formy 5'R jak i 5'S, w porównaniu z wartoœciami otrzymanymi dla dA.
Badania metodami chemii kwantowej wykaza³y, i¿ wartoœci DM obliczone dla dia-
stereizomeru (5'R)-cdA przyjmuj¹ wiêksze wartoœci ni¿ dla (5'S)-cdA, zarówno
w fazie gazowej jak i wodnej (Tab. 2) [110]. Podobne trendy by³y obserwowane
dla form dA; rotamer gauche(–) wykazywa³ mniejsz¹ wartoœæ ni¿ rotamer trans
2'-deoksyadenozyny [110]. Dodatkowo wartoœci DM uzyskane w fazie wodnej by³y
wy¿sze ni¿ dla fazy gazowej. Nale¿y podkreœliæ, i¿ momenty dipolowe dla
(5'R)-cdA i dA trans by³y zbli¿one w fazie gazowej w przeciwieñstwie do wartoœci
otrzymanych dla (5'S)-cdA i dA gauche(–). Wydaje siê zatem, i¿ na wartoœæ
momentu dipolowego ma wp³yw po³o¿enia grupy 5' hydroksylowej wzglêdem
atomu tlenu O4' oraz sztywnoœæ struktury cdA. Sugestie te zosta³y potwierdzone
przez dane eksperymentalne uzyskane technik¹ dichroizmu ko³owego (CD) dla oby-
dwu diastereoizomerów (Rys. 24). W widmie CD dla (5'R)-cdA obserwowano
dodatnie maksimum przy λ = 265 nm natomiast dla formy (5'S)-cdA przy λ = 260 nm
obserwowane by³o minimum [110]. Analiza rozk³adu ³adunku w obrêbie 5'R i 5'S
5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w formie neutralnej, kationowej i anionowej (wyko-
nana przy pomocy obliczeñ QM dla fazy gazowej) wykaza³a równomiern¹ dystry-
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bucjê ³adunku pomiêdzy 2-deoksyrybozê a adeninê. Natomiast wyniki uzyskane
w fazie wodnej dla formy anionowej wykaza³y kumulacjê ³adunku ujemnego
wy³¹cznie na czêœci zasadowej nukleozydów [110]. Porównanie parametrów geo-
metrycznych, rozk³adu ³adunku oraz DM, dla pochodnych (5'R)-cdA i (5'S)-cdA
wskazuje, i¿ struktury tych cz¹steczek s¹ niewra¿liwe na utratê lub pojawienie siê
dodatkowego ³adunku w ich uk³adzie. Jedyne zmiany geometryczne obserwowane
by³y w obrêbie egzoaminowej grupy N6 [111]. Dane te œwiadcz¹ o wysokiej konser-
watywnoœci uk³adu 5',8-cyklo-2'-deoksypurynowego.

Tabela 2. Wartoœci momentów dipolowych w Debajach dla adeniny, 2'-deoksyadenozyny
i 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny

Table 2. The value of dipole moment in Debays of 2'-deoxyadenosine and 5',8-cyclo-2'-deoxyadenoze

Rysunek 24. Widmo CD dla  (5'R) i (5'S) 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna [110]
Figure 24. CD spectra of (5'R) and (5'S) 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine [111]
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2.3.2. Potencja³ jonizacji i powinowactwo elektronowe
5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny

Jedn¹ z przyczyn powstawania uszkodzeñ w obrêbie ds-DNA jest migracja elek-
tronów/rodników, powsta³ych w wyniku procesu radiacji, pomiêdzy zasadami nu-
kleinowymi. W swoich pracach Giese i Schuster wykazali, i¿ elektron mo¿e byæ
przenoszony w ds-DNA na odleg³oœci oko³o 100 Å [114]. Na uwagæ zas³uguje fakt,
i¿ w genomie istniej¹ uprzywilejowane miejsca kumulacji rodników/³adunków.
Nale¿¹ do nich sekwencje bogate w dG (5'-GGG-3'), wynika to z faktu, i¿ 2'-deok-
syguanozyna posiada najni¿szy potencja³ jonizacji (IP) wœród niemodyfikowanych
zasad nukleinowych. Przyjmuje siê nastêpuj¹c¹ kolejnoœæ potencja³ów jonizacji dla
zasad nukleinowych U > T > C > A > G [115]. Interesuj¹cy jest równie¿ fakt,
i¿ modyfikacja 8-oxo-dG ma ni¿szy IP od swojego prekursora (dG) o oko³o 0,3 eV
[116]. 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna ze wzglêdu na swoj¹ sztywn¹ strukturê
(zaburzenie stakingu zasad) mo¿e odgrywaæ istotn¹ rolê w inhibicji transferu elek-
tronów do odleg³ych miejsc genomu. Dodatkowo wskazuj¹ na to obliczone meto-
dami QM potencja³y jonizacji, zarówno adiabatyczne (AIP) jak i wertykalne (VIP)
w fazie gazowej i wodnej, przyjmuj¹ce wartoœci ni¿sze ni¿ dla dG (8,6eV). Obli-
czono nastêpuj¹ce wartoœci dla cdA:

AIP (faza wodna/faza gazowa): 5'R 7,77 / 5,97; 5'S 7,84 / 5,94
VIP (faza wodna/faza gazowa): 5'R 8,07 / 6,22; 5'S 8,18 / 6,16.
Poniewa¿ obliczone wartoœci potencja³ów jonizacyjnych zarówno wertykalnych

jak i adiabatycznych dla (5'R)-cdA i (5'S)-cdA s¹ ni¿sze od wartoœci energii joniza-
cji wody (10,56–12,61 eV) mo¿na przypuszczaæ, i¿ diastereizomery 5',8-cyklo-2'-
-deoksyadenozyna mog¹ ulegaæ nastêpczym przemianom chemicznym. Oprócz
potencja³u jonizacyjnego na migracjê elektronu w ds-DNA ma wp³yw powinowactwo
elektronowe (EA) poszczególnych nukleotydów, œwiadcz¹ce o zdolnoœci danego
uk³adu do przy³¹czenia nadmiarowego elektronu. Dla zasad nukleinowych zosta³a
okreœlona nastêpuj¹ca kolejnoœæ adiabatycznego powinowactwa elektronowego
(AEA): C(0,56) < T(0,79) < U(0,80) < A(0,95) < G(1,5) [117], natomiast dla wol-
nych nukleozydów dT(0,44) > dC(0,33) > dG(0,09) ≈ dA(0,06) [118] (wartoœci
w nawiasach podano w eV). Obliczone wartoœci AEA i VEA (wertykalne powino-
wactwo elektronowe), metodami QM, dla pochodnych 5',8-cyklo-2'-deoksyadeno-
zyna wynosi³y odpowiednio (faza wodna/gazowa):

AEA : 5'R  + 1,81/ + 0,19; 5'S  + 0,03/ + 1,76
VEA : 5'R – 0,01/ + 1,40; 5'S  – 0,19/ + 1,35
Deka [119] i Adamowicz [120] w swoich pracach zasugerowali, i¿ cz¹steczki

obdarzone du¿ym DM s¹ zdolne do utrzymania nadmiarowego elektronu poprzez
efekt momentu dipolowego, bez wywierania znacznych zmian w geometrii cz¹steczki.
Natomiast moleku³y wykazuj¹ce ma³¹ wartoœæ momentu dipolowego mog¹ wi¹zaæ
elektron poprzez wykorzystanie orbitali LUMO, wymuszaj¹c znacz¹ce zmiany
w ich geometrii. Poniewa¿ obydwa diastereoizomery (5'R)-cdA i (5'S)-cdA charak-
teryzuj¹ siê ma³ymi wartoœciami zarówno DM (Tab. 2) jak i VEA mo¿na przypusz-
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czaæ, i¿ nadmiarowy elektron zosta³ umieszczony na LUMO. Za³o¿enie to zosta³o
potwierdzenie poprzez obserwowane zmiany geometrii jedynie w obrêbie grupy
egzoaminowej N6 cdA [111].

Dogodnym parametrem wartoœciuj¹cym trwa³oœæ powsta³ego anionu jest wer-
tykalna energia oderwania elektronu (VED) [112]. Dla cdA wynosi ona odpowied-
nio (faza gazowa/wodna): 5'R 0,31/2,02 i 5'S 0,27/2,18. Te relatywnie ma³e wartoœci
VED, obliczone metodami QM, sugeruj¹, i¿ aniony cdA nie powinny byæ obserwo-
wane w œrodowisku reakcji, przemawiaj¹ za tym równie¿ obliczone niskie wartoœci
AEA. Zatem mo¿na siê spodziewaæ, i¿ jeœli nawet odpowiednie aniony zostan¹ utwo-
rzone to powinny one wykazywaæ znikom¹ trwa³oœæ, ze wzglêdu na konserwatyw-
noœæ struktury cdA wytworzon¹ przez dodatkowe wi¹zanie C5'-C8, uniemo¿liwia-
j¹c¹ stosown¹ zmianê geometrii w obrêbie cz¹steczki.

2.4. WP£YW CDA NA STRUKTURÊ PRZESTRZENN¥ SS-DNA

Diastereoizomery 5'R i 5'S 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny mog¹ istnieæ
w komórce w postaci wolnych nukleozydów lub jako nukleotydy w ss-DNA lub
ds-DNA. Wydaje siê ma³o prawdopodobne, aby cdA by³a najpierw przekszta³cona
w formê trifosforanu a nastêpnie w³¹czona w ³añcuch DNA. Jednak¿e pojawienie
siê fragmentu o sztywnej strukturze w obrêbie oligonukleotydu mo¿e prowadziæ do
zmian geometrycznych obejmuj¹cych znacz¹ce jego fragmenty. Jest to szczególnie
widoczne podczas analizy RP-HPLC mieszaniny 2'-deoksynukleozydów i pochod-
nych 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (Rys. 25) [121]. W analizie tej widoczne jest
skrócenie czasu retencji dyskutowanych pochodnych cyklicznych wzglêdem 2'-deo-
ksynukleozydów. Nale¿y zauwa¿yæ, i¿ konfiguracja na atomie wêgla C5' w 2-deok-
syrybozie ma wyraŸny wp³yw na ró¿nice w mobilnoœci pomiêdzy diastereomerami:
diastereomer R migruje szybciej przez kolumnê chromatograficzn¹ wype³nion¹
odwrotn¹ faz¹ ni¿ diastereoizomer S. Podobne obserwacje przeprowadzono dla di-
nukleotydowych fragmentów zawieraj¹cych cdA.

Wp³yw 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny na dzia³anie enzymów hydrolizuj¹cych
internukleotydowe wi¹zanie fosforanowe zosta³ dobrze udokumentowany przez
Jarugê i in. [122]. Wykazali oni, i¿ wi¹zanie to w dinukleotydach zawieraj¹cych
(5'S)-cdA ulega rozszczepienu z uwolnieniem cdA. Wyj¹tek stanowi³ dinukleotyd
TPOcdA, który w obecnoœci mieszaniny enzymów hydrolizowa³ jedynie w szeœæ-
dziesiêciu procentach. Ponadto obserwowana by³a zmienna szybkoœæ hydrolizy oli-
gonukleotydów zawieraj¹cych ró¿ne nukleozydy w bezpoœrednim otoczeniu cdA
– sekwencja TPOcdA powodowa³a wyd³u¿enie czasu reakcji enzymatycznych [122].
Sugeruje to, i¿ na usuwanie (5'S)-cdA z genomu mog¹ mieæ równie¿ wp³yw s¹sia-
duj¹ce zasady, podobnie jak w procesie powstawania pojedynczych pêkniêæ
w ds-DNA [123].
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Rysunek 25. Chromatogram RP-HPLC mieszaniny 2'-deoksynukleozydów 1 – dC, 3 – dG, 4 – T, 7 – dA,
pochodnych 5',8-cyklo-2-deoksyadenozyny (5'R – 2, 5'S – 5) oraz dinukleotydów (TPO(5'R)-
-cdA (6), TPO(5'S)-cdA (8))

Figure 25. Reverse-phase HPLC analysis of the mixture of natural 2'-deoxynucleosides: 1 – dC, 3 – dG,
4 – T, 7 – dA, 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine derivatives (5'R-2, 5 – 5'S-5) and dinucleotides
(TPO(5'R)-cdA (6), TPO(5'S)-cdA(8))

Przeprowadzone badania strukturalne technikami NMR dla dinukleotydów
TPO[(5'R)-cdA] i TPO[(5'S)-cdA] wykaza³y wyraŸny wp³yw reszt 5',8-cyklo-2'-de-
oksyadenozynowych na ich geometriê przestrzenn¹ [121, 124], mimo i¿ w dinu-
kleotydach tych nie obserwowano wyraŸnych zmian w konformacji cukru reszty
tymidylowej wzglêdem wolnej tymidyny. Reszta cukrowa w wolnej tymidynie przyj-
muje konformacjê 3T

2 oraz fazê: 187° i amplitudê: 38° [125], w TPOcdA dla formy
5'R: 3T

2, faza: 166°, amplituda: 37° dla 5'S: 2T3, faza: 193°, amplituda: 45° [121,
124]. Z drugiej strony pierœcieñ 2-deoksyrybozy uwik³any w uk³ad 5',8-cyklo-2'-
-deoksyadenozyny nie wykazuje wra¿liwoœci na zmiany podstawników w obrêbie
zarówno reszty cukrowej jak i zasadowej. Analiza widm NMR otrzymanych
w zakresie temperatur 23–41°C nie wykaza³a zmian w geometrii reszty cukrowej
w podjednostce cdA. We wszystkich dyskutowanych przypadkach 2-deoksyryboza
przyjmowa³a konformacjê 0T

1 o fazie 272–279° i amplitudzie 44–47° bez wzglêdu
na chiralnoœæ atomu wêgla C5' [121, 124]. Wyniki tych badañ zosta³y potwierdzone
przez rezultaty obliczeñ teoretycznych wykonanych metodami chemii kwantowej
[121]. Zatem wydaje siê, i¿ decyduj¹cy wp³yw na po³o¿enie przestrzenne tymidyny
w dyskutowanych dinukleotydach ma u³o¿enie grupy 5' hydroksylowej w cdA.
Obliczenia metodami mechaniki molekularnej w fazie wodnej, z wczeœniej zaim-
plementowanymi parametrami geometrycznymi uzyskanymi z eksperymentów NMR
dla TPO[(5'R)-cdA] i TPO[(5'S)-cdA] oraz ich porównanie ze struktur¹ TPOdA
pochodz¹c¹ ze struktury ds-DNA [126], potwierdzi³y powy¿sze przypuszczenia.
W naturalnym dinukleotydzie odleg³oœæ pomiêdzy zasadami wynosi 3,06 Å (odleg-
³oœæ pomiêdzy H2 adeniny i H3 tyminy), natomiast dla TPO[(5'R)-cdA] i TPO[(5'S)-
cdA] odpowiednio 5,6 Å i 6,5 Å. Ponadto wartoœci obliczone dla k¹ta dwuœcien-
nego wyznaczonego przez atomy N9,C8 adeniny i N1,C2 tyminy, okreœlaj¹ce
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wzajemne u³o¿enie zasad nukleinowych, wynosi³y odpowiednio dla: TPOdA –170°,
TPO[(5'R)-cdA] –169,4°, TPO[(5'S)-cdA] –158,2° (Rys. 26) [121]. Mo¿na zatem
przypuszczaæ, i¿ wysoka stabilnoœæ w warunkach hydrolizy enzymatycznej wi¹za-
nia fosforanowego w dinukleotydzie TPO[(5'S)-cdA] spowodowana jest wywo³a-
nymi przez (5'S)-cdA, du¿ymi zmianami w jego geometrii wp³ywaj¹cymi na aktyw-
noœæ enzymów. Porównanie parametrów geometrycznych powy¿szych dinukleoty-
dów wskazuje, i¿ diastereomer R w mniejszym stopniu powinien zaburzaæ strukturê
przestrzenn¹ ss-DNA i ds-DNA (Rys. 26).

Rysunek 26. Graficzna wizualizacja ró¿nic pomiêdzy TPOdA, TPO[(5'R)-cdA] i TPO[(5'S)-cdA]
Figure 26. Graphical visualization of the difference in 3D structure between d[TPOA], TPO(5'S)-cdA and

TPO(5'R)-cdA

Ze wzglêdu na ograniczon¹ rotacjê wokó³ wi¹zañ C1'-N9 i C4'-C5' oraz ze wzglêdu
na obecnoœæ dodatkowego wi¹zania kowalencyjnego (C5'-C8) pomiêdzy 2-deoksy-
ryboz¹ a adenin¹, 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna obecna w ³añcuchu DNA nie jest
substratem dla systemu naprawczego BER, zarówno w formie 5'R jak i 5'S. Obecnie
¿adna ze znanych glikozylaz nie jest zdolna do przeprowadzenia hydrolizy wi¹zania
C1'-N9 z nastêpczym uwolnieniem wolnej adeniny. Nale¿y zauwa¿yæ, i¿ po rozsz-
czepieniu reszta cukrowa i zasadowa nukleozydu pozostaj¹ nadal trwale zwi¹zane.
Wnioski te zosta³y potwierdzone przez wyniki eksperymentów z u¿yciem izolowa-
nych enzymów [127] jak i z zastosowaniem ekstraktów j¹drowych z komórek móz-
gów doros³ych szczurów [128] lub komórek HeLa-60 [129]. Systematyczne prace
grup badawczych Brooksa [128] i Lindahla [129] wykaza³y, i¿ cdA jest usuwana
z genomu przez system naprawczy NER. Przy czym diastereizomer 5'R jest lep-
szym substratem dla NER ni¿ 5'S. Nale¿y podkreœliæ, i¿ obydwie formy cdA s¹
wycinane z genomu wolniej ni¿ addukty platyny Pt-GTG ((5'S)-cdA – 150 razy
wolniej, (5'R)-cdA – 40 razy wolniej) [129]. Obserwowano równie¿ ich wyraŸny
wp³yw na aktywnoœæ 3' egzolityczn¹ polimeraz Pol-T7 [129] i Pol-T4 [130]. Oligo-
nukleotyd zawieraj¹cy (5'S)-cdA dla obydwu enzymów stanowi³ „stop punkt”
w procesie hydrolizy wi¹zañ internukleotydowych [129, 130], podobne wyniki uzys-
kano dla eksperymentów przeprowadzonych z u¿yciem DNazy III [130]. Natomiast
fragment DNA zawieraj¹cy (5'R)-cdA by³ ca³kowicie degradowany przez podjed-
nostkê 3' egzolityczn¹ polimerazy Pol-T4 [130]. Umiejscowienie dyskutowanej
modyfikacji ((5'R)-cdA lub (5'S)-cdA) w matrycowym fragmencie DNA powodo-
wa³o zatrzymanie procesu polimeryzacji ³añcucha DNA przez polimerazê d (Pol-δ)
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sprzê¿on¹ z PCNA (j¹drowy antygen komórek proliferuj¹cych) [130]. Pol-δ nale¿y
do grupy polimeraz o wysokiej dok³adnoœci odwzorowania. Odmienne rezultaty
uzyskano przez zastosowanie, w obecnoœci mieszaniny dNTP, polimerazy η (Pol-η
– polimeraza o niskiej dok³adnoœci odwzorowania) lub Pol-T7 w procesie elongacji
³añcucha potomnego DNA. Wyniki tych eksperymentów pozwoli³y stwierdziæ, i¿
diastereoizomer 5'R obecny w matrycy DNA nie stanowi znacz¹cej bariery dla reak-
cji polimeryzacji w przeciwieñstwie do formy 5'S, która blokuje omawiany proces
[130].

Nie bez znaczenia pozostaje równie¿ wp³yw cdA na mechanizm naprawy (BER)
innych typów uszkodzeñ powsta³ych w nici DNA komplementarnej do nici zawiera-
j¹cej 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozynê. Nale¿y zauwa¿yæ, i¿ w pierwszym etapie pro-
cesu BER wyciêciu ulega modyfikowana zasada z utworzeniem miejsca AP, które
jest nastêpnie usuwane przez endonukleazy, z utworzeniem ssb-DNA (pojedyncze
pêkniêcie nici DNA). Alternatywnie ssb-DNA mo¿e powstawaæ w wyniku aktyw-
noœci glikozylaz dwufunkcyjnych. Powsta³a przerwa pomiêdzy s¹siaduj¹cymi koñ-
cami 5' i 3' ³añcucha DNA jest wype³nienia przez polimerazy z nastêpczym po³¹-
czeniem obydwu koñców DNA przez enzymy typu ligaz [57, 103]. Obecnoœæ
(5'S)-cdA w nici komplementarnej do nici DNA podlegaj¹cej naprawie w odleg-
³oœci ±5 zasad od powstania miejsca AP powoduje zaburzenia w reakcjach enzyma-
tycznych bior¹cych udzia³ w dyskutowanym procesie [103]. Szczególnie jest to
widoczne w efektywnoœci procesu polimeryzacji. Nie obserwowano elongacji na-
prawianego ³añcuch DNA jeœli (5'S)-cdA umiejscowiona by³a naprzeciwko ssb-DNA
[103]. Zwiêkszenie dystansu pomiêdzy AP i (5'S)-cdA do 8 zasad w kierunku koñca
3' nici zawieraj¹cej (5'S)-cdA (–8) nie wp³ywa³o znacz¹co na rekonstytuceje nici
podlegaj¹cej naprawie (obserwowano aktywnoœæ mechanizmu LP-BER). Natomiast
jeœli AP zosta³o przesuniête o tak¹ sam¹ liczbê jednostek nukleozydowych (+8)
w kierunku przeciwnym (koniec 5' nici zawieraj¹cej (5'S)-cdA) efekt inhibicji
odtwarzania uszkodzonej nici by³ wci¹¿ obecny (Rys. 27) [103]. Analiza wp³ywu
cdA na strukturê ds-DNA metodami chemii kwantowej wykaza³a wyraŸne zaburze-
nia w komplementarnoœci jak i w stakingu pomiêdzy zasadami nukleinowymi
w kierunku koñca 5' nici zawieraj¹cej cdA – obserwowany by³ tzw „efekt domina”.
Natomiast zaburzeñ tych nie obserwowano w kierunku koñca 3' (Rys. 28) [103].
Rezultaty te zosta³y potwierdzone przez badania strukturalne technikami NMR [131].
Uzyskane wyniki eksperymentów wyraŸnie wskazuj¹ na wysok¹ toksycznoœæ obec-
nej (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w genomie, przy czym wydaje siê, i¿ zmian
w geometrii ds-DNA odpowiedzialne za inhibicjê procesów naprawczych s¹ wywie-
rany w okreœlonym kierunku ds-DNA (koniec 5' nici zawieraj¹cej (5'S)-cdA).
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Rysunek 27. Wp³yw (5'S)-cdA w nici komplementarnej na naprawê nici DNA zawieraj¹cej miejsce AP przez
mechanizm NER. Pozycja (5'S)-cdA wzglêdem AP: a) – 8, tor 1–6; b) +8, tor 13–18; c) Kon-
trola, tor 7–12. Cyfry pod radiogramami ¿eli oznaczaj¹ czasy reakcji z u¿yciem ekstraktu j¹dro-
wego z komórek XRS-5 wyra¿one w minutach  0, 1, 5, 15, 30, 60 [103]

Figure 27. Repair of an AP-site, by NER, is impaired by the presence of (5'S)-cdA. Representative denatu-
ring polyacrylamide gel showing the rejoining of the AP-site at position towards the (5'S)-cdA:
a) –8, Lane 1–6; b) +8, Lane 13–18; c) Con.1, Lane 7–12. The numbers, under radiograms,
describe the times of rejoining reaction by nuclear extract from XRS-5 cells given in minutes
0, 1, 5, 15, 30, 60 [103]

Rysunek 28. A) Struktura dupleksu (d[TUT]/d[AcAA]) zawieraj¹cego (5'S)-cdA (zaznaczona kolorem
¿ó³tym) oraz 2'-deoksyurydynê (dU) w uk³adzie komplementarnym (cdA::dU) otrzymane
w wyniku obliczeñ metodami QM; B) Przedstawienie graficzne umiejscowienia dU vs (5'S)-
-cdA (pozycja +1 R1; R2=CH3, R3=H; pozycja 0 R1; R3 =CH3, R2=H; pozycja -1 R2; R3=CH3,
R1=H.); C) Przestrzenne u³o¿enie komplementarnych zasad w dupleksie d[TUT]/d[AcAA])
zawieraj¹cym (5'S)-cdA (zaznaczona kolorem ¿ó³tym) [104]

Figure 28. A) Structure of a duplex obtained by quantum mechanic study, in yellow the (5'S)-cdA is indi-
cated; B) Graphic representation of the position of dU versus (5'S) diastereoisomer of 5',8-cyclo
2'-deoxyadenosine. (Position +1 R1 and R2 = CH3, R3=H. Position 0 R1 and R3 = CH3, R2=H.
Position -1 R2 and R3 = CH3, R1=H.) C) The shape of base paring in duplex d[TUT]/d[AcAA]
in the presence of (5'S)-cdA is indicated in yellow [104]
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PODSUMOWANIE

W ci¹gu ostatnich 50 lat odkryto oko³o 70 rodzajów uszkodzeñ DNA, wiêk-
szoœæ z nich jest naprawiana przez system BER. Jednak¿e modyfikacje nukleozy-
dów/nukleotydów, w których mo¿liwoœæ hydrolizy wi¹zania N-glikozydowego jest
ograniczona, eliminowane s¹ z genomu poprzez skomplikowany mechanizm NER.
5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna poprzez obecnoœæ wi¹zania pomiêdzy atomami
C5'-C8 nale¿y do podwójnych uszkodzeñ kwasów nukleinowych – w cz¹steczce tej
modyfikacji uleg³a zarówno podjednostka cukrowa jak i zasada nukleinowa. Obec-
noœæ dodatkowego po³¹czenia C-C powoduje usztywnienie struktury cdA poprzez
zablokowanie rotacji wokó³ wi¹zania C1'-N9 i C4'-C5' oraz trwa³e „zamro¿enie”
konformacji piêciocz³onowego pierœcienia 2-deoksyrbozy w najmniej energetycz-
nie uprzywilejowanej formie 0T

1 bliskiej O4'-egzo (w cz¹steczce tej atom wêgla C5'
jest atomem chiralnym).

Ze wzglêdów strukturalnych (5'R)-cdA i (5'S)-cdA s¹ eliminowane z DNA
poprzez system NER, przy czym diastereoizomer 5'R jest efektywniej usuwany
z genomu. Dodatkowo wi¹zanie glikozydowe w cdA wykazuje oko³o 40-krotnie
wiêksz¹ trwa³oœæ w porównaniu z dA w warunki hydrolizy kwasowej. Przeprowa-
dzone badania teoretyczne nad procesem rozszczepienia wi¹zania glikozydowego
ujawni³y, i¿ proces ten przebiega wed³ug mechanizmu DN*AN. Ponadto wyniki
badañ eksperymentalnych nad trwa³oœci¹ wi¹zania glikozydowego w cdA w warun-
kach hydrolizy kwasowej wskazuj¹, i¿ diastereomer 5'S charakteryzuje siê nieznacznie
wy¿sz¹ stabilnoœæ ni¿ diastereoizomer 5'R.

Przyjmuje siê ¿e cdA powstaje w komórce, w warunkach beztlenowych,
w wyniku dwuetapowej reakcji, w pierwszym etapie nastêpuje oderwanie jednego
z protonów z funkcji C5' hydroksylowej poprzez rodnik •OH z jednoczesnym utwo-
rzeniem rodnika alkilowego (2'-deoksyadenozyn-5'-yl), który ulega procesowi
C5'-C8 cyklizacji (etap drugi) z utworzeniem cdA. Wyniki obliczeñ DFT sugeruj¹,
i¿ proponowany mechanizm reakcji jest s³uszny zarówno dla form nukleozydowych
jak i nukleotydowych [102,105]. Ze wzglêdu na koniecznoœæ adaptacji przez 2-deo-
ksyrybozê konformacji bliskiej O4'-egzo w trakcie procesu cyklizacji, cdA powstaje
w komórce z czêstotliwoœci¹ jednej modyfikacji na 108 zasad nukleinowych. Ana-
liza produktów γ -radiacji ds-DNA wykaza³a, i¿ diastereoizomer 5'S jest bardziej
rozpowszechniony ni¿ forma 5'R. Te same eksperymenty przeprowadzone dla
pochodnych nukleozydowych i ss-DNA ujawni³y dominuj¹c¹ obecnoœæ (5'R)-cdA.

Obliczone metodami chemii kwantowej parametry IP, EA, VED wskazuj¹ wyraŸ-
nie, i¿ obydwie diastereoizomeryczne formy cdA powinny ulegaæ ³atwo procesowi
jonizacji (IP dla cdA jest ni¿szy ni¿ IP dla dG). Z drugiej strony utworzone formy
anionowe nie powinny byæ obserwowane w œrodowisku reakcji ze wzglêdu na nisk¹
wartoœæ VED [111].

Porównanie parametrów geometrycznych, rozk³adu ³adunku oraz DM dla
pochodnych (5'S)-cdA i (5'R)-cdA wskazuje, i¿ struktury tych cz¹steczek s¹ nie-
wra¿liwe na utratê lub pojawienie siê dodatkowego ³adunku w ich obrêbie. Dane
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te œwiadcz¹ o wysokiej konserwatywnoœci uk³adu 5',8-cykol-2'-deoksypurynowego
[110]. Dodatkowo badania przeprowadzone technikami NMR nad wp³ywem oby-
dwu diastereoizomerów cdA na geometriê krótkich fragmentów ss-DNA uwidocz-
ni³y, i¿ chiralnoœæ grupy 5' hydroksylowej w cdA wywiera decyduj¹cy wp³yw na
geometriê po³o¿enia 5' nukleotydu. Porównanie parametrów strukturalnych
TPO[(5'R)-cdA] i TPO[(5'S)-cdA] obliczonych na podstawie wyników eksperymen-
tów NMR i DFT oraz ich porównanie ze struktur¹ TPOdA, ujawni³o, i¿ (5'S)-cdA
wymusza wyraŸne zmiany w geometrii dinukleotydu w przeciwieñstwie do diaste-
reomer 5'R. Badania te równie¿ potwierdzi³y znaczn¹ odpornoœæ uk³adu cdA na
wprowadzane zmiany podstawników zarówno w obrêbie reszty cukrowej jak i zasa-
dowej 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny [121, 124].

Pojawienie siê (5'S)-cdA w jednej z nici genomu wywiera negatywny wp³yw
na naprawê powsta³ych uszkodzeñ w nici komplementanej. Przy czym (5'S)-cdA
hamuje aktywnoœæ enzymów bior¹cych udzia³ w mechanizmie BER, jeœli ssb-DNA
umiejscowione jest w odleg³oœci ± 5 zasad od 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny. Wp³yw
ten jest nieznaczny po zwiêkszeniu tego dystansu do 8 zasad w kierunku koñca
3' nici zawieraj¹cej cdA, jednak¿e jest on wci¹¿ obserwowany po przesuniêciu
ssb-DNA o 8 nukleotydów w kierunku koñca 5' [103]. Efekt kierunkowy dzia³ania
(5'S)-cdA na proces naprawczy DNA, poprzez indukowanie zmian w geometrii
ds-DNA, zosta³ potwierdzony przez wyniki analiz strukturalnych wykonanych
metodami NMR [131] i DFT [103].

Ze wzglêdu na swoje unikalne w³aœciwoœci fizyko-chemiczne, strukturalne
(wp³yw na geometriê przestrzenn¹ ss-DNA i ds-DNA) cdA mo¿e odgrywaæ istotn¹
rolê w procesach nowotworzenia, karcenogenezy, chorobach neurodegeneracyjnych,
alergicznych. Z drugiej strony jej powstawanie w genomie komórek nowotworo-
wych pod wp³ywem chemioterapeutyków takich jak Tirapazamina mo¿e byæ odpo-
wiedzialne za ich aktywnoœæ przeciwnowotworow¹. Nale¿y podkreœliæ, i¿ cdA jest
znacznie gorszym substratem dla mechanizmu NER ni¿ cisplatyna. Wydaje siê za-
tem, i¿ dalsze badania nad cdA s¹ konieczne dla zrozumienia biologicznych efek-
tów jakie mo¿e ona wywieraæ w procesach chorobotwórczych jak i terapeutycz-
nych.

PODZIÊKOWANIA

Publikacja powsta³a w ramach projektów: MNiSW/SGI3700/UM£ódŸ/039/2010
oraz MNiSW N N405 615838.



5',8-CYKLO-2'-DEOKSYADENOZYNA 1049

PIŒMIENNICTWO CYTOWANE

[1] B. Halliwell, J.M.C. Gutteridge, Free Radical in Biology and Medicine, 4th ed., Oxford University
press, 2007.

[2] K.B. Beckman, B.N. Ames, J. Biol. Chem., 1997, 272, 19633.
[3] G. Bartosz, Druga Twarz Tlenu, Wydanie pierwsze, Wydawnictwo Naukowe PWN Sp. z o.o. 1995.
[4] N.S. Kwon, C.F. Nathan, C. Gilker, O.W. Griffith, D.E. Matthews, D.J. Stuehr, J. Biol. Chem.,

1990, 265, 422.
[5] (a) A.J. LaVerne, H.R. Schuler, J. Phys. Chem., 1983, 87, 4564, (b) E. Hoglund, E. Blomquist,

J. Carlsson, J. Stenerlow, Int. J. Radiat. Biol., 2000, 76, 539.
[6] J.D. Rush, B.H.J. Bielski, J. Phys. Chem., 1985, 89, 5062.
[7] F. Bosca, M.L. Marin, A. Miranda, Photochem. Photobio., 2001, 74, 637.
[8] Handbook of Chemistry and Physic, 75th ed, CRC Press, Boca Raton, FL. 1995.
[9] H.J.H. Fenton, J. Chem. Soc., 1894, 65, 899.

[10] F. Haber, J. Weiss, Proc. R. Soc. Lond. Ser. A. Biol. Sci., 1934, 147, 332.
[11] B.H.J. Bielski, A.O. Allen, J. Phys. Chem., 1977, 81, 1977.
[12] T. Rigg, W. Taylor, J. Weiss, J. Chem. Phys., 1954, 22, 575.
[13] E. Neyens, J. Baeyens, J. Hazard. Mater., 2003, 98, 33.
[14] V.C. Buxton, L.C. Greenstock, J. Phys. Chem., 1988, 17, 513.
[15] I. Fridovitch, Arch. Biochem. Biophys., 1986, 247, 1.
[16] A. Meister, M.E. Anderson, Annu Rev. Biochem., 1983, 52, 711.
[17] R.K. Banerjee, Mol. Cell. Biochem., 1988, 83, 105.
[18] A. Deisseroth, A.L. Dounce, Physiol. Rev., 1970, 50, 319.
[19] M. Valko, D. Leibfritz, J. Monocol, D.T.M. Cronin, M. Mazur, J. Telser, Int. J. Bichem. Cell Biol.,

2007, 39, 44.
[20] R. Oliñski, A. Siomek, R. Ró¿alski, D. Gackowski, M. Foksiñski, J. Guz, T. Dziaman, A. Szpila,

B. Tudek, Acta Biochemica Polonica, 2007, 54, 11.
[21] B. Halliwell, J.M.C. Gutteridge, Biochem. J., 1984, 219, 1.
[22] The hermetic and alchemical writings of Paracelsus, w t³umaczeniu A.E. Waite, BiblioBazazar

2008.
[23] B. Halliwell, Biochem. Soc. Trans., 2007, 35, 1147.
[24] L. Stryer, Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1999.
[25] M. Inoue, E.F. Sato, M. Nishikawa, A.M. Park, Y. Kira, I. Imada, K. Utsumi, Curr. Med. Chem.,

2003, 10, 2495.
[26] G. Loschen, B. Flohe, FEBS, 1971, 18, 261.
[27] M. Gupta, K. Dobashi, E.L. Greene, J.K. Orak, I. Singh, Mol. Cell. Biochem., 1997, 176, 337.
[28] J.F. Turrens, A. Boveris, Biochem. J., 1980, 191, 421.
[29] J.S. Lipard, M.J. Berg, Podstawy Chemii Bionieorganicznej, t³umaczenie J. Kury³owicz, wyd. 1,

Wydawnictwo Naukowe PWN, 1998.
[30] K.M. Eberhardt, Reactive Oxygen Metabolites, 1st ed., CRC Press, Boca Raton, London, New

York, Washington D.C. 2001.
[31] C.K. Kou, T. Mashino, I. Fidorovitch, J. Biol. Chem., 1987, 262, 4724.
[32] T.E. DeCoursey, E. Ligeti, Cell. Mol. Life. Sci., 2005, 62, 2173.
[33] T.L. Stayner, D.A. Dankovic, R.A. Lemen, Am. J. Public. Health., 1996, 86, 179.
[34] V.K. Kowdley, Gastroenterology, 2004, 127, S79.
[35] E. Soko³owska, J. Klimek, Postêpy Biologii Komórki, 2007, 34, 15.
[36] H. Koz³owski, A.Janicka-K³os, J. Brasun, E. Gaggelli, Coordination Chemistry Rev., 2009, 253,

2665.



B.T. KARWOWSKI1050

[37] U. Bandyopadhyay, D. Das K.R. Banerjee, K.R., Current Science, 1999, 77, 658.
[38] E. Antila, T. Westermack, Int. J. Dev. Biol., 1989, 33, 183.
[39] G.J. Brewer, D.R. Dick, K.D. Grover,V. LeClarie, M. Tseng, M. Wicha, K. Pienta, G.B. Redman,

T. Jahan, K.B. Sondak, M. Strawderman, G. LeCarpantier, S.D. Merajver, Clin, Cancer, Res.,
2000, 6, 1.

[40] N. Pastor, H. Weinstein, E. Jamison, M. Brenowitz, J. Mol. Biol., 2000, 304, 55.
[41] M. Dizdaroglu, P. Jaruga, M. Birincioglu, H. Rodriguez, Free Rad. Biol. Med., 2002, 32, 1102.
[42] W. Saenger, Principles of nucleic acid structure, Cantor ChR, 1st eds, Springer-Verlag, New York,

Berlin, Heidelberg, Tokyo, 1984.
[43] P.V. Chuprina, U. Heinemann, A.A. Nurislamov, P. Zielenkiewicz, R.E. Dickerson, W. Saenger,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1991, 88, 539.
[44] G. Albiser, A. Lamiri, S. Premilat, Int. J. Biol. Macromol., 2001, 28, 199.
[45] K.K. Khanna, Y. Shiloh, The DNA damage response: Implication on cancer formation and

treatment, Springer Dordrecht Heidelberg, London, New York, 2009.
[46] M.D. Evans, S.M. Cook, Oxidative damage to Nucleic Acids, Landes Bioscience and Springer

Science+Business Media, LLC, 2007.
[47] M. Gulston, J. Fulford, T. Jenner, C. de Lara, P. O’Neill, Nucleic Acids Research, 2002, 30, 3464.
[48] H. Terato, H. Ide, Biol. Sci. Space, 2004, 18, 206.
[49] T. Nayak, J. Norenerg, T. Anderson, R. Atcher, Canc. Biother. Radiopharm., 2005, 20, 52.
[50] J.-P. Pouget, S. Frelon, J.-L. Ravanat, I. Testard, F. Odin, J. Cadet, J. Radiation Res., 2002, 157,

589.
[51] (a) J. Sobkowski, Chemia radiacyjna i ochroa radiologiczna, Wydawnictwo Adamantan, 2009;

(b) G.V. Buxton, C.L. Greenstock, W.P. Helman, A.B. Ross, J. Phys. Chem. Ref. Data., 1988, 17,
513; (c) K.N. Joshipura, S. Gangopadhyay, C.G. Limbachiya, M. Vinodkumar, J. Phys.: Conf. Ser.,
2007, 80, 012008, doi:10.1088/1742-6596/80/1/012008.

[52] C.P. Preusch, Medicinal Inorganic Chemistry, ACS Symposium Series, 2005, 903, 15.
[53] M.S. Cooke, M.D. Evans, M. Dizdaroglu, J. Lunec, FEBS./, 2003, 17, 1195.
[54] J. Cadet, T. Douki, J.-L. Ravanat, Redox-Genom Interaction in Health and Desease, eds. Marcel

Dekker, Inc. New York, 2003, 145.
[55] H. Kasai, A. Iida, Z. Yamaizumi, S. Nishimura, H. Tanooka, Mutat. Res., 1990, 243, 249.
[56] A. Sancar, L.A. Lindsey-Boltz, K. Ünsal-Kaçmaz, S. Linn, Annu. Rev. Biochem. 2004, 73, 39.
[57] T. Douki, J. Riviere, J. Cadet, Chem. Res. Toxicol., 2002, 15, 445.
[58] R. Beukers, A.M.P. Eker, P.H.M. Lohman, DNA Repair., 2008, 7, 530.
[59] T.P. Begly, Acc. Chem. Res., 1994, 27, 394.
[60] S. Bellon, D. Gasparutto, Ch. Saint-Pierre, J. Cadet, Org. Biomol. Chem., 2006, 4, 3831.
[61] C.H. Box., E.E. Budziñski, J.B. Dzwidzik, J.S. Gobey, H.G. Freund, Free Radi. Biol. Med., 1997,

23, 1021.
[62] A.F. Evangelista, F.H. Schaefer III, J. Phys. Chem. A., 2004, 108, 10258.
[63] P. Fortini, E. Dogliotti, DNA Repair, 2007, 6, 398.
[64] A. Romieu, D. Gasparutto, J. Cadet, J. Chem. Soc. Perkin. Trans. 1, 1999, 1257.
[65] J.R. Wagner, Ch. Decarroz, M. Berger, J. Cadet, J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 4101.
[66] M. Dizdaroglu, P. Jaruga, H. Rodriguez, Free Radical Biol. Med., 2001, 30, 774.
[67] M. Dizdaroglu, Biochem. J., 1986, 238, 247.
[68] (a) A.W. Johnson, N. Shaw, Proc. Chem. Soc., 1961, 447, (b)D. Dolphin, A.W. Johnson, R. Rod-

rigo, N. Shawn, Pure Appl. Chem., 1963, 7, 539.
[69] P.C. Hogenkamp, J. Biol. Chem., 1963, 238, 477.
[70] K. Keck, Z. Naturfirsch. B, 1968, 23, 1034.
[71] N. Mariaggi, J. Cadet, R. Teoule, Tetrachedron, 1976, 32, 2385.



5',8-CYKLO-2'-DEOKSYADENOZYNA 1051

[72] M.L. Dirksen, W.F. Blakely, E. Holwitt, M. Dizdaroglu, Int. J. Radiat. Biol., 1988, 54, 195.
[73] M. Fokiñski, R. Kotzbach, W. Szymañski, R. Oliñski, Free. Radi. Biol. Med., 2000, 29, 597.
[74] J. Cadet, T. Douki, D. Gasparutto, J-L. Ravanat, Mutation Res., 2003, 531, 5.
[75] J. Cadet, T. Douki, D. Gasparutto, J-L. Ravanat, Radiat. Phys. Chem., 2005, 71, 293.
[76] J. Cadet, T. Douki, J-L. Ravanat, Environ. Health. Perspect., 1997, 18, 1833.
[77] M.L. Navacchia, A. Manetto, P.C. Montevecchi, Ch. Chatgilialoglu, Eur. J. Org. Chem., 2005,

4640.
[78] M. Dizdaroglu, P. Jaruga, H. Rodriguez, Free. Radic. Biol. Med., 2001, 30, 22.
[79] K. Randerath, G-D. Zhou, R.L. Somers, J.H. Robbins, P.J. Brooks, J. Biol. Chem., 2001, 38, 36051.
[80] P. Jaruga, Y. Xiao, B.C. Nelson, M. Dizdaroglu, Biochem. Biophys. Res. Commun., 2009, 386, 656.
[81] D.C. Malins, K.M. Anderson, J.J. Stegeman, P. Jaruga, V.M. Green, N.K. Gilman, M. Dizdaroglu,

Health Perspect., 2006, 114, 823.
[82] R.A. Egler, E. Fernandes, K. Rothermund, S. Sereika, N. de Soua-Pinto, P. Jaruga, M. Dizdaroglu,

E.V. Prochownik, Oncogene, 2005, 24, 8038.
[83] G. Kirkali, N. de Soua-Pinto, P. Jaruga, V.A. Bohr, M. Dizdaroglu, DNA Repair, 2009, 8, 274.
[84] Kirkali G., de Soua-Pinto N., Genc S., Jaruga P., Dizdaroglu M., Free Radi. Biol. Med., 2008, 44,

386.
[85] K.M. Anderson, P. Jaruga, C.R. Ramsey, N.K. Gilman, V.M. Green, S.W. Rostad, J.T. Emerman,

M. Dizdaroglu, D.C. Malins, Cell Cycle, 2006, 5, 1240.
[86] L.B. Jimenez, S. Encinas, Ch. Chatgilialoglu, M. Miranda, Org. Biomol. Chem., 2008, 6, 1083.
[87] S.A. Fleming, J.A. Pincock, Organic Molecular Photochemistry, Vol. 3, ed. V. Ramamurth,

K.S.Schanze, M. Deckker, New York 1999.
[88] P. Berti, J.A.B. McCann, Chem. Rev., 2006, 106, 506.
[89] J.A. Theruvathu, P. Jaruga, M. Dizdaroglu, P.J. Brooks, Mech. Angeing Develop., 2007, 128, 494.
[90] T. Lindhal, B.Nyberg, Biochemistry, 1967, 11, 3610.
[91] (a) D. Wang, D. Kreutzer, J.M. Essigmann, Mutat. Res., 1998, 400, 99, (b) H.E. Krokan, F. Drabløs,

G. Slupphaug, Oncogen, 2002, 21, 8935.
[92] R. Rios-Font, L. Rodriguez-Santiago, J. Bertran, M. Sodupe, J. Phys. Chem. B, 2007, 111, 6071.
[93] B. Karwowski, Centr. Eur. J. Chem., 2010, 8(1), 134.
[94] (a) K. Miaskiewicz, R. Osman, J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 232, (b) D.Sy. Savoye, C. Begusova,

M. Michalik, V. Charlier, M.I. Spotheim-Maurizot, Int. J. Radiat. Biol., 1997, 72, 147.
[95] A. Adhikary, D. Becker, S. Collins, J. Koppen, M. Sevilla, Nuc. Acid Res., 2006, 34, 1501.
[96] Ch. Chatgilaloglu, M. Guerra, Q.G. Mulazzini, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 3839.
[97] N. Pedastur, J. Grodkowski, A.B. Ross, J. Phys. Chem. Ref. Data., 1996, 25, 709.
[98] P.J. Brooks, DNA Repair, 2008, 7, 1168.
[99] K. Miaskiewicz, H.J. Miller, F.A. Furciarelli, Nucleic Acid Res., 1995, 23, 515.

[100] R. Flyunt, R. Bazzanini, Ch. Chatgilialoglu, Q.G. Mulazzani, J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 4225.
[101] R. Zhang, L.A. Eriksson, Chem. Phys. Lett., 2006, 417, 303.
[102] B. Karwowski, A. Grand, J. Cadet, Acta Biochem. Polon., 2009, 56, (4), 655.
[103] B. Karwowski, (5'S) 5,8-cyclo-2-deoksyadenosine, from chemistry to biochemical effects., 2008,

Wydawnictwo UM w £odzi, ISBN 978-83-61058-01-4.
[104] B. Karwowski, Centr. Eur. J. Chem., 2008, 6, 450.
[105] B. Karwowski, Org. Bio. Chem., 2010, 2010, 8, 1603.
[106] C. Altona, M. Sundaralingam, J. Am. Chem. Soc., 1973, 95, 2333.
[107] (a) E.J. Klipartic. K.S. Pitzer, R. Spitzer, J. Am. Chem. Soc., 1947, 49, 2483, (b) C. Altona,

M. Sundaralingam, J. Am. Chem. Soc., 1972, 15, 8205.
[108] A. Romieu, D. Gasparutto, D. Molko, J. Cadet, J. Org. Chem., 1998, 63, 5245.
[109] W. Yang, DNA Repair, 2006, 5, 654.



B.T. KARWOWSKI1052

[110] B. Karwowski, J. Mol. Struc.: Theochem, 2009, 915, 73.
[111] B. Karwowski, Centr. Eur. J. Chem., 2010, 8, 70.
[112] N.A. Oyler, L. Adamiwicz, J. Phys. Chem., 1993, 97, 11122.
[113] A.N. Richardson, J. Gu, S. Wang, Y. Xie, H.F. Schaefer III, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 4404.
[114] (a) B. Giese, Curr. Opin. Chem. Biol., 2002, 6, 2002; (b) A.K. Ghosh, G.B. Shuster, J. Am. Chem.

Soc., 2006, 128, 4172.
[115] N. Russo, M. Toscano, A. Grand, J. Comput. Chem., 2000, 21, 1243.
[116] C. Dherin, D. Gasparutto, T.R. O’Connor, J. Cadet, S. Bpitex, Int. J. Radiat. Biol., 2004, 80, 21.
[117] J.R Wiely, J.M. Robinson, S. Ehdaie, E.C.M. Chen, E.S.D. Chen, W.E. Wentworth, Biochem.

Biophys. Res. Comm., 1991, 180, 841.
[118] A.N. Rihardson, J. Gu, S. Wang, Y. Xie, H.F. Scheafer III, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 4404.
[119] P. Sarmah, R.C. Deka, Mol. Simulat., 2008, 34, 879.
[120] N.A. Oyler, L. Adamowicz, J. Phys. Chem., 1993, 97, 11122.
[121] B. Karwowski, Tetrachedron Asymm., 2008, 19, 2390.
[122] P. Jaruga, J. Theruvathu, M. Dizdaroglu, P.J. Brooks, Nucl. Acid. Res., 2004, 32, e87.
[123] P.-L. Loos, E. Dumont, A.D. Laurent, X. Assfeld, Chem. Phys. Lett., 2009, 475, 120.
[124] B.T. Karwowski, J. Gaillard, A. Grand, J. Cadet, Org. Biomol. Chem., 2008, 6, 34.
[125] R. Surma, M. Alejska, M. Gawron, Pol. J. Chem., 1994, 68, 2553.
[126] D.S. Goodsell, M. Kaczor-Grzeœkowiak, R.E. Dickerson, J. Mol. Biol., 1994, 239, 79.
[127] A. Romieu, D. Gasparutto, J. Cadet, Chem. Res. Toxicol., 1999, 5, 412.
[128] P.J. Brooks, D.S. Wise, D.A. Berry, J.V. Kosmoski, M.J. Smerdon, K. Coleman, R.E. Tarone,

J.H. Robbins, J. Biol. Chem., 2000, 275, 22355.
[129] I. Kuraoka, Ch. Bender, A. Romieu, J. Cadet, R.D. Wood, T. Lindahl, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,,

2000, 97, 3832.
[130] I. Kuraoka, P. Robins, F. Masutani, F. Hanaoka, D. Gasparutto, J. Cadet, R.D. Wood, T. Lindahl,

J. Biol. Chem., 2000, 276, 49283.
[131] Y. Boulard, 7th Conférence de recherche hivernales, Les Houches, France, 19-24 Mars 2006.

Praca wp³ynê³a do Redakcji 11 paŸdzierniak 2010



2010, 64, 11-12
PL ISSN 0043-5104

ROLA SK£ADNIKÓW AKTYWNYCH
W PROCESIE STARZENIA SIÊ SKÓRY

THE ROLE OF ACTIVE INGREDIENTS
IN THE PROCESS OF SKIN AGING

Beata £ubkowska1, Beata Grobelna2,
Zbigniew Maækiewicz1

1 Pracownia Chemii Polipeptydów,
2 Katedra Chemii Analitycznej,

Wydzia³ Chemii, Uniwersytet Gdañski,
ul. J. Sobieskiego 18/19, 80-952 Gdañsk

e-mail: b.lubkowska@gmail.com

Abstract
Wprowadzenie
1. Budowa skóry i jej w³aœciwoœci
2. Starzenie siê warstw skóry
3. Zapobieganie procesom starzenia siê skóry
4. Niskocz¹steczkowe sk³adniki aktywne
Podsumowanie
Piœmiennictwo cytowane



B. £UBKOWSKA, B. GROBELNA, Z. MAÆKIEWICZ1054

mgr Beata £ubkowska – urodzi³a siê w 1985 roku w Gdañsku. W latach 2004–
2009 studiowa³a na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdañskiego – w roku 2009 uzys-
ka³a tytu³ magistra. Równolegle ze studiami magisterskimi uczy³a siê w Zaocznym
Studium Kosmetyki Naturalnej – w roku 2008 uzyska³a dyplom Technika Us³ug
Kosmetycznych. Obecnie jest s³uchaczk¹ Stacjonarnych Studiów Doktoranckich
Chemii i Biochemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdañskiego, gdzie wyko-
nuje prace doktorsk¹ pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Maækiewicza. Prowa-
dzone przez ni¹ badania dotycz¹c¹ peptydów o w³aœciwoœciach przeciwzmarszcz-
kowych.

dr Beata Grobelna – starszy wyk³adowca w Katedrze Chemii Analitycznej. Autorka
i wspó³autorka kilkudziesiêciu prac naukowych i ponad piêædziesiêciu komunika-
tów zamieszczanych na polskich oraz miêdzynarodowych konferencjach. W roku
2008 ukoñczy³a studia podyplomowe o kierunku Kosmetologia na Wydziale Biotech-
nologii i Nauk o ¯ywieniu Politechniki £ódzkiej. Autorka licznych wyk³adów oraz
æwiczeñ z chemii kosmetycznej. Jej praca naukowa obejmuje syntezê i badania spek-
troskopowe nieorganicznych materia³ów luminezuj¹cych otrzymywanych metod¹
zol-¿el. Ostatnio opracowuje i bada w³asnoœci receptur kosmetycznych zawieraj¹-
cych peptydy.

prof. dr hab. Zbigniew Maækiewicz – kierownik Pracowni Chemii Polipeptydów
w Katedrze Syntezy Organicznej Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Gdañskiego – zaj-
muje siê syntez¹ w roztworze i na noœniku sta³ym polipeptydów stosowanych
w badaniach immunologicznych. G³ówne kierunki pracy jego zespo³u to: syntezy,
badania immunogennoœci fragmentów antygenów wirusa zapalenia w¹troby typu B
(HBV) i C (HCV) oraz opracowywanie testów diagnostycznych na wykrywanie WZW
typu B i C. W ostatnich latach zespó³ prof. Maækiewicza zajmuje siê otrzymywa-
niem peptydów biologicznie czynnych i ich oddzia³ywaniem z kationami metali
ciê¿kich (Cu, Zn) oraz chemiczn¹ syntez¹ fragmentów parahormonu (PTH) i wybra-
nych fragmentów ludzkich bia³ek szoku termicznego (Hsp). Nowy kierunek badañ
zespo³u to: polipeptydy w kosmetyce, ich synteza, opracowanie receptur kosmety-
ków oraz badania w³aœciwoœci peptydów w wybranych preparatach kosmetycznych.
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ABSTRACT

Skin is the coating of all human and animal organisms. It is a kind of space
where different processes take place. Skin is the largest and the heaviest organ in the
body. Also, it is a barrier, that stops water and the part of body, which should be
particularly protected [1]. The skin is composed of three main layers: epidermis
(Fig. 1), dermis (Fig. 3) and subcutaneous tissue (Fig. 5). Each of these layers has
completely different role and is characterized by various properties.

Epidermis is the outermost layer of skin. It consists of a living and a dead zone.
The living area forms new cells which are the subject to further changes, while in
the zone of dead cells they are highly flattened and devoid of nuclei [2]. In the
epidermis, exactly in the reproductive output layer there are melanocytes, which are
cells responsible for production of the pigment – melanin (Fig. 2). Melanin is respon-
sible for color of hair, eyes and skin. It is formed from tyrosine as a result of nume-
rous biochemical reactions [3]. Biological activity of melanin is determined by
the presence of appropriate peptide. The sequences of its active components are:
Ser–Tyr, Ser–Met–Glu–His–Phe–Arg, and Trp–Gly–Lys–Pro–Val.

It is possible to protect the skin also against the solar radiation. The hormone
MSH absorbs and reflects UV radiation. Under the influence of UV radiation the
amount of melanin increases, causing temporary changes in skin color [3].

Under the epidermis there is a proper skin, which is composed of elastic fibers,
collagen fibers, and the basic substance, which fuses the fiber elements. The elastic
fibers are scattered among collagen fibers. Proper skin is the place where a valuable
protein – very important in cosmetics – occurs – the native collagen. It is the main
protein of connective tissue. Collagen has a very high tensile strength and is a major
component of tendons. It is responsible for skin elasticity. Loss of collagen from the
skin causes wrinkles [4].

A distinctive layer of skin is the subcutaneous tissue. It combines dermis with
muscles. It is composed of fat cells separated by connective tissue. The size and the
shape of fat cells vary depending on gender, diet and also age [5].

Skin, like other authorities is aging. These process may be accelerated or delayed
under the influence of various endogenous and exogenous elements (Tab. 1). Also
genetic predisposition are of significant importance. It seems that, as soon as we
age, we inherit from our ancestors. To delay the aging process, it is necessary to
properly take care of and protect the skin. There are many ways to delay aging of the
skin. The most successful, for example cosmetics with active ingredients such as
peptides, will be presented here.

Keywords: skin, aging process, collagen, elastin, peptides, MSH hormone
S³owa kluczowe: skóra, procesy starzenia, kolagen, elastyna, peptydy, hormon MSH
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WPROWADZENIE

Skóra (grec. derma) jest pow³ok¹ wszystkich organizmów ludzkich oraz zwie-
rzêcych. Stanowi swoist¹ przestrzeñ, która podobnie jak inne organy ulega proce-
som starzenia. Procesy te mog¹ ulec przyœpieszeniu lub opóŸnieniu pod wp³ywem
ró¿nych czynników wewn¹trzpochodnych i zewn¹trzpochodnych. Nie bez znacze-
nia pozostaj¹ tak¿e uwarunkowania genetyczne. To jak szybko siê starzejemy dziedzi-
czymy po naszych przodkach. Chc¹c jednak opóŸniæ procesy starzenia niezbêdna
jest w³aœciwa pielêgnacja i ochrona [2, 3]. Do tego celu mog¹ s³u¿yæ bia³ka i pep-
tydy, które nie tylko w kosmetykach, ale równie¿ w skórze stanowi¹ istotny element.
Kolagen i elastyna to bia³ka podporowe skóry. Umieszczone w kosmetyku, zwykle
w postaci hydrolizatów, odpowiadaj¹ za jêdrnoœæ, elastycznoœæ oraz utrzymanie pra-
wid³owego nawil¿enia skóry. Niskocz¹steczkowe peptydy, które odkryto ponad
dekadê temu, dziêki swojej aktywnoœci przenikaj¹ przez skórê i wêdruj¹ tam, gdzie
s¹ najbardziej potrzebne. Zatem posiadaj¹ obok w³aœciwoœci pielêgnacyjnych, rów-
nie¿ w³aœciwoœci regeneracyjne. To w³aœnie ta zaleta sprawi³a, i¿ zaliczono je do
grupy kosmeceutyków posiadaj¹cych zdolnoœci naprawcze skóry.

Skóra to wa¿ny narz¹d, bêd¹cy miejscem dzia³ania polipeptydów oraz innych
zwi¹zków wykazuj¹cych aktywnoœæ biologiczn¹. Jest najwiêkszym i najciê¿szym
narz¹dem cia³a. Jej powierzchnia u doros³ego cz³owieka wynosi 1,5–2 m2, nato-
miast waga to oko³o 4 kg. Skóra to bariera, która zatrzymuje wodê oraz organ,
o który nale¿y szczególnie dbaæ [4]. Zatem kontynuuj¹c nasze badania zwi¹zane
z biologicznie czynnymi zwi¹zkami [6–8] w niniejszej pracy prezentujemy budowê
oraz w³aœciwoœci fizyczne i chemiczne polipeptydów i bia³ek zapobiegaj¹cych pro-
cesom starzenia siê skóry.

Artyku³ dokonuje przegl¹du najpopularniejszych bia³ek oraz peptydów, posia-
daj¹cych w³aœciwoœci przeciwzmarszczkowe. Obecnie s¹ to sk³adniki, najbardziej
po¿¹dane przez ró¿nego rodzaju konsumentów, szczególnie w grupie wiekowej 30+.
Sta³o siê to si³¹ napêdow¹ dla producentów i przyczyn¹ poszukiwañ coraz to now-
szych sekwencji aminokwasów, które wyg³adz¹, ujêdrni¹, a tak¿e poprawi¹ nawil-
¿enie skóry.

1. BUDOWA SKÓRY I JEJ W£AŒCIWOŒCI

Skóra zbudowana jest z trzech g³ównych warstw: naskórka, skóry w³aœciwej
oraz tkanki podskórnej. Ka¿da z tych warstw pe³ni inn¹ rolê i charakteryzuje siê
ró¿nymi w³aœciwoœciami [4].

Pierwsz¹ i najbardziej zewnêtrzn¹ warstw¹ skóry jest naskórek (epidermis).
Spe³nia on najwa¿niejsze funkcje ochronne przed czynnikami fizycznymi i chemicz-
nymi oraz chorobotwórczymi, poza tym nie przepuszcza wody [9]. Sk³ada siê g³ów-
nie z keratynocytów, czyli komórek œciœle przylegaj¹cych do siebie, u³o¿onych
w zachodz¹ce na siebie warstwy [10]. Komórki nab³onkowe naskórka odnawiaj¹ siê
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przeciêtnie co 28 dni. W trakcie procesu keratynizacji stopniowo przekszta³caj¹ siê,
tworz¹c ró¿ne warstwy, ka¿d¹ o odmiennej specyfice. Od wewn¹trz do zewn¹trz
wyró¿niamy: warstwê podstawn¹ (zwan¹ rozrodcz¹), warstwê kolczyst¹, warstwê
ziarnist¹, warstwê jasn¹ oraz warstwê rogow¹ (Rys. 1).

Rysunek 1. Budowa naskórka [Wykona³a B. £ubkowska na podstawie opisów w literaturze 4, 5, 9]
Figure 1. Construction of epidermis

Warstwa podstawna inaczej zwana rozrodcz¹ lub bazaln¹ (stratum basale) – to
najg³êbsza warstwa naskórka. Ma zdolnoœæ tworzenia nowych komórek, które za-
stêpuj¹ z³uszczone. Zbudowana jest ze œciœle przylegaj¹cych do siebie komórek o
wyd³u¿onych j¹drach, które po³¹czone s¹ ze sob¹ oraz z komórkami warstwy kol-
czystej za pomoc¹ tzw. desmosomów [4]. W warstwie twórczej znajduj¹ siê: mela-
nocyty, czyli komórki, które produkuj¹ melaninê. Melanina jest barwnikiem odpo-
wiadaj¹cym za barwê w³osów, oczu oraz skóry (Rys. 2).

Rysunek 2. Budowa melaniny [Wykona³a B. £ubkowska na podstawie literatury 3]
Figure 2. Construction of melanin

Melanina chroni g³êbsze warstwy skóry przed szkodliwym dzia³aniem promieni
ultrafioletowych (poch³ania je i odbija) [3]. Wyró¿nia siê 3 rodzaje melanin: eu-
melaniny, feomelaniny i neuromelaniny. Melaniny to polimery, których sk³ad chemiczny
zale¿y przede wszystkim od natury substratu i warunków lokalnych, w jakich te
substancje powstaj¹. Melanina powstaje z tyrozyny w wyniku licznych reakcji bio-
chemicznych. Enzymem, który jest odpowiedzialny za przekszta³cenia prowadz¹ce
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do powstania melaniny, jest tyrozynaza. Jednym z czynników aktywuj¹cych tyrozy-
nazê s¹ jony miedzi [10]. Melanina jest syntezowana przez melanotropinê, czyli
hormon polipeptydowy tylnej czêœci przysadki mózgowej. Melanotropina zwana
równie¿ hormonem MSH lub hormonem melanotropowym reguluje stê¿enie mela-
niny w komórce, aktywuje procesy melanogenezy. Rozró¿nia siê trzy formy mela-
notropiny: α, β i γ . Hormon α-melanotropowy, melanotropina α lub (α-MSH) jest
zbudowana z 13 reszt aminokwasowych niezale¿nie od gatunku, podczas gdy, ³añ-
cuch melanotropiny β (β -MSH) ma d³ugoœæ zale¿n¹ od gatunku, najczêœciej zbudo-
wan¹ (u wiêkszoœci ssaków) z 18 reszt aminokwasowych (u cz³owieka 22 reszty).
Wydzielany jest równie¿ 11-aminokwasowy hormon γ -melanotropowy (γ -MSH).
Wszystkie formy s¹ pochodnymi proopiomelanokortyny, z której odpowiednie sek-
wencje aminokwasowe wycinane s¹ w trakcie procesu potranslacyjnej proteolizy
[10]. Aktywnoœæ biologiczna melanotropiny jest uwarunkowana obecnoœci¹ odpo-
wiedniego peptydu, którego aktywna czêœæ zawiera nastêpuj¹ce reszty aminokwa-
sowe: Ser–Tyr, Ser–Met–Glu–His–Phe–Arg, oraz Trp–Gly–Lys–Pro–Val.

Ponadto w warstwie podstawnej wystêpuj¹ komórki Langerhansa odpowiedzialne
za mechanizmy odpornoœciowe oraz komórki Merkela, po³¹czone z zakoñczeniami
nerwowymi naskórka. Komórki Langerhansa s¹ to inaczej makrofagi, które rozpo-
znaj¹ i unieszkodliwiaj¹ cia³o obce, jakie wniknê³o w skórê. Komórki Merkela s¹ to
szczególnego typu keratynocyty wykazuj¹ce czynnoœæ neuroendokrynn¹. Ich zakoñ-
czenia stykaj¹ siê z w³óknami nerwowymi, co pozwala wysun¹æ teoriê, ¿e komórki
te pe³ni¹ rolê przekaŸników [4].

Podczas procesów rozrodczych komórki mno¿¹ siê, a nastêpnie wêdruj¹ od
warstwy rozrodczej do warstwy rogowej. W czasie tego procesu komórki trac¹ sw¹
miêkkoœæ i pozbywaj¹ siê wody, a¿ w koñcu wysychaj¹, obumieraj¹ i ulegaj¹ oddzie-
leniu w procesie z³uszczania [11]. Z wiekiem proces ten wyd³u¿a siê i mo¿e trwaæ
nawet oko³o 60 dni. Podzia³y staj¹ siê nieregularne, gdy¿ pewna iloœæ komórek utra-
ci³a ju¿ zdolnoœæ do podzia³ów. Komórki warstwy twórczej – niedo¿ywione i nie
dotlenione, spowalniaj¹ mechanizm podzia³ów komórkowych [12].

Warstwa kolczysta (stratum spinosum) – to najgrubsza warstwa naskórka, zbu-
dowana jest z kilku rzêdów (do 12) wielobocznych komórek, które ulegaj¹ sp³asz-
czeniu przy przechodzeniu w kierunku powierzchni naskórka. Warstwa ta jest kon-
strukcj¹ oporow¹ nadaj¹c¹ skórze spoistoœæ i jêdrnoœæ. Warstwy podstawna i kol-
czysta stanowi¹ ¿ywy, czynny metabolicznie naskórek i okreœlane s¹ razem mianem
warstwy Malpighiego [3].

Warstwa ziarnista (stratum granulosum) – sk³ada siê z kilku szeregów wrzecio-
nowatych komórek o sp³aszczonych j¹drach wype³nionych ziarnami keratohialiny,
które bior¹ udzia³ w procesie wytwarzania bia³ka – keratyny. W grubym naskórku
warstwa ziarnista sk³ada siê z 3–4 warstw tych komórek, natomiast w cienkim mo¿e
wystêpowaæ tylko jeden szereg [2]. W tej warstwie nastêpuje proces keratynizacji,
w wyniku, którego powstaj¹ m.in.: ceramidy (sfingolipidy), sterole i wolne kwasy
t³uszczowe.
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Warstwa jasna (stratum intermediale, stratum lucidum) – jest w¹skim pasmem
po³o¿onym miêdzy warstw¹ ziarnist¹ a rogow¹. Komórki tej warstwy s¹ silnie sp³asz-
czone, zawieraj¹ bia³ko za³amuj¹ce œwiat³o zwane eleidyn¹. St¹d te¿ warstwa ta jest
nieprzepuszczalna dla œwiat³a. Jest ona widoczna jedynie w zrogowacia³ym naskórku
d³oni i stóp lub przy u¿yciu mikroskopu elektronowego [3].

Warstwa rogowa (stratum corneum) – jest to najbardziej zewnêtrzna warstwa
naskórka, sk³adaj¹ca siê ze sp³aszczonych komórek pozbawionych j¹der, czyli korneo-
cytów, które wype³nione s¹ keratyn¹ oraz substancjami tworz¹cymi NMF [9]. Kera-
tyna chroni skórê przed promieniowaniem UV, przed czynnikami chemicznymi
i mechanicznymi oraz wi¹¿e wodê zapobiegaj¹c jej ucieczce. Tworzy sieæ w³ókien
i stanowi podstawê cytoszkieletu. G³ównym aminokwasem wchodz¹cy w sk³ad kera-
tyny jest L-cysteina, której brak jest w elastynie, natomiast w kolagenie s¹ zawarte
ma³e iloœci. Rozró¿niamy dwa podstawowe typy keratyn: α-keratyny o budowie
α-heliakalnej oraz β -keratyny o budowie β-kartki. α-keratyny s¹ bogate w L-cyste-
inê, wystêpuj¹ we w³osach, we³nie, paznokciach, szponach i kopytach. Natomiast
β -keratyny s¹ ubogie w L-cysteinê, dlatego s¹ sztywne i nierozci¹gliwe, wystêpuj¹
u ptaków (pióra) i gadów.

Naskórek opiera siê na b³onie podstawnej, która stanowi granicê skórno-na-
skórkow¹ i przebiega regularn¹, falist¹ lini¹ [10]. Tu¿ pod b³on¹ podstawn¹ znaj-
duje siê skóra w³aœciwa (corium, cutis) (Rys. 3), która zbudowana jest ze œciœle
u³o¿onych w³ókien tkanki ³¹cznej zawieraj¹cej kolagen [2]. Jest bardzo wytrzyma³a
i elastyczna, dziêki w³óknom sprê¿ystym, retikulinowym, kolagenowym oraz sub-
stancji podstawowej, która zespala elementy w³ókniste. W³ókna retikulinowe i sprê-
¿yste s¹ rozsiane miêdzy w³óknami kolagenowymi [4]. W skórze w³aœciwej znaj-
duj¹ siê tak¿e liczne naczynia krwionoœne i zakoñczenia nerwowe. W skórze w³aœci-
wej i czêœciowo w tkance podskórnej zanurzone s¹ torebki w³osów oraz wydzielni-
cze czêœci gruczo³ów ³ojowych i potowych.

Rysunek 3. Budowa skóry w³aœciwej [Wykona³a B. £ubkowska na podstawie opisów w literaturze 4, 5, 9]
Figure 3. Construction of cutis
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Skóra w³aœciwa sk³ada siê z trzech kolejno le¿¹cych nad sob¹ i przechodz¹cych
w siebie warstw. Pocz¹wszy od warstwy le¿¹cej tu¿ pod b³on¹ podstawn¹, rozró¿nia
siê warstwy: brodawkow¹, podbrodawkow¹ oraz siateczkow¹ [4].

Warstwa brodawkowa (stratum papillae) charakteryzuje siê obecnoœci¹ broda-
wek oraz zawiera liczne drobne naczynia krwionoœne [5]. Warstwa ta sk³ada siê
z licznych w³ókien kolagenowych i elastynowych, które odpowiadaj¹ za spajanie
elementów komórkowych oraz elastycznoœæ i sprê¿ystoœæ skóry. Kolagen jest g³ów-
nym bia³kiem tkanki ³¹cznej. Posiada on bardzo wysok¹ odpornoœæ na rozci¹ganie
i stanowi g³ówny sk³adnik œciêgien. Jest odpowiedzialny za elastycznoœæ skóry. Uby-
tek kolagenu ze skóry powoduje powstawanie zmarszczek, w trakcie jej starzenia.
Kolagen wype³nia tak¿e rogówkê oka, gdzie wystêpuje w formie krystalicznej [13].
Kolagen ma nietypowy sk³ad aminokwasowy. Oko³o 30% reszt aminokwasowych
kolagenu stanowi glicyna, a oko³o 20–25% stanowi¹ cykliczne iminokwasy: L-pro-
lina i L-hydroksyprolina. Obok nich znajduj¹ siê równie¿ du¿e iloœci L-hydroksyli-
zyny. Hydroksyaminokwasy kolagenu formowane s¹ z L-proliny i L-lizyny ju¿
w gotowym produkcie translacji w procesie enzymatycznym, który wymaga obec-
noœci witaminy C [13]. Inn¹ rzadk¹ cech¹ kolagenu jest regularnoœæ rozmieszczenia
aminokwasów, w ka¿dym z jego α-³añcuchów. £añcuchy te sk³adaj¹ siê z regular-
nych triad aminokwasów: Gly–X–Y, gdzie X to najczêœciej L-prolina, a Y to L-hy-
droksyprolina. Niewiele innych bia³ek wykazuje tak¹ regularnoœæ. Regularnoœæ ta
powoduje, ¿e ³añcuchy α maj¹ tendencjê do przyjmowania œciœle okreœlonej konfor-
macji, na skutek oddzia³ywañ miêdzy sob¹. Jest to konformacja helisy typu polipro-
liny. Istniej¹ 4 rodzaje struktur poliproliny: PPI, PPII, PPIII oraz PPIV. Aminokwa-
sami preferowanymi w helisie PP s¹: L-prolina, L-glutamina, L-kwas asparaginowy,
glicyna, L-alanina, L-leucyna. Ró¿nice pomiêdzy poszczególnymi typami helis poli-
prolinowych s¹ zwi¹zane z konfiguracj¹ wi¹zañ amidowych, kierunkiem skrêtu
helisy oraz wartoœci¹ k¹ta torsyjnego ψ. Najczêœciej spotykan¹ struktur¹ poliproliny
jest helisa typu PPII. Konformacja ta jest helis¹ lewoskrêtn¹, w której wszystkie
wi¹zania peptydowe maj¹ konfiguracjê trans. Helisy PPII s¹ g³ównymi sk³adnikami
kolagenu oraz bia³ek œciany komórkowej roœlin. Helisa kolagenowa zbudowana jest
z 3 ³añcuchów polipeptydowych, z których ka¿dy znajduje siê w konformacji poli-
proliny (Rys. 4). Ka¿dy ³añcuch poliproliny sk³ada siê z oko³o 1000 reszt amino-
kwasowych. Cz¹steczka kolagenu stanowi potrójn¹ helisê prawoskrêtn¹, utworzon¹
z trzech skrêconych wokó³ siebie ³añcuchów polipeptydowych. W utrzymaniu pra-
wid³owej konformacji cz¹steczki uczestnicz¹ oddzia³ywania hydrofobowe oraz wi¹-
zania wodorowe miêdzy ³añcuchami tworz¹cymi superhelisê kolagenow¹. Wi¹za-
nia wodorowe tworz¹ siê po miêdzy protonem amidowym reszt glicyny jednego
³añcucha, a tlenem karbonylowym reszt znajduj¹cych siê na s¹siednim ³añcuchu
polipeptydowym [13].
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Rysunek 4. Model helisy kolagenowej (tzw. tropokolagen) [13]
Figure 4. Helix model of collagen (tropocollagen)

Kolagen wystêpuje w wielu tkankach organizmu, a jego budowa jest zró¿nico-
wana w zale¿noœci od funkcji i miejsca wystêpowania. Kolagen jest bia³kiem nie-
jednorodnym. Istnieje co najmniej 28 genetycznie odrêbnych typów tego bia³ka.
95% ca³ego kolagenu w organizmie cz³owieka stanowi kolagen typu I, II, i III. Typ I
obecny jest w skórze, tkance tworz¹cej blizny, w œciêgnach i tkance ³¹cznej koœci.
Typ II wystêpuje w chrz¹stkach stawowych, a typ III wystêpuje w tkance granulo-
wej, tworz¹cej siê z fibroblastów, w trakcie zabliŸniania ran, zanim zostanie wytwo-
rzony kolagen typu I [14].

W warstwie brodawkowej wystêpuj¹ tak¿e w³ókna sprê¿yste, zwane inaczej
elastycznymi, które nadaj¹ skórze sprê¿ystoœæ oraz jêdrnoœæ. Wystêpuj¹ jako poje-
dyncze w³ókna tworz¹ce sieæ. Taka struktura jest mo¿liwa dziêki ³¹czeniu siê ³añcu-
chów polipeptydowych poprzez tak zwane wi¹zania krzy¿owe, które s¹ charakterys-
tyczne zarówno dla kolagenu jak i elastyny. Elastyna zbudowana jest z rozpuszczal-
nej tropoelastyny (masa cz¹steczkowa ok. 64–66 kDa), która po sieciowaniu two-
rzy nierozpuszczalny kompleks, czyli w³ókna elastyny. Tropoelastyna jest siecio-
wana przez desmozynê podobnie jak w przypadku kolagenu [3]. Charakterystyczn¹
cech¹ elastyny jest podatnoœæ na rozci¹ganie tak, ¿e mo¿e osi¹gn¹æ kilkakrotnie
wiêksza d³ugoœæ, a po usuniêciu si³y rozci¹gaj¹cej wraca do pierwotnego kszta³tu.
Elastyna zbudowana jest w 80% z 4 reszt aminokwasów: glicyny, L-waliny, L-pro-
liny i L-alaniny. Posiada mniej L-hydroksyproliny ni¿ kolagen i nie zawiera L-hydro-
ksylizyny ani L-cysteiny. W elastynie jest du¿o reszt niepolarnych, co nadaje jej cha-
rakter wysoce hydrofobowy. Jest ona syntezowana przez komórki nab³onka naczyñ
oraz komórki miêœni g³adkich. Wysok¹ zawartoœci¹ elastyny odznaczaj¹ siê wiêza-
d³a, œciany naczyñ krwionoœnych i tkanka p³uc a mniejsz¹ iloœci¹ tkanka skórna
i œciêgna. Elastyna jest najdoskonalszym biologicznym elastomerem. Jest ona jed-
nak syntezowana przez organizm tylko do 25 roku ¿ycia. Ca³kowicie zanika w wieku
40–45 lat [5].

Trzecim rodzajem w³ókien wystêpuj¹cym w warstwie brodawkowej s¹ w³ókna
retikulinowe, które tworz¹ siatkê w otoczeniu naczyñ krwionoœnych w³osowatych,
gruczo³ów ³ojowych i potowych oraz mieszków w³osowych i w³ókien nerwowych.
Z naczyñ krwionoœnych substancje od¿ywcze, tlen i woda przedostaj¹ siê do limfy
a stamt¹d do naskórka. Warstwa brodawkowa spe³nia wiêc wa¿n¹ rolê w metabo-
lizmie skórno-naskórkowym, zaopatruj¹c naskórek oraz odprowadzaj¹c produkty
przemiany materii i cia³a obce.
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Warstwa podbrodawkowa (stratum subpapillae) jest cienka, znajduj¹ siê w niej
elementy podstawowe skóry: w³ókna i komórki, g³ównie fibroblasty, naczynia krwio-
noœne oraz w³ókna nerwowe. Nie wystêpuj¹ tu brodawki. W g³¹b warstwa ta prze-
chodzi stopniowo w warstwê siateczkow¹ [9].

Warstwa siateczkowa (stratum reticulare) zwana tak¿e warstw¹ zbit¹ (stratum
compactum) ze wzglêdu na bardziej zbit¹ strukturê kolagenu. Obejmuje g³êbsze
warstwy a¿ do tkanki podskórnej. Znajduj¹ siê w niej w³ókna kolagenowe i elasty-
nowe. W stosunku do siebie w³ókna kolagenowe uk³adaj¹ siê przewa¿nie skoœnie,
a w stosunku do powierzchni skóry przebiegaj¹ one prawie równolegle. Przestrzenny
uk³ad tych w³ókien sprawia, ¿e skóra jest wytrzyma³a. Odpowiedzialny jest on rów-
nie¿ za to, ¿e po odkszta³ceniu skóra przyjmuje z powrotem kszta³t wyjœciowy. W tej
warstwie znajduj¹ siê równie¿ komórki t³uszczowe, naczynia krwionoœne i ch³onne,
gruczo³y ³ojowe i potowe, miêœnie przyw³osowe (powoduj¹ powstanie gêsiej skór-
ki) oraz mieszki w³osowe [9].

Ostatni¹ charakterystyczn¹ warstw¹ skóry jest tkanka podskórna (subcutis). Jest
to warstwa le¿¹ca pod skór¹ w³aœciw¹, która ³¹czy siê z miêœniami po³o¿onymi ni¿ej.
Zbudowana jest ze zrazików t³uszczowych z³o¿onych z komórek t³uszczowych
oddzielonych tkank¹ ³¹czn¹. W przestrzeniach miêdzyzrazikowych znajduj¹ siê czêœci
wydzielnicze gruczo³ów potowych, naczynia krwionoœne i w³ókna nerwowe [5]. Nie
ma wyraŸnej granicy miêdzy skór¹ w³aœciw¹ a tkank¹ podskórn¹. Widoczna jest
jedynie stopniowa zmiana wygl¹du tkanki ³¹cznej. Jest ona wiotka, niejednolita
w ró¿nych czêœciach cia³a (Rys. 5) [14].

Rysunek 5. Budowa tkanki podskórnej [Wykona³a B. £ubkowska na podstawie opisów w literaturze 3, 9]
Figure 5. Construction of subcutis

Tkanka podskórna pe³ni rolê ochronn¹ w przypadku urazów mechanicznych.
Chroni przed uciskiem i uderzeniem, umo¿liwia przesuwanie skóry, izoluje narz¹dy
wewnêtrzne, nadaje skórze g³adkoœæ oraz wzmacnia j¹. Komórki t³uszczowe stano-
wi¹ zapas energii oraz przechowuj¹ sk³adniki od¿ywcze. Gruboœæ tkanki podskór-
nej ma œcis³y zwi¹zek z od¿ywianiem. Poza tym wa¿ne s¹ czynniki genetyczne,
takie jak: wp³yw hormonów i przemiana materii. Przekarmianie prowadzi do nad-
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miernego odk³adania siê tkanki t³uszczowej, co rzutuje w przysz³oœci zwiêkszon¹
podatnoœci¹ na gromadzenie t³uszczu [2].

2. STARZENIE SIÊ WARSTW SKÓRY

Starzenie siê skóry objawia siê g³ównie poprzez jej wysuszenie. Jest to pierw-
sze widoczne pogorszenie stanu skóry wi¹¿¹ce siê z utrat¹ elastycznoœci. Na pocz¹tku
tylko wnikliwe badanie ujawnia bardzo delikatne zmarszczki i s³abo widoczne roz-
luŸnienie skóry. Nastêpnie wysuszenie nasila siê, prowadz¹c do powstania skóry
szorstkiej, matowej, bladej i w koñcu z³uszczaj¹cej siê. Pojawiaj¹ siê coraz g³êbsze
zmarszczki [15].

Pod wzglêdem fizjologicznym skóra zaczyna siê starzeæ oko³o 30-tego roku
¿ycia. Czêsto jednak ten proces rozpoczyna siê wczeœniej, je¿eli nara¿amy skórê na
dzia³anie szkodliwych czynników endogennych i egzogennych (Tab. 1).

Tabela 1. Czynniki wp³ywaj¹ce na stan skóry [9]
Table 1. Endogenous and exogenous elements

Na szybkoœæ starzenia siê skóry zale¿n¹ od czynników endogennych mamy nie-
wielki wp³yw. Dzia³anie czynników egzogennych mo¿na spowolniæ, np. przez w³aœ-
ciw¹ pielêgnacjê (tzn. higieniczny tryb ¿ycia, sporty na œwie¿ym powietrzu, space-
ry, unikanie stresów, odpowiedni¹ iloœæ snu) oraz neutralizowanie zamian zacho-
dz¹cych w skórze poprzez g³êbokie nawil¿anie i od¿ywianie [4].

Tak jak skóra zbudowana jest z trzech podstawowych warstw, tak w tych poszcze-
gólnych warstwach zachodz¹ procesy starzenia [3]. W obrêbie naskórka, skóry w³aœci-
wej oraz t³uszczowej tkanki podskórnej zachodz¹ inne mechanizmy. Warstwy ¿ywe
naskórka staj¹ siê coraz cieñsze, brodawki ³¹cz¹ce naskórek ze skór¹ w³aœciw¹ ule-
gaj¹ sp³aszczeniu i czêœciowo zupe³nie zanikaj¹. Zmiany te polegaj¹ na zmniejsze-
niu liczby komórek warstwy podstawnej naskórka. Sp³aszczenie brodawek prowa-
dzi do zwiêkszenia wra¿liwoœci na urazy, g³ównie przesuniêcia skóry. Czêœciowy
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zanik komórek warstwy podstawnej i mniejsza czêstoœæ podzia³u pozosta³ych komó-
rek tej warstwy spowalnia proces odbudowy powoduj¹c, ¿e wyd³u¿ony jest czas,
w jakim keratynocyt przemierza warstwy naskórka i ulega z³uszczeniu. Przez to
spowolnienie opóŸnia siê tak¿e gojenie ran i urazów [4]. Na niektórych obszarach
zwiêksza siê gruboœæ warstwy rogowej. Funkcja ochronna tej warstwy zostaje zabu-
rzona za spraw¹ zmienionego sk³adu t³uszczów, co objawia siê g³ównie wiêksz¹
wra¿liwoœci¹ na rozpuszczalne w wodzie substancje dra¿ni¹ce. Ta zmiana ma zwi¹-
zek ze szczególnie such¹ skór¹ w starszym wieku. Liczba melanocytów i komórek
Langerhansa maleje wraz z postêpuj¹cym procesem starzenia. Zmniejszenie liczby
melanocytów powoduje gorsz¹ ochronê przed promieniowaniem s³onecznym.
Ponadto nierównomierne wytwarzanie melaniny powoduje powstanie typowych plam
i przebarwieñ starczych, a zanik tego barwnika w mieszkach w³osowych rozpoczyna
proces siwienia. Iloœæ komórek Langerhansa zmniejsza siê a¿ o 50%, co prowadzi
do os³abienia uk³adu odpornoœciowego. Wydzielanie ³oju równie¿ ulega zmniejsze-
niu i wp³ywa znacz¹co na wysuszenie skóry. W wyniku tego procesu nastêpuj¹ zmiany
sk³adu b³ony hydrolipidowej, a w rezultacie zmiana pH skóry, które staje siê bar-
dziej zasadowe i mniej odporne na szkodliwy wp³yw œrodowiska oraz mikroorga-
nizmów [2].

W skórze w³aœciwej nastêpuje zmniejszenie liczby i wielkoœci fibroblastów.
Obserwuje siê spadek zu¿ycia tlenu i zmniejszenie poziomu ATP miêdzykomórko-
wego, powoduj¹ce pogorszenie zdolnoœci syntezy bia³ek z wyraŸnym zmniejsze-
niem zdolnoœci przechodzenia do wnêtrza komórki. Zanika ¿el proteoglikanowy
(traci kwas hialuronowy i siarczan dermatanu), który wype³nia przestrzeñ miêdzy
w³óknami tkanki ³¹cznej. Powoduje to ograniczenie zdolnoœci wi¹zania wody
w tkance i przez to gwa³townie zmniejsza siê jêdrnoœæ i elastycznoœæ skóry [14].
Wraz ze starzeniem siê organizmu stopniowo zmniejsza siê iloœæ i jakoœæ w³ókien.
Skóra traci napiêcie, zaczyna siê marszczyæ, zwisaæ i staje siê sztywna. W trzeciej
dekadzie ¿ycia zmniejsza siê wytwarzanie kolagenu. W³ókna kolagenu ulegaj¹ frag-
mentacji, postêpuje tzw. sieciowanie kolagenu, czyli tworzenie splotów poprzecz-
nych, co oznacza, ¿e z biegiem procesu starzenia kolagen staje siê nierozpuszczalny,
mniej elastyczny i bardziej kruchy [13]. Bez kolagenu nie ma ¿ycia, jest on najpo-
tê¿niejszym bia³kiem krêgowców. Zawartoœæ kolagenu w skórze zaczyna spadaæ ju¿
po 20-tym roku ¿ycia o 1% rocznie. Przez ca³y okres ¿ycia cz³owieka istnieje obrót
kolagenu. Zu¿yty ulega degradacji, a braki s¹ natychmiast uzupe³niane. Jednak
w okresie przekwitania u kobiet i mê¿czyzn, w wyniku stresogennego trybu ¿ycia,
a tak¿e w wyniku wyniszczaj¹cych chorób, przy ci¹g³ych przeci¹¿eniach (aktyw-
noœæ fizyczna, sport wyczynowy) wiêcej kolagenu ulega degradacji ni¿ jest produ-
kowane, czyli rozpoczyna siê proces starzenia. Przy niedoborze kolagenu pojawiaj¹
siê starcze zmiany cia³a: zmarszczki, przebarwienia, cellulit, suchoœæ skóry, mato-
wienie paznokci i w³osów, przykurczenie sylwetki. NajgroŸniejsze dla zdrowia
i ¿ycia s¹ zaburzenia w uk³adzie odpornoœciowym, gdzie kolagen sprawuje bardzo
wa¿n¹ funkcjê obronn¹, tzn. ogranicza wnikanie i rozprzestrzenianie siê cia³ pato-
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gennych, takich jak: toksyny œrodowiskowe, drobnoustroje i komórki nowotworowe.
W miarê starzenia siê organizmu wzrasta liczba wi¹zañ sieciuj¹cych (g³ównie kowa-
lencyjnych), co powoduje, ¿e struktura kolagenu staje siê bardziej sztywna, a kola-
gen z formy rozpuszczalnej przechodzi w formê nierozpuszczaln¹. Z wiekiem traci
te¿ swoj¹ wytrzyma³oœæ, co spowodowane jest uszkodzeniem struktury bia³ek, np.
przez dzia³anie promieni UV. Z wiekiem tak¿e w³ókna sprê¿yste (elastyny) ulegaj¹
zwyrodnieniu i wraz z w³óknami kolagenowymi zbijaj¹ siê w bezpostaciow¹ masê.
W³ókna elastyny czêsto zbijaj¹ siê w bry³ki, ulegaj¹ rozrzedzeniu lub zanikaj¹
w warstwie brodawkowej skóry, a rezultatem tego jest utrata elastycznoœci i powsta-
nie zmarszczek [14]. Ponadto dochodzi do zmniejszenia syntezy kolagenu, proteo-
glikanów oraz do zaniku tworzenia siê nowych naczyñ krwionoœnych. Konsekwencj¹
tych zmian w tkance ³¹cznej jest pojawienie siê zmarszczek, bruzd, zmniejszenie
elastycznoœci oraz zwiêkszenie wra¿liwoœci skóry [4].

W porównaniu do procesów starzenia siê innych warstw skóry, zmiany zacho-
dz¹ce w warstwie tkanki podskórnej nie s¹ tak wyraŸne. W starszym wieku mo¿e
nast¹piæ zarówno ubytek, jak i powiêkszenie siê tkanki t³uszczowej. Ca³oœæ tych
zmian prowadzi do powstania skóry starczej. Taka skóra jest cienka i pergaminowa,
mo¿e siê lekko ³uszczyæ i bardzo czêsto jest sucha. Widoczne s¹ zmarszczki powierz-
chniowe, g³êbsze oraz bruzdy, s³abe ukrwienie (bladoœæ) i ogólne zwiotczenie.
Czêste s¹ tak¿e typowe zmiany starcze, takie jak: plamy soczewicowate oraz bro-
dawki skórne [14].

Proces starzenia siê skóry nie jest ³atwo powstrzymaæ, szczególnie, gdy skóra
przez d³u¿szy czas poddawana by³a szkodliwym wp³ywom zarówno czynników
wewnêtrznych jak i zewnêtrznych. W m³odoœci szczególn¹ uwagê nale¿y zwracaæ
na zdrowe ¿ywienie, wystarczaj¹c¹ iloœæ snu, unikanie nadmiernego nas³onecznie-
nia, a tak¿e nie paliæ tytoniu. Starzenie siê skóry jest czêœciowo uwarunkowane
genetycznie. Zatem to, jak szybko bêdziemy siê starzeæ, dziedziczymy po naszych
przodkach. Dziêki jednak odpowiedniej pielêgnacji, stosuj¹c w³aœciwe i systema-
tycznie preparaty kosmetyczne, mo¿na spowolniæ proces starzenia siê skóry a tak¿e
osi¹gn¹æ poprawê stanu skóry u osób starszych [2].

3. ZAPOBIEGANIE PROCESOM STARZENIA SIÊ SKÓRY

Z wiekiem zmienia siê stan skóry. Warunkiem utrzymania dobrego wygl¹du
jest sta³a obserwacja. Trzeba nauczyæ siê patrzeæ na swoj¹ twarz i dostrzegaæ na niej
najdrobniejsze nawet zmiany, po czym dostosowaæ do nich pielêgnacjê. Pojawienie
siê na twarzy pierwszych zmarszczek odzwierciedla efekty naszego trybu ¿ycia, samo-
poczucia i nastawienia do œwiata. Spowolniaj¹ siê procesy regeneracji skóry i poja-
wiaj¹ siê pierwsze zmarszczki. Na pocz¹tku drobne, z czasem coraz wyraŸniejsze.
To czas, kiedy warto rozpocz¹æ zabiegi hamuj¹ce procesy starzenia siê skóry [15].

Najbardziej rozpowszechnion¹ metod¹ walki z up³ywaj¹cym czasem jest pielêg-
nacja skóry za pomoc¹ kosmetyków zawieraj¹cych sk³adniki aktywne. Jednym
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z najbardziej znanych i cenionych sk³adników aktywnych jest kolagen, zwany popu-
larnie „bia³kiem m³odoœci”. Z wiekiem ka¿demu organizmowi ludzkiemu ubywa
kolagenu, st¹d pojawiaj¹ siê zmarszczki [13]. Kolagen skleja w³ókna stanowi¹c
doskona³¹ podporê. Wspomaga wytrzyma³oœæ skóry na nacisk zewnêtrzny oraz pod-
czas rozci¹gania skóry. W kosmetyce wykorzystuje siê kolagen typu III, inaczej zwany
tropokolagenem lub kolagenem natywnym. Izolowany jest z zarodków m³odych cie-
l¹t. Posiada on najsilniejsze w³aœciwoœci nawil¿aj¹ce oraz zdolnoœæ przenikania
w g³¹b naskórka. Dobre w³aœciwoœci posiada równie¿ kolagen typu I, izolowany
z ryb. Nie jest on jednak tak stabilny kosmetycznie jak typ III. Ponadto w kosmety-
kach stosuje siê hydrolizaty kolagenu oraz elastyny. Maj¹ one znane i wielokrotnie
potwierdzone dzia³ania pielêgnacyjne; tworz¹c na skórze ochronny film, ograni-
czaj¹ transepidermaln¹ utratê wody, natomiast w kosmetykach myj¹cych chroni¹
przed powstaniem podra¿nieñ [15]. Jednak tym polipeptydom brakuje aktywnoœci
regeneracyjnej lub biologicznej w odniesieniu do skóry, st¹d te¿ ich miejsce obec-
nie zastêpuj¹ mniejsze peptydy aktywne biologiczne.

4. NISKOCZ¥STECZKOWE SK£ADNIKI AKTYWNE

Preparaty kosmetyczne s¹ szeroko stosowane na ca³ym œwiecie do walki z up³y-
waj¹cym czasem. Naukowcy opracowuj¹ coraz to nowsze receptury kremów „dzia-
³aj¹cych cuda”. Obecnie przemys³ kosmetyczny rozwin¹³ siê tak bardzo, ¿e prak-
tycznie ka¿dy krem czy maska kosmetyczna znajduj¹ swoich odbiorców. Nie ka¿dy
jednak kosmetyk sprzyja zachowaniu m³odej skóry. Warto wiêc wybraæ preparaty,
które zawieraj¹ sk³adniki aktywne [16].

Do sk³adników aktywnych i coraz chêtniej stosowanych w kosmetyce zalicza
siê peptydy, które zawieraj¹ w swym sk³adzie do 7 reszt aminokwasów, dziêki czemu
³atwo mog¹ przenikaæ przez naskórek. Peptydy lokalizuj¹ siê w skórze w³aœciwej,
a szybkoœæ ich przenikania przez naskórek zale¿y od wielu czynników, np.: charak-
teru chemicznego aminokwasów oraz rodzaju kosmetyku. Niskocz¹steczkowe pep-
tydy zawieraj¹ œciœle zdefiniowan¹ sekwencjê aminokwasów, dok³adnie tak¹, która
umo¿liwia przekazywanie sygna³u biologicznego [16]. Mog¹ wykazywaæ bardzo
szeroki wachlarz aktywnoœci. Maj¹ dzia³anie przeciwzmarszczkowe, co wykazano
w badaniach in vivo oraz in vitro na przestrzeni ostatnich kilku lat. Dzia³aj¹ g³ównie
na trzech p³aszczyznach, st¹d mog¹ stymulowaæ, rozkurczaæ oraz transportowaæ [17].
W zale¿noœci od tego, mo¿na podzieliæ je na 3 zasadnicze grupy:

• peptydy sygna³owe,
• inhibitory neurotransmiterów,
• peptydy transportuj¹ce.
Peptydy sygna³owe, inaczej peptydy stymuluj¹ce uczestnicz¹ w odbudowie war-

stwy sprê¿ystej skóry. Stymuluj¹ skórê do produkcji bia³ek podporowych, które
z wiekiem ulegaj¹ degradacji. Stanowi¹ sygna³ dla fibroblastów do zwiêkszonej
produkcji bia³ek, st¹d ich nazwa. Stymuluj¹ równie¿: peptydoglikany, fibronektynê,
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glikozaminoglikany. Peptydy sygna³owe s¹ fragmentami sekwencji bia³ka kolagenu
lub elastyny. Efektem zrekonstruowanej siatki kolagenu jest wyg³adzenie skóry
i poprawa jej jêdrnoœci [18]. Peptydy te s¹ najczêœciej wzbogacone w czêœæ lipofi-
low¹ (kwas t³uszczowy, zwykle kwas palmitynowy), w celu ich stabilizacji w prepa-
ratach kosmetycznych oraz w celu zwiêkszenia ich zdolnoœci do przenikania przez
skórê. Taki peptyd z czêœci¹ lipofilow¹ dzia³a od 5 do 10-krotnie razy lepiej.
W skórze trudno dyfunduj¹ hydrofilowe substancje, a peptydy i bia³ka maj¹ charak-
ter hydrofilowy, gdy¿ zawieraj¹ grupy amidowe oraz tworz¹ wi¹zania wodorowe.
Dlatego, w sk³ad peptydów stosowanych w kosmetykach wchodz¹ najczêœciej nie
na³adowane aminokwasy, poniewa¿ lepiej rozpuszczaj¹ siê w skórze, lepiej dyfun-
duj¹ i s¹ zwykle hydrofobowe [19]. Peptydy stymuluj¹ce s¹ krótkie, zawieraj¹ do
6 reszt aminokwasów, ale zdarzaj¹ siê te¿ 8 i 20–peptydy, które wykazuj¹ aktyw-
noœæ biologiczn¹. Oto najpopularniejsze z nich:

Heksapeptyd Val–Gly–Val–Ala–Pro–Gly odkryto podczas studium pochod-
nej elastyny i wykazano, ¿e istotnie stymuluje proliferacjê fibroblastów w skórze
w³aœciwej, podczas równoczesnego regulowania mechanizmu fizjologicznego ela-
styny. Sekwencja ta ma równie¿ istotny wp³yw na chemotaksjê fibroblastów [17].
Dodatkowo peptyd ten poœredniczy w regulacji dzia³ania metaloproteinaz MMP–1
i MMP–3 w stanach zapalnych skóry. W starzej¹cej siê skórze fibroblasty wykazuj¹
zmniejszon¹ szybkoœæ syntezy kwasu rybonukleinowego (mRNA), bêd¹cego
matryc¹ dla syntezy kolagenu I, który w najwiêkszym stopniu wp³ywa na pra-
wid³owy wygl¹d skóry. Naturalne starzenie jest tak¿e wynikiem ograniczenia szyb-
koœci replikacji fibroblastów oraz zwiêkszenia aktywnoœci metaloproteinazy
matrycy I (MMP–1). Koñcowym efektem zwiêkszonej aktywnoœci MMP–1 jest
zmniejszenie gruboœci skóry. Tak, wiêc wszystkie czynniki stymuluj¹ce biosyntezê
bia³ek pozakomórkowej matrycy, w³¹czaj¹c w to produkcjê kolagenu i elastyny, jak
i zmniejszaj¹ce efektywnoœæ dzia³ania enzymów rozk³adaj¹cych oba bia³ka bêd¹
mia³y wp³yw na zmniejszenie zmarszczek, a tym samym na poprawê wygl¹du skóry
[20, 21].

Palm–Lys–Thr–Thr–Lys–Ser to sekwencja bêd¹ca fragmentem struktury pro-
kolagenu typu I [19]. Peptyd ten jest po³¹czony z kwasem palmitynowym, aby przy-
œpieszyæ transport przez naskórek i dotrzeæ do skóry w³aœciwej. Jego dzia³anie polega
na stymulowaniu fibroblastów do produkcji makromoleku³ tkanki ³¹cznej, szcze-
gólnie kolagenu, fibronektyny i glikozaminoglikanów, co prowadzi do zwiêkszenia
iloœci bia³ka pozakomórkowej matrycy skóry w³aœciwej. Regeneruje tak¿e strukturê
skóry redukuj¹c plamy skórne, które pojawi³y siê w procesie starzenia [22, 23].

Aktywnoœæ peptydów rozkurczaj¹cych polega na rozkurczaniu miêœni odpo-
wiadaj¹cych za powstawanie tzw. zmarszczek mimicznych. Mechanizm dzia³ania
tej grupy peptydów polega na blokowaniu przep³ywu impulsów z komórek nerwo-
wych znajduj¹cych siê w skórze do miêœni. W wyniku tego miêœnie nie dostaj¹ syg-
na³u aby siê skurczyæ i pozostaj¹ rozluŸnione. Tak dzia³aj¹ce zwi¹zki okreœla siê
równie¿ jako neuropeptydy b¹dŸ inhibitory neurotransmiterów [18]. Ich aktywnoœæ
jest porównywalna z dzia³aniem toksyny botulinowej, jednak¿e efekty ich dzia³ania
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nie s¹ tak silne, ale regularne ich stosowanie daje doskona³e efekty. Dodatkow¹ ich
zaleta jest nieinwazyjnoœæ i brak powik³añ. Peptydy te powoduj¹ nawil¿enie, ujêdr-
nienie, zmniejszenie szorstkoœci skóry oraz wyg³adzenie zmarszczek [19]. Warto
dodaæ, i¿ kremy z udzia³em peptydów rozkurczaj¹cych stosuje siê w okolicach
zmarszczek, a nie bezpoœrednio na zmarszczki. Najlepiej poznane peptydy tej grupy
wystêpuj¹ pod opatentowanymi nazwami: Argireline® oraz Syn®–Ake.

Argireline® (McEit [Tianjin] International TradeCo., Ltd.), zwana inaczej Acety-
lem hexapeptydu posiada nastêpuj¹c¹ sekwencjê: Ac–Gly–Glu–Met–Gln–Arg–Arg.
Jest to syntetyczny peptyd ukszta³towany z N-koñcowego bia³ka SNAP–25 [18].
Ten neuropeptyd zmniejsza intensywnoœæ napiêcia miêœni, co z kolei sprzyja z³ago-
dzeniu i zmniejszeniu zmarszczek mimicznych, indukowanych przez ci¹g³e ruchy
twarzy. Mechanizm dzia³ania polega na hamowaniu tworzenia kompleksu SNARE
i uwalnianiu neurotransmiterów. Inhibituj¹ce uwalnianie acetylocholiny blokuje tym
samym przekazywanie informacji o skurczu miêœni [24].

Innym neuropeptydem zmniejszaj¹cym skurcz miêœni jest tripeptyd o nazwie
handlowej Syn®–Ake (Lipotec S.A.) i sekwencji β-Ala–Pro–Dab–benzyl × 2 AcOH.
Wykazuje on podobne dzia³anie jak neurotoksyna Walglerin–1, odnaleziona w jadzie
¿miji, czyli jest antagonist¹ acetylocholiny bêd¹cej neurotransmiterem w acetylocho-
linowych receptorach (mnAChR). Tripeptyd wi¹¿¹c siê z receptorami w strefie post-
synaptycznej synapsy uniemo¿liwia zwi¹zanie acetylocholiny, czego wynikiem jest
blokowanie informacji o skurczu i miêœnie pozostaj¹ rozluŸnione [25]. Podobnie
jak w przypadku Argireline®, zmniejszenie czêstoœci wystêpowania skurczów miêœni
daje efekt zmniejszenia zmarszczek i poprawienia wygl¹du skóry.

Peptydy transportuj¹ce transportuj¹ jony metali do wnêtrza komórki. Zwykle
jest to miedŸ, ale transportuj¹ równie¿ mangan i cynk. Dziêki zdolnoœciom kom-
pleksowania jonów metali, zyskuj¹ szersze spektrum aktywnoœci. Natomiast metale
s¹ potrzebne bia³kom, które uczestnicz¹ w procesach metabolicznych skóry, w pro-
cesach enzymatycznych oraz do leczenia stanów zapalnych skóry [19].

Gly–His–Lys to tripeptyd o w³aœciwoœciach transportuj¹cych, a tak¿e stymulu-
j¹cych, który kompleksje jony miedzi i odgrywa kluczow¹ funkcjê w naszej skórze.
Ta sekwencja peptydowa zgodna jest z t¹ znajduj¹c¹ siê w bia³kach matrycy zewn¹-
trzkomórkowej jako fragment ³añcucha α-kolagenu i jest uwalniana z kolagenu pod-
czas gojenia ran, stanów zapalnych, a tak¿e ma bezpoœredni wp³yw na stymulacjê
syntezy nowej struktury kolagenowej. Kompleks GHK–Cu zosta³ stworzony w celu
poprawy zdolnoœci przenoszenia miedzi, zwiêkszenia elastycznoœci skóry, zagêsz-
czenia uk³adu w³ókien oraz redukcji niedoskona³oœci spowodowanych fotostarze-
niem (zmarszczki, przebarwienia) [26]. Oprócz syntezy kolagenu typu I w fibrobla-
stach, powoduje syntezê siarczanu dermatanu, siarczanu heparyny, oksydazy cyto-
chromowej–C i tyrozynazy. Siarczan dermatanu i siarczan heparyny to substancje
z grupy glikozoaminoglikanów, czyli mukopolisacharydów o w³aœciwoœciach hi-
groskopijnych, zapewniaj¹ce sta³e stê¿enie wody w skórze w³aœciwej. Kompleksy
peptydowe wp³ywaj¹ na poprawê wygl¹du poprzez pobudzanie odnowy uszkodzo-
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nej skóry. Kompleks z jednej strony stymuluje dzia³anie metaloproteinazy I i II (usu-
waj¹c uszkodzony kolagen i elastynê z pozakomórkowej matrycy), z drugiej zaœ
pobudza syntezê fibroblastów [27, 28]. Badania wykaza³y, ¿e tak zmodyfikowany
peptyd ma nie tylko dzia³anie przyspieszaj¹ce procesy regeneracji, ale tak¿e odbu-
dowania zniszczonych tkanek. Wykazuje aktywnoœæ zarówno w procesach degrada-
cji starego kolagenu, jak i budowy nowego. Co ciekawe, peptyd ten stymuluje syn-
tezê kolagenu lepiej ni¿ witamina C i witamina A. Podczas aplikacji kosmetyku
zawieraj¹cego peptyd widocznym efektem jego dzia³ania jest redukcja zmarszczek,
zwiêkszenie elastycznoœci i gêstoœci skóry, ale równie¿ przyspieszenie bliznowace-
nia skóry uszkodzonej. Jednym z mo¿liwych zastosowañ peptydu jest stosowanie
go po zabiegach: dermabrazji, peelingu chemicznym, a tak¿e laserowym odm³adza-
niu skóry. Zastosowanie peptydu w ci¹gu dwóch godzin po zabiegu pozwala unik-
n¹æ zaczerwienieñ i miejscowych podra¿nieñ towarzysz¹cych z³uszczaniu [28].

PODSUMOWANIE

Skóra podobnie jak i inne organy ulega procesom starzenia. Nieuchronnie postê-
puj¹ zmiany w obrêbie wszystkich warstw skóry. Zmniejsza siê iloœæ podzia³ów
komórkowych, spada elastycznoœæ w³ókien, skóra wysycha i zaczyna siê marszczyæ.
Tempo procesu starzenia nie zale¿y tylko od genetyki, ale równie¿ od tego jak o ni¹
dbamy. Proces starzenia siê skóry nie jest ³atwo powstrzymaæ, szczególnie, gdy skóra
przez d³u¿szy czas poddawana by³a szkodliwym wp³ywom zarówno czynników wew-
n¹trzpochodnych jak i zewn¹trzpochodnych. W m³odoœci szczególn¹ uwagê nale¿y
zwracaæ na zdrowe ¿ywienie, wystarczaj¹c¹ iloœæ snu, unikanie nadmiernego nas³o-
necznienia, a tak¿e nie paliæ tytoniu. W póŸniejszym wieku popularna jest pielêgna-
cja skóry za pomoc¹ kosmetyków zawieraj¹cych substancje aktywne, które stano-
wi¹ jeden z wa¿niejszych czynników w walce z up³ywaj¹cym czasem.

Do niedawna w kosmetyce popularnie stosowano polipeptydy, takie jak: hydro-
lizaty kolagenu oraz elastyny, które maj¹ znane i wielokrotnie potwierdzone dzia³a-
nia pielêgnacyjne; tworz¹c na skórze ochronny film, ograniczaj¹ transepidermaln¹
utratê wody; natomiast w kosmetykach myj¹cych chroni¹ przed powstawaniem pod-
ra¿nieñ. Jednak tym polipeptydom brakuje aktywnoœci regeneracyjnej lub biologicz-
nej w odniesieniu do skóry, st¹d te¿ ich miejsce obecnie zastêpuj¹ peptydy aktywne
biologiczne [16].

Kosmetyki z peptydami zaliczane s¹ do kosmeceutyków, czyli produktów
z pogranicza kosmetologii i farmakologii. Wprowadzenie do produktów kosmetycz-
nych peptydów jest wynikiem przeprowadzonych badañ in vitro oraz in vivo, potwier-
dzaj¹cych terapeutyczne dzia³anie tych substancji w wielu procesach biologicznych.
Niskocz¹steczkowe peptydy mog¹ wykazywaæ bardzo szeroki wachlarz aktywnoœci
od dzia³ania przeciwzmarszczkowego do wp³ywu na aktywnoœæ melanocytów, przy
czym kierunek i mechanizm dzia³ania s¹ uzale¿nione od struktury peptydów. Wyko-
rzystywane peptydy najnowszej generacji s¹ stabilne, nie wymagaj¹ specjalnych
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noœników, nie s¹ wra¿liwe na czynniki zewnêtrzne. Przenosz¹ informacje w tkan-
kach w skórze. Peptydy te s¹ tak¿e zdolne do regulowania aktywnoœci komórek
przez dzia³anie na ich specyficzne receptory. Aktywuj¹ pewne geny, które uczestni-
cz¹ w procesie odnowy matrycy zewn¹trzkomórkowej i powielania komórek. Wyka-
zuj¹ du¿¹ skutecznoœæ, co potwierdzono w licznych badaniach naukowych. Te nie-
wielkie cz¹steczki stymuluj¹ syntezê bia³ek podporowych skóry w efekcie czego,
nastêpuje poprawa twardoœci, wytrzyma³oœci i elastycznoœci skóry. Te w³aœnie cechy
sprawiaj¹, ¿e peptydy jako sk³adniki aktywne s¹ coraz chêtniej w³¹czane do recep-
tur kosmetyków.

Podsumowuj¹c mo¿na powiedzieæ, ¿e peptydy jako sk³adniki aktywne odgry-
waj¹ wa¿n¹ rolê w procesie starzenia siê skóry. Stymuluj¹ one naturalne procesy
fizjologiczne w skórze, s¹ aktywne w niewielkich stê¿eniach oraz spe³niaj¹ œwia-
towe wymagania stawiane komponentom kosmetycznym, takie jak: doskona³a czys-
toœæ chemiczna i mikrobiologiczna oraz gwarantowana stabilnoœæ. Firmy kosetczne
wykorzystuj¹ peptydy i w³¹czaj¹ je jako sk³adniki do produktów chroni¹cych skórê.
Praktyki dermatologiczne sugeruj¹, ¿e wyniki nie zawsze da siê prze³o¿yæ na reak-
cje in vivo. Ka¿dy aktywnie pracuj¹cy sk³adnik musi zostaæ zaabsorbowany w sta-
bilnej formie, w zdolnej do ¿ycia i mog¹cej spe³niaæ swe funkcje w skórze w³aœci-
wej [18]. Zalet¹ peptydów jest ma³y rozmiar cz¹steczek, który u³atwia im pokony-
wanie barier skórnych i nie ma koniecznoœci zamykania ich w noœnikach transder-
malnych. Zatem kosmeceutyki peptydowe mog¹ powodowaæ realne korzyœci dla
swoich pacjentów jeœli wiedz¹ jak i kiedy mo¿na je zastosowaæ.
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ABSTRACT

The Mitsunobu reaction provides an extremely useful and versatile synthetic route
for a large array of products involving formation of a new C-O, C-N, C-S, C-X, or C-C
bond. The reaction is a dehydrative coupling of an alcohol with an acid/pronucleophile
using a combination of an oxidizing azo reagent and a reducing phosphine reagent –
equation (1). The reaction is very popular due to its stereoselectivity and compatibility
with a wide range of functional groups. However, the use of this method is complicated
by the resulting complex reaction mixtures containing a product, triphenylphosphine
oxide and the reduced azodicarboxylate, as well as unreacted starting material.

Due to omnipresence of the Mitsunobu reaction, it was a subject of numerous
reviews [1–12]. The mechanism and the stereochemical result of the reaction are still
thoroughly studied [22–38] and the current, generally accepted mechanism is outlined
in Scheme 1.

This article provides an overview of the separation-friendly strategies introduced
to facilitate product isolation in the Mitsunobu reaction and its modified and alternative
mediators. As two comprehensive reviews devoted to modified Mitsunobu reagents and
separation techniques facilitating isolation of the condensation product appeared fairly
recently [7, 8], this work concentrates on examples of isolation-friendly strategies and
studies subsequent to mentioned reviews.

Separation facilitating strategies are based on tagging one of Mitsunobu reagents
or substrates with a “separation tag” (phase tag, affinity tag), which controls the behaviour
of the component and allows to separate the tagged reaction component from untagged
ones.

There are four main separation techniques used in the Mitsunobu reaction: polymer-
assisted phase-switching or solid phase immobilization (2.1.1.), acidic/basic aqueous
work-up (2.1.2.), fluorous approach (2.1.3.), and post-reaction sequestration.

Both phosphine and azodicarboxylate can be attached to insoluble polymer and
the derived side-products (phosphine oxide or hydrazodicarboxylate) can be removed
by filtration at the end of the reaction.

Fluorous tagging makes possible the separation of a fluorous compound from non-
fluorous ones either by partitioning between a fluorous and an organic liquid or by fluorous
solid-phase extraction (FSPE) – Scheme 6. A fluorous-tagged acid was also applied to
achieve inversion of an alcohol configuration (Scheme 8).

Another separation-facilitating strategy uses polymerizable Mitsunobu reagents and
post-reaction sequestration, e.g. by ring opening metathesis polymerization (ROMP),
either of a condensation product (Scheme 9), or side products (impurity anihilation).
The scope of the Mitsunobu reaction was greatly widened by introduction of alternative
Mitsunobu reagents by the Tsunoda-Itô group [69–79]. Some of these reagents (1–4,
Scheme 12) mediate C-alkylation reactions of very weak acids (pKa > 23) [77, 78].
Several other modified Mitsunobu reagents are also described.

Keywords: Mitsunobu reaction, condensation, phosphines, separation tags, azo reagents
S³owa kluczowe: reakcja Mitsunobu, kondensacja, fosfiny, znaczniki separacyjne, reagen-
ty azowe
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1. REAKCJA MITSUNOBU – WIADOMOŒCI OGÓLNE

Reakcja Mitsunobu jest szeroko u¿ywan¹ i niezwykle uniwersaln¹ metod¹ oksy-
dacyjno-redukcyjnej kondensacji zwi¹zku o charakterze kwasowym (pronukleofila)
z pierwszo- lub drugorzêdowym alkoholem przy u¿yciu odczynnika utleniaj¹cego,
którym zazwyczaj jest pochodna kwasu azodikarboksylowego (najczêœciej jego
ester dietylowy, DEAD) oraz odczynnika redukuj¹cego, którym tradycyjnie jest trife-
nylofosfina (Ph3P, TPP) [1–12] – równanie (1). Niezwykle cenn¹ w³aœciwoœci¹ tej
reakcji jest fakt, i¿ zachodzi w ³agodnych, praktycznie neutralnych warunkach, jest
kompatybilna z wiêkszoœci¹ grup funkcyjnych, a g³ównym jej ograniczeniem jest
wystarczaj¹ca kwasowoœæ pronukleofila.

Jako kwasowy reagent w tej reakcji (pronukleofil) wykorzystywane by³y
zarówno kwasy karboksylowe, jak i diole, fenole, imidy, sulfonamidy, a tak¿e
aktywne C-kwasy. St¹d te¿ reakcja mo¿e prowadziæ do otrzymywania szerokiej gamy
produktów, w tym estrów i laktonów, eterów arylowych, eterów cyklicznych, a tak¿e
do tworzenia produktów kondensacji powsta³ych przez tworzenie wi¹zania C–N
czy C–C. Prócz po¿¹danych produktów kondensacji, jako produkty uboczne reakcji
Mitsunobu powstaj¹ pochodne kwasu hydrazynodikarboksylowego (np. DEAD-H2)
i tlenek trifenylofosfiny (TPPO) lub utleniona postaæ innego redukuj¹cego mediato-
ra reakcji Mitsunobu.

Historia reakcji Mitsunobu siêga roku 1967, kiedy to jej odkrywcy opisali reak-
cjê oksydacyjno-redukcyjnej kondensacji w formie zaprezentowanej ogólnie w rów-
naniu (1) [13]. Reakcja ta zosta³a przebadana przez O. Mitsunobu w aspekcie:

• tworzenia estrów kwasu p-nitrobenzoesowego i zat³oczonych alkoholi [14],
• preferencji reakcji z 10 grup¹ alkoholow¹ wzglêdem 20 grupy alkoholowej

w diolu – równanie (2) [15],

• zastosowania ftalimidu jako pronukleofila do przekszta³cania alkoholi
w aminy – równanie (3),
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• badania wewn¹trzcz¹steczkowych wersji reakcji [12, 17],
• u¿ycia zaktywowanych grup metylenowych jako C-kwasów – równanie (4)

[18],

• przekszta³cania tiomoczników w karbodiimidy – równanie (5),

• czy tioli w disulfidy – równanie (6) [20],

Obserwowana aktualnie wszechobecnoœæ reakcji Mitsunobu w syntezie orga-
nicznej wynika m.in. z jej stereochemicznego przebiegu i obserwowanej zwykle
inwersji konfiguracji na karbinolowym atomie wêgla, co zauwa¿yli ju¿ Mitsunobu
i Eguchi [21].

Stereochemiczny wynik reakcji jest œciœle zwi¹zany z mechanizmem reakcji,
który by³ niezwykle skrupulatnie badany [22–38], a powszechnie akceptowany jej
przebieg podsumowuje ci¹g równowagowych, konkurencyjnych reakcji przedsta-
wionych na Schemacie 1, opracowanym w oparciu o pracê Schenka [38]. Pierw-
szym etapem reakcji Mitsunobu jest nukleofilowa addycja trifenylofosfiny do estru
kwasu azodikarboksylowego z utworzeniem betainy (A), która mo¿e reagowaæ
z dwiema cz¹steczkami alkoholu prowadz¹c ostatecznie do pochodnej alkoksyfos-
foniowej (B) i nukleofila (C) (droga 1) lub deprotonowaæ pronukleofil/kwas prowa-
dz¹c finalnie tak¿e do utworzenia B, C i DEAD-H2 (droga 2). Nukleofilowy atak C
na pochodn¹ alkoksyfosfoniow¹ B prowadzi do utworzenia produktu kondensacji D
o chiralnoœci przeciwnej wzglêdem chiralnoœci wyjœciowego alkoholu (SN2). Wyka-
zano [25, 30], ¿e pochodna alkoksyfosfoniowa B jest w równowadze z odpowiedni¹
pochodn¹ acyloksyfosfoniow¹, E, co w rzadkich przypadkach mo¿e prowadziæ do
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produktu D’, w którym zosta³a zachowana wyjœciowa chiralnoœæ karbinolowego atomu
wêgla i do utworzenia bezwodnika F. Po³o¿enie tej równowagi wydaje siê byæ
zale¿ne od kwasowoœci pronukleofila, przy czym generalnie tworzenie pochodnej B
jest zdecydowanie faworyzowane wzglêdem tworzenia E i w absolutnej wiêkszoœci
wypadków reakcji Mitsunobu towarzyszy inwersja konfiguracji karbinolowego
stereocentrum.

Schemat 1. Mechanizm reakcji Mitsunobu (wg [38])
Scheme 1. Mechanism of the Mitsunobu reaction (in accordance with [38])

Szczegó³owa dyskusja wp³ywu ró¿norakich parametrów na po³o¿enie stanu
równowagi konkurencyjnych reakcji sk³adaj¹cych siê na reakcjê Mitsunobu przed-
stawiona jest w pracy Schenka [38].

Popularnoœæ reakcji Mitsunobu sprawi³a, i¿ sta³a siê ona przedmiotem bardzo
wielu badañ i opracowañ podsumowanych w obszernych pracach przegl¹dowych
[1–9]. Ukaza³y siê tak¿e bardziej specjalistyczne prace przegl¹dowe dotycz¹ce na
przyk³ad zastosowania reakcji Mitsunobu do makrolaktonizacji w syntezie produk-
tów naturalnych [12], czy bêd¹ca naszym udzia³em praca poœwiêcona zastosowaniu
tej reakcji w chemii aminokwasów i peptydów [10].
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2. MODYFIKACJE KLASYCZNEJ REAKCJI MITSUNOBU
– NOWE PROCEDURY/ NOWE REAGENTY

Wad¹ reakcji Mitsunobu sk³aniaj¹c¹ do ci¹g³ego poszukiwania ulepszeñ jest
fakt, i¿ prócz dwóch podstawowych substratów ulegaj¹cych kondensacji wymaga
ona przynajmniej stechiometrycznych iloœci dwóch dodatkowych reagentów, z jed-
nej strony zapewniaj¹cych uk³ad utleniaj¹co-redukuj¹cy, z drugiej jednak – prowa-
dz¹cych do powstawania dwóch produktów ubocznych, które utrudniaj¹ i kompli-
kuj¹ izolacjê w³aœciwego produktu kondensacji Mitsunobu. Nawet w przypadku,
gdy reakcja zachodzi z dobr¹ wydajnoœci¹, uzyskany produkt mo¿e byæ trudny do
izolacji z mieszaniny reakcyjnej zawieraj¹cej prócz niego dwa produkty uboczne
i nadmiar b¹dŸ nieprzereagowane substraty oraz reagenty tworz¹ce uk³ad utlenia-
j¹co-redukuj¹cy. St¹d te¿ izolacja produktu kondensacji Mitsunobu wymaga zazwy-
czaj rozdzia³u chromatograficznego zani¿aj¹cego wydajnoœæ, komplikuj¹cego i przed-
³u¿aj¹cego uzyskanie oczekiwanego zwi¹zku. Koniecznoœæ stosowania chromato-
grafii ogranicza te¿ mo¿liwoœæ stosowania reakcji Mitsunobu w kombinatoryjnej
syntezie bibliotek zwi¹zków.

Innym ograniczeniem reakcji Mitsunobu jest fakt, i¿ w klasycznej wersji zacho-
dzi ona wydajnie jedynie dla pronukleofili (NuH) o wystarczaj¹co du¿ej kwasowo-
œci (pKa< 12), co implikuje potrzebê poszukiwania modyfikacji umo¿liwiaj¹cych
przeprowadzenie tej reakcji dla pronukleofili o zdecydowanie mniejszej kwasowoœci.

Analiza danych literaturowych wskazuje, ¿e spoœród niezliczonej liczby mody-
fikacji reakcji Mitsunobu, wiêkszoœæ opisanych ostatnio skierowanych jest na opra-
cowanie nowych mo¿liwoœci u³atwienia izolacji i oczyszczania produktu ni¿ kre-
owanie nowych reagentów zapewniaj¹cych szerszy wachlarz stosowanych pronu-
kleofili, dlatego te¿ pierwsza czêœæ tej pracy zostanie poœwiêcona zmodyfikowanym
wzglêdem klasycznego DEAD i TPP odczynnikom u³atwiaj¹cym separacjê i oczysz-
czanie oczekiwanego produktu kondensacji. Ze wzglêdu na to, i¿ ukaza³y siê stosun-
kowo niedawno dwie wyczerpuj¹ce prace przegl¹dowe dotycz¹ce tej tematyki [7, 8]
w niniejszym opracowaniu zaprezentujê pokrótce tylko przyk³ady strategii modyfi-
kacji umo¿liwiaj¹cych uproszczon¹, najchêtniej pozbawion¹ etapu chromatograficz-
nego oczyszczania, separacjê produktu reakcji Mitsunobu oraz istotne póŸniejsze
wzglêdem opracowañ przegl¹dowych propozycje udoskonalania tego procesu.

2.1. STRATEGIE U£ATWIANIA SEPARACJI PRODUKTU

Stosunkowo czêsto stosowan¹ technik¹ u³atwiaj¹c¹ separacjê produktu reakcji
Mitsunobu jest przy³¹czanie do jednego z komponentów reakcji znacznika separa-
cyjnego (ang. separation tag, phase tag), który umo¿liwia prosty rozdzia³ „znako-
wanych” komponentów reakcji od tych, które znacznika nie posiadaj¹. Do u³atwia-
j¹cych oczyszczanie produktu znaczników nale¿¹ m.in. rozpuszczalne i nierozpusz-
czalne polimery, pochodne jonowe i lipofilowe, pochodne fluorowane czy umo¿li-
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wiaj¹ce wytr¹canie reagenta grupy polimeryzowalne. Przyk³adami znaczników sepa-
racyjnych i kompatybilnych wzglêdem nich technik rozdzia³u s¹ np.: polimery –
ods¹czanie; znaczniki jonizowalne – ekstrakcja kwasowo-zasadowa; znaczniki fluo-
rowane – fluorowa ekstrakcja z fazy sta³ej (ang. fluorous solid-phase extraction,
FSPE).

2.1.1. Reagenty reakcji mitsunobu zwi¹zane z polimerami

Zarówno fosfina [39], jak i reagent azodikarboksylowy mo¿e byæ zwi¹zany
z nierozpuszczalnym polimerem, co sprawia, ¿e produkt uboczny powstaj¹cy z tego
„znakowanego” odczynnika, jak i jego nadmiar mo¿e byæ ³atwo usuniêty ze œrodo-
wiska reakcji przez ods¹czenie.

Przyk³adem tego typu modyfikacji mo¿e byæ reakcja (7) [39a]:

Alkohol benzylowy i p-chlorofenol, skondensowane za pomoc¹ zwi¹zanej
z polimerem fosfiny i rozpuszczalnego DEAD daj¹ eter, który po ods¹czeniu zwi¹-
zanego z ¿ywic¹ tlenku trifenylofosfiny zostaje ³atwo odizolowany chromatogra-
ficznie od pochodnej kwasu hydrazynodikarboksylowego. Gentles i in. opracowali
procedurê zautomatyzowanej syntezy eterów alkilowo-arylowych z u¿yciem difeny-
lofosfinylopolistyrenu i estru tert-butylowego kwasu diazodikarboksylowego
(DBAD) [40].

Zwi¹zane z polimerem pochodne fosfiny i kwasu azodikarboksylowego z za³o-
¿enia nie mog¹ byæ stosowane równoczeœnie ze wzglêdu na znikom¹ szansê zajœcia
reakcji miêdzy izolowanymi ziarnami polimeru. Jednak Hanson i in. dowiedli, ¿e
mo¿liwe jest zastosowanie obu reagentów reakcji Mitsunobu osadzonych na polime-
rycznym noœniku [41]. Niezbêdne do przeprowadzenia reakcji polimeryczne pochodne
fosfiny i estru kwasu azodikarboksylowego uzyskano z odpowiednich substratów
przez metatezê z otwarciem pierœcienia jako rozpuszczalne oligomery (Schemat 2).
Reagenty te wykorzystano do przeprowadzenia reakcji estryfikacji kwasu p-nitroben-
zoesowego 3-fenylopropanolem. Najlepsze wyniki uzyskano dla dwukrotnego nad-
miaru polimerycznych reagentów, a próba u¿ycia polistyrenowych (PS) pochod-
nych fosfiny i kwasu azodikarboksylowego nie doprowadzi³a do uzyskania oczeki-
wanego estru (Tab. 1).
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Schemat 2. Budowa i otrzymywanie odczynników Mitsunobu osadzonych na oligomerycznym pod³o¿u [41]
Scheme 2. Structure and synthesis of the Mitsunobu reagents on soluble ring-opening methathesis (ROM)

oligomers [41]

Tabela 1. Estryfikacja metod¹ Mitsunobu z zastosowaniem uk³adu multipolimerowego [41]
Table 1. Mitsunobu esterification with multipolymer systems [41]

Problemem, który wi¹¿e siê ze stosowaniem reagentów zwi¹zanych z polime-
rem jest obni¿enie reaktywnoœci odczynników w uk³adzie heterogenicznym i koniecz-
noœæ stosowania znacznych nadmiarów osadzonego na polimerze zwi¹zku. Aby
omin¹æ tê niedogodnoœæ proponowano stosowanie polimerów rozpuszczalnych/nie-
sieciowanych [42, 43] (np pochodnych glikolu polietylenowego, 1, Schemat 4),
które usuwano np. przez dodatek metanolu do surowej mieszaniny reakcyjnej.

Rozwój modyfikacji u³atwiaj¹cych izolacjê produktu doprowadzi³ do opraco-
wania zestawu odczynników Mitsunobu osadzonych na ω-monometylowym eterze
niskocz¹steczkowego polimeru glikolu etylenowego (MPEG, Schemat 3) [43]. Zna-
czone MPEG zwi¹zki ³atwo oddzieliæ na ¿elu krzemionkowym, gdy¿ pozostaj¹ one



A.S. KO£ODZIEJCZYK1082

na z³o¿u podczas przemywania go rozpuszczalnikami aprotycznymi typu dichloro-
metanu (DCM) czy AcOEt (ekstrakcja z fazy sta³ej pochodnych MPEG, MSPE).
Autorzy pracy przebadali m.in. acylowanie 1-fenyloetanolu kwasem benzoesowym,
reakcja (8), przy u¿yciu otrzymanych MPEG pochodnych TPP i DEAD uzyskuj¹c
z dobr¹ wydajnoœci¹ produkt o wysokiej czystoœci. Uzyskane odczynniki umo¿li-
wiaj¹ szybk¹, mo¿liw¹ do automatyzacji syntezê serii zwi¹zków w fazie ciek³ej.

Schemat 3. Odczynniki Mitsunobu osadzone na niskocz¹steczkowych polimerach glikolu etylenowego [43]
Scheme 3. Low molecular weight MPEG-supported Mitsunobu reagents [43]

Zastosowanie w reakcji Mitsunobu zwi¹zanego z polimerem któregokolwiek
z substratów (alkoholu lub pronukleofila) sprawia, ¿e otrzymywany produkt jest
zwi¹zany z polimerem i mo¿e byæ ³atwo oddzielony przez proste ods¹czanie. Tego
typu uk³ad reagentów jest szczególnie korzystny, gdy reakcja Mitsunobu jest tylko
jednym z ci¹gu przekszta³ceñ dokonywanych w wygodnej technice reakcji na fazie
sta³ej. Przy zastosowaniu takiego uk³adu reagentów konieczne jest oczywiœcie prze-
prowadzenie reakcji odszczepienia produktu od noœnika. Szereg reakcji Mitsunobu
na noœniku sta³ym przy zastosowaniu bardzo zró¿nicowanych substratów cytowa-
nych jest i omówionych w pracy przegl¹dowej Dandapani [7].

2.1.2. Modyfikacje umo¿liwiaj¹ce usuwanie produktów ubocznych
przez ekstrakcjê chemiczn¹/¿ywice jonowymienne

Jenkins i Camp zaproponowali difenylo-2-pirydylofosfinê (2, Schemat 4) jako
alternatywê TPP umo¿liwiaj¹c¹ usuwanie jej utlenionej postaci przez kwasow¹ prze-
róbkê poreakcyjn¹ [44]. Uzyskany, czêœciowo oczyszczony produkt oddzielono od
DIAD-H2 na drodze chromatografii na ¿elu krzemionkowym. Zwi¹zek ten zosta³
wykorzystany tak¿e w kombinacji z DBAD [45], co umo¿liwi³o usuniêcie obu produk-
tów ubocznych przez potraktowanie mieszaniny poreakcyjnej 4 M HCl w dioksanie
(rozpad DBAD do izobutylenu, dwutlenku wêgla i rozpuszczalnej w wodzie hydra-
zyny), a nastêpnie ekstrakcjê produktów ubocznych. Innym typem fosfiny, której
utleniona postaæ mo¿e byæ ³atwo usuniêta na drodze przeróbki kwasowej jest
(p-dimetyloaminofenylo)difenylofosfina (3, Schemat 4) [46].

Przyk³adami pochodnych fosfiny o potencjalnym charakterze kwasowym, by³
proponowany przez Flynn i in. w kombinacji z DBAD ester tert-butylowy pochod-



MODYFIKOWANE I ALTERNATYWNE REAGENTY REAKCJI MITSUNOBU 1083

nej alkilodifenylofosfiny (4, Schemat 4). Potraktowanie mieszaniny poreakcyjnej
kwasem trifluorooctowym (TFA) umo¿liwi³o izolacjê produktu przez oddzielenie
produktów ubocznych o charakterze kwasowym na zasadowej kolumnie jonowy-
miennej [47]. Ukryty charakter kwasowy nosi tak¿e 4-difenylofosfinylobenzoesan
2-trimetylosililoetylowy (5, Schemat 4), którego tlenek, po rozpadzie estru pod wp³y-
wem fluorku czterobutyloamoniowego (Bu4NF) usuwany jest przez przemywanie
wodn¹ zasad¹. Oczywistym ograniczeniem stosowania przeróbki kwasowej/zasa-
dowej jest wystêpowanie w produkcie reakcji grup wra¿liwych na dzia³anie kwa-
sów/zasad.

Schemat 4. Wybrane modyfikowane pochodne trifenylofosfiny
Scheme 4. Selected modified phosphines used in the Mitsunobu reaction

Innym typem zjonizowanych grup u³atwiaj¹cych oczyszczanie produktu s¹
pochodne czteroarylofosfoniowe, stanowi¹ce grupy kontroluj¹ce rozpuszczalnoœæ.
Otrzymane przez Charette i in. [48] pochodne zarówno TPP (6, Schemat 4), jak
i DEAD (2, Schemat 5) umo¿liwiaj¹ ³atwe usuwanie produktów ubocznych (pochod-
nych tlenku fosfiny i hydrazyny) przez praktycznie iloœciowe wytr¹canie eterem
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dietylowym. Dodatkowym atutem proponowanych zwi¹zków jest ich forma (cia³a
sta³e) i brak higroskopijnoœci.

Schemat 5. Wybrane pochodne kwasu azodikarboksylowego
Scheme 5. Selected azodicarboxylic acid esters

Oryginalny substytut TPP przedstawi³ Beal i Veliz [49]. Zaproponowali on u¿y-
cie w syntezie analogu nukleozydu triizopropoksyfosfiny, która po utlenieniu
w warunkach reakcji przekszta³ca siê w ³atwo usuwalny przez przemycie wod¹ fos-
foran (Tab. 2).

Tabela 2. Zastosowanie triizopropoksy fosfiny jako substytutu TPP
w syntezie analogów nukleozydu [49]

Table 2. The use of triisopropyl phosphite as an effective substitute for TPP
in the Mitsunobu reaction of nucleoside analogs [49]
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Niestety, w badanych warunkach reakcji alkohole nieaktywowane i charaktery-
zuj¹ce siê wiêkszym zat³oczeniem nie da³y oczekiwanego produktu.

2.1.3. Reakcje Mitsunobu z reagentami fluorowanymi

Pochodne fluorowe charakteryzuj¹ce siê wysok¹ zawartoœci¹ tego pierwiastka
(wagowo – powy¿ej 60%) mog¹ byæ ³atwo oddzielone od innych zwi¹zków orga-
nicznych przez rozdzia³ mieszaniny pomiêdzy fazê fluorow¹ i organiczn¹ (ekstrak-
cja ciecz–ciecz). Dla zwi¹zków z ni¿sz¹ zawartoœci¹ fluoru bardziej efektywne oka-
za³o siê s¹czenie przez ¿el krzemionkowy modyfikowany pochodnymi fluorowymi
(fluorowa ekstrakcja z fazy sta³ej – ang. fluorous solid-state extraction, FSPE).
Polega ona na aplikowaniu na kolumnê mieszaniny zwi¹zków fluorowanych i nie-
fluorowanych, przemywaniu kolumny fluorofobowym uk³adem rozpuszczalników
(zwykle 80% wodny roztwór metanolu), który wymywa nieznakowane fluorem zwi¹zki
organiczne, a nastêpnie rozpuszczalnikiem fluorofilnym (THF lub eter dietylowy)
wymywaj¹cym zwi¹zki znakowane fluorem.

Niezale¿nie od siebie, Dobbs [50] i Curran [51] zaproponowali syntezê fluoro-
wego analogu DEAD (FDEAD, 3, Schemat 5) i jego zastosowanie w reakcji Mitsu-
nobu. Dobbs i in. wykorzystali ten odczynnik wraz z klasyczn¹ TPP do przeprowa-
dzenia reakcji kwasu benzoesowego z etanolem [50]. Otrzymany ester zosta³ wyizo-
lowany chromatograficznie po uprzednim usuniêciu fluorowanej pochodnej kwasu
hydrazynodikarboksylowego (FDEAD-H2) przez rozdzia³ mieszaniny poreakcyjnej
miêdzy dichlorometan i mieszaninê pefluorowanych heksanów. Dadapani i Curran
u¿yli tego zwi¹zku w kombinacji z fluorowan¹ fosfin¹ [51] (7 lub 8, Schemat 4) do
przeprowadzenia reakcji estryfikacji (9). Uzyskany produkt zosta³ wyizolowany
w oparciu o fluorow¹ ekstrakcjê z fazy sta³ej (FSPE).

Autorzy przebadali ró¿ne kombinacje reagentów, zarówno fluorowanych, jak
i w kombinacji z niefluorowanymi, ró¿norodne substraty kwasowe (kwasy karbok-
sylowe, sulfonamidy, ftalimid) i ró¿ne procedury. Wyniki wskazuj¹, ¿e oba fluoro-
wane analogi TPP (7 i 8, Schemat 4) wykazuj¹ porównywaln¹ reaktywnoœæ, a naj-
skuteczniejsz¹ zwykle procedur¹ jest ta z dodawaniem do roztworu FTPP kolejno:
pronukleofila, alkoholu i FDEAD.
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Opracowane przez Currana i in. procedury z u¿yciem obu mediatorów reakcji
Mitsunobu w wersji fluorowanej [51] umo¿liwiaj¹ ³atwe oddzielenie produktu (prze-
mycie kolumny do FSPE wodnym roztworem metanolu) od fluorowanych produk-
tów ubocznych (póŸniejsze przemycie kolumny eterem), ich rozdzia³ w warunkach
chromatografii „flash” i zawrócenie do reakcji po uprzednim utlenieniu (FDEAD-H2)
b¹dŸ redukcji (TPPO). Przyk³ad przedstawia Schemat 6 [51].

Schemat 6. Schemat oddzielania i recyklingu fluorowanych produktów ubocznych w reakcji estryfikacji [51]
Scheme 6. Fluorous Mitsunobu reaction with separation of fluorous byproducts and their recycling [51]

W toku dalszych badañ stwierdzono, ¿e FDEAD jest niezbyt skuteczny w przy-
padku sterycznie rozbudowanych alkoholi i s³abszych kwasów i wprowadzono sze-
reg nowych pochodnych fluorowych, tzw. pochodnych fluorowych drugiej genera-
cji [52], m.in. pochodn¹ o przed³u¿onym o jedn¹ grupê metylenow¹ ³añcuchu alki-
lowym wzglêdem FDEAD (3b, Schemat 5) czy FDEAD-1. Porównanie skutecznoœci
niektórych fluorowanych reagentów Mitsunobu przedstawia Schemat 7.

Dla przypadku, gdy reakcja Mitsunobu wykorzystywana jest do zmiany konfi-
guracji alkoholu proponowano u¿ycie fluorowanego kwasu (pronukleofila) [53], który
sprawia, ¿e uzyskany ester jest ³atwo wydzielany przez wytr¹canie, a po hydrolizie
otrzymuje siê alkohol o zinwertowanej konfiguracji. Procedurê tak¹ przeprowadzono
dla cholestanolu (Schemat 8) [53]. Umo¿liwia ona otrzymanie alkoholu o przeciw-
nej wzglêdem wyjœciowej konfiguracji bez zastosowania chromatografii czy fluoro-
wanych rozpuszczalników.
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Schemat 7. Porównanie reakcji estryfikacji metod¹ Mitsunobu z zastosowaniem reagentów fluorowanych
(a – patrz Schemat 5)

Scheme 7. Mitsunobu esterification with fluorous reagents (a – see Scheme 5)

Schemat 8. Inwersja konfiguracji alkoholu przy zastosowaniu fluorowanego pronukleofila [53]
Scheme 8. Inversion of alcohol configuration with the use of a highly fluorous nucleophilic partner in the

Mitsunobu reaction [53]

2.1.4. Zastosowanie innych znaczników u³atwiaj¹cych izolacjê produktu
reakcji Mitsunobu

Wiele modyfikacji mediatorów reakcji Mitsunobu (g³ównie trifenylofosfiny)
skierowanych jest na mo¿liwoœæ u³atwionej izolacji produktu przez usuwanie zna-
czonego produktu ubocznego (tlenku trifenylofosfiny) na drodze jego chemoselek-
tywnego oddzia³ywania. Do pochodnych takich nale¿y trifenylofosfina znakowana



A.S. KO£ODZIEJCZYK1088

eterem koronowym, np 15-koron¹-5 [54] (8, Schemat 4), umo¿liwiaj¹ca usuniêcie
jej nadmiaru i powsta³ego z niej produktu ubocznego przez zwi¹zanie z faz¹ sta³¹
funkcjonalizowan¹ grupami amoniowymi czy fosfina znakowana antracenem [55]
(9, Schemat 4), umo¿liwiaj¹ca chemoselektywne wi¹zanie jej tlenku ze zwi¹zanym
z polimerem maleimidem, stanowi¹cym dienofil w reakcji Dielsa-Aldera i umo¿li-
wiaj¹cym przeniesienie pochodnej fosfiny do fazy sta³ej. Pochodna znaczona antra-
cenem zosta³a zastosowana w kombinacji z pochodn¹ kwasu azodikarboksylowego
osadzon¹ na noœniku, co stanowi³o dalsze u³atwienie w procesie usuwania powsta-
j¹cych produktów ubocznych i nadmiaru komponentów oksydacyjno-redukcyjnych.

Niewymagaj¹ca jakiejkolwiek chromatografii reakcja Mitsunobu zosta³a zapro-
ponowana przez Plenio i in. [56] W reakcji tej zastosowano trifenylofosfinê znako-
wan¹ ferrocenylem (10, Schemat 4) i ester tert-butylowy kwasu azodikarboksylo-
wego. Nadmiar pierwszego odczynnika i jego postaæ utlenion¹ usuwano przez wy-
mycie wod¹ po utlenieniu ¿elaza, natomiast DBAD (1, Schemat 5) i jego zreduko-
wana pochodna by³y hydrolizowane i wymywane podczas ekstrakcji wodnym roz-
tworem HCl. Dodatkowym atutem tego uk³adu reagentów jest mo¿liwoœæ regenera-
cji pochodnej trifenylofosfiny przez redukcjê [56].

Metod¹ znacznie upraszczaj¹c¹ izolacjê jest wytr¹canie produktu po uprzed-
nim spolimeryzowaniu. •ród³em grupy polimeryzowalnej mo¿e byæ zarówno pro-
nukleofil, jak i alkohol. Jako modyfikowane pronukleofile stosowane by³y np.
pochodne bornenylu i oxanorbornenylu, które po reakcji Mitsunobu poddawano poli-
meryzacji z metatetycznym otwarciem pierœcienia (ang. Ring-Opening Metathesis
Polymerization, ROMP). Wytr¹canie metanolem produktu polimeryzacji umo¿li-
wia³o wydzielenie produktu przez proste ods¹czenie. Przyk³adem takiej syntezy jest
otrzymywanie O-benzylohydroksyloaminy w reakcji alkoholu benzylowego z poli-
meryzowaln¹ oxanorbornenylow¹ pochodn¹ N-hydroksysukcynimidu (Schemat 9)
[57].

Schemat 9. Otrzymywanie pochodnych hydroksyloaminy z u¿yciem polimeryzowalnego pronukleofila
Scheme 9. Synthesis of hydroxylamine derivatives with the use of polymerizable
                  pronucleophile [57]

Po wytr¹ceniu i ods¹czeniu spolimeryzowanego produktu, w³aœciwy produkt
reakcji by³ uwalniany przez hydrazynolizê. Strategia taka by³a stosowana zarówno
z u¿yciem polimeryzowalnego pronukleofila, jak i kwasu. Produktami reakcji by³y
aminy, alkilohydrazyny [58], sulfonamidy [59] i O-alkilohydroksyloaminy [57].
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2.1.5. Modyfikowane pochodne kwasu azodikarboksylowego

Usuwanie powstaj¹cych ubocznie pochodnych kwasu hydrazynodikarboksylo-
wego stanowi znaczne wyzwanie przy planowaniu racjonalnej i prostej przeróbki
mieszaniny po reakcji Mitsunobu. St¹d te¿ wiele prac poœwiêconych modyfikacji
zastosowanego pierwotnie przez O. Mitsunobu estru dietylowego kwasu azodikar-
boksylowego (DEAD, 1a, Schemat 5). Aktualnie, zwi¹zek ten, z uwagi na toksycz-
noœæ, brak stabilnoœci termicznej, fotoczu³oœæ i wybuchowoœæ [60] zosta³ praktycz-
nie ca³kowicie wyparty przez tañsz¹ i ³atwiejsz¹ w stosowaniu drug¹ „klasyczn¹”
pochodn¹ – ester diizopropylowy (DIAD, 1b, Schemat 5).

Do wspomnianych ju¿ wczeœniej w tej pracy modyfikacji klasycznych pochod-
nych kwasu azodikarboksylowego nale¿¹: pochodne osadzone na polimerach (patrz
– II.1.1), pochodne fluorowane (patrz – II.1.3), czy czêsto wykorzystywany ester
di-tert-butylowy (DBAD, 1c, Schemat 5), umo¿liwiaj¹cy ³atwe usuniêcie powstaj¹-
cego estru kwasu hydrazynodikarboksylowego po jego rozk³adzie w warunkach kwa-
sowych i ekstrakcjê powstaj¹cej, rozpuszczalnej w wodzie hydrazyny. Alternatyw¹
dla DEAD i DIAD jest zaproponowany przez Lipszutza [61] stabilny, krystaliczny
ester di-p-chlorobenzylowy kwasu azodikarboksylowego (DCAD, 1d, Schemat 5).
Powstaj¹cy z niego w warunkach reakcji produkt uboczny jest w znacznej mierze
usuwany przez proste wytr¹canie za pomoc¹ chlorku metylenu, a jego polarnoœæ
umo¿liwia znacznie ³atwiejsze oddzielenie pozosta³oœci ni¿ w przypadku DEAD/
DIAD. Curran i in. zaproponowali [62] znaczenie DEAD grupami adamantylowymi
(4, Schemat 5). Wykazano, ¿e pochodne takie maj¹ znacznie d³u¿sze czasy retencji
na kolumnach krzemionkowych modyfikowanych cyklodekstryn¹, co bardzo uprasz-
cza oddzielenie 4 i powstaj¹cego z niego zwi¹zku ubocznego od produktu konden-
sacji Mitsunobu.

Interesuj¹ce podejœcie do problemu usuwania powstaj¹cej ubocznie pochodnej
kwasu hydrazynodikarboksylowego zaproponowa³ Barett i in. [63]. Rozwi¹zanie to
polega na zastosowaniu znacznika umo¿liwiaj¹cego polimeryzacjê produktu ubocz-
nego po zakoñczeniu reakcji Mitsunobu (impurity anihilation). Modyfikowany grup¹
norbornenylow¹ azodikarboksylan (5, Schemat 5) po redukcji zachodz¹cej podczas
reakcji by³ usuwany przez ods¹czenie po katalizowanej rutenem reakcji polimery-
zacji (polimeryzacja z metatetycznym otwarciem pierœcienia (ang. Ring-Opening
Metathesis Polymerization, ROMP). Równoczesne zastosowanie osadzonej na poli-
merze fosfiny pozwoli³o na jej wczeœniejsze usuniêcie przez filtracjê i uzyskanie
czystego produktu Mitsunobu z wydajnoœci¹ ok. 100% [63]. Ograniczeniem tego
rozwi¹zania jest mo¿liwoœæ inhibicji polimeryzacji przez zwi¹zki koordynuj¹ce rute-
nowy katalizator. Nie uda³o siê na przyk³ad przeprowadziæ reakcji, w której oba
oksydacyjno-redukcyjne reagenty (fosfina i pochodna kwasu azodikarboksylowego)
by³y znaczone norbornenylem.

 W celu znacznego ograniczenia problemu stwarzanego przez powstaj¹c¹ ubocz-
nie w reakcji pochodn¹ kwasu hydrazynodikarboksylowego zaproponowano u¿ycie
klasycznego DEAD w iloœci katalitycznej [64]. Rolê stechiometrycznego reagenta
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utleniaj¹cego ma³e iloœci powstaj¹cego DEAD-H2 pe³ni dioctan jodozobenzenu
(Schemat 10). W warunkach reakcji z katalityczn¹ iloœci¹ DEAD otrzymano ester
2-fenyloetylowy kwasu p-nitrobenzoesowego z wydajnoœci¹ 90% [64]

Schemat 10. Cykl reakcji Mitsunobu z zastosowaniem katalitycznej iloœci DEAD [64]
Scheme 10. Mitsunobu reaction cycle with catalytic amount of DEAD [64]

2.2. ALTERNATYWNE MEDIATORY W REAKCJI MITSUNOBU

Pocz¹tkowo jako mediatory w reakcji Mitsunobu stosowano g³ównie trifenylo-
fosfinê (TPP) i ester dietylowy (DEAD), b¹dŸ bezpieczniejszy i tañszy – diizopro-
pylowy (DIAD) kwasu azodikarboksylowego. Rzadziej u¿ywane by³y alkilowe ana-
logi TPP, takie jak trimetylofosfina (TMP) czy tributylofosfina (Bu3P, TBP) oraz
ester dimetylowy lub di-tert-butylowy (DBAD) kwasu azodikarboksylowego. Alki-
lofosfiny, takie jak trimetylofosfina (Me3P), czy tributylofosfina (TBP) daj¹ najlep-
sze wyniki w przypadku reakcji charakteryzuj¹cych siê du¿ym zat³oczeniem prze-
strzennym (patrz – prace przegl¹dowe [8, 65, 66]). Niezwykle ciekawy przypadek
zale¿noœci stereochemicznego przebiegu reakcji od typu zastosowanej fosfiny zapre-
zentowali Verdaguer i in. [67] (Schemat 11).

Schemat 11. Zale¿na od fosfiny stereoselektywnoœæ dehydratacji 1,2-dioli [67].
Scheme 11. Phosphine-dependent stereoselectivity in the Mitsunobu cyclodehydratation of 1,2-diols [67]
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Ester di-tert-butylowy kwasu azodikarboksylowego zyska³ natomiast spor¹ popu-
larnoœæ z racji swoich potencjalnych w³aœciwoœci kwasowych (po hydrolizie) i mo¿-
liwoœci ³atwego usuwania jego nadmiaru i zredukowanej pochodnej przez ekstrak-
cjê po wczeœniejszym acydolitycznym usuniêciu grup tert-butylowych [45, 47, 68].

Klasyczne reagenty reakcji Mitsunobu zosta³y w ró¿noraki sposób modyfiko-
wane w celu u³atwienia izolacji produktu kondensacji, co zosta³o omówione we
wczeœniejszych rozdzia³ach tej pracy.

Schemat 12. Alternatywne mediatory reakcji Mitsunobu
Scheme 12. Alternative Mitsunobu reaction mediators

Typem reagentów azowych, nienale¿¹cych do estrów kwasu azodikarboksylo-
wego s¹ wprowadzone przez Itô i Tsunodê diamidy kwasu azodikarboksylowego,
które ze wzglêdu na lepsze zlokalizowanie ³adunku ujemnego na azocie, wykazuj¹
wiêksz¹ zasadowoœæ produktu przejœciowego (A, Schemat 1) umo¿liwiaj¹c tym
samym zastosowanie pronukleofili o mniejszej kwasowoœci. Do zwi¹zków tych
nale¿y dipiperyd kwasu azodikarboksylowego [69] (ADDP, 1, Schemat 12), jego
N,N,N’,N’-tetraizopropylo- i N,N,N’,N’-tetrametylodiamid [70] (TIPA i TMAD, 2a
i 2b, Schemat 12). Zwi¹zki te w kombinacji z TBP pos³u¿y³y do efektywnego N-
i C-alkilowania pronukleofili o pKa do ok. 13. Reagenty te okaza³y siê znacznie
skuteczniejsze od klasycznych reagentów Mitsunobu w przypadku stosowania alko-
holi sterycznie rozbudowanych, a optymalnym rozpuszczalnikiem okaza³ siê ben-
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zen. Wyj¹tkowo korzystnym odczynnikiem okaza³ siê 4,5,6,7-tetrahydro-4,7-dime-
tylo-1,2,4,7-tetraazocyno-3,8-dion [71–73] (DHTD, 3, Schemat 12), którego wpro-
wadzenie umo¿liwi³o skuteczne przeprowadzanie redoksowej kondensacji przy u¿y-
ciu alkoholi drugorzêdowych z utworzeniem zarówno wi¹zania C-C, jak i C-N.
Stwierdzono, ¿e w zastosowanych warunkach reakcja z u¿yciem chiralnego 2-okta-
nolu prowadzi do odpowiedniej pochodnej N-metylotoluenosulfonamidu z pe³n¹
inwersj¹ [72].

Prze³omowymi w aspekcie u¿ycia w reakcji Mitsunobu s³abo kwasowych pro-
nukleofili okaza³y siê wprowadzone tak¿e przez grupê Tsunoda-Itô i wsp. stabilizo-
wane metylenotrialkilofosforany [71, 73–77] (4a i 4b, Schemat 12) wykazuj¹ce struk-
turalne i elektronowe podobieñstwo do betainy stanowi¹cej produkt poœredni w reak-
cji Mitsunobu (A, Schemat 1) – patrz schemat 13. Zwi¹zki te dzia³aj¹ jako redokso-
we komponenty reakcji Mitsunobu prawdopodobnie przez pochodne alkoksyfosfo-
niowe (Schemat 14).

Schemat 13. Strukturalne podobieñstwo miêdzy betain¹ A i cyjanometylenotrialkilofosforanami B/C
Scheme 13. Stuctural similarity between betaine A and cyanomethylenetrialkilphosphoranes B/C

Schemat 14. Proponowany przez Itô mechanizm dzia³ania cyjanometylenotrialkilo-fosforananów jako reagen-
tów w reakcji typu Mitsunobu [78]

Scheme 14. Mechanism of cyanomethylenetrialkylphosphorane action in the Mitsunobu reaction, as proposed
by Itô [78]

Z racji struktury, uk³adu elektronowego i mechanizmu dzia³ania tego typu rea-
genty zastêpuj¹ w reakcjach typu Mitsunobu zarówno fosfinê, jak i pochodn¹ kwasu
azodikarboksylowego.

Ponad dziesiêcioletnie dokonania grupy Tsunoda–Itô i in. w dziedzinie alterna-
tywnych mediatorów reakcji Mitsunbu podsumowa³ Itô [78, 79]. Udowodniono, ¿e
wszystkie nowe mediatory s¹ znacznie bardziej efektywne w reakcji N-alkilowania
za pomoc¹ pierwszorzêdowych alkoholi ni¿ kombinacja DEAD-TPP, ale metyleno-
trialkilofosforany, w przeciwieñstwie do amidów kwasu azodikarboksylowego, dzia-
³aj¹ lepiej w podwy¿szonej temperaturze (100–120°C) i mog¹ poœredniczyæ w reak-
cjach nawet z tak s³abymi kwasami, jak np. arylometylofenylosulfony o pKa = 23,5
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[77, 78]. Zwi¹zki te s¹ jedynymi reagentami, które prowadz¹ do efektywnego alki-
lowania p-toluenosulfonamidu niepodstawionego na atomie azotu [75]. Alkilowa-
nie TsNH2 i jego pochodnych, w po³¹czeniu z desulfurylacj¹ otrzymanego produktu
stanowi ³atw¹ drogê do otrzymywania amin pierwszo- i drugorzêdowych.

Studia porównawcze wykaza³y, ¿e wzglêdna reaktywnoœæ wprowadzonych przez
zespó³ Tsunoda–Itô mediatorów reakcji Mitsunobu (dla tworzenia wi¹zañ C–C)
kszta³tuje siê nastêpuj¹co [77, 78]:

CMMP > CMBP > DHTD-TBP > TMAD-TBP

Reagenty te by³y tak¿e wykorzystywane do tworzenia O- i N-heterocykli przez
dehydrocyklizacjê dioli czy aminoalkoholi [74] oraz przed³u¿ania ³añcucha wêglo-
wego alkoholi za pomoc¹ cyjanohydryny acetonu – równanie (10) [76].

CMMP zosta³ niedawno zastosowany do utworzenia naprê¿onego pierœcienia
dehydropiranu w pseudodehydrotyrsiferolu przez dehydratacjê 1,5-diolu [80]. Opu-
blikowana niedawno procedura syntezy pochodnych metylenotrialkilofosforanów
[81] pozwoli³a na szerszy dostêp do tych nietypowych reagentów, jednak ich spora
wra¿liwoœæ na powietrze i wilgoæ stanowi¹ ci¹g³e utrudnienie ich powszechnego
stosowania.

Do innych alternatywnych redoksowych reagentów wprowadzonych w reak-
cjach typu Mitsunobu nale¿y m.in. wprowadzona przez Castro betaina stanowi¹ca
addukt TPP i cyklicznego sulfonamidu (5, Schemat 12), skutecznie sprzêgaj¹ca alko-
hole z kwasami karboksylowymi czy imidami [82], która z racji swej budowy i me-
chanizmu dzia³ania (Schemat 15) tak¿e nie wymaga drugiego komponenta redokso-
wego, co czyni przeróbkê po reakcji znacznie prostsz¹ (szybka chromatografia kolum-
nowa).

Schemat 15. Proponowany mechanizm dzia³ania wprowadzonej przez Castro betainy [82]
Scheme 15. Mechanism of action Castro’s betaine [82]
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Zród³em jonu alkoksyfosfoniowego mo¿e byæ tak¿e sól tlenku bis(trifenylofos-
foniowego) (6, Schemat 12) [83], skutecznie zastosowana do otrzymania eterów tetra-
hydrofurano-2,4-dionu [83] czy estryfikacji alkoholi [84].

Reagentem pozwalaj¹cym na kontrolê stereochemicznego przebiegu reakcji
Mitsunobu jest wprowadzony przez McNulty tributylofosforanylidenomalonian dime-
tylu (7, Schemat 12) [36], który w zale¿noœci od warunków reakcji prowadzi do
estru chiralnego alkoholu z inwersj¹ lub retencj¹ konfiguracji (Schemat 16)

Schemat 16. Przebieg reakcji estryfikacji L-mentolu przy u¿yciu pochodnej malonianu jako reagenta w reakcji
Mitsunobu [36]

Scheme 16. Dimethylmalonyltributylphosphorane as a new reagent for esterification allowing controlled
inversion or retention of configuration on chiral alcohols [36]

Stosunkowo niedawno wprowadzonym, innym typem alternatywnej pochodnej
azowej jest zaproponowana przez Iranpoora i wsp. 4,4’-azopirydyna [85] (azpy, 8,
schemat 12). Zwi¹zek ten okaza³ siê najbardziej odpowiedni ze wszystkich bada-
nych azopirydyn (2,2’ i 3,3’) i ich pirydyniowych cieczy jonowych do przeprowa-
dzania reakcji estryfikacji i tioestryfikacji (11).

Azpy, jako alternatywa DEAD, w kombinacji z TPP oferuje prost¹ i wygodn¹
metodê przekszta³cania alkoholi, fenoli i tioli w odpowiednie estry. Otrzymywana w
reakcji pochodna hydrazyny jest ³atwo wytr¹cana, usuwana z mieszaniny i podda-
wana recyklingowi. Badanie przebiegu reakcji otrzymywania chiralnych estrów
mentolu i stwierdzenie, i¿ reakcja zachodzi z pe³n¹ retencj¹ konfiguracji wskazuje
na fakt, i¿ raczej przez atak bardziej nukleofilowego anionu karboksylanowego ni¿
alkoholu na centrum fosfoniowe tworzony jest jon acyloksyfosfoniowy (patrz sche-
mat 17)

`
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Schemat 17. Proponowany mechanizm reakcji Mitsunobu przy zastosowaniu 4,4’-azopirydyny (azpy) i TPP
i recyklingu azpy (wg [85])

Scheme 17. Mechanism of esterification with the use of  TPP and 4,4’-azopyridine and its recycling [85]

PODSUMOWANIE

Opisywane ostatnio modyfikacje mediatorów reakcji Mitsunobu dotycz¹ g³ów-
nie u³atwienia izolacji produktów, oddzielenia powstaj¹cych produktów ubocznych
i nadmiaru zastosowanych reagentów. Znacznie mniejsze zainteresowanie wzbu-
dzaj¹ mediatory alternatywne i ich praktyczne zastosowanie, prawdopodobnie z uwagi
na ich praktyczn¹ niedostêpnoœæ handlow¹ i koniecznoœæ zwykle wieloetapowej
syntezy, aczkolwiek niektóre mediatory, z uwagi na swoj¹ wyj¹tkow¹ charakterys-
tykê otwieraj¹ nieznane wczeœniej mo¿liwoœci zastosowania reakcji Mitsunobu.
Wiêkszoœæ jednak prac poœwiêconych jest opracowaniu procedur umo¿liwiaj¹cych
uproszczon¹ izolacjê produktów (optymalnie – z pominiêciem rozdzia³u chromato-
graficznego), zmianê skali przeprowadzanych reakcji, a nawet kontrolê ich przebie-
gu stereochemicznego. Wszystkie modyfikacje sprawiaj¹, i¿ reakcja Mitsunobu nie
przestaje byæ jedn¹ z najbardziej wszechstronnych i szeroko stosowanych reakcji
w chemii organicznej.
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Jadwiga Demichowicz-Pigoniowa, Andrzej Olszowski, Chemia fizyczna, Obliczenia fizykoche-
miczne, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2010. Wyd. 1, str. 764, oprawa miêkka, cena 71,90 z³.

Zmienione i rozszerzone wydanie podrêcznika „Obliczenia fizykochemiczne” stanowi integraln¹ czêœæ
tomu 1 i 2 podrêcznika „Chemii Fizycznej” K. Pigonia i Z. Ruziewicza, te¿ zmienionego i uaktualnionego
przez zespó³ specjalistów z Politechniki Wroc³awskiej (pod redakcj¹ profesorów L. Komorowskiego
i A. Olszowskiego). Kolejnoœæ i zawartoœæ poszczególnych rozdzia³ów w „Obliczeniach fizykoche-
micznych” odzwierciedla te¿ uk³ad tych tomów. Prezentowany podrêcznik stanowi wprowadzenie do
problemów obliczeniowych chemii fizycznej i, jak pisa³a pierwsza autorka tego podrêcznika –
J. Demichowicz-Pigoniowa, nie jest on zbiorem zadañ z chemii fizycznej. Przedstawia z³o¿one problemy
fizykochemiczne i uczy ich rozwi¹zywania na drodze rachunkowej. W ksi¹¿ce zamieszczono równie¿
zadania do samodzielnego rozwi¹zania, pozwalaj¹ce studiuj¹cemu æwiczyæ i sprawdzaæ stopieñ opanowania
sztuki obliczeñ fizykochemicznych z zakresu: termodynamiki, elektrochemii, kinetyki, spektroskopii,
chemii kwantowej, struktury i w³asnoœci cia³ sta³ych. Jak pisz¹ Autorzy, podrêcznik przeznaczony jest dla
studentów wydzia³ów chemii, biologii, fizyki i farmacji, a tak¿e dla wyk³adowców i pracowników
naukowych. Jeœli jednak podrêcznik „Obliczenia fizykochemiczne”, jak nale¿a³oby oczekiwaæ, mia³yby
byæ ilustracj¹ do tomów 1 i 2, to stanowczo za ma³o jest w nim przyk³adów podstawowych i rozwi¹zañ
ogólnych. St¹d trudno jest nazwaæ ten podrêcznik przyjaznym dla studenta (nie jest „student friendly” –
okreœlenie bardzo czêsto stosowane w recenzjach zagranicznych podrêczników, w celu okreœlenia ich
przydatnoœci). Kiedy przyjrzymy siê nowoczesnym podrêcznikom, zw³aszcza amerykañskim, rzuca siê
w oczy d¹¿enie do przedstawienia zagadnienia w sposób jak najprostszy i czytelny, przede wszystkim dla
mniej zaawansowanego czytelnika. W typowych podrêcznikach przedstawia siê zestaw danych, podsta-
wowe wzory, z których siê korzysta, wyprowadzenie – a¿ do wzoru koñcowego, podstawienie do wzoru
i wyliczenie jednostki otrzymanej wartoœci. Niestety w „Obliczeniach” nie da siê zaobserwowaæ tego
schematu, co znacznie utrudnia przeœledzenie rozwi¹zania. W recenzowanym podrêczniku czêsto stosuje
siê podstawienia do nieprzekszta³conych jeszcze wzorów cz¹stkowych. Nagminny jest brak wyprowadzenia
jednostek, a niekiedy b³êdy w ich u¿yciu (np. na str. 274), mimo ¿e w oryginalnym podrêczniku
J. Demichowicz-Pigoniowej tych b³êdów nie by³o. Autorzy myl¹ te¿ anodê z katod¹ (str. 578).

W rozwi¹zaniach zadañ zdarzaj¹ siê b³êdy mog¹ce zmyliæ studentów, którzy obecnie s¹ bardzo s³abo
przygotowani z matematyki i maj¹ problemy nawet z wykonywaniem zwyk³ych algebraicznych
przekszta³ceñ. Kuriozalne jest te¿ odwo³ywanie siê to tablic obliczeniowych (str. 276). Oczywiœcie
w czasach pisania skryptu przez J. Demichowicz-Pigoniow¹ (po³owa lat 70-tych) by³o to przydatne, lecz
w dobie powszechnego u¿ywania komputerów i kalkulatorów odwo³ywanie siê do tych tablic jest raczej
archaiczne.

Mankamentem jest brak tabeli ze stosowanymi symbolami. Niektóre symbole s¹ inne ni¿ w oryginalnym
podrêczniku J. Demichowicz-Pigoniowej, utrudnia to pracê z tekstem gdy¿ ka¿dy zaawansowany czytelnik
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jest przyzwyczajony do swojego zestawu symboli. Ponadto w innych podrêcznikach u¿ywa siê odmiennego
ich zestawu, co nawet u doœwiadczonego czytelnika prowadzi do pewnego zamêtu, nie wspominaj¹c ju¿
o pocz¹tkuj¹cym adepcie chemii fizycznej. Ci¹g³e odnoszenie siê do tomu 1 i 2 jest bardzo uci¹¿liwe,
a wiec taka tabela by³aby ze wszech miar przydatna.

W wielu zagadnieniach fizykochemicznych stosuje siê „fitowanie” funkcji. W trakcie przegl¹dania
podrêcznika zabrak³o mi krytycznego ustosunkowania siê do niebezpieczeñstw estymacji parametrów
funkcji, a zw³aszcza do linearyzacji funkcji nieliniowych, przez co czêsto otrzymuje siê tzw. estymatory
obci¹¿one. Parametry funkcji otrzymane po jej zlinearyzowaniu maj¹ wiêc czêsto wartoœci odmienne ni¿
te, które otrzymuje siê dopasowuj¹c do danych doœwiadczalnych funkcjê wyjœciow¹, nie zlinearyzowan¹.
Nawiasem mówi¹c linearyzacjê funkcji Autorzy nazywaj¹ anamorfoz¹, co w obecnych czasach nie jest
zbyt czêsto u¿ywanym terminem.

Skrypt J. Demichowicz-Pigoniowej w minionych czasach kiedy po raz pierwszy powstawa³, by³
przedsiêwziêciem bardzo ambitnym. Opiera³ siê na danych literaturowych, które na owe czasy by³y nowe.
W chwili obecnej jednak niektóre z nich maj¹ ponad 70 lat i niestety straci³y na swej aktualnoœci. Niemniej
podstawow¹ zalet¹ podrêcznika s¹ tabele umieszczone na koñcu, zawieraj¹ce dane termodynamiczne dla
du¿ej liczby substancji. Jest to nieograniczona skarbnica przy obmyœlaniu nowych problemów i zadañ.

Opracowanie jest obszerne i mo¿e byæ przydatne, g³ównie dla specjalistów. Jednak odnosi siê wra¿enie,
¿e powinno byæ porz¹dnie przepracowane. Przyda³oby siê wiêcej prostych przyk³adów z ogólnymi
rozwi¹zaniami, nawet przy wykorzystaniu obecnego zestawu danych. Zbyt du¿o jest przyk³adów z chemii
zaliczanej obecnie do chemii analitycznej. Brakuje zadañ dla problemów bardziej wspó³czesnych, zw³aszcza
dotycz¹cych cia³a sta³ego, pó³przewodników, materia³ów ferroicznych czy polimerów.

Gra¿yna Bator
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decznego podziêkowania Panu prof. dr hab. Adolfowi Kiszy, za wieloletni owocny
wk³ad w prace redakcyjne oraz du¿e zaanga¿owanie w sprawy Wiadomoœci Chemicz-
nych.

¯ycz¹c Panu kolejnych sukcesów oraz satysfakcji z codziennej pracy proszê
o dalsz¹ wspó³pracê z nasz¹ Redakcj¹.

prof. dr hab. Zdzis³aw Latajka
Redaktor Naczelny

Radoœci i szczêœliwych chwil w gronie najbli¿szych
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CENY PRENUMERATY NA ROK 2011

Redakcja miesiêcznika PTCh „Wiadomoœci Chemiczne” zawiadamia, ¿e wy-
sokoœæ prenumeraty rocznej „Wiadomoœci Chemicznych” za 2011 r. wynosi 168 z³
dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratorów indywidualnych oraz 78 z³ dla biblio-
tek szkó³ œrednich i podstawowych. Nale¿noœæ za prenumeratê prosimy przekazy-
waæ na konto:

Bank PEKAO SA
Oddzia³ we Wroc³awiu

pl. Powstañców Œl. 9, 50-950 Wroc³aw
Redakcja „Wiadomoœci Chemiczne”

NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata „Wiadomoœci Chemicznych” dla cz³onków PTCh, po³¹czona z op³at¹
sk³adek cz³onkowskich, jest znacznie ni¿sza i przedstawia siê nastêpuj¹co:

– prenumerata „Wiadomoœci Chemicznych” na rok 2011 wraz ze sk³adk¹
 cz³onkowsk¹, w ramach której dostarczany jest „Orbital”, wynosi 70 z³
(sk³adka – 50 z³, prenumerata – 20 z³);

– emeryci, doktoranci oraz studenci p³ac¹ 35 z³ (sk³adka – 15 z³, prenume-
rata – 20 z³); a nauczyciele szkó³ œrednich i podstawowych p³ac¹ 40 z³
(sk³adka – 20 z³, prenumerata – 20 z³).

Cz³onkowie PTCh, którzy zechc¹ zaprenumerowaæ „Wiadomoœci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni s¹ o wnoszenie op³at na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA

NRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458

Informacje bie¿¹ce

Informujemy, ¿e od roku 2010, rezygnujemy z przesy³ania do Autorów bezp³at-
nych odbitek manuskryptu – w zamian bêdziemy przesy³aæ elektroniczn¹ wersjê
opublikowanej pracy. Decyzja ta zosta³a podjêta na proœbê wielu autorów jak rów-
nie¿ ze wzglêdu na obni¿enie kosztów wydawania czasopisma.

Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”



Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych” informuje, ¿e s¹ u nas do nabycia
nastêpuj¹ce pozycje „Biblioteki Wiadomoœci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 z³
Podstawowa terminologia stereochemii oraz S³ownik podstawowych terminów

w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 z³

Nomenklatura wêglowodanów. Zalecenia 1996, t³um. i red. T. Soko³owska
i A. Wiœniewski, cena 18 z³

I.Z. Siemion, Bronis³aw Radziszewski i lwowska szko³a chemii organicznej, cena
18 z³

K. Maruszewski, Fizykochemia moleku³ zamkniêtych w zeolitach i zol-¿elach,
cena 18 z³

Praca zbiorowa, Uporz¹dkowane materia³y mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 z³

Skorygowana nomenklatura rodników, jonów, jonorodników i podobnych indywi-
duów chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Soko³owska i A. Wiœniewski,
cena 15 z³

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czêœæ pierwsza,
cena 18 z³

M. Zab³ocka-Malicka, Ruchliwoœæ jonów w podwójnych uk³adach stopionych soli,
cena 8 z³.

Praca zbiorowa, Nanomateria³y, red. D. Hreniak, W. £ojkowski, W. Strêk,
M. Suszyñska, cena 25 z³.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe – nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Paœciak, W. Strêk, cena 20 z³

Glosariusz nazw klas zwi¹zków organicznych i reaktywnych produktów poœrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. KaŸmierczak
i J. Gawroñski, cena 16 z³.

Od substacji prostych do ¿ycia. Œwiat RNA – pocz¹tki ¿ycia na Ziemi, Zdzis³aw
Chilmonczyk, cena 18 z³.

Profesor Bogus³awa Je¿owska-Trzebiatowska. 1908–1991 w setn¹ rocznicê uro-
dzin, cena 12,00 z³.
Chemia koordynacyjna w Polsce. Czêœæ I, cena 17,50 z³.
Chemia koordynacyjna w Polsce. Czêœæ II, cena 17,50 z³.
Chemosensory optyczne oraz materia³y rozpoznawcze dla jonów metali w roztwo-
rach, Krzysztof Kledzik.
Obliczenia teoretyczne sta³ej ekranowania magnetycznego i sta³ych strzê¿eñ spi-
nowo-spinowych. Teobald Kupka.

Ksi¹¿ki wysy³amy na koszt zamawiaj¹cego. Zamówienia prosimy kierowaæ
pod adresem: Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroc³aw. Op³aty nale¿y wnosiæ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroc³aw,
Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



„Wiadomoœci Chemiczne” publikuj¹ artyku³y przegl¹dowe, dotycz¹ce wszystkich dziedzin
chemii i wczeœniej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w „Wiadomoœ-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie mog¹ byæ wydane gdzie indziej.

Treœæ artyku³ów powinna odpowiadaæ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglêdniaæ najnowsze
osi¹gniêcia z dziedziny, której artyku³ dotyczy.

„Wiadomoœci Chemiczne” nie przyjmuj¹ do druku oryginalnych prac w³asnych. W wyj¹tko-
wych przypadkach mog¹ zostaæ wydane prace przegl¹dowe dotycz¹ce dorobku w³asnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata wa¿nej nagrody) albo prace podsumuj¹ce dorobek
Instytutu, Wydzia³u itp. Zamiar z³o¿enia takiego artyku³u do druku powinien byæ jednak wczeœniej
uzgodniony z Redakcj¹.

Ponadto w serii „Biblioteka Wiadomoœci Chemicznych” publikowane s¹ prace, bêd¹ce z za³o-
¿enia d³u¿szymi artyku³ami przegl¹dowymi lub monografiami poœwiêconymi wa¿nym i aktualnym
problemom wspó³czesnej chemii. Autorzy, którzy chcieliby dla „Wiadomoœci Chemicznych” taki
artyku³ napisaæ, powinni wczeœniej skontaktowaæ siê z Redakcj¹ i przes³aæ poczt¹ elektroniczn¹
(e-mail: wchem@wchuwr.pl) lub zwyk³¹ informacjê zawieraj¹c¹ tytu³ przygotowywanej publika-
cji oraz przybli¿on¹ liczbê stron, tabel i rysunków itp.

W ramach nowej serii wydawniczej „WCh” pod nazw¹ „Habilitacje” mog¹ byæ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwa¿ywszy, ¿e zgodnie z ustaw¹,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omówieniem w jêzyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (równie¿ w kolorach) obydwu tych wariantów. W zale¿-
noœci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagañ Autorów,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztów druku z Autorami lub Instytucjami zlecaj¹cymi
druk.

Prace nale¿y przesy³aæ do Redakcji poczt¹ elektroniczn¹ (e-mail: wchem@wchuwr.pl) oraz
równolegle – poczt¹ zwyk³¹ (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakcji „Wiadomoœci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroc³aw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z do³¹czon¹ p³yt¹ CD, zawieraj¹c¹ tekst, tabele i ilustracje.

Tekst powinien byæ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artyku³y nale¿y opracowywaæ zwiêŸle i nie zamieszczaæ nadmiaru szczegó³ów, odsy³aj¹c Czytel-
nika do piœmiennictwa oryginalnego, które powinno uwzglêdniaæ najnowsze prace z dziedziny, któ-
rej dotyczy artyku³.

Maszynopis nie powinien przekraczaæ 25 stron, wliczaj¹c wykaz piœmiennictwa w przypadku
krótkiego przegl¹du, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w Bibliotece
„Wiadomoœci Chemicznych”. Strona powinna zawieraæ 1800 znaków (razem ze spacjami), co przy
interlinii 1,5 oznacza 30 wierszy po 60 znaków oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytu³em polskim, nale¿y umieœciæ tytu³ w jêzyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(ów) oraz spis rozdzia³ów. Dalej powinno siê znale¿æ obszerne streszczenie
pracy w jêzyku angielskim (do 2700 znaków, z cytowaniem piœmiennictwa i odsy³aczami do tabel
i rysunków w tekœcie) oraz wykaz s³ów kluczowych, osobno w jêzyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysy³anie tekstów angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy do³¹czyæ krótk¹ (do 150 wyrazów) notkê biograficzn¹, zawie-
raj¹c¹ tytu³y naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autorów, w tym
aktualne zdjêcie. Nades³anie tych informacji bêdziemy traktowaæ jako zgodê na ich publikacjê.

Rysunki (mog¹ byæ kolorowe, ale trzeba siê liczyæ z dop³at¹ do druku) w formie wydruku
nale¿y przes³aæ w dwóch egzemplarzach. Musz¹ mieæ odpowiedni¹ formê graficzn¹, by w razie
potrzeby nadawa³y siê do reprodukcji. Na odwrocie nale¿y wpisaæ o³ówkiem nazwisko autora
i numer rysunku – ten sam, który w odpowiednim miejscu zosta³ wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie do³¹czyæ podpisy pod rysunki w jêzyku polskim i angielskim. Osobno nale¿y do³¹-

REGULAMIN  DLA  AUTORÓW



czyæ ponadto jeden komplet wzorów i schematów, narysowanych oddzielnie w formie nadaj¹cej siê
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-bia³e nale¿y zapisaæ w formacie .doc, .cdr,
.jpg, .tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe – w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczoœæ rysunków
≥ 300 dpi. Ka¿dy z rysunków zapisaæ w oddzielnym pliku.

Tabele nale¿y ponumerowaæ cyframi arabskimi, a ich tytu³y w jêzyku polskim i angielskim
zapisaæ nad tabelami.

Piœmiennictwo nale¿y zestawiæ w kolejnoœci cytowania w tekœcie: powinno ono zawieraæ
kolejno inicja³y imion i nazwisko, skrót tytu³u czasopisma zgodny z przyjêtymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreœlony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyk³ad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrótów wa¿niejszych czasopism chemicznych jest podany w „Wiadomoœ-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jeœli czêœæ piœmiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nale¿y podawaæ szczegó³owo wykazu tego piœmiennictwa, lecz cyto-
waæ odnoœne wydawnictwo.

O przyjêciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjêciem decyzji wszyst-
kie prace s¹ przesy³ane recenzentom. Artyku³y niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowuj¹c kopiê maszynopisu.

Autorzy zobowi¹zani s¹ do wykonania jednej korekty tekstu.
Autor wskazany w liœcie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje drog¹ elektroniczn¹

plik opublikowanej pracy w formacie pdf.

Redakcja
„Wiadomoœci Chemicznych”
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