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Dr inz. Bartlomiej Jankiewicz urodzit sig w 1980 r.
w Reszlu. Studiowal chemi¢ w Wojskowej Akademii
Technicznej w Warszawie. Stopien doktora uzyskat
w 2008 r. na Uniwersytecie Purdue w West Lafayette,
USA. Aktualnie jest zatrudniony na stanowisku inzyniera
w Instytucie Optoelektroniki Wojskowej Akademii Tech-
nicznej w Warszawie. Jego praca badawcza dotyczyla
dotychczas dwoch dziedzin. Podczas studiow magisters-
kich oraz w pierwszym roku po ukonczeniu studiow dok-
toranckich, w grupie Prof. R. Dabrowskiego zajmowat
si¢ on synteza i badaniem wlasciwo$ci zwiazkdéw ciekto-
krystalicznych. Natomiast, podczas studiow doktoranckich w grupie Prof. Kenttdmaa
na Purdue University zajmowat si¢ badaniem reaktywnosci organicznych rodnikow
w fazie gazowej przy uzyciu spektrometrii mas FT-ICR. Najwazniejszym jego
osiagnigciem jest pierwsza na §wiecie charakteryzacja reaktywnosci organicznych
s,8,s-trojrodnikow. Jego praca naukowa zostata doceniona przez Fundacje¢ na Rzecz
Nauki Polskiej, ktora przyznata mu w roku 2010 stypendium START. W chwili
obecnej jego zainteresowania dotycza nanostruktur plazmonowych do zastosowan
w detekcji zwiazkow chemicznych i materiatéw biologicznych.

Prof. dr hab. inz. Jerzy Choma urodzit si¢ w 1952 r.
w Lublinie. Studiowat chemi¢ w Wojskowej Akademii
Technicznej w Warszawie. Stopien doktora i doktora habi-
litowanego uzyskal odpowiednio w 198111985 r., a tytut
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 gltowne
zainteresowania naukowe dotycza: teoretycznego opisu
adsorpcji pojedynczych gazéw na mikro i mezoporowa-
tych adsorbentach, eksperymentalnego charakteryzowania rownowag adsorpcyjnych
na granicy faz ciato stale—gaz i ciato stale—ciecz, otrzymywania i modyfikacji impreg-
nowanych wegli aktywnych, otrzymywania i adsorpcyjnej charakterystyki wilasci-
wosci strukturalnych i powierzchniowych nanoporowatych uporzadkowanych adsor-
bentow krzemionkowych (MCM-41, MCM-48, SBA-15), otrzymywania i charak-
terystyki wlasciwosci adsorpcyjnych uporzadkowanych mezoporowatych materia-
tow weglowych z wykorzystaniem ,,twardych” i ,,migkkich” matryc. Ostatnio jego
grupa badawcza zajmuje si¢ otrzymywaniem i charakterystyka fizykochemicznych
wlasciwosci nanostruktur krzemionkowo-metalicznych.
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Jest autorem i wspotautorem ponad 300 artykutéw naukowych i ponad 100 komu-
nikatow i referatow na konferencjach oraz wspotautorem dwoch monografii i kilku
obszernych artykutéw monograficznych. Od 1986 r. $cisle wspotpracuje naukowo
z prof. Mieczystawem Jaroncem z Kent State University, Kent, Ohio, USA.

Mgr inz. Dominik Jamiota urodzit si¢ w 1985 r. Studio-
wal materiaty niebezpieczne i ratownictwo chemiczne na
Wydziale Nowych Technologii i Chemii Wojskowej Aka-
demii Technicznej w Warszawie. W pracy dyplomowe;j
zajmowal si¢ problematyka otrzymywania i zastosowa-
nia spiekow cigzkich wytwarzanych za pomoca syntezy
spaleniowej. Studia ukonczyl z oceng bardzo dobra
w 2009 1.

W 2009 r. rozpoczat studia doktoranckie w Wojsko-
wej Akademii Technicznej w Warszawie pod opieka nau-
kowa prof. dr hab. inz. J. Chomy. Zajmuje si¢ problema-
tyka syntezy i badania wlasciwosci struktur krzemionkowo-metalicznych. Jest wspot-
autorem dwoch artykutéw naukowych.

Prof. dr hab. Mieczystaw Jaroniec urodzit sie w 1949 .
Studiowat chemig na Uniwersytecie M. Curie-Sktodow-
skiej w Lublinie. Stopien doktora i doktora habilitowa-
nego uzyskat odpowiednio w 1976 1 1979 r., a tytut pro-
fesora nadzwyczajnego i zwyczajnego w 19851 1989 r.
0d 1972 do 1991 pracowat na UMCS zaczynajac od asys-
tenta a konczac na stanowisku profesora zwyczajnego.
Od 1991 r. jest profesorem w Zaktadzie Chemii, Kent
State University, Kent, Ohio, USA. Wciaz utrzymuje blis-
kie kontakty naukowe z wieloma o$rodkami w kraju,
o czym moze $wiadczy¢ nadanie mu doktoratéw honoris
causa Uniwersytetu M. Kopernika (2009) oraz Wojskowej Akademii Techniczne;j
(2010). Jego gtowne zainteresowania naukowe dotycza adsorpcji i chromatografii
na granicy faz gaz/ciato stale i ciecz/ciato state, jak rowniez chemii materialow nano-
porowatych ze szczegdlnym uwzglednieniem mikro- i mezoporowatych adsorben-
tow weglowych i zeli krzemionkowych. Obecnie jego grupa koncentruje sig na syn-
tezie (w obecnosci surfaktantow i kopolimeréw blokowych) oraz badaniu wlasciwosci
uporzadkowanych materiatéw mezoporowatych takich jak krzemionki, organokrze-
mionki, wegle, tlenki nieorganiczne o strukturach heksagonalnych (MCM-41, SBA-
15) i szesciennych (MCM-48, SBA-16, FDU-1). Jego obecne zainteresowania kon-
centruja si¢ takze na zastosowaniu materiatow o uporzadkowane;j strukturze porowatej
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w adsorpcji, katalizie, chromatografii, ochronie $rodowiska i innych dziedzinach
w odniesieniu do energii i nanotechnologii.

Jest autorem 1 wspotautorem kilkaset artykutéw naukowych, wspotautorem jed-
nej monografii, wspotedytorem 4 ksiazek nt. nanoporowatych materialow i wspot-
autorem wielu obszernych artykutéw monograficznych. Jego prace naukowe sa czgsto
cytowane przez innych badaczy, o czym swiadczy wysoka warto$¢ indeksu Hirscha,
h =59, oraz wlaczenie go przez ISI do grona ,highly cited” badaczy w dziedzinie
chemii materiatéw (http://isihighlycited.com/). Ponadto prof. Jaroniec jest lub byt
cztonkiem komitetow 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 Stober 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
Stowa kluczowe: nanostruktury krzemionkowo-metaliczne, otrzymywanie nanoczastek krzemion-

kowych, modyfikacja powierzchni krzemionki
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WSTEP

W ostatnim dziesigcioleciu obserwuje si¢ dynamiczny rozwdj nauki i technolo-
gii obiektéw o wymiarach od 1 do 100 nm, czyli nanotechnologii. Szczegdlnie jest
to widoczne w odniesieniu do nanoczastek, gdzie badania koncentruja si¢ na pro-
jektowaniu, wytwarzaniu, charakteryzowaniu oraz stosowaniu struktur i przyrza-
dow pomiarowych, ktorych wlasciwosci oraz specyficzne funkcje, jakie pelnia, mozna
kontrolowa¢ poprzez ich ksztatt i wymiar w skali nanometrycznej [1]. Potencjalne
mozliwo$ci zastosowan tzw. nanomaterialdw, tj. materiatdw majacych cho¢ jedna
wiasciwos¢ taka jak wymiar czastki, wymiar porow lub grubos¢ filmu w przedziale
od 1 do 100 nm, sa ogromne, a intensywny rozw6j w tej dziedzinie sprawia, ze
poczatek XXI wiek jest okreslany poczatkiem ery nanotechnologii.

Nanotechnologia i nauka o nanomateriatach sa nieroztacznie zwiazane z r6z-
nego rodzaju materiatami wykorzystywanymi do tworzenia nanostruktur. Jednym
z czgsciej wykorzystywanych materiatdw w nanotechnologii jest ditlenek krzemu
(krzemionka Si0,), ktorego krotka charakterystykg przedstawiono ponizej.

Ditlenek krzemu jest bardzo popularny w nanotechnologii, cho¢ jest to tylko
jedno z wielu mozliwych zastosowan. Krzemionka jest wykorzystywana do produk-
cji wielu materiatéw i przedmiotow codziennego uzytku. Ditlenek krzemu jest uzy-
wany w przemysle szklarskim do produkcji szkta i ceramiki, w przemysle metalur-
gicznym, w budownictwie i w wielu innych dziedzinach. Caty przemyst planarnej
elektroniki i nowoczesnych uktadéw scalonych istnieje dzigki unikalnym wtasci-
wosciom krzemu otrzymywanego z krzemionki. Porowata krzemionka jest rowniez
jednym z najbardziej rozpowszechnionych adsorbentow, bedacych nosnikami
np. chemicznie zwiazanych faz stacjonarnych.

Szerokie zastosowanie ditlenku krzemu zwiazane jest zaréwno z ogdIna dostgp-
nos$cia tego materiatu, jak rowniez z jego specyficznymi wlasciwosciami wykorzy-
stywanymi w badaniach naukowych jak i w przemysle. Krzemionka, najpowszech-
niej wystgpujaca substancja w skorupie ziemskiej, jest sktadnikiem wielu skat, mine-
ratlow oraz kamieni szlachetnych i potszlachetnych. SiO, wystgpuje w formie amor-
ficznej oraz w roznych formach krystalicznych takich jak np.: kwarc, krystobalit czy
trydymit [2—13] (Rys. 1). Ditlenek krzemu jest jedynym naturalnym tlenkiem pospo-
litego potprzewodnika — krzemu. Jest on trwaly i w wodzie i w podwyzszonych
temperaturach, a dodatkowo jest bardzo dobrym izolatorem. Zaleta SiO, jest row-
niez brak absorpcji promieniowania elektromagnetycznego w zakresie od 300 do
800 nm. Krzemionka jest generalnie chemicznie inertna i ulega reakcjom jedynie
z wrzacymi, stgzonymi roztworami wodnymi KOH i NaOH, stopionymi Na,CO,
1 K,CO, oraz flurowodorem lub jego wodnymi roztworami. Kwas fluorowodorowy
(HF) reaguje z krzemionka z wytworzeniem kwasu fluorokrzemowego [14]. Reak-
cja ta wykorzystywana jest migdzy innymi w przemysle poiprzewodnikéw do usu-
wania lub wytrawiania warstw ditlenku krzemu, a takze do wytwarzaniu nanostruktur.



NANOSTRUKTURY KRZEMIONKOWO-METALICZNE. I 919

p-tryvdymit a-krystobalit

keatyt koesyt styszowit

Rysunek 1. Niektore krystaliczne struktury SiO, (http://en.wikipedia.org/wiki/Silica#Crystal_structure)
Figure 1. Some crystalline structures of SiO, (http://en.wikipedia.org/wiki/Silica#Crystal_structure)

Ditlenek krzemu, jak wspomniano, znalazt zastosowanie w nanotechnologii do
tworzenia rdéznego rodzaju nanostruktur krzemionkowych (sktadajacych si¢ tylko
z Si0,) lub hybrydowych (SiO, z innym materiatem). Na’nomateriaiy, nanoczastki
sa niekiedy materiatami o duzej powierzchni wtasciwej. Srednica otrzymywanych
nanoczastek ditlenku krzemu jest zawarta przewaznie w przedziale od 5 do 1000 nm
(mozliwe sa 1 wigksze czastki), a ich powierzchnia wlasciwa (ang. Specific Surface
Area, SSA) jest zawarta w przedziale od 545 do 2,73 m?/g. Glownymi formami
nanoczastek krzemionkowych sa stracana amorficzna krzemionka, zele, zole, kolo-
idy, krzemionki ptomieniowa i pirogeniczna [15].

Nanoczastki krzemionkowe sa uzywane jako dodatki do polimerow i gum
w celu poprawy ich wtasciwos$ci mechanicznych oraz w fazach ciektych w celu
stabilizacji zawiesin [16]. Nanoczastki krzemionkowe wykorzystywane sg rowniez
jako wypeliacze w szerokiej gamie wyrobow polimerowych, wlaczajac w to row-
niez wypetnienia stomatologiczne [17]. Najwigkszym przemyslowym zastosowa-
niem nanoczastek krzemowych, a zwlaszcza krzemionki pirogeniczne;j i zoli krze-
mionkowych jest chemiczno-mechaniczna obrébka potprzewodnikow technika pla-
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narng (ang. Chemical Mechanical Planarization, CMP) [15], a sama krzemionka
shuzy do tworzenia warst dielektrycznych w materiatach potprzewodnikowych. Row-
nie waznymi aplikacjami SiO, jest uzycie tego materiatu do produkcji ogniw stonecz-
nych, jako izolatora cieplnego oraz jako czujnika gazow.

W nanotechnologii nanoczastki krzemionki sa czgsto uzywane do wytwarzania
réznego rodzaju hybrydowych kulistych czastek sktadajacych si¢ z rdzenia i nano-
warstwy (nanopowtoki), okreslanych jako nanostruktury (nanoshells, core-shell) [18].
Nanostruktury moga by¢ otrzymywane, jako kombinacja réznego rodzaju materia-
tow dielektrycznych, metali, poiprzewodnikow oraz barwnikow, z ktérych materiat
jednego rodzaju jest rdzeniem, a materiat innego lub tego samego rodzaju tworzy
warstwe [18]. Rdzen nanostruktury wytworzony z jednego materialu, w prezento-
wanym artykule dotyczy to SiO,, jest pokryty cienka warstwa drugiego materiatu,
zazwyczaj metalu szlachetnego, o grubo$ci okoto 1-20 nm (Rys. 2). Otrzymywane
sa rowniez i grubsze warstwy, jednakze ich synteza jest ograniczona gtownie do
uzyskiwania okreslonych wtasciwosci, jak na przyktad zwigkszenie termiczne;j sta-
bilno$ci czastek rdzenia. Pokrywanie materiatu stanowiacego rdzen nanostruktury
jest wykonywane przy uzyciu réznych metod w zaleznosci od typu i wlasciwosci
nanopowtoki [18-23]. Niektére z tych metod zostana omoéwione w dalszej czgsci
artykutu.

Nanostruktury sa wysoce funkcjonalnymi materiatami o wyjatkowych wiasci-
wosciach. Ponadto nanostruktury tacznie wykazuja zmodyfikowane i ulepszone wtas-
ciwosci w poroOwnaniu z wlasciwosciami tworzacych je elementow lub jednosktad-
nikowych nanoczastek o tym samym wymiarze. Wlasciwosci materialow typu rdzen—
—warstwa moga by¢ zmieniane poprzez odpowiedni doboér komponentéw lub
poprzez zmiang stosunku wielko$ci $rednicy rdzenia do grubosci nanowarstwy.

Materiaty te sa rowniez interesujace z ekonomicznego punktu widzenia, zwlasz-
cza gdy mozliwe jest pokrywanie niedrogich rdzeni cienka warstwa bardzo dro-
giego materiatu. Pozwala to ograniczy¢ koszty zwiazane z matym zuzyciem droz-
szego materiatu, przy zachowaniu lub polepszeniu wiasciwosci nanostruktur. Czastki
te znajduja wiele rozmaitych zastosowan m.in. do zwigkszania chemicznej stabil-
noSci koloidow [18, 24], wzmacniania wlasciwos$ci luminescencyjnych uktadow [25],
w inzynierii struktur pasmowych [26], w biosensorach [27, 28], w dozowaniu lekow
[29] itp.
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Rysunek 2. Rézne nanostruktury typu rdzen—nanowarstwa. a) Czastka rdzenia ze zmodyfikowana powierzch-
nig 1 z przylaczonymi czastkami nanowarstwy; b) Czastka a po redukcji metalu na jej powierz-
chni; ¢) Gtadka powloka nanowarstwy metalu na dielektrycznym rdzeniu; d) Kwantowa baniecz-
ka; e) Nanoczastka wielowarstwowa; f) Czastka z ziarnami magnetytu wbudowanymi w meta-
liczna nanowarstwe metalu; g) Nanoczastka z kulkami kwantowymi i magnetycznymi czastkami
wbudowanymi w nanowarstwe metalu; h) Kapsutkowanie bardzo matych czastek metalu w mate-
riale dielektrycznym. Nanoczastki z duza ilo$cia matych czastek, i — metalu oraz j — organicznych
luminoforéw, zatopionych wewnatrz pojedynczej dielektrycznej czastki (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; ¢) 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 rozne sferyczne struktury typu rdzen—warstwa,
w ktorych krzemionka moze by¢ uzyta jako rdzen, jako warstwa lub medium do
zatapiania w nim nanoczastek [ 18]. W rzeczywistosci spotka¢ mozna o wiele wigcej
rozwiazan dotyczacych zaro6wno ksztaltéw (nanopierscienie, nanoprety), jak i spo-
sobu rozmieszczenia komponentow nanowarstw. Nanostruktury, jak na Rysunku 2a,
moga by¢ otrzymywane poprzez modyfikacj¢ powierzchni rdzenia za pomoca dwu-
funkcyjnych czasteczek, do ktérych przylaczaja sig¢ nastepnie male czastki mate-
rialu tworzacego warstwe. Narastanie warstwy matych czastek prowadzi do wytwo-
rzenia pelnej powtoki (Rys. 2¢) [30]. Czastki tworzace rdzen moga by¢ usunigte ze
struktury (tak jak na Rys. 2d) poprzez cieplna kalcynacje lub ekstrakcje¢ za pomoca
odpowiedniego rozpuszczalnika. Do rozpuszczenia krzemionki mozna wykorzysta¢
kwas fluorowodorowy lub roztwor wodorotlenku sodu. Reakcje te prowadza do nano-
struktur typu dziura zwanych réwniez kwantowymi banieczkami (Rys. 2d).

Mozliwa jest rowniez synteza nanostruktur typu core-shell posiadajacych wig-
cej wspolsrodkowych warstw wokot rdzenia, tak zwanych nanostruktur wielowars-



922 B.J. JANKIEWICZ, J. CHOMA, D. JAMIOLA, M. JARONIEC

twowych [31, 32]. Struktury te powstaja w wyniku dalszej modyfikacji nanostruktur
typu core-shell z pojedyncza warstwa (Rys. 2¢), poprzez naniesienie warstwy mate-
riatu rdzenia a nastepnie kolejnej warstwy materiatu powltoki. Czastki o wspotsrod-
kowych warstwach okre$lane sa réwniez jako nanomatrioszki. Struktury tego typu
wykazuja wlasciwosci absorpcyjne wzgledem promieniowania elektromagnetycz-
nego w zakresie od widzialnego do podczerwonego przy odpowiednim doborze
materiatow tworzacych rdzen i warstwe.

Nanoczastki przedstawione na Rysunku 2f sg kolejna modyfikacja struktur poka-
zanych na Rysunku 2c¢. Czastki tego typu sa wytwarzane poprzez nanoszenie nano-
czastek Fe,0, na rdzen przed wytworzeniem ciaglej nanowarstwy [33]. Inny, intere-
sujacy przyklad nanowarstw pokazano na Rysunku 2g, w ktorych to rdzen stanowi
krzemionka, natomiast nanowarstwe krzemionka z wbudowanymi ,,kropkami” kwan-
towymi oraz magnetycznymi czastkami [34]. ,,Kropki” kwantowe oraz magnetyczne
czastki sa wprowadzane do nanowarstwy w procesie zol—zel i musza spetnia¢ okres-
lone kryteria, aby w odpowiedni sposéb wbudowywacé si¢ w strukturg warstwy.
Materiaty tego typu moga znalez¢ zastosowanie w biomedycznych aplikacjach jako
sondy czute na zmiany pola magnetycznego i jednoczesnie majace wlasciwosci lumi-
nescencyjne.

Innym rodzajem nanostruktur typu core-shell sa czastki, w ktorych rdzen sta-
nowia mate czastki (10-50 nm) metali (takich jak ztoto czy srebro), a powtoka jest
jednolita warstwa krzemionki (Rys. 2h). Nanostruktury pokazane na Rys. 2i 1 2j
otrzymywane sa poprzez kapsulkowanie w krzemionce wigkszej ilo$ci metalicz-
nych nanoczastek koloidalnych lub czasteczek zwiazkow organicznych (najczgsciej
luminoforow) [35].

Zasadniczym celem prezentowanej pracy (zaréwno czesci | jak i II) byto omo-
wienie metod otrzymywania nanoczastek krzemionkowych, ich modyfikacji, dalej
metod otrzymywania nanostruktur metaliczno-krzemionkowych typu core-shell
(pokazanych na Rys. 2b i 2¢), charakterystyke ich wlasciwosci oraz mozliwych zasto-
sowan.

1. OGOLNE WIADOMOSCI O NANOSTRUKTURACH
KRZEMIONKOWO-METALICZNYCH

Otrzymywanie nanostruktur typu core-shell moze by¢ realizowane przy uzyciu
wielu metod takich jak: osadzanie [36, 37], polimeryzacja [38], poprzez mikroemul-
sje, odwrocone micele [39-42], kondensacj¢ zol-zel [43], technike adsorpcji war-
stwa-po-warstwie [44, 45] oraz innych [19-23]. Wytwarzanie nanoczastek jest pro-
cesem wieloetapowym i wymaga doktadnej kontroli przebiegu kazdego etapu syn-
tezy w celu otrzymania struktur o pozadanych parametrach (Rys. 3). Kontrola
poszczegolnych etapow syntezy pozwala na otrzymywanie nanostruktur o matej dys-
persji srednic, pozadanym stopniu pokrycia rdzenia nanoczastki metaliczna warstwa,
uniknigcie samodzielnego wytracania si¢ nanoczastek materialu warstwy oraz nie-
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dopuszczenie do koagulacji nanoczastek. Pomimo opracowania wielu metod wytwa-
rzania warstw na powierzchni dielektrycznego rdzenia, kontrola ich grubosci i jed-
norodno$ci wciaz jest trudnym zadaniem.

Wieloetapowa synteza nanostruktur moze by¢ realizowana na co najmniej cztery
sposoby (Rys. 3,4 15). Pierwszy sposob polega na syntezie rdzenia, czyli w naszym
przypadku amorficznej krzemionki, a nastgpnie modyfikacji jej powierzchni naj-
czegsciej za pomoca funkcjonalizowanych organosilanow (Rys. 3). W kolejnym eta-
pie na modyfikowanej powierzchni rdzenia krzemionkowego osadzane sa koloi-
dalne nanoczastki metalu, zazwyczaj ztota. Nanoczastki metalu osadzone na powierz-
chni moga stanowi¢ zarodek dla tworzacej si¢ warstwy (powloki, skorupki — ang.
shell) wytwarzanej przez redukcj¢ jondw metali, bedacych dalszym budulcem war-
stwy. Warstwa moze by¢ rowniez wytwarzana bezposrednio przez redukcjg soli
metalu z pominigciem etapu osadzania koloidalnych nanoczastek metalu (Rys. 3).

funkcjonalizowane
organosilan
s OTE ¥

E
TEOS+NHz;aq sl :gg S § «@mmmss  _SH,NH;-organosilany
Etanol - on = +NH,aq, Etanol
proces Stobera nanoczastka Si0; modyfikowana proces Stobera

nanoczastka Si0;

Jjony metalu [ |
(Au, Ag, etc.),
czynnik nanoczastki

redukujacy metalu
(Au, Ag, etc.)

nanowarstwa nanoczastkimetalu na Si0;
metalu na $i0;

Rysunek 3. Schemat otrzymywania nanostruktur metaliczno-krzemionkowych poprzez funkcjonalizacje
powierzchni rdzenia i osadzanie nanoczastek 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 sa powiazane ze soba pierwszym etapem, w ktérym
to zamiast tetractoksysilanu (TEOS) uzyte sa funkcjonalizowane organosilany
(Rys. 4). Zastosowanie tych zwiazkow pozwala na uzyskanie w jednym etapie rdze-
nia krzemionkowego z modyfikowana powierzchnia. W kolejnych stadiach syntezy
nastgpuje wytworzenie warstwy podobnie jak w metodach omawianych wcze$nie;j,
czyli bezposrednio poprzez redukcj¢ soli metalu lub posrednio poprzez etap osa-
dzania koloidalnych nanoczastek metalu, a nastgpnie redukcje soli tego metalu
(Rys. 4).

Metoda, o ktérej rowniez nalezy wspomniec jest metoda bezposredniego nano-
szenia warstwy metalicznej na niefunkcjonalizowana powierzchni¢ krzemionki
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(Rys. 5). Jedna z metod pozwalajaca na otrzymanie nanostruktur core-shell, bez
wczesdniejszej funkcjonalizacji powierzchni rdzenia, jest metoda kontrolowanego
stracania, w ktdorej synteza nanoczastek materiatu warstwy jest prowadzona w obec-
nos$ci rdzenia. Zhydrolizowany material warstwy osadza si¢ na czastkach rdzenia,
ktore zachowuja si¢ jak nukleofile utatwiajace wytworzenie nanowarstwy. Grubosé
warstwy zalezna jest od st¢zenia reagentow i ilosci czastek rdzenia, na ktérych ma
zosta¢ wytworzona nanowarstwa [18].

R
R
SH,NH;-organosilany  +NHsaq, ‘ R -
Etanol R i
R nanoczastki
metalu
proces Stobera nanoczastka 5i0; (Au, Ag, etc.} !
z modyfikowana nancczastki metalu
powierzchnia na $i0;
redukcja redukcia
jonow Jjondw
merali metalu

metal - 8i0,

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

jony metalu
(Au, Ag, etc.),
czynnik redukujacy
—0H

TEOS = NHzaq _oH
Etanol B Ton
_OH ' o J

proces Stobera nanoczastka 5i0; metal - 5i0;

Rysunek 5. Schemat otrzymywania nanowarstwy metalicznej na rdzeniu krzemionkowym poprzez bezposrednia
redukcje jonow metalu

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

Metody opisane powyzej to metody syntezy nanostruktur sktadajacych sig
tylko z krzemionki jako materiatu rdzenia i metalu badz metali jako materiatu war-
stwy. W praktyce metody te znajduja rowniez zastosowanie w syntezie bardziej zto-
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zonych uktadow, ktorych przyktady pokazano na Rysunku 2, a ktére nie zostaty
szczegblowo opisane w niniejszym opracowaniu.

W dalszej czgsci pracy omowiono poszezegllne etapy syntezy nanoczastek SiO,,
modyfikacje tych nanoczastek, wytwarzanie powtok metalicznych na nanoczastkach
krzemionkowych, a takze wplyw réznych czynnikéw na wlasciwosci strukturalne
w ten sposob otrzymywanych nanomateriatow.

2. OTRZYMYWANIE NANOCZASTEK KRZEMIONKOWYCH

Krzemionka jest bardzo popularnym materiatlem stosowanym jako rdzen w nano-
strukturach, glownie dzigki bardzo korzystnym wlasciwosciom. Do wczesniej omo-
wionych wlasciwosci takich jak: transparentnos¢ w zakresie widzialnym czy che-
miczna bierno$¢, nalezy réwniez dodaé¢ odporno$¢ na koagulacj¢ (niska stata
Hamakera) oraz brak wptywu na reakcje redoks przebiegajace na powierzchni rdze-
nia krzemionkowego [46, 47].

Steryczne nanoczastki krzemionkowe, o $rednicy od 5 nm do kilku mikronow,
moga by¢ otrzymywane za pomoca takich metod jak:

* odwréconych miceli oraz zol-zel [48-53],

* synteza w ptomieniowym reaktorze aerozoli (ang. flame aerosol reactor)

[54-57],

* wysokotemperaturowa hydroliza SiCl, w reaktorze ptomieniowym [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 mtynie kulowym [64],

» ciagta hydrotermiczna synteza mikrofalowa [65],

* samoorganizowanie si¢ nanoczastek krzemionkowych w zasadowych roz-

tworach organicznych i nieorganicznych kationéw [66].

Techniki te pozwalaja na otrzymywanie nanoczastek o okreslonych wymiarach
i dyspersji rozktadu ich wielkosci — wigkszej badz mniejszej w zalezno$ci od zasto-
sowanej metody syntezy. Metoda najczesciej wybierang przez naukowcOw pracuja-
cych z nanoczastkami krzemionkowymi jest metoda zol-zel, a doktadniej metoda
Stobera i jej modyfikacje [48, 67-69]. Procedura opracowana przez Stdbera byla
pierwsza metoda otrzymywania wysoce sferycznych, jednorodnie zdyspergowanych
nanoczastek krzemionkowych o dobrej jakosci, ktore mogty by¢ uzyte miedzy innymi
jako poélprodukt do otrzymywania bardziej zaawansowanych nanomateriatow.
Metoda Stobera jest relatywnie prosta, efektywna i bardzo dobrze sprawdza si¢
w przypadku syntezy duzych czastek krzemionkowych (o $rednicach od setek nm
do kilka pm) [48, 67-69]. Jednakze, w przypadku mniejszych czastek o $rednicach
od 5 do 50 nm wyniki nie zawsze sa zadowalajace.

Typowa procedura otrzymywania nanoczastek krzemionkowych polega na
wymieszaniu etanolu, wody amoniakalnej (jako katalizatora), czgsto malej ilosci
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dejonizowanej wody, a nastepnie szybkie Iub stopniowe wprowadzenie do tej mie-
szaniny tetraetoksysilanu (TEOS, Si(C,H,O),) przy ciaglym mieszaniu. Mieszanie
moze by¢ zastapione uzyciem ultradzwigkow (tazni ultradzwigkowej). W wyniku
zachodzacych reakcji nastepuje hydroliza wiazan Si—O w TEOS, a nastepnie kon-
densacja utworzonych grup hydroksylowych z wytworzeniem sieci krzemionkowej
—Si—O-Si— oraz wody jako dodatkowego produktu reakcji. Nanoczastki krzemion-
kowe otrzymywane metoda Stdbera sa amorficzne, a ponadto w metodzie tej uzys-
kuje sig niewielki rozrzut wymiarow tych czastek (mniejszy od 5%) [70]. Ogolne
rownania reakcji wedtug, ktorych przebiega proces tworzenia czastek krzemionko-
wych przedstawione sa ponizej.

S|(0C2H5)4 +4 Hzo - Sl(OH)4 +4 C2H50H
(1)
Si(OH), — SiO, + 2 H,0

Zelowanie jest skomplikowanym procesem, a jego mechanizm nie jest do kon-
ca poznany. Prawdopodobne reakcje hydrolizy i kondensacji tetraalkoksysilanow
podczas procesu zelowania przedstawiono na Rysunku 6 [71].
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Rysunek 6. Schemat mozliwych reakcji tetraalkoksysilanow [71]
Figure 6.  Scheme of possible reactions of alkoxysilanes [71]
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Procedura Stobera umozliwia kontrolg wymiaru, porowatosci oraz morfologii
wytwarzanych nanoczastek [48]. Poprzez zmiang stosunku TEOS do rozpuszczal-
nika (rozcienczenie), ilosci wody oraz ilosci katalizatora (NH,aq), czyli stgzenia
reagentoOw, mozna kontrolowa¢ wymiary otrzymywanych nanoczastek, ktére
wahaja sig od kilkunastu—kilkudziesigciu nm do kilku pm. Wymiary struktur otrzyma-
nych oryginalnie przez Stobera i in. byly rzedu 0.05-2 pm [48]. Od tego momentu
prowadzono intensywne badania w tej dziedzinie i otrzymywano struktury o roz-
nych wymiarach w wyniku odpowiednich modyfikacji procedury Stobera. Na przy-
ktad Chen [72] otrzymat czastki o wymiarach rzedu 73—730 nm uzywajac stezen
TEOS w przedziale 0,068-0,22 M, natomiast Wang i in. [73] otrzymali czastki
o wielkosci od 20 nm do 880 nm przy st¢zeniach TEOS 0,05- 0,67 M.

Najwigkszy wptyw na strukturg nanoczastek krzemionkowych ma ich glowny
budulec, TEOS. Ogo6lnie zmniejszenie ilosci dodawanego TEOS do mieszaniny
reakcyjnej prowadzi do zmniejszenia wymiaru nanoczastek. Jednym z czynnikoéw
wpltywajacych na jednorodnos¢ nanoczastek jest rowniez jakos¢ TEOS. Odczynnik
ten nalezy przechowywaé w obojetnym $rodowisku, aby uniknaé polimeryzacji
czasteczek TEOS przed synteza, ktéra moze spowodowaé duzy rozrzut wymiarow
nanoczastek. Struktura wytwarzanych czastek jest rowniez zalezna od temperatury
i pH mieszaniny reakcyjnej. Generalnie w nizszych temperaturach otrzymuje si¢
wigksze czastki. Bardzo interesujaca obserwacja jest to, ze kondensacja TEOS
w kwasnym pH prowadzi do wytworzenia makroskopowych materiatow zol—zel,
natomiast w $rodowisku silnie zasadowym reakcja ta zachodzi z wytworzeniem
wysoce jednorodnych kulistych nanoczastek krzemionkowych, stad stosowanie
NH,aq w metodzie Stobera [74].

Ponizej zostana przedstawione i omowione rezultaty niektorych badan uwzgled-
niajacych wplyw roznych czynnikow na wiasciwosci strukturalne nanoczastek krze-
mionkowych w syntezie metoda Stobera. Park i in. [75] opublikowali wyniki badan,
w ktérych mierzono wptyw szybkosci wkraplania mieszaniny TEOS i etanolu,
ilosci TEOS, stezenia NH, oraz temperatury na wielko$¢ nanoczastek oraz rozrzut
ich wymiaréw. Syntezy prowadzone byly z wykorzystaniem zestawu, ktorego sche-
mat przedstawiono na Rysunku 7.

Eksperyment prowadzano w nastgpujacy sposob. Do roztwoéru EtOH/woda/NH,
o okreslonym sktadzie i temperaturze wkraplano z okreslona predkoscia roztwor
TEOS/EtOH. Reakcja prowadzona byla w §rodowisku gazu inertnego (azotu).
Wymiary czastek i ich rozrzut a takze ich ksztatt okreslono na podstawie badan
za pomoca skaningowego elektronowego mikroskopu (FE-SEM) i transmisyjnego
elektronowego mikroskopu (TEM) oraz przy uzyciu laserowego analizatora wiel-
kosci czastek. Wyniki badan Parka i in. zostaty przedstawione w Tabeli 1 [75].
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Rysunek 7. Schemat zestawu do wytwarzania nanoczastek krzemionkowych: 1) taznia wodna, 2) pompa
mikrodozujaca, 3) mieszadto, 4) reaktor, 5) butla z azotem, 6) roztwor EtOH/woda/NH,,
7) roztwor 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/NH, solution; and 7) ethanol/TEOS solu-
tion (after modfication from [75])

Czynnikiem majacym najwigkszy wptyw na formowanie nanoczastek SiO,
wedtug autorow omawianej pracy jest temperatura reakcji, a w dalszej kolejnosci
stosunek molowy wody do TEOS (R =[H,O]/[TEOS]), st¢zenie wody amoniakalnej
(NH,aq) 1 wreszcie szybkos¢ dodawania roztworu TEOS w etanolu. Na podstawie
wynikow badan optymalne warunki syntezy sa nast¢pujace: R = [H,0]/[TEOS]) =
30-55, stezenie roztworu NH,aq 0,2-0,35 mol/l, szybko$¢ wkraplania roztworu
TEOS/EtOH 13-17 cm®/min i temperatura reakcji 55—65°C. Takie warunki reakcji
pozwalaja na otrzymanie nanoczastek krzeminkowych o wielko$ci minimalnej
< 30 nm przy rozrzucie wielko$ci mniejszym od 5 nm. Najmniejsze czastki otrzy-
mane w tych warunkach miaty $rednicg 13 nm.

Tabela 1. Porownanie wynikow badan syntezy nanoczastek krzemionkowych wedtug Parka i in. [75]
Table 1. A comparison of systematic studies on the synthesis of siliceous nanoparticles
according to Park et al. [75]

Warunki syntezy Wyniki
o Sredni .
Lp. Temperatura Szybkos..: NH; wymiar Odchylenie
o H,O/TEOS dozowania 3 standardowe
(°C) 3.1 (mol dm™) czastek
(cm’min ) (£nm)
(nm)
1 15 25 0,6 0,2 70,4 26,5
2 15 25 18 1,0 64,8 11,3
3 70 25 0,6 1,0 38,6 6,5
4 70 25 18 0,2 10,2 6,1
5 15 155 0,6 1,0 236,4 76,1
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation

Warunki syntezy Wyniki
Lo, Szybkosé Sredni Odchylenie
p Temperatura : NH; wymiar
o H,O/TEOS dozowania B standardowe
(°O) 3. (mol dm™) czastek
(cm’min ) (£nm)
(nm)
6 15 155 18 0,2 129,6 7,7
7 70 155 0,6 0,2 21,6 6,3
8 70 155 18 1,0 136,7 80,4
9 42,5 90 9,3 0,6 123,0 2,5
10 42,5 90 9,3 0,6 121,5 32
11 42,5 90 9,3 0,6 1249 3,8
12 42,5 90 9,3 0,6 120,1 2,1

Wplyw stezenia reagentéw wyjsciowych na wymiary nanoczastek krzemion-
kowych badali Beganskiené iin. [76]. W przeprowadzonych eksperymentach wszyst-
kie reakcje przebiegaty w temperaturze pokojowej i przy statej ilosci TEOS. Czyn-
nikami, ktore ulegaty zmianom byly czas reakcji, ilosci wody i NH,, oraz ilos¢
irodzaj rozpuszczalnika organicznego. Wyniki badan Beganskiené i in. zostaty przed-
stawione w Tabeli 2. Na podstawie uzyskanych rezultatoéw autorzy stwierdzili,
ze wymiary czastek maleja wraz z malejaca iloscia wody 1 NH,. Wymiary czastek
wydaja si¢ by¢ zalezne od polarnos$ci rozpuszczalnika. Najmniejsze czastki otrzy-
mano w metanolu, natomiast najwigksze w acetonie. Zmnigjszenie stgzenia NH,
w etanolu pozwolito na otrzymanie czastek o takich samych wymiarach jakie miaty
czastki otrzymane w roztworze metanolu.

Tabela 2. Poréwnanie wynikow badan przeprowadzonych przez Beganskiené i in. [76]
Table 2. A comparison of systematic studies carried out by Beganskiene et al. [76]

Mieszanina reakcyjna
Lp. Rozpuszczalnik: NH; : H,O : TEOS Starzenie (dni) Wymiar (nm)
(stosunki molowe)
1 37,71 :1,10:2,78 : 1,00 13 55-65
2 16,00 : 0,56 : 2,40 : 1,00 13 35-40
3 15,40 : 0,11 : 4,60 : 1,00 13 50-60
4 15,40: 0,11 : 2,40 : 1,00 5 25-35
5 15,40: 0,11 : 2,40 : 1,00 13 35-40
6 9,00 : 0,06 : 2,40 : 1,00 5 <10
7! 23,00:0,11:2,40: 1,00 5 <10
8 16,70 : 0,11 : 2,40 : 1,00 5 35-45
9 17,20: 0,11 : 2,40 : 1,00 5 75-100

Rozpuszczalnik — etanol, ' metanol, 2 2-propanol, * aceton.
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Innym przyktadem badan wplywu réznych czynnikow na wymiar nanoczastek
krzemionkowych jest otrzymywanie nanoczastek o wymiarach 30—1000 nm wedtug
metody Stobera przy uzyciu duzych stezen TEOS. Badania te zostaly przeprowa-
dzone przez Wanga i in. [77]. Nanoczastki krzemionkowe otrzymywane byly
poprzez hydrolizg i kondensacje TEOS w alkoholowym roztworze w obecnosci wody
amoniakalnej. Reakcje prowadzono w izopropanolu przy stezeniu [TEOS] =
0,22-1,24 M, matym stezeniu [NH,] = 0,81 M i stezeniu wody rownym [H, O] =
6,25*[ TEOS]. W celu zbadania wptywu rozpuszczalnika przeprowadzono roéwniez
syntezg przy uzyciu metanolu i etanolu. Procedura polegata na wymieszaniu dejoni-
zowanej wody, NH, 1 izopropanolu (metanolu, etanolu), a nastgpnie wkraplaniu do
tak otrzymanej mieszaniny $cisle okreslonej objgtosci TEOS. Czynnosci te wykony-
wano przy okreslonych temperaturach roztworu i mieszaniu za pomoca mieszadta
magnetycznego. Reakcje prowadzono przez okoto 5 godzin, po czym otrzymane
nanoczastki byly oddzielane od roztworu, przemywane, a nast¢pnie suszone.
Wymiary, morfologia i sktad probek badane byty przy uzyciu skaningowej elektro-
nowej mikroskopii (FE-SEM), rozpraszania swiatta (DSL) i spektroskopii w pod-
czerwieni (FT-IR). Warunki syntezy oraz parametry czastek otrzymanych przez Wanga
i1in. [77] zostaty przedstawione w Tabelach 3 i 4.

Tabela 3. Warunki syntezy i charakterystyka otrzymanych czastek krzemionkowych.
Wyniki uzyskano dla [NH,] = 0,81, [TEOS], [H,0] = 6,25 [TEOS] [77]
Table 3. Synthesis conditions and characteristics of as-prepared silica particles.
Data below were obtained for [NH,] = 0,81, [TEOS], [H,0] = 6,25 [TEOS] [77]

_ Temperatura TEOS Srednica Odchylenie
Lp. Rozpuszczalnik ©C) (mol dm™) czastek standardowe
(nm) (nm)
rozktad
1 2-propanol 20 0,22 30 bimodalny
rozktad
2 2-propanol 20 0,45 275 bimodalny
rozktad
3 2-propanol 20 0,56 403 bimodalny
4 2-propanol 20 0,67 680 50
5 2-propanol 20 0,75 783 42
6 2-propanol 20 0,90 820 33
7 2-propanol 20 1,115 860 25
8 2-propanol 20 1,24 agregacja -
9 2-propanol 5 1,24 930 30
10 metanol 5 1,24 agregacja -
11 etanol 5 1,24 agregacja -
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Tabela 4. Warunki syntezy i charakterystyka otrzymanych czastek 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]

Lp. NH; . H,O . Rozpuszczalnik Srednica Odchylenie
(mol dm™) (mol dm™) czastek (nm) standardowe (xnm)

1 0,15 4,7 2-propanol 445 rozktad bimodalny
2 0,46 4,7 2-propanol 508 75

3 0,61 4,7 2-propanol 783 25

4 0,76 4,7 2-propanol 873 30

5 1,06 4,7 2-propanol 616 agregacja

6 0,61 1.9 2-propanol 218 polidyspersyjnos¢
7 0,61 3,0 2-propanol 313 polidyspersyjno$¢
8 0,61 4,7 2-propanol 783 25

9 0,61 6,0 2-propanol 799 40

10 0,61 9,0 2-propanol 753 50

11 0,61 4,7 metanol 105 agregacja

12 0,61 4,7 etanol 170 50

Na podstawie otrzymanych wynikoéw Wang i in. [77] wyciagngli wnioski, ktore
sa zgodne z wnioskami zaproponowanymi przez innych badaczy [75, 76, 78]. Glow-
nymi czynnikami wplywajacymi na wymiar, strukturg i morfologi¢ nanoczastek krze-
mionkowych sa stezenie TEOS, amoniaku i wody, rodzaj rozpuszczalnika organicz-
nego oraz temperatura prowadzenia procesu. Wang i in. [77] badali wptyw stezenia
TEOS w szerokim zakresie od 0,22 do 1,24 M. Jak pokazano na Rysunku 8 wymiary
czastek wzrastaja wraz ze zwigkszajaca si¢ iloscia TEOS. Ponadto, w przedziale
stezen 0,671,115 M czastki byly jednorodne, a w przedziale 0,22-0,56 M rozrzut
wymiaréw byt bimodalny. Natomiast dla najwigkszego stezenia (1.24 M) i tempera-
tury 20°C obserwowano koagulacje czastek krzemionkowych. Stezenie amoniaku,
ktory miedzy innymi katalizuje reakcje hydrolizy i kondensacji TEOS, odgrywa
istotng rolg. Jak pokazano na Rysunku 8b stezenie amoniaku nie moze by¢ ani za
duze ani za mate. W przypadku zbyt matych st¢zeft NH, wydtuza sig czas reakcji lub
nie tworza sig czastki krzemionki, natomiast przy zbyt duzych stezeniach NH, moze
nastgpowac koagulacja [77]. W procesach zrealizowanych przez Wanga i in. [77]
optymalne stezenie amoniaku wynosito 0,81 M. Podobna zaleznos¢ jak dla amo-
niaku zaobserwowano dla wody. Dla matych stezen woda katalizuje reakcj¢ hydro-
lizy TEOS i wplywa na wzrost wielko$ci czastek, natomiast dla wigkszych st¢zen
rozciencza oligomery i sprawia, ze tworza si¢ mniejsze czastki (Rys. 8). W przy-
padku organicznych rozpuszczalnikow pod uwage nalezy wzia¢ zwiazki badane
w pracach [75-78], tj. metanol, etanol, 2-propanol i aceton. Etanol jest, powszech-
nie uzywany w reakcjach syntezy metoda Stobera. Natomiast jak pokazano w pracy
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[76], metanol powinien by¢ uzywany w celu otrzymania mniejszych czastek rzedu
kilkunastu lub kilkudziesigciu nm. Natomiast, jezeli zamiast metanolu stosuje si¢
etanol w celu otrzymania tak matych czastek, to powinno si¢ dobra¢ odpowiedni
stosunek EtOH i NH,aq. Metanol i etanol nie sprawdzaja si¢ jednak w przypadku
syntezy czastek rzedu kilkuset nm, poniewaz moga prowadzi¢ do koagulacji. Roz-
puszczalnikiem, ktory sprawdzit si¢ dos¢ dobrze zaréwno dla matych [76], jak i dla
duzych czastek jest 2-propanol [77]. Zaleta tego rozpuszczalnika w syntezie duzych
czastek jest jego mata polarnosc¢ oraz efekt steryczny, ktory zapobiega tworzeniu si¢
agregatow [77]. Wplyw temperatury na wielko$¢ tworzonych czastek zostat dobrze
pokazany w pracach [75] 1 [77]. Ogoblnie nizsze temperatury sprzyjaja tworzeniu si¢
wigkszych czastek, jak rowniez ograniczaja ich agregacje.

Podsumowujac, synteza nanoczastek krzemionkowych metoda Stobera wymaga
wiedzy o wptywie pigciu glownych czynnikéw na wielko$¢ czastek, dyspersj¢ ich
wymiardéw i morfologi¢ w celu uzyskania pozadanych struktur. Na Rysunku 9 poka-
zano zdjecia SEM nanoczastek krzemionkowych otrzymanych metoda zol—zel.
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Figure 8.
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Rysunek 9. Zdjgcie SEM nanoczastek krzemionkowych o wymiarach ok. 600 nm otrzymanych metoda
zol-zel
Figure 9.  SEM image of silica particles of about 600 nm obtained by sol-gel method

W syntezie nanoczastek krzemionkowych mozliwym rozwigzaniem jest uzycie
jednej z metod bedacych modyfikacja metody Stobera. Ponizej krotko omoéwiono te
metody.

Metoda Stobera doczekata sig wielu modyfikacji majacych na celu polepszenie
kontroli wymiarow, malej dyspersji i jednorodnej morfologii czastek. Przyktadem
moze by¢ zastosowanie surfaktantow do kontroli morfologii tworzonych nanoczastek
[78]. Inng modyfikacja syntezy Stobera, ktora mozna uzy¢ do syntezy nanoczastek
krzemionkowych jest metoda mikroemulsyjna woda-w-oleju [79]. Wiele badan pro-
wadzono w celu oszacowania wpltywu warunkow syntezy na wymiary i dyspersje
nanoczastek krzemionkowych metoda mikroemulsyjna woda-w-oleju. Badania obej-
mowatly zmiang ilo$ci uzytej wody, wody amoniakalnej, TEOS [80-82] oraz sto-
sunku ilo$ci wody do ilo$ci surfaktanta, ilo$ci surfaktanta do ilo$ci uzytego rozpusz-
czalnika organicznego, itp. [80, 81]. Metoda mikroemulsyjna, sprawdza si¢ wyjat-
kowo dobrze dla czastek o wymiarach 30-60 nm i pozwala otrzymac czastki o mniej-
szej dyspersji wymiarow w poréwnaniu z synteza metoda Stobera. Wada tej metody
jest konieczno$¢ uzywania duzych ilosci surfaktanta, ktérego nadmiar musi by¢ usu-
nigty podczas oczyszczania otrzymanych nanoczastek. Przyktadem zastosowania
metody mikroemulsyjnej moze by¢ otrzymywanie czastek krzemionkowych o wymia-
rach rzedu kilkudziesigciu nanometrow zaproponowane przez Pileniego [83].

Otrzymywanie czastek wigkszych od 1 um moze by¢ realizowane za pomoca
metody narastania ziaren, ktora jest oparta na procesie Stobera. Metoda ta polega na
umieszczeniu matej iloSci czastek SiO,, otrzymanych w procesie Stobera, w alko-
holowym roztworze zawierajacym amoniak i wodg. Do tak otrzymanego roztworu
alkoholowego dodaje si¢ okreslona ilos¢ TEOS, ktory ulega hydrolizie i krzemionka
wytraca si¢ na pierwotnych ziarnach krzemionki znajdujacych si¢ w roztworze powo-
dujac ich wzrost. Konkurencyjny proces tworzenia si¢ nowych czastek jest ograni-
czany poprzez odpowiedni dobdr parametrow reakeji [73, 84, 85].
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Nanoczastki krzemionkowe moga by¢ rowniez otrzymywane poprzez polime-
ryzacj¢ kwasow krzemowych w wodnych roztworach [67, 86]. Metoda ta ro6zni si¢
od metody Stobera mechanizmem tworzenia nanoczastek. Badania za pomoca
jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) przeprowadzone na komercyjnych
nanoczastkach otrzymanych metoda polimeryzacji oraz na nanoczastkach otrzyma-
nych wedhug procedury Stobera w srodowisku kwasnym, pokazaty roznice w ich
budowie. Czastki otrzymane pierwsza z wymienionych metod sa zdominowane przez
monomery i czterofunkcyjne zwiazki, natomiast czastki otrzymane druga metoda
sa zdominowane przez dwu- i trojfunkcyjne czasteczki. Réznice w budowie
widoczne sg rowniez przy poréwnaniu wynikow pomiarow malokatowego rozpra-
szania promieniowania rentgenowskiego SAXS [87]. Zole otrzymane poprzez poli-
meryzacj¢ w srodowisku wodnym przy uzyciu standardowych metod sa catkowicie
zhydrolizowane i narastaty poprzez klasyczne przytaczanie pojedynczych merow,
co skutkuje jednorodnymi czastkami polimerow. Natomiast czastki w metodzie Sto-
bera, wzrastaja poprzez agregacje klastrow 1 zachowuja wewnetrzng fraktalng mor-
fologi¢. Bardziej doktadny opis tych dwoch metod zostal przedstawiony w pracy
Naomi i Halas [67].

Alternatywna metoda syntezy nanoczastek krzemionkowych zostata zapropo-
nowana przez Zawrah i in. [88]. W metodzie tej jako materialy wyjSciowe do syn-
tezy nanoczastek krzemionkowych uzyte zostaly krzemian sodu oraz kwas solny.
W wyniku reakcji prowadzonej w temperaturze 60°C otrzymano amorficzne nano-
czastki krzemionki o §rednicy ok. 25 nm i regularnym sferycznym ksztalcie.

3. MODYFIKACJA POWIERZCHNI NANOCZASTEK
KRZEMIONKOWYCH

Powierzchnia niemodyfikowanych nanoczastek krzemionkowych, ktorych syn-
tezg omawiano wczesniej, pokryta jest glownie grupami silanolowymi (—Si—OH),
ktore sprawiaja, ze jest ona ujemnie natadowana. W zwiazku z tym przylaczanie do
niej ujemnie natadowanych nanoczasteczek ztota jest raczej ograniczone. Sposo-
bem na rozwiazanie tego problemu jest modyfikacja powierzchni krzemionki, ktora
prowadzi do zmiany tadunku powierzchni 1 w konsekwencji pozwoli na przytacza-
nie nanoczastek zlota.

Grupy OH na powierzchni krzemionki umozliwiaja, kowalencyjne przytacza-
nie réznego rodzaju trialkoksyorganosilanow funkcjonalizowanych grupami funk-
cyjnymi takimi jak aminowa (-NH,) czy merkaptylowa (~SH) (Rys. 10). Dzigki
takiej mozliwo$ci wigzania roznego rodzaju grup funkcyjnych mozliwe jest row-
niez przytaczanie wielu r6znych nanoczastek materiatow, wtacznie z nanoczastkami
metali, potprzewodnikéw lub zwiazkow biologicznie czynne. Modyfikatorami moga
by¢ nie tylko organosilany, ale rowniez pojedyncze atomy lub polimery (Tab. 5).
W tym miejscu nalezy réwniez podkresli¢, ze istnieja metody, ktore pomimo ujem-
nie natadowanej powierzchni krzemionki, pozwalaja na przytaczanie do niej nano-
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czastek metali. Jednak problemem w tym przypadku jest nierdwnomierne nanosze-
nie nanoczastek metali na powierzchni¢ krzemionkowa. W przypadku modyfikowa-
nej powierzchniowo krzemionki uzyskuje si¢ zazwyczaj bardzo rownomiernie
naniesienie na t¢ powierzchni¢ nieskoagulowanych czastek metalu. Przylaczanie
modyfikator6w moze by¢ kontrolowane migdzy innymi za pomoca spektroskopii
w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR).

W dalszej czgsci tej pracy oméwiono wyniki badan modyfikacji powierzchni
SiO,, wymieniono najczeSciej stosowane modyfikatory (Tab. 5), a takze wplyw
modyfikacji na dalszy proces tworzenia nanostruktur metaliczno-krzemionkowych
poprzez osadzanie warstwy metaliczne;j.
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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

Modyfikator powierzchni SiO, Wprowadzana grupa funkcyjna
(3-Aminopropylo)trimetoksysilan (APTMS, APS) NH,
(3-Aminopropylo)trietoksysilan (APTES) NH,
N-(2-Aminoetylo)-3-aminopropylotrimetoksysilan (AEAPTMS) NH,
(3-Aminopropylo)dimetylometoksysilan (APMS), NH2
Polietylenoimina (PEI) NH,

Chlorek polidiallilodimetyloammoniowy (PDADMAC), [N(CH3),]"
(3-Mercaptopropylo)trimetoksysilan (MPTS, MPTMS). SH
(3-Mercaptopropylo)trietoksysilan (MPES) SH
(3-Mercaptopropylo)metylodimetoksysilan (MPDMS) SH
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Tabela 5. Ciag dalszy
Table 5. Continuation

Modyfikator powierzchni SiO, Wprowadzana grupa funkcyjna
2-(Difenylofosfino)etylotrietoksysilan (DPPETES) PPh,
Propylotrimetoksysilan (PTMS) CH;
Metylotrimetoksysilan (MTMS), CH;
Metylotrietoksysilan (MTES), CH;
Winylotrimetoksysilan (VTMS) -CH=CH,
Winylotrietoksysilan (VTES) -CH=CH,

APTES + kwas bursztynowy COOH
Chlorek cyny(II) SnCL Sn

W 1998 roku Halas i in. [89, 90] opracowali metodg¢ otrzymywania nanomate-
riatdw typu core-shell poprzez modyfikacje powierzchni nanoczastek krzemionko-
wych za pomoca funkcjonalizowanych organosilandw, przytaczanie do grup funk-
cyjnych nanoczastek ztota, a nastepnie redukcje na tych czastkach wigkszej ilosci
ztota w celu otrzymania ciaglych powtok. Pierwszym zbadanym modyfikatorem byt
organosilan 3-aminopropylotrimetoksysilan (APTMS), za pomoca ktoérego wpro-
wadzano grupy aminowe na powierzchni¢ krzemionki. Nanoczastki ztota przyta-
czaty si¢ do grup aminowych pokrywajac okoto 30% powierzchni krzemionki. Dal-
sza redukcja soli ztota na takich czastkach prowadzita do stopniowego pokrywania
catej powierzchni krzemionki warstwa ztota (Rys. 11).

it
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Rysunek 11. Zdjecia SEM czastek krzemionki pokrywanej stopniowo ztotem poprzez redukcje¢ HAuCl,
(wyniki naszych prac)
Figure 11.  SEM image of silica particles gradually covvered by reduction of HAuCl, (the authors’ reserach)

W tym samym roku Halas i in. [90] opublikowali raport z badan wptywu ré6znych
organosilanéw (APTMS, AEAPTMS, MPTMS, DPPETES i PTMS, Tab. 5) modyfi-
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kujacych powierzchnig SiO, i warunkow osadzania nanoczastek Au, na stopien
i morfologig pokrycia powierzchni SiO, tymi czastkami [90]. Wyniki badan poka-
zaty, ze dyspergowanie nanoczastek ztota w roztworze wodno-alkoholowym prowa-
dzito do tworzenia agregatow o jednorodnych wymiarach i regularnych ksztattach,
osadzajacych sig na modyfikowanej powierzchni SiO,.

Pokrycie powierzchni krzemionkowej nanoczastkami lub klastrami ztota silnie
zalezy od rodzaju grup funkcyjnych przytaczonych do powierzchni krzemionkowe;.
Obydwie hydrofilowe grupy funkcyjne, -NH, i —=SH, mocno wiazaly czastki zlota,
jednak wigksze pokrycie powierzchni nanoczastkami Au obserwowano dla grup
—-NH,. W przypadku dwoch modyfikujacych, hydrofobowych grup funkcyjnych,
—CH, i—PPh,, dla wigkszosci nanoczastek krzemionkowych, nie obserwowano pokry-
wania ich powierzchni nanoczastkami ztota.

Odkrycie Halas i in. sprawito, ze funkcjonalizacja powierzchni krzemionki r6z-
nego rodzaju modyfikatorami jest obecnie powszechnie stosowana i ciagle rozwi-
jana z zamiarem praktycznego stosowania tych nowych nanomaterialéw typu
core-shell. Na przyktad powierzchniowo 1 strukturalnie funkcjonalizowane nano-
czastki krzemionkowe moga by¢ uzywane jako markery w bioanalizie [91] (Rys.
12).
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Rysunek 12. Schemat przytaczania biomolekut do modyfikowanych nanoczastek SiO, 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 pomoca réznego rodzaju
modyfikatorow moze zachodzi¢ jedno- lub dwuetapowo. W jednoetapowym proce-
sie nastepuje jednoczesna hydroliza i kondensacja organosilanu oraz TEOS lub
tylko organosilanu. W dwuetapowym procesie kondensacja organosilandw naste-
puje na uprzednio zsyntetyzowanych nanoczastkach krzemionki. Ponizej oméwiono
sposoby modyfikacji powierzchni krzemionkowej za pomoca najczgsciej stosowa-
nych modyfikatorow.

Modyfikacja nanoczastek krzemionkowych (spos$rod innych nanoczastek) jest
chyba najbardziej rozpowszechniona i najczesciej stosowana [92—105]. Wprowa-
dzenie grup aminowych, jak juz wspomniano, moze zachodzi¢ jednoetapowo, kiedy
przeprowadza si¢ jednoczesna hydroliz¢ aminoorganosilanu oraz TEOS. Natomiast,
typowa dwuetapowa procedura funkcjonalizacji nanoczastek krzemionkowych ami-
noalkilotrialkoksysilanem obejmuje zdyspergowanie, wczesniej otrzymanych, nano-
czastek SiO, w alkoholu, a nastgpnie dodanie organosilanu z grupa aminowa. Dalej
nalezy kilka godzin ogrzewaé (przy ciaglym mieszaniu), kilkakrotnie przemywaé
etanolem w celu usunigcia nieprzytaczonych czasteczek aminoorganosilanu
1 innych zanieczyszczen oraz odwirowywac koncowy produkt. Modyfikacja gru-
pami aminowymi jest procesem wysoce wydajnym i zapewniajacym rownomierne
pokrycie powierzchni nanoczastek krzemionkowych grupami funkcyjnymi. Nano-
czastki krzemionki z grupami aminowymi moga by¢ nastgpnie uzyte do otrzymania
czastek krzemionki z grupami karboksylowymi [106]. Typowa procedura obejmuje
dyspersjg czastek SiO,~NH, w dimetyloformamidzie (DMF), a nast¢pnie dodawa-
nie do tak otrzymywanej mieszaniny roztworu bezwodnika kwasu cynamonowego
w DMF. Oczyszczanie w ten sposob otrzymanych modyfikowanych czastek krze-
mionkowych odbywa si¢ poprzez kilkukrotne ich przemywanie DMF i odwirowy-
wanie.

W identyczny sposéb jak w przypadku aminoorganosilanow, czyli w procesie
jednoetapowym lub dwuetapowym, mozna otrzymywac nanoczastki krzemionkowe
z grupami merkaptylowymi [107]. Przyktadem jednoetapowej syntezy jest otrzymy-
wanie nanostruktur krzemionkowych z grupami SH przy uzyciu MPTMS, MPES
1 MPDMS (Tab. 5) [108]. Ponadto, nanoczastki SiO,~SH moga by¢ przeksztatcane
w grupy SO,H poprzez ich utlenianie za pomoca H,O, w srodowisku kwasnym [109].

Innym rodzajem modyfikatora sa sole cyny, ktore w wyniku reakcji z SiO, tworza
struktury takie jakie pokazano na Rysunku 10. W typowej procedurze nanoczastki
krzemionki dodawane sa do kwasnego roztworu SnCl,, a po zakoficzeniu syntezy
nanoczastki krzemionkowe modyfikowane Sn sa przemywane w celu usunigcia
zanieczyszczen i odwirowywane [110, 111].

Funkcjonalizacja nanostruktur krzemionkowych moze by¢ rowniez realizowana
za pomoca modyfikatorow polimerowych PEI i PDADMAC (Tab. 5) [112, 113].
W obu przypadkach, wedlug autoréw prac [112, 113], modyfikatory wykazuja
lepsze cechy niz APTMS. Nanoczastki krzemionkowe modyfikowane za pomoca
PEI przylaczaja nanoczastki ztota o wymiarach od 13 do 32 nm, podczas gdy czastki
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sfunkcjonalizowane przy uzyciu APTMS nie. Natomiast, nanoczastki SiO, modyfi-
kowane za pomoca PDADMAC wykazuja wigksze i bardziej jednorodne pokrycie,
w porownaniu z APTMS, zaréwno podczas tworzenie zarodkéw jak i tworzenia
nanowarstwy.

PODSUMOWANIE

W tej czgsci pracy omowiono wyniki badan zwiazanych z otrzymywaniem jed-
norodnych, pod wzgledem wymiardéw i morfologii, nanoczastek krzemionkowych.
Nanoczastki te otrzymuje si¢ miedzy innymi w celu wykorzystania ich jako rdzenie
nanostruktur krzemionkowo-metalicznych. Staranne przestrzeganie warunkow syn-
tezy, w tym temperatury, stezenia i szybkosci dozowania reagentow, a takze czasu
reakcji hydrolizy najczesciej tetraetoksysilanu (TEOS) i polimeryzacji tetracdrow
krzemo-tlenowych oraz ilosci stosowanego katalizatora (najczesciej amoniaku)
pozwala otrzymywaé nanoczastki krzemionkowe o oczekiwanych wymiarach
1 matej dyspersji rozktadu.

Omowiono rowniez metody modyfikacji nanoczastek krzemionkowych z punktu
widzenia ich dalszej modyfikacji do preparatyki nanostruktur krzemionkowo-meta-
licznych typu core-shell. Najlepsze wlasciwosci w tym wzgledzie maja hydrofilowe
grupy funkcyjne takie jak aminowa i merkaptylowa przylaczane do powierzchni
krzemionkowej w miejsce grup silanolowych. Natomiast zdecydowanie nie popra-
wiaja w tym wzgledzie wlasciwosci powierzchni krzemionkowej grupy o charakte-
rze hydrofobowym takie jak np. metylowa czy difenylowa. Wiasciwe przygotowa-
nie chemicznej budowy powierzchni nanoczastek krzemionkowych jest warunkiem
koniecznym do odpowiedniego pokrycia tych czastek warstwa metalu w celu otrzy-
mania struktur krzemionkowo-metalicznych o oczekiwanych wiasciwosciach.
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Dr inz. Bartlomiej Jankiewicz urodzit sig w 1980 r.
w Reszlu. Studiowal chemi¢ w Wojskowej Akademii
Technicznej w Warszawie. Stopien doktora uzyskat
w 2008 r. na Uniwersytecie Purdue w West Lafayette,
USA. Aktualnie jest zatrudniony na stanowisku inzyniera
w Instytucie Optoelektroniki Wojskowej Akademii Tech-
nicznej w Warszawie. Jego praca badawcza dotyczyla
dotychczas dwoch dziedzin. Podczas studiow magisters-
kich oraz w pierwszym roku po ukonczeniu studiow dok-
toranckich, w grupie Prof. R. Dabrowskiego zajmowat
si¢ on synteza i badaniem wlasciwo$ci zwiazkdéw ciekto-
krystalicznych. Natomiast, podczas studiow doktoranckich w grupie Prof. Kenttdmaa
na Purdue University zajmowat si¢ badaniem reaktywnosci organicznych rodnikow
w fazie gazowej przy uzyciu spektrometrii mas FT-ICR. Najwazniejszym jego
osiagnigciem jest pierwsza na §wiecie charakteryzacja reaktywnosci organicznych
s,8,s-trojrodnikow. Jego praca naukowa zostata doceniona przez Fundacje¢ na Rzecz
Nauki Polskiej, ktora przyznata mu w roku 2010 stypendium START. W chwili
obecnej jego zainteresowania dotycza nanostruktur plazmonowych do zastosowan
w detekcji zwiazkow chemicznych i materiatéw biologicznych.

Prof. dr hab. inz. Jerzy Choma urodzit si¢ w 1952 r.
w Lublinie. Studiowat chemi¢ w Wojskowej Akademii
Technicznej w Warszawie. Stopien doktora i doktora habi-
litowanego uzyskal odpowiednio w 198111985 r., a tytut
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 gltowne
zainteresowania naukowe dotycza: teoretycznego opisu
adsorpcji pojedynczych gazéw na mikro i mezoporowa-
tych adsorbentach, eksperymentalnego charakteryzowania rownowag adsorpcyjnych
na granicy faz ciato stale—gaz i ciato stale—ciecz, otrzymywania i modyfikacji impreg-
nowanych wegli aktywnych, otrzymywania i adsorpcyjnej charakterystyki wilasci-
wosci strukturalnych i powierzchniowych nanoporowatych uporzadkowanych adsor-
bentow krzemionkowych (MCM-41, MCM-48, SBA-15), otrzymywania i charak-
terystyki wlasciwosci adsorpcyjnych uporzadkowanych mezoporowatych materia-
tow weglowych z wykorzystaniem ,,twardych” i ,,migkkich” matryc. Ostatnio jego
grupa badawcza zajmuje si¢ otrzymywaniem i charakterystyka fizykochemicznych
wlasciwosci nanostruktur krzemionkowo metalicznych.
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z prof. Mieczystawem Jaroncem z Kent State University, Kent, Ohio, USA.

Mgr inz. Dominik Jamiota urodzit si¢ w 1985 r. Studio-
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Wydziale Nowych Technologii i Chemii Wojskowej Aka-
demii Technicznej w Warszawie. W pracy dyplomowe;j
zajmowal si¢ problematyka otrzymywania i zastosowa-
nia spiekow cigzkich wytwarzanych za pomoca syntezy
spaleniowej. Studia ukonczyl z oceng bardzo dobra
w 2009 1.

W 2009 r. rozpoczat studia doktoranckie w Wojsko-
wej Akademii Technicznej w Warszawie pod opieka nau-
kowa prof. dr hab. inz. J. Chomy. Zajmuje si¢ problema-
tyka syntezy i badania wlasciwosci struktur krzemionkowo-metalicznych. Jest wspot-
autorem dwoch artykutéw naukowych.

Prof. dr hab. Mieczystaw Jaroniec urodzit sie w 1949 .
Studiowat chemig na Uniwersytecie M. Curie-Sktodow-
skiej w Lublinie. Stopien doktora i doktora habilitowa-
nego uzyskat odpowiednio w 1976 1 1979 r., a tytut pro-
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0d 1972 do 1991 pracowat na UMCS zaczynajac od asys-
tenta a konczac na stanowisku profesora zwyczajnego.
Od 1991 r. jest profesorem w Zaktadzie Chemii, Kent
State University, Kent, Ohio, USA. Wciaz utrzymuje blis-
kie kontakty naukowe z wieloma o$rodkami w kraju,
o czym moze $wiadczy¢ nadanie mu doktoratéw honoris
causa Uniwersytetu M. Kopernika (2009) oraz Wojskowej Akademii Techniczne;j
(2010). Jego gtowne zainteresowania naukowe dotycza adsorpcji i chromatografii
na granicy faz gaz/ciato stale i ciecz/ciato state, jak rowniez chemii materialow nano-
porowatych ze szczegdlnym uwzglednieniem mikro- i mezoporowatych adsorben-
tow weglowych i zeli krzemionkowych. Obecnie jego grupa koncentruje sig na syn-
tezie (w obecnosci surfaktantow i kopolimeréw blokowych) oraz badaniu wlasciwosci
uporzadkowanych materiatéw mezoporowatych takich jak krzemionki, organokrze-
mionki, wegle, tlenki nieorganiczne o strukturach heksagonalnych (MCM-41, SBA-
15) i szesciennych (MCM-48, SBA-16, FDU-1). Jego obecne zainteresowania kon-
centruja si¢ takze na zastosowaniu materiatow o uporzadkowane;j strukturze porowatej
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w adsorpcji, katalizie, chromatografii, ochronie $rodowiska i innych dziedzinach
w odniesieniu do energii i nanotechnologii.

Jest autorem 1 wspotautorem kilkaset artykutéw naukowych, wspotautorem jed-
nej monografii, wspotedytorem 4 ksiazek nt. nanoporowatych materialow i wspot-
autorem wielu obszernych artykutéw monograficznych. Jego prace naukowe sa czgsto
cytowane przez innych badaczy, o czym swiadczy wysoka warto$¢ indeksu Hirscha,
h =59, oraz wlaczenie go przez ISI do grona ,highly cited” badaczy w dziedzinie
chemii materiatéw (http://isihighlycited.com/). Ponadto prof. Jaroniec jest lub byt
cztonkiem komitetow 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 SiO,-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 aminopropy! 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
Stowa kluczowe: nanostruktury krzemionkowo-metaliczne, synteza, wlasciwosci, charakterystyka, za-

stosowanie
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WSTEP

Otrzymywanie nanostruktur krzemionkowo-metalicznych typu rdzen—warstwa
(rdzen—powloka) (core-shell) moze by¢ realizowane przy wykorzystaniu wielu metod
takich jak: osadzanie, polimeryzacja, poprzez mikroemulsje, odwrécone micele,
kondensacje¢ zol-zel, technike adsorpcji warstwa-po-warstwie [ 1], bezpradowe plate-
rowanie [2], osadzanie chemiczne [3], osadzanie indukowane ziarnami [4], osadza-
nie przy uzyciu ultradzwigkéw [5] oraz innych sposobow. O niektérych z nich wspo-
minano w poprzedniej pracy (czes¢ I). Wytwarzanie nanostruktur jest procesem wielo-
etapowym i wymaga doktadnej kontroli przebiegu kazdego etapu syntezy w celu
otrzymania struktur o pozadanych wlasciwosciach. Kontrola poszczegdlnych eta-
pow syntezy pozwala na otrzymywanie nanostruktur o matej dyspersji Srednic, poza-
danym stopniu pokrycia rdzenia nanoczastki metaliczna warstwa, uniknigcie samo-
dzielnego wytracania si¢ nanoczastek materiatu warstwy oraz niedopuszczenie do
koagulacji nanoczastek. Pomimo opracowania wielu metod wytwarzania warstw na
powierzchni dielektrycznego rdzenia, kontrola ich grubosci i jednorodnosci weiaz
jest trudnym zadaniem. Dlatego interesujacym moze wydawac si¢ przeglad metod
shuzacych otrzymywaniu nanostruktur krzemionkowo-metalicznych o $cisle okreslo-
nych wilasciwosciach z punktu widzenia konkretnego zastosowania. Celem wigc tej
czesci pracy bedzie omdwienie metod otrzymywania, charakteryzacji wtasciwosci
1 zastosowania nanostruktur krzemionkowo-metalicznych.

1. OTRZYMYWANIE METALICZNYCH POWLOK NANOSTRUKTUR
KRZEMIONKOWO-METALICZNYCH

Otrzymywanie powltok metalicznych nanostruktur, jak wspomniano we wstg-
pie czgsci I tej pracy, moze by¢ realizowane na wiele sposobow. Proces ten bedzie
jednoetapowy, gdy do syntezy uzyje si¢ komercyjnie dost¢pnych nanoczastek krze-
mionki oraz jednej z metod bezposredniego osadzania metalu na SiO,. W kazdym
przypadku wybdr odpowiedniej metody, a takze materialu powtoki bedzie uzalez-
niony od pozadanych wtasciwos$ci otrzymywanych nanoczastek. Wybor syntezy jest
rowniez zalezny od rodzaju metalu, ktory chcemy osadzi¢ na krzemionce. Niezalez-
nie od wybranej metody, formowanie metalicznej nanowarstwy jest koncowym eta-
pem procesu syntezy krzemionkowo-metalicznych nanostruktur. Ponizej opisane
zostaty metody wytwarzania metalicznych powlok ztota, srebra, palladu, platyny,
niklu i miedzi na krzemionce.

Ztoto jest obecnie najczesciej stosowanym metalem do wytwarzania nanostruk-
tur. Wynika to przede wszystkim z duzych mozliwos$ci zastosowania nanoczastek
Si0,-Au migdzy innymi w katalizie, chemiczne;j i biologicznej detekeji roznych sub-
stancji, w optoelektronice, w fotonicznych krysztatach, plazmonice i w urzadze-
niach analitycznych wykorzystujacych powierzchniowo wzmocnione rozproszenie
ramanowskie [6—10]. Podobne wlasciwosci do ztotych nanowarstw wykazuja nano-
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warstwy Ag naniesione na nanoczastki SiO,. Nanoczastki krzemionkowo-ztote moga
by¢ otrzymywane migdzy innymi przy uzyciu metody narastania warstw na kolo-
idalnych nanoczastkach ztota osadzonych na krzemionce [11-25], metody wytra-
cania-osadzania [24], poprzez redukcjg jonow zlota na powierzchni SiO, modyfiko-
wanej cyng [2] oraz poprzez osadzanie ztota stymulowane ultradzwigkami [26].

Najczesciej stosowana technika, ktora umozliwia dobra kontrolg zaréwno gru-
bosci powtoki metalicznej, jak rowniez wlasciwosci powierzchniowych jest pierw-
sza z wyzej wymienionych, tj. metoda narastania warstw. W metodzie tej na mody-
fikowane (najczesciej grupami aminowymi) nanoczastki krzemionkowe nanoszone
sa wezesniej przygotowane nanoczastki koloidalnego zlota, ktore oddziatuja silnie
z grupami przytaczonymi do powierzchni krzemionkowej. W przypadku stosowa-
nia 3-aminopropylotrimetoksysilanu (APTMS), jako zwiazku modyfikujacego
powierzchnig nanoczastek krzemionkowych, pokrycie powierzchni koloidalnym zto-
tem wynosi od 25 do 30%. Stopien pokrycia powierzchni jest najprawdopodobnie;j
ograniczony poprzez odpychajace mi¢dzyczasteczkowe oddziatywania kulombow-
skie [27]. Stopien pokrycia powierzchni krzemionki nanoczastkami zlota jest zalezy
od tego, jaki zwiazek byl uzyty do modyfikacji powierzchni SiO,. Dla APTMS
pokrycie waha si¢ od 25 do 30%, podczas gdy uzycie chlorku poli-diallilo-dimety-
loamoniowego (PDADMAC) pozwala na zwigkszenie pokrycia powierzchni nano-
czastkami ztota do 40% [28]. Xue i in. [29] poréwnali zdolnos¢ przytaczania kolo-
idalnego ztota przez APTMS i polietylenoiming (PEI). Polietylenoimina bedaca
zwiazkiem bogatszym w grupy aminowe pozwala na otrzymanie wigkszego i bar-
dziej jednorodnego pokrycia powierzchni niz APTMS. Ponadto, nanoczastki krze-
mionki modyfikowane za pomoca PEI wiaza nanoczastki ztota (13—32 nm), pod-
czas gdy modyfikowane przy uzyciu APTMS juz nie. Westcott i in. [30] badali wpltyw
grup innych niz aminowa na pokrycie powierzchni nanoczastek krzemionkowych.
Podczas gdy grupy funkcyjne: aminowa —-NH, i merkaptylowa —SH, pozwalaja na
pokrycie okoto 1/3 powierzchni nanoczastek krzemionkowych to minimalne pokry-
cie obserwuje sig dla hydrofobowych grup funkcyjnych takich jak: metylowa ~CH,
i difenylofosfinowa (—PPh,) (Rys. 1) [30] .

Rysunek 1. Zdjgcia TEM nanoczastek SiO, po procesie nanoszenia czastek ztota. Nanoczastki SiO, byty
modyfikowane za pomoca (a) AEAPTMS (-NH,), (b) MPTMS (-SH), (c) DPPETES (-PPh,) oraz
(d) model nanostruktury krzemionkowo-ztotej (po modyfikacji z pracy [30])

Figure .  TEM images of silica nanoparticles after deposition of Au nanopartciles. Silica particles were
modified by using (a) AEAPTMS (-NH,), (b) MPTMS (-SH), (¢c) DPPETES (-PPh,) and (d) model
of silica-gold nanostructure (after modification from [30])
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W przypadku gdy istnieje powod, aby zmniejszy¢ stopien pokrycia powierz-
chni krzemionki nanoczastkami ztota, nalezy przy modyfikacji powierzchni uzy¢
mieszaniny organosilanow, z ktérych co najmniej jeden bedzie posiadal grupe silnie
oddziatujaca z nanoczastkami metalu i co najmniej jeden bedzie posiadal grupe
hydrofobowa stabo oddziatlujaca z tym metalem. Przyktadem takiego celowego dzia-
tania s wyniki badan opublikowanych przez Westcott i in. [31], w ktérych do mody-
fikacji zostala uzyta mieszanina 2% wag. 3-aminopropylotrimetoksysilanu (APTMS)
1 98% wag. n-propylo-trimetoksysilanu (PTMS).

Wplyw na pokrycie powierzchni nanoczastek krzemionkowych koloidalnym
ztotem moze mie¢ rOwniez czas starzenia koloidalnego ztota. Park i in. [32] stwier-
dzili, ze koloidalne ztoto, ktore ulegato procesowi starzenia w ciagu jednego tygod-
nia pozwalato uzyskac¢ jednorodne pokrycie krzemionki ztotem. Podczas gdy jedno-
dniowe koloidy ztota dawatly nanostruktury SiO,-Au o nierownomiernym pokryciu
powierzchni. W tym miejscu nalezy wspomnie¢, ze proces starzenia pozwala na
uzyskanie jednorodnych wymiaréw nanoczastek ztota i w wigkszosci opublikowa-
nych wynikow badan jest dtuzszy od tygodnia [15-25]. Wymiary koloidalnych nano-
czastek ztota najczgséciej zawarte sa w przedziale od 1 do 3 nm. Jednak jak pokazano
w pracy [29] przy pewnych pokryciach korzystne jest rowniez uzycie wigkszych
nanoczastek ztota.

Ostatnim etapem po osadzeniu czastek ztota na powierzchni krzemionki jest
wytworzenie nanopowloki ztota. Proces wytwarzania powloki Au polega na reduk-
cji jonow ztota AuCl, na czastkach zlota, co prowadzi poczatkowo do wzrostu ich
wymiaréw a nastgpnie do ich taczenia si¢ na powierzchni nanoczastki krzemionki.
Produktem koncowym redukcji jest powstajaca ciagta, metaliczna warstwa na
powierzchni dielektrycznego rdzenia. Wytworzenie warstwy przebiega zazwyczaj
w ciagu kilku sekund z wydajnos$cia wigksza niz 95% [31]. Przebieg procesu reduk-
cji 1 jego koncowy efekt zalezny jest od stopnia i jednorodnosci pokrycia czastek
krzemionki nanoczastkami ztota, jak rowniez od stezenia redukowanych zwiazkoéw
zlota, a takze od rodzaju i st¢zenia czynnika redukujacego [32]. Odpowiednio ggste
upakowanie czastek ztota na SiO, pozwala uzyskac ciagla i stosunkowo cienka war-
stwe. Stezenie redukowanych zwiazkow ztota wptywa na grubo$¢ warstwy. Nato-
miast wlasciwie dobrany czynnik redukujacy pozwala na otrzymanie powloki odpo-
wiedniej jakosci przy roznej jej grubosci.

Najczesciej stosowanym reduktorami sa formaldehyd [11-22, 33] i borowodo-
rek sodu [23, 24, 34], chociaz redukcjg¢ prowadzono rowniez przy uzyciu chlorowo-
dorku hydroksyloaminy [9], tlenku wegla [35], nadtlenku wodoru [25] oraz cytry-
nianu trisodu [34]. Nanostruktury powstate w wyniku uzycia réznych reduktoréw
nie sa jednakowe. Pokazano to na przyktadzie formaldehydu, borowodorku sodu
1 chlorowodorku hydroksyloaminy [36]. Najcze$ciej stosowany reduktor — formal-
dehyd pomimo, ze ma dobre wlasciwosci redukujace, wymaga dtugich czasow reakcji
i powoduje stracanie duzej iloéci koloidalnego ztota w roztworze. Badania ekspery-
mentalne pokazaty, ze uzycie HCHO dla czastek krzemionki wigkszych od 250 nm
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umozliwia utworzenie powtok w szerokim przedziale grubosci, jednak dla czastek
wigkszych od 400 nm minimalna grubos¢ wynosi ok. 25 nm [36]. Borowodorek
sodu (NaBH,) z drugiej strony reaguje bardzo szybko, jednak podobnie jak formal-
dehyd powoduje stracanie duzej ilosci koloidalnego ztota w roztworze, a dodat-
kowo ulega szybkiemu utlenianiu. W porownaniu tym korzystnie wypada chloro-
wodorek hydroksyloaminy, ktérego szybkos¢ redukcji jest posrednia pomigdzy
wyzej wymienionymi reduktorami, a dodatkowo zminimalizowane jest stracanie
koloidalnego ztota do roztworu. Efektem tego sa mniejsze straty ztota. Chlorowo-
dorek hydroksyloaminy sprawdza si¢ dobrze dla czastek krzemionki o wymiarach
mniejszych od 200 nm. Natomiast przy wigkszych wymiarach czastek SiO, ograni-
czona jest grubo$¢ warstwy wytwarzanej przez ten reduktor. Wazna zaleta stosowa-
nego NH,OH-HCl jest stabilno$¢ produktow jego reakcji. Innym reduktorem, ktory
moze stanowic alternatywe dla formaldehydu jest gazowy tlenek wegla. Uzycie CO
pozwala na otrzymanie cienkiej, jednorodnej powtoki dobrej jako$ci niezaleznie od
czasu starzenia prekursoréw, czego nie osiaga si¢ dla HCHO (Rys. 2) [35].

co
4

hEi e HCHO

— .

Rysunek 2. Schemat tworzenie nanowarstwy ztota na modyfikowanych nanoczastkach krzemionki przy uzy-
ciu tlenku wegla i formaldehydu jako reduktorow [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]

Przyktad optymalizacji wtasciwos$ci nanowarstw poprzez dobor warunkow pro-
wadzenia reakcji: starzenia koloidow zlota, st¢zenia redukowanych soli ztota oraz
ilosci dodawanego czynnika redukujacego — formaldehydu, zostal opublikowany
przez Parkaiin. [32] (Tab. 1). Przy optymalnej ilosci dodanego formaldehydu, zwigk-
szenie st¢zenia redukowanych soli powoduje zwigkszenie grubosci warstwy zlota,
a w konsekwencji powstanie jednorodnej morfologii oraz silniejszego rezonansu
plazmonowego nanowarstwy. Jednak znaczne zwigkszenie st¢zenia redukowanych
soli i/lub czynnika redukujacego w znaczacym stopniu moze zaburzy¢ t¢ korelacjg
w zwiazku z agregacja nanoczastek ztota.
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Tabela 1. Charakterystyka wlasciwosci optycznych nanowarstw zlota otrzymanych dla réznych ilosci
soli zlota i formaldehydu jako czynnika redukujacego (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])

Objgtos¢ | Stezenie

‘ . Tlos¢ Grubos¢ Maksimum .
Srednica roztworu | roztworu Stosunek . . Roéznice
. dozowanego . . warstwy , piku widma .
rdzenia soli soli rdzen / absorbancji
formaldehydu zlota spektralnego a
(nm) 1 zlota ztota (nm) nanowarstwa (nm) (AL)
(ul) m) | (mMm)

185 34 4 0,38 - - 707 0,07
185 13,4 4 0,38 20 9,3 853 0,06
185 34 4 0,38 22 8,6 - -
185 26,8 4 0,38 27 7,0 - -
150 120 3 1,52 28 5.4 813 0,71
150 120 4 1,52 23 6,5 825 0,34
150 120 5 1,52 26 5,7 815 0,67
150 50 4 1,52 14 10,7 964 0,25
150 80 4 1,52 30 5,0 845 0,89
150 120 4 1,52 30 5,0 825 0,81
150 80 4 1,52 - - 856 0,45
110 26,8 4 1,14 - - 699 0,37
110 40 4 1,14 - - 810 0,41
110 53,6 4 1,14 - - 810 0,51
110 53,6 4 1,52 - - 810 0,74
110 67 4 1,52 - - 810 1,06
110 80 4 1,52 28 4,0 811 1,09

*Roznica absorbancji pomigdzy wysokos$ciami pasm plazmonowego rezonansu.
‘-’ oznacza niedostepne (lub niezmierzone) dane eksperymentalne wynikajace z ograniczonej rozdzielczosci SEM i/lub aglomera-
cji nanoczastek ztota.

Park i in. [37] badali réwniez wptyw pH koloidow ztota na tworzenie sig klas-
tréw zlota na modyfikowanych nanoczastkach krzemionkowych. pH koloidéw ztota
W sposob istotny wptywa na morfologi¢ oraz powierzchniowy rezonans plazmo-
nowy. Koloidy ztota o kwasnym pH pozwalaja na osiagnigcie jednorodnego rozto-
zenia czastek zlota na powierzchni SiO,, co pozwala na otrzymanie gtadkich pow-
tok. W $rodowisku zasadowym zachodzi natomiast nierdwnomierne roztozenie
nanoczastek ztota, co niekorzystnie wptywa na morfologi¢ powlok.
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Rysunek 3. Schemat tworzenia nanowarstw zlota na modyfikowanych (A) i niemodyfikowanych (B) nano-
czastkach krzemionki przy uzyciu metody wytracania-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]

Metoda, ktora rowniez moze by¢ uzyta do wytwarzania nanopowlok jest metoda
wytracania-osadzania. Metoda ta pozwala na otrzymywanie nanostruktur SiO,-Au
bez potrzeby wczesniejszej syntezy koloidalnego ztota. Dzigki temu ograniczony
zostaje czas i koszt syntezy w porownaniu do metody wczesniejszego wytracania
koloidalnego zlota a nastgpnie osadzania go na nanoczastkach krzemionkowych.
Metoda ta moze by¢ uzyta do tworzenia nanopowtok ztota zarowno na modyfikowa-
nych jak i niemodyfikowanych nanoczastkach krzemionkowych [24, 38].

Proces wytracania-osadzania opisany przez Kah i in. [38] wymaga ogrzewania
HAuCl, w srodowisku zasadowym w celu otrzymania nanoczastek SiO, z osadzo-
nymi nan czastkami wodorotlenku ztota Au(OH), bez potrzeby ich wczesniejszej
syntezy. Dalej nastgpuje redukcja wodorotlenku zfota przy uzyciu NaBH,. Kah
1 in. [38] badali wptyw pH, temperatury, czasu reakcji oraz modyfikacji powierz-
chni SiO, grupami aminowymi na proces osadzania ztota. Grupy aminowe odgry-
waja w tym procesie istotng rolg, poniewaz umozliwiaja osadzanie nanoczastek
Au(OH),, dzigki czemu polepszaja jednorodnos¢ i ggstos¢ pokrycia nimi powierzchni
krzemionki. Poprzez zmiang pH roztworu HAuCl, oraz czasu reakcji mozliwa jest
kontrola gestosci pokrycia oraz wymiaru ziaren nanoczastek Au(OH),. Najwigksza
gestos¢ pokrycia osiagnigto przy pH = 8. Metoda wytracania-osadzania, jak juz
wspomniano, nie jest ograniczona do modyfikowanych powierzchni SiO, i moze
by¢ uzyta dla nanoczastek SiO, tylko z grupami silanolowymi (bez uprzedniej mo-
dyfikacji). Na podstawie wynikow badan Phonthammachai i in. [24] mozna stwier-
dzi¢, ze metoda wytracania-osadzania pozwala na uzyskanie wysokiej dyspers;ji
nanoczastek ztota zarowno dla SiO, jak i Si0, modyfikowanego za pomoca 3-amino-
propylotrietoksysilanu (APTES) w tej samej temperaturze (65°C), jednak czas
reakcji jest dwukrotnie krotszy dla krzemionki niemodyfikowane;.

Wytwarzanie nanostruktur SiO,-Au moze by¢ rowniez osiagnigte za pomoca
ultradzwickow [39]. Pod wptywem ultradzwigkow w mieszaninie submikronowych
czastek krzemionki, kwasu tetrachloroztotowego HAuCl, i amoniaku w wodzie,
w temperaturze pokojowej i w atmosferze argonu zachodzi redukcja, ktérej produk-
tem jest nanokompozyt krzemionkowo-ztoty. W efekcie tak przeprowadzonego pro-
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cesu otrzymuje si¢ czastki krzemionkowe jednorodnie pokryte nanoczastkami ztota
o wymiarach ok. 5 nm. Zaleta tej metody jest prostota i wydajnosé.

Innym przyktadem syntezy nanostruktur SiO,-Au jest jednoetapowa synteza
przy uzyciu cytrynianu trisodu, jako reduktora. Metoda ta cho¢ tatwa i wygodna
prowadzi do wytworzenia czastek o bimodalnym rozktadzie (24 + 3 and 2943 nm)
[40].

Sio, 5i0, modyfikowana Sn SiO, pokryta Au
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Rysunek 4. Schemat wytwarzania nanostruktur SiO-Au przy uzyciu jonow cyny [2]
Figure 4. Schematic illustration of a formation of silca-gold nanostructures by using Sn ions as modifiers [2]

Ciekawa metod¢ otrzymywania nanostruktur krzemionkowo-metalicznych
zaproponowali Lim i in. [2]. Nanoczastki krzemionki modyfikowano za pomoca
SnCl, (Rys. 4), a nastgpnie redukowano kwas tetrachloroztotowy. Atomy Sn osa-
dzone na powierzchni krzemionki odgrywaly rolg tacznika oraz osrodka nukleacji.
Proces nie wymaga powtarzania etapu pokrywania nanoczastek SiO, warstwa ztota.

Srebro jest drugim po ztocie najczgséciej stosowanym metalem do wytwarzania
nanostruktur. Wynika to z duzych mozliwosci wykorzystywania takich nanostruktur
w zastosowaniach praktycznych. O czgsci tych zastosowan wspominano przy okazji
omawiania nanostruktur SiO,-Au. W poréwnaniu do nanoczastek SiO,-Au, wydaje
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si¢, ze w przypadku srebra zaproponowano wigcej roznych metod wytwarzania na-
nostruktur SiO,-Ag. Nanostruktury krzemionkowo-srebrne typu core-shell moga by¢
otrzymywane miedzy innymi przy uzyciu metody narastania warstw na koloidal-
nych nanoczastkach srebra osadzonych na krzemionce [41-46], poprzez osadzanie
srebra stymulowane ultradzwigkami [47, 48], poprzez redukcj¢ jonéw srebra na
powierzchni SiO, modyfikowanej cyna [49-51] lub poprzez syntezg metoda Tollensa
[52] i innych [53-61].

Metoda narastania z wykorzystaniem nanoczastek srebra lub zlota, znajduje
zastosowanie do wywarzania nanowarstw srebra. Jednak, w przypadku srebra,
nanoczastki nie zawsze sg ze srebra, co ma silny wptyw na rezonans optyczny. Naj-
czgSciej wzrost nanopowtoki ze srebra prowadzony jest na czastkach ztota [41, 43,
45, 46]. Autorzy pracy [41] uzyli koloidow ztota ze wzgledu na tatwosc¢ i niezawod-
no$¢ syntezy z uwzglednieniem wymiaré6w nanoczastek krzemionkowych. Chen
i1in. [43] opisali otrzymywanie wielofunkcyjnych nanostruktur srebra o wlasciwos-
ciach magnetycznych. Czastkami byty koloidy ztota, a reduktorem podczas wytwa-
rzania nanowarstwy byt formaldehyd. Lu i in. w pracy [46] zaproponowali otrzymy-
wanie ciekawych struktur. W pierwszym etapie otrzymali wedhug standardowych
procedur nanoczastki SiO,-Au (z wykorzystaniem modyfikatora APTMS), a nastgp-
nie zamiast bezposrednio tworzy¢ powtoki srebra wokot nanoczastek krzemionko-
wych strukturg SiO,-Au poddali modyfikacji 4-aminotiofenolem (4-ATP). Grupy
merkaptylowe oddziatywaty silnie z czastkami ztota, natomiast grupy aminowe
(w tym dwufunkcyjnym zwiazku) stanowily podtoze do tworzenia warstw srebra
(Rys. 5). Kolejny przyktad otrzymywania nanostruktur krzemionkowo-srebrnych sta-
nowily badania Jackson i Halas [41]. Autorzy opisali otrzymywanie nanostruktur
krzemionkowo-srebrnych trzema metodami: Danschera, Burry’ego i Zsigmondy.
Zmiana reduktora i warunkow reakcji w tych trzech metodach w bardzo istotny
sposob wptywata na morfologi¢ otrzymanych nanostruktur, ktére to zmieniaty si¢
od kolczastej, poprzez chropowata az do gtadkiej powierzchni i otrzymywane byty
z dobra powtarzalno$cia
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Rysunek 5. Schemat wytwarzanie nanoczastek SiO,-Ag [46]
Figure 5. Schematic illustration of SiO,-Ag core-shell nanoparticles [46]
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We wszystkich trzech metodach, narastanie powloki ze srebra odbywato sig na
nanoczastkach krzemionkowych modyfikowanych za pomoca APTMS (z grupami
—-NH,), na ktorych wczesniej, przed osadzaniem srebra, osadzono koloidalne ztoto.
W metodzie Danschera reduktorem jest hydrochinon, podczas gdy roztwor cytry-
nianu i gumy arabskiej (Acacia) stabilizuja jony srebra i spowalniaja kinetyke
redukeji [61]. W rezultacie powstaja duze kolczaste struktury, o szerokim rezonan-
sie plazmonowym, pokrywajace powierzchni¢ krzemionkowa niejednorodna
warstwa. W metodzie Burry’ego czynnikiem redukujacym jest ester propylowy kwasu
galusowego i roztwor NH,aq [62]. W metodzie tej uzyskuje sig struktury z duzymi
agregatami srebra na powierzchni nanoczastek krzemionkowych razem z duzymi
koloidami srebra w roztworze. W metodzie Zsigmondy [63] redukcja jest inicjo-
wana mata iloscia formaldehydu, a nastgpnie w wyniku szybkiego wzrostu pH, wywo-
tanego dodatkiem roztworu NH,aq, redukcja jest przyspieszana. W efekcie tak prze-
prowadzonego eksperymentu otrzymuje si¢ gtadkie nanowarstwy.

Kolejnym przyktadem wytwarzania nanowarstw srebra sa wyniki opublikowane
przez Kim i in. [45.] Ponownie jako rdzen do wytworzenia nanopowtok metalicz-
nych postuzyty nanoczastki krzemionki modyfikowane za pomoca APTMS (z grupa
~NH,) wraz z osadzonymi na nich koloidalnymi czastkami ztota. Nanopowtoki nano-
czastek otrzymywane byly ze ztota, srebra oraz stopu ztota ze srebrem.

APTMS
= )
sio, \zq‘stkisrebra

N33C6H507, A3CGHSO7!

AgNO; AgNO.
b

Struktura SiO,-Ag

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

Przyklady narastania niedomieszkowanych srebrnych powlok na koloidalnym
srebrze opublikowane zostaty przez Jianga i Liu [42] oraz Zhanga i in. [44]. Zhang
iin. otrzymali nanostruktury krzemionkowo-srebrne poprzez funkcjonalizacj¢ krze-
mionki grupami merkaptylowymi, przytaczanie do nich koloidalnego srebra, a nastep-
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nie poprzez redukcje kationéw srebra na powierzchni nanoczastek i narastanie kolej-
nych warstw [44]. Jako reduktor wykorzystano glukoze. Jiang i Liu otrzymali nano-
struktury krzemionkowo-srebrne poprzez naniesienie koloidalnego srebra na krze-
mionke funkcjonalizowana grupami aminowymi [42]. Dalsza stopniowa redukcja
soli srebra za pomoca cytrynianu trisodu doprowadzita do wytworzenia nanostruk-
tury (Rys. 6).

Nanostruktury krzemionkowo-srebrne moga by¢ otrzymywane rowniez za
pomoca innych metod. Jedna z nich jest metoda z wykorzystaniem ultradzwigkow
[47, 48]. Sonikacja mieszaniny submikronowych czastek krzemionki, azotanu
srebra i amoniaku w wodzie, w temperaturze pokojowej oraz atmosferze argonu
1 wodoru (95:5) prowadzi do redukcji jonow srebra na powierzchni nanoczastek
krzemionki [47]. W wyniku tego procesu uzyskuje si¢ jednorodne pokrycie powierz-
chni krzemionki nanoczastkami srebra o wymiarach ok. 5 nm. Dodatkowo zaletami
tej metody sa prostota i duza wydajnos¢. W przypadku tej metody wazne jest prowa-
dzenie procesu w atmosferze beztlenowej, dzigki czemu unika si¢ powstawania na
powierzchni krzemionki mieszaniny srebra i tlenkow srebra.

Innym przyktadem wykorzystania ultradzwigkow jest synteza opisana przez
Ye iin. [48]. W pierwszym etapie tej syntezy wytwarzano nanoczastki srebra i osa-
dzano je na powierzchni nanoczastek krzemionkowych w wyniku redukcji soli
srebra za pomoca dimetyloformamidu (DMF) w obecnoéci poliwinylopirolidonu
(PVP) (Rys. 7). PVP, wedtug opinii autoréw, odgrywa istotna rolg w procesie wytwa-
rzania i osadzania si¢ nanoczastek srebra. W kolejnym etapie nastgpowala redukcja
soli srebra w §rodowisku zasadowym przy uzyciu formaldehydu w wyniku czego
otrzymywano nanopowloke srebra na powierzchni czastek krzemionkowych
(Rys. 7). Zaletami tej metody jest krotki czas reakcji (ok. 30 min) oraz mozliwo$¢
prowadzenia procesu w temperaturze pokojowej.

PVP + DMF + AgNO;
B ——
kilka razy

50,

HCHO + NH,OH + AgNO;

Czgstka SiO, pokryta Ag

Rysunek 7. Schemat wytwarzania nanopowloki Ag za pomoca ultradzwigkow [48]
Figure 7. Schematic illustration of a formation of Ag nanoshell by using ultrasonication [48]

Zastosowanie PVP do syntezy nanoczastek SiO,-Ag, ale juz bez uzycia ultra-
dzwigkow, zaproponowali Deng i in. [49] (Rys. 8). W metodzie tej jony [Ag(NH,),]"
wiaza si¢ z powierzchnia czastek krzemionkowych w wyniku elektrostatycznego
oddziatywania z grupami silanolowymi, a nastgpnie sa redukowane i stabilizowane
przez PVP. Grubo$¢ nanowarstwy srebra moze by¢ kontrolowana poprzez odpo-
wiedni dobor stezenia jonow [Ag(NH,),]".

PVP uzywano podczas syntezy nanopowlok srebra zaproponowanej przez
Zhangai in. [59] (Rys. 9). Wytwarzano koloidalne nanoczastki srebra na powierzchni
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Si0,, poprzez redukcje¢ [Ag(NH,),]” za pomoca KBH, wspomagana przez PVP.
Narastanie warstw srebra prowadzono przy uzyciu HCHO, ktéry redukuje sole
srebra.
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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]
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Rysunek 9. Schemat wytwarzania nanowarstwy Ag metoda Zhanga [59]
Figure 9.  Schematic illustration of a formation of Ag nanoshell by using Zhang method [59]

Synteza nanowarstw srebra moze by¢ réwniez realizowana przy wykorzystaniu
jondéw cyny [50, 51]. W metodzie opisanej w pracy [50] kationy Sn?* sq adsorbo-
wane na powierzchni nanoczastek krzemionkowych, a nastepnie, po doktadnym
wymyciu soli cyny, do roztworu dodawany jest amoniakalny roztwor azotanu srebra
(jony [Ag(NH,),]") (Rys. 9). W wyniku redukcji jonow srebra na powierzchni krze-
mionki tworzy sig cienka warstwa srebra. Proces osadzania srebra moze by¢ powta-
rzany w celu uzyskania bardziej jednorodnego pokrycia srebrem nanoczastek SiO,.
Jednak uzyskanie catkowitego pokrycia powierzchni nanoczastek krzemionki ta
metoda bylto trudne. Pewna modyfikacja tej metody jest sposob zaproponowany przez
Chen i in. [51], w ktérym to zamiast amoniaku uzywa si¢ trietanolaminy (jony
[Ag(TEA),]").

Peterson i in. [52] zaproponowali dwie metody oparte na reakcji Tollensa, ktore
moga by¢ uzyte do wytwarzania nanowarstw srebra. Sa to metody temperaturowo
i stechiometrycznie kontrolowanego wzrostu nanopowtok srebra na powierzchni
nanoczastek krzemionkowych. Kontrola temperatury i stezenia reagentdw pozwala
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na spowolnienie kinetyki reakcji, dzigki czemu preferowane jest wytwarzanie nano-
powtok srebra na nanoczastkach SiO,. Otrzymywane powtloki sa polikrystaliczne,
o duzej granulacji i cechuja si¢ wysoce jednorodnym pokryciem powierzchni krze-
mionkowej. Grubo$¢ otrzymywanych nanowarstw waha si¢ od ~20 do ~140 nm.
Synteza polega na dodawaniu amoniakalnego roztworu azotanu srebra do miesza-
niny nanoczastek krzemionki i czynnika redukujacego — glukozy. Glukoza zaste-
puje w tym przypadku formaldehyd tradycyjnie uzywany w metodzie Tollensa.
Formaldehyd sprawia, ze proces redukcji zachodzi bardzo szybko w wyniku czego
uzyskuje si¢ niejednorodne pokrycie powierzchni oraz obserwuje si¢ znaczng agre-
gacje srebra w roztworze. Glukoza znacznie spowalnia proces redukceji i powoduje,
ze preferowane jest osadzanie si¢ srebra na powierzchni krzemionki, jednak nadal
obserwuje si¢ agregacj¢ czastek Ag w roztworze.

Nanowarstwy srebra moga by¢ tworzone w wyniku micelarnego procesu war-
stwa-po-warstwie. W procesie tym wykorzystuje si¢ adsorpcje na nanoczastkach
wywotana oddziatywaniami elektrostatycznymi i hydrofilowo-hydrofobowymi [53].
Schematyczny przebieg procesu pokazano na Rysunku 10. W procesie tym polie-
lektrolity i nanoczastki okreslonego materiatu nanowarstwy (np. Ag), otrzymywane
sa w procesie odwroconych miceli. Dalej sa stopniowo adsorbowane na powierz-
chni nanoczastek krzemionki w wyniku oddziatywan elektrostatycznych i hydrofi-
lowo-hydrofobowych. W przypadku nanoczastek krzemionki, jako elektrolitu
mozna uzy¢ poli(chlorowodorku alliloaminy) (PAH).

Czastki krzemionki pokryte PAH byty rozpraszane w zawiesinie utworzonej
przez micelarne nanoczastki Ag w hydrofobowym rozpuszczalniku, w tym przy-
padku w izooktanie. Jako surfaktanta uzyto anionowego zwiazku AOT (1,4-bis(2-
-etyloheksoksy)-1,4-dioksobutano-2-sulfonian sodu). W wyniku oddzialywan hydro-
filowo-hydrofobowych (PAH i AOT) micelarne nanoczastki Ag byly adsorbowane
na powierzchni nanoczastek krzemionki pokrytych PAH. Nastgpnie, w celu prze-
prowadzenia powtdrnej adsorpcji PAH, nanoczastki krzemionki z przytaczonymi
do powierzchni micelarnymi nanoczastkami Ag byty dyspergowane w wodnym roz-
tworze PAH. W dalszym etapie nastgpowata adsorpcja PAH na powierzchni zdy-
spergowanych nanoczastek. Proces ten moze by¢ powtarzany wielokrotnie w celu
osiagnigcia odpowiedniej grubosci powtoki. Ponadto mozliwe jest otrzymywanie
powtok wielosktadnikowych. Ostatnim etapem syntezy jest wygrzewanie tak otrzy-
manych czastek w celu usunigcia zwiazkodw organicznych i spiekania nanoczastek,
by ostatecznie uzyska¢ nanostruktury typu core-shell.
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Rysunek 10. Otrzymywanie nanostruktur krzemionkowo-metalicznych w wyniku osadzania micelarnych
nanoczastek Ag na czastkach krzemionkowych [53]

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

Nanostruktury SiO,-Ag moga by¢ rowniez otrzymywane poprzez redukcjg soli
srebra (np. AgNO,) na nanoczastkach krzemionkowych rozproszonych w etanolu
przy uzyciu butyloaminy w podwyzszonej temperaturze (50°C) [54]. Butyloamina
jest bardzo stabym reduktorem dzigki czemu do minimum ograniczone jest tworze-
nie agregatow Ag w roztworze.

Flores i in. [55, 56] przedstawili metodg otrzymywania nanopowtok srebra bez
uzycia substancji wigzacych lub modyfikujacych powierzchni¢ krzemionkowa.
Metoda ta jest oparta na metodzie Stobera otrzymywania nanoczastek krzemionko-
wych (patrz cz¢$¢ 1). Modyfikacja polega na dodaniu do reagentdw uzywanych
w metodzie Stébera (TEOS, NH,, etanol, woda) koloidalnych czastek srebra roz-
proszonych w metoksyetanolu stabilizowanych PVP i cytrynianem trisodu (Rys. 11).
Tak wige w jednym etapie otrzymuje si¢ nanoczastki krzemionki i jednocze$nie
pokrywa si¢ je warstwa srebra. Poprzez zmiang warunkow reakcji mozliwe jest otrzy-
mywanie powlok srebra o roznej morfologii (Rys. 12). Ciagle nanowarstwy otrzy-
mywane byly poprzez dodanie wszystkich sktadnikoéw 1-5 (gérna czesé Rys. 11),
mieszanie ich w temperaturze pokojowej w ciagu 30 min. i przechowywanie tak
otrzymanych nanoczastek. Kolczasta morfologi¢ nanostruktury otrzymano poprzez
dodanie wszystkich sktadnikéw 1-5 (dolna czg$¢ Rys. 11), mieszanie ich w tempe-
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raturze pokojowej w ciagu 15 min., dodanie duzej ilosci nanoczastek srebra i konty-
nuowanie mieszania przez cala noc.

czasmieszania
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Rysunek 11. Pokrywanie krzemionki nanoczastkami srebra przy uzyciu nastgpujacych reagentow: (1) TEOS,
(2) etanol, (3) amoniak, (4) woda, i (5) nanoczastki 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. Rozne morfologie otrzymywanych nanostruktur SiO,-Ag (modelowa i rzeczywiste) [55]
Figure 12.  Different morphologies of as-prepared SiO,-Ag nanostructuers (model and real structures) [55]

Ling i in. [60] opisali otrzymywanie nanopowlok srebra metoda bezpradowego
platerowania przy uzyciu roztworu CuSO,. Wstgpna obrobka nanoczastek krzemion-
kowych roztworem CuSO, pozwolifa na zmniejszenie nanoczastek srebra i ggstsze
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ich upakowanie na powierzchni SiO, w poréwnaniu z do$wiadczeniami, w ktorych
nie uzywano roztworu CuSO,. Wraz ze wzrostem stgzenia CuSO, nanoczastki
srebra tworzyly bardziej zwarte warstwy. Sole srebra w tych eksperymentach reduko-
wane byty za pomoca HCHO, EDTA-2Na i NH,aq jako czynnika kompleksujacego.
Proces bezpradowego platerowania prowadzony byt w roztworze wodnym w obec-
nosci ultradzwigkow, ktore zapobiegaty agregacji czastek krzemionki.

Jak pisano wczesniej tworzenie nanopowlok srebra na powierzchni nanoczas-
tek krzemionki wymaga zazwyczaj do$¢ ztozonych procedur. Wedtug Zhanga i in.
[57] niemodyfikowana krzemionka moze by¢ takze pokrywana warstwa srebra
poprzez zwykla redukcje jonéw srebra w rozcienczonym roztworze etanolu za
pomoca duzej ilosci formaldehydu. W metodzie tej obserwuje si¢ rowniez agrega-
cj¢ koloidalnego srebra. Moze by¢ ono oddzielone od nanostruktur w procesie odwi-
rowania.

Ztoto i srebro, jak juz wspomniano na poczatku tego rozdziatu, sa obecnie naj-
cze$ciej uzywanymi metalami do wytwarzania struktur typu core-shell. Jednak
potencjalne mozliwos$ci zastosowan nanostruktur zachecaja do badan wtasciwosci
innych metali stosowanych w nanostrukturach typu core-shell. Ponizej zostana zapre-
zentowane metody otrzymywania nanopowtok niklu, miedzi, platyny i palladu.
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Rysunek 13. Schemat otrzymywania nanostruktur SiO,-Ni w wyniku bezpradowego platerowania [64]
Figure 13.  Schematic illustration of a formation of SiO,-Ni nanostructures by using electoless plating [64]

Nanostruktury SiO,-Ni otrzymano metoda bezpradowego platerowania nano-
czastek krzemionkowych z przytaczonymi grupami aminowymi (Rys. 13) [64].
W metodzie tej na nanoczastkach krzemionki modyfikowanych za pomoca APTMS
sa chemisorbowane jony palladu, a nastgpnie tak otrzymane kompozyty traktuje si¢
roztworem zawierajacym NiCl,-6H,0, NaH,PO,-H,0, NH,CliNa,C H,O,-2H,0 przy
pH réwnym 8,25. W wyniku procesu bezpradowego platerowania otrzymuje si¢
gladka powloke Ni. W metodzie tej wazna rolg odgrywa zar6wno modyfikacja SiO,
za pomoca APTMS, jak i obecnos¢ Pd na powierzchni nanoczastek krzemionki.
Bezpradowe platerowanie niklem nie zachodzi dla nanoczastek SiO, pokrytych palla-
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dem, ale bez uprzedniej modyfikacji za pomoca APTMS oraz dla nanoczastek SiO,
modyfikowanych za pomoca APTMS, ale nie pokrytych Pd.

Nanostruktury SiO,-Cu otrzymano poprzez pokrywanie powierzchni SiO, nano-
krystaliczna miedzia w procesie utleniania—redukcji [65]. Grubo$¢ warstwy miedzi
kontrolowano poprzez zmiang wielko$ci uzytych nanoczastek SiO,. W metodzie
tej sole miedzi (np. CuSO,) redukowane sa bezposrednio na nanoczastkach krze-
mionki za pomoca Fe jako reduktora.

Wytwarzanie nanostruktur SiO-Pd opisali migdzy innymi Lu i in. [66] oraz
Kim i in. [67, 68]. Metoda zaproponowana przez Lu i in. pozwala rdwniez na otrzy-
mywanie nanostruktur SiO-Pt. W metodzie tej pierwszy etap polega na standardo-
wej syntezie krzemionki modyfikowanej za pomoca APTMS oraz na nanoszeniu na
nig koloidalnego ztota (Rys. 14) [66]. W ten sposob otrzymane nanoczastki traktuje
sig roztworem kwasu askorbinowego i H,PtCl, w celu otrzymania nanostruktur
SiO,-Pt, cho¢ w tym przypadku nalezaloby te struktury opisywac raczej jako
Si0O,-Au/Pt. Nanostruktury SiO,-Au/Pd wytwarzane sa w identyczny sposob przy
czym zrodtem palladu jest roztwor H,PdCl, (PdCI, + HCI + H,0).

Kim i in. [67, 68] otrzymali nanostruktury SiO,-Au/Pd taka sama metoda jak
Luiin. [66]. Nalezy wspomnie¢, ze Kim i in. [68] badali réwniez wptyw zawartosci
Auw nanowarstwie Pd na widmo rezonansu plazmonowego. W zwiazku z tym otrzy-
mali nanopowloki w postaci stopu ztota i palladu o rdznej procentowej zawartosci
tych metali.

HyHN | /NHQ
APTMS Hall M Koloidalne Au
— HN — — NH, —
i “"NH;
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2778 | askorbinowy

HF

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

Podsumowujac ten fragment przegladu literaturowego nalezy stwierdzi¢, ze
badania zwiazane z wytwarzaniem nanopowtok metali na powierzchni nanoczastek
krzemionkowych ciesza si¢ bardzo duzym zainteresowaniem badaczy.
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2. CHARAKTERYZACJA NANOSTRUKTUR
KRZEMIONKOWO-METALICZNYCH

Nanostruktury krzemionkowo-metaliczne sa projektowane i wytwarzane w celu
uzyskania odpowiednich ich wtasciwosci pod katem potencjalnych zastosowan.
Mozliwosci analizy tych wlasciwosci w znacznym stopniu wplywaja na wybor
metod charakteryzacji nanostruktur. Teoretycznie do badan uzyta moze by¢ prak-
tycznie kazda z wielu powszechnie stosowanych technik spektroskopowych i mikro-
skopowych, a dodatkowo uwzglednione moga by¢ na przyktad metody termograwi-
metryczne lub fotoakustyczne. W praktyce wybor metod charakteryzacji nanostruk-
tur, jest zwiazany z tym jakie parametry nanostruktur sa kontrolowane z mysla
o okreslonej aplikacji. Ponizej krotko opisano najczesciej stosowane techniki
badawcze.

Jedna z wazniejszych metod badania nanostruktur typu core-shell jest skanin-
gowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM). Tech-
nika ta polega na ,,bombardowaniu” probki wiazka elektrondéw w wyniku tego
oddzialywania nast¢puje migdzy innymi odbicie elektronow oraz emisja niskoener-
getycznych elektronow wtornych. Wyemitowane lub odbite elektrony sa rejestro-
wane za pomoca odpowiednich detektorow, a wytworzony w ten sposob sygnat prze-
twarzany na obraz powierzchni probki. Na podstawie otrzymanego obrazu mozliwe
jest okreslenie wymiarow ($rednica, rozrzut wymiaréw) oraz morfologii wytwarza-
nych nanoczastek. Badania te mozna przeprowadzi¢ zaréwno na dielektrycznym
rdzeniu — SiO,, jak i na wytworzonych nanostrukturach krzemionkowo-metalicz-
nych. Przyktadowe zdjecie otrzymane za pomoca techniki skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM) dla nanostruktury krzemionkowo-ztotej pokazane jest na
Rysunku 15.

EWT= 200k WO= 1 mm
g = 250,00 K X WC PAN

Rysunek 15. Zdjecie SEM nanostruktury typu core-shell, w ktérej na rdzefi SiO, naniesiono koloidalne ztoto
[69]

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

Mikroskopy SEM moga by¢ dodatkowo wyposazone w detektory pozwalajace
na pomiar nat¢zenia promieniowania rentgenowskiego bedacego jednym z produk-
tow oddziatywania elektronéw z probka. Detektory te pozwalaja na charakterystyke
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nanostruktur przy uzyciu r6znych metod spektroskopowych takich jak: spektrosko-
pia dlugosci fal (ang. Wavelength Dispersion Spectroscopy, WDS) lub energii (ang.
Energy Dispersion Spectroscopy, EDS zwana takze ang. Energy Dispersive X-ray
Analysis, EDX) wzbudzanego promieniowania. W wyniku detekcji promieniowa-
nia przy uzyciu tych wyzej wspomnianych metod otrzymuje si¢ widmo promienio-
wania rentgenowskiego, ktore pozwala migdzy innymi, na uzyskanie informacji
dotyczacej procentowego sktadu pierwiastkowego nanopowtoki. Informacja ta jest
szczegblnie wazna przy otrzymywaniu nanostruktur z dwu- lub wielosktadnikowymi
otoczkami. Przyktadowe widmo EDX nanostruktur typu core-shell z dwusktadni-
kowa nanopowtoka pokazane jest na Rysunku 16 [68].

200 4

Pd
4001

Si
Cu  Au
r
D 4

o 5 10 15

Energia (keV)

llosé zliczen

Rysunek 16. Widmo EDX nanostruktury krzemionkowej z otoczka z mieszaniny ztota 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
iin. [68]. Pokazuja one, ze za pomoca metody EDX mozna okresli¢ sktad pierwiast-
kowy otoczki z bardzo duza doktadnos$cia [68].

Tabela 2. Sktad atomowy nanawarstwy otrzymany za pomocg analizy metoda EDX [68]
Table 2. Atomic composition of nanoshell obtained by EDX elemental analysis [68]

Udziat atomowy (%)

Pd Au
98 +1 2+1
79+3 21+3
64+4 36+4
54+4 46 +4
46+3 54+3
28+ 4 T2 +4

0 99+ 1
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Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy,
TEM) jest kolejna metoda stosowana do charakteryzacji nanoczastek. W metodzie
tej obraz probki wytwarzany jest przez elektrony przechodzace przez probke, ktore
sa rejestrowane za pomoca detektora. Metoda ta stuzy do uzyskiwania identycznych
charakterystyk jak w przypadku SEM, czyli wymiar6w oraz morfologii nanoczas-
tek. TEM pozwala na uzyskanie zdje¢ o duzej rozdzielczos$ci dzigki czemu mozliwa
jest doktadna analiza powierzchni nanoczastek. Przyktadowe zdjecie TEM nano-
struktury SiO,-Au pokazane jest na Rysunku 17 [69].

Rysunek 17. Zdjecie TEM nanoczastki krzemionkowej nieregularnie pokrytej nanoczastkami ztota [69]
Figure 17. TEM image of a silica particle with irregular coating of gold nanoparticles [69]

Rzadziej stosowanymi pomiarami sa pomiary dynamicznego rozpraszania
czastek (ang. Dynamic Light Scattering, DLS) stuzace do mierzenia $rednich
hydrodynamicznych $rednic otrzymywanych nanoczastek [45]. Metoda ta polega
na oswietlaniu monochromatyczng wiazka $wiatta (np. lasera) roztworu zawieraja-
cego sferyczne czastki poruszajace si¢ ruchami Browna. Gdy wiazka §wiatta oddzia-
tywuje z poruszajacymi si¢ czastkami ulega ona efektowi Dopplera, ktory powoduje
zmiang¢ dlugos$ci padajacej fali. Zmiana ta jest zalezna od wielkosci czastki. Poprzez
pomiar wspotczynnika dyfuzji i wykorzystanie funkcji autokorelacyjnej mozliwe
jest obliczenie rozrzutu wielkosci kulistych czastek i okreslenie ich ruchu w osrodku.

Alternatywa dla TEM, SEM oraz DLS jako metod charakteryzacji nanoczas-
tek, moze by¢ wykorzystanie metody badania zmegtnienia zaproponowanej przez
Khlebtsova i in. [70] Metoda ta wedlug autoréw pozwala na wyznaczenie wymia-
rOw nanoczastek, ich stezenia oraz wspdtczynnika zatamania Swiatla przy uzyciu
jakiegokolwiek komercyjnie dostgpnego spektrofotometru.

Metoda proszkowej dyfraktometrii rentgenowskiej (ang. Powder X-ray Diffrac-
tion, PXRD) stosowana jest w przypadku wytwarzania powlok wielosktadnikowych
w celu potwierdzenia wystgpowania poszczegolnych sktadnikéw nanopowtoki, ana-
lizy whasciwosci strukturalnych i sktadowych wytworzonej nanowarstwy. Metoda
ta polega na rejestracji obrazow dyfrakcyjnych promieni rentgenowskich probek
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polikrystalicznych (proszkéw). Przyktadowe widma XRD czystych nanowarstw ztota
i palladu, ich mieszaniny oraz stopu przedstawione sa na Rysunku 18 [68]. W przy-
padku nanoczastek krzemionkowych zastosowanie znalazta rowniez matokatowa
dyfraktometria rentgenowska (SAXS), ktéra pozwala na okreslenie ich struktury
i jednorodnosci [71].

Struktura nanoczastek krzemionkowych, a doktadniej stopien modyfikacji ich
powierzchni, moze by¢ rowniez badany za pomoca magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) [72].
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Rysunek 18. Widmo XRD nanopowlok z czystego ztota, mieszaniny nanoczastek czystego ztota i z czystego
palladu w stosunku 1:1, nanoczastek ze stopu ztota i palladu (1:1) oraz nanopowtok 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 nanopowtok w plazmonice sg $cisle powiazane z ich wlasciwos-
ciami optycznymi, migdzy innymi z absorpcja promieniowania elektromagnetycz-
nego i okreslaniem plazmonowego rezonansu powierzchniowego (ang. Surface
Plasmon Resonance, SPR). Jak pokazano na Rysunkach 19 i 20 wtasciwos$ci optyczne
sq silnie uzaleznione migdzy innymi od ilo$ci (grubos$¢ powtoki — Rys. 19, zmiana
sktadu — Rys. 20) i rodzaju metalu stanowiacego otoczke metaliczna [21,68]. Bada-
nia wlasciwosci optycznych nanoczastek krzemionkowo-metalicznych wykonuje si¢
zazwyczaj w przedziale od 200 do 1000 nm na nanoczastkach zdyspergowanych
w wodzie i umieszczonych w kwarcowych komaérkach pomiarowych [21, 68]. Spek-
troskopowa metoda, ktora rbwniez pozwala na pomiar plazmonowego rezonansu
powierzchniowego jest spektroskopia fotoakustyczna (ang. PhotoAcoustic Spectro-
scopy, PAS). Metoda ta jest mniej rozpowszechniona niz spektroskopia absorpcyjna,
ajej uzycie do pomiaru plazmonowego rezonansu powierzchniowego matych nano-
czastek ograniczone jest do pojedynczych pikow [47] (Rys. 21).
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Rysunek 19. Widma ekstynkcji UV-Vis-NIR wodnych roztworéw nanostruktur SiO,-Au o réznej grubosci

Figure 19.

warstwy; (a) nanoczastki SiO, z grupami aminowymi bez warstwy Au, (b)—(i) nanosktruktury
SiO,-Au od najcienszej do najgrubszej warstwy ztota [21]

UV-Vis-NIR spectra of aqueous solutions of SiO,-Au nanostructures having different shell thick-
ness; (a) SiO, particles with amine groups and without Au layer, (b)—(i) SiO,-Au nanostructures
from thinnest to thickest gold shell [21]
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Rysunek 20. Widma UV-Vis nanowarstw ztota, palladu oraz stopu ztota i palladu dla wzrastajacych ilosci

Figure 20.

palladu [68]
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 nanoczastek srebra osadzonych na nanoczastkach krze-
mionkowych [47]
Figure 21.  Photoacoustic spectrum of silver crystalline nanoparticles deposited on silica particles [47]

Metody spektroskopowe stosowane do charakteryzacji nanoczastek krzemion-
kowo-metalicznych obejmuja rowniez spektroskopie w podczerwieni (Rys. 22 123)
i spektroskopig ramanowska (Rys. 24). Najczgsciej jednak do charakteryzacji nano-
czastek modyfikowanych powierzchniowo organosilanami wykorzystywana jest
spektroskopia w podczerwieni (FT-IR) [45,73]. Wowczas metodg FT-IR stosuje si¢
do kontroli procesu modyfikacji nanoczastek krzemionkowych [45, 73]. Spektro-
skopi¢ ramanowska stosuje si¢ w przypadku bardziej ztozonych uktadow. W celu
wzmocnienia sygnalu ramanowskiego realizowany jest proces przylaczania nano-
czastek Si0,-metal do okreSlonych zwiazkow (ang. Surface Enhanced Raman Scat-
tering, SERS). Podobne rozwigzanie moze by¢ stosowane w spektroskopii IR
(ang. Surface Enhanced IR Absorption, SEIRA). Warto podkresli¢, ze nanostruk-
tury SiO,-metal znacznie wzmacniaja sygnal w SERS, podczas gdy same daja syg-
nat raczej o niskiej intensywnosci (Rys. 24) [74].
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Rysunek 22. Widma FT-IR dla niemodyfikowanych i modyfikowanych (za pomoca APTMS) czastek krzemionki
[45]
Figure 22.  FT-IR spectra of unmodified and modified with APTMS silica particles [45]
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Rysunek 23. Widmo FT-IR czastek krzemionkowych niemodyfikowanych (a), modyfikowanych za pomoca
3-glycidoksypropylotrimetoksysilanu (GPTMS, -CHCH,O- SiO,) (b), modyfikowanych przy
uzyciu GPTMS i pokrytych Au (SiO,-Au) [73]

Figure 23.  FT-IR spectra of silica particles: unmodified (a), modified with 3-glycidoxypropyltrimetoxysilane
(GPTMS, -CHCH,0- SiO,) (b), modified with GPTMS and covered with Au (SiO,-Au) [73]
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Rysunek 24. Widmo Ramana wodnego roztworu 10 mM p-merkaptoaniliny w obecnosci nanostruktur krze-
mionka-ztoto o stezeniu 5 x 10® mL™!' (gérne widmo). Widmo ramanowskie z transformacja
Fouriera zawiesiny nanostruktur krzemionka-ztoto (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 x 10® mL™ (top spectrum). Raman spectrum with Fourier
transform of silica-gold nanostructures in aqueous phase [74]

Wsrod metod charakteryzacji nanoczastek krzemionkowo-metalicznych wymie-
nianych w literaturze znajduja si¢ rowniez metody za pomoca, ktorych bada si¢
wlasciwosci termofizyczne nanoczastek, jak skaningowa kalorymetria roznicowa
(ang. Differential Sanning Calrimetry, DSC) (Rys. 25) i analiza termograwimetryczna
(ang. Thermogravimetric Analysis, TGA) (Rys. 26) [45, 47]. Metody te pozwalaja
na pomiar zmian zachodzacych w probce pod wptywem dostarczanej energii ciep-
Inej. DSC dostarcza migdzy innymi informacji o cieple przemian fazowych, cieple
wlasciwym substancji oraz pozwala na dokonanie analizy fazowej. TGA jest
metoda pokrewna z DSC i dostarcza dodatkowych informacji na temat zmian masy
danej substancji w zaleznos$ci od zmian temperatury lub od czasu. Techniki te pozwa-
laja na charakteryzacje zarowno modyfikowanych nanoczastek krzemionkowych,
jak 1 nanostruktur krzemionkowo-metalicznych.
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Rysunek 25. Widmo DSC submikronowych czastek krzemionkowych pokrytych nanoczastkami srebra [47]
Figure 25. DSC spectrum of submicron silica particles covered with silver nanoparticles [47]
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Rysunek 26. Analiza termograwimetryczna (TGA) niemodyfikowanych i modyfikowanych za pomoca APTMS
nanoczastek krzemionki [45]
Figure 26.  Thermogravimetric analysis (TGA) of unmodified and modified with APTMS silica particles [45]

Podsumowujac ten fragment przegladu literaturowego nalezy podkresli¢, ze do
charakteryzacji wlasciwos$ci fizykochemicznych nanostruktur krzemionkowo-meta-
licznych wykorzystywane sa réznorodne techniki badawcze, w tym: elektronowe,
spektroskopowe, optyczne, adsorpcyjne, termograwimetryczne i inne. Kazda nowa
metoda badawcza moze by¢ z powodzeniem stosowana w celu analizy wymiaru
nanoczastek rdzenia krzemionkowego, chemicznej budowy powierzchni tego rdze-
nia, grubosci, sktadu fazowego 1 iloSciowego nanowarstwy metalicznej pokrywaja-
cej ten rdzen oraz tacznych wlasciwosci nanostruktur krzemionkowo-metalicznych.
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3. ZASTOSOWANIE NANOSTRUKTUR
KRZEMIONKOWO-METALICZNYCH

Nanostruktury typu core-shell, jak juz wspomniano, sa wysoce funkcjonalnymi
materiatami o wlasciwosciach istotnie rozniacych si¢ od wlasciwosci tworzacych je
sktadnikow. Wiasciwosci tych nanostruktur moga by¢ modyfikowane pod katem
konkretnych aplikacji poprzez odpowiedni dobor materiatow, z ktorych sig skta-
daja, a takze poprzez zmiang stosunku $rednicy rdzenia do grubo$ci nanowarstwy.
Modyfikacje moga réwniez polegaé¢ na wbudowywaniu w rdzen lub w nanopowtoke
réznego rodzaju zwiazkow lub struktur, a takze na tworzeniu wielowarstwowych
nanopowtok (nanomatrioszek) lub przytaczaniu do powloki zwiazkow chemicznych
o okreslonych wtasciwosciach. Jezeli pod uwagg zostana wzigte wszystkie mozliwe
i znane kombinacje struktur typu core-shell to mozliwosci ich zastosowan, jak si¢
wydaje, sa ogromne. Posrdd wielu aplikacji wyr6zni¢ mozna: wykorzystanie nano-
struktur typu core-shell jako znacznikow w diagnostyce fluorescencyjnej [75],
w katalizie [76], w celu ochrony przed fotodegradacja [77], wzmocnienia fotolumi-
nescencji [78], w wytwarzaniu krysztalow fotonicznych [79-81], w wytwarzaniu
biopotaczen [82, 83], w celu zwigkszenia trwatosci chemicznej i koloidalnej [84,
85], w dozowaniu lekow [86] i1 nanolaserach bazujacych na spaserach [87] itp.

W prezentowanej pracy skoncentrowano si¢ prawie wylacznie na analizie otrzy-
mywania i badania wtasciwosci nanostruktur zbudowanych z nanoczastek krzemion-
kowych (jako rdzenia) oraz metalicznej nanopowloki Au, Ag, Ni, Cu, Pd, Pt oraz ze
stopéw lub warstw bimetalicznych Au-Ag, Au-Pd i Au-Pt. W zwiazku z tym, poni-
Zej zostana zaprezentowane najwazniejsze obecne i potencjalne zastosowania nie-
ktorych z wymienionych nanostruktur. Opis aplikacji powigzano z krotkim opisem
wlasciwosci, ktére sprawiaja, ze dane struktury moga by¢ wykorzystane w okreslo-
nej dziedzinie.

Chyba najwazniejsza wlasciwos$cia nanostruktur jest zdolno$¢ absorbowania
lub rozpraszania promieniowania elektromagnetycznego w zakresie widzialnym
i podczerwieni, teoretycznie o dowolnej dugosci fali, nie absorbowanych przez natu-
ralnie wystgpujace materialy. Zakres dlugosci fal moze by¢ modyfikowany pod
katem okres$lonej aplikacji poprzez odpowiedni dobér materiatow oraz wytwarza-
nie struktur o okreslonych wymiarach i proporcjach $rednicy rdzenia do grubosci
nanowarstwy. W przypadku zastosowan nanostruktur w zywych organizmach naj-
odpowiedniejszym zakresem promieniowania jest bliska podczerwien w przedziale
dhugosci fali 800-1200 nm. Mozliwe jest rowniez wytworzenie nanostruktur absor-
bujacych promieniowanie elektromagnetyczne w waskim wycinku tego pasma na
przyktad od 700 do 900 nm. W tym przedziale promieniowanie nie jest absorbo-
wane ani przez wod¢ znajdujaca si¢ w tkankach, ani przez hemoglobing krwi ani
przez melaning w skorze, dzigki czemu unika si¢ uszkadzania tkanek otaczajacych
komorki ze zgromadzonymi w niej nanostrukturami. Absorbowanie lub rozprasza-
nie $wiatla przez nanostruktury znalazto zastosowanie gtdéwnie w biologii i medycy-
nie, do wizualnej detekcji oraz leczenia r6znych choréb np. raka. W zaleznosci od
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rodzaju uzytej nanostruktury i jej wlasciwosci absorbowania-rozpraszania promie-
niowania mozliwe jest lokalne ogrzewanie tkanek rakowych w celu ich zniszczenia,
odbijanie $wiatta w celu poprawy ich zobrazowania lub realizacja obu tych proce-
sow rownoczesnie w dos$¢ szerokim zakresie dtugosci fal. W tym miejscu nalezy
wspomnie¢ o zjawisku powierzchniowego rezonansu plazmonowego (ang. Surface
Plasmon Resonance, SPR), ktore sprawia, ze nanostruktury metali takich jak ztoto
czy srebro posiadajace takie wlasciwosci mozna réznie wykorzystywac. Nalezy jed-
nak podkresli¢, ze zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmonowego w zakre-
sie widzialnym, wérod metali obserwowane jest tylko dla ztota, srebra i miedzi [88].
Jedynie te metale moga wigc znalez¢ zastosowanie w aplikacjach optycznych.

Absorbowanie-rozpraszanie $wiatla wykorzystywane jest w wizualnej detekcji
potaczonej z terapia fototermiczna, czyli niszczeniem komorek chorych lub rako-
wych za pomoca energii cieplnej. Metoda ta wymaga przytaczania do powierzchni
struktur typu core-shell przeciwciat specyficznych dla danych choréb. Powoduje to,
ze funkcjonalne nanostruktury wprowadzone do organizmu, moga zlokalizowaé
i przytaczy¢ si¢ do chorych komorek. Dzigki temu mozna zobrazowac miejsca zmie-
nione chorobowo. Chore komoérki sa nastgpnie niszczone energia cieplna pocho-
dzaca z naswietlania nanoczastek promieniowaniem o odpowiedniej dtugosci fali.
Zaleta tej metody jest ograniczone niszczenie zdrowych komoérek w przeciwien-
stwie do chemioterapii czy radioterapii. Wynika to z selektywnej absorpcji promie-
niowania przez nanostruktury metaliczno-krzemionkowe oraz mniejszej mocy wyma-
ganej do zniszczenia komoérek chorych niz zdrowych.

Wazna biomedyczna aplikacja nanostruktur jest wykorzystywanie ich w proce-
sie dozowania lekow. Nanostruktury z enzymami i przeciwcialami przytaczonymi
do powierzchni nanowarstwy lub zatopionymi w rdzeniu umieszczane sa w niskoto-
pliwej matrycy polimerowej (np. N-izopropyloakryloamidzie (NIPAAm) Iub akry-
loamidzie (AAm)). Temperatura topnienia stosowanych polimerow jest nieznacz-
nie wigksza od temperatury ciata ludzkiego. Naswietlanie takich struktur promie-
niowaniem o dtugo$ciach rezonansowych nanostruktur, powoduje degradacje
matrycy polimerowej i uwolnienie leku w pozadanym miejscu.

Zaréwno w wizualnej detekcji, fototerapii jak i aplikowaniu lekow, niezbgdna
jest modyfikacja powierzchni nanoczastek typu core-shell w celu uzyskania poza-
danego efektu. Przylaczanie odpowiednich biomolekut, zazwyczaj przeciwciat,
pozwala migdzy innymi na wykonanie testow immunologicznych utatwiajacych
wykrycie roznych analitow [89], komorek rakowych [90, 91], antyciat [82] i mikro-
organizmo6w [83]. Detekcja biomolekut, ktdra jest czuta, rzetelna i szybka, odbywa
si¢ poprzez monitorowanie zmian w widmach ekstynkcji w zakresie UV-Vis. Przy-
ktadem zastosowan nanostruktur w biodetekcji moze by¢ wykrywanie obecnosci
bakteriii E. Coli w wodzie za pomoca nanoczastek SiO,-Ag z przytaczonymi prze-
ciwciatami [83]. Niemodyfikowane nanoczastki SiO -Ag moga by¢ natomiast uzyte
do detekcji jonow metali cigzkich, o toksycznych wlasciwos$ciach, takich jak Cd,
Hg lub Pb, w wodzie [92]. Te same nanostruktury krzemionkowo-srebrne moga by¢
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uzyte do wzmocnienia sygnatu w SERS, jak to pokazano na Rysunku 27 dla
4-aminobenzenotiolu (4-ABT) [93].

Intensywnosc (j. u.)

500 1000 1500 20001
Przesuniecie Ramana (cmt)

Rysunek 27. Widma Ramana 4-aminobenzenotiolu (4-ABT): (a) 5 x 10~ mol/L, bez nanostruktur SiO,-Ag;
(b) 5 x 10 mol/L, z nanostrukturami SiO,-Ag; (c) 5 x 10~ mol/ L, z nanostrukturami SiO,-Ag;
(d) 5 x 10* mol/L, z nanostrukturami SiO,-Ag ; (¢) 5 x 10 mol/L, z nanostrukturami SiO,-Ag
[93]

Figure 27. Raman spectra of 4-aminobenzene-1-thiol (4-ABT): (a) 5 x 10~ mol/L, without SiO,-Ag nano-
structures; (b) 5 x 10°® mol/L with SiO,-Ag nanostructures; (¢) 5 x 10~ mol/L, with SiO,-Ag
nanostructures; (d) 5 x 10* mol/L, with SiO,-Ag nanostructures; (¢) 5 x 10~ mol/L, with SiO,-Ag
nanostructures [93]

Wazna wlasciwoscia srebra, a wlasciwie koloidalnego srebra jest wykazywanie
silniejszego i ostrzejszego rezonansu w poréwnaniu ze ztotem, ktoéry ponadto wyste-
puje przy krétszych dtugosciach fal. Dzigki temu istnieje mozliwos¢ kontrolowane-
g0 sterowania rezonansem, poprzez zmiang geometrii nanowarstwy, w szerszym
zakresie widmowym w poréwnaniu z nanokompozytami ztota [94].

W zastosowaniach biomedycznych waznym czynnikiem jest biokompatybil-
no$¢ [95]. Bardzo dobra biokompatybilnoscia charakteryzuja si¢ Au, Pt i Pd, nato-
miast slabsza Ag. Biokompatybilno$¢ jest jednym z powodow, dla ktorych najcze-
$ciej uzywanymi metalami do syntezy nanostruktur pod aplikacje biomedyczne obej-
mujace migdzy innymi biodetekcjg, terapig réznych chordb oraz dawkowanie
lekow sa ztoto i srebro [86, 87, 89, 90, 96-99]. O przyktadach zastosowan nano-
czastek srebra wspomniano powyzej, natomiast w dalszej czesci artykulu pokazane
zostang obecne i potencjalne aplikacje nanostruktur zbudowanych z innych metali.

Zredukowane ztoto tworzace nanopowtoke¢ charakteryzuje si¢ odpornoscia na
korozjg i wysoka biokompatybilnosécia. Cechy te sprawiaja, ze ztoto jest chyba naj-
czgSciej stosowanym i najwazniejszym metalem z punktu widzenia aplikacji bio-
medycznych, ale nie tylko. Obecne i przyszle zastosowania nanostruktur ze ztota
obejmuja migdzy innymi fototermiczng terapi¢ raka i innych choréb [91, 100-106],
wizualizacj¢ biologiczna (jak na przyktad optyczna tomografia koherencyjna
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[101,107-109]), kontrolowane uwalnianie lekow [103, 110, 111], powierzchniowo
wzmacniang spektroskopi¢ Ramana (SERS) i w podczerwieni [112-116], wygasza-
nie reakcji utleniania polimeréw o uktadach sprzezonych [117], tworzenie nano-
platform dozowania lekow [118], wzmocnienie fluorescencji stabych emiterow
czasteczkowych [119] oraz wykorzystanie w materiatach z przerwa fotoniczna [9].

Wigkszo$¢ wymienionych do tej pory aplikacji nanostruktur wiazata si¢ z ich
wlasciwosciami optycznymi, zaleznymi od materiatow, z ktorych zostaty zbudo-
wane oraz ich wymiarami. Nalezy wspomnie¢, ze rowniez wlasciwosci magnetyczne,
mechaniczne, termiczne, elektryczne, elektro-optyczne oraz katalityczne moga by¢
wykorzystywane w okreslonych aplikacjach w wyniku odpowiedniego doboru mate-
riatbw nanopowtoki i rdzenia oraz zmiany proporcji ich wymiarow [120-126].
Dobrym przyktadem jest wykorzystywanie wlasciwosci katalitycznych nanomate-
riatow. Praktycznie kazdy metal, ktory byt do tej pory wykorzystywany jako mate-
riat powloki w nanostrukturach typu core-shell posiada wlasciwosci katalityczne
[127, 128]. Ogromne znaczenie ma uzycie Au, Ag, Ni, Cu, Pd, Pt, a zwlaszcza
stopoéw tych metali takich jak Au-Pt, Au-Pd czy Cu-Pt, jako materiatéw w nano-
strukturach do otrzymywania fotoaktywowanych i fotowzmacnianych katalizatorow.
Potaczenie metalu o dobrych wlasciwosciach optycznych oraz metalu o dobrych
wlasciwosciach katalitycznych, jak na przyktad Au i Pd, sprawia, ze energia nano-
struktury pochodzi z absorbowanego $wiatta. Ponadto powoduje rowniez szybkie
nagrzanie powierzchni nanostruktury. Ciepto to moze by¢ wykorzystane do zaini-
cjowania lub wzmocnienia katalitycznej aktywnosci stopu. Przyktadem stopu, ktory
jest bardzo ciekawy pod katem katalitycznych zastosowan jest stop Au-Pt. Stop ten,
w postaci stabilizowanego polimerem bimetalicznego koloidalnego zolu Au-Pt, jest
bardziej wydajnym katalizatorem w reakcji uwodorniania olefin i indukowanego
swiatlem widzialnym otrzymywania wodoru z wody niz monometaliczny zol Pt[129,
130]. Innym przyktadem katalitycznej aktywno$ci stopow metali sa nanoczastki
Au-Pd, ktore sa bardziej aktywne w katalizowanym uwodornieniu 1,3-cyklookta-
dienu niz nanoczastki czystego ztota czy czystego palladu [131, 132]. Wytworzenie
struktur typu core-shell ze stopow Au-Pt i Au-Pd powoduje, ze wlasciwosci katali-
tyczne tych materiatéw sa jeszcze lepsze.

PODSUMOWANIE

Nanostruktury krzemionkowo-metaliczne sktadajace si¢ z krzemionkowego
rdzenia i metalicznej nanowarstwy, otaczajacej ten rdzen, w ostatnich latach ciesza
si¢ ogromnym zainteresowaniem badaczy. Powodem tego zainteresowania sa wyjat-
kowe witasciwosci tych nanomateriatow — gtownie spektroskopowe i katalityczne.
O tym zainteresowaniu §wiadcza liczne prace. Wigkszo$¢ z nich oméwiono w niniej-
szym przegladzie. Szczego6lna uwage zwrocono na nanostruktury zbudowane z krze-
mionkowego rdzenia oraz nanopowtloki (nanowarstwy) otaczajacej ten rdzen zbu-
dowanej ze ztota lub srebra.



NANOSTRUKTURY KRZEMIONKOWO-METALICZNE. I 977

Znanych jest wiele metod otrzymywania nanostruktur krzemionkowo-metalicz-
nych. Najczgsciej stosowana technika, ktora umozliwia dobra kontrolg zardwno gru-
bosci powloki metalicznej, jak rowniez wlasciwosci powierzchniowych jest metoda
narastania warstw. W metodzie tej na modyfikowane (najczgsciej grupami amino-
wymi) nanoczastki krzemionkowe nanoszone sa wczesniej przygotowane nanoczastki
np. koloidalnego ztota, ktore sa osadzane na powierzchni krzemionkowej. Ostatnim
etapem po osadzeniu czastek zlota na powierzchni krzemionki jest wytworzenie
nanopowloki zlota. Proces wytwarzania powloki Au polega na redukcji jonow ztota
AuCl, na czastkach zfota, co prowadzi poczatkowo do wzrostu ich wymiarow
anastepnie do ich taczenia si¢ na powierzchni nanoczastki krzemionkowej. Produk-
tem koncowym redukcji jest powstajaca ciagta, metaliczna warstwa na powierzchni
dielektrycznego (krzemionkowego) rdzenia. Wytworzenie warstwy przebiega
zazwyczaj w ciagu kilku sekund z wydajnoscia wigksza niz 95%. Przebieg procesu
redukeji 1jego koncowy efekt zalezny jest od stopnia i jednorodnosci pokrycia
czastek krzemionki nanoczastkami ztota, jak rowniez od stezenia redukowanych
zwiazkoéw ztota, a takze od rodzaju i stezenia czynnika redukujacego. Odpowiednio
geste upakowanie nanoczastek zlota na czastkach SiO, pozwala uzyska¢ ciagla
i stosunkowo cienka warstwg. Stezenie redukowanych zwiazkow zlota wplywa na
grubos¢ warstwy. Natomiast wlasciwie dobrany czynnik redukujacy pozwala na otrzy-
manie powloki odpowiedniej jako$ci przy roéznej jej grubosci.

Nanostruktury typu rdzen-nanopowtoka maja przed soba ogromne mozliwosci
zastosowan w réznych dziedzinach techniki. Wystarczy wspomnie¢ tylko o oma-
wianych materiatach typu SiO,-metal czy SiO,-stop metali, ktore juz sa stosowane
albo badane z punktu widzenia zastosowan biomedycznych, wizualizacji czy kata-
lizy. Praktycznie nieograniczona liczba modyfikacji tego typu struktur sprawia, ze
badania tych materiatldw jeszcze w ciagu dlugiego okresu czasu beda przynosity
nowe interesujace rezultaty oraz poszerzaly zakres ich potencjalnych zastosowan.
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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

Stowa kluczowe: sulfidy fenylowo-fluorometylowe, sulfony fenylowo-fluorometylo-
we, pestycydy, herbicydy, fluorometylowanie, fluorowanie
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WSTEP

Zwiazki aromatyczne zawierajace ugrupowanie halogenometylosulfonylowe
i halogenometylosulfanylowe czgsto wykazuja interesujaca aktywnos$¢ fungicydowa
lub herbicydowa [1-6]. Szczegdlne znaczenie w tej klasie chemicznych srodkow
ochrony roslin maja zwiazki zawierajace w swojej strukturze fluor [7-12].

Dzigki specyficznemu dziataniu fluoru w zywym organizmie, fluorowane zwiazki
biologicznie czynne znalazly szerokie zastosowanie. Jedna z przyczyn wysokiej
aktywnosci tych zwiazkow jest ich duza lipofilowos¢. Obserwuje si¢ zwigkszenie
rozpuszczalnosci zwiazkow zawierajacych fluor w tkankach lipidowych, dzigki czemu
utatwiona jest absorpcja fluorozwiazkow i przyspieszony ich transport w organiz-
mie. Powoduje to podwyzszenie skutecznosci i szybkosci dziatania zwiazku [13—15].
Innym czynnikiem powodujacym wyjatkowa aktywnos¢ zwiazkow zawierajacych
fluor jest zblizona wielkos¢ atomu fluoru i wodoru, co powoduje ze organizmy moga
nie rozréznia¢ tych atomoéw wiaczajac zwiazki fluoru do swoich biochemicznych
cyklow przemian, powodujac tym samym ich blokowanie, np. cykl Krebsa.

Zainteresowano si¢ zatem synteza pochodnych aromatycznych zawierajacych
w swej strukturze ugrupowanie fluorometylosulfanylowe. Sulfidy arylowo-fluoro-
metylowe mozna tatwo przeksztatcic w odpowiednie sulfony przez utlenienie [16—
18]. Niniejszy przeglad obejmuje wigc metody syntezy sulfidow fenylowo-fluoro-
metylowych.

METODY SYNTEZY SULFIDOW FENYLOWO-FLUROMETYLOWYCH

Sposréd opisanych metod syntezy sulfidow fenylowo-fluorometylowych mozna
wydzieli¢ trzy zasadnicze grupy. Pierwsza grupa obejmuje fluorowanie grupy mety-
losulfidowej, druga natomiast wymiang atomu chloru na fluor w sulfidach fenylo-
wo-chlorometylowych. Kolejnym podej$ciem syntetycznym prowadzacym do sulfi-
dow fenylowo-fluorometylowych jest fluorometylowanie odpowiednich tiofenoli.

1. FLUOROWANIE GRUPY METYLOSULFANYLOWEJ

Pierwsza opisana metoda syntezy sulfidow monofluorometylowoarylowych jest
reakcja sulfidu fenylowo-metylowego z réwnomolowa ilo$cia difluorku ksenonu,
ponadto do mieszaniny reakcyjnej dodaje si¢ $ladowe iloéci fluorowodoru [19, 20]
(Rys. 1). Reakcja zachodzi w temperaturze pokojowej. Wydajno$¢ procesu wynosi
74%.
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CH, CH,F
s~ s~

XeF,
_—

HF

Rysunek 1
Figure 1

Kolejna metoda substytucji wodoru na fluor w sulfidach alkilowo-arylowych
jest reakcja z wykorzystaniem jako czynnika fluorujacego trifluorku (N,N’-dietylo-
amino)sulfuranu (F,S-N(C,H,),), znanego pod nazwa handlowa DAST. Jako katali-
zator stosuje sig SbCI, [21] (Rys. 2), jego ilos¢ musi by¢ odpowiednio dobrana, gdyz
zbyt duzy nadmiar hamuje przemiang i powoduje powstawanie niepozadanych pro-
duktow. Reakcje w obecnos$ci katalizatora prowadzono przez 2 godziny a jako roz-
puszczalnik stosowano chlorek metylenu, uzyskujac przy tym 92% wydajnos¢.

S _CHs S _CH,F
DAST
_—
SbCl,
Cl Cl
Rysunek 2
Figure 2

Warto nadmieni¢, ze DAST jako czynnik fluorujacy byt poczatkowo uzyty do
fluorowania sulfotlenku fenylowo-metylowego, co prowadzi do odpowiedniej
pochodnej sulfidowej [22] (Rys. 3), lecz zamiast trifluorku antymonu jako kataliza-
tor stosowano jodek cynku:

O. _CH CH,F
\S/ 3 S/ 2
DAST
_—
Znl,
R R
Rysunek 3

Figure 3
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Mechanizm dziatania DAST-u w obecnosci jodku cynku jako katalizatora, suge-
rowany przez autorow przedstawia schemat:

F3S NEt, /S
—
H

R S + Zn|2

N
Fzs—ltlEtz F S~ S

CH ;
‘ F
R

F l

)\ - [RCH SR'F]
R SR
Rysunek 4
Figure 4

W latach osiemdziesiatych do otrzymania sulfidu 4-chlorofenylowo-fluorome-
tylowego zastosowano sol N-fluoropirydyniowa kwasu trifluorometanosulfonowego
[23, 24] (Rys. 5). Najlepsza wydajno$¢ uzyskano stosujac jako czynnik fluorujacy
s6l N-fluoro-2,4,6-trimetylopirydyniowa kwasu trifluorometanosulfonowego. Reak-
cja z sulfidem 4-chlorofenylowo-metylowym prowadzona w chlorku metylenu przez
8 godzin w temperaturze pokojowej daje produkt z 87% wydajnoscia.

HaC
s~ F—N+\_/ CHs g~ e’
HaC CF3S03
CH,Cl, -
Cl Cl
Rysunck 5

Figure 5
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Dla powyzszej reakcji postuluje si¢ nastgpujacy mechanizm:

1 |
¥
HE Fo o CHa
R E s —
|/ + F—UII\ g |/ + Wy ) —
cl CF 3503 o CFaS0z
. ﬂcn CHyF
Eﬁ“ﬂ F-..  =CHz =.~CHz

f—: T Rt =

—_— |-|—"' II(', = | _ e | —_—

\i\‘_ e o o
[ | [ ]

Rysunek 6
Figure 6

Bardzo interesujace rezultaty otrzymano fluorujac tioanizol z zastosowaniem
soli N-fluoropirydyniowej w postaci jonu obojnaczego, jako sulfonian wewngtrzny
[25] (Rys.7). Umemoto i Tomizawa wykazali, iz wydajnos¢ tej reakcji zalezy gtow-
nie od rozpuszczalnika. Zastosowanie chlorku metylenu nie prowadzito do otrzy-
mania pozadanego produktu, zmiana rozpuszczalnika na acetonitryl zapewnita 42%
wydajnosci, natomiast uzycie mieszaniny dichlorometanu i acetonitrylu w stosunku
1:1 zaowocowato 80% wydajnoscia reakcji.

CH — CH,F
3 S/

Rysunek 7
Figure 7

Inna metoda wprowadzania atomu fluoru jest reakcja z 1-(chlorometylo)-4-flu-
oro-1,4-diazabicyklo[2,2,2]oktano bis(tetrafluoro-borem), w skrocie nazywanym
F-TEDA-BF, [26] (Rys. 8). Mieszaning sulfidu 4-chlorofenylowo-metylowego
i F-TEDA-BF, mieszano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, w atmosferze
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azotu, stosujac acetonitryl jako rozpuszczalnik. Nastgpnie do roztworu dodano triety-
loaming i mieszano przez dalsze 10 minut. Produkt otrzymano po utlenieniu go
NBS do sulfotlenku z koncowa wydajnoscia 51%.

5T i aE 0. _CH;F
-
CH,C1- “F 28F,
i = UH 1 | = mBS P
o= —_—
e EtSN i e
Cl a A
Rysunek 8
Figure 8

W literaturze opisano réwniez metodg substytucji wodoru fluorem wykorzy-
stujaca fluorowodorek trietyloaminy w acetonitrylu, stosujac elektorchemiczna ini-
cjacj¢ reakceji [27] (Rys. 9). Wykorzystujac rozne substraty otrzymywano odpowied-
nie produkty z wydajnosciami w zakresie 18—62%. Bardzo istotny jest fakt, iz wyz-
sze wydajnos$ci produktu fluorowania, w standardowych warunkach prowadzenia
reakcji, otrzymuje si¢ dla substratu z metylem podstawionym grupa elektrossaca.
Jednakze zmiana rozpuszczalnika na THF z jednoczesnym podwyzszeniem poten-
cjalu anodowego jest w stanie zapewni¢ zadowalajace wydajnosci reakcji fluorowa-
nia dla sulfidow fenylowo-metylowych na poziomie 50%.

_CHs S/CHZF

S
Et,;NH" H,F,

[

Rysunek 9
Figure 9

Kolejna metoda fluorowania grupy metylosulfidowej wykorzystuje fluorowo-
dorek tetrabutyloamoniowy (Bu,N"H,F,) w obecnosci 1,3-dibromo-5,5-dimetylo-
hydantoiny (DBH) [28, 29] (Rys. 10). Juz po 20 minutach prowadzenia reakcji
w chlorku metylenu w temperaturze pokojowej uzyskano wydajnos¢ 90%. Podob-
nie, z wysoka 75% wydajnoscia, otrzymano produkt fluorowania 4-(metylosulfany-
lo)benzonitrylu. Jednak dla niepodstawionego tioanizolu oraz jego pochodnej z grupa
metoksylowa w pozycji 4 wydajnosci sa duzo nizsze i wynosza odpowiednio 52
159%.
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CHs o CHF
Bu,N* H,F,
DBH
Cl Cl
Rysunek 10
Figure 10

Ciekawa metoda prowadzaca do otrzymania sulfidéw fluorometylowo-fenylo-
wych jest zastosowanie IF; w Et,N-3HF [30, 31] (Rys. 11). Roztwor IF, w Et,N-3HF
jest, zdaniem autordw, trwatym i tatwym w uzyciu $rodkiem fluorujacym. Jest to
produkt handlowy o niezbyt wysokiej cenie. Reakcje prowadzi si¢ w heksanie,
w temperaturze 40°C przez 4 godziny otrzymujac produkt z wydajnoscia 71%.

CH CH,F
s 0 s 2
IF/Et,N-3HF
_—
Cl Cl
Rysunek 11
Figure 11

Opatentowana ostatnio metoda otrzymywania sulfidow monofluorometylowo-
arylowych polega na bezposrednim fluorowaniu grupy metylosulfidowej z zastoso-
waniem trifluorku (2,6-dimetylo-4-tert-butylofenylo)sulfuranu [32] (Rys. 12). Reak-
cje prowadzi si¢ przez dwadziescia minut w temperaturze pokojowej, jako rozpusz-
czalnik wykorzystuje si¢ chlorek metylenu, Produkt uzyskiwano z wydajno$cia 61%.

HaC CHg
HaC CH,F
SH 2
F CHy S
s
F
F CH,
Rysunek 12

Figure 12
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2. METODY WYMIANY CHLORU NA FLUOR
W SULFIDACH FENYLOWO-CHLOROMETYLOWYCH

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

CH,CI CH,F
s 2 s 7
KF
_
18-korona-6
Cl Cl
Rysunek 13
Figure 13

Wada powyzszej przemiany jest dlugi czas prowadzenia reakcji. Sulfid 4-chlo-
rofenylowo-fluorometylowy otrzymano po 110 godzinach ogrzewania substratow
we wrzacym acetoninitrylu, z wydajnos$cia 79%.

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

CH,CI CH,F
s” 2 g7 2

CsF
PEG, MeCN

Rysunek 14
Figure 14

3. FLUOROMETYLOWANIE TIOFENOLI

Grupa fluorometylowa moze zosta¢ potaczona z atomem siarki odpowiedniego
tiofenolu, w jego reakcji z chlorofluorometanem z zastosowaniem wodorku sodu
jako zasady [36] (Rys. 15). Reakcje prowadzi si¢ w 80°C w DMF otrzymujac pro-
dukt z wydajno$cia 72%. Przyktady przedstawione przez autoréw wykazuja, iz cha-
rakter podstawnika w pier§cieniu benzenowym nie ma wigkszego wptywu na wydaj-
nosci, ktore mieszcza si¢ w przedziale 72—80%.



METODY SYNTEZY SULFIDOW FENYLOWO-FLUOROMETYLOWYCH 993

CH,F
SH g7 2

CH,CIF, NaH
_—

DMF

Rysunek 15
Figure 15

Innym sposobem prowadzacym 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% wydajnoscia.

CH,F CHs

|+
SH s CHy 5 _CH,F
BF,
CHs
CHj ’ CSQCO3

CH,CN

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 GIcN-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)-1-2,3-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 GIcN-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 GIcN-6-P, antifungals, glutamine
analogues, enzyme active center

Stowa kluczowe: syntaza glukozamino-6-fosforanu, inhibitory syntazy GIcN-6-P, ana-
logi glutaminy, centrum aktywne enzymu
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AADP
BADP

Boc
DBU
DCC
DCE
DMF
DON
DPPA
EADP

Et,N
FCDP
FMDP

Fru-6-P
GlcN-6-P
TFA
THF
UDP
¥Glu

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

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

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

grupa tert-butoksykarbonylowa
1,8-diazabicyklo[5,4,0Jundec-7-en
dicykloheksylokarbodiimid

1,2-dichloroetan

N,N-dimetyloformamid

6-diazo-5-okso-L-norleucyna

azydofosforan fenylu

kwas N3-(DL-trans-epoksybursztynamoilo)-L-,3-diami-
nopropanowy

trietyloamina

kwas N3-fumaroilo-(S)-2,3-diaminopropanowy

kwas N 3-(4-metoksyfumaroilo)-(S)-2,3-diaminopropa-
nowy

fruktozo-6-fosforan

glukozamino-6-fosforan

kwas trifluorooctowy

tetrahydrofuran

urydynodifosforan

kwas y~glutamylohydroksymowy
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny wzrost roznego rodzaju infekcji,
zarowno bakteryjnych jak i grzybiczych. Duzo wigcej uwagi poswigca si¢ choro-
bom o podtozu bakteryjnym. Grzyby moga wywolywac grzybice powierzchowne
oraz o wiele powazniejsze grzybice glgbokie, czyli uktadowe. Grzybicze zakazenia
skory, wlosow czy paznokci, aczkolwiek czgsto dlugotrwale i oporne w leczeniu,
rzadko bywaja przyczyna trwatego pogorszenia ogolnego stanu zdrowia chorego.
Zagrozeniem dla zdrowia, a nawet zycia cztowieka moga by¢ grzybice ukladowe.
Zakazenia tego rodzaju sa coraz trudniejsze do wyleczenia, poniewaz wraz z gwal-
townym wzrostem czgstotliwosci infekcji grzybiczych rownie szybko wzrasta opor-
no$¢ szczepow na skuteczne do tej pory leki. Przyczyn takiego stanu rzeczy nalezy
szukac¢ takze w zmieniajacym si¢ Srodowisku. Wzrost czgstosci wystgpowania grzy-
bic jest $cisle zwigzany z wprowadzaniem w medycynie coraz to nowych antybioty-
kow antybakteryjnych, zwlaszcza tych o szerokim spektrum dziatania. Ich powszechne
stosowanie, czg¢sto nieuzasadnione, narusza rownowagg mikroflory cztowieka, pro-
wadzi do dysbakteriozy 1 w ten sposob stwarza korzystne warunki do niekontrolo-
wanego wzrostu saprofitycznych dotychczas grzybow. Grzybice uktadowe staja si¢
coraz powazniejszym wyzwaniem dla wspotczesnej chemioterapii. Oczywista, wige
potrzeba staje si¢ poszukiwanie nowych zwiazkdéw, potencjalnych chemoterapeuty-
kéw przeciwgrzybowych.

Grzyby sa organizmami eukariotycznymi stad wiele preparatow, ktore in vitro
hamuja ich wzrost jest toksycznych dla organizmu ludzkiego, co w powazny sposob
ogranicza ich zastosowanie w lecznictwie. Dotychczasowe strategie w zwalczaniu
patogennych grzybow polegaja na klasycznym testowaniu substancji syntetycznych
lub pochodzenia naturalnego oraz na projektowaniu zwiazkow, ktore mogtyby mnie;j
lub bardziej specyficznie atakowaé wybrane procesy komérkowe. Obecnie poszu-
kuje sig coraz to nowych celow (organelli, ich sktadnikdéw, enzymoéw), ktdrych zablo-
kowanie lub uszkodzenie doprowadzatoby do zahamowania rozwoju komorki grzyba
ijej obumarcia. Idealnym rozwiazaniem wydaje si¢ znalezienie takiego, ktory bytby
charakterystyczny tylko dla grzyba, wowczas specjalnie zaprojektowane lekarstwa,
oddziatywatyby na grzyb, nie wyrzadzajac szk6d w komodrkach gospodarza. Na obec-
nym etapie wiedzy bierze si¢ pod uwage kilka waznych w terapii przeciwgrzybowej
celow w komorce.

Celami molekularnymi, ktore moga zosta¢ wykorzystane w poszukiwaniu sku-
tecznych chemoterapeutykow przeciwgrzybowych sa elementy réznicujace jakos-
ciowo komorki grzyba od komorek ssaka. Do celow takich naleza m.in. enzymy
zaangazowane w biosyntezie elementow grzybowej $ciany komodrkowej. Jednym
z takich enzymow, szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie, jest syntaza glukoza-
mino-6-fosforanu, ktora katalizuje reakcje powstawania glukozamino-6-fosforanu
(GIcN-6-P).

Potencjalnego leku przeciwgrzybicznego mozna poszukiwaé w gronie inhibi-
torow syntazy GlcN-6-P, bedacych analogami stanu przej$ciowego reakcji katalizo-
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wanej przez ten enzym. Jest to mozliwe, poniewaz molekularny mechanizm tej reakcji
zostat juz poznany.

Artykut stanowi przeglad stanu wiedzy z ostatnich trzyciestu lat dotyczacy inhi-
bitorow syntazy glukozamino-6-fosforanu bedacych analogami glutaminy, ze szcze-
gblnym naciskiem na wlasciwosci wybranych inhibitoréw oraz ich syntezg.

1. FUNKCJA SYNTAZY GLUKOZAMINO-6-FOSFORANOWEJ

Syntaza glukozamino-6-fosforanu jest enzymem o nazwie systematycznej
L-glutamina: p-fruktozo-6-fosforan amidotransferaza EC 2.6.1.16 [8], katalizujacym
biosyntezg b-glukozaminy, ktora jest podstawowym elementem budulcowym chity-
ny, a tym samym $ciany komorkowej grzyba [9—11]. Enzym ten uczestniczy w reak-
cji, podczas ktérej dochodzi do przeniesienia grupy aminowej z ugrupowania amido-
wego glutaminy (1) na czasteczke p-fruktozo-6-fosforanu (2) z jednoczesna izome-
ryzacja ketozaminy do p-glukozamino-6-fosforanu (3) (Schemat 1). [12]. Z uwagi
na swoja podwdjna funkcje glukozamino-6-fosforan (GIcN-6-P) jest prekursorem
UDP-N-acetyloglukozaminy, stanowiacej produkt posredni w biosyntezie wszelkich
makroczasteczek zawierajacych aminocukry, zarowno w komorkach prokariotycz-
nych jak i eukariotycznych.

0 NH, 2 04P0

syntaza GlcN-6-P
CH,OH

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

Syntaza glukozamino-6-fosforanu nalezy jednoczesnie do dwoch klas enzymow:
amidotransferaz glutaminowych oraz izomeraz, jako izomeraza 2R ketonowo/aldo-
zowa [13]. Wynika to z faktu, ze enzym ten katalizuje dwie sprz¢zone reakcje. Pierw-
sza z nich to hydroliza wiazania amidowego glutaminy, potaczona z przeniesieniem
powstatego amoniaku na akceptor, ktorym jest b-fruktozo-6-fosforan (funkcja gluta-
minazy). Druga reakcja to konwersja powstatego p-fruktozimino-6-fosforanu do
koncowego produktu, jakim jest b-glukozamino-6-fosforan (funkcja izomerazy).
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2. INHIBITORY SYNTAZY GLUKOZAMINO-6-FOSFORANU
JAKO POTENCJALNE CHEMOTERAPEUTYKI PRZECIWGRZYBOWE

Gloéwna aktywnoscia syntazy GlcN-6-P jest utworzenie glukozamino-6-fosfo-
ranu zachodzace w wyniku przeniesienia grupy aminowej z glutaminy na fruktozo-
-6-fosforan oraz nastgpujaca dalej izomeryzacja ketozy do aldozy. Pod nieobecnos¢
Fru-6-P, enzym katalizuje hydrolizg glutaminy [14], natomiast w nieobecnosci glu-
taminy wykazuje aktywno$¢ izomerazy fosfoglukozowej [15].

Aktywnos$¢ syntazy glukozamino-6-fosforanowej jest hamowana przez szereg
zwiazkow oddziatywujacych z resztami aminokwasowymi obecnymi w centrum
aktywnym enzymu (jodoacetamid, N-etylomaleinimid, 1,1’-ditiodiformamidyna,
kwas 6,6’ditiodinikotynowy oraz kwas p-chlorortgciobenzoesowy). Zwiazki te nie-
odwracalnie inaktywuja enzym na wskutek alkilowania reszty tiolowej cysteiny znaj-
dujacej si¢ w jego centrum aktywnym [12, 16—18].

Poszukiwanie selektywnych wobec syntazy glukozamino-6-fosforanowe;j inhibi-
torow prowadzi si¢ wérdd analogéw glutaminy (Rys. 1) oraz analogéw stanu przejs-
ciowego reakcji katalizowanej przez syntaze glukozamino-6-fosforanu. Warunkiem
stworzenia skutecznego inhibitora analogu glutaminy jest wprowadzenie do niego
ugrupowania zdolnego do reakcji z grupa tiolowa Cysl enzymu ale réwnoczes$nie
nie reagujacego z innymi grupami, o charakterze nukleofilowym, obecnymi w ukta-
dzie. Takie wymagania speiniaja miedzy innymi ugrupowania oksiranowe, haloge-
noacylowe lub zawierajace uktad sprzgzonych wiazan podwojnych.

Z kolei domeng wiazaca p-fruktozo-6-fosforan blokuja analogi produktu prze;js-
ciowego, w ktorym jest cis-enolamina.

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

Kluczowa rola w oddziatywaniu inhibitora z enzymem pelni grupa tiolowa zlo-
kalizowana w centrum aktywnym syntazy GIcN-6-P. Jest to N-terminalna reszta
cysteiny (Cysl). Grupa ta odpowiedzialna za reakcj¢ z glutamina, jest nieodwracal-
nie alkilowana przez analogi glutaminy posiadajace ugrupowania reaktywne o charak-
terze elektrofilowym, typu: diazoketon, diazoester, chloroketon lub 2,3 epoksyke-
ton, ktore nieodwracalnie wiaza si¢ z Cysl w centrum aktywnym enzymu [19-24].

Podobnie jak w przypadku innych amidotransferaz glutaminowych, aktywnos¢
syntazy GIcN-6-P jest hamowana przez niespecyficzne inhibitory, do ktorych zali-
czy¢ mozemy: 6-diazo-5-oxonorleucyna (DON, 1), oraz o-diazoacetylo-L-seryna
(azaseryna, 2), oraz inne analogi glutaminy zawierajace grupe elektrofilowa (3—7,
Rys. 1) [25, 26]. W przypadku syntazy glukozamino-6-fosforanu DON trwale wiaze
si¢ z enzymem, powodujac jego trwala inaktywacje. Pozostate analogi glutaminy sa
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 analogow glutaminy posiadajacego ugrupowanie elektrofilowe mozna takze
zaliczy¢ L-y-glutamylo-2 {[(p-difluorometylo)fenylo]tio} glicyng (8, Rys. 2), ktora
jest inhibitorem syntazy GlcN-6-P racjonalnie zaprojektowanym w oparciu o mecha-
nizm dziatania [28]. Zwiazek ten posiada latentna funkcj¢ elektrofilowa aktywo-
wana wewnatrz komorki po zhydrolizowaniu przez enzym wiazania peptydowego.
Uwalniana wowczas ¢-arylotioglicyna spontanicznie si¢ rozktada do 4-(fluorome-
tyleno)cykloheksan-2,5-dieno-1-tionu, ktory reaguje z niezidentyfikowana reszta ami-
nokwasowa w centrum aktywnym enzymu.

W odroéznieniu od grupy inhibitoréw niespecyficznych istnieja rowniez inhibi-
tory bedace analogami glutaminy, ktére nie hamuja aktywnosci innych enzymow
wykorzystujacych glutaming jako substratu. Tym samym sa selektywnymi inhibito-
rami wobec syntazy glukozamino-6-fosforanu. Pierwszym takim poznanym selek-
tywnym inaktywatorem syntazy GIcN-6-P zar6wno pochodzenia bakteryjnego jak
1 drozdzowego jest antykapsyna (9, Rys. 2) [29-32].

Antykapsyna zostata poraz pierwszy wyizolowana w 1970 r. przez Witney’a
z brzeczki fermentacyjnej Streptomyces griseoplanus NRRL 3507 [22, 26, 30, 32].
Stanowi ona C-koncowy aminokwas antybiotyku tetainy odkrytego w latach pig¢-
dziesiatych w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii Politechniki Gdanskie;j.

Badania nad kinetyka inhibicji przez antykapsyn¢ wykazaly, ze inhibitor ten
jest kompetycyjny w stosunku do glutaminy i akompetycyjny w stosunku do Fru-6-P
[22]. Inhibitor wiaze si¢ zar6wno z wolnym enzymem jak i kompleksem enzym-—
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—Fru-6-P przy czym zwiazanie tego substratu znacznie utatwia inhibicjg. Antykap-
syna jest znacznie silniejszym inaktywatorem syntazy GlcN-6-P niz DON. Wyka-
zuje ona znacznie wigksze powinowactwo do miejsca wiazania glutaminy w niszy
enzymatycznej niz sama glutamina — naturalny substrat syntazy GIcN-6-P [17, 27,
28, 34,]. Antykapsyna, w odroznieniu od inhibitorow niespecyficznych, nie oddzia-
tywuje z innymi enzymami przeksztatcajacymi glutaming takimi jak: syntetaza GMP,
y-glutarylotransferaza, glutaminaza [31].

W ostatnich latach udato si¢ przeprowadzi¢ synteze stereoselektywna antykap-
syny, wykazujac, ze tylko jeden z enancjomerow tego inhibitora jest aktywny biolo-
gicznie [35, 36]. Zasugerowano, ze aktywna forma inhibitora jest hydrat, ktéry umoz-
liwia powstawanie korzystnego ukladu wigzan wodorowych, orientujacych odpo-
wiednio ten zwigzek w centrum aktywnym enzymu [36].
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Rysunek 2. Wybrane selektywne inhibitory syntazy GlcN-6-P
Figure 2.  Selected selective inhibitors of GIcN-6-P synthase

Innym ciekawym i selektywnym inhibitorem okazat si¢ 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 stal si¢ substancja wiodaca w programie badawczym ukierunkowanym na
projektowanie i syntez¢ pochodnych kwasu fumaroilodiaminowego. Wynikiem tego
byto otrzymanie szeregu skutecznych inhibitoréw syntazy glukozamino-6-fosforanu
(FMDP, BSDP, 11-12, Rys. 2) wérdd, ktorych najlepszym okazal sig ester metylowy
kwasu N3-metoksyfumaroilo-(S)-2,3-diaminopropanowego (FMDP) [39—41].
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Badania kinetyki inhibicji GIcN-6-P przez FMDP (11), wykazaty, Ze inhibitor
ten jest kompetycyjny wobec glutaminy i akompetycyjny w stosunku do Fru-6-P.
Stwierdzono rowniez, ze inaktywacja enzymu przez FMDP polega na utworzeniu
wiazania kowalencyjnego pomigdzy enzymem a inhibitorem na wskutek addycji
Michaela grupy tiolowej N-koncowej cysteiny do wiazania podwojnego w furma-
ilowym fragmencie inhibitora, a konkretnie do Ce [41-43]. Powstaly w ten sposob
addukt ulega dalszej cyklizacji wewnatrzczasteczkowej, odtacza si¢ czasteczka
metanolu, a powstajacy sukcynimid ulega przegrupowaniu do 1,4-ditiazyn-3-onu,
ktorego fragment stanowi reszta cysteiny, co w rezultacie powoduje nieodwracalna
inaktywacj¢ enzymu. Zaobserwowano takze, ze reakcja cyklizacji jest wysoce stere-
oselektywna. Potwierdzili to Tarnowska i in. badajac za pomoca chemii obliczenio-
wej mozliwo$ci utworzenia réznych stereoizomerdw przed inaktywacja. W tym celu
uzyto metod MNDO i PM3 [41, 42]. Wyjasniono réwniez przyczyny wysokiej ste-
reoselektywnosci reakceji cyklizacji [44].

Niestety duza reaktywno$¢ ugrupowania furmailowego powoduje, ze FMDP
jest bardzo szybko inaktywowany przez sktadniki osocza krwi a tym samym wyko-
rzystanie jego jako chemoterapeutyku staje si¢ problematyczne. Dlatego tez zajgto
si¢ poszukiwaniem innych pochodnych kwasu (5)-2,3-diaminopropanowego. Jed-
nym z takich zwiazkow byl wyizolowany w 1988 roku z hodowli Micromonospora
przez Coopera i in. peptydowy antybiotyk, ktorego C-koncowym aminokwasem jest
kwas N3-trans-epoksybursztynamoilo-(S)-2,3-diamiopropanowy (EADP, 13, Rys. 2)
[45].

Zwiazek ten podobnie jak FMDP inaktywuje GlcN-6-P, i wykazuje znacznie
mniejsza reaktywnos¢ wobec czynnikow nukleofilowych zawartych w surowicy co
czyni ten zwiazek potencjalnie lepszym chemoterapeutykiem anizeli FMDP [41,
46].

Badania kinetyki inhibicji GlcN-6-P przez EADP, wykazaty, ze w wyniku nukleo-
filowego ataku grupy tiolowej czasteczki cysteiny w centrum aktywnym enzymu na
atom wegla w pierscieniu oksiranowym nastgpuje jego otwarcie, a nastgpnie prze-
niesienie na epoksydowy atom tlenu [24].

Niestety zarowno FMDP, EADP, BSDP sa zbyt polarne aby mogty by¢ trans-
portowane do wngtrza komorki na drodze prostej dyfuzji [47—49]. Musza by¢ poda-
wane w formie latentnej np. wbudowane w czasteczke peptydu. Transportowane sa
wowczas przez peremazy peptydowe a wewnatrz komorki peptydazy uwalniaja wtas-
ciwa czasteczke inhibitora. Permeazy te nie sa niezbgdne do zycia komorki grzybi-
czej i bakteryjnej, w efekcie stosowanie tych zwiazkéw prowadzi do szybkiego poja-
wiania si¢ oporno$ci u mikroorganizmoéw, przeciwko, ktorym sa one stosowane.
Zwiazki te charakteryzuja si¢ niewielka stabilnoécia w surowicy krwi.

Innym sposobem utatwiajacym transport czasteczki inhibitora przez btong cyto-
plazmatyczng jest zwigkszenie jego lipofilowosci. Przyktadem takiego zwiazku
jest dipeptyd NvaFMDP, w ktérym wolne grupy aminowe sa acylowane lipofilo-
wymi kwasami organicznymi lub pochodne FMDP, w ktérych grupa COOH kwasu
2,3-diaminopropanowego jest przeksztalcona w odpowiednie estry i amidy [12, 50,
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51]. Zwiazek ten ulega wewnatrz komorki hydrolizie uwalniajac wtasciwosci inhi-
bicyjne inhibitora.

Istotna wada FMDP jest obecno$¢ ugrupowania estrowego, ktére tatwo hydro-
lizuje in vivo. Powstajacy wowczas wolny kwas nie wykazuje praktycznie wias-
ciwosci inhibitujacych, stad tez zaprojektowano nowe zwiazki nie posiadajace
w swojej strukturze tatwo hydrolizujacego estru metylowego obecnego w FMDP
czy pierwszorzedowego amidu w EDAP [39, 52]. Sa one stabszymi inhibitorami
syntazy GIcN-6-P ale sa stabilniejsze chemicznie. Przyktadami takich inhibitorow
sa kwas (S)-2-amino-3 {[ E-4-fenylo-4-okso-2-butenoilo]amino} propanowy (BADP,
14, Rys. 3) 1 kwas (§)-2-amino-3 {[ E-4-okso-2-pentenoilo]-amino } propanowy
(AADP, 15, Rys. 3) [39, 52, 53].

0 NH, 0 NH2
: NH -~ ¢}

P NH \/YO CHs /\K/W \/Y

o) OH

O OH
14 15

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

AADP jest stabym inhibitorem syntazy glukozamino-6-fosforanu ale jego pep-
tyd wykazuje znaczaca aktywno$¢ biologiczna, natomiast peptydy zawierajace BADP
nie wykazuja wysokiej aktywnosci prawdopodobnie na wskutek mato skutecznego
transportu do wnetrza komorki. W celu poprawienia transportu czasteczki inhibi-
tora prowadzi si¢ modyfikacje zwigkszajace lipofilowos¢ zwiazku co utatwia jego
dyfuzj¢ na drodze prostej. Potencjalne miejsca umozliwiajace wprowadzenie lipo-
filowego podstawnika w BDAP i AADP to grupa karboksylowa i aminowa kwasu
(8)-2,3-diaminopropanowego, pierscien aromatyczny w BDAP oraz reszta kwasu
4-okso-2-pentenowego w AADP.

Modyfikacji takich podjeta si¢ Walkowiak i in. w 2005 roku uzyskujac szereg
pochodnych BADP i AADP [54]. Otrzymane inhibitory wykazywaty jednak stabsza
aktywnosc¢ przeciwgrzybowa Wynika to z faktu, ze cho¢ otrzymane zwiazki charak-
teryzuja si¢ zwigkszona liofilowoscia w poréwnaniu do wyjsciowych inhibitoréw
AADP1BADP, sg zbyt polarne a co za tym idzie sa mato efektywnie transportowane
do wnetrza komoérki na drodze biernej dyfuzji. Szczegoélnie widoczne jest to dla
zwiazkow alifatycznych i heterocyklicznych charakteryzujacych sig stosunkowo
matym powinowactwem do btony biologicznej. W przypadku bardziej lipofilowych
czynnikiem ograniczajacym aktywno$¢ biologiczna jest ich slaba rozpuszczalno$e
w wodzie tak jak w przypadku zwiazkow estryfikowanych grupa 4-n-decylofeny-
lowa, 4-n-nonadecylofenylowa i metylowa. Natomiast dipeptydy zawierajace norwa-
ling wykazaty znaczna aktywno$¢ przeciwko S. cerevisiae i C. glabrata i tylko stabe



1006 A.MELCER

dziatanie przeciw C. albicans szczepu. Peptydy te nie wydaja si¢ by¢ toksyczne
wobec komorek ludzkich [54, 55].

Kolejna grupa inhibitoréw syntazy GlcN-6-P badang w Katedrze Technologii
Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej byty N3-haloacetylowe pochodne kwasu
(5)-2,3-diaminopropoanowego (bromo 16, chloro 17, jodoacetylo-, 18, Rys. 4). Spo-
$réd trzech otrzymanych zwiazkow, najsilniejszym inhibitorem i inaktywatorem
sytnazy GlcN-6-P okazat sie kwas N3-bromoacetylo-(S)-2,3-diaminopropanowy. Jest
to jak dotychczas najsilniejszy inaktywator tego enzymu z Candida albicans [56].
Niestety zastosowanie ich jako chemoterapeutykow jest niemozliwe ze wzgledu na
ich duza reaktywnos$¢. Interesujacy jest fakt, ze inhibitory tez wykazuja cechy nie-
kompetetywnej inhibicji w stosunku do Fru-6-P (w odréznieniu od akompetycyjnej
inhibicji wykazywanej przez antykapsyng, FMDP) co $wiadczy, ze pochodne
N3-haloacetylowe posiadaja podobna zdolno$¢ wiazania si¢ zar6wno z enzymem
jak i kompleksem enzym-Fru-6-P [56]

Br

Cl J
o H 0 H Oﬁ)

NH LNH /(NH
H2NLCOOH H,N COOH H,N  COOH
16 17 18

Rysunek 4. Pochodne N3-haloacetylowe kwasu L-2,3-diaminopropanowego
Figure 4. N-halocetyl derivatives of L-2,3-diaminopropanoic acid

3. SYNTEZA WYBRANYCH INHIBITOROW GLCN-6-P
BEDACYCH ANALOGAMI GLUTAMINY

Jednym ze sposobow poprawienia transportu czasteczki inhibitora przez blong
cytoplazmatyczna do wngtrza komorki jest zwigkszenie jego lipofilowosci. Przykta-
dem takiej modyfikacji sa pochodne FMDP, w ktorych grupa karboksylowa kwasu
(5)-2,3-diamionopropanowego jest przeksztalcona 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 reakeji chronionego kwasu N-tert-butoksykarbonylo-N3-(4-metok-
syfumaroilo)-(§)-2,3-diaminopropanowego (BocFMDP) z N-metylo-N-propyloamina
i N-metylo-N-heksyloaming uzyskano amidy kwasu N*-(4-metoksyfumaroilo)-(S)-
-2,3-diaminopropanowego (20, 21). Reakcje byty prowadzone dwoma metodami
(Schemat 2, Tabela 1):
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1. w THF w temperaturze pokojowej i z wykorzystaniem metody aktywnych

estrow [59],

2. w DMF w temperaturze pokojowej w obecnosci trietyloaminy jako zasady,

stosujac do aktywacji grupy karboksylowej DPPA [57].

W obu reakcjach byt stosowany 10% nadmiar odpowiednich amin w stosunku

do wyjsciowego substratu.

N

BocNH ”

19
20 R] :(CH2)2CH3 21 Rl :(CH2)5CH3 22 Rl :(CHz)z(CH3)2 23 R] :CH(CH3)CH2CH3
Rz :CH3 Rz :CH3 R2 :CH3 Rz =H

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
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[ octs
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H, DCC /THF )\
NH . SuOH, DCC/ TFA 20, 21 RI\N . OH
HNRiRy < pppa . EtsN /DMF > R |
2023 R &
OH
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|
* TFA

Metoda aktywnych estrow Metoda DPPA
Substraty
Odezynniki r;fcsji Wydajnosé | Odezynniki rgaf:ﬂ Wydajnosé
BocFMDP THF DMF
N-metylo-N- SuOH 5h 33% DPPA 24 h 65%
propyloamina DCC Et;N
BocFMDP THF DMF
N-heksylo-N- SuOH 24h 39% DPPA 24 h 81%
propyloamina DCC Et;N

Poniewaz zwiazki 20 i 21 otrzymano z wydajnosciami dwukrotnie wigkszymi
metoda DPPA, pozostate dwa amidy kwasu FMDP (111, IV) byty otrzymane wytacznie

ta metoda. N-Izopropylo-N-metyloamid kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo

)-(5)-2,3-

diaminopropanowego (22) otrzymano z wydajnoscia 69% za$ N-sec-butyloamid kwasu
N3-(4-metoksyfumaroilo)-(S)-2,3-diaminopropanowego (23) z 73% wydajnoscia.
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3.2. SYNTEZA ESTROWYCH POCHODNYCH KWASU
N3-(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].

O
|
(0]
|| OCHj;
J\ OCH;
(@)
N
O
NH ) |
1. diazometan /THF
/(/OH 2. TFA = oo’ |
BocNH || O
(0]
19 24

Schemat 3. Synteza estru metylowego FMDP (24)
Scheme 3.  Synthesis of methyl ester FMD (24)
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L/ 2. TFA
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24 R=CH,, X=1
25 R =CH,CH=CH,, X = Br

Schemat 4.  Synteza estrowych pochodnych FMDP (24, 25) za pomoca 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 ESTROW 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 obecnosci trietyloaminy i katalitycznej ilosci jodku potasu (Sche-
mat 5). Jednakze ze wzgledu na niskie wydajnosci tych reakcji zmieniono zasade
z trietyloaminy na DBU.

0 |
|

0
| |
ﬁ/(\OCH3
OCH;

NH Et;N, KI /DMF o
/& + XCH20COPR < 50 fc, 24-30h |
OH ROCOCH,O” “NH
BocNH ” DBU g
o)
19 26 R =CHj, X =Br
27 R=CH(CH3);, X=ClI

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

Wg Naboru i in. reakcja przy uzyciu DBU przebiega szybko w tagodnych warun-
kach i nie wymaga stosowania drogich, polarnych rozpuszczalnikow aprotonowych.
Jest to spowodowane faktem iz kompleks I (kompleks tworzacy si¢ w reakcji jondw
karboksylanowych z protonowanym DBU — Rys. 5) jest zdecydowanie lepiej roz-
puszczalny w rozpuszczalniku nie polarnym niz kompleks II (protonowana trietylo-
amina) co w konsekwencji zwigksza wydajnos$¢ koncowego produktu estryfikacji
[57].

kompleks I kompleks II

Rysunek 5. Struktura tworzacych si¢ kompleksow
Figure 5. Structure of forming complexes
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Na podstawie przeprowadzonych badan zsyntetyzowanych pochodnych FMDP
ustalono, ze [60]:

1. Uzyskane nowe pochodne FMDP rd6znia si¢ znacznie pod wzgledem aktyw-
nosci biologicznej od macierzystego FMDP. Modyfikacje w obrebie grupy
karboksylowej FMDP powoduja wyrazny spadek aktywno$ci hamujace;j
wobec enzymu i przeciwgrzybiczej otrzymanych pochodnych. Jedynie
w przypadku estru acetoksymetylowego FMDP stwierdzono wysoka aktyw-
nos¢ biologiczna, porownywalna do aktywno$ci niezmodyfikowanego FMDP.
Zwiazek ten w niskich stezeniach powodowat zahamowanie aktywnosci
syntazy glukozamino-6-fosforanu oraz zahamowanie wzrostu komoérek Can-
dida albicans.

2. Wazrost lipofilowosci powoduje spadek aktywnosci biologicznej pochodnych
FMDP.

3. Uzyskano wartosci wyktadnika transportu WT (WT=IC,; _ /IC , m) wigk-
sze lub réwne jednosci, co sugeruje, ze struktury tych zw1agkow nie prze-
szkadzaja im w pokonaniu bariery btony biologiczne;.

4. Uzyskanie wartosci liczbowych WT > 1 dla pochodnych estrowych moze
dowodzi¢ wewnatrzkomorkowej hydrolizy wiazania estrowego pod wpty-
wem niespecyficznych esteraz z uwolnieniem silnego, selektywnego inhibi-
tora.

Wszystkie otrzymane amidowe i estrowe pochodne kwasu N3-(4- metoksyfu-
maroilo)-(S5)-2,3-diaminopropanowego sa wzglednie silnymi inhibitorami aktywnos$ci
syntazy glukozamino-6-fosforanowej. Wykazuja jednak mata trwato$¢ w surowicy
krwi i dlatego konieczne jest poszukiwanie innych inhibitorow 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 edA.

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

Stowa kluczowe: uszkodzenia DNA, 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna, wolne rodniki,
reaktywne formy tlenu, promieniowanie jonizujace
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1. WSTEP

1.1. REAKTYWNE FORMY TLENU

Kazda komorka ludzkiego ciata jest w sposob ciagly narazona na dziatanie reak-
tywnych form tlenu (RFT) [1]. Szacuje sig, ze w pojedynczej komodrce w ciagu doby
inicjowanych jest okoto 1,5 x 10°proceséw utleniania, spowodowanych przez rézne
rodniki tlenowe [2]. RFT moga by¢ generowanie nie tylko przez zrodta zewngtrzne
takie jak: promieniowanie jonizujace (UV, gamma(y), rentgenowskie), zanieczysz-
czenia Srodowiska, $rodki lecznicze, lecz rowniez przez procesy wewnatrzkomor-
kowe np.: reakcje katalizowane jonami metali (Fe, Cu, Cr), przemiany energetyczne
zachodzace w mitochondriach lub jako formy obronne organizmu podczas zwalcza-
nia réznego rodzaju infekcji (neutrofile, makrofagi). Do reaktywnych form tlenu
zalicza sig [3]: O; (anionorodnik ponadtlenkowy) oraz sprzgzony z nim HO; (rod-
nik wodoronadtlenkowy), ‘OH (rodnik hydroksylowy), 'O, (tlen singletowy), O,
(ozon), H,O, (nadtlenek wodoru) oraz NO* (tlenek azotu) powstajacy w wyniku tle-
no-zaleznych przemian L-argininy [4] (Rys. 1).

OH NH, HN/OH NO

/& NADPH NADPH J\
—_— _— >
+ . PN +
OWNH NH, o, R/\NH)\NHz o, R NH \NH2

NH, L-aginina

o NO
H,O

C
C N N + 2 N

Rysunek 1. Reakcja degradacji L-argininy prowadzaca do powstawania tlenku azotu NO*
Figure 1.  Degradation reaction of L-arginine leading to NO" formation

Na szczeg6lng uwage zashuguje reaktywny rodnik hydroksylowy powstajacy
w wyniku radiolizy wody pod wptywem promieniowania jonizujacego o rdznej energii
[5] (Rys. 2), jako produkt reakcji Habera-Weissa katalizowanej jonami metali [6]
lub jako produkt uboczny metabolizmu ksenobiotykow [7] (Rys. 3).
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+ HO + .
romieniowanie
H,O Premerowaney,_ -,
o HyO e-aq (solwatowany elektron)

Rysunek 2. Powstawanie rodnika hydroksylowego w wyniku radiolizy wody
Figure 2.  Formation of hydroxyl radical during water radiolysis

Rozszczepienie wiazania H-O w H,O wymaga uzycia zrodfa generujacego ener-
gi¢ o warto$ci co najmniej 498 kJ/mol (10,56 eV) [8]. Dla przyktadu energia dyso-
cjacji wigzania H-CH, wynosi 438 kJ/mol [8]. Reakcja Habera-Weissa katalizo-
wana jonami metali jest potaczeniem dwoch proceséw: reakcji przeniesienia jed-
nego elektronu z jonu metalu (reakcja Fentona [9]) oraz przeniesienia jednego elek-
tronu z anionorodnika ponadtlenkowego (reakcji Habera-Weissa [10]) (Rys. 3). Ten
ostatni proces charakteryzuje si¢ niska wartoscia statej szybkosci reakcji, rzedu
1-2 M's™! co znaczenie zmniejsza jego znaczenie dla procesow wolnorodnikowych
prowadzacych do powstania uszkodzen w obrgbie kwasow nukleinowych [11].
Natomiast stata szybko$ci powstawania ‘OH w reakeji katalizowanej jonami Fe’*
wynosi 70 M1s71[12].

Fe'*+ M0, —» Fe0 + Hy0 —= Fe’ '+ HO + HO®  Reakcja Fentona

0" + M0, = 0, + HO + HO' Reakcja Habera-Weissa
. . R
0% + gt 0, + pe2t _H202 Fo¥*s HO + HO" Katalizowana jonami Fe

2 Reakcja Habera-Weissa

Rysunek 3. Schemat reakeji Fentona oraz Habera-Weissa z i1 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 §rodkéw utleniajacych, jego
potencjat utleniania wynosi 2,8 V. Dla poréwnania potencjat ten dla H,0, waha sig
pomigdzy 0,87 V a 1,8 V, w zaleznosci od wartosci pH [13]. Ponadto stata szybkosci
reakcji ‘OH z jonami Fe*" wynosi 3,2 x 108 M!s7! i jest ona o rzad wielko$ci wigksza
niz dla reakcji z H,0, (3,3 x 107 M"'s™") [14]. Dane te jednoznacznie wskazuja,
iz pojawienie sig¢ rodnika hydroksylowego w §rodowisku komorki moze prowadzié¢
do wielu przypadkowych niepozadanych reakcji z waznymi makroczasteczkami jak
peptydy, oligonukleotydy, lipidy powodujac ich modyfikacjg (Rys. 4).

Jednakze, w trakcie procesu ewolucji organizmy wytworzyty mechanizmy obronne
zapobiegajace pojawieniu si¢ niepozadanych reaktywnych form tlenu wewnatrz
komorki. Naleza do nich enzymy np.: (a) dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), obecna
zarowno w komorkach prokariotycznych jak i eukariotycznych (jej biosynteza kon-
trolowana jest przez poziom O;)[15], (b) peroksydaza glutationowa, zawierajaca
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w swym centrum aktywnym jon selenu, katalizujaca rozktad H,0, do H,O [16],
¢) peroksydaza hemowa [17], d) katalaza [18].

Mutacje, $mier¢ komorki,
zmiany patologiczne,
procesy starzenia

Transfer
elektronéw
—» H,0

H2
Biatka zawiejajace
jony zelaza
Katalazy
GSSG 0,
Peroksydaz:

H,0, + Fe® — = Fe* + [®OH] + Ho"

T

Zrédta zewnetrzne,
neutrofile, oksydazy NADH =—= NADPH

[NAD+] T Cykl Krebsa

Mechanizmy Czynniki
naprawy DNA redulujace
DNA /uszkodzone lub

utleniajace

DNA

Inne reakcje
rodnikowe DNA

DNA®

NAD" =——= NADP*

Rysunek 4. Powstawanie rodnika hydroksylowego (reakcja Habera-Weissa katalizowana jonami Zelaza),
a uszkodzenia DNA
Figure 4.  Hydroxyl radical formation versus DNA damage (Haber-Weiss reaction with metal ion catalysis)

Odmienna grup¢ molekut bioracych udzial w usuwaniu wolnych rodnikow
stanowia tzw. nieenzymatyczne antyoksydanty, mate czasteczki przeksztatcajace RFT
w ich nieaktywne formy, jednoczes$nie same ulegajac wzbudzeniu. Jako znaczace
przyktady mozna wymieni¢: kwas askorbinowy, o-tokoferol, glutation, karotenoidy,
flawonoidy [19]. Nalezy podkresli¢, iz stosowanie antyoksydantow musi by¢ dosto-
sowane do wieku organizmu np. wykorzystywanie witamin C i E przez komorki
ludzkie zmienia si¢ w roznych fazach zycia [20]. Ponadto nalezy podkresli¢, iz uktad:
,,Sity obronne organizmu” vs ,,wolne rodniki” utrzymywany jest w stanie delikatnej
rownowagi, ktorej naruszenie moze prowadzi¢ do niepozadanych efektow. Przykta-
dem moze by¢ stosowanie nadmiernych ilo§¢ witaminy C w codziennej diecie
np. razem z preparatami zawierajacymi zelazo lub inne jony metali przejsciowych.
Zestawienie takie moze potencjalnie prowadzi¢ do powstawania reaktywnych form
tlenu [21] (Rys. 5). Obserwacje te przeprowadzone przez Halliwella i Gutteridga
potwierdzaja tez¢ von Hohenheima: Alle Dinge sind Gift, und nichts ist ohne Gift.
Allein die Dosis macht, daf3 ein Ding kein Gift ist[22] (Wszystko jest trucizna i nic
nie jest trucizna, tylko dawka czyni, ze dana substancja jest trucizna).
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H,O HO
HO oH HO OH 2Y2 OH
o o o
L . pb SN
- - 7N\
HO OH HO o~ 0, 0 o)
Fe®*
®OH
FeZ*
2+
H* Fe
H,0
Fe®*
HO, o
A ° H o2
0™ ™o
OH
HO
HO™ + HO®

Rysunek 5. Prooksydacyjne i antyoksydacyjne whasciwosci witaminy C
Figure 5. Prooxidativ and antiooxidaive properties of vitamine C

Zwigkszone stezenie reaktywnych form tlenu jest najczesciej zwiazane z czyn-
nikami patogennymi takimi jak palenie papierosow, niedokrwienie, wysoka tempe-
ratura, zamrazanie, toksyny, promieniowanie jonizujace, infekcje, cigzki wysitek
fizyczny, uszkodzenia ciala. Zaburzenie rownowagi RFT/antyoksydanty moze pro-
wadzi¢ do powstania stresu oksydacyjnego, w wyniku ktorego reaktywne formy
tlenu i ich metabolity po niezaplanowanej $mierci komorki wydostaja si¢ do prze-
strzeni migdzykomoérkowej uszkadzajac sasiadujace komorki [23]. W przeciwien-
stwie do procesu nekrozy proces apoptozy indukowany przez RTF nie stanowi
zagrozenia — w procesie tym nastgpuje stopniowe wygaszanie funkcji komorki [24].

Szczegolnie niebezpieczne jest uwolnienie zawartos$ci mitochondriow, perok-
sysomoOw, mikrosomow, w ktorych zgromadzone sa znaczne ilosci H,O, oraz innych
reaktywnych form tlenu. Mitochondria wytwarzaja okoto 2—-3 nmoli nadtlenkow na
minute na miligram biatka [25]. Zrodtem ich powstawania sa procesy zwiazane
z reakcjami przeniesienia elektronu, w wyniku ktérych okoto 5% zaabsorbowanego
tlenu ulega konwersji najpierw do O, a nastgpnie do H,O, [26]. Wigkszo$¢ komo-
rek w fizjologicznych warunkach przeksztatca okoto 2% pobranego tlenu w nadtle-
nek wodoru. Na uwage zashuguje fakt, iz w warunkach hipoksji w mikrosomach
wytwarzane jest okoto 80% catkowitej ilosci H,O, powstajacego w komorce [27].
Peroksysomy odpowiedzialne sa natomiast za wytwarzanie H,O, w warunkach
fizjologicznych. Powyzsze organella sa oddzielone od cytozolu nieprzepuszczalny-
mi dla RFT barierami, skutecznie zapobiegajacymi wydostaniu si¢ ich do $wiatta
komorki. Jednakze, ze wzgledu na braku fadunku oraz dhugi czas zycia H,0,, obser-
wuje sig jego ,,przeciekanie” przez bony organelli [28]. Ponadto H,O, wykazuje
zdolno$¢ migrowania daleko od miejsca powstania. Ze wzgledu na swoja mata
reaktywno$¢ nadtlenek wodoru sam nie stanowi wigkszego zagrozenia dla biolo-
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gicznie waznych makroczasteczek komorki. Jednakze, w sprzyjajacych warunkach
(takich jak pojawienie si¢ jonow metali przejSciowych, rodnikdéw, promieniowania
jonizujacego) H,O, moze stac sig prekursorem rodnika hydroksylowego (Rys. 314).

Jony metali np. Fe*" niezbedne do przeprowadzenia reakcji Habera-Weissa
(Rys. 3) wystgpuja w niezmienionej komorce w formie zwiazanej z biatkami stano-
wiacymi na przyktad magazyn jonow zelaza (ferrytyna) badz wchodzac w strukture
centrum aktywnego enzymow [29]. Uwolnienie ich moze nastapi¢ w wyniku reakcji
pomigdzy uktadem nFe-mS a O; [30]. Omawiany proces dezaktywacji anionorod-
nika ponadtlenkowego zachodzi wedtug schematu:

[2Fe*2Fe*™-4S] + O; +2H" — [Fe*3Fe’*-4S] + H,0,

ze stata szybkosci reakcji rzedu 108-10° M~'s![31] z nastepczym uwolnieniem Fe?".
Nalezy podkresli¢, ze enzymy zawierajace klastry [4Fe-2S] ulegaja dezaktywacji
w wyniku tego procesu (np.: fumaraza A i B, akonitaza), natomiast fumaraza C
posiadajaca uktad [Fe-S] jest w tych warunkach stabilna.

Innym Zrédtem jonéw metali bioracych udziat w reakcji powstawania RFT moga
by¢ np. drobiny azbestu zawierajacego sole zelaza. Po wniknigciu do organizmu
zostaja one otoczone przez neutrofile i makrofagi, ktére rozkladaja je przez wydzie-
lanie reaktywnych form tlenu (H,0,) co przy jednoczesnej obecnosci jonow Fe**
lub Fe** prowadzi do niekontrolowanego uwolnienia duzych ilosci wolnych rodni-
koéw [32]. Powstate pod wplywem ‘OH uszkodzenia makromolekul moga induko-
wa¢ zmiany nowotworowe. Azbest jest druga po dymie tytoniowym przyczyna
powstawania raka ptuc [33]. Oprocz przyczyn zewngtrznych zwiazanych z rozwo-
jem cywilizacyjnym, réwniez niezalezne procesy chorobowe moga prowadzi¢ do
nagromadzenia w organizmie nadmiernych ilo$ci wolnych jondw metali przejscio-
wych w organizmie. Jako przyktad mozna poda¢, iz u 0séb cierpiacych na hemo-
chromatozg pochodzenia genetycznego obserwuje si¢ podwyzszony poziom wol-
nego zelaza we krwi, ktoremu towarzyszy zwigkszona zapadalno$¢ na nowotwory
watroby [34, 35]. Réwniez zbyt wysokie poziomy jondéw zelaza obserwuje si¢
w schorzeniach neurodegeneracyjnych: chorobie Parkinsona, Huntingtona, Alzhei-
mera [36]. Roéwniez podwyzszone stezenie wolnych jonéw metali mozna obserwuje
si¢ w procesach niedokrwiennych tkanek (np. serca) lub u pacjentow cierpiacych na
chordéby genetyczne (np. zespdét Downa) [30, 37, 38]. Odmiennie, zahamowanie
wchtaniania joné6w miedzi a tym samym obnizenie jej st¢zenia w organizmie pacjen-
tow chorych na rdznego typu nowotwory ztosliwe przez TTM (ammonium tetra-
thiomolybdate), prowadzito do ograniczenia wzrostu komoérek zmienionych oraz
ich propagacji do miejsc odlegtych w trakcie prowadzonej chemioterapii [39].

Podsumowujac, jednoczesne uwolnienie jonéw metali przejsciowych (Fe, Cu,
Cr) oraz nadtlenku wodoru do $wiatta komorki moze prowadzi¢ do powstania nie-
zwykle reaktywnego rodnika hydroksylowego (Rys. 3). W przeciwienstwie do H,0,,
‘OH jest krotko zyjaca forma RTF, jego czas istnienia w srodowisku reakcji okresla
sie na okoto 10~ s [40]. Oznacza to, iz rodnik ten moze reagowac ze znajdujacymi
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si¢ w bezposrednim sasiedztwie biomolekutami: biatkami, lipidami, kwasami nuklei-
nowymi. Stata szybkos$ci reakcji dla addycji ‘OH do podwdjnego wiazania wynosi
3-10 x 10° M's™!, natomiast stata szybkosci procesu abstrakcji protonu przez rod-
nik hydroksylowy wynosi 2 x 10°M™'s! [41].

1.2. SOLWATACJA DNA

DNA jest jedna z najbardziej istotnych biomolekut komorki. W jego strukturze
zapisana jest informacja genetyczna gwarantujaca przetrwanie danego gatunku.
Dlatego tez w trakcie ewolucji komorki zostaly wyposazone w odpowiednie narze-
dzia zapewniajace stabilno$¢ informacji genetycznej. Nalezy podkresli¢, iz celem
zmian ewolucyjnych nie byto wydluzenia czasu zycia organizmow lecz zapewnie-
nie przetrwania i przekazania materiatu genetycznego w formie niezmienionej orga-
nizmom potomnym [21].

Kwasy nukleinowe zbudowane sa z podjednostek nukleozydowych potaczo-
nych ze soba wiazaniami fosforanowymi. Kazdy nukleozyd zawiera w swojej budo-
wie reszte cukrowa potaczona wigzaniem glikozydowym z jedna z zasad puryno-
wych lub pirymidynowych. Dwuniciowe DNA (ds-DNA) zbudowane jest z komple-
mentarnych tancuchéw nukleotydowych utozonych antyréwnolegle wzgledem sie-
bie. Zasady nukleinowe skierowane do wewnatrz podwajnej helisy tworza migdzy
soba wiazania wodorowe: trzy pomigdzy cytozyna i guaning oraz dwa pomigdzy
adenina i tymidyna, determinujac w ten sposob drugorzedowa strukture DNA [42].
Ponadto, dwuniciowa struktura stabilizowana jest przez zewngtrzne czasteczki wody
tworzace tak zwany szkielet hydratacyjny [43]. Przyjmuje si¢, Ze na pojedynczy
nukleotyd zawarty w genomie przypada srednio 18—19 czasteczek wody dla formy
B-DNA, natomiast dla formy A-DNA ilo$¢ ta jest mniejsza i wynosi okoto 13—14.
Ponadto w zalezno$ci od tworzonych przez zasady par, w formie B-DNA, wystepuja
roznice w wiazaniu czasteczek H O (pary CG wiaza 27, a pary AT 44 czasteczki
wody) [44]. Stabilno$¢ sekwencji zasad nukleinowych w tancuchu DNA decyduje
o poprawnej replikacji materiatu genetycznego, transkrypcji RNA, odpowiada
posrednio za syntezg oraz strukturg réznego rodzaju bialek. Pojawienie si¢ zmian
w komplementarno$ci zasad zwykle prowadzi do powstania zmian w informacji
genetycznej [45]. Inicjowanie mutacji moze by¢ spowodowane zar6wno przez czyn-
niki endogenne (np. reaktywne formy tlenu) jak i przez czynniki zewngtrzne np.:
chemiczne (zwiazki alkilujace), farmakologiczne (talidomid), fizyczne (promienio-
wanie jonizujace). Oddzialywanie ich z DNA moze prowadzi¢ do: uszkodzenia
zasad nukleinowych, reszt cukrowych, utworzeniu potaczen kowalencyjnych
pomigdzy komplementarnymi ni¢émi DNA badz w obrgbie tej samej nici [46].
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1.3. PROMIENIOWANIE JONIZUJACE

Dla procesu powstawania uszkodzen w obrgbie DNA niezwykle istotny jest
czynnik fizyczny, gdyz wszystkie komorki podlegaja ciaglej ekspozycji na roznego
rodzaju promieniowanie jonizujace: (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 (y) (100 keV—10 MeV), beta
(B) (15 keV-3000 keV), alfa (¢r) (3 MeV-5 MeV). W zaleznosci od wartosci ener-
gii jaka jest ono obdarzone wyroéznia si¢ dwa rodzaje promieniowania: 1) Low-LET
(ang. Linear Energy Transfer) przyjmujace wartosci ponizej 10 keV/mm (protony,
promieniowanie ¥ i X ) oraz 2) Hight-LET przyjmujace warto$ci powyzej 10 keV/mm
(czasteczki o, cigzkie jony). Oddziatywanie ich z makromolekutami komérkowymi
moze prowadzi¢ do réznych efektow biologicznych i biochemicznych [47-50].

Zasigg promieniowania Hight-LET szacuje si¢ na okoto 90 mm od miejsca roz-
padu promieniotworczego pierwiastka. Ekspozycja komoérek na tego typu radiacje,
prowadzi do powstania w niewielkim obrgbie genomu tzw. miejsc zwielokrotnio-
nych uszkodzen — multiply damaged sites (MDS) lub clustered damage (Rys. 6).
Przyjmuje sig, iz w wyniku pojedynczego rozpadu promieniotwdrczego o energii
High-LET moze zosta¢ utworzonych do okoto 25 uszkodzen w obrgbie jednego lub
dwoch skretéw helisy DNA. W wyniku jego dziatania powstaja znaczne ilosci uszko-
dzen takich jak SSB (ang. single strand brake), DSB (ang. double strand brake)
w genomie, jednakze pojawiaja si¢ one tylko w obrebie przemieszczania si¢ np.:
czastek 1 sa one efektem ich bezposredniego oddziatywania z DNA. Nalezy zazna-
czy¢, iz pojedyncze badz podwdjne peknigcia w dwuniciowym DNA moga by¢ wyni-
kiem dziatania zarowno Low- jak i High-LET, jednakze czgstotliwo$¢ ich wystgpo-
wania jest o okoto 1,8—4.,4 razy wigksza dla promieniowania o energii z zakresu
50-160 keV/mm niz dla Low-LET.

Zespolone uszkodzenie

4

Uszkodzenie Ppeknigeie pojedyricze] Podwsjne peknigcia w
zasady nici DNA niciach DNA

Promieniowanie
Jonizujace
w

7

Pojedynicze izolowane uszkodzenie

Rysunek 6. Izolowane i zespolone typy uszkodzen DNA powstate pod wptywem promieniowania jonizuja-
cego
Figure 6.  Izolated and clustered types of DNA damage formed under ionisation radiation
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W odroznieniu od promieniowania High-LET promieniowanie o nizszych ener-
giach prowadzi do jonizacji Srodowiska komoérkowego, poprzez propagacje efek-
tow jonizacji. Przyjmuje sig, iz w wyniku jednego rozpadu promieniotworczego
o energii Low-LET moze by¢ generowane okoto 10 modyfikacji w obrebie jednego
lub dwoch skretéw helisy ds-DNA. Jednakze, utworzone uszkodzenia zasad nuklei-
nowych, reszt cukrowych, SSB, DSB, kowalencyjne potaczenia DNA-DNA czy
addukty DNA-biatko nie sa bezposrednim wynikiem promieniowania jonizujacego
o matej energii, lecz skutkiem powstania w wyniku radiolizy wody rodnikéw hydro-
ksylowych. Ze wzgledu na niska energi¢ jonizacji, czasteczki wody moga ulegaé
ré6znym przemianom pod wplywem promieniowania (Rys. 7) [S1a].

H,0 5 H,0 +e  H,0°+H,0—HO+OH
H,0 - H,0’ H,0"— "H+ OH

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

Radiolizg H,O mozna zapisa¢ schematycznie (w nawiasach podane s wartosci
wydajnosci radiolizy w mmol/J)[51b] jako: H,0 — e_ (0,27) + "OH (0,28) + 'H
(0,062).

Powstate produkty radiolizy H,O w bezposredniej bliskosci zasad nukleino-
wych badz reszt cukrowych nukleotydow moga reagowacé z nimi prowadzac do
generowania réznego typu uszkodzen [49].

1.4. USZKODZENIA KWASOW NUKLEINOWYCH

W rozwazaniach nad powstawaniem RFT i ich wptywem na fizjologi¢ komorki
ludzkiej nalezy zwréci¢ uwage na promieniowanie jonizujace (pochodzace z roz-
nych zrodet) powszechnie stosowane w medycynie: radio- i foto-terapia, diagnos-
tyka obrazowa w tym rentgenografia, scyntygrafia, etc. Podkreélenia wymaga row-
niez fakt, iz dla lepszego uwidocznienia zmian patologicznych narzadow w diagno-
styce obrazowej czgsto stosowane sa kompleksy metali (kontrasty), takich jak: Tc,
Cu, Fe, Mn, Gd [52]. Jony tych pierwiastkow moga powodowac wzrost st¢zenia
wolnych rodnikéw w komorce poprzez katalizowanie reakcji Habera-Weissa
(Rys. 3). Drugorzedowa struktura kwasow nukleinowych stabilizowana jest przez
otoczke solwatacyjna, dlatego tez powstanie ‘OH w bezposredniej bliskosci DNA
jest wysoce niepozadane bez wzgledu na to czy jego zrodlem inicjacji jest promie-
niowanie jonizujace czy reakcja Habera-Weisa katalizowana jonami metali przejs-
ciowych, uwolnionymi do $wiatta komorki z réznych zrédet.

Rodnik hydroksylowy moze reagowac z nukleozydami/nukleotydami w dwo-
jaki sposob: poprzez addycj¢ do podwojnego wiazania lub poprzez abstrakcje pro-
tonu zarowno z reszty cukrowej jak i zasadowej. Do chwili obecnej zweryfikowano
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okoto 70 réznych uszkodzen DNA obejmujacych zarowno modyfikacje w czgsci
2-deoksyrybozy jak i w czg$ci purynowej lub pirymidynowej [47]. Powstate w DNA
zmiany moga powodowac inicjacje roznego rodzaju mutacji bedacych przyczynami
wielu schorzen [53]. Addycja “OH do podwojnego wiazania w zasadach nukleino-
wych prowadzi do powstania na przyktad: glikolu tymidylowego lub cytydylowego,
8-okso-2'-deoksyguanozyny (8-oxo-dGuo) (Rys. 8) [54]. Natomiast w wyniku abs-
trakcji jednego z protonéw w obrebie zasady powstaja migdzy innymi 5-(hydroksy-
metylo)-2'-deoksyurydyna czy 5-formylo-2'-deoksyurydyna (Rys. 8) [54, 55]. Przy-
ktadowe réznice pomig¢dzy produktami addycji do podwojnego wiazania i abstrak-
cji protonu z czesci zasadowej nukleozydu/nukleotydu prezentuje Rysunek 9.

o NH, [e]

CHy OH CH,0H CHO
HN HN
LS X Aoy 2,
>
o~ N 07 >N" ToH 07 >N
H H H
5-hydroksy-6-hydro- glikol cytozynowy alloksan 5,6-dihydrouracyl 5-hydroksymetylo- 5-formylo-
tymidyna uracyl uracyl
NH, o} NH, NH,
NHCHO HaN o
VT e M T e 1) e > T
K N )% N K HN' N—=
N HoN N N NH,
H H NH,
8-hydroksyadenina 8-hydroksyguanina 4,6-diamino-5-formy 2-hydroksyadenina oksazolon
loaminopirymidyna
o oo 0 0
A / { H O
N NH N HN NH
HO o N:< HO o H )\
NH H No NH
o ° Mo o° °Y"/ o /\QAQ
o Ow H o o o N D /
HO O 0 o
HO HO
8-0x0-dGuo/FO FO/8-ox0-dGuo Cyklobutylowy dimer tymidylowy Addukt kowalencyjny dT/dG

Rysunek 8. Przyktadowe modyfikacje zasad nukleinowych powstale w wyniku reakcji z RFT lub w wyniku
bezposredniego dziatania promieniowania jonizujacego
Figure 8.  Examples of nucleic acid base damages formed by ROS or during direct ionization radiation

Powstate w ten sposob modyfikacje w obregbie kwasow nukleinowych sa usu-
wane z ich struktur gtéwnie przez mechanizm wycigcia zasady (Base Excision Re-
pair - BER) pojedynczej (Short Patch - SP) lub catego fragmentu nukleotydowego
zawierajacego od 2 do 12 zasad, (Long Patch - LP) [56]. Przyjmuje sig, iz wigkszo$¢
modyfikacji (okoto 90%) jest naprawiana przez SP-BER [20]. Rowniez tak zwane
podwadjne uszkodzenia zasad (tandem base damage) FO(formyloamino)/8-oxo-dGua
i 8-0x0-dGua/FO (Rys. 8), powstate w wyniku reakcji pomigdzy odpowiednim rod-
nikiem tymidylowym lub cytydylowym a atomem wegla C8 przylegtej guanozyny,
ulegaja wycieciu przez system BER [57].
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Rysunek 9. Produkty addycji wolnego rodnika hydroksylowego do podwojnego wiazania lub abstrakcji pro-
tonu przez ‘OH z czg$ci 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 podwdjnych uszkodzen naleza rowniez: dimery cyklobutylowe piry-
midyn, kowalencyjne addukty pomigdzy atomem C8 guaniny a atomem C5 lub grupa
metylowa tyminy [58—61] (Rys. 8). Ze wzgledu na znacznie ograniczona rotacjg
wokot wigzania glikozydowego sa one eliminowane z genomu przez skompliko-
wany system NER (ang. Nucleotide Excision Repair), rozpoznajacy zmiany w geo-
metrii przestrzennej ds-DNA. W trakcie procesu NER wycinany jest fragment zawie-
rajacy co najmniej 20 zasad nukleinowych. Osobna grupe modyfikacji stanowia
produkty reakcji abstrakcji jednego z protonow 2-deoksyrybozy prowadzace, w wigk-
szo$ci przypadkow, do powstania peknigcia tancucha (ang. single strand brake, SSB)
DNA lub do rozszczepienia wiazania glikozydowego, pomiedzy reszta cukrowa
a zasada purynowa (C1'-N9) lub pirymidynowa (C1'-N1) [62]. Ze wzgledu na swoja
specyfike peknigcia DNA lub produkty depurynacji/depirymidynacji) moga by¢
naprawiane przez BER, NER, NIR (ang. Nucleotide Inscison Repair) a takze przez
homologiczne i nichomologiczne taczenie koncow [63].

Odmienna, bardzo interesujaca grupg uszkodzen w obrgbie genomu stanowia
cyklonukleotydy (c¢dN): 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]
15',8-cyklo-2'-deoksyguanozyna [67], bedace produktami reakcji wolnorodnikowych
w obrebie nukleotydyow/nukleozyddw, inicjowanymi przez ‘OH (Rys. 10). Na uwage
zastuguje fakt, iz atom wegla 5'C jest w nich atomem chiralnym, w przeciwienstwie
do naturalnych nukleozydow. CdN ze wzgledu na jednoczesna modyfikacjg reszty
cukrowej i zasady nukleinowej naleza do grupy podwdjnych uszkodzen DNA.
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Rysunek 10. Graficzne przedstawienie struktur 5',6-cyklo-2'-deoksypirymidyn i 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn
7 zaznaczeniem nowopowstatego centrum chiralnego na atomie wegla 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 zostata po raz pierwszy
zaobserwowana jako produkt degradacji witaminy B12 (cyjanokobalaminy) w 1961
przez Shawna i in. [68]. Sugerowali oni, iz w warunkach beztlenowych pod wpty-
wem promieniowania UV nastepuje degradacja witaminy B12 z jednoczesnym utwo-
rzeniem cyklicznej pochodnej adenozyny. Natomiast w obecnosci tlenu nie obser-
wowali oni pochodnej cyklicznej, lecz odpowiednie kwasowe lub aldehydowe
pochodne adenozyny (Rys. 11A). Wyniki te zostaly potwierdzone przez Hogenkampa
w 1963 1. [69]. Po raz pierwszy 5'.8-cyklo-adenozyna, jako produkt degradacji
nukleotydow, zostata 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 nukleozydow/nukleotydow 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 kwasow nukleinowych dopro-
wadzit do zidentyfikowania w 1976 r przez Mariaggiego i in. 5',8-cyklo-2'-deoksy-
adenozy jako produktu degradacji promieniowaniem 7y 2'-deoksyadenozyny [71].
Jednakze, dopiero dziesig¢ lat pozniej, w 1986 r, Dizdaroglu i in. wykazali powsta-
wanie c¢dA jako produktu radiacji DNA [72].

2.1. CZESTOTLIWOSC WYSTEPOWANIA §',8-CYKLO-2'-DEOKSYADENOZYNY
W KOMORKACH

Uszkodzenia kwaséw nukleinowych sa dogodnymi markerami proceséw pato-
logicznych np. wzrost poziomu 8-0x0-dG obserwowany jest w chorobach nowo-
tworowych i jest on proporcjonalny do rozmiaru powstatego guza [73]. Fizjologiczny
poziom 8-0x0-dG dla monocytéw (wyznaczony na podstawie wynikow analiz tech-
nika HPLC-MS/MS) wynosi okoto 0,5-1 modyfikacji na 10° zasad w DNA [74].
Mimo ciaglego rozwoju technik analitycznych wlasciwe oznaczenie ilosci powsta-
jacych uszkodzen w DNA na poziomie jednej modyfikacji na 107 zasad nukleino-
wych w 30 ug kwasu nukleinowego, nadal stanowi wyrazny problem. Obecnie naj-
bardziej popularne techniki charakteryzuja si¢ czutoscia detekcji na poziomie: HPLC/
ECD 1 x 103w 25-50 ug materiatu DNA, HPLC-MS/MS 10°-10° w 30-40 ug
materiatu DNA, GC/SIM-MS 1 x 107w 50-100 ug materiatu DNA. Obiecujaca
metoda wydaje si¢ by¢ polaczenie techniki HPLC ze znakowaniem radioaktywnym
fosforem (*?P) materiatu przeznaczonego do badania, czuto$¢ wykrywania uszko-
dzen w genomie dla takiego uktadu szacuje si¢ na poziomie 1 x 107 dla 1-5 ug
materiatu [55]. Jednakze, z uwagi na stosowanie pierwiastkow promieniotwdrczych,
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wymagana jest specjalistyczna aparatura badawcza oraz odpowiednio przygotowane
laboratorium. Nalezy podkreéli¢, iz istotny problem, podczas determinacji ilo$ci
uszkodzen w DNA, stanowi okres$lenie poziomu podstawowego (background) bada-
nych modyfikacji powstajacych w trakcie przygotowywania materiatu biologicz-
nego do analiz (ekstrakcja, reakcje enzymatyczne, dziatanie buforéw, temperatury,
UV) [75]. Problem ten byt obserwowany w przypadku oznaczania zawartosci cdA
w komorkach technika GC/MS. Poczatkowo metoda ta okreslono ilos¢ powstaja-
cego cdA w genomie na poziomie 1072, byt on znacznie wyzszy niz oznaczony dla
8-0x0-dG [73, 55]. P6zniejsze prace wykazaly, iz podczas przygotowania materiatu
do badan cdA powstaje z czestotliwoscia okoto 107#[76]. Tak wysoki poziom ozna-
czen poziomu podstawowego byl spowodowany koniecznoscia poddawania DNA
procesowi derywatyzacji, poprzedzajacemu wykonanie wtasciwych analiz technika
GC/MS. Dokonuje si¢ tego przez przeprowadzenie analizowanych zwiazkow w ich
pochodne sililowe. Jednakze, otrzymane produkty sililowania moga ulega¢ reak-
cjom rodnikowym w temperaturze stosowanej podczas chromatografii gazowej, pro-
wadzac do utworzenia pochodnych cyklicznych edA, tym samym zaburzajac wynik
pomiaru (Rys. 12). Nalezy zauwazy¢, iz jedna z metod otrzymywania 5',8-cyklo-2'-
-deoksyaenozyny opracowana przez Navacchia i in. oparta jest na reakcjach rodni-
kowych pochodnych sililowych dA [77].

N NH,
o o Wﬁ) (TMS),Si®
R e

RO AT-85°C

BSA o~ o N/
~— -
AT-130°C

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 pozwolito na oszacowanie
ilosci 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w komorkach grasicy ptodéow i noworodkéw
szczurzych na poziomie 1200 cdA/komoérke [78]. Natomiast dla komorek watroby
warto$¢ ta wynosita 120-320 edA/komorke i zostata oznaczona technika dwuwy-
miarowe]j chromatografii cienkowarstwowej ze znakowaniem materiatu **P [79]. Sza-
cuje sig, ze pojedyncza komorka zawiera 12 x 10° nukleotydoéw. Dane te wskazuja,
ze czgstos¢ wystepowania 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny jest zalezna od pochodzenia
tkankowego komorek.

Dalszy rozw¢j technik analitycznych pozwolit na okreslenia czgstos$ci wyste-
powania tej modyfikacji na poziomie 1,33 x 10 (5'R)-cdA i 4,8 x 10°® (5'S)-cdA
w komorkach watroby szczurzej (do oznaczen wykorzystano HPLC-MS/MS
z zastosowaniem wzorcow wewngtrznych cdA znakowanych N) [80]. Wartosci te
sa prawie dwukrotnie wigksze dla DNA wyizolowanego z komorek grasicy cielgcej
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i wynosza odpowiednio 4,0 x 10® (5'R)-cdA i 9,5 x 10® (5'S)-cdA [81]. Badania
przeprowadzone przez Jaruge i in. [81] potwierdzily wczesniejsze obserwacje:
A — nierownomierno$¢ wystepowania tkankowego edA, B — zawarto$¢ diastereo-
izomeru 5'S wydaje si¢ by¢ wyzsza niz 5'R bez wzgledu na zastosowana technike
analityczna i rodzaj tkanki z jakiej materiat zostat pobrany (Tab. 1) [81-85].

Tabela 1. Poziomy 5,8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w réznych komoérkach
Table 1 The level of 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosin in different cells

Komorki mysie Rybie Komorki ludzkie
cdA Watroba Grasica skrzela Rak piersi Krew
[82, 83, 81] [81] [81] [84] [85]
5'R 22x%10° - 1,3x10° | 4,0x107
5'S | 192x10° 40x10°® 48x10% | 95x10° | 7,0x10° | 2,6x10° | 2,6x10°*

Na uwagg zastuguje rowniez fakt, iz izomer (5'R)-cd A powstaje w przewazaja-
cej ilosci podczas radiacji promieniami gamma 2'-deoksyadenosyny w formie wol-
nej oraz zwiazanej w ss-DNA, natomiast izomer (5'S)-cdA wydaje si¢ by¢ dominu-
jacy dla formy dwuniciowej DNA [86].

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

Nie bez znaczenia na wyniki pomiaru czestotliwo$ci wystgpowania izomerow
5'R 1 5'S wydaja si¢ obserwacje Mirandy i in. nad procesem transformacji izomeru
(5'S)-cdA do (5'R)-cdA pod wptywem promieni slonecznych. Zaobserwowali
oni pojawianie si¢ dodatkowego sygnatu, w analizie RP-HPLC odpowiadajacego
(5'R)-cdA, podczas naswietlania promieniowaniem UVB o dtugosci fali A=295nm
roztworu (5'S)-cdA [86]. Odwrotny proces natomiast nie byt obserwowany podczas
fotoradiacji roztworu (5'R)-cdA (Rys. 13). Omawiana reakcja izomeryzacji moze
zachodzi¢ zgodnie z mechanizmem opisanym dla fotolizy alkoholu benzylowego
[87]. Zaktada sig, iz w pierwszym etapie dyskutowanego procesu rozszczepieniu
ulega wiazanie C—O w (5'S)-cdA z utworzeniem produktu posredniego o charakte-
rze 5'C karbokationu, ktory ulega nastgpczej reakeji z H,O. Energia heterolizy wia-
zania C—O wynosi 60 kcal/mol. Poniewaz atak czasteczki wody lub innego rozpusz-
czalnika jest uprzywilejowany od strony mniej zawadzonej przestrzennie, prefero-
wane jest tworzenie izomeru 5'R. Wydaje si¢ zatem, iz brak przeksztalcen 5'R—5'S
nie jest spowodowany wyzsza energia aktywacji dla formy 5'R 5',8-cyklo-2'-deoksy-
adenozyny, lecz preferencja czasteczki rozpuszczalnika do addycji od strony
tlenu 40 w 2-deoksyrybozie (Rys. 13).
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Rysunek 13. Mechanizm fotoizomeryzacji pod wptywem promieniowania UV (4= 295 nm) 5',8-cyklo-2'-deo-
ksyadenozyny
Figure 13. The mechanism of 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosin photoisomerisation under UV radiation
(A =295 nm)

2.1.2. Stabilno$¢ wigzania glikozydowego w cdA

Kolejnym aspektem mogacym mie¢ wptyw na obserwowany poziom 5',8-cy-
klo-2'-deoksyadenozyny oraz jej sktad diastereoizomeryczny w trakcie oznaczen jest
stabilno$¢ wiazania N-glikozydowego. W naturalnych nukleotydach purynowych
wiazanie pomigdzy C1'-N9 jest okoto dziesigciokrotnie stabilniejsze niz w odpo-
wiednich nukleozydach. Dodatkowo trwato$¢ tego wiazania jest okoto 4 razy wigk-
sza dla natywnej formy DNA niz dla jego formy zdenaturowanej [88]. Na uwage
zashuguje rowniez fakt, iz wprowadzenie podstawnika metylowego w pozycj¢ 7 gua-
niny zwigksza stabilno$¢ wigzania C1'-N9 (N7-metylo-2'-deoksyguanozyny jest okoto
25-krotnie trwalsza niz dG) [89]. Podobne wyniki zostaty uzyskane dla pochodne;j
8-okso-2'-deoksyadenozyny charakteryzujacej si¢ wigksza stabilno$cia niz 2'-deok-
syadenozyna, w warunkach hydrolizy kwasnej [89]. Natomiast hydroliza potacze-
nia C1'-N9 jest dwudziestokrotnie szybsza w porownaniu z uktadem C1'-N1 w nukleo-
zydach pirymidynowych. Obserwacje te Swiadcza o wptywie podstawnikow umiesz-
czonych w obrebie zasad nukleinowych na stabilno$¢ wiazania glikozydowego. Pro-
ces depurynacji/depirymidynacji, zar6wno spontaniczny jak i wymuszony, prowa-
dzi do powstania w DNA miejsc bezzasadowych (ang. apurynic/apirymidinic site,
AP). Szacuje sie, iz w ciagu doby w komorce generowane jest okoto 10* AP [90].
Istotnym zrédltem powstawania AP jest aktywnos$¢ hydrolityczna N-glikozylaz,
enzymoOw rozpoznajacych zmodyfikowane zasady takie jak dU, 8-oxo-dG [89].
Powstale w genomie produkty depurynacji/depirymidynacji sa naprawiane glownie
przez system BER. Enzymy tego mechanizmu chronia w ten sposob materiat gene-
tyczny komorki przed wprowadzeniem niechcianych modyfikacji wynikajacych
z zaburzen komplementarno$ci zasad [91].
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Rysunek 14. Mechanizm hydrolizy wiazania N-glikozydowego przez mono- i dwufunkcyjne glikozylazy
Figure 14.  Mechanism of N-glycosidic bond hydrolysis by mono- and bifuncional gycosylases

Wiazanie C1'-N1 lub C1'-N9 moze by¢ rozszczepiane w centrum aktywnym
enzymu wedhug jednego z trzech mechanizmow przedstawionych na Rysunku 14.
Przy czym wedlug mechanizm D *A (S.1) lub A D, (S,2) (A, — nucleophile
approach, D — leaving group departure, * — discret intermediat), z utworzeniem
posredniego jonu oksokarboniowego, hydroliza zachodzi w glikozylazach mono-
funkcyjnych. Natomiast, w glikozylazach dwufunkcyjnych, wykazujacych aktyw-
no$¢ zaréwno glikolityczna, jak i endolityczna, reakcja przebiega z utworzeniem
produktu posredniego o strukturze zasady Schiffa [92] (Rys. 14). Ze wzgledu na
dodatkowe wigzanie pomig¢dzy atomami C5'1 C8 w 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozynie
nie jest ona substratem dla zadnej ze znanych glikozylaz, czego implikacja jest brak
aktywnosci naprawczej ze strony BER w jej kierunku. Jednakze réznice w stabil-
nosci wigzania C1'-N9 pomigdzy izomerami 5'R i 5'S moga mie¢ wpltyw na czgs-
totliwo$¢ ich wystgpowania w natywnym DNA, jak rowniez moga mie¢ znaczenie
dla wykonywanych oznaczen zawarto$ci cdA w materiale biologicznym. Jaruga
1 in. wykazali, iz (5'S)-cdA jest okoto 40 razy stabilniejsza od dA w warunkach
hydrolizy kwasowej (15% kwas mréwkowy) w temperaturze 37°C [89]. Nalezy pod-
kresli¢, iz w wyniku rozszczepienia wigzania glikozydowego w c¢dA nie nast¢puje
oddysocjowanie wolnej zasady nukleinowej od reszty cukrowej, jak to ma miejsce
w przypadku dA z utworzeniem AP (Rys. 14), lecz otwarcie sze$ciocztonowego
pier§cienia (C1'-04'-C4'-C5'-C8-N9). W powstatych produktach reakcji h-R-cdA
1 h-S-cdA (Rys. 15A) adenina potaczona jest nadal kowalencyjnym wigzaniem
C5'-C8 z 2'-deoksyryboza.
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Rysunek 15. A) Schemat reakcji hydrolizy (5'R)-cdA i (5'S)-cdA oraz B). Profil zaniku edA w trakcie reakcji
hydrolizy 15% kwasem mrowkowym 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 edA in 15% formic acid at 40°C

Wiazanie N-glikozydowe moze ulec rozerwaniu wedtug mechanizmu A *D
lub A N, w dyskutowanej reakcji (Rys. 14,16). Ponadto nalezy zauwazy¢, iz addy-
cja czasteczki wody do atomu wegla C1' moze zachodzi¢ od strony przeciwnej
do atomu: N9, H1' [ub O4'. Ze wzgledu na duza sztywno$¢ struktury edA, najpraw-
dopodobniejszy wydaje sig jednak atak H,O w kierunku atomu azotu N9 adeniny.
Wyniki przeprowadzonych obliczen metodami chemii kwantowej (QM), w fazie
gazowej jak i wodnej, wykazaly, iz omawiany proces przebiega wedtug mechanizmu
S 1[93]. W strukturze powstatych produktow przejsciowych (IM1 (5'S)-cdA i IM2
(5'R)-cdA) obserwowano charakterystyczne dla procesu A *D, odleglosci pomig-
dzy atomem tlenu z H,0 a atomem wegla C1' 2-deoksyrybozy oraz atomem wegla
C1' i atomem azotu N9 grupy odchodzacej (Rys. 16). Przy czym intermediat 1IM2
powstaty z (5'R)-cdA obdarzony byt nizsza energia niz IM1 utworzony z (5'S)-
-cdA, w srodowisku wodnym. Przeprowadzone obliczenia QM wskazuja, iz reakcja
hydrolizy wiazania glikozydowego jest uprzywilejowana dla formy 5'R. Wyniki
badan teoretycznych zostaly potwierdzone przez wyniki przeprowadzonych ekspe-
rymentoéw, w ktorych zarowno pochodna (5'R)-cdA jak i (5'S)-cdA poddane zostaty
reakcji hydrolizy 15% kwasem mréwkowym w temperaturze 40°C w czasie 24
godzin. Analiza, metoda RP-HPLC, produktow procesu degradacji wykazata, iz izo-
mer 5'R ulegat szybszej hydrolizie niz 5'S (Rys. 15B) [93]. Mozna przypuszczac, iz
obserwowane réznice w sktadzie diastereoizomeréw R/S edA sa, w pewnym stop-
niu, wynikiem mniejszej stabilno$ci wiazania N-glikozydowego w formie 5'R niz
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Rysunek 16. Schemat dwoch mozliwych mechanizméw reakcji hydrolizy wiazania 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 obecno$ci edA w komorkach jest spowodowany specyficznym
mechanizmem jej powstawania oraz warunkami w jakich reakcja cyklizacji moze
przebiegac. Zarowno (5'R) jak 1 (5'S) 5',8-cyklo-2-deoksyadenozyna jest produktem
reakcji pomigdzy dA a rodnikiem "OH. Nalezy zauwazy¢, iz zadna z innych reak-
tywnych form tlenu nie indukuje powstawania cdA. Jak zostalo to przedstawione
we wstepie, rodnik hydroksylowy powstaje w komoérce w wyniku dziatania pro-
mieniowania jonizujacego lub jako produkt reakcji Habera-Weissa katalizowane;j
jonami metali. Jego reakcja z dA moze prowadzi¢ do abstrakcji jednego z protonow
2-deoksyrybozy badz adeniny z nast¢pczym utworzeniem odpowiedniego rodnika.
Schaeffer w swoich systematycznych badaniach teoretycznych metodami QM
zaproponowat nastgpujaca kolejnos¢ stabilnosci rodnikow powstatych w obrgbie
dA: Cl1', C4', C5', C3', C2',N6, O5', 03", C2, C8 [62]. Przyjmuje sig iz rodniki C(ali-
fatyczne) sa stabilniejsze od N(aminowych), O(hydroksylowych) oraz od C(aroma-
tycznych). Nalezy jednak zauwazy¢, iz informacja genetyczna zapisana jest w struk-
turze ds-DNA, istniejacej w wigkszosci w formie B, w ktérej ze wzgledu na budowe
przestrzenng podatno$¢ protonéw na proces abstrakceji przez “OH jest nastgpujaca
CI'< C2'< C3'< C4'< C5' [94]. Ponadto Sevilla w swoich pracach eksperymental-
nych wykazal, iz w wyniku procesu jednoelektonowego utlenienia dA, w §rodo-
wisku o neutralnym pH, generowany jest gtdéwnie rodnik C5' [95]. Powstanie jedne-
20 z w/w rodnikow w obregbie nukleotydu/nukleozydu moze prowadzi¢ do rozszcze-
pienia wigzania RO-C5', C1'-N9 lub do procesu depurynacji z jednoczesnym prze-
grupowaniem reszty cukrowej (Rys. 17) [62].
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Rysunek 17. Przyktadowe konsekwencje powstania rodnika w obrgbie dA w DNA [63]
Figure 17. The consequence of different radical formation in dA in DNA structure

W 1988 roku Dirksen i in. zaproponowali, iz 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna
moze powstawa¢ w wyniku dwuetapowej reakcji. W pierwszej fazie procesu nastg-
puje abstrakcja jednego z protonow funkcji C5', przez ‘OH, ze stata szybkosci reak-
cji k, =2 x 10° M''s™" (Rys. 18). W nastepnym etapie nastgpuje atak powstatego
2'-deoksyadenozyno-5'-yl rodnika na atom wegla C8 adeniny w wyniku czego
dochodzi do cyklizacji (stata szybkosci tego procesu k, = 1,6 x 10° M's™") [96].

Ze wzgledu na relatywnie niska wartos¢ k, proces ten moze mie¢ miejsce tylko
w srodowisku beztlenowym. Stata szybkosci reakcji addycji O, do rodnika C5' jest
rzedu 10° M's™'[97] i jest pordwnywalna ze stala k, dla abstrakcji protonu przez
"OH. Nalezy podkresli¢, iz w DNA mitochondrialnym nie znaleziono pochodnych
5',8-cyklo-2'-deoksypurynowych lub 5',6-cyklo-5,6-dihydro-2'-deoksypirymidyno-
wych ze wzgledu na duze stezenia O,, ktory w tym przypadku petni funkcjg protek-
cyjna — jest inhibitorem reakcji cyklizacji. Wartym zaznaczenia jest fakt, iz w mito-
chondriach nie obserwuje si¢ aktywnosci mechanizmu NER. Odmiennie w jadrze
komorkowym poziom tlenu jest relatywnie niski, w zwiazku z czym mozliwe jest
powstawanie cdA na drodze reakcji rodnikowych [98].

NH,
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?.2 N N
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Rysunek 18. Schemat reakcji powstawania edA
Figure 18.  Scheme of cdA formation

Mechanizm powstawania cdA z 2'-deoksyadenozyny byt przedmiotem badan
zespotow Miaskiewicza [99], Chatgilialoglu [96, 100], Erikssona [101]. Jednakze
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prace te oparte byly na obliczeniach QM prowadzonych tylko fazie w gazowej lub
dotyczyly tylko jednego izomeru. Nalezy zauwazy¢, iz pojedynczy nukleozyd czy
nukleotyd charakteryzuje si¢ bardzo duza liczba stopni swobody, ktora prowadzi do
powstania 41 472 roznych konformeréw [62]. Z punktu widzenia stereochemii
reakcji cyklizacji geometria substratow wydaje si¢ by¢ niezwykle istotna np.: zna-
czaca role moze odgrywac potozenie grupy 5' hydroksylowej wzgledem C3' (kat
dwuscienny ¥ wyznaczony przez O5'-C5'-C4'-C3'). W wyniku rotacji wokot wiaza-
nia C4'-C5' najnizsza energia charakteryzuja si¢ rotamery gauche(+), trans(t)
1 gauche(-) [102]. Mozna przyjac, iz rotamer trans dA moze by¢ prekursorem
(5'R)-cdA, a rotamer gauche(—) diastereoizomeru (5'S)-cdA. Natomiast, forma naj-
bardziej stabilna gauche(+), ze wzgledu na zbyt duza barierg rotacji wokot wiazania
C4'-C5', nie powinna by¢ substratem w reakcji prowadzacej do powstania cdA [103].
Ze wzgledu na duza reaktywnos$¢ rodnika hydroksylowego oraz przegrupowanie
powstalych rodnikéw w obregbie 2-deoksyrybozy i adeniny, hipotetycznie mozliwe
jest utworzenie czterech form rodnikowych dA (1-4, Rys. 19), bedacych prekurso-
rami roznych zwiazkéw cyklicznych ((5'R) 1 (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.
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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 odréznieniu od cdA powstate produkty cyklizacji 6 i 5 nie posiadaja dodat-
kowego centrum asymetrii na atomie weggla C5'. Z powodu braku wolnej grupy 5'
hydroksylowej nie moga rowniez uczestniczy¢ w procesie elongacji tancucha DNA,
nie sa substratami dla enzymow typu ligaz badz polimeraz. Powstanie ich w obrgbie
genomu, ze wzgledu na terminacje konca 5', wydaje si¢ by¢ wysoce toksyczne.

Jak to zostato przedstawione na Rysunku 19 do prekursoréw pochodny cyklicz-
nych edA mozna zaliczy¢ rodniki 1 i 3. Badania eksperymentalne nad mechanizmem
powstawania cdA z 8-Br-dA (prowadzone przez Chatgilialoglu i in. [96]) sugero-
waly, iz w pierwszym etapie reakcji nastgpuje rozszczepienie wiagzania Br-C z powsta-
niem 1, ktory nastgpnie ulega przegrupowaniu do rodnika proS lub proR-cdA.
Stata szybkosci reakcji tworzenia rodnika C5' z 8-Br-dA wynosi k, = 1,6 x 10" M''s”!
[96]. Badania teoretyczne tego procesu uwidocznity, iz w przypadku pochodnych
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nukleozydowych proces ten wymaga pokonania nieznacznej bariery energetycznej
dla utworzenia odpowiednich prekursoréw proS- i proR-cdA (Rys. 20) [103].
Natomiast analogiczne obliczenia przeprowadzone dla pochodnych nukleotydowych
wykazaty, iz reakcja przeniesienia rodnika prowadzaca do utworzenia prekursora
proR-cdA jest zarowno w fazie gazowej jak i wodnej uprzywilejowana energetycz-
nie [105]. W obydwu przypadkach wyniki obliczen byty zgodne z danymi ekspery-
mentalnymi oraz z powszechnie przyjetym szeregiem stabilnosci pochodnych rod-
nikowych dA.
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Rysunek 20. Schemat powstawania 2'-deoksyadenozyno-5'-yl rodnikéw 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 protonéw funkcji CH, 5' powstaje produkt posredni
(omawianej reakcji cyklizacji) — proS-cdA lub proR-cdA (Rys. 20), w ktorym atom
wegla C5' przyjmuje hybrydyzacje sp’. Z punktu widzenia termodynamicznego
powstanie rodnika 2'-deoksyadenozyno-5'-yl jest energetycznie uprzywilejowane
w stosunku do rodnika C8 dA. W przeciwienstwie do poprzedniego procesu reakcja
cyklizacji C5'-C8 jest procesem stosunkowo wolnym — stata szybkosci reakcji
wynosi k,= 1,6 x 10° M's™'[96]. Ze wzgledu na stosunkowo dtugi czas zycia rodni-
kéw proS' i proR-cdA do zaistnienia procesu cyklizacji wymagane sa warunki bez-
tlenowe.

Proces tworzenia cdA zostat przedstawiony na Rysunku 21. Kluczowa rolg dla
stereochemii reakcji cyklizacji odgrywa utworzenie stanu przejSciowego 7-10,
w ktorym rodnik skumulowany jest czesciowo na C5'1 C8, a pierscien 2-deoksyry-
bozy przyjmuje konformacje O4'-egzo (W-west). Zarowno dla pochodnych nukle-
ozydowych jak i nukleotydowych produkty przejsciowe 11-14, w ktérych nowo-
powstaty szesciocztlonowy pierscien (C5'-C8-N9-C1'-O4'-C4") przyjmowat konfor-
macje¢ krzesla, byly obdarzone najnizsza energia. Ponadto w przypadku nukleozy-
dow wydaje sig, iz decydujaca rolg w stereochemii reakcji odgrywa powstanie uprzy-
wilejowanego energetycznie produktu przejsciowego proR-cdA [103]. Natomiast
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dla pochodnych nukleotydowych, zarowno w fazie wodnej jak i gazowej, kazdy
z etapow procesu prowadzacy do powstania diastereomeru (5'R)-cdA jest energe-
tycznie preferowany zardwno pod wzgledem termodynamicznym jak i kinetycznym
[105].
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Rysunek 21.  Graficzne przedstawienie mozliwych kierunkoéw reakceji cyklizacji prowadzacej 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 wynikéw badan teoretycznych mozna przypuszczac, iz niska czg-
stotliwo$¢ wystepowania cdA w genomie komorki spowodowana jest: A — koniecz-
noscia przyjecia przez pier§cien 2-deoksyrybozy nieuprzywilejowanej konformacji
0O4'-egzo oraz B — mala szybkoscia reakcji cyklizacji C5'-C8. Ponadto badania QM
przeprowadzone nad mechanizmem powstawania dwoch pozostatych cyklicznych
pochodnych dA: 5',8-cyclo-5',2"-dideoksyadenozyny (5) i O5',C8-cyclo-2'-deoksy-
adenozyny (6) wykazaty, iz proces cyklizacji prowadzacy do ich powstania przebie-
gal wedlug podobnego dwuetapowego mechanizmu [103-105].
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2.3. STRUKTURA PRZESTRZENNA CDA

Obecnos¢ dodatkowego wiazania pomig¢dzy atomami C5' a C8 w obrebie tego
samego nukleozydu powoduje zahamowanie rotacji wokot wiazania glikozydowego
(6-C1'-N9) oraz wiazania pomigdzy C4'-C5' (y) (Rys. 22). W wyniku tego pozycja
adeniny w stosunku do reszty cukrowej zostaje ,,zamrozona” w uktadzie anti. Nato-
miast dla grupy 5' hydroksylowej, determinujacej kierunek elongacji tancucha DNA,
dozwolone sa dwa potozenia w uktadzie gauche(-) lub trans. Dodatkowo pierScien
2-deoksyrybozy przyjmuje najmniej uprzywilejowana konformacj¢ O4'-egzo
(Rys. 23). W konformacji (E atom CS'i atom C8 ulegaja zblizeniu na odlegtos¢
2,9 A zajmujac pozycje aksjalne, w cdA warto$¢ ta zredukowana jest dodatkowo
do okoto 1,5 A. Natomiast w zrelaksowanej formie °E odlegto$é miedzy tymi samymi
atomami wynosi 4,6 A [106]. Ponadto w przeciwienstwie do edA w naturalnych
nukleozydach reszta cukrowa ulega ciaglym przemianom w procesie pseudorotacji
pomigdzy konformacja N i S [107]. Przy czym przejscie *E- E-’E- E-’E jest enegre-
tycznie uprzywilejowane w stosunku do *E-,E-'E- E-*E-,E-’E [43]. Ta elastycznos¢
pierscieni 2-deoksyrybozy pozwala na zachowanie stabilnosci wiazan wodorowych
w ds-DNA, dopasowanie si¢ odpowiednich nukleotydotrifosforanow (NTP) do
matrycowego oligonukleotydu, w procesie polimeryzacji, odpowiednie umieszcze-
nie modyfikowanej zasady nukleinowej w centrum aktywnym glikozylazy, efc.
Natomiast sztywna struktura edA, w ktorej reszta cukrowa obdarzona jest konfor-
macja (T'(bliska E), skutecznie zaburza w/w procesy. Z danych eksperymental-
nych wynika, iz inkorporacja (5'S)-cdA w struktur¢ ds-DNA obniza stabilno$¢
dupleksu o okoto 6°C przez pojedyncza modyfikacje [108]. Powoduje to rowniez
zaburzenie w stakingu zasad nukleinowych, tym samym ingerujac w proces trans-
feru elektronow/tadunkow/rodnikow w obrebie ds-DNA [109].

(5'S) 5',8-cyklo-2'-deoxyadenosine (5'R) 5',8-cyklo-2'-deoxyadenosine
(5'S)-cdA (5'R)-cdA

Rysunek 22.  Graficzne przedstawienie struktur (5'R) i (5'S) 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny z zaznaczeniem
numeracji atoméw oraz katéw torsyjnych: u (C4'-04'-C1'-C2"), u,(04'-C1'-C2'-C3"),
u,(C1'-C2'-C3'-C4"), u,(C2'-C3'-C4'-04"), u,(C3'-C4-04'-C1"), t(C4'-C5';-C8-N9), ¢(O4'-C1'-
-N9-C4), d(C3'-C4'-C5'-05")

Figure 22. Graphical representation of (5'R) and (5'S) 5',8-cyclo-2'-deoxyadenozyne with main dihedral
angles u,(C4'-04'-C1'-C2'), u,(04'-C1'-C2'-C3'"), u,(C1'-C2'-C3'-C4"), u,(C2'-C3'-C4-04"),
u,(C3'-C4'-04'-C1"), t(C4'-C5';-C8-N9), ¢(04'-C1'-N9-C4), d(C3'-C4'-C5'-05'")
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°E (N)

’E(9)
Rysunek 23.  Schemat cyklu pseudortacji pigciocztonowego pierscienia reszty cukrowej nukleozydoéw/nu-
kleotydow
Figure 23. Scheme of pseudorotation cycle of five member sugar ring in nucleoside/nucleotide

2.3.1. Moment dipolowy i rozklad ladunkéw w 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozynie

Usztywnienie struktury w cdA prowadzi do obnizenia momentu dipolowego
(DM) dla formy 5'R jak i 5'S, w porownaniu z warto$ciami otrzymanymi dla dA.
Badania metodami chemii kwantowej wykazaty, iz wartoSci DM obliczone dla dia-
stereizomeru (5'R)-cdA przyjmuja wicksze wartosci niz dla (5'S)-cdA, zaréwno
w fazie gazowej jak i wodnej (Tab. 2) [110]. Podobne trendy byly obserwowane
dla form dA; rotamer gauche(—) wykazywat mniejsza warto§¢ niz rotamer trans
2'-deoksyadenozyny [110]. Dodatkowo wartosci DM uzyskane w fazie wodnej byly
wyzsze niz dla fazy gazowej. Nalezy podkresli¢, iz momenty dipolowe dla
(5'R)-cdA i dA trans byty zblizone w fazie gazowej w przeciwienstwie do wartosci
otrzymanych dla (5'S)-cdA i dA gauche(-). Wydaje si¢ zatem, iz na wartos¢
momentu dipolowego ma wpltyw polozenia grupy 5' hydroksylowej wzgledem
atomu tlenu O4' oraz sztywno$¢ struktury edA. Sugestie te zostaly potwierdzone
przez dane eksperymentalne uzyskane technika dichroizmu kotowego (CD) dla oby-
dwu diasterecoizomerow (Rys. 24). W widmie CD dla (5'R)-cdA obserwowano
dodatnie maksimum przy A= 265 nm natomiast dla formy (5'S)-cdA przy A= 260 nm
obserwowane byto minimum [110]. Analiza rozktadu tadunku w obrebie 5'R 1 5'S
5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w formie neutralnej, kationowej i anionowej (wyko-
nana przy pomocy obliczen QM dla fazy gazowej) wykazata rownomierna dystry-
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bucj¢ tadunku pomigdzy 2-deoksyryboz¢ a adening. Natomiast wyniki uzyskane
w fazie wodnej dla formy anionowej wykazaly kumulacj¢ tadunku ujemnego
wylacznie na czeséci zasadowej nukleozyddéw [110]. Porownanie parametréw geo-
metrycznych, rozktadu tadunku oraz DM, dla pochodnych (5'R)-cdA i (5'S)-cdA
wskazuje, iz struktury tych czasteczek sa niewrazliwe na utrate lub pojawienie si¢
dodatkowego tadunku w ich uktadzie. Jedyne zmiany geometryczne obserwowane
byly w obr¢bie egzoaminowej grupy N6 [111]. Dane te §wiadcza o wysokiej konser-

watywnosci uktadu 5',8-cyklo-2'-deoksypurynowego.

Tabela 2. Warto$ci momentow dipolowych w Debajach dla adeniny, 2'-deoksyadenozyny
i5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny
Table 2. The value of dipole moment in Debays of 2'-deoxyadenosine and 5',8-cyclo-2'-deoxyadenoze

Adenina

5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna

380

Rysunek 24.  Widmo CD dla (5'R) 1 (5'S) 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna [110]
Figure 24. CD spectra of (5'R) and (5'S) 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine [111]

Warto$¢ eksperymentalna [112] 2,27 Faza gazowa Faza wodna
DFT B3LYP/DZP++ [113] 2,51 Forma neutralna
DFT B3LYP/6-311++G** 5'R 5'S S'R 5'S
Faza wodna 3,62 Faza gazowa 2,46 3,99 1,99 6,44 4,14
2'-deoksyadenozyna [110] Forma anionowa
DFT B3LYP/6-311++G**Faza wodna / Faza gazowa S'R 5'S S'R 5'S
gauche (+) Trans gauche (-) 4,92 4,30 10,46 8,52
7,36/5,18 8,56/4,24 7,21/422 Forma kationowa
DFT B3LYP/DZP++ Faza gazowa [113] 2,39 5'R 5'S 5'R 5'S
7,77 7,11 9,51 9,42
. — — (5'S)cdA
— (5'R)cdA
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2.3.2. Potencjal jonizacji i powinowactwo elektronowe
5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny

Jedna z przyczyn powstawania uszkodzen w obrgbie ds-DNA jest migracja elek-
tronéw/rodnikéw, powstatych w wyniku procesu radiacji, pomi¢dzy zasadami nu-
kleinowymi. W swoich pracach Giese i Schuster wykazali, iz elektron moze by¢
przenoszony w ds-DNA na odleglo$ci okoto 100 A [114]. Na uwag¢ zastuguje fakt,
1z w genomie istnieja uprzywilejowane miejsca kumulacji rodnikow/tadunkow.
Naleza do nich sekwencje bogate w dG (5'-GGG-3"), wynika to z faktu, iz 2'-deok-
syguanozyna posiada najnizszy potencjat jonizacji (IP) wérod niemodyfikowanych
zasad nukleinowych. Przyjmuje si¢ nastepujaca kolejnos¢ potencjatow jonizacji dla
zasad nukleinowych U > T > C > A > G [115]. Interesujacy jest rowniez fakt,
iz modyfikacja 8-0x0-dG ma nizszy IP od swojego prekursora (dG) o okoto 0,3 eV
[116]. 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna ze wzgledu na swoja sztywna strukture
(zaburzenie stakingu zasad) moze odgrywac istotng rol¢ w inhibicji transferu elek-
tronow do odlegtych miejsc genomu. Dodatkowo wskazuja na to obliczone meto-
dami QM potencjaty jonizacji, zarowno adiabatyczne (AIP) jak i wertykalne (VIP)
w fazie gazowej i wodnej, przyjmujace wartosci nizsze niz dla dG (8,6eV). Obli-
czono nastgpujace wartosci 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.

Poniewaz obliczone wartosci potencjatow jonizacyjnych zaréwno wertykalnych
jak i adiabatycznych dla (5'R)-cdA i (5'S)-cdA sa nizsze od warto$ci energii joniza-
cji wody (10,56-12,61 eV) mozna przypuszczaé, iz diastereizomery 5',8-cyklo-2'-
-deoksyadenozyna moga ulega¢ nastepczym przemianom chemicznym. Oprocz
potencjalu jonizacyjnego na migracje elektronu w ds-DNA ma wplyw powinowactwo
elektronowe (EA) poszczegdlnych nukleotyddw, swiadczace o zdolnosci danego
uktadu do przyltaczenia nadmiarowego elektronu. Dla zasad nukleinowych zostata
okreslona nastgpujaca kolejnos¢ adiabatycznego powinowactwa elektronowego
(AEA): C(0,56) <T(0,79) < U(0,80) <A(0,95) < G(1,5) [117], natomiast dla wol-
nych nukleozydow dT(0,44) > dC(0,33) > dG(0,09) = dA(0,06) [118] (wartosci
w nawiasach podano w eV). Obliczone wartosci AEA i VEA (wertykalne powino-
wactwo elektronowe), metodami QM, dla pochodnych 5',8-cyklo-2'-deoksyadeno-
zyna wynosity 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, iz czasteczki
obdarzone duzym DM sa zdolne do utrzymania nadmiarowego elektronu poprzez
efekt momentu dipolowego, bez wywierania znacznych zmian w geometrii czasteczki.
Natomiast molekuly wykazujace mata warto§¢ momentu dipolowego moga wiazaé
elektron poprzez wykorzystanie orbitali LUMO, wymuszajac znaczace zmiany
w ich geometrii. Poniewaz obydwa diastereoizomery (5'R)-cdA i (5'S)-cdA charak-
teryzuja si¢ matymi warto$ciami zarowno DM (Tab. 2) jak i VEA mozna przypusz-
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cza¢, iz nadmiarowy elektron zostal umieszczony na LUMO. Zatozenie to zostato
potwierdzenie poprzez obserwowane zmiany geometrii jedynie w obrgbie grupy
egzoaminowej N6 cdA [111].

Dogodnym parametrem warto$ciujacym trwalos¢ powstatego anionu jest wer-
tykalna energia oderwania elektronu (VED) [112]. Dla edA wynosi ona odpowied-
nio (faza gazowa/wodna): 5'R 0,31/2,0215'S 0,27/2,18. Te relatywnie mate wartosci
VED, obliczone metodami QM, sugeruja, iz aniony cdA nie powinny by¢ obserwo-
wane w Srodowisku reakcji, przemawiaja za tym rowniez obliczone niskie wartosci
AEA. Zatem mozna si¢ spodziewac, iz jesli nawet odpowiednie aniony zostang utwo-
rzone to powinny one wykazywac znikoma trwatos¢, ze wzgledu na konserwatyw-
nos$¢ struktury edA wytworzona przez dodatkowe wigzanie C5'-C8, uniemozliwia-
jaca stosowna zmiang geometrii w obrgbie czasteczki.

2.4. WPLYW CDA NA STRUKTURE PRZESTRZENNA SS-DNA

Diastereoizomery 5'R i 5'S 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny moga istnieé
w komoérce w postaci wolnych nukleozydow lub jako nukleotydy w ss-DNA lub
ds-DNA. Wydaje si¢ mato prawdopodobne, aby ¢dA byta najpierw przeksztalcona
w formg trifosforanu a nast¢pnie wlaczona w tancuch DNA. Jednakze pojawienie
si¢ fragmentu o sztywnej strukturze w obregbie oligonukleotydu moze prowadzi¢ do
zmian geometrycznych obejmujacych znaczace jego fragmenty. Jest to szczegolnie
widoczne podczas analizy RP-HPLC mieszaniny 2'-deoksynukleozydéw i pochod-
nych 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (Rys. 25) [121]. W analizie tej widoczne jest
skrocenie czasu retencji dyskutowanych pochodnych cyklicznych wzglgdem 2'-deo-
ksynukleozydow. Nalezy zauwazy¢, iz konfiguracja na atomie wegla C5' w 2-deok-
syrybozie ma wyrazny wplyw na réznice w mobilno$ci pomigdzy diastereomerami:
diastereomer R migruje szybciej przez kolumng chromatograficzna wypetniona
odwrotna faza niz diastereoizomer S. Podobne obserwacje przeprowadzono dla di-
nukleotydowych fragmentéw zawierajacych cdA.

Wplyw 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny na dziatanie enzymow hydrolizujacych
internukleotydowe wiazanie fosforanowe zostat dobrze udokumentowany przez
Jaruge i in. [122]. Wykazali oni, iz wiazanie to w dinukleotydach zawierajacych
(5'S)-cdA ulega rozszczepienu z uwolnieniem cdA. Wyjatek stanowit dinukleotyd
T,,cdA, ktory w obecnosci mieszaniny enzymow hydrolizowat jedynie w sze$¢-
dziesigciu procentach. Ponadto obserwowana byta zmienna szybko$¢ hydrolizy oli-
gonukleotydéw zawierajacych rézne nukleozydy w bezposrednim otoczeniu cdA
—sekwencja T, ,cdA powodowata wydtuzenie czasu reakcji enzymatycznych [122].
Sugeruje to, iz na usuwanie (5'S)-cdA z genomu moga mie¢ réwniez wplyw sasia-
dujace zasady, podobnie jak w procesie powstawania pojedynczych peknigé
w ds-DNA [123].
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Rysunek 25.  Chromatogram RP-HPLC mieszaniny 2'-deoksynukleozydéw 1 — dC, 3 —dG, 4 — T, 7 — dA,
pochodnych 5',8-cyklo-2-deoksyadenozyny (5'R — 2, 5'S — 5) oraz dinukleotydow (T, (5'R)-
-cdA (6), T, (5'S)-cdA (8))

PO
Figure 25. Reverse-phase HPLC analysis of the mixture of natural 2'-deoxynucleosides: 1 — dC, 3 — dG,

4T, 7 - dA, 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine derivatives (5'R-2, 5 — 5'S-5) and dinucleotides
(T, (5'R)-cdA (6), T, (5'S)-cdA(8))

PO PO

Przeprowadzone badania strukturalne technikami NMR dla dinukleotydow
T,o[(5'R)-cdA] i T, [(5'S)-cdA] wykazaly wyrazny wplyw reszt 5',8-cyklo-2'-de-
oksyadenozynowych na ich geometri¢ przestrzenna [121, 124], mimo iz w dinu-
kleotydach tych nie obserwowano wyraznych zmian w konformacji cukru reszty
tymidylowej wzgledem wolnej tymidyny. Reszta cukrowa w wolnej tymidynie przyj-
muje konformacje ,T* oraz faze: 187° i amplitude: 38° [125], w T, cdA dla formy
5'R: [T, faza: 166°, amplituda: 37° dla 5'S: °T,, faza: 193°, amplituda: 45°[121,
124]. Z drugiej strony pierscien 2-deoksyrybozy uwiklany w uktad 5',8-cyklo-2'-
-deoksyadenozyny nie wykazuje wrazliwosci na zmiany podstawnikéw w obrebie
zaréwno reszty cukrowej jak i zasadowej. Analiza widm NMR otrzymanych
w zakresie temperatur 23—41°C nie wykazala zmian w geometrii reszty cukrowej
w podjednostce cdA. We wszystkich dyskutowanych przypadkach 2-deoksyryboza
przyjmowata konformacje \T' o fazie 272-279° i amplitudzie 44—47° bez wzgledu
na chiralno$¢ atomu wegla C5'[121, 124]. Wyniki tych badan zostaty potwierdzone
przez rezultaty obliczen teoretycznych wykonanych metodami chemii kwantowej
[121]. Zatem wydaje sig, iz decydujacy wplyw na potozenie przestrzenne tymidyny
w dyskutowanych dinukleotydach ma ulozenie grupy 5' hydroksylowej w cdA.
Obliczenia metodami mechaniki molekularnej w fazie wodnej, z wcze$niej zaim-
plementowanymi parametrami geometrycznymi uzyskanymi z eksperymentéw NMR
dla T, [(5'R)-cdA] i T, [(5'S)-cdA] oraz ich poréwnanie ze struktura T, dA
pochodzaca ze struktury ds-DNA [126], potwierdzity powyzsze przypuszczenia.
W naturalnym dinukleotydzie odlegto$¢ pomiedzy zasadami wynosi 3,06 A (odleg-
tos¢ pomigdzy H2 adeniny i H3 tyminy), natomiast dla T, [(5'R)-cdA] i T, [(5'S)-
cdA] odpowiednio 5,6 A i 6,5 A. Ponadto wartoéci obliczone dla kata dwuscien-
nego wyznaczonego przez atomy N9,C8 adeniny i N1,C2 tyminy, okreslajace
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wzajemne ulozenie zasad nukleinowych, wynosity odpowiednio dla: T, dA ~170°,
T,o[(5'R)-cdA] —-169,4°, T, [(5'S)-cdA] —158,2° (Rys. 26) [121]. Mozna zatem
przypuszczaé, iz wysoka stabilno§¢ w warunkach hydrolizy enzymatycznej wiaza-
nia fosforanowego w dinukleotydzie T, [(5'S)-cdA] spowodowana jest wywota-
nymi przez (5'S)-edA, duzymi zmianami w jego geometrii wptywajacymi na aktyw-
nos¢ enzymow. Pordwnanie parametrow geometrycznych powyzszych dinukleoty-
dow wskazuje, iz diastereomer R w mniejszym stopniu powinien zaburza¢ strukturg
przestrzenna ss-DNA 1 ds-DNA (Rys. 26).

-169.4° . 558 A

T, (5'S)cdA

T, (5'R)cdA

Rysunek 26.  Graficzna wizualizacja réznic pomigdzy T, dA, T, [(5'R)-cdA] i T,,[(5'S)-cdA]
Figure 26. Graphical visualization of the difference in 3D structure between d[T, A], T, (5'S)-cdA and
T,o(5'R)-cdA

Ze wzgledu na ograniczona rotacj¢ wokot wigzan C1'-N9 i C4'-C5' oraz ze wzgledu
na obecno$¢ dodatkowego wiazania kowalencyjnego (C5'-C8) pomigdzy 2-deoksy-
ryboza a adenina, 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna obecna w tancuchu DNA nie jest
substratem dla systemu naprawczego BER, zarowno w formie 5'R jak i 5'S. Obecnie
zadna ze znanych glikozylaz nie jest zdolna do przeprowadzenia hydrolizy wiazania
C1'-N9 z nastepczym uwolnieniem wolnej adeniny. Nalezy zauwazy¢, iz po rozsz-
czepieniu reszta cukrowa i zasadowa nukleozydu pozostaja nadal trwale zwiazane.
Whioski te zostaty potwierdzone przez wyniki eksperymentéw z uzyciem izolowa-
nych enzymow [127] jak i z zastosowaniem ekstraktow jadrowych z komérek moz-
géw dorostych szczurow [128] lub komoérek HeLa-60 [129]. Systematyczne prace
grup badawczych Brooksa [128] i Lindahla [129] wykazaly, iz cdA jest usuwana
z genomu przez system naprawczy NER. Przy czym diastereizomer 5'R jest lep-
szym substratem dla NER niz 5'S. Nalezy podkresli¢, iz obydwie formy cdA sa
wycinane z genomu wolniej niz addukty platyny Pt-GTG ((5'S)-edA — 150 razy
wolniej, (5'R)-cdA — 40 razy wolniej) [129]. Obserwowano réwniez ich wyrazny
wplyw na aktywnosc¢ 3' egzolityczna polimeraz Pol-T7 [129] i Pol-T4 [130]. Oligo-
nukleotyd zawierajacy (5'S)-cdA dla obydwu enzymow stanowit ,,stop punkt”
w procesie hydrolizy wigzan internukleotydowych [129, 130], podobne wyniki uzys-
kano dla eksperymentow przeprowadzonych z uzyciem DNazy 111 [130]. Natomiast
fragment DNA zawierajacy (5'R)-cdA byt catkowicie degradowany przez podjed-
nostke 3' egzolityczna polimerazy Pol-T4 [130]. Umiejscowienie dyskutowane;j
modyfikacji ((5'R)-cdA Iub (5'S)-cdA) w matrycowym fragmencie DNA powodo-
walo zatrzymanie procesu polimeryzacji fancucha DNA przez polimeraze d (Pol-6)
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sprzgzong z PCNA (jadrowy antygen komorek proliferujacych) [130]. Pol-d nalezy
do grupy polimeraz o wysokiej doktadnos$ci odwzorowania. Odmienne rezultaty
uzyskano przez zastosowanie, w obecno$ci mieszaniny dNTP, polimerazy 1 (Pol-n
— polimeraza o niskiej doktadnosci odwzorowania) lub Pol-T7 w procesie elongacji
fancucha potomnego DNA. Wyniki tych eksperymentéw pozwolity stwierdzi¢, iz
diastereoizomer 5'R obecny w matrycy DNA nie stanowi znaczacej bariery dla reak-
cji polimeryzacji w przeciwienstwie do formy 5'S, ktora blokuje omawiany proces
[130].

Nie bez znaczenia pozostaje rowniez wptyw c¢dA na mechanizm naprawy (BER)
innych typoéw uszkodzen powstatych w nici DNA komplementarnej do nici zawiera-
jacej 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyng. Nalezy zauwazy¢, iz w pierwszym etapie pro-
cesu BER wycigciu ulega modyfikowana zasada z utworzeniem miejsca AP, ktore
jest nastepnie usuwane przez endonukleazy, z utworzeniem ssb-DNA (pojedyncze
pekniecie nici DNA). Alternatywnie ssb-DNA moze powstawa¢ w wyniku aktyw-
nosci glikozylaz dwufunkcyjnych. Powstata przerwa pomiedzy sasiadujacymi kon-
cami 5' 1 3' tancucha DNA jest wypehienia przez polimerazy z nastgpczym pota-
czeniem obydwu koncow DNA przez enzymy typu ligaz [57, 103]. Obecno$¢
(5'S)-cdA w nici komplementarnej do nici DNA podlegajacej naprawie w odleg-
toéci 5 zasad od powstania miejsca AP powoduje zaburzenia w reakcjach enzyma-
tycznych bioracych udziat w dyskutowanym procesie [103]. Szczegoblnie jest to
widoczne w efektywnosci procesu polimeryzacji. Nie obserwowano elongacji na-
prawianego tancuch DNA jesli (5'S)-cd A umiejscowiona byta naprzeciwko ssb-DNA
[103]. Zwigkszenie dystansu pomigdzy AP i (5'S)-cdA do 8 zasad w kierunku konca
3' nici zawierajacej (5'S)-cdA (-8) nie wptywalo znaczaco na rekonstytuceje nici
podlegajacej naprawie (obserwowano aktywnos¢ mechanizmu LP-BER). Natomiast
jesli AP zostalo przesunigte o taka sama liczbe jednostek nukleozydowych (+8)
w kierunku przeciwnym (koniec 5' nici zawierajacej (5'S)-cdA) efekt inhibicji
odtwarzania uszkodzonej nici byl wciaz obecny (Rys. 27) [103]. Analiza wptywu
cdA na strukturg ds-DNA metodami chemii kwantowej wykazata wyrazne zaburze-
nia w komplementarnos$ci jak i w stakingu pomigdzy zasadami nukleinowymi
w kierunku konca 5' nici zawierajacej cdA — obserwowany byt tzw ,,efekt domina”.
Natomiast zaburzen tych nie obserwowano w kierunku konca 3' (Rys. 28) [103].
Rezultaty te zostaty potwierdzone przez badania strukturalne technikami NMR [131].
Uzyskane wyniki eksperymentéw wyraznie wskazuja na wysoka toksyczno$¢ obec-
nej (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny w genomie, przy czym wydaje sig, iz zmian
w geometrii ds-DNA odpowiedzialne za inhibicj¢ proceséw naprawczych sa wywie-
rany w okre§lonym kierunku ds-DNA (koniec 5' nici zawierajacej (5'S)-cdA).
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Rysunek 27.

Figure 27.

Rysunek 28.

Figure 28.
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Wplyw (5'S)-cdA w nici komplementarnej na naprawg nici DNA zawierajacej miejsce AP przez
mechanizm NER. Pozycja (5'S)-cdA wzglgdem AP: a) — 8, tor 1-6; b) +8, tor 13—18; ¢) Kon-
trola, tor 7-12. Cyfry pod radiogramami Zeli oznaczaja czasy reakcji z uzyciem ekstraktu jadro-
wego z komorek XRS-5 wyrazone w minutach 0, 1, 5, 15, 30, 60 [103]

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; ¢) 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]
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A) Struktura dupleksu (d[TUT]/d[AcAA]) zawierajacego (5'S)-cdA (zaznaczona kolorem
z6ltym) oraz 2'-deoksyurydyng (dU) w uktadzie komplementarnym (edA::dU) otrzymane
w wyniku obliczen metodami QM; B) Przedstawienie graficzne umiejscowienia dU vs (5'S)-
-cdA (pozycja +1 R ; R,=CH,, R,;=H; pozycja 0 R ; R, =CH,, R =H; pozycja -1 R,; R,=CH,,
R,=H.); C) Przestrzenne utozenie komplementarnych zasad w dupleksie d[TUT]|/d[AcAA])
zawierajacym (5'S)-cdA (zaznaczona kolorem zottym) [104]

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 R, and R, = CH,, R,=H. Position 0 R and R, = CH,, R,=H.
Position -1 R, and R, = CH,, R,=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 ciagu ostatnich 50 lat odkryto okoto 70 rodzajow uszkodzen DNA, wigk-
szo$¢ z nich jest naprawiana przez system BER. Jednakze modyfikacje nukleozy-
dow/nukleotydow, w ktorych mozliwos¢ hydrolizy wiazania N-glikozydowego jest
ograniczona, eliminowane sa z genomu poprzez skomplikowany mechanizm NER.
5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna poprzez obecno$¢ wiazania pomigdzy atomami
C5'-C8 nalezy do podwodjnych uszkodzen kwasdéw nukleinowych — w czasteczce tej
modyfikacji ulegta zarowno podjednostka cukrowa jak i zasada nukleinowa. Obec-
no$¢ dodatkowego potaczenia C-C powoduje usztywnienie struktury edA poprzez
zablokowanie rotacji wokol wiazania C1'-N9 i C4'-C5' oraz trwale ,,zamrozenie”
konformacji pigciocztonowego pierscienia 2-deoksyrbozy w najmniej energetycz-
nie uprzywilejowanej formie T'bliskiej O4'-egzo (w czasteczce tej atom wegla C5'
jest atomem chiralnym).

Ze wzgledow strukturalnych (5'R)-cdA i (5'S)-cdA sa eliminowane z DNA
poprzez system NER, przy czym diastereoizomer 5'R jest efektywniej usuwany
z genomu. Dodatkowo wiazanie glikozydowe w c¢dA wykazuje okoto 40-krotnie
wigksza trwato§¢ w poréwnaniu z dA w warunki hydrolizy kwasowej. Przeprowa-
dzone badania teoretyczne nad procesem rozszczepienia wiazania glikozydowego
ujawnily, iz proces ten przebiega wedlug mechanizmu D *A . Ponadto wyniki
badan eksperymentalnych nad trwatoscia wiazania glikozydowego w cdA w warun-
kach hydrolizy kwasowej wskazuja, iz diastereomer 5'S charakteryzuje si¢ nieznacznie
wyzsza stabilno$¢ niz diastereoizomer 5'R.

Przyjmuje si¢ ze cdA powstaje w komorce, w warunkach beztlenowych,
w wyniku dwuetapowej reakcji, w pierwszym etapie nastepuje oderwanie jednego
z protondéw z funkcji C5' hydroksylowej poprzez rodnik *OH z jednoczesnym utwo-
rzeniem rodnika alkilowego (2'-deoksyadenozyn-5'-yl), ktory ulega procesowi
C5'-C8 cyklizacji (etap drugi) z utworzeniem edA. Wyniki obliczen DFT sugeruja,
iz proponowany mechanizm reakcji jest shuszny zarowno dla form nukleozydowych
jak i nukleotydowych [102,105]. Ze wzgledu na konieczno$¢ adaptacji przez 2-deo-
ksyryboze konformacji bliskiej O4'-egzo w trakcie procesu cyklizacji, cdA powstaje
w komorce z czgstotliwoscia jednej modyfikacji na 103 zasad nukleinowych. Ana-
liza produktow y-radiacji ds-DNA wykazata, iz diastereoizomer 5'S jest bardziej
rozpowszechniony niz forma 5'R. Te same eksperymenty przeprowadzone dla
pochodnych nukleozydowych i ss-DNA ujawnily dominujaca obecno$¢ (5'R)-cdA.

Obliczone metodami chemii kwantowej parametry IP, EA, VED wskazuja wyraz-
nie, iz obydwie diasterecoizomeryczne formy c¢dA powinny ulegac tatwo procesowi
jonizacji (IP dla c¢dA jest nizszy niz IP dla dG). Z drugiej strony utworzone formy
anionowe nie powinny by¢ obserwowane w srodowisku reakcji ze wzgledu na niska
wartos¢ VED [111].

Poréwnanie parametrow geometrycznych, rozktadu tadunku oraz DM dla
pochodnych (5'S)-cdA i (5'R)-cdA wskazuje, iz struktury tych czasteczek sa nie-
wrazliwe na utrat¢ lub pojawienie si¢ dodatkowego tadunku w ich obrgbie. Dane
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te $wiadcza o wysokiej konserwatywnosci uktadu 5',8-cykol-2'-deoksypurynowego
[110]. Dodatkowo badania przeprowadzone technikami NMR nad wptywem oby-
dwu diastereoizomerow cdA na geometri¢ krotkich fragmentow ss-DNA uwidocz-
nity, iz chiralno$¢ grupy 5' hydroksylowej w e¢dA wywiera decydujacy wplyw na
geometri¢ potozenia 5' nukleotydu. Porownanie parametrow strukturalnych
T,o[(5'R)-cdA] i T, [(5'S)-cdA] obliczonych na podstawie wynikow eksperymen-
tow NMR i DFT oraz ich poréwnanie ze struktura T, dA, ujawnito, iz (5'S)-cdA
wymusza wyrazne zmiany w geometrii dinukleotydu w przeciwienstwie do diaste-
reomer 5'R. Badania te réwniez potwierdzity znaczna odporno$¢ uktadu cdA na
wprowadzane zmiany podstawnikow zarowno w obrebie reszty cukrowej jak i zasa-
dowej 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny [121, 124].

Pojawienie sig (5'S)-cdA w jednej z nici genomu wywiera negatywny wplyw
na naprawg powstatych uszkodzen w nici komplementanej. Przy czym (5'S)-cdA
hamuje aktywno$¢ enzymow bioracych udziat w mechanizmie BER, jesli ssb-DNA
umiejscowione jest w odleglosci = 5 zasad od 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny. Wptyw
ten jest nieznaczny po zwigkszeniu tego dystansu do 8 zasad w kierunku konca
3' nici zawierajacej cdA, jednakze jest on wcigz obserwowany po przesunigciu
ssb-DNA o 8 nukleotydow w kierunku konca 5' [103]. Efekt kierunkowy dzialania
(5'S)-cdA na proces naprawczy DNA, poprzez indukowanie zmian w geometrii
ds-DNA, zostatl potwierdzony przez wyniki analiz strukturalnych wykonanych
metodami NMR [131]1 DFT [103].

Ze wzgledu na swoje unikalne witasciwosci fizyko-chemiczne, strukturalne
(wpltyw na geometri¢ przestrzenna ss-DNA i ds-DNA) cdA moze odgrywac istotna
role w procesach nowotworzenia, karcenogenezy, chorobach neurodegeneracyjnych,
alergicznych. Z drugiej strony jej powstawanie w genomie komorek nowotworo-
wych pod wptywem chemioterapeutykow takich jak Tirapazamina moze by¢ odpo-
wiedzialne za ich aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Nalezy podkresli¢, iz edA jest
znacznie gorszym substratem dla mechanizmu NER niz cisplatyna. Wydaje sig za-
tem, iz dalsze badania nad cdA sa konieczne dla zrozumienia biologicznych efek-
tow jakie moze ona wywiera¢ w procesach chorobotworczych jak i terapeutycz-
nych.

PODZIEKOWANIA
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2009 studiowata na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego — w roku 2009 uzys-
kata tytut magistra. Rownolegle ze studiami magisterskimi uczyta si¢ w Zaocznym
Studium Kosmetyki Naturalnej — w roku 2008 uzyskata dyplom Technika Ustug
Kosmetycznych. Obecnie jest stuchaczka Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich
Chemii i Biochemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie wyko-
nuje prace doktorska pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Mackiewicza. Prowa-
dzone przez nia badania dotyczaca peptydow o wlasciwosciach przeciwzmarszcz-
kowych.

dr Beata Grobelna — starszy wyktadowca w Katedrze Chemii Analitycznej. Autorka
1 wspotautorka kilkudziesigciu prac naukowych i ponad pigédziesigciu komunika-
tow zamieszczanych na polskich oraz migdzynarodowych konferencjach. W roku
2008 ukonczyta studia podyplomowe o kierunku Kosmetologia na Wydziale Biotech-
nologii i Nauk o Zywieniu Politechniki £.odzkiej. Autorka licznych wyktadow oraz
¢wiczen z chemii kosmetycznej. Jej praca naukowa obejmuje synteze i badania spek-
troskopowe nieorganicznych materialdow luminezujacych otrzymywanych metoda
zol-zel. Ostatnio opracowuje i bada wlasnosci receptur kosmetycznych zawieraja-

cych peptydy.

prof. dr hab. Zbigniew Mackiewicz — kierownik Pracowni Chemii Polipeptydow
w Katedrze Syntezy Organicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego — zaj-
muje si¢ synteza w roztworze i na nosniku statym polipeptydéw stosowanych
w badaniach immunologicznych. Gléwne kierunki pracy jego zespolu to: syntezy,
badania immunogennosci fragmentow antygenoéw wirusa zapalenia watroby typu B
(HBV) i C (HCV) oraz opracowywanie testow diagnostycznych na wykrywanie WZW
typu B 1 C. W ostatnich latach zespot prof. Mackiewicza zajmuje si¢ otrzymywa-
niem peptydow biologicznie czynnych i ich oddziatywaniem z kationami metali
cigzkich (Cu, Zn) oraz chemiczng synteza fragmentéw parahormonu (PTH) i wybra-
nych fragmentéw ludzkich biatek szoku termicznego (Hsp). Nowy kierunek badan
zespohu to: polipeptydy w kosmetyce, ich synteza, opracowanie receptur kosmety-
kéw oraz badania whasciwosci peptyddw 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
Stowa kluczowe: skora, procesy starzenia, kolagen, elastyna, peptydy, hormon MSH
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WPROWADZENIE

Skoéra (grec. derma) jest powtoka wszystkich organizméw ludzkich oraz zwie-
rzgcych. Stanowi swoista przestrzen, ktora podobnie jak inne organy ulega proce-
som starzenia. Procesy te moga ulec przyspieszeniu lub opdznieniu pod wptywem
roznych czynnikow wewnatrzpochodnych i zewnatrzpochodnych. Nie bez znacze-
nia pozostaja takze uwarunkowania genetyczne. To jak szybko sig¢ starzejemy dziedzi-
czymy po naszych przodkach. Chcac jednak opdzni¢ procesy starzenia niezbgdna
jest wlasciwa pielegnacja i ochrona [2, 3]. Do tego celu moga stuzy¢ biatka i pep-
tydy, ktore nie tylko w kosmetykach, ale réwniez w skorze stanowia istotny element.
Kolagen i elastyna to biatka podporowe skoéry. Umieszczone w kosmetyku, zwykle
w postaci hydrolizatow, odpowiadaja za jedrnos¢, elastycznos¢ oraz utrzymanie pra-
widlowego nawilzenia skory. Niskoczasteczkowe peptydy, ktore odkryto ponad
dekade temu, dzigki swojej aktywnosci przenikaja przez skore i wedruja tam, gdzie
sa najbardziej potrzebne. Zatem posiadaja obok wtasciwosci pielegnacyjnych, row-
niez wlasciwosci regeneracyjne. To wlasnie ta zaleta sprawita, iz zaliczono je do
grupy kosmeceutykoéw posiadajacych zdolnosci naprawcze skory.

Skora to wazny narzad, bedacy miejscem dziatania polipeptydéw oraz innych
zwiazkow wykazujacych aktywno$¢ biologiczna. Jest najwigkszym i najcigzszym
narzadem ciata. Jej powierzchnia u dorostego cztowieka wynosi 1,5-2 m?, nato-
miast waga to okoto 4 kg. Skora to bariera, ktora zatrzymuje wodg oraz organ,
o ktory nalezy szczegolnie dba¢ [4]. Zatem kontynuujac nasze badania zwigzane
z biologicznie czynnymi zwiazkami [6—8] w niniejszej pracy prezentujemy budowe
oraz wlasciwosci fizyczne i chemiczne polipeptydow i biatek zapobiegajacych pro-
cesom starzenia sig skory.

Artykut dokonuje przegladu najpopularniejszych biatek oraz peptydow, posia-
dajacych wlasciwosci przeciwzmarszczkowe. Obecnie sa to sktadniki, najbardziej
pozadane przez roznego rodzaju konsumentow, szczegdlnie w grupie wiekowej 30+.
Stato si¢ to sita napedowa dla producentow i przyczyna poszukiwan coraz to now-
szych sekwencji aminokwasow, ktore wygladza, ujedrnia, a takze poprawia nawil-
zenie skory.

1. BUDOWA SKORY I JEJ WEASCIWOSCI

Skoéra zbudowana jest z trzech gtdéwnych warstw: naskorka, skory wlasciwej
oraz tkanki podskérnej. Kazda z tych warstw pelni inna rolg i charakteryzuje si¢
roznymi wlasciwosciami [4].

Pierwsza i najbardziej zewngtrzna warstwa skory jest naskorek (epidermis).
Spetnia on najwazniejsze funkcje ochronne przed czynnikami fizycznymi i chemicz-
nymi oraz chorobotwoérczymi, poza tym nie przepuszcza wody [9]. Sktada sig gtow-
nie z keratynocytow, czyli komorek $cisle przylegajacych do siebie, ulozonych
w zachodzace na siebie warstwy [ 10]. Komorki nablonkowe naskorka odnawiaja si¢
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przecigtnie co 28 dni. W trakcie procesu keratynizacji stopniowo przeksztatcaja sie,
tworzac rozne warstwy, kazda o odmiennej specyfice. Od wewnatrz do zewnatrz
wyrdzniamy: warstwe podstawna (zwana rozrodcza), warstwe kolczysta, warstwe
ziarnista, warstwe jasna oraz warstwe rogowa (Rys. 1).

——warstwa rogowa
—— warstwa jasna

ziarna keratohialiny . A ist
—wWarstwa Zlarnista

potaczenie desmosomalne

——warstwa kolczysta

keratynocyt

melanocyt ——warstwa podstawna

Rysunek 1. Budowa naskorka [Wykonata B. Lubkowska na podstawie opisow w literaturze 4, 5, 9]
Figure 1. Construction of epidermis

Warstwa podstawna inaczej zwana rozrodcza lub bazalna (stratum basale) — to
najglebsza warstwa naskorka. Ma zdolno$¢ tworzenia nowych komorek, ktore za-
stepuja ztuszczone. Zbudowana jest ze Scisle przylegajacych do siebie komodrek o
wydhizonych jadrach, ktére potaczone sa ze sobg oraz z komoérkami warstwy kol-
czystej za pomoca tzw. desmosomoéw [4]. W warstwie tworczej znajduja si¢: mela-
nocyty, czyli komorki, ktore produkuja melaning. Melanina jest barwnikiem odpo-
wiadajacym za barweg wlosow, oczu oraz skory (Rys. 2).

Rysunek 2. Budowa melaniny [Wykonata B. Lubkowska na podstawie literatury 3]
Figure 2.  Construction of melanin

Melanina chroni glgbsze warstwy skory przed szkodliwym dziataniem promieni
ultrafioletowych (pochtania je i odbija) [3]. Wyro6znia si¢ 3 rodzaje melanin: eu-
melaniny, feomelaniny i neuromelaniny. Melaniny to polimery, ktorych sktad chemiczny
zalezy przede wszystkim od natury substratu i warunkéw lokalnych, w jakich te
substancje powstaja. Melanina powstaje z tyrozyny w wyniku licznych reakcji bio-
chemicznych. Enzymem, ktory jest odpowiedzialny za przeksztatcenia prowadzace
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do powstania melaniny, jest tyrozynaza. Jednym z czynnikow aktywujacych tyrozy-
nazg sa jony miedzi [10]. Melanina jest syntezowana przez melanotroping, czyli
hormon polipeptydowy tylnej czesci przysadki médzgowej. Melanotropina zwana
rowniez hormonem MSH lub hormonem melanotropowym reguluje stezenie mela-
niny w komorce, aktywuje procesy melanogenezy. Rozroznia sig trzy formy mela-
notropiny: ¢, 81 y. Hormon o~melanotropowy, melanotropina o lub (o-MSH) jest
zbudowana z 13 reszt aminokwasowych niezaleznie od gatunku, podczas gdy, tan-
cuch melanotropiny 8 (S-MSH) ma dtugo$¢ zalezna od gatunku, najczesciej zbudo-
wang (u wigkszosci ssakdéw) z 18 reszt aminokwasowych (u cztowieka 22 reszty).
Wydzielany jest rowniez 11-aminokwasowy hormon y-melanotropowy (y-MSH).
Wszystkie formy sa pochodnymi proopiomelanokortyny, z ktérej odpowiednie sek-
wencje aminokwasowe wycinane sa w trakcie procesu potranslacyjnej proteolizy
[10]. Aktywno$¢ biologiczna melanotropiny jest uwarunkowana obecnoscia odpo-
wiedniego peptydu, ktorego aktywna cze¢$¢ zawiera nastgpujace reszty aminokwa-
sowe: Ser—Tyr, Ser—Met—Glu—His—Phe—Arg, oraz Trp—Gly—Lys—Pro—Val.

Ponadto w warstwie podstawnej wystepuja komorki Langerhansa odpowiedzialne
za mechanizmy odpornosciowe oraz komorki Merkela, potaczone z zakonczeniami
nerwowymi naskorka. Komoérki Langerhansa sa to inaczej makrofagi, ktére rozpo-
znaja i unieszkodliwiaja ciato obce, jakie wnikngto w skore. Komorki Merkela sa to
szczegblnego typu keratynocyty wykazujace czynnos$¢ neuroendokrynna. Ich zakon-
czenia stykaja si¢ z wtoknami nerwowymi, co pozwala wysuna¢ teorig, ze komorki
te petnig role przekaznikow [4].

Podczas proceséw rozrodczych komorki mnoza sig, a nastgpnie wedruja od
warstwy rozrodczej do warstwy rogowej. W czasie tego procesu komorki tracg swa
migkkosc¢ 1 pozbywaja si¢ wody, az w koncu wysychaja, obumieraja i ulegaja oddzie-
leniu w procesie ztuszczania [11]. Z wiekiem proces ten wydhuza si¢ i moze trwaé
nawet okoto 60 dni. Podzialy staja si¢ nieregularne, gdyz pewna ilo$¢ komorek utra-
cita juz zdolno$¢ do podzialow. Komorki warstwy tworczej — niedozywione i nie
dotlenione, spowalniaja mechanizm podziatéw komorkowych [12].

Warstwa kolczysta (stratum spinosum) — to najgrubsza warstwa naskorka, zbu-
dowana jest z kilku rzegdow (do 12) wielobocznych komorek, ktore ulegaja sptasz-
czeniu przy przechodzeniu w kierunku powierzchni naskorka. Warstwa ta jest kon-
strukcja oporowa nadajaca skorze spoistos¢ i jedrmos¢. Warstwy podstawna i kol-
czysta stanowia zywy, czynny metabolicznie naskorek i okres$lane sa razem mianem
warstwy Malpighiego [3].

Warstwa ziarnista (stratum granulosum) — sktada si¢ z kilku szeregéw wrzecio-
nowatych komorek o sptaszczonych jadrach wypetnionych ziarnami keratohialiny,
ktére biora udzial w procesie wytwarzania biatka — keratyny. W grubym naskorku
warstwa ziarnista sktada si¢ z 3—4 warstw tych komorek, natomiast w cienkim moze
wystepowac tylko jeden szereg [2]. W tej warstwie nastgpuje proces keratynizacji,
w wyniku, ktérego powstaja m.in.: ceramidy (sfingolipidy), sterole i wolne kwasy
thuszczowe.
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Warstwa jasna (stratum intermediale, stratum lucidum) — jest waskim pasmem
potozonym migdzy warstwa ziarnista a rogowa. Komorki tej warstwy sa silnie sptasz-
czone, zawieraja biatko zatamujace $wiatto zwane eleidyna. Stad tez warstwa ta jest
nieprzepuszczalna dla $wiatta. Jest ona widoczna jedynie w zrogowaciatym naskorku
dloni i stop lub przy uzyciu mikroskopu elektronowego [3].

Warstwa rogowa (stratum corneum) — jest to najbardziej zewngtrzna warstwa
naskorka, sktadajaca sig ze sptaszczonych komorek pozbawionych jader, czyli korneo-
cytow, ktore wypeltnione sa keratyna oraz substancjami tworzacymi NMF [9]. Kera-
tyna chroni skor¢ przed promieniowaniem UV, przed czynnikami chemicznymi
1 mechanicznymi oraz wiaze wod¢ zapobiegajac jej ucieczce. Tworzy sie¢ widkien
i stanowi podstawe cytoszkieletu. Glownym aminokwasem wchodzacy w sktad kera-
tyny jest L-cysteina, ktorej brak jest w elastynie, natomiast w kolagenie sa zawarte
mate ilosci. Rozrézniamy dwa podstawowe typy keratyn: o-keratyny o budowie
o-heliakalnej oraz B-keratyny o budowie S-kartki. o-keratyny sa bogate w L-cyste-
ing, wystepuja we wiosach, weknie, paznokciach, szponach i kopytach. Natomiast
B-keratyny sa ubogie w L-cysteing, dlatego sa sztywne i nierozciagliwe, wystepuja
u ptakéw (piora) i gadow.

Naskorek opiera si¢ na btonie podstawnej, ktora stanowi granicg¢ skorno-na-
skorkowa 1 przebiega regularna, falista linig [10]. Tuz pod blona podstawna znaj-
duje si¢ skoéra wihasciwa (corium, cutis) (Rys. 3), ktora zbudowana jest ze $cisle
utozonych widkien tkanki tacznej zawierajacej kolagen [2]. Jest bardzo wytrzymata
1 elastyczna, dzigki wtdknom sprezystym, retikulinowym, kolagenowym oraz sub-
stancji podstawowej, ktora zespala elementy wlokniste. Wtokna retikulinowe i sprg-
zyste sg rozsiane migdzy wtoknami kolagenowymi [4]. W skorze wlasciwej znaj-
duja sig takze liczne naczynia krwiono$ne i zakonczenia nerwowe. W skorze wlasci-
wej 1 czesciowo w tkance podskoérnej zanurzone sa torebki wltoséw oraz wydzielni-
cze czgsci gruczotéw tojowych i potowych.

ujscie gruczolu potowego
ujscie mieszka wiosowego

btona podstawna
wilékna kolagenowe
wilokna elastynowe
—warstwa brodawkowa
naczynia krwionosne
fibroblasty

zakoficzenia nerwowe

wiékna retikulinowe —warstwa podbrodawkowa

todyga wlosa

gruczol potowy ekrynowy

komérki thuszczowe —warstwa siateczkowa

Rysunek 3. Budowa skory wlasciwej [Wykonata B. Lubkowska na podstawie opisow w literaturze 4, 5, 9]
Figure 3.  Construction of cutis
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Skora wtasciwa sktada sig z trzech kolejno lezacych nad soba i przechodzacych
w siebie warstw. Poczawszy od warstwy lezacej tuz pod btona podstawna, rozréznia
si¢ warstwy: brodawkowa, podbrodawkowa oraz siateczkowa [4].

Warstwa brodawkowa (stratum papillae) charakteryzuje si¢ obecnos$cia broda-
wek oraz zawiera liczne drobne naczynia krwionosne [5]. Warstwa ta sktada si¢
z licznych wtokien kolagenowych i elastynowych, ktore odpowiadaja za spajanie
elementow komorkowych oraz elastyczno$¢ i sprezystosc skory. Kolagen jest glow-
nym biatkiem tkanki tacznej. Posiada on bardzo wysoka odporno$¢ na rozciaganie
1 stanowi gtowny sktadnik Sciggien. Jest odpowiedzialny za elastycznosc¢ skory. Uby-
tek kolagenu ze skory powoduje powstawanie zmarszczek, w trakcie jej starzenia.
Kolagen wypelnia takze rogowke oka, gdzie wystepuje w formie krystalicznej [13].
Kolagen ma nietypowy sktad aminokwasowy. Okoto 30% reszt aminokwasowych
kolagenu stanowi glicyna, a okoto 20-25% stanowia cykliczne iminokwasy: L-pro-
lina i L-hydroksyprolina. Obok nich znajduja si¢ rowniez duze ilosci L-hydroksyli-
zyny. Hydroksyaminokwasy kolagenu formowane sa z L-proliny i L-lizyny juz
w gotowym produkcie translacji w procesie enzymatycznym, ktory wymaga obec-
nosci witaminy C [13]. Inna rzadka cecha kolagenu jest regularno$¢ rozmieszczenia
aminokwaséw, w kazdym z jego o~-lancuchow. Lancuchy te sktadaja si¢ z regular-
nych triad aminokwasow: Gly—X-Y, gdzie X to najczgsciej L-prolina, a Y to L-hy-
droksyprolina. Niewiele innych biatek wykazuje taka regularnos¢. Regularno$é ta
powoduje, ze tancuchy o maja tendencje do przyjmowania $cisle okreslonej konfor-
macji, na skutek oddziatywan migdzy soba. Jest to konformacja helisy typu polipro-
liny. Istnieja 4 rodzaje struktur poliproliny: PPI, PPII, PPIII oraz PPIV. Aminokwa-
sami preferowanymi w helisie PP sa: L-prolina, L-glutamina, L-kwas asparaginowy,
glicyna, L-alanina, L-leucyna. R6Znice pomigdzy poszczegdlnymi typami helis poli-
prolinowych sa zwiazane z konfiguracja wiazan amidowych, kierunkiem skretu
helisy oraz warto$cia kata torsyjnego w. Najczgsciej spotykana struktura poliproliny
jest helisa typu PPII. Konformacja ta jest helisa lewoskretna, w ktorej wszystkie
wiazania peptydowe majq konfiguracjg trans. Helisy PPII sa glownymi sktadnikami
kolagenu oraz biatek §ciany komorkowe;j roslin. Helisa kolagenowa zbudowana jest
z 3 tancuchow polipeptydowych, z ktérych kazdy znajduje si¢ w konformacji poli-
proliny (Rys. 4). Kazdy tancuch poliproliny sktada si¢ z okoto 1000 reszt amino-
kwasowych. Czasteczka kolagenu stanowi potrojna helisg¢ prawoskretna, utworzona
z trzech skreconych wokot siebie tancuchdéw polipeptydowych. W utrzymaniu pra-
widlowej konformacji czasteczki uczestnicza oddziatywania hydrofobowe oraz wia-
zania wodorowe migdzy tancuchami tworzacymi superhelis¢ kolagenowa. Wiaza-
nia wodorowe tworza si¢ po mig¢dzy protonem amidowym reszt glicyny jednego
tancucha, a tlenem karbonylowym reszt znajdujacych si¢ na sasiednim tancuchu
polipeptydowym [13].
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Rysunek 4. Model helisy kolagenowej (tzw. tropokolagen) [13]
Figure 4.  Helix model of collagen (tropocollagen)

Kolagen wystgpuje w wielu tkankach organizmu, a jego budowa jest zrdznico-
wana w zaleznosci od funkcji i miejsca wystgpowania. Kolagen jest biatkiem nie-
jednorodnym. Istnieje co najmniej 28 genetycznie odrgbnych typow tego biatka.
95% catego kolagenu w organizmie cztowieka stanowi kolagen typu I, 11, 1 III. Typ |
obecny jest w skorze, tkance tworzacej blizny, w $ciggnach i tkance tacznej kosci.
Typ Il wystepuje w chrzastkach stawowych, a typ III wystepuje w tkance granulo-
wej, tworzacej sig z fibroblastow, w trakcie zablizniania ran, zanim zostanie wytwo-
rzony kolagen typu I [14].

W warstwie brodawkowej wystgpuja takze widkna sprezyste, zwane inaczej
elastycznymi, ktore nadaja skorze sprezysto$¢ oraz jedrnosé. Wystepuja jako poje-
dyncze wiokna tworzace sie¢. Taka struktura jest mozliwa dzigki taczeniu si¢ tancu-
chow polipeptydowych poprzez tak zwane wiazania krzyzowe, ktére sg charakterys-
tyczne zarowno dla kolagenu jak i elastyny. Elastyna zbudowana jest z rozpuszczal-
nej tropoelastyny (masa czasteczkowa ok. 64—66 kDa), ktora po sieciowaniu two-
rzy nierozpuszczalny kompleks, czyli wiokna elastyny. Tropoelastyna jest siecio-
wana przez desmozyng podobnie jak w przypadku kolagenu [3]. Charakterystyczna
cecha elastyny jest podatno$¢ na rozciaganie tak, ze moze osiagna¢ kilkakrotnie
wigksza dtugos$é, a po usunigciu sity rozciagajacej wraca do pierwotnego ksztattu.
Elastyna zbudowana jest w 80% z 4 reszt aminokwasow: glicyny, L-waliny, L-pro-
liny i L-alaniny. Posiada mniej L-hydroksyproliny niz kolagen i nie zawiera L-hydro-
ksylizyny ani L-cysteiny. W elastynie jest duzo reszt niepolarnych, co nadaje jej cha-
rakter wysoce hydrofobowy. Jest ona syntezowana przez komorki nabtonka naczyn
oraz komoérki migéni gladkich. Wysoka zawartoscia elastyny odznaczaja si¢ wigza-
dta, $ciany naczyn krwionosnych i tkanka pluc a mniejsza iloscia tkanka skérna
i $ciggna. Elastyna jest najdoskonalszym biologicznym elastomerem. Jest ona jed-
nak syntezowana przez organizm tylko do 25 roku zycia. Catkowicie zanika w wieku
40-45 lat [5].

Trzecim rodzajem wiokien wystepujacym w warstwie brodawkowej sa widkna
retikulinowe, ktore tworza siatk¢ w otoczeniu naczyn krwiono$nych wlosowatych,
gruczotdéw tojowych i potowych oraz mieszkow wtosowych i wtokien nerwowych.
Z naczyn krwiono$nych substancje odzywcze, tlen i woda przedostaja si¢ do limfy
a stamtad do naskorka. Warstwa brodawkowa spetnia wigc wazna rol¢ w metabo-
lizmie skérno-naskorkowym, zaopatrujac naskoérek oraz odprowadzajac produkty
przemiany materii i ciata obce.
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Warstwa podbrodawkowa (stratum subpapillae) jest cienka, znajduja si¢ w niej
elementy podstawowe skory: widkna i komorki, gtdéwnie fibroblasty, naczynia krwio-
nosne oraz widkna nerwowe. Nie wystepuja tu brodawki. W glab warstwa ta prze-
chodzi stopniowo w warstwg siateczkowa [9].

Warstwa siateczkowa (stratum reticulare) zwana takze warstwa zbita (stratum
compactum) ze wzgledu na bardziej zbita strukturg kolagenu. Obejmuje glgbsze
warstwy az do tkanki podskornej. Znajduja si¢ w niej widkna kolagenowe i elasty-
nowe. W stosunku do siebie wtokna kolagenowe uktadaja si¢ przewaznie sko$nie,
a w stosunku do powierzchni skory przebiegaja one prawie rownolegle. Przestrzenny
uktad tych witokien sprawia, ze skora jest wytrzymata. Odpowiedzialny jest on row-
niez za to, ze po odksztalceniu skora przyjmuje z powrotem ksztatt wyjsciowy. W tej
warstwie znajduja si¢ rowniez komorki thuszczowe, naczynia krwionosne i chtonne,
gruczoty tojowe i potowe, migénie przywtosowe (powoduja powstanie gesiej skor-
ki) oraz mieszki wtosowe [9].

Ostatnia charakterystyczna warstwa skory jest tkanka podskora (subcutis). Jest
to warstwa lezaca pod skora wtasciwa, ktora taczy si¢ z mig$niami potozonymi nize;j.
Zbudowana jest ze zrazikow thuszczowych ztozonych z komorek ttuszczowych
oddzielonych tkanka taczna. W przestrzeniach miedzyzrazikowych znajduja sig czgsci
wydzielnicze gruczolow potowych, naczynia krwiono$ne i wtokna nerwowe [5]. Nie
ma wyraznej granicy migdzy skora wiasciwa a tkanka podskorna. Widoczna jest
jedynie stopniowa zmiana wygladu tkanki tacznej. Jest ona wiotka, niejednolita
w roznych czesciach ciata (Rys. 5) [14].

— tkanka podskarna

wiokna nerwowe

miesnie

Rysunek 5. Budowa tkanki podskornej [Wykonata B. Lubkowska na podstawie opisow w literaturze 3, 9]
Figure 5.  Construction of subcutis

Tkanka podskorna pelni rolg ochronna w przypadku urazo6w mechanicznych.
Chroni przed uciskiem i uderzeniem, umozliwia przesuwanie skory, izoluje narzady
wewngtrzne, nadaje skorze gladko$¢ oraz wzmacnia ja. Komorki thuszezowe stano-
wia zapas energii oraz przechowuja sktadniki odzywcze. Grubo$¢ tkanki podskor-
nej ma Scisty zwiazek z odzywianiem. Poza tym wazne sa czynniki genetyczne,
takie jak: wptyw hormonow i przemiana materii. Przekarmianie prowadzi do nad-
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miernego odktadania si¢ tkanki thuszczowej, co rzutuje w przysztosci zwigkszona
podatno$cia na gromadzenie ttuszczu [2].

2. STARZENIE SIE WARSTW SKORY

Starzenie si¢ skory objawia si¢ gtdéwnie poprzez jej wysuszenie. Jest to pierw-
sze widoczne pogorszenie stanu skory wiazace si¢ z utrata elastycznosci. Na poczatku
tylko wnikliwe badanie ujawnia bardzo delikatne zmarszczki i stabo widoczne roz-
luznienie skory. Nastgpnie wysuszenie nasila si¢, prowadzac do powstania skory
szorstkiej, matowej, bladej i w koncu zluszczajacej si¢. Pojawiaja si¢ coraz glgbsze
zmarszczki [15].

Pod wzgledem fizjologicznym skora zaczyna sig starze¢ okoto 30-tego roku
zycia. Czgsto jednak ten proces rozpoczyna si¢ wezesniej, jezeli narazamy skorg na
dziatanie szkodliwych czynnikow endogennych i egzogennych (Tab. 1).

Tabela 1. Czynniki wptywajace na stan skory [9]
Table 1. Endogenous and exogenous elements

WEWNATRZPOCHODNE ZEWNATRZPOCHODNE
(endogenne) (egzogenne)
—  uwarunkowania genetyczne —  nichigieniczny tryb Zycia
—  utlenianie lipidow —  brak relaksu na $wiezym powietrzu
—  uszkodzenie procesu wytwarzania NMF —  nie uprawianie sportu
—  zanik warstwy rogowej a takze rozrodczej —  zamalo snu
naskorka —  palenie papieroséw
—  zmniejszenie z wiekiem produkeji —  destruktywne dziatanie promieni stonecznych
fibroblastow —  zanieczyszczenia Srodowiska
— spowolnienie wzrostu komorek — stres
- zmiana struktury wiokien kolagenowych — dtugotrwate przebywanie w zadymionych
—  utrata elastycznosci i nie wietrzonych pomieszczeniach lub
—  destruktywne dziatanie wolnych rodnikow niskich temperaturach

Na szybko§¢ starzenia sig skory zalezna od czynnikéw endogennych mamy nie-
wielki wptyw. Dziatanie czynnikéw egzogennych mozna spowolni¢, np. przez wias-
ciwa pielegnacje (tzn. higieniczny tryb zycia, sporty na §wiezym powietrzu, space-
ry, unikanie streséw, odpowiednia ilo$¢ snu) oraz neutralizowanie zamian zacho-
dzacych w skorze poprzez giebokie nawilzanie i odzywianie [4].

Tak jak skora zbudowana jest z trzech podstawowych warstw, tak w tych poszcze-
golnych warstwach zachodza procesy starzenia [3]. W obrgbie naskorka, skory wiasci-
wej oraz ttuszczowej tkanki podskornej zachodza inne mechanizmy. Warstwy zywe
naskorka staja si¢ coraz ciensze, brodawki taczace naskorek ze skora wasciwa ule-
gaja splaszczeniu i czg§ciowo zupetnie zanikaja. Zmiany te polegaja na zmniejsze-
niu liczby komoérek warstwy podstawnej naskorka. Splaszczenie brodawek prowa-
dzi do zwigkszenia wrazliwo$ci na urazy, gtownie przesuniecia skory. Czesciowy
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zanik komorek warstwy podstawnej i mniejsza czgsto$¢ podziatu pozostatych komo-
rek tej warstwy spowalnia proces odbudowy powodujac, ze wydhuzony jest czas,
w jakim keratynocyt przemierza warstwy naskorka i ulega zluszczeniu. Przez to
spowolnienie opdznia si¢ takze gojenie ran i urazow [4]. Na niektorych obszarach
zwigksza sig¢ grubo$¢ warstwy rogowej. Funkcja ochronna tej warstwy zostaje zabu-
rzona za sprawa zmienionego sktadu thuszczéw, co objawia si¢ gtownie wigksza
wrazliwo$cia na rozpuszczalne w wodzie substancje drazniace. Ta zmiana ma zwia-
zek ze szczegoblnie sucha skora w starszym wieku. Liczba melanocytow i komorek
Langerhansa maleje wraz z postepujacym procesem starzenia. Zmniejszenie liczby
melanocytow powoduje gorsza ochrong przed promieniowaniem stonecznym.
Ponadto nierownomierne wytwarzanie melaniny powoduje powstanie typowych plam
i przebarwien starczych, a zanik tego barwnika w mieszkach wlosowych rozpoczyna
proces siwienia. [lo$¢ komoérek Langerhansa zmniejsza si¢ az o 50%, co prowadzi
do ostabienia uktadu odpornosciowego. Wydzielanie toju rowniez ulega zmniejsze-
niu i wplywa znaczaco na wysuszenie skory. W wyniku tego procesu nastepuja zmiany
sktadu btony hydrolipidowej, a w rezultacie zmiana pH skory, ktore staje si¢ bar-
dziej zasadowe i mniej odporne na szkodliwy wptyw $rodowiska oraz mikroorga-
nizmow [2].

W skoérze wlasciwej nastgpuje zmniejszenie liczby i wielkosci fibroblastow.
Obserwuje si¢ spadek zuzycia tlenu i zmniejszenie poziomu ATP miedzykomorko-
wego, powodujace pogorszenie zdolnosci syntezy biatek z wyraznym zmniejsze-
niem zdolnos$ci przechodzenia do wnetrza komoérki. Zanika zel proteoglikanowy
(traci kwas hialuronowy i siarczan dermatanu), ktory wypehia przestrzen migdzy
wloknami tkanki lacznej. Powoduje to ograniczenie zdolnos$ci wiazania wody
w tkance i przez to gwaltownie zmniejsza si¢ jedrnos¢ i elastycznos¢ skory [14].
Wraz ze starzeniem si¢ organizmu stopniowo zmniejsza si¢ 110$¢ i jakos¢ widkien.
Skora traci napigcie, zaczyna si¢ marszczy¢, zwisac 1 staje si¢ sztywna. W trzeciej
dekadzie zycia zmniejsza si¢ wytwarzanie kolagenu. Widkna kolagenu ulegajq frag-
mentacji, postgpuje tzw. sieciowanie kolagenu, czyli tworzenie splotow poprzecz-
nych, co oznacza, ze z biegiem procesu starzenia kolagen staje si¢ nierozpuszczalny,
mniej elastyczny i bardziej kruchy [13]. Bez kolagenu nie ma zycia, jest on najpo-
tezniejszym biatkiem kregowcow. Zawartos¢ kolagenu w skorze zaczyna spadac juz
po 20-tym roku zycia o 1% rocznie. Przez caty okres zycia cztowieka istnieje obrot
kolagenu. Zuzyty ulega degradacji, a braki sa natychmiast uzupetniane. Jednak
w okresie przekwitania u kobiet i m¢zczyzn, w wyniku stresogennego trybu zycia,
a takze w wyniku wyniszczajacych chorob, przy ciaglych przeciazeniach (aktyw-
no$¢ fizyczna, sport wyczynowy) wigcej kolagenu ulega degradacji niz jest produ-
kowane, czyli rozpoczyna si¢ proces starzenia. Przy niedoborze kolagenu pojawiaja
si¢ starcze zmiany ciata: zmarszczki, przebarwienia, cellulit, sucho$¢ skory, mato-
wienie paznokci i wloséw, przykurczenie sylwetki. Najgrozniejsze dla zdrowia
1 zycia sa zaburzenia w ukladzie odpornosciowym, gdzie kolagen sprawuje bardzo
wazna funkcje obronna, tzn. ogranicza wnikanie i rozprzestrzenianie sig ciat pato-
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gennych, takich jak: toksyny srodowiskowe, drobnoustroje i komorki nowotworowe.
W miarg starzenia si¢ organizmu wzrasta liczba wiazan sieciujacych (gtownie kowa-
lencyjnych), co powoduje, ze struktura kolagenu staje si¢ bardziej sztywna, a kola-
gen z formy rozpuszczalnej przechodzi w forme nierozpuszczalna. Z wiekiem traci
tez swoja wytrzymato$¢, co spowodowane jest uszkodzeniem struktury biatek, np.
przez dziatanie promieni UV. Z wiekiem takze wtokna sprezyste (elastyny) ulegaja
zwyrodnieniu i wraz z widknami kolagenowymi zbijaja si¢ w bezpostaciowa masg.
Wilbkna elastyny czgsto zbijaja si¢ w brylki, ulegaja rozrzedzeniu lub zanikaja
w warstwie brodawkowej skory, a rezultatem tego jest utrata elastyczno$ci i powsta-
nie zmarszczek [14]. Ponadto dochodzi do zmniejszenia syntezy kolagenu, proteo-
glikanow oraz do zaniku tworzenia si¢ nowych naczyn krwionosnych. Konsekwencja
tych zmian w tkance lacznej jest pojawienie si¢ zmarszczek, bruzd, zmniejszenie
elastycznos$ci oraz zwigkszenie wrazliwosci skory [4].

W poréwnaniu do proceséw starzenia si¢ innych warstw skory, zmiany zacho-
dzace w warstwie tkanki podskdrnej nie sa tak wyrazne. W starszym wieku moze
nastapi¢ zarowno ubytek, jak i powigkszenie si¢ tkanki thuszczowej. Calos¢ tych
zmian prowadzi do powstania skory starczej. Taka skora jest cienka i pergaminowa,
moze si¢ lekko tuszczy¢ i bardzo czgsto jest sucha. Widoczne sa zmarszezki powierz-
chniowe, glgbsze oraz bruzdy, stabe ukrwienie (blado$¢) i ogdlne zwiotczenie.
Czeste sa takze typowe zmiany starcze, takie jak: plamy soczewicowate oraz bro-
dawki skorne [14].

Proces starzenia si¢ skory nie jest tatwo powstrzymac, szczegdlnie, gdy skora
przez dtuzszy czas poddawana byta szkodliwym wplywom zaréwno czynnikow
wewngetrznych jak i zewnetrznych. W mtodosci szczegdlna uwagg nalezy zwracaé
na zdrowe zywienie, wystarczajaca ilo$¢ snu, unikanie nadmiernego nastonecznie-
nia, a takze nie pali¢ tytoniu. Starzenie si¢ skory jest czgSciowo uwarunkowane
genetycznie. Zatem to, jak szybko bedziemy sig starze¢, dziedziczymy po naszych
przodkach. Dzigki jednak odpowiedniej pielggnacji, stosujac wlasciwe i systema-
tycznie preparaty kosmetyczne, mozna spowolnié¢ proces starzenia si¢ skory a takze
osiagnaé poprawe stanu skory u osob starszych [2].

3. ZAPOBIEGANIE PROCESOM STARZENIA SIE SKORY

Z wiekiem zmienia si¢ stan skory. Warunkiem utrzymania dobrego wygladu
jest stata obserwacja. Trzeba nauczyc¢ si¢ patrze¢ na swoja twarz i dostrzegac na niej
najdrobniejsze nawet zmiany, po czym dostosowac do nich pielegnacj¢. Pojawienie
si¢ na twarzy pierwszych zmarszczek odzwierciedla efekty naszego trybu zycia, samo-
poczucia i nastawienia do §wiata. Spowolniaja si¢ procesy regeneracji skory i poja-
wiaja si¢ pierwsze zmarszczki. Na poczatku drobne, z czasem coraz wyrazniejsze.
To czas, kiedy warto rozpoczaé¢ zabiegi hamujace procesy starzenia si¢ skory [15].

Najbardziej rozpowszechniona metoda walki z uptywajacym czasem jest pieleg-
nacja skory za pomoca kosmetykow zawierajacych sktadniki aktywne. Jednym
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znajbardziej znanych i cenionych sktadnikow aktywnych jest kolagen, zwany popu-
larnie ,,biatkiem mtodo$ci”. Z wiekiem kazdemu organizmowi ludzkiemu ubywa
kolagenu, stad pojawiaja si¢ zmarszczki [13]. Kolagen skleja wtdkna stanowiac
doskonata podpore. Wspomaga wytrzymato$¢ skory na nacisk zewnetrzny oraz pod-
czas rozciagania skory. W kosmetyce wykorzystuje si¢ kolagen typu 11, inaczej zwany
tropokolagenem lub kolagenem natywnym. Izolowany jest z zarodkéw mtodych cie-
lat. Posiada on najsilniejsze wtasciwosci nawilzajace oraz zdolno$¢ przenikania
w glab naskdrka. Dobre wlasciwosci posiada rowniez kolagen typu I, izolowany
z ryb. Nie jest on jednak tak stabilny kosmetycznie jak typ III. Ponadto w kosmety-
kach stosuje si¢ hydrolizaty kolagenu oraz elastyny. Maja one znane i wielokrotnie
potwierdzone dzialania pielggnacyjne; tworzac na skorze ochronny film, ograni-
czaja transepidermalna utrat¢ wody, natomiast w kosmetykach myjacych chronia
przed powstaniem podraznien [15]. Jednak tym polipeptydom brakuje aktywnosci
regeneracyjnej lub biologicznej w odniesieniu do skory, stad tez ich miejsce obec-
nie zastepuja mniejsze peptydy aktywne biologiczne.

4. NISKOCZASTECZKOWE SKLADNIKI AKTYWNE

Preparaty kosmetyczne sa szeroko stosowane na catym swiecie do walki z upty-
wajacym czasem. Naukowcy opracowujg coraz to nowsze receptury kremow ,,dzia-
fajacych cuda”. Obecnie przemyst kosmetyczny rozwinat si¢ tak bardzo, ze prak-
tycznie kazdy krem czy maska kosmetyczna znajduja swoich odbiorcow. Nie kazdy
jednak kosmetyk sprzyja zachowaniu mtodej skory. Warto wige wybraé preparaty,
ktére zawieraja sktadniki aktywne [16].

Do sktadnikéw aktywnych i coraz chetniej stosowanych w kosmetyce zalicza
si¢ peptydy, ktore zawieraja w swym sktadzie do 7 reszt aminokwasow, dzigki czemu
fatwo moga przenikac¢ przez naskorek. Peptydy lokalizuja si¢ w skorze wlasciwej,
a szybkos$¢ ich przenikania przez naskorek zalezy od wielu czynnikéw, np.: charak-
teru chemicznego aminokwasow oraz rodzaju kosmetyku. Niskoczasteczkowe pep-
tydy zawieraja $cisle zdefiniowana sekwencj¢ aminokwasow, doktadnie taka, ktora
umozliwia przekazywanie sygnatu biologicznego [16]. Moga wykazywaé bardzo
szeroki wachlarz aktywnosci. Maja dziatanie przeciwzmarszczkowe, co wykazano
w badaniach in vivo oraz in vitro na przestrzeni ostatnich kilku lat. Dziataja gtéwnie
na trzech ptaszczyznach, stad moga stymulowac, rozkurczaé oraz transportowac [17].
W zaleznosci od tego, mozna podzieli¢ je na 3 zasadnicze grupy:

* peptydy sygnatowe,

* inhibitory neurotransmiterow,

* peptydy transportujace.

Peptydy sygnatowe, inaczej peptydy stymulujace uczestnicza w odbudowie war-
stwy sprezystej skory. Stymuluja skore do produkceji bialek podporowych, ktore
z wiekiem ulegaja degradacji. Stanowia sygnat dla fibroblastow do zwigkszone;j
produkcji biatek, stad ich nazwa. Stymuluja rowniez: peptydoglikany, fibronektyneg,



ROLA SKEADNIKOW AKTYWNYCH W PROCESIE STARZENIA SIE SKORY 1067

glikozaminoglikany. Peptydy sygnatowe sa fragmentami sekwencji biatka kolagenu
lub elastyny. Efektem zrekonstruowanej siatki kolagenu jest wygtadzenie skory
1 poprawa jej jedrnosci [18]. Peptydy te sa najczesciej wzbogacone w czes¢ lipofi-
lowa (kwas tluszczowy, zwykle kwas palmitynowy), w celu ich stabilizacji w prepa-
ratach kosmetycznych oraz w celu zwigkszenia ich zdolnosci do przenikania przez
skorg. Taki peptyd z czg$cia lipofilowa dziala od 5 do 10-krotnie razy lepiej.
W skorze trudno dyfunduja hydrofilowe substancje, a peptydy i biatka maja charak-
ter hydrofilowy, gdyz zawieraja grupy amidowe oraz tworza wiazania wodorowe.
Dlatego, w sktad peptydow stosowanych w kosmetykach wchodza najczgsciej nie
natadowane aminokwasy, poniewaz lepiej rozpuszczaja si¢ w skorze, lepiej dyfun-
duja i sa zwykle hydrofobowe [19]. Peptydy stymulujace sa krotkie, zawieraja do
6 reszt aminokwasow, ale zdarzaja si¢ tez 8 i 20—peptydy, ktoére wykazuja aktyw-
nos$¢ biologiczna. Oto najpopularniejsze z nich:

Heksapeptyd Val-Gly—Val-Ala—Pro-Gly odkryto podczas studium pochod-
nej elastyny i wykazano, ze istotnie stymuluje proliferacj¢ fibroblastow w skorze
wlasciwej, podczas rownoczesnego regulowania mechanizmu fizjologicznego ela-
styny. Sekwencja ta ma rowniez istotny wptyw na chemotaksjg fibroblastow [17].
Dodatkowo peptyd ten posredniczy w regulacji dziatania metaloproteinaz MMP—1
1 MMP-3 w stanach zapalnych skory. W starzejacej sig¢ skorze fibroblasty wykazuja
zmniejszong szybkos$¢ syntezy kwasu rybonukleinowego (mRNA), bedacego
matryca dla syntezy kolagenu I, ktory w najwigkszym stopniu wptywa na pra-
widtowy wyglad skory. Naturalne starzenie jest takze wynikiem ograniczenia szyb-
kosci replikacji fibroblastow oraz zwigkszenia aktywno$ci metaloproteinazy
matrycy I (MMP-1). Koncowym efektem zwigkszonej aktywnosci MMP—-1 jest
zmniejszenie grubosci skory. Tak, wige wszystkie czynniki stymulujace biosynteze
biatek pozakomoérkowej matrycy, wlaczajac w to produkcje kolagenu i elastyny, jak
1 zmniejszajace efektywnos$¢ dzialania enzymoéw rozktadajacych oba biatka beda
miaty wplyw na zmniejszenie zmarszczek, a tym samym na poprawe wygladu skory
[20, 21].

Palm—Lys—Thr-Thr-Lys—Ser to sekwencja bedaca fragmentem struktury pro-
kolagenu typu I [19]. Peptyd ten jest potaczony z kwasem palmitynowym, aby przy-
$pieszy¢ transport przez naskorek i dotrze¢ do skory wlasciwej. Jego dzialanie polega
na stymulowaniu fibroblastow do produkcji makromolekut tkanki tacznej, szcze-
g6lnie kolagenu, fibronektyny i glikozaminoglikanéw, co prowadzi do zwigkszenia
ilosci biatka pozakomoérkowej matrycy skory wlasciwej. Regeneruje takze strukturg
skory redukujac plamy skorne, ktore pojawily si¢ w procesie starzenia [22, 23].

Aktywnos¢ peptydow rozkurczajacych polega na rozkurczaniu migs$ni odpo-
wiadajacych za powstawanie tzw. zmarszczek mimicznych. Mechanizm dziatania
tej grupy peptydow polega na blokowaniu przeptywu impulsow z komorek nerwo-
wych znajdujacych si¢ w skorze do mig$ni. W wyniku tego migsnie nie dostaja syg-
natu aby si¢ skurczy¢ i pozostaja rozluznione. Tak dziatajace zwiazki okresla si¢
réwniez jako neuropeptydy badz inhibitory neurotransmiterow [18]. Ich aktywnos¢
jest porownywalna z dziataniem toksyny botulinowej, jednakze efekty ich dzialania
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nie sa tak silne, ale regularne ich stosowanie daje doskonate efekty. Dodatkowa ich
zaleta jest nieinwazyjnosc¢ i brak powiktan. Peptydy te powoduja nawilzenie, ujedr-
nienie, zmniejszenie szorstkosci skory oraz wygladzenie zmarszczek [19]. Warto
doda¢, iz kremy z udziatem peptydéw rozkurczajacych stosuje si¢ w okolicach
zmarszczek, a nie bezposrednio na zmarszczki. Najlepiej poznane peptydy tej grupy
wystegpuja pod opatentowanymi nazwami: Argireline® oraz Syn®*—Ake.

Argireline® (McEit [Tianjin] International TradeCo., Ltd.), zwana inaczej Acety-
lem hexapeptydu posiada nastepujaca sekwencj¢: Ac—Gly—Glu—Met—GIn—Arg—Arg.
Jest to syntetyczny peptyd uksztattowany z N-koncowego biatka SNAP-25 [18].
Ten neuropeptyd zmniejsza intensywnos$¢ napigcia migsni, co z kolei sprzyja ztago-
dzeniu i zmniejszeniu zmarszczek mimicznych, indukowanych przez ciagte ruchy
twarzy. Mechanizm dziatania polega na hamowaniu tworzenia kompleksu SNARE
i uwalnianiu neurotransmiterow. Inhibitujace uwalnianie acetylocholiny blokuje tym
samym przekazywanie informacji o skurczu migsni [24].

Innym neuropeptydem zmniejszajacym skurcz migéni jest tripeptyd o nazwie
handlowej Syn®—Ake (Lipotec S.A.) i sekwencji f-Ala—Pro—Dab—benzyl x 2 AcOH.
Wykazuje on podobne dziatanie jak neurotoksyna Walglerin—1, odnaleziona w jadzie
zmiji, czyli jest antagonista acetylocholiny bedacej neurotransmiterem w acetylocho-
linowych receptorach (mnAChR). Tripeptyd wiazac si¢ z receptorami w strefie post-
synaptycznej synapsy uniemozliwia zwiazanie acetylocholiny, czego wynikiem jest
blokowanie informacji o skurczu i migs$nie pozostaja rozluznione [25]. Podobnie
jak w przypadku Argireline®, zmniejszenie czesto$ci wystepowania skurczow miesni
daje efekt zmniejszenia zmarszczek i poprawienia wygladu skory.

Peptydy transportujace transportuja jony metali do wngtrza komorki. Zwykle
jest to miedz, ale transportuja rowniez mangan i cynk. Dzigki zdolno$ciom kom-
pleksowania jonow metali, zyskuja szersze spektrum aktywnosci. Natomiast metale
sa potrzebne biatkom, ktore uczestnicza w procesach metabolicznych skory, w pro-
cesach enzymatycznych oraz do leczenia stanéw zapalnych skory [19].

Gly—His-Lys to tripeptyd o wlasciwos$ciach transportujacych, a takze stymulu-
jacych, ktory kompleksje jony miedzi i odgrywa kluczowa funkcj¢ w naszej skorze.
Ta sekwencja peptydowa zgodna jest z ta znajdujaca si¢ w bialkach matrycy zewna-
trzkomorkowe;j jako fragment tancucha o-kolagenu i jest uwalniana z kolagenu pod-
czas gojenia ran, standw zapalnych, a takze ma bezposredni wptyw na stymulacje
syntezy nowej struktury kolagenowej. Kompleks GHK—Cu zostal stworzony w celu
poprawy zdolnosci przenoszenia miedzi, zwigkszenia elastycznosci skory, zagesz-
czenia ukladu wtokien oraz redukcji niedoskonatosci spowodowanych fotostarze-
niem (zmarszczki, przebarwienia) [26]. Oprocz syntezy kolagenu typu I w fibrobla-
stach, powoduje synteze¢ siarczanu dermatanu, siarczanu heparyny, oksydazy cyto-
chromowej—C 1 tyrozynazy. Siarczan dermatanu i siarczan heparyny to substancje
z grupy glikozoaminoglikandw, czyli mukopolisacharydow o wiasciwosciach hi-
groskopijnych, zapewniajace state stgzenie wody w skorze wlasciwej. Kompleksy
peptydowe wplywaja na poprawe wygladu poprzez pobudzanie odnowy uszkodzo-
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nej skory. Kompleks z jednej strony stymuluje dzialanie metaloproteinazy 1111 (usu-
wajac uszkodzony kolagen i elastyng z pozakomoérkowej matrycy), z drugiej zas
pobudza synteze fibroblastow [27, 28]. Badania wykazaty, ze tak zmodyfikowany
peptyd ma nie tylko dziatanie przyspieszajace procesy regeneracji, ale takze odbu-
dowania zniszczonych tkanek. Wykazuje aktywno$¢ zarowno w procesach degrada-
cji starego kolagenu, jak i budowy nowego. Co ciekawe, peptyd ten stymuluje syn-
tezg kolagenu lepiej niz witamina C i witamina A. Podczas aplikacji kosmetyku
zawierajacego peptyd widocznym efektem jego dziatania jest redukcja zmarszczek,
zwigkszenie elastycznos$ci 1 gestosci skory, ale rowniez przyspieszenie bliznowace-
nia skory uszkodzonej. Jednym z mozliwych zastosowan peptydu jest stosowanie
g0 po zabiegach: dermabrazji, peelingu chemicznym, a takze laserowym odmtadza-
niu skory. Zastosowanie peptydu w ciagu dwdch godzin po zabiegu pozwala unik-
na¢ zaczerwienien i miejscowych podraznien towarzyszacych ztuszczaniu [28].

PODSUMOWANIE

Skora podobnie jak i inne organy ulega procesom starzenia. Nieuchronnie poste-
puja zmiany w obrebie wszystkich warstw skory. Zmniejsza sig¢ ilo§¢ podziatow
komorkowych, spada elastyczno$¢ widkien, skora wysycha i zaczyna si¢ marszczy¢.
Tempo procesu starzenia nie zalezy tylko od genetyki, ale réwniez od tego jak o nia
dbamy. Proces starzenia si¢ skory nie jest tatwo powstrzymac, szczeg6lnie, gdy skora
przez dtuzszy czas poddawana byta szkodliwym wplywom zarowno czynnikow wew-
natrzpochodnych jak i zewnatrzpochodnych. W mtodosci szczegolna uwage nalezy
zwracac na zdrowe zywienie, wystarczajaca ilo$¢ snu, unikanie nadmiernego nasto-
necznienia, a takze nie pali¢ tytoniu. W p6zniejszym wieku popularna jest pielggna-
cja skory za pomoca kosmetykow zawierajacych substancje aktywne, ktore stano-
wia jeden z wazniejszych czynnikéw w walce z uptywajacym czasem.

Do niedawna w kosmetyce popularnie stosowano polipeptydy, takie jak: hydro-
lizaty kolagenu oraz elastyny, ktore majq znane i wielokrotnie potwierdzone dziata-
nia pielggnacyjne; tworzac na skorze ochronny film, ograniczaja transepidermalna
utrate wody; natomiast w kosmetykach myjacych chronia przed powstawaniem pod-
raznien. Jednak tym polipeptydom brakuje aktywnosci regeneracyjnej lub biologicz-
nej w odniesieniu do skory, stad tez ich miejsce obecnie zastgpuja peptydy aktywne
biologiczne [16].

Kosmetyki z peptydami zaliczane sa do kosmeceutykow, czyli produktow
z pogranicza kosmetologii i farmakologii. Wprowadzenie do produktow kosmetycz-
nych peptydow jest wynikiem przeprowadzonych badan in vitro oraz in vivo, potwier-
dzajacych terapeutyczne dziatanie tych substancji w wielu procesach biologicznych.
Niskoczasteczkowe peptydy moga wykazywac bardzo szeroki wachlarz aktywnosci
od dziatania przeciwzmarszczkowego do wplywu na aktywno$¢ melanocytow, przy
czym kierunek i mechanizm dziatania sa uzaleznione od struktury peptydow. Wyko-
rzystywane peptydy najnowszej generacji sa stabilne, nie wymagaja specjalnych
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no$nikow, nie sa wrazliwe na czynniki zewngtrzne. Przenosza informacje w tkan-
kach w skorze. Peptydy te sa takze zdolne do regulowania aktywnosci komorek
przez dziatanie na ich specyficzne receptory. Aktywuja pewne geny, ktére uczestni-
cza w procesie odnowy matrycy zewnatrzkomoérkowej i powielania komorek. Wyka-
zuja duza skuteczno$¢, co potwierdzono w licznych badaniach naukowych. Te nie-
wielkie czasteczki stymuluja synteze¢ biatek podporowych skory w efekcie czego,
nastepuje poprawa twardosci, wytrzymatosci i elastycznosci skory. Te wlasnie cechy
sprawiaja, ze peptydy jako sktadniki aktywne sa coraz chgtniej wiaczane do recep-
tur kosmetykow.

Podsumowujac mozna powiedzie¢, ze peptydy jako sktadniki aktywne odgry-
waja wazng rolg w procesie starzenia si¢ skory. Stymuluja one naturalne procesy
fizjologiczne w skorze, sa aktywne w niewielkich stezeniach oraz spetniaja $wia-
towe wymagania stawiane komponentom kosmetycznym, takie jak: doskonata czys-
to$¢ chemiczna i mikrobiologiczna oraz gwarantowana stabilnos¢. Firmy kosetczne
wykorzystuja peptydy 1 wlaczaja je jako sktadniki do produktéw chroniacych skore.
Praktyki dermatologiczne sugeruja, ze wyniki nie zawsze da si¢ przelozy¢ na reak-
cje in vivo. Kazdy aktywnie pracujacy sktadnik musi zosta¢ zaabsorbowany w sta-
bilnej formie, w zdolnej do zycia i mogacej spetnia¢ swe funkcje w skorze whasei-
wej [18]. Zaleta peptyddéw jest maty rozmiar czasteczek, ktory utatwia im pokony-
wanie barier skornych i nie ma koniecznos$ci zamykania ich w nosnikach transder-
malnych. Zatem kosmeceutyki peptydowe moga powodowac realne korzysci dla
swoich pacjentow jesli wiedza jak i kiedy mozna je zastosowac.
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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-Itd group [69—79]. Some of these reagents (14,
Scheme 12) mediate C-alkylation reactions of very weak acids (pK > 23) [77, 78].
Several other modified Mitsunobu reagents are also described.

Keywords: Mitsunobu reaction, condensation, phosphines, separation tags, azo reagents
Stowa kluczowe: reakcja Mitsunobu, kondensacja, fosfiny, znaczniki separacyjne, reagen-
ty azowe
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1. REAKCJA MITSUNOBU — WIADOMOSCI OGOLNE

Reakcja Mitsunobu jest szeroko uzywana i niezwykle uniwersalnag metoda oksy-
dacyjno-redukcyjnej kondensacji zwiazku o charakterze kwasowym (pronukleofila)
z pierwszo- lub drugorzedowym alkoholem przy uzyciu odczynnika utleniajacego,
ktérym zazwyczaj jest pochodna kwasu azodikarboksylowego (najczgsciej jego
ester dietylowy, DEAD) oraz odczynnika redukujacego, ktorym tradycyjnie jest trife-
nylofosfina (Ph,P, TPP) [1-12] — rownanie (1). Niezwykle cenng wlasciwoscia tej
reakcji jest fakt, iz zachodzi w tagodnych, praktycznie neutralnych warunkach, jest
kompatybilna z wigkszoscia grup funkcyjnych, a glownym jej ograniczeniem jest
wystarczajaca kwasowos¢ pronukleofila.

EtO-C-N=N-C—OEt
1] [] Nu
OH (0] O H H
+ NuH D ——— /L + EtO-C-N—N-C—-OEt + TPPO (1)
PN , R R' 1l Il
R R TPP o)

Jako kwasowy reagent w tej reakcji (pronukleofil) wykorzystywane byty
zaro6wno kwasy karboksylowe, jak i diole, fenole, imidy, sulfonamidy, a takze
aktywne C-kwasy. Stad tez reakcja moze prowadzi¢ do otrzymywania szerokiej gamy
produktow, w tym estrow i laktonow, eterow arylowych, eteréw cyklicznych, a takze
do tworzenia produktow kondensacji powstalych przez tworzenie wiazania C—N
czy C—C. Procz pozadanych produktow kondensacji, jako produkty uboczne reakcji
Mitsunobu powstaja pochodne kwasu hydrazynodikarboksylowego (np. DEAD-H,)
i tlenek trifenylofosfiny (TPPO) lub utleniona posta¢ innego redukujacego mediato-
ra reakcji Mitsunobu.

Historia reakcji Mitsunobu sigga roku 1967, kiedy to jej odkrywcy opisali reak-
cje oksydacyjno-redukcyjnej kondensacji w formie zaprezentowanej ogolnie w row-
naniu (1) [13]. Reakcja ta zostata przebadana przez O. Mitsunobu w aspekcie:

* tworzenia estrow kwasu p-nitrobenzoesowego i zattoczonych alkoholi [14],

+ preferencji reakcji z 1° grupa alkoholowa wzgledem 2° grupy alkoholowej

w diolu —réwnanie (2) [15],

DEAD
OH ——

TPP @)
Ph)l\o 7%
/\/\OH
» zastosowania ftalimidu jako pronukleofila do przeksztatcania alkoholi
w aminy — réwnanie (3),

+

OH o)
70 %
©/COOH /OH\/\ /\/\O)l\ Ph
(0]
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O
DEAD

+ ROH ——
NH PP NR 3)

* badania wewnatrzczasteczkowych wersji reakcji[12, 17],
* uzycia zaktywowanych grup metylenowych jako C-kwaséw — rownanie (4)
[18],

NC, COOEt
DEAD \C/ 4
NC-CH,-COOEt  +  HO-(CH,),-OH  —pp> /\ @
(CH2)n

» przeksztalcania tiomocznikow w karbodiimidy — rownanie (5),

S

DEAD
————> Ph-N=C=N-Ph + S=PPh, + DEAD-H, (5)

TPP
PhHN NHPh
e czy tioli w disulfidy — réwnanie (6) [20],

DEAD
RSH ———= RSSR + TP + DEAD-H, (6)

Obserwowana aktualnie wszechobecno$¢ reakcji Mitsunobu w syntezie orga-
nicznej wynika m.in. z jej stereochemicznego przebiegu i obserwowanej zwykle
inwersji konfiguracji na karbinolowym atomie wegla, co zauwazyli juz Mitsunobu
1 Eguchi [21].

Stereochemiczny wynik reakcji jest $cisle zwiazany z mechanizmem reakcji,
ktoéry byt niezwykle skrupulatnie badany [22—-38], a powszechnie akceptowany jej
przebieg podsumowuje ciag réwnowagowych, konkurencyjnych reakcji przedsta-
wionych na Schemacie 1, opracowanym w oparciu o pracg Schenka [38]. Pierw-
szym etapem reakcji Mitsunobu jest nukleofilowa addycja trifenylofosfiny do estru
kwasu azodikarboksylowego z utworzeniem betainy (A), ktéra moze reagowac
z dwiema czasteczkami alkoholu prowadzac ostatecznie do pochodnej alkoksyfos-
foniowej (B) i nukleofila (C) (droga 1) lub deprotonowa¢ pronukleofil/kwas prowa-
dzac finalnie takze do utworzenia B, C i DEAD-H, (droga 2). Nukleofilowy atak C
na pochodna alkoksyfosfoniowa B prowadzi do utworzenia produktu kondensacji D
o chiralno$ci przeciwnej wzglgdem chiralno$ci wyjsciowego alkoholu (S 2). Wyka-
zano [25, 30], ze pochodna alkoksyfosfoniowa B jest w rownowadze z odpowiednia
pochodna acyloksyfosfoniowa, E, co w rzadkich przypadkach moze prowadzi¢ do
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produktu D’, w ktorym zostata zachowana wyjsciowa chiralno$¢ karbinolowego atomu
wegla 1 do utworzenia bezwodnika F. Potozenie tej rownowagi wydaje si¢ by¢
zalezne od kwasowosci pronukleofila, przy czym generalnie tworzenie pochodnej B
jest zdecydowanie faworyzowane wzgledem tworzenia E 1 w absolutnej wigkszos$ci
wypadkoéw reakcji Mitsunobu towarzyszy inwersja konfiguracji karbinolowego
stereocentrum.

DEAD + TPP

®
PhsP. ' ©
NX
EtOOC COOEt

droga 1 wg: 2
2 R'OH RCOOH

OR' Ph R
DEAD-H, + PhsP{ 3 N'NH RCO(?(C)
OR'"  -on Et00C” COOE\Segradacja
RCOOE/
l@ /-TJEAD-H2 RCONNH
Ph,P-OR' EtOOC"  COOEt
(B) RCOO
C \
RCOS \( ) o
(©) / SN2

— o, .9
Ph3PO R = RO + PhsP-O""R
(E)

0 (C')/ \ O
0

R)LO'R' + TPPO R O-R' +TPPO
(D) TPPO + RJKOJLR (D)
produkt inwersji produkt retencji

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

Szczegdtowa dyskusja wptywu roznorakich parametrow na potozenie stanu
roéwnowagi konkurencyjnych reakcji sktadajacych si¢ na reakcj¢ Mitsunobu przed-
stawiona jest w pracy Schenka [38].

Popularnos$¢ reakcji Mitsunobu sprawita, iz stala si¢ ona przedmiotem bardzo
wielu badan i opracowan podsumowanych w obszernych pracach przegladowych
[1-9]. Ukazaly sig takze bardziej specjalistyczne prace przegladowe dotyczace na
przyktad zastosowania reakcji Mitsunobu do makrolaktonizacji w syntezie produk-
tow naturalnych [12], czy bedaca naszym udziatem praca poS§wigcona zastosowaniu
tej reakcji w chemii aminokwasow i peptydow [10].
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2. MODYFIKACJE KLASYCZNEJ REAKCJI MITSUNOBU
— NOWE PROCEDURY/ NOWE REAGENTY

Wada reakcji Mitsunobu sklaniajaca do ciaglego poszukiwania ulepszen jest
fakt, iz procz dwoch podstawowych substratow ulegajacych kondensacji wymaga
ona przynajmniej stechiometrycznych ilosci dwoch dodatkowych reagentow, z jed-
nej strony zapewniajacych uktad utleniajaco-redukujacy, z drugiej jednak — prowa-
dzacych do powstawania dwoch produktéw ubocznych, ktore utrudniaja i kompli-
kuja izolacje wlasciwego produktu kondensacji Mitsunobu. Nawet w przypadku,
gdy reakcja zachodzi z dobra wydajnoscia, uzyskany produkt moze by¢ trudny do
izolacji z mieszaniny reakcyjnej zawierajacej procz niego dwa produkty uboczne
i nadmiar badZ nieprzereagowane substraty oraz reagenty tworzace uktad utlenia-
jaco-redukujacy. Stad tez izolacja produktu kondensacji Mitsunobu wymaga zazwy-
czaj rozdziatu chromatograficznego zanizajacego wydajnos¢, komplikujacego i przed-
huzajacego uzyskanie oczekiwanego zwiazku. Konieczno$¢ stosowania chromato-
grafii ogranicza tez mozliwo$¢ stosowania reakcji Mitsunobu w kombinatoryjnej
syntezie bibliotek zwiazkow.

Innym ograniczeniem reakcji Mitsunobu jest fakt, iz w klasycznej wersji zacho-
dzi ona wydajnie jedynie dla pronukleofili (NuH) o wystarczajaco duzej kwasowo-
sci (pK, < 12), co implikuje potrzebg poszukiwania modyfikacji umozliwiajacych
przeprowadzenie tej reakcji dla pronukleofili o zdecydowanie mniejszej kwasowosci.

Analiza danych literaturowych wskazuje, ze spos$rod niezliczonej liczby mody-
fikacji reakcji Mitsunobu, wigkszo$¢ opisanych ostatnio skierowanych jest na opra-
cowanie nowych mozliwosci ulatwienia izolacji i oczyszczania produktu niz kre-
owanie nowych reagentéw zapewniajacych szerszy wachlarz stosowanych pronu-
kleofili, dlatego tez pierwsza czes$¢ tej pracy zostanie poswigcona zmodyfikowanym
wzgledem klasycznego DEAD i TPP odczynnikom utatwiajacym separacje i oczysz-
czanie oczekiwanego produktu kondensacji. Ze wzgledu na to, iz ukazaly sig stosun-
kowo niedawno dwie wyczerpujace prace przegladowe dotyczace tej tematyki [7, 8]
W niniejszym opracowaniu zaprezentujg pokrotce tylko przyktady strategii modyfi-
kacji umozliwiajacych uproszczona, najche¢tniej pozbawiona etapu chromatograficz-
nego oczyszczania, separacj¢ produktu reakcji Mitsunobu oraz istotne pozniejsze
wzgledem opracowan przegladowych propozycje udoskonalania tego procesu.

2.1. STRATEGIE ULATWIANIA SEPARACJI PRODUKTU

Stosunkowo czgsto stosowana technika utatwiajaca separacjg produktu reakcji
Mitsunobu jest przytaczanie do jednego z komponentow reakcji znacznika separa-
cyjnego (ang. separation tag, phase tag), ktory umozliwia prosty rozdziat ,,znako-
wanych” komponentdéw reakcji od tych, ktore znacznika nie posiadaja. Do utatwia-
jacych oczyszczanie produktu znacznikéw naleza m.in. rozpuszczalne i nierozpusz-
czalne polimery, pochodne jonowe i lipofilowe, pochodne fluorowane czy umozli-
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wiajace wytracanie reagenta grupy polimeryzowalne. Przyktadami znacznikow sepa-
racyjnych i kompatybilnych wzgledem nich technik rozdziatu sa np.: polimery —
odsaczanie; znaczniki jonizowalne — ekstrakcja kwasowo-zasadowa; znaczniki fluo-
rowane — fluorowa ekstrakcja z fazy statej (ang. fluorous solid-phase extraction,
FSPE).

2.1.1. Reagenty reakcji mitsunobu zwigzane z polimerami

Zarowno fosfina [39], jak i reagent azodikarboksylowy moze by¢ zwiazany
z nierozpuszczalnym polimerem, co sprawia, ze produkt uboczny powstajacy z tego
»zhakowanego” odczynnika, jak i jego nadmiar moze by¢ tatwo usunigty ze $rodo-
wiska reakcji przez odsaczenie.

Przyktadem tego typu modyfikacji moze by¢ reakcja (7) [39a]:

OH OCH,Ph
1QrPPh; DEAD DEAD-H O-('F?>Ph @)
_— + -
+ PhCH,0H 2. Saczenie 2 2
3. Chromatografia
na zelu krzem.
cl Cl

Alkohol benzylowy i p-chlorofenol, skondensowane za pomoca zwiazanej
z polimerem fosfiny i rozpuszczalnego DEAD daja eter, ktory po odsaczeniu zwia-
zanego z zywica tlenku trifenylofosfiny zostaje tatwo odizolowany chromatogra-
ficznie od pochodnej kwasu hydrazynodikarboksylowego. Gentles i in. opracowali
procedure zautomatyzowanej syntezy eteréw alkilowo-arylowych z uzyciem difeny-
lofosfinylopolistyrenu i estru fert-butylowego kwasu diazodikarboksylowego
(DBAD) [40].

Zwiazane z polimerem pochodne fosfiny i kwasu azodikarboksylowego z zato-
zenia nie moga by¢ stosowane rownoczesnie ze wzgledu na znikoma szansg zajscia
reakcji miedzy izolowanymi ziarnami polimeru. Jednak Hanson i in. dowiedli, ze
mozliwe jest zastosowanie obu reagentéw reakcji Mitsunobu osadzonych na polime-
rycznym no$niku[41]. Niezbedne do przeprowadzenia reakcji polimeryczne pochodne
fosfiny 1 estru kwasu azodikarboksylowego uzyskano z odpowiednich substratéw
przez metatezg z otwarciem pierscienia 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 reagentow, a proba uzycia polistyrenowych (PS) pochod-
nych fosfiny i kwasu azodikarboksylowego nie doprowadzita do uzyskania oczeki-
wanego estru (Tab. 1).
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PPh,

PPh,
OTTP PPh, OTTP

OH

1. COCl,
2. NH,NHCO,Et, DMAP, Et;N
3. kat Ru o o

. O
4. Bry Pyr O)L )\

N=N OEt
HO-DEAD

Schemat 2. Budowa i otrzymywanie odczynnikoéw Mitsunobu osadzonych na oligomerycznym podtozu [41]

Scheme 2.  Structure and synthesis of the Mitsunobu reagents on soluble ring-opening methathesis (ROM)
oligomers [41]

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

0}
HO™"Ph
1 eq
OH o/\/\ Ph
warun k| rea ijI
O,N

Warunki reakeji: % konwersji NMR) Wyd.(%)
2 eq. OTTP, 2 eq.HO-DEAD 92 88
5eq. OTTP, 5 eq. HO-DEAD  >95 64

2 eq. PS-TPP, 2 eq.HO-DEAD 0 -

2 eq. OTPP, 2 eq. PS-DEAD 0 -

Problemem, ktory wiaze si¢ ze stosowaniem reagentéw zwiazanych z polime-
rem jest obnizenie reaktywnosci odczynnikow w uktadzie heterogenicznym i koniecz-
no$¢ stosowania znacznych nadmiaré6w osadzonego na polimerze zwiazku. Aby
omina¢ te niedogodnos$¢ proponowano stosowanie polimeréw rozpuszczalnych/nie-
sieciowanych [42, 43] (np pochodnych glikolu polietylenowego, 1, Schemat 4),
ktére usuwano np. przez dodatek metanolu do surowej mieszaniny reakcyjne;.

Rozwdj modyfikacji utatwiajacych izolacj¢ produktu doprowadzit do opraco-
wania zestawu odczynnikow Mitsunobu osadzonych na @-monometylowym eterze
niskoczasteczkowego polimeru glikolu etylenowego (MPEG, Schemat 3) [43]. Zna-
czone MPEG zwiazki tatwo oddzieli¢ na zelu krzemionkowym, gdyz pozostaja one
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na ztozu podczas przemywania go rozpuszczalnikami aprotycznymi typu dichloro-
metanu (DCM) czy AcOEt (ekstrakcja z fazy statej pochodnych MPEG, MSPE).
Autorzy pracy przebadali m.in. acylowanie 1-fenyloetanolu kwasem benzoesowym,
reakcja (8), przy uzyciu otrzymanych MPEG pochodnych TPP i DEAD uzyskujac
z dobra wydajnos$cia produkt o wysokiej czystosci. Uzyskane odczynniki umozli-
wiaja szybka, mozliwa do automatyzacji syntezg serii zwiazkow w fazie cieklej.

PPh,

MPEG-O

o]
)L N )
N/ \K
O-MPEG Mt1pp MpEAD OFEt

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

Zastosowanie w reakcji Mitsunobu zwigzanego z polimerem ktéregokolwiek
z substratow (alkoholu lub pronukleofila) sprawia, ze otrzymywany produkt jest
zwiazany z polimerem i moze by¢ tatwo oddzielony przez proste odsaczanie. Tego
typu uktad reagentoéw jest szczego6lnie korzystny, gdy reakcja Mitsunobu jest tylko
jednym z ciagu przeksztalcen dokonywanych w wygodnej technice reakcji na fazie
stalej. Przy zastosowaniu takiego uktadu reagentéw konieczne jest oczywiscie prze-
prowadzenie reakcji odszczepienia produktu od nos$nika. Szereg reakcji Mitsunobu
na no$niku stalym przy zastosowaniu bardzo zréznicowanych substratow cytowa-
nych jest i oméwionych w pracy przegladowej Dandapani [7].

2.1.2. Modyfikacje umozliwiajace usuwanie produktéw ubocznych
przez ekstrakcje¢ chemiczna/zywice jonowymienne

Jenkins i Camp zaproponowali difenylo-2-pirydylofosfing (2, Schemat 4) jako
alternatywg TPP umozliwiajaca usuwanie jej utlenionej postaci przez kwasowa prze-
robke poreakcyjna [44]. Uzyskany, cze$ciowo oczyszczony produkt oddzielono od
DIAD-H, na drodze chromatografii na zelu krzemionkowym. Zwiazek ten zostat
wykorzystany takze w kombinacji z DBAD [45], co umozliwilo usunigcie obu produk-
tow ubocznych przez potraktowanie mieszaniny poreakcyjnej 4 M HCI w dioksanie
(rozpad DBAD do izobutylenu, dwutlenku wegla i rozpuszczalnej w wodzie hydra-
zyny), a nastgpnie ekstrakcje¢ produktow ubocznych. Innym typem fosfiny, ktorej
utleniona posta¢ moze by¢ tatwo usunigta na drodze przerdbki kwasowej jest
(p-dimetyloaminofenylo)difenylofosfina (3, Schemat 4) [46].

Przyktadami pochodnych fosfiny o potencjalnym charakterze kwasowym, byt
proponowany przez Flynn i in. w kombinacji z DBAD ester tert-butylowy pochod-
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nej alkilodifenylofosfiny (4, Schemat 4). Potraktowanie mieszaniny poreakcyjnej
kwasem trifluorooctowym (TFA) umozliwito izolacje produktu przez oddzielenie
produktow ubocznych o charakterze kwasowym na zasadowej kolumnie jonowy-
miennej [47]. Ukryty charakter kwasowy nosi takze 4-difenylofosfinylobenzoesan
2-trimetylosililoetylowy (5, Schemat 4), ktérego tlenek, po rozpadzie estru pod wpty-
wem fluorku czterobutyloamoniowego (Bu,NF) usuwany jest przez przemywanie
wodng zasada. Oczywistym ograniczeniem stosowania przerobki kwasowej/zasa-
dowej jest wystepowanie w produkcie reakcji grup wrazliwych na dziatanie kwa-
sow/zasad.

PPh PPh,

2
PPh, PPh, PPh, ik
Ny r
_ 0% o
#\ 0" Yo
OCHZCHQ NH dive /}
2
O O Me3Si
1 2 3 4 5

PPh, R
C)
X
@
PPh; {
oo
CeF13 ?‘\

X=Br, CIO4’ PF5 o
FTPP (O ‘>
7 0

PPh,

@z '“

10

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

Innym typem zjonizowanych grup ulatwiajacych oczyszczanie produktu sa
pochodne czteroarylofosfoniowe, stanowiace grupy kontrolujace rozpuszczalnosé.
Otrzymane przez Charette i in. [48] pochodne zaréwno TPP (6, Schemat 4), jak
1DEAD (2, Schemat 5) umozliwiaja tatwe usuwanie produktéw ubocznych (pochod-
nych tlenku fosfiny i hydrazyny) przez praktycznie iloSciowe wytracanie eterem
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dietylowym. Dodatkowym atutem proponowanych zwiazkow jest ich forma (ciata
state) i brak higroskopijnosci.

o)
o~
X00C, N=N
N=N, 'COOEt  CoF1a(HoC)x-00C
COOX ‘N=N
X =Et (DEAD) 1la oy COO(CH;)CeF13
iPr (DIAD) 1b ®
tert-Bu (DBAD) 1¢ PPhs
p-Cl-Bn (DCAD) 1d x=2 3a F-DEAD
1 2 x=3 3b FDEAD

)
)—o—(CHZ)X® —KN=N @
x=1,2 © o

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

Oryginalny substytut TPP przedstawit Beal i Veliz [49]. Zaproponowali on uzy-
cie w syntezie analogu nukleozydu triizopropoksyfosfiny, ktéra po utlenieniu
w warunkach reakcji przeksztalca si¢ w latwo usuwalny przez przemycie woda fos-
foran (Tab. 2).

Tabela 2. Zastosowanie triizopropoksy fosfiny jako substytutu TPP
w syntezie analogow nukleozydu [49]
Table 2. The use of triisopropyl phosphite as an effective substitute for TPP
in the Mitsunobu reaction of nucleoside analogs [49]

Br
(’NrN
o_N N)\

T

B
N B
% I\N
o<N N/)\NAC
R

NHAc
AcO ROH, P(iPrO)3ACO
AcO OAcC AcO OAc
R poch. azo rozpuszczalnik czas[h]  wydajnocee[%]

benzyl DIAD dioksan 5 95
2-Br-benzyl DIAD dioksan 18 97
2-Br--benzyl DEAD THF 24 97
p-CFy-benzyl DIAD THF 24 95
1-Ph-etanol DIAD dioksan 24 _

DIAD dioksan 5 _

butan-2-ol
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Niestety, w badanych warunkach reakcji alkohole nicaktywowane i charaktery-
zujace si¢ wigkszym zatloczeniem nie daly oczekiwanego produktu.

2.1.3. Reakcje Mitsunobu z reagentami fluorowanymi

Pochodne fluorowe charakteryzujace si¢ wysoka zawarto$cia tego pierwiastka
(wagowo — powyzej 60%) moga by¢ tatwo oddzielone od innych zwiazkéw orga-
nicznych przez rozdziat mieszaniny pomigdzy faz¢ fluorowa i organiczna (ekstrak-
cja ciecz—ciecz). Dla zwiazkdw z nizsza zawarto$cia fluoru bardziej efektywne oka-
zalo sig saczenie przez zel krzemionkowy modyfikowany pochodnymi fluorowymi
(fluorowa ekstrakcja z fazy statej — ang. fluorous solid-state extraction, FSPE).
Polega ona na aplikowaniu na kolumng mieszaniny zwiazkoéw fluorowanych i nie-
fluorowanych, przemywaniu kolumny fluorofobowym uktadem rozpuszczalnikow
(zwykle 80% wodny roztwor metanolu), ktory wymywa nieznakowane fluorem zwiazki
organiczne, a nastgpnie rozpuszczalnikiem fluorofilnym (THF lub eter dietylowy)
wymywajacym zwiazki znakowane fluorem.

Niezaleznie od siebie, Dobbs [50] i Curran [51] zaproponowali syntezg fluoro-
wego analogu DEAD (FDEAD, 3, Schemat 5) i jego zastosowanie w reakcji Mitsu-
nobu. Dobbs i in. wykorzystali ten odczynnik wraz z klasyczna TPP do przeprowa-
dzenia reakcji kwasu benzoesowego z etanolem [50]. Otrzymany ester zostat wyizo-
lowany chromatograficznie po uprzednim usunigciu fluorowanej pochodnej kwasu
hydrazynodikarboksylowego (FDEAD-H,) przez rozdzial mieszaniny poreakcyjne;j
migdzy dichlorometan i mieszaning pefluorowanych heksanow. Dadapani i Curran
uzyli tego zwiazku w kombinacji z fluorowana fosfing [51] (7 lub 8, Schemat 4) do
przeprowadzenia reakcji estryfikacji (9). Uzyskany produkt zostal wyizolowany
w oparciu o fluorowa ekstrakcje z fazy stalej (FSPE).

1 FTPP, FDEAD
2 FSPE
COOH

Autorzy przebadali rézne kombinacje reagentéw, zarowno fluorowanych, jak
1 w kombinacji z niefluorowanymi, réznorodne substraty kwasowe (kwasy karbok-
sylowe, sulfonamidy, ftalimid) i r6zne procedury. Wyniki wskazuja, ze oba fluoro-
wane analogi TPP (7 i 8, Schemat 4) wykazuja poréwnywalna reaktywno$¢, a naj-
skuteczniejsza zwykle procedura jest ta z dodawaniem do roztworu FTPP kolejno:
pronukleofila, alkoholu i FDEAD.
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Opracowane przez Currana i in. procedury z uzyciem obu mediatoréw reakcji
Mitsunobu w wersji fluorowanej [51]umozliwiaja tatwe oddzielenie produktu (prze-
mycie kolumny do FSPE wodnym roztworem metanolu) od fluorowanych produk-
tow ubocznych (p6zniejsze przemycie kolumny eterem), ich rozdziat w warunkach
chromatografii ,,flash” i zawrocenie do reakcji po uprzednim utlenieniu (FDEAD-H,)
badz redukcji (TPPO). Przyktad przedstawia Schemat 6 [51].

OoN COOEt
————
O,N COOH MeOH/H,0
EtOH + + FTPP + FDEAD —12 ’I];‘}SH;E NO,
94% 100% ’ cter
NO, —— > FTPPO + FDEAD-H,

B
FDEAD-H, — |
A mniej polarny

flash chromatogr.

A= AlH; ‘toluen — FTPPO =
B = Br,, pirydyna, DCM bardziej polarny

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

W toku dalszych badan stwierdzono, ze FDEAD jest niezbyt skuteczny w przy-
padku sterycznie rozbudowanych alkoholi i stabszych kwasow i wprowadzono sze-
reg nowych pochodnych fluorowych, tzw. pochodnych fluorowych drugiej genera-
cji [52], m.in. pochodna o przedluzonym o jedna grupg metylenowa faficuchu alki-
lowym wzgledem "DEAD (3b, Schemat 5) czy 'FDEAD-1. Poréwnanie skutecznosci
niektorych fluorowanych reagentow Mitsunobu przedstawia Schemat 7.

Dla przypadku, gdy reakcja Mitsunobu wykorzystywana jest do zmiany konfi-
guracji alkoholu proponowano uzycie fluorowanego kwasu (pronukleofila) [53], ktory
sprawia, ze uzyskany ester jest tatwo wydzielany przez wytracanie, a po hydrolizie
otrzymuje si¢ alkohol o zinwertowanej konfiguracji. Procedurg taka przeprowadzono
dla cholestanolu (Schemat 8) [53]. Umozliwia ona otrzymanie alkoholu o przeciw-
nej wzgledem wyjsciowej konfiguracji bez zastosowania chromatografii czy fluoro-
wanych rozpuszczalnikow.
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O

o
C8F17(H2C)2OPPh2 N=N
\

COO (CHy)3CgF 47

Frpp FDEAD-1
OH  warunki
O2N (CH,)3COOH + ><\/ —> 0N (CH5)3CO0O(CH,),C(CH3)3
warunki wydajn.
TPP, DIAD 100%

FTPP, FDEAD (3a)* 0%
TPP, FDEAD (3a)* 0%
FTPP, FDEAD (3b)? 92%
FTPP, FDEAD-1 99%

Schemat 7. Poréwnanie reakcji estryfikacji metoda Mitsunobu z zastosowaniem reagentow fluorowanych
(* — patrz Schemat 5)
Scheme 7. Mitsunobu esterification with fluorous reagents (* — see Scheme 5)

COOH
1. TPP, DIAD
RO x OR 2. rekrystalizacja RO
R = CF3(CFa)(CHy) ROTL 04%

cholestan-3p-ol

KOH
THF/MeOH

cholestan-3a—ol

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 znacznikow ulatwiajacych izolacje¢ produktu
reakcji Mitsunobu

Wiele modyfikacji mediatorow reakcji Mitsunobu (gtownie trifenylofosfiny)
skierowanych jest na mozliwo$¢ utatwionej izolacji produktu przez usuwanie zna-
czonego produktu ubocznego (tlenku trifenylofosfiny) na drodze jego chemoselek-
tywnego oddziatywania. Do pochodnych takich nalezy trifenylofosfina znakowana
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eterem koronowym, np 15-korona-5 [54] (8, Schemat 4), umozliwiajaca usunigcie
jej nadmiaru i powstatego z niej produktu ubocznego przez zwiazanie z faza stata
funkcjonalizowana grupami amoniowymi czy fosfina znakowana antracenem [55]
(9, Schemat 4), umozliwiajaca chemoselektywne wiazanie jej tlenku ze zwigzanym
z polimerem maleimidem, stanowiacym dienofil w reakcji Dielsa-Aldera i umozli-
wiajacym przeniesienie pochodnej fosfiny do fazy statej. Pochodna znaczona antra-
cenem zostala zastosowana w kombinacji z pochodna kwasu azodikarboksylowego
osadzona na no$niku, co stanowito dalsze ulatwienie w procesie usuwania powsta-
jacych produktéw ubocznych i nadmiaru komponentéw oksydacyjno-redukcyjnych.

Niewymagajaca jakiejkolwiek chromatografii reakcja Mitsunobu zostata zapro-
ponowana przez Plenio i in. [56] W reakcji tej zastosowano trifenylofosfing znako-
wang ferrocenylem (10, Schemat 4) i ester fert-butylowy kwasu azodikarboksylo-
wego. Nadmiar pierwszego odczynnika i jego posta¢ utleniong usuwano przez wy-
mycie woda po utlenieniu Zzelaza, natomiast DBAD (1, Schemat 5) i jego zreduko-
wana pochodna byty hydrolizowane i wymywane podczas ekstrakcji wodnym roz-
tworem HCI. Dodatkowym atutem tego uktadu reagentow jest mozliwos$¢ regenera-
cji pochodnej trifenylofosfiny przez redukcjg [56].

Metoda znacznie upraszczajaca izolacje jest wytracanie produktu po uprzed-
nim spolimeryzowaniu. erédlem grupy polimeryzowalnej moze by¢ zaréwno pro-
nukleofil, jak i alkohol. Jako modyfikowane pronukleofile stosowane byty np.
pochodne bornenylu i oxanorbornenylu, ktore po reakcji Mitsunobu poddawano poli-
meryzacji z metatetycznym otwarciem pierscienia (ang. Ring-Opening Metathesis
Polymerization, ROMP). Wytracanie metanolem produktu polimeryzacji umozli-
wiato wydzielenie produktu przez proste odsaczenie. Przyktadem takiej syntezy jest
otrzymywanie O-benzylohydroksyloaminy w reakcji alkoholu benzylowego z poli-
meryzowalna oxanorbornenylowa pochodna N-hydroksysukcynimidu (Schemat 9)
[57].

OH ONH;

o 1. PhyP, DIAD
2. ROMP
3. Ods! czenie

+ N-OH
4. N,Hy
5. Ods' czenie

(e}

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

Po wytraceniu i odsaczeniu spolimeryzowanego produktu, wiasciwy produkt
reakcji byt uwalniany przez hydrazynolizg. Strategia taka byta stosowana zaréwno
z uzyciem polimeryzowalnego pronukleofila, jak i kwasu. Produktami reakcji byty
aminy, alkilohydrazyny [58], sulfonamidy [59]1 O-alkilohydroksyloaminy [57].
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2.1.5. Modyfikowane pochodne kwasu azodikarboksylowego

Usuwanie powstajacych ubocznie pochodnych kwasu hydrazynodikarboksylo-
wego stanowi znaczne wyzwanie przy planowaniu racjonalnej i prostej przerobki
mieszaniny po reakcji Mitsunobu. Stad tez wiele prac poswigconych modyfikacji
zastosowanego pierwotnie przez O. Mitsunobu estru dietylowego kwasu azodikar-
boksylowego (DEAD, 1a, Schemat 5). Aktualnie, zwiazek ten, z uwagi na toksycz-
nos$¢, brak stabilnos$ci termicznej, fotoczuto$¢ i wybuchowos¢ [60] zostat praktycz-
nie catkowicie wyparty przez tansza i tatwiejsza w stosowaniu druga ,,klasyczng”
pochodna — ester diizopropylowy (DIAD, 1b, Schemat 5).

Do wspomnianych juz wezesniej w tej pracy modyfikacji klasycznych pochod-
nych kwasu azodikarboksylowego naleza: pochodne osadzone na polimerach (patrz
—1I.1.1), pochodne fluorowane (patrz — 11.1.3), czy czgsto wykorzystywany ester
di-tert-butylowy (DBAD, 1¢, Schemat 5), umozliwiajacy tatwe usunigcie powstaja-
cego estru kwasu hydrazynodikarboksylowego po jego rozktadzie w warunkach kwa-
sowych i ekstrakcje powstajacej, rozpuszczalnej w wodzie hydrazyny. Alternatywa
dla DEAD i DIAD jest zaproponowany przez Lipszutza [61] stabilny, krystaliczny
ester di-p-chlorobenzylowy kwasu azodikarboksylowego (DCAD, 1d, Schemat 5).
Powstajacy z niego w warunkach reakcji produkt uboczny jest w znacznej mierze
usuwany przez proste wytracanie za pomoca chlorku metylenu, a jego polarno$é
umozliwia znacznie tatwiejsze oddzielenie pozostatosci niz w przypadku DEAD/
DIAD. Curran i in. zaproponowali [62] znaczenie DEAD grupami adamantylowymi
(4, Schemat 5). Wykazano, ze pochodne takie maja znacznie dluzsze czasy retencji
na kolumnach krzemionkowych modyfikowanych cyklodekstryna, co bardzo uprasz-
cza oddzielenie 4 1 powstajacego z niego zwiazku ubocznego od produktu konden-
sacji Mitsunobu.

Interesujace podejscie do problemu usuwania powstajacej ubocznie pochodne;j
kwasu hydrazynodikarboksylowego zaproponowat Barett i in. [63]. Rozwiazanie to
polega na zastosowaniu znacznika umozliwiajacego polimeryzacjg produktu ubocz-
nego po zakonczeniu reakcji Mitsunobu (impurity anihilation). Modytikowany grupa
norbornenylowa azodikarboksylan (5, Schemat 5) po redukcji zachodzacej podczas
reakcji byt usuwany przez odsaczenie po katalizowanej rutenem reakcji polimery-
zacji (polimeryzacja z metatetycznym otwarciem pierscienia (ang. Ring-Opening
Metathesis Polymerization, ROMP). Rownoczesne zastosowanie osadzonej na poli-
merze fosfiny pozwolilo na jej wczesniejsze usunigcie przez filtracje i uzyskanie
czystego produktu Mitsunobu z wydajnoscia ok. 100% [63]. Ograniczeniem tego
rozwiazania jest mozliwos$¢ inhibicji polimeryzacji przez zwiazki koordynujace rute-
nowy katalizator. Nie udato si¢ na przyktad przeprowadzi¢ reakcji, w ktorej oba
oksydacyjno-redukcyjne reagenty (fosfina i pochodna kwasu azodikarboksylowego)
byly znaczone norbornenylem.

W celu znacznego ograniczenia problemu stwarzanego przez powstajaca ubocz-
nie w reakcji pochodna kwasu hydrazynodikarboksylowego zaproponowano uzycie
klasycznego DEAD w ilosci katalitycznej [64]. Role stechiometrycznego reagenta
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utleniajacego mate ilosci powstajacego DEAD-H, pemi dioctan jodozobenzenu
(Schemat 10). W warunkach reakcji z katalityczna iloscia DEAD otrzymano ester
2-fenyloetylowy kwasu p-nitrobenzoesowego z wydajnoscia 90% [64]

0]
EtO—{ PhI(OAc); (2 eq) EtO
HN—NH T» N=N
OEt
) Phl + 2AcOH > OFt
DEAD-H, O DEAD Q
0,1 eq)
+ +
TPPO 0 TPP (2 eq)
\_/ Eto_<® o
N—N
}—OEt
(@)
ROH /\
+ RNu + H,O

NuH

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

2.2. ALTERNATYWNE MEDIATORY W REAKCJI MITSUNOBU

Poczatkowo jako mediatory w reakcji Mitsunobu stosowano gléwnie trifenylo-
fosfing (TPP) i ester dietylowy (DEAD), badz bezpieczniejszy i tanszy — diizopro-
pylowy (DIAD) kwasu azodikarboksylowego. Rzadziej uzywane byty alkilowe ana-
logi TPP, takie jak trimetylofosfina (TMP) czy tributylofosfina (Bu,P, TBP) oraz
ester dimetylowy lub di-fert-butylowy (DBAD) kwasu azodikarboksylowego. Alki-
lofosfiny, takie jak trimetylofosfina (Me,P), czy tributylofosfina (TBP) daja najlep-
sze wyniki w przypadku reakcji charakteryzujacych si¢ duzym zatloczeniem prze-
strzennym (patrz — prace przegladowe [8, 65, 66]). Niezwykle ciekawy przypadek
zaleznosci stereochemicznego przebiegu reakcji od typu zastosowanej fosfiny zapre-
zentowali Verdaguer i in. [67] (Schemat 11).

o) 0

Ph Ph;?  HO OHPh nBu;P Ph
Ph-" DIAD, DCM __ { DIAD, DCM Ph
Ph Ph Ph Ph
S (88% ee) S (99% ee) R (99% ee)

Schemat 11. Zalezna od fosfiny stereoselektywnos¢ 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 zyskat natomiast spora popu-
larno$¢ z racji swoich potencjalnych wtasciwosci kwasowych (po hydrolizie) i moz-
liwosci tatwego usuwania jego nadmiaru i zredukowanej pochodnej przez ekstrak-
cje po wezesniejszym acydolitycznym usunigciu grup tert-butylowych [45, 47, 68].

Klasyczne reagenty reakcji Mitsunobu zostaty w roznoraki sposéb modyfiko-
wane w celu ulatwienia izolacji produktu kondensacji, co zostalo omowione we
wczesniejszych rozdziatach tej pracy.

Q o)
A\ R —
— N\ ’ N=N

£ : > C—N O’ Sc=0

N=N / R \ /
{ ~n=¢ AR e N~cn

N N—¢ L) s
(e} / \\
1 (ADDP) R (0]
- 3 (DHTD)

R =iPr (TIPA) 2a
R =Me (TMAD) 2b

E:pR O= ’C’) o ® ®
NG 8 o 8y S~N Ph3P-O-PP2§ COOMe
: \) 2 CHF3S0; BusP=C
R=Bu (CMBP) 4a 5 6 COOMe

|

R = Me (CMMP) 4b

N N=N N
\ / \ 7
8 (azpy)

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

Typem reagentéw azowych, nienalezacych do estréw kwasu azodikarboksylo-
wego sa wprowadzone przez Itd 1 Tsunode diamidy kwasu azodikarboksylowego,
ktore ze wzgledu na lepsze zlokalizowanie tadunku ujemnego na azocie, wykazuja
wigksza zasadowo$¢ produktu przejsciowego (A, Schemat 1) umozliwiajac tym
samym zastosowanie pronukleofili o mniejszej kwasowosci. Do zwiazkow tych
nalezy 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
1 2b, Schemat 12). Zwiazki te w kombinacji z TBP postuzyly do efektywnego N-
i C-alkilowania pronukleofili o pK, do ok. 13. Reagenty te okazaly si¢ znacznie
skuteczniejsze od klasycznych reagentow Mitsunobu w przypadku stosowania alko-
holi sterycznie rozbudowanych, a optymalnym rozpuszczalnikiem okazat si¢ ben-
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zen. Wyjatkowo korzystnym odczynnikiem okazat si¢ 4,5,6,7-tetrahydro-4,7-dime-
tylo-1,2,4,7-tetraazocyno-3,8-dion [71-73] (DHTD, 3, Schemat 12), ktérego wpro-
wadzenie umozliwito skuteczne przeprowadzanie redoksowej kondensacji przy uzy-
ciu alkoholi drugorzedowych z utworzeniem zaré6wno wiazania C-C, jak i C-N.
Stwierdzono, ze w zastosowanych warunkach reakcja z uzyciem chiralnego 2-okta-
nolu prowadzi do odpowiedniej pochodnej N-metylotoluenosulfonamidu z petna
inwersja [72].

Przetomowymi w aspekcie uzycia w reakcji Mitsunobu stabo kwasowych pro-
nukleofili okazaty si¢ wprowadzone takze przez grupg Tsunoda-It6 i wsp. stabilizo-
wane metylenotrialkilofosforany [71, 73—77] (4a 1 4b, Schemat 12) wykazujace struk-
turalne i elektronowe podobienstwo do betainy stanowiacej produkt posredni w reak-
cji Mitsunobu (A, Schemat 1) — patrz schemat 13. Zwiazki te dzialaja jako redokso-
we komponenty reakcji Mitsunobu prawdopodobnie przez pochodne alkoksyfosfo-
niowe (Schemat 14).

COOR H H
\ \@ @ N\
,N-gPha /C—PR3 -~ /C=PR3
A B c

Schemat 13. Strukturalne podobienstwo migdzy betaing A i cyjanometylenotrialkilofosforanami B/C
Scheme 13. Stuctural similarity between betaine A and cyanomethylenetrialkilphosphoranes B/C

®
NC 3

© X hor

- CH3=CN o ®
——— Nu + R-O-PR; —> Nu—R' + O=PR,

Nu-H

Schemat 14. Proponowany przez Itd6 mechanizm dziatania cyjanometylenotrialkilo-fosforananéw jako reagen-
tow w reakcji typu Mitsunobu [78]

Scheme 14. Mechanism of cyanomethylenetrialkylphosphorane action in the Mitsunobu reaction, as proposed
by 1t6 [78]

Z racji struktury, uktadu elektronowego i mechanizmu dziatania tego typu rea-
genty zastepuja w reakcjach typu Mitsunobu zaréwno fosfing, jak i pochodna kwasu
azodikarboksylowego.

Ponad dziesigcioletnie dokonania grupy Tsunoda—It6 i in. w dziedzinie alterna-
tywnych mediatorow reakcji Mitsunbu podsumowat 16 [78, 79]. Udowodniono, ze
wszystkie nowe mediatory sa znacznie bardziej efektywne w reakcji N-alkilowania
za pomoca pierwszorzedowych alkoholi niz kombinacja DEAD-TPP, ale metyleno-
trialkilofosforany, w przeciwienstwie do amidow kwasu azodikarboksylowego, dzia-
taja lepiej w podwyzszonej temperaturze (100-120°C) i moga posredniczy¢ w reak-
cjach nawet z tak stabymi kwasami, jak np. arylometylofenylosulfony o pK_ = 23,5
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[77, 78]. Zwiazki te sa jedynymi reagentami, ktore prowadza do efektywnego alki-
lowania p-toluenosulfonamidu niepodstawionego na atomie azotu [75]. Alkilowa-
nie TsNH, i jego pochodnych, w potaczeniu z desulfurylacja otrzymanego produktu
stanowi fatwa droge do otrzymywania amin pierwszo- i drugorzedowych.

Studia porownawcze wykazaly, ze wzglgdna reaktywnos$¢ wprowadzonych przez
zesp6l Tsunoda—Itd mediatorow reakcji Mitsunobu (dla tworzenia wigzan C—C)
ksztattuje si¢ nastepujaco [77, 78]:

CMMP > CMBP > DHTD-TBP > TMAD-TBP

Reagenty te byly takze wykorzystywane do tworzenia O- i N-heterocykli przez
dehydrocyklizacje dioli czy aminoalkoholi [74] oraz przedtuzania tancucha weglo-
wego alkoholi za pomoca cyjanohydryny acetonu — rownanie (10) [76].

H /CN

N

C

77N\
ROH e M ReN (10)

reagent Mitsunobu

CMMP zostal niedawno zastosowany do utworzenia naprgzonego pierscienia
dehydropiranu w pseudodehydrotyrsiferolu przez dehydratacje 1,5-diolu [80]. Opu-
blikowana niedawno procedura syntezy pochodnych metylenotrialkilofosforanow
[81] pozwolifa na szerszy dostgp do tych nietypowych reagentow, jednak ich spora
wrazliwo$¢ na powietrze i wilgo¢ stanowia ciagte utrudnienie ich powszechnego
stosowania.

Do innych alternatywnych redoksowych reagentow wprowadzonych w reak-
cjach typu Mitsunobu nalezy m.in. wprowadzona przez Castro betaina stanowiaca
addukt TPP i cyklicznego sulfonamidu (5, Schemat 12), skutecznie sprzegajaca alko-
hole z kwasami karboksylowymi czy imidami [82], ktora z racji swej budowy i me-
chanizmu dziatania (Schemat 15) takze nie wymaga drugiego komponenta redokso-
wego, co czyni przerobke po reakeji znacznie prostsza (szybka chromatografia kolum-
nowa).

S\NH ROH PsPZOR  jnwersja  R™X

Ph3 —N\)r—> Ph3P N\)v—> o — ¥
o=d TPPO

Schemat 15. Proponowany mechanizm dziatania wprowadzonej przez Castro betainy [82]
Scheme 15. Mechanism of action Castro’s betaine [82]
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Zrodlem jonu alkoksyfosfoniowego moze by¢ takze sol tlenku bis(trifenylofos-
foniowego) (6, Schemat 12)[83], skutecznie zastosowana do otrzymania eteréw tetra-
hydrofurano-2,4-dionu [83] czy estryfikacji alkoholi [84].

Reagentem pozwalajacym na kontrole stereochemicznego przebiegu reakcji
Mitsunobu jest wprowadzony przez McNulty tributylofosforanylidenomalonian dime-
tylu (7, Schemat 12) [36], ktory w zaleznosci od warunkoéw reakcji prowadzi do
estru chiralnego alkoholu z inwersja lub retencja konfiguracji (Schemat 16)

NO,
NO,
ACOOH BusP==C(COOMe), arcooH o
.-O -— + —_—
g DMF

(0]
PhM
L-mentol © '

99,2% retencji 99,5% inwersji

Schemat 16. Przebieg reakeji estryfikacji L-mentolu przy uzyciu 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 pochodne;j
azowej jest zaproponowana przez Iranpoora i wsp. 4,4’-azopirydyna [85] (azpy, 8,
schemat 12). Zwiazek ten okazat si¢ 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, PhsP
RCOOH + RXH ¥ .  RCOXR' (11)
CH3CN, twrz

Azpy, jako alternatywa DEAD, w kombinacji z TPP oferuje prosta i wygodna
metode przeksztatcania alkoholi, fenoli i tioli w odpowiednie estry. Otrzymywana w
reakcji pochodna hydrazyny jest tatwo wytracana, usuwana z mieszaniny i podda-
wana recyklingowi. Badanie przebiegu reakcji otrzymywania chiralnych estréw
mentolu i stwierdzenie, iz reakcja zachodzi z pelna retencja konfiguracji wskazuje
na fakt, iz raczej przez atak bardziej nukleofilowego anionu karboksylanowego niz
alkoholu na centrum fosfoniowe tworzony jest jon acyloksyfosfoniowy (patrz sche-
mat 17)
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e OO

PPh, BPh;
PhI(OAC), l ~COOH
0
¢ OO o
- TPPQ /@PPh F[Ph o°
3
RXH
L
R-C
\
X-R'

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 mediatoréw reakcji Mitsunobu dotycza gtow-
nie ulatwienia izolacji produktow, oddzielenia powstajacych produktéw ubocznych
i nadmiaru zastosowanych reagentow. Znacznie mniejsze zainteresowanie wzbu-
dzaja mediatory alternatywne i ich praktyczne zastosowanie, prawdopodobnie z uwagi
na ich praktyczna niedostgpnos¢ handlowa i konieczno$¢ zwykle wieloetapowej
syntezy, aczkolwiek niektore mediatory, z uwagi na swoja wyjatkowa charakterys-
tyke otwieraja nieznane wczesniej mozliwos$ci zastosowania reakcji Mitsunobu.
Wigkszos$¢ jednak prac pos§wigconych jest opracowaniu procedur umozliwiajacych
uproszczong izolacjg produktow (optymalnie — z pominigciem rozdziatu chromato-
graficznego), zmiang skali przeprowadzanych reakcji, a nawet kontrolg ich przebie-
gu stereochemicznego. Wszystkie modyfikacje sprawiaja, iz reakcja Mitsunobu nie
przestaje by¢ jedna z najbardziej wszechstronnych i szeroko stosowanych reakcji
w chemii organiczne;.
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Jadwiga Demichowicz-Pigoniowa, Andrzej Olszowski, Chemia fizyczna, Obliczenia fizykoche-
miczne, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2010. Wyd. 1, str. 764, oprawa migkka, cena 71,90 zt.

Zmienione i rozszerzone wydanie podrecznika ,,Obliczenia fizykochemiczne” stanowi integralna czgsé
tomu 1 i 2 podrgcznika ,,Chemii Fizycznej” K. Pigonia i Z. Ruziewicza, tez zmienionego i uaktualnionego
przez zespot specjalistow z Politechniki Wroctawskiej (pod redakcja profesorow L. Komorowskiego
i A. Olszowskiego). Kolejnos¢ i zawarto$¢ poszczegodlnych rozdzialow w ,,Obliczeniach fizykoche-
micznych” odzwierciedla tez uktad tych tomoéw. Prezentowany podrecznik stanowi wprowadzenie do
problemoéw obliczeniowych chemii fizycznej i, jak pisata pierwsza autorka tego podrgcznika —
J. Demichowicz-Pigoniowa, nie jest on zbiorem zadan z chemii fizycznej. Przedstawia ztozone problemy
fizykochemiczne i uczy ich rozwigzywania na drodze rachunkowej. W ksiazce zamieszczono réwniez
zadania do samodzielnego rozwigzania, pozwalajace studiujacemu ¢wiczy¢ i sprawdzac stopien opanowania
sztuki obliczen fizykochemicznych z zakresu: termodynamiki, elektrochemii, kinetyki, spektroskopii,
chemii kwantowej, struktury i wlasnosci cial statych. Jak pisza Autorzy, podrecznik przeznaczony jest dla
studentow wydziatdéw chemii, biologii, fizyki i farmacji, a takze dla wyktadowcow i pracownikow
naukowych. Jesli jednak podrecznik ,,Obliczenia fizykochemiczne”, jak nalezatoby oczekiwac, miatyby
by¢ ilustracja do tomow 1 i 2, to stanowczo za mato jest w nim przyktadéw podstawowych i rozwiazan
ogolnych. Stad trudno jest nazwac ten podregcznik przyjaznym dla studenta (nie jest ,,student friendly” —
okreslenie bardzo czgsto stosowane w recenzjach zagranicznych podrecznikow, w celu okreslenia ich
przydatnosci). Kiedy przyjrzymy si¢ nowoczesnym podrgcznikom, zwlaszcza amerykanskim, rzuca sig
w oczy dazenie do przedstawienia zagadnienia w sposob jak najprostszy i czytelny, przede wszystkim dla
mniej zaawansowanego czytelnika. W typowych podrgcznikach przedstawia sig zestaw danych, podsta-
wowe wzory, z ktorych sig korzysta, wyprowadzenie — az do wzoru koncowego, podstawienie do wzoru
i wyliczenie jednostki otrzymanej wartosci. Niestety w ,,Obliczeniach” nie da si¢ zaobserwowac¢ tego
schematu, co znacznie utrudnia przesledzenie rozwiazania. W recenzowanym podrgczniku czgsto stosuje
si¢ podstawienia do nieprzeksztatconych jeszcze wzoréw czastkowych. Nagminny jest brak wyprowadzenia
jednostek, a niekiedy btedy w ich uzyciu (np. na str. 274), mimo ze w oryginalnym podrgczniku
J. Demichowicz-Pigoniowej tych bledow nie bylo. Autorzy myla tez anodg z katoda (str. 578).

W rozwiazaniach zadan zdarzaja si¢ bledy mogace zmyli¢ studentow, ktdrzy obecnie sg bardzo stabo
przygotowani z matematyki i maja problemy nawet z wykonywaniem zwyktych algebraicznych
przeksztatcen. Kuriozalne jest tez odwolywanie sig to tablic obliczeniowych (str. 276). Oczywiscie
w czasach pisania skryptu przez J. Demichowicz-Pigoniowa (potowa lat 70-tych) byto to przydatne, lecz
w dobie powszechnego uzywania komputeréw i kalkulator6w odwotywanie sig do tych tablic jest raczej
archaiczne.

Mankamentem jest brak tabeli ze stosowanymi symbolami. Niektore symbole s inne niz w oryginalnym
podrgezniku J. Demichowicz-Pigoniowej, utrudnia to pracg z tekstem gdyz kazdy zaawansowany czytelnik
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jest przyzwyczajony do swojego zestawu symboli. Ponadto w innych podrgcznikach uzywa sig odmiennego
ich zestawu, co nawet u do§wiadczonego czytelnika prowadzi do pewnego zamgtu, nie wspominajac juz
o poczatkujacym adepcie chemii fizycznej. Ciagte odnoszenie si¢ do tomu 1 i 2 jest bardzo uciazliwe,
a wiec taka tabela bytaby ze wszech miar przydatna.

W wielu zagadnieniach fizykochemicznych stosuje si¢ ,,fitowanie” funkcji. W trakcie przegladania
podrecznika zabrakto mi krytycznego ustosunkowania si¢ do niebezpieczenstw estymacji parametrow
funkcji, a zwlaszcza do linearyzacji funkcji nieliniowych, przez co czgsto otrzymuje si¢ tzw. estymatory
obciazone. Parametry funkcji otrzymane po jej zlinearyzowaniu majg wigc czgsto wartosci odmienne niz
te, ktore otrzymuje si¢ dopasowujac do danych doswiadczalnych funkcj¢ wyj$ciowa, nie zlinearyzowana.
Nawiasem mowiac linearyzacjg funkcji Autorzy nazywaja anamorfoza, co w obecnych czasach nie jest
zbyt czgsto uzywanym terminem.

Skrypt J. Demichowicz-Pigoniowej w minionych czasach kiedy po raz pierwszy powstawal, byt
przedsigwzigciem bardzo ambitnym. Opierat si¢ na danych literaturowych, ktore na owe czasy byty nowe.
W chwili obecnej jednak niektore z nich maja ponad 70 lat i niestety stracity na swej aktualnosci. Niemniej
podstawowa zaleta podrgcznika s tabele umieszczone na koncu, zawierajace dane termodynamiczne dla
duzej liczby substancji. Jest to nieograniczona skarbnica przy obmys$laniu nowych problemoéw i zadan.

Opracowanie jest obszerne i moze by¢ przydatne, gtdwnie dla specjalistow. Jednak odnosi si¢ wrazenie,
ze powinno by¢ porzadnie przepracowane. Przydatoby si¢ wigcej prostych przyktadow z ogdlnymi
rozwigzaniami, nawet przy wykorzystaniu obecnego zestawu danych. Zbyt duzo jest przyktadow z chemii
zaliczanej obecnie do chemii analitycznej. Brakuje zadan dla problemow bardziej wspotczesnych, zwlaszcza
dotyczacych ciata statego, potprzewodnikdw, materialow ferroicznych czy polimerow.

Grazyna Bator
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INFORMACJE REDAKCJI ,,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Radosci i szczeslioych chail w gronie najblizszych
w czasie swigt Boiego Narodzenia,
a w nadchodzqgcym Nowym Roku
zdrowia, sukcesow zawodowych oraz spetnieniz
wszysthich marzer

Zyezy swoim Coytelnikom

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”

PODZIEKOWANIA DLA PANA PROF. DR HAB. ADOLFA KISZY
ZA PRACE W KOMITECIE REDAKCYJNYM
WIADOMOSCI CHEMICZNYCH

W imieniu Komitetu Redakcyjnego oraz moim wtasnym sktadam wyrazy ser-
decznego podzigkowania Panu prof. dr hab. Adolfowi Kiszy, za wicloletni owocny
wktad w prace redakcyjne oraz duze zaangazowanie w sprawy Wiadomosci Chemicz-
nych.

Zyczac Panu kolejnych sukceséw oraz satysfakcji z codziennej pracy prosze
o dalsza wspotprace z nasza Redakcja.

prof. dr hab. Zdzistaw Latajka
Redaktor Naczelny
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CENY PRENUMERATY NA ROK 2011

Redakcja miesiecznika PTCh ,,Wiadomos$ci Chemiczne” zawiadamia, ze wy-
soko$¢ prenumeraty rocznej ,, Wiadomos$ci Chemicznych” za 2011 r. wynosi 168 zt
dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych oraz 78 z1 dla biblio-
tek szkot srednich i podstawowych. Nalezno$¢ za prenumeratg prosimy przekazy-
wac na konto:

Bank PEKAO SA
Oddziat we Wroclawiu
pl. Powstancow Sl. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemiczne”
NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,, Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkéw PTCh, potaczona z optata
sktadek cztonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia si¢ nastgpujaco:

—  prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” na rok 2011 wraz ze sktadka
cztonkowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 70 zi
(sktadka — 50 zt, prenumerata — 20 zt);

— emeryci, doktoranci oraz studenci ptaca 35 zt (sktadka — 15 zi, prenume-
rata — 20 zl); a nauczyciele szkot $srednich 1 podstawowych ptaca 40 zi
(sktadka — 20 zt, prenumerata — 20 zt).

Cztonkowie PTCh, ktorzy zechca zaprenumerowac ,,Wiadomo$ci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sa o0 wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA
NRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458

Informacje biezace

Informujemy, ze od roku 2010, rezygnujemy z przesytania do Autoréw bezptat-
nych odbitek manuskryptu — w zamian bedziemy przesyla¢ elektroniczna wersje
opublikowanej pracy. Decyzja ta zostala podjgta na prosbg wielu autordéw jak row-
niez ze wzgledu na obnizenie kosztéw wydawania czasopisma.

Redakcja ,, Wiadomosci Chemicznych”



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa u nas do nabycia
nastgpujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

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

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

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

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

K. Maruszewski, Fizykochemia molekut zamknietych w zeolitach i zol-Zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzqdkowane materialy mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,
cena 15 zt

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt

M. Zablocka-Malicka, Ruchliwosé¢ jonow w podwdjnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zl.

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

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

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

Od substacji prostych do zycia. Swiat RNA — poczqtki zycia na Ziemi, Zdzistaw
Chilmonczyk, cena 18 zt.

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setnq rocznice uro-

dzin, cena 12,00 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ 1, cena 17,50 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czesé 11, cena 17,50 zt.

Chemosensory optyczne oraz materialy rozpoznawcze dla jonow metali w roztwo-

rach, Krzysztof Kledzik.

Obliczenia teoretyczne stalej ekranowania magnetycznego i stalych strzezen spi-

nowo-spinowych. Teobald Kupka.

Ksiazki wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamdowienia prosimy kierowac
pod adresem: Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN DLA AUTOROW

,»Wiadomosci Chemiczne” publikuja artykuly przegladowe, dotyczace wszystkich dziedzin
chemii i weze$niej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w ,,Wiadomo$-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie moga by¢ wydane gdzie indzie;j.

Tres¢ artykutéw powinna odpowiada¢ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglednia¢ najnowsze
osiagnigcia z dziedziny, ktorej artykut dotyczy.

,»Wiadomosci Chemiczne” nie przyjmuja do druku oryginalnych prac wiasnych. W wyjatko-
wych przypadkach moga zosta¢ wydane prace przegladowe dotyczace dorobku wtasnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata waznej nagrody) albo prace podsumujace dorobek
Instytutu, Wydziatu itp. Zamiar ztoZenia takiego artykutu do druku powinien by¢ jednak wcze$niej
uzgodniony z Redakcja.

Ponadto w serii ,,Biblioteka Wiadomo$ci Chemicznych” publikowane sa prace, bedace z zato-
zenia dhuzszymi artykutami przegladowymi lub monografiami po§wigconymi waznym i aktualnym
problemom wspotczesnej chemii. Autorzy, ktdrzy chcieliby dla ,,Wiadomo$ci Chemicznych” taki
artykut napisa¢, powinni wczesniej skontaktowac si¢ z Redakcja 1 przesta¢ poczta elektroniczna
(e-mail: wehem@wchuwr.pl) lub zwykta informacjg zawierajaca tytut przygotowywanej publika-
cji oraz przyblizona liczbg stron, tabel i rysunkow itp.

W ramach nowej serii wydawniczej ,, WCh” pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie z ustawa,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omowieniem w jezyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (rowniez w kolorach) obydwu tych wariantow. W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagan Autorow,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z Autorami lub Instytucjami zlecajacymi
druk.

Prace nalezy przesyta¢ do Redakcji poczta elektroniczna (e-mail: wehem@wchuwr.pl) oraz
réwnolegle — poczta zwykta (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakeji ,,Wiadomos$ci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroclaw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z dotaczona ptyta CD, zawierajaca tekst, tabele 1 ilustracje.

Tekst powinien by¢ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artykuty nalezy opracowywac zwigzle 1 nie zamieszcza¢ nadmiaru szczeg6tow, odsylajac Czytel-
nika do pi$miennictwa oryginalnego, ktore powinno uwzglednia¢ najnowsze prace z dziedziny, kto-
rej dotyczy artykut.

Maszynopis nie powinien przekracza¢ 25 stron, wliczajac wykaz pismiennictwa w przypadku
krotkiego przegladu, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w Bibliotece
,,Wiadomosci Chemicznych”. Strona powinna zawiera¢ 1800 znakow (razem ze spacjami), co przy
interlinii 1,5 oznacza 30 wierszy po 60 znakdéw oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytutem polskim, nalezy umiesci¢ tytut w jezyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(6w) oraz spis rozdziatow. Dalej powinno si¢ znalez¢ obszerne streszczenie
pracy w jezyku angielskim (do 2700 znakow, z cytowaniem piSmiennictwa i odsytaczami do tabel
i rysunkow w tekscie) oraz wykaz stow kluczowych, osobno w jezyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysytanie tekstow angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy dotaczy¢ krotka (do 150 wyrazéw) notke biograficzna, zawie-
rajaca tytuly naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autoréw, w tym
aktualne zdjgcie. Nadestanie tych informacji bgdziemy traktowac jako zgodg na ich publikacjg.

Rysunki (moga by¢ kolorowe, ale trzeba si¢ liczy¢ z doptata do druku) w formie wydruku
nalezy przesta¢ w dwoch egzemplarzach. Musza mie¢ odpowiednia formg graficzna, by w razie
potrzeby nadawaly si¢ do reprodukcji. Na odwrocie nalezy wpisa¢ otdwkiem nazwisko autora
i numer rysunku — ten sam, ktory w odpowiednim miejscu zostal wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie dotaczy¢ podpisy pod rysunki w jezyku polskim i1 angielskim. Osobno nalezy dota-



czy¢ ponadto jeden komplet wzordéw i schematdéw, narysowanych oddzielnie w formie nadajacej si¢
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-biate nalezy zapisa¢ w formacie .doc, .cdr,
Jjpg, -tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe — w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczo$¢ rysunkoéw
2300 dpi. Kazdy z rysunkow zapisa¢ w oddzielnym pliku.

Tabele nalezy ponumerowac cyframi arabskimi, a ich tytuty w jezyku polskim i angielskim
zapisa¢ nad tabelami.

Pismiennictwo nalezy zestawi¢ w kolejnoSci cytowania w teks$cie: powinno ono zawieraé
kolejno inicjaty imion i nazwisko, skrét tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyktad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrotow wazniejszych czasopism chemicznych jest podany w ,,Wiadomos-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli czg$¢ piSmiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szczegdélowo wykazu tego pismiennictwa, lecz cyto-
wac odnos$ne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjgciem decyzji wszyst-
kie prace sa przesytane recenzentom. Artykuly niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowujac kopi¢ maszynopisu.

Autorzy zobowiazani sa do wykonania jednej korekty tekstu.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje droga elektroniczna
plik opublikowanej pracy w formacie pdf.

Redakcja
,»Wiadomosci Chemicznych”
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