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ABSTRACT

The Mannich reaction is a three-component condensation reaction involving
an active hydrogen containing compound, formaldehyde and a primary or a secon-
dary amine. The Mannich reaction is one of the most important basic reaction types
in organic chemistry. This kind of aminoalkylation is important for the synthesis
and modification of biologically active compounds.

Many studies have shown that Mannich bases possesses potent biological
activities: antibacterial, antifungal, anti-inflammatory and antimalarial properties.
Mannich bases - substituted products containing different heterocyclic moiety in
their structures seem to be suitable candidates for further chemical modifications
and might be of interest as pharmacologically active compounds.

The main goal of this article is to present synthesis and antimicrobial activity
of selected Mannich bases. The Mannich reaction is known to be very useful for
the synthesis of antibacterial compounds. The Mannich bases, containing various
heterocyclic systems were identified as potent antimicrobial agents. Obtained in
Mannich reaction derivatives of antibacterial drugs: ciprofloxacine, norfloxacine
demonstrate higher antibacterial activity than used drugs, while derivatives of
drugs: ibuporofen or phenytoine changed the profile of action of new synthesized
compounds.

Keywords: Mannich bases, antibacterial activity, antifungal acivity
Stowa kluczowe: zasady Mannicha, aktywno$¢ przeciwbakteryjna, aktywnos¢ prze-
ciwgrzybicza
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

MIC - minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibi-
tory concentration)

Me - metyl (ang. methyl)

Et - etyl (ang. ethyl)

Ac - acetyl (ang. acetyl)

Ph - fenyl (ang. phenyl)

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyriboucleic

acid)
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WPROWADZENIE

Syntezy Mannicha naleza do reakcji trojsktadnikowych, w ktérych dochodzi do
kondensacji trzech skladnikéw: aldehydu mréwkowego, amin (najczesciej II-rze-
dowych) ze zwiazkami zawierajacymi reaktywne atomy wodoru. Substratami kon-
densacji Mannicha mogg by¢ np. aceton, formalina lub alifatyczny zwigzek nitrowy,
iminy, bogate w elektrony heterocykle np. tiofen, furan czy pirol. Ze wzgledu na
rodzaj wprowadzanego podstawnika reakcje mozna nazwa¢ aminometylowaniem
[1]. Zasady Mannicha w piSmiennictwie chemicznym sa licznie reprezentowane,
a w pracach przegladowych zaprezentowano m.in. ich syntezy, mechanizm i reakcje
a takze syntezy substancji naturalnych m.in. toksyn, alkaloidow itp. [2, 3].

| / | /
—CG—H 4 HCHO + H—N —=  —C—CHy N+ H0

Schemat 1. Mechanizm rekcji Mannicha
Scheme 1. The mechanism of the Mannich reaction

W wyniku kondensacji Mannicha otrzymuje si¢ obecnie stosowane leki
o roznorodnym dziataniu farmakologicznym: Tramadol - opioidowy lek przeciw-
bdlowy, Procyklidyna — stosowana w chorobie Parkinsona, Molindon - neurolep-
tyk, Falicain - stosowany do miejscowego znieczulenia w laryngologii [3].

OCH,4
(0]
) ,OH , OH Et
3 N
N(CH3), NQ Me 4 O
N (0]
H
Tramadol o Procyklidyna Molindon
W@
nPrO

Falicain

Rysunek 1. Wybrane leki - Zasady Mannicha
Figure 1. Selected drugs — Mannich bases

Ponizej przedstawiono syntezy wybranych lekéw (Schemat 2 i 3) - otrzyma-
nych w wyniku kondensacji Mannicha: Fluoksetyny (Prozac) - leku o dzialaniu
przeciwdepresyjnym [4] oraz Rolitetracykliny (Tetraverinum) antybiotyku z grupy
tetracyklin [5].
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O\ CH
HCHO
(CH,),NH SOCl
—_—
HCl
1 2
F3C F3C
CHs
CH
cl N s M
CHg N N\
OH CHs CNBr CHg
+ —_—
4 5 Fluoksetyna

Schemat 2.  Synteza Fluoksetyny

Scheme 2. Synthesis of Fluoxetine
H H
H3C\ /CH3 N H oH HSC\N/C 3
HC_ OH N < 7 3
8 OH
OH
—_—
O"‘ Heno CO—NH-CH,—N
o CO—NH, OH | 2
OH o OH o OH (0] OH o
Tetracyklina Rolitetracyklina

Schemat 3. Synteza Rolitetracykliny
Scheme 3. Synthesis of Rolitetracycline

Zaprezentowane w piSmiennictwie zasady Mannicha wykazuja réznorodna
aktywno$¢ biologiczng: przeciwbakteryjna i przeciwgrzybiczg [11-30], przeciw-
drgawkowa [6], przeciwwirusowa [7], przeciwnowotworowa [8], przeciwmala-
ryczng [9], przeciwbdlows i przeciwzapalng [10].

W artykule opisano, ostatnio opublikowane, wybrane syntezy zasad Mannicha,
pochodnych réznych uktadéw heterocyklicznych o aktywnosci przeciwbakteryjnej
oraz przeciwgrzybiczej. W przedstawionych syntezach Mannicha czesto substra-
tami sg leki o réznorodnej aktywnosci farmakologicznej: Fenytoina (lek przeciwpa-
daczkowy i przeciwarytmiczny), Ibuprofen (lek przeciwzapalny i przeciwbolowy),
Ciprofloksacyna, Norfloksacyna, Kwas nalidyksowy (leki o aktywnosci przeciwbak-
teryjnej) czy pochodne adamantanu (leki przeciwwirusowe) [5]. Po modyfikacji ich
struktury chemicznej, otrzymane zwigzki zmienily profil dziatania na przeciwbak-
teryjny i przeciwgrzybiczy, a w przypadku chinolonéw dziatanie bylo silniejsze.
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ZASADY MANNICHA O AKTYWNOSCI PRZECIWBAKTERYJNE]
I PRZECIWGRZYBICZE]

Bapnaiin. [11] w reakcji 2-difentylodiketonu (difenyloglioksalu) (7) z moczni-
kiem (8) lub fenylomocznikiem (9) otrzymali 5,5-difenyloimidazolidyno-2,4-dion
(10) - Fenytoine i 1,5,5-trifenyloimidazolidyno-2,4-dion (11). Pochodne hydanto-
iny 10 i 11 poddali kondensacjom Mannicha z formaling i wybranymi aminami
(Schemat 4). Reakcje byly prowadzone w reaktorze mikrofalowym. Otrzymane
zwigzki 12a-h, 13a-h testowano na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec czterech
szczepow bakterii: Gram dodatnich Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis oraz
Gram ujemnych Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli. Stopien zahamowania
wzrostu bakterii byl poréwnywalny do leku referencyjnego — Ampicyliny [5]. Wyka-
zywaly one réwniez umiarkowang aktywnos$¢ przeciwgrzybicza przeciwko Candida
albicans i Aspergillus niger. Lekiem referencyjnym w testach byla Gryzeofulwina [5].

0 Ph
Y
HN NH
Ol Fenytoina
o Ph o Ph
T N Ph th
” ” 1l 1 DMSO amina
Ph—C—C—Ph + H,N—C—NH—R > R —CH,-N N
7 NaOH MV \ HCHO \l/ \ 4
89 \l/ 1101 [[ R" 12a-h, 13ah
(0]
R’ =-H, -CgHs

\N/\ \N/\ - —N\H
N—C,H
K/o K/N\ / 5 // N CHy
CHy H502
b Hsc h

Schemat 4.  Synteza pochodnych fenytoiny
Scheme 4. Synthesis of phenytoin derivatives

W wyniku dwuetapowej syntezy z kwaséw (metylopropylo)fenylenopropio-
nowego (14) - Ibuprofen lub 4-metylotiofenylokarboksylowego (15) otrzymano
pochodne 2-tiokso-1,3,4-oksadiazolu 18, 19. W kolejnym etapie poddano je kon-
densacjom Mannicha z wybranymi aminami II-rzedowymi w obecnosci formaliny
(Schemat 5) uzyskujac zwiazki 20-23. Byly one aktywne przeciwbakteryjnie i prze-
ciwgrzybiczo (MIC 1,56-25 pg/ml) [12]. W testach uzyto przeciwbakteryjnych
lekéw wzorcowych — Ciprofloksacyny i Cyklopiroksolaminy [5]. Zwiazki wykazaly
dodatkowo aktywno$¢ przeciwbolowa i przeciwzapalng wyzsza niz lek referencyjny
- Diklofenak [5].
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CH,
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_CH-CH, OH
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Ibuprofen 1 ]
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o 1) C,H,OH/H 1) CS,/KOH N
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2) NH, H,0 )H N
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2 OH TR 16,17 ’ R? O\<\
R 6, 18,19
14,15 S

2
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N\
R
20,21 \\ ’> WN\N
3 N\
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R” = i-Bu, -SH,CH(CH 3),, -SCH4
X= CH-COOE, O, NH, N-CH 4
R® = 40CH, 4Cl, 3-CI, 4NO ,, 4F, 20CH

Schemat 5. Synteza pochodnych 5-podstawionych-2-tiokso-1,3,4-oksadiazolu
Scheme 5. Synthesis of 5-substituted-2-tioxo-1,3,4-oxadiazole derivatives

Zsyntetyzowana wedlug schematu 6 przez tureckich naukowcéw [13] pochodna
1,3,4-oksadiazolu 30 wykazywala najwyzsza aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec
wszystkich testowanych szczepdw bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych.
Dodatkowe badania potwierdzily jej zdolnos¢ hamowania enzymu ureazy — produ-
kowanego przez bakterie przy zakazeniach drég moczowych.

NO,

N W O m / i\ paC /\ N A BrCH,COOG, H,
‘ — 0 NO, — » O N / NH, ——
N A \ / — NH,NH, N —

24 (i 25

// KOH

002"'5 NH NH,

ﬂO A HNCHO mO k A\\Ph

Schemat 6. Synteza 5-{[(morfolin-4-ylo-pirydyn-3-ylo)amino]metylo}-3[(4-fenylopiperazyn-1-ylo) metylo]-
-2-tiokso-1,3,4-oksadiazolu

Scheme 6.  Synthesis of  5-{[(6-morpholin-4-ylpyridin-3-yl)amino]methyl}-3-[(4-phenylpiperazin-1-yl)
methyl]-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione
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Z serii zasad Mannicha 35-37, pochodnych 1,2,3-oksadiazolu (sydnonu) [14]
przedstawionych na schemacie 7, najwyzszg aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
i przeciwgrzybiczg wobec Candida albicans wykazal 4-(((6-fluorobenzo[d]tiazol-
2-ylo)amino)metylo)-3-(4-metoksyfenylo)sydnon (35). Substancjami referencyj-
nymi w testach przeciwbakteryjnych byly: Ciprofloksacyna, Ampicylina, Strepto-
mycyna, Penicylina G, natomiast w testach przeciwgrzybiczych: Flukonazol oraz
Nystatyna [5].

H, CICH,COOH NaNo, NVU\
| OH
ZN NaOH, reflux 0- 5 °C N§
(0]
H3;CO H,CO H,CO
31
33
Ac,0
temp. pok.
OCH 4 ‘ PP
S
‘ NH,
[ *K
H3CO
HCHO, EtOH
34

N
N=
: j}ﬂ S~ !
SACeS :
0 35 N /\R O/ @h{%”

HCHO, EtOH

HCHO, EtOH
R=-F, Cl, -Br, -NO ,, -CHs, -OCH,  OCHj3
OCH4

N,
’\“/\2’\ _’ N+
LG,
o \ /\R
36 O ,4

Ar = diCIPh, OCH 5Ph, BrPh NO,Ph

Schemat 7.  Synteza pochodnych sydnonu
Scheme 7. Synthesis of sydnone derivatives

W kilku pracach, pochodzacych z réznych o$rodkéw naukowych, zaprezen-
towano syntezy zasad Mannicha, zawierajace w swojej strukturze 1,2,4-triazol,
o aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybicze;.

Zasady Mannicha - pochodne 3-okso-5-metylo-1,2,4-triazolu 39a-f (Schemat 8)
hamowaly wzrost szczepow bakterii chorobotwdrczych Mycobacterium smegmatis
i grzybow z gatunku Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae. Najwyzsza aktyw-
nosc¢ w testach in vitro wykazaly pochodne 39a-b (MIC = 0,12-62,5 ug/ml). Lekami
referencyjnym w testach przeciwbakteryjnych byla Ampicylina i Streptomycyna,
natomiast w testach przeciwgrzybiczych Flukonazol [15].
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amina —N—CH,—
H30/< )\ " Horo Hy C/( )QO
//,N/C3H7 /,N CSH7
N\) 38 N/\) 39af
- o(d Y )
a __/ b c _/
\NH/\@ - \/\N/ﬁ - t‘/s
d ° e K/NH f SN
o

COOH

Schemat 8. Synteza pochodnych 3-okso-5-metylo-1,2,4-triazolu
Scheme 8.  Synthesis of 3-oxo-5-methy-1,2,4-triazole derivatives

Leki - pochodne adamantanu: Amantadyna, Rimantadyna, Tromantadyna
wyjazujg aktywno$¢ przeciwwirusowa. Sg stosowane w profilaktyce, jak i lecze-
niu grypy typu A. Amantadyna stosowana jest rowniez jako lek przeciwparkinso-

nowy [5].

CHj
=(CH3),-N

HoN NH,
NH, HN—C— CH,-O g
@ @ )

Amantadyna Rimantadyna Tromantadyna

Rysunek 2. Leki przeciwwirusowe, pochodne adamantanu
Figure 2. Antiviral drugs, adamantan derivatives

Arabscy naukowcy [16] zsyntezowali pochodne 3-tiokso-1,2,4-triazolu z pod-
stawnikiem adamantylowym, ktére poddali kondensacjom Mannicha (Schemat 9).
Otrzymane zwiazki 45,46 wykazaly aktywnos¢ przeciwko szczepom bakterii Gram
dodatnich: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus oraz Gram
ujemnych: Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, porownywalna do aktywnosci
znanych antybiotykéw: Gentamycyny, Ampicyliny. Dodatkowo dziataly przeciw-
grzybiczo wobec szczepoéw Candida albicans, a stosowanym wzorcem byt Klotri-
mazol [5].
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/\NH A 2 NH‘NH NH
2. HCI
N
44 . <\
R' s 43 ©
HN NfR2
N/ ArNH,
HCHO, EtOH HCHO, EtOH
R2
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N
N ~
/\N/\N 74 N/\NH A /
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1 \\s N R1 S
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R'=-CH3, 4CICgH,  R®=-H, -F, -Br, -OC ,Hy, -CF3, -CgHs,

Schemat 9.  Synteza pochodnych 5-adamantylo-3-tiokso-1,2,4-triazolu
Scheme 9. Synthesis of 5-adamantyl-3-tioxo-1,2,4-triazole derivatives

Kumar i in. [17] otrzymali seri¢ zasad Mannicha pochodnych 3-tiokso-1,2,4-
-triazolu 49a-b (Schemat 10) o umiarkowanej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
wobec szczepow Staphylococcus aureus, Streptococcus feacalis, Bacillus subtilis, Kleb-
siella pneumoniae, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa. Lekami referencyj-
nymi byly Ciprofloksacyna i Norfloksacyna. Aktywno$¢ przeciwgrzybicza wobec
szczepow Saccharomyces cerevisiae, Candica albicans i Aspergillus niger badano sto-
sujac Flukonazol [5] jako lek wzorcowy. Otrzymane zwigzki wykazywaly aktywnos¢
przeciwgruzliczg (Mycobacterium tuberculosis H,_Rv) w poréwnaniu do Izoniazydu
(MIC 4-8 pg/ml).
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H H
HaC N—N HaC N—N
N / ) ArCHO N / )
X g ——— g
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S NH, 48 S N=CH—Ar
47
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Ar = 3,4,5-OCH4Ph, 2-CIPh, 4-OCH;Ph, 4-N(CH,)Ph
N N —CH,—R
)\t \S
N CH—Ar

49a-b

Schemat 10. Synteza pochodnych 4-arylidenoamino-5-(tiazol-2-ylo)-3-tiokso-1,2,4-triazolu
Scheme 10.  Synthesis of 4-arylideneamino-5-(triazol-2-yl)-3-tioxo-1,2,4-triazole derivatives

W wyniku zasadowej hydrolizy polaczonej z cyklizacja produktow kondensacji
2-karbazoilotiofenu (50) z izotiocjanianami otrzymano pochodne 5-(2-tienylo)-
-3-tiokso-1,2,4-triazolu 52a-c. W reakcjach Mannicha utworzyly zwiazki 53-63
(Schematy 11-14), ktore wykazywaty w testach in vitro wysoka aktywno$¢ przeciw-
bakteryjng oraz przeciwgrzybiczg (MIC 1,56-25 pg/ml). Badania przeprowadzono
na patogennych szczepach: bakterii Gram dodatnich (Staphylococcus aureus), bak-
terii Gram ujemnych (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumo-
niae) i czterech szczepach grzybow (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Pani-
cillum marneffei, Trichophyton mentagrophytes). Dodatkowe testy potwierdzily ich
aktywno$¢ antyoksydacyjng [18].

H
i -
RNCS B NaOH )
A 2 e o A
\ NH “hon \// \ N
S s |
50 51a-c 52ac R

Schemat 11.  Synteza og6lna pochodnych 5-(2-tienylo)-3-tiokso-1,2,4-triazolu
Scheme 11.  General synthesis of 5-(2-thienyl)-3-tioxo-1,2,4-triazole derivatives
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Schemat 12.  Synteza pochodnych 4-etylo-5-(2-tienylo)-3-tiokso-1,2,4-triazolu
Scheme 12.  Synthesis of 4-ethyl-5-(2-thienyl)-3-tioxo-1,2,4-triazole derivatives
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Schemat 13.  Synteza pochodnych 4-allilo-5-(2-tienylo)-3-tiokso-1,2,4-triazolu
Scheme 13.  Synthesis of 4-allyl-5-(2-thienyl)-3-tioxo-1,2,4-triazole derivatives
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Schemat 14.  Synteza pochodnych 4-fenylo-5-(2-tienylo)-3-tiokso-1,2,4-triazolu
Scheme 14.  Synthesis of 4-phenyl-5-(2-thienyl)-3-tioxo-1,2,4-triazole derivatives

Polscy uczeni Plech i in. w trzech pracach [19-21] zaprezentowali synteze zasad
Mannicha, pochodnych 3-tiokso-4,5-diarylo-1,2,4-triazolu (Schematy 15-17), ktore
nastepnie byly testowane na aktywnos¢ przeciwbakteryjng in vitro wobec standar-
dowych szczepow bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych.

Wyselekcjonowane, najbardziej aktywne zwigzki zostaty przebadane przeciwko
12 wyizolowanym szczepom Staphylococcus aureus. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna
zwigzkow 68 byla 4-krotnie wyzsza wobec B. cereus niz Amipicyliny - leku referen-
cyjnego [19].
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cl =X 8 O 5 =X

R R=-H, -CHg, -OCHj, -Br, -I, -F

Schemat 15. Synteza pochodnych 3-tiokso-4,5-diarylo-1,2,4-triazolu
Scheme 15.  Synthesis of 3-tioxo-4,5-diaryl-1,2,4-triazole derivatives
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Z kolei otrzymane wediug Schematu 16 zasady Mannicha 73a-d zostaly prze-
badane na aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec wybranych szczepdw bakterii Gram
dodatnich i Gram ujemnych. Zwigzki hamowaly wzrost pieciu opornych szczepow
bakterii Gram dodatnich: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis
i Micrococcus luteus. Ich aktywno$¢ byta poréwnywalna lub wyzsza od stosowanych
antybiotykéw: Ampicyliny czy Cefuroksimu. W przeprowadzonych testach zwigzki
te nie byly aktywne wobec szczepdw bakterii Gram ujemnych [20].
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Schemat 16. Synteza pochodnych 3-tiokso-4,5-diarylo-1,2,4-triazolu
Scheme 16.  Synthesis of 3-tioxo-4,5-diaryl-1,2,4-triazole derivatives

Poszukujac zwiazkow aktywnych przeciwbakteryjnie, niezaleznie od siebie dwa
zespoly naukowcow Plecha [21] i Emami [22] podjety modyfikacje struktury stoso-
wanych fluorochinolonéw.

Fluorochinolony sg stosowane powszechne w zakazeniach bakteryjnych nerek
i drég moczowych, a takze zakazeniach ukladu oddechowego, infekcjach jelitowych,
dermatologii i okulistyce [5]. Chemioterapeutyki: Ciprofloksacyna, Norfloksa-
cyna (Rys. 3), Ofloksacyna, Pefloksacyna, nalezg do drugiej generacji chinolonéw.
Zawieraja one w swojej strukturze w pozycji 6 podstawnik fluorowy. Ich mechanizm
dziatania polega na hamowaniu syntezy DNA w komorkach bakteryjnych, poprzez
hamowanie gyrazy DNA, enzymu z grupy topoizomeraz.
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Rysunek 3. Fluorochinolony
Figure 3. Fluorochinolones

Polski zespdt Plecha i in. [21] poddal modyfikacji chemicznej Ciprofloksacyne.
W jej wyniku otrzymano seri¢ nowych zwiazkow, zawierajacych w swej strukturze
oprocz Ciprofloksacyny 3-tiokso-1,2,4-triazol 78 (Schemat 17). Byly one testowane
na aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec lekoopornych szczepdéw bakterii. Znaczna
cze$¢ tych zwiazkow wykazala wyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng niz Ciproflok-
sacyna, wobec szczepow bakterii Gram dodatnich (Staphylococcus aureus, Staphy-
lococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus i Micrococcus luteus) i Gram
ujemnych (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa).
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Schemat 17. Modyfikacja chemiczna struktury Ciprofloksacyny
Scheme 17.  Chemical modification of structure of Ciprofloxacin

Z kolei modyfikacje chemiczne struktury Norfloksacyny i jej pochodnych,
przeprowadzil zespot indyjskich naukowcéw (Schemat 18). W badaniach in vitro
i in silico nowe zasady Mannicha - zawierajace w swej strukturze 5-hydroksy-2-(hy-
droksymetylo)-4-piran-4-on (79) - kwas kojowy (stosowany w leczeniu przebar-
wien skdry) i chlorokojowy 80 wykazaly znaczaca aktywno$¢ przeciwbakteryjna
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wobec szczepow bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych. Zwiazki 82 wykazaly
4-8 razy wyzsza zdolno$¢ hamowania wzrostu bakterii Staphylcoccus aureus i Pseu-
domonas aeruginosa, w poréwnaniu do Norfloksacyny, standardowo uzywanego
chemioterapeutyku [22].

0 0
(_on L om
socl,
HO~CH, | o | T ciech, | o |

79 kwas kojowy 80  kwas chlorokojowy
F | \ | | COOH - F | N | | COOH
~ AL o~ A
HNW) o oo Y | o | NW) L
L. s Lo 82

X=CH,COCH 4, N R'=cyklopropyl, C,Hs ~ R®=-H,-CH; Y =-OH, Gl

Schemat 18. Modyfikacja chemiczna struktury Norfloksacyny i jej pochodnych
Scheme 18.  Chemical modification of structure of Norfloxacin and its derivatives

Uzyskane przez oba zespoly wyniki badan przeciwbakteryjnych potwierdzity
celowos¢ przeprowadzonych modyfikacji struktury chemicznej Ciprofloksacyny
i Norfloksacyny.

Zasady Mannicha pochodne kwaséw: kojowego 79 i chlorokojowego 80 zapre-
zentowali w dwodch kolejnych pracach [23, 24] tureccy naukowcy (Schematy 19 i
20). Zwigzki te w badaniach in vitro wykazaly aktywnos¢ przeciwbakteryjng, prze-
ciwgrzybicza oraz przeciwwirusows.

Pochodne 83a-g (MIC 1-2 pg/ml) byly najbardziej aktywne wobec szczepow
Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus. Dodatkowo pochodne 83b,c,e znaczaco
hamowaly wzrost bakterii Eschericha coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneu-
moniae i Acinetobacter baumanii. Wykazywaly one rdwniez aktywno$¢ przeciwgrzy-
bicza wobec grzybow z rodzaju Candida (MIC 4-8 pg/ml), natomiast aktywno$é
przeciwwirusowg wobec wirusa RNA PI-3 wykazywala pochodna 83d [23].
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Schemat 19. Synteza pochodnych kwasu kojowego
Scheme 19.  Synthesis of kojic acid derivatives

Zwigzki 85 wykazywaly dominujaca zdolno$¢ hamownia wzrostu szczepdw
bakterii Gram dodatnich Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis niz bakte-
rii Gram ujemnych (MIC 8 pg/ml). Dodatkowo dzialaly silniej przeciwgrzybiczo,
w poréwnywalng do Flukonazolu, wobec grzybéw Candida albicans i Candida
parapsilosis przy MIC réwnym 8 ug/ml. Z kolei dzialanie przeciwwirusowe wobec
wirusa RNA P1-3 wykazal zwigzek 85, zawierajacy w swojej strukturze podstawnik
3-chlorofenylowy, a lekiem referencyjnym uzytym w badaniach byl Acyklowir [24].
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Y
cl N N /
o /N \R
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Schemat 20. Synteza pochodnych kwasu kojowego
Scheme 20.  Synthesis of kojic acid derivatives

R =-CF 3, -F, -OCH,, -Cl

Syntezy zasad Mannicha w reaktorze mikrofalowym, bez uzycia rozpuszczalni-
kow przeprowadzit zespot Sankappa Rai [25]. Substratami tych reakcji byly: cyklo-
heksanon (86), benzaldehyd i jego podstawione pochodne oraz anilina i jej podsta-
wione pochodne (Schemat 21). Reakcje katalizowat CeCl,. Otrzymane zwiazki 87
wykazaly znaczaca aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec szczepow Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Eschericha coli i Pseudomonas aeruginosa w poréwnaniu
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do Ceftriaksonu [5] — wzorcowego antybiotyku, w tym samym stezeniu. Najsilniej
dziataly zwiazki 87a ib.

i |
; ) CeCly/ MV, 3 min R1
+ RCHO + R°NH, ——m >
bez rozpuszczalnika, 83-95%
86 87
(0] HN o HN OCH4
% : F % HO ;
87a 87b CH,

Schemat 21.  Synteza pochodnych cykloheksanonu
Scheme 21.  Synthesis of cyclohexanone derivatives

Indyjscy naukowcy [26] w reakcjach benzimidazolu (88) z kwasem
4-aminobenzoesowym (89) i aromatycznymi aldehydami 90a-c uzyskali zwigzki
91a-c (Schemat 22). W badaniach in vitro wykazaly one wyzsza aktywnos¢ prze-
ciwbakteryjng wobec Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhi
i Escherichia coli w poréwnaniu z Ciprofloksacyng, stosowang jako wzorzec. Kwas
4-[(1H-benzimidazolo-p-dimetyloaminofenylo) metyloamino]benzoesowy (91a)
dzialal przeciwgrzybiczo wobec szczepdw Aspergillus niger i Candida albicans.
W badaniach Ketokonazol byl zwigzkiem referencyjnym.
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R
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R=a-NCHg), b-OH ¢ -OCH,4

Schemat 22.  Synteza 1-podstawionych pochodnych benzimidazolu
Scheme 22.  Synthesis of 1-substituted benzimidazole derivatives

W wyniku cykloalkilowania 2-amino-4-metylopirydyny (92) bromometylofe-
nyloketonem i jego pochodnymi 93 uzyskano pochodne imidazo[1,2-a]pirydyny
94 [27]. Stanowily one substraty do kondensacji Mannicha (Schemat 23). Otrzy-
mane zwiazki 95 zostaly poddane testom in vitro na aktywno$¢ przeciwbakteryjna
(MIC 50-250 pg/ml) i przeciwgrzybicza (MIC 50-500 ug/ml). Zwiazki, zawierajace
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w swej strukturze podstawnik halogenowyfenylowy, wykazaty poréwnywalng lub
wyzsza zdolno$¢ hamowania wzrostu szczepow bakterii Gram ujemnych: Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Gram dodatnich: Escherichia coli, Pseudo-
monas aeruginosa oraz grzybow: Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus
clavatus w poréwnaniu ze stosowanymi lekami Ampicyling i Gryzeofulwing [5].

CH, Br—CH,-C=0

| X . | X R EtOH
P — 60 70 °C \ /
N NH,
92 93
80-90 °C | (CHy),NH
34h HCl
toluen (HCHO)n
HsC N — R
R =-OH, -NO ,, -Br, -Cl, -F, 7 NF /
. N / \ /
CH
HC—NL°
CHj

95

Schemat 23. Synteza pochodnych imidazo[1,2-a]pirydyny
Scheme 23.  Synthesis of imidazo[1,2-a]pyridine derivatives

Aboul-Fadl i in. [28] zastosowali do syntez znany lek przeciwbakteryjny Kwas
nalidyksowy oraz izatyne 97 (indolo-2,3-dion) lub jej bromopochodna 98.

Izatyna stanowi produkt utleniania indygo jest m.in. naturalnie wytwarzana
przez Altermones i wykazuje wlasciwo$ci przeciwgrzybicze [29], stuzy réwniez do
wykrywania tiofenu oraz identyfikacji aminokwasow.

Kwas nalidyksowy w wyniku dwuetapowej syntezy zostal przeprowadzony
w hydrazyd 96, ktory w reakcji z izatyng 97 lub jej bromopochodng 98 utworzyt
odpowiednio zwigzki 99 i 100. Stanowily one substraty do kondensacji Mannicha
(Schemat 24). Stabg aktywno$¢ tuberkulostatyczng wobec pratkdw: Mycobacterium
intercellulari, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium cheleneo i Mycobacterium
smegmatis wykazywaly zwiazki 101a-c, 102a-c.
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Schemat 24. Modyfikacja chemiczna struktury kwasu nalidyksowego
Scheme 24.  Chemical modification of structure of nalidixid acid
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Zespol Hamama i in. [30] uzyl jako substratu do syntez zasad Mannicha (Sche-
maty 25 i 26), 1,1-diokso-1,2-benzotiazol-3-onu (103) - sacharyne, znang substan-
cje stodzaca. W reakcjach zastosowano formaline lub podstawione aldehydy ben-
zoesowe oraz aminy I- i II-rzedowe. Pochodne 104, 110 i 114a wykazaly dzialanie
przeciwbakteryjne wobec szczepoéw Fusarium oxysporium i Staphylococcus aureus.
Testy potwierdzily takze aktywno$¢ antyoksydacyjna zwigzkéw 110a,b i 111a,b
poréwnywalng z Kwasem askorbowym. Pochodne te wykazaly najsilniejszy efekt
ochronny na uszkodzenie DNA indukowane lekiem przeciwnowotworowym -
Bleomycyng.



182

A.NOWICKA, H. LISZKIEWICZ, W.P. NAWROCKA

S/NH +
W o

103

HN NH

2 HCHO

HZN\/\NH2

2 HCHO

PhCHO

Schemat 25. Synteza pochodnych sacharyny
Scheme 25.  Synthesis of saccharin derivatives
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Schemat 26. Synteza pochodnych sacharyny
Synthesis of saccharin derivatives

Scheme 26.
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Zasady Mannicha - pochodne 6,8-dibromo-4(3H)-chinazolinonu 120a-d
(Schemat 27) otrzymane przez egipskich naukowcédw [31] wykazywaly aktywnosé¢
przeciwbakteryjna (MIC 0,78-12,5 ug/ml) wobec szesciu szczepow bakterii: Gram
dodatnich (Staphylococcus aureus, Legionella monocytogenes, Bacillus cereus) i Gram
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ujemnych (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium).
Aktywno$¢ przeciwgrzybicza (MIC 1,56-12,5 pg/ml) otrzymanych zwigzkéw testo-
wano na dwoch szczepach grzybéw chorobotwdrczych Candida albicans i Aspergil-
lus flavus.
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Schemat 27. Synteza 6,8-dibromo-2-fenylo-3-podstawionych pochodnych chinazolin-4-onu
Scheme 27.  Synthesis of 6,8-dibromo-2-phenyl-3-substituted quinazolin-4-one derivatives

W wyniku kondensacji Mannicha (Schemat 28) [33], z otrzymanego wczes-
niej chinokaslin-2,3-onu (121) [32] uzyskano pochodne 122a-e, ktére wykazaly
w testach in vitro aktywnos¢ przeciwgruzlicza, przeciwbakteryjng wobec szczepow
bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych. Lekami wzorcowymi uzytymi w testach
byly: Kwas nalidyksowy [5] i Klotrimazol [5]. 1-((3-Metylo-5-okso-4,5-dihydro-
1H-pirazol-4-ylo)-metylochinoksalin-2,3-dion (122b) wykazal najwyzsza aktyw-
no$¢ przeciwgruzlicza przy wartosci MIC 8,012 pg/ml.
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Schemat 28. Synteza pochodnych chinokaslin-2,3-dionu
Scheme 28.  Synthesis of chinoxalin-2,3-dione derivatives

PODSUMOWANIE

W pracy zaprezentowano syntezy wybranych zasad Mannicha pochodnych

réznych uktadow heterocyklicznych o aktywnosci przeciwbakteryjnej, w tym prze-
ciwpratkowej oraz przeciwgrzybiczej.

Autorzy prac jako substratow do kondensacji uzyli m.in. stosowane leki

o roznorodnej aktywnoséci farmakologicznej: Fenytoine, Ibuprofen, pochodne
adamantanu, Ciprofloksacyne, Norfloksacyne i Kwas nalidyksowy. Wyniki uzyska-
nych badan potwierdzity wysoka aktywnos¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza
otrzymanych zasad Mannicha w poréwnaniu do stosowanych lekdw referencyjnych,
a takze celowos¢ przeprowadzonych modyfikacji struktury lekdw.
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ABSTRACT

Schiff bases are compounds with a functional group that contains a carbon-
-nitrogen double bond with the nitrogen atom connected to an aryl or alkyl group.

Schiff bases are condensation products of primary amines with carbonyl com-
pound. Several studies showed that the presence of a lone pair of electrons on the
nitrogen atom of the azomethine determine biological and chemical properties of
imines. Schiff bases are generally excellent chelating agents, because of the special
properties of C=N bond. Their metal complexes have been widely studied because
they possess anticancer in vitro and herbicidal applications.

Imines also have biological importance. Schiff bases are common enzymatic
intermediates where an amine reacts with an aldehyde or ketone of a cofactor or
a substrate.

Imines have been reported for their biological properties such as antibacterial
(E. coli, S. aureus), antifungal (C. albicans) activities. A large number of different
Schiff bases are active against a wide range of protozoan (T. gypseum, P. viticola).

Keywords: Schiff bases, imines, biological activity, synthesis, structures
Stowa kluczowe: zasady Schiffa, iminy, aktywnos¢ biologiczna, syntezy, struktury
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1. WPROWADZENIE

Zasady Schiffa sa grupa zwiazkow licznie reprezentowang w pismiennictwie
chemicznym. Zawieraja w swojej strukturze aktywne chemicznie ugrupowanie
azometinowe (C=N). Jest to ugrupowanie chromoforowe, dzieki ktéremu iminy
posiadajg intensywng barwe z6ltg, pomaranczowg lub czerwong i dlatego znajduja
zastosowanie m.in. w analizie kolorymetrycznej [1]. Wykazujg takze zdolnos¢ do
luminescenciji [2].

Iminy pelnig wazng role w procesach biochemicznych w organizmach zywych,
np. biora udzial w procesie widzenia (Rys. 1) czy przenoszeniu energii [3], tworza
sie w procesie glikacji biatek [4].

Rysunek 1. Rola zasad Schiffa w procesie widzenia
Figure 1. A role of Schiff base in vision process

Wigzanie azometinowe wystepuje takze w szeregu lekéw o réznorodnej struk-
turze chemicznej i aktywnosci farmakologicznej. Przykladami lekow, zawierajgcych
w swojej strukturze ugrupowanie iminowe sg: Oxphaman i Oxphalin - leki prze-
ciwzapalne, Progabid - lek przeciwpadaczkowy, Oxiconazol - lek przeciwgrzybiczy,
Pinacidil - antagonista kanaléw potasowych oraz Furizalon - lek przeciwgruzliczy
(Rys 2.) [5].

Zasady Schiffa wykazuja réznorodng aktywno$¢ biologiczng: przeciwbakte-
ryjna, przeciwwirusows, przeciwzapalng [6-8]. Wlasciwosci przeciwnowotworowe
i mechanizmy dzialania syntetycznych oraz bio-zasad Schiffa, pochodnych réznych
ukladow heterocyklicznych, zostaly zaprezentowane w pracy przegladowej polskich
naukowcow Sztanke i in. [9].

Iminy znalazly zastosowanie w technice jako materialy elektrodowe, sg sto-
sowane jako utwardzacze gumy [10], moga pelni¢ role fotodetektordow czy filtrow
stonecznych [11]. Sa réwniez inhibitorami korozji np. aluminium [12], miedzi [13].

Zasady Schiffa wykazuja zdolnos¢ m.in. do kompleksowania metali, a powstale
kompleksy sa réznorodnie aktywne biologicznie: przeciwnowotworowo [14], prze-
ciwgrzybiczo [15], przeciwbakteryjnie [16]. Sa réwniez waznymi katalizatorami
m.in. w ukladach biologicznych [17], w syntezie czy przy produkeji polimerdéw oraz
barwnikéw [18].



192 A. NOWICKA, H. LISZKIEWICZ, W.P. NAWROCKA

OH
OH
Cl
OH o
H\""\-\.
\/ /_/‘{m
= 2
- /_‘NH M =
HzC CHz
OH
F OH
Oxphaman .
Oxphalin Progabid
ol CHz
O
N Sk
P c OC—MH—N=C
, " r@ s ) '
CH; CH;
L J\ = R iy
O NH HH& |
CH; e
cl N Yt N
= £
Oxiconazol 1'\ r-\":-'I Pinacidil Furizalon
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Figure 2. Drugs — Schiff bases

W pracach przegladowych [19, 20] opisano zastosowanie w lecznictwie, inzy-
nierii materialowej i technice zasad Schiffa oraz ich komplekséw z metalami.

Z kolei w swojej rozprawie doktorskiej doktor B. Kotodziej na podstawie ponad
130 pozycji piSmiennictwa szczegdtowo przedstawila znaczenie biologiczne, zasto-
sowanie w medycynie oraz w technice zasad Schiffa [21].

W naszej pracy zaprezentujemy wybrane metody syntezy zasad Schiffa oraz
ich zastosowane jako uniwersalnych substratow w syntezie zwigzkéw o réznorodnej
aktywnosci biologiczne;j.

2. WYBRANE METODY SYNTEZ ZASAD SCHIFFA

Iminy, czyli zasady Schiffa powstaja w wyniku reakcji aldehydéw lub ketonéw
z pierwszorzegdowymi aminami (Schemat 1). Mechanizm tych reakcji polega na
nukleofilowym przytaczeniu aminy do grupy karbonylowej aldehydow lub ketonow
i eliminacji czasteczki wody.
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Schemat 1. Otrzymywanie zasad Schiffa

Scheme 1. Synthesis of Schiff bases

Reakcja jest katalizowana przez kwasy protonowe, kwasy Lewisa, a szybkos¢
reakcji zalezy od pH $rodowiska. Wysokie, jak i niskie pH spowalniaja reakcje. Przy
zbyt wysokim pH nie dochodzi do protonowania powstalej posrednio karbinolo-
aminy i przeksztalcenia grupy ~-OH w grupe opuszczajacg. Przy niskim pH reakcja
zostaje zahamowana na etapie addycji nukleofilowej, a pH 4-5 jest optymalnym
srodowiskiem reakcji (Schemat 2) [22, 23].

OH R® H0 g

P i % & dukcj
RL + RE-NH, == F{+N\ e Q=N—R2 redukcia o it
H e ; — ¢
a-hydroksyloamina aldimina
0 OH R3 'HZO ; . Rz
1 B V| T B R1_|_N’ _ RHC:N_RS redukcja |
" ) . y HC—NH—R®
1
ketimina R

Schemat 2.  Mechanizm syntezy zasad Schiffa
Scheme 2. Mechanism of Schiff bases synthesis

Réwnowage tych reakcji mozna przesuna¢ w kierunku tworzenia produktu
usuwajac wode. Mozliwe jest to np. przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej sit
molekularnych lub azeotropowe jej oddestylowanie.

Seri¢ zasad Schiffa o aktywnosci antyproliferacyjnej in vitro zsyntezowano
z 2-aminobenzimidazolu (1) i wybranych aldehydéw aromatycznych. Zastosowanie
do tej syntezy katalizatora Triflate znacznie skrocilo czas przebiegu reakeji. Powsta-
waly produkty o duzej czystosci i z wysoka wydajnoscig ok. 86-90%. Mozliwe bylo
nawet 8-krotne wykorzystanie do syntezy imin tej samej porcji katalizatora [24].
Szczegdlowa synteza zostanie zaprezentowane w rozdziale 3 (Schemat 14).

W reakcjach 2-amino-1H-benzimidazolu (1) z podstawionymi pochodnymi
acetofenonu 2a-i, prowadzonej zgodnie z zasadami zielonej chemii i w reakto-
rze mikrofalowym, w zaleznosci od warunkéw powstaly zasady Schiffa 3a-i lub
pochodne pirymido[1,2-a]benzimidazolu (Schemat 3). W badaniach in vitro hamo-
waly one peroksydacje lipidow (LPO) [25]. W wyniku utleniania lipidéw powstaja
ich nadtlenki, co w konsekwencji moze skutkowa¢ utrata integralnosci bton:
wewngtrzkomdrkowych plazmatycznych [3]. Najwyzsza aktywno$¢ antyoksyda-
cyjng wykazywaly zwiazki 3e, 3h i 3i.


http://pl.wikipedia.org/wiki/Nadtlenki
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Schemat 3. Synteza zasad Schiffa, pochodnych 2-amino-1H-benzimidazolu
Scheme 3. Synthesis of a series of 2-amino-1H-benzimidazole Schiff bases

Zasady Schiffa powstajg takze w wyniku przegrupowania Stieglitza np. w reak-
cji trifenylometylohydroksyloaminy (5) z pentachlorkiem fosforu. Katalizator
przeksztalca grupe OH hydroksyloaminy w grupe tatwo odchodzaca. Nastepuje
jednoczesne rozerwanie wigzania N-O, utworzenie wigzana C=N i przegrupowa-
nie jednego z podstawnikow od wegla do azotu (Schemat 4). Budowe otrzymane;j
zasady Schiffa 6 potwierdzono hydrolizg uzyskujac aniline i benzofenon [26].

EBCL £+
PhaC-MHOH —==  [PhyC-NH-0OPCE —= PhzC=N-Ph + POCl
5 HCI -HCI B

Schemat4.  Przegrupowanie Stieglitza
Scheme 4.  Stieglitz rearrangement

Z kolei w reakcji, nitroarendéw 7 z benzaldehydem (8) i tlenkiem wegla, kata-
lizowanej kompleksami metali, otrzymano serie zasad Schiffa 9 (Schemat 5) [27].

—MN
+ 3CO PiCh(FFngy SnCh \
g 43 + 300,

T g

Schemat 5. Synteza zasad Schiffa, pochodnych aniliny
Scheme 5. Synthesis of Schiff bases, aniline derivatives
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3. ZASADY SCHIFFA - UNIWERSALNE SUBSTRATY W SYNTEZIE
ORGANICZNEJ ORAZ AKTYWNOSC BIOLOGICZNA WYBRANYCH
ZWIAZKOW

Obecno$¢ w zasadach Schiffa aktywnego chemicznie wigzania azometinowego
CH=N stwarza mozliwo$¢ syntezy zwigzkow o réznej strukturze chemiczne;.

Ponizej zostang zaprezentowane wybrane reakcje, w ktorych zasady Schiffa pet-
nig role substratow. Czgsto uzyskane w tych reakcjach pochodne wykazuja aktyw-
no$¢ biologiczna.

W wyniku reakcji benzofenonu z estrem etylowym glicyny otrzymano imine,
ktéra pod wplywem mocnej zasady - LDA utworzyla karboanion. Jego alkilowanie
dato zasade Schiffa o wydluzonym szkielecie weglowym. Hydroliza powstalej iminy
doprowadzila do powstania aminokwasu, o wydluzonym lancuchu weglowym.
Odtworzony zostal rowniez benzofenon (Schemat 6) [22].

(CgHs)pC=0 + HZMCHLCOOCHs = (CgH5),C=NCH ,CO0C ;Hs D% (CgHg)oC=NCHCOOC Hs

kenzofenon ester etylowy glicyny zasada Schiffa karboanion zasady Schiffa

hydroliza
ﬂ.(caHs}zc:Ncchooc oHg — = (CgH:),C=0 + RCH,COOH
R benzofenon MNH
zasada Schiffa z wigkonym . .
aminokwas z wydZonym

szkieletem weglowym §
szkieletem wealowwym

Schemat 6.  Synteza aminokwasow
Scheme 6.  Synthesis of aminoacids

a-Ketokwasy mozna otrzymac z zasad Schiffa w wyniku dwuetapowej syntezy.
W pierwszym etapie reakcji addycji bromocyjanu do wigzania azometinowego
w iminach 10a-e, powstaja zwigzki 11a-e. Z nich po eliminacji HBr oraz aniliny
otrzymano a-ketokwasy 13a-e (Schemat 7) [28].

Ar CH CH

J Ar—, /l\

N e N=" TAr
i 0
g \\ EtaM R aoeton, H
| * P / ? | ar” TCOOH

s T -HBr L
10 a-e 11a-e 12 a-e 13 a-e

N,
o e oH e cl = ey
a b c d e

Schemat 7.  Synteza a-ketokwasow
Scheme 7. Synthesis of a-ketoacids
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W reakeji allilowania benzylidenoaniliny (15) allilotrimetylosilanem (14),
w lagodnych warunkach i przy udziale katalitycznych ilosci TBAF powstaje allilo-
pochodna 16 (Schemat 8) [29].

_TBAF (1%) /O H:C TBAF
/H“M-'SIME:" +

M T
e %
14 | CH; :
F
| = e
- 15 16 CHz

Schemat 8.  Allilowanie benzylidenoaniliny
Scheme 8. Allylation of benzylideneaniline

Zasada Schiffa 17 ogrzewana do temperatury ok. 120°C wobec katalitycznych
ilosci octanu palladu(Il) ulegta wewnatrzczasteczkowej cyklizacji dajac zwigzek
tricykliczny 18 (Schemat 9). Po jego zasadowej hydrolizie w metanolu powstal lek
- Marinochinolina A. Wykazuje on wysoka aktywnos¢ przeciwko zarodzcom mala-
rii [30].

S N NSO ;Fh N
| FOCAZ) o '\ H
- e .'\-,__\..-G 1. 4-dlokezan
M CH

hoc- 1h
i} 120 "‘ 10R
- Y
Marinochinclina A

Schemat 9.  Synteza leku przeciwmalarycznego
Scheme 9.  Synthesis of antimalaric drug

Zasady Schiffa moga reagowa¢ np. z ketenami, ze zwigzkami zawierajacymi
aktywna grupe metylenowa m.in.: 1,3-diketonami, S-ketoestrami, pochodnymi
kwasu malonowego itp.

2-(4-Metoksybenzylideno)benzimidazol (19) z ketenem (20) utworzyt
pochodng pirymido[1,2-a]benzimidazolu 21 o aktywno$ci przeciwalergicznej
(Schemat 10). Jej acylowanie chlorkiem chloroacetylu dalo produkt 22 o aktyw-
nosci przeciwnowotworowej in vitro — inhibitor tymidyny wobec komoérek ludzkiej
biataczki K562 [31].
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Schemat 10. Synteza 1-acetylo-2(4-metoksyfenyleno)-1,2,3,4-tetrahydropirymido[1,2-a]benzimidazol-4-on
Scheme 10. Synthesis of 1-acetyl-2(4-methoxyphenylene)-1,2,3,4-tetrahydropyrimidol[ 1,2-a]benzimidazol-4-one

W reakeji addycji kwasu cyjanooctowego 24 do wiazania azometinowego
zasady Schiffa 23 - pochodnej aniliny i waniliny powstaje w pierwszym etapie nie-
stabilny addukt 25. Eliminacja z niego aniliny (27) prowadzi do powstania stabil-
nego produktu — kwasu a-cyjano--(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)cynamonowego
(26) (Schemat 11) [32]. Reakcja przebiega wedtug mechanizmu addycja-eliminacja
ijest jedng z metod otrzymywania pochodnych kwasu cynamonowego [33].

NC. COOH
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Schemat 11.  Synteza kwasu a-cyjano-f-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)cynamonowego
Scheme 11.  Synthesis of a-cyano-f-(4-hydroxy-3-methoxyphenyle)cinnamic acid

W tych samych warunkach reakcji, pochodne 2-arylidenoaminobenzimidazolu
28a-f ze zwigzkami z aktywng grupa metylenowg: 1,3-diketonami, f3-ketoestrami,
pochodnymi kwasu malonowego itp. zachowuja si¢ odmiennie. Powstale w pierw-
szym etapie reakeji niestabilne addukty, po eliminacji czasteczki wody, alkoholu ule-
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gaja cyklizacji, dajac pochodne tricykliczne pirymido[1,2-a]benzimidazolu (Sche-
mat 12-14).

Pochodne pirymido[1,2-a]benzimidazolu 31a-f, 32a-f uzyskane w reakcjach
2-arylidenoaminobenzimidazoli 28a-f z wybranymi diketonami: acetyloacetonem,
benzoliloacetonem, wykazywaly w testach biologicznych aktywno$¢ antyprolife-
racyjng in vitro wobec linii komoérkowych: biataczki myszy P338, gruczolakoraka
odbytnicy SW707 oraz niedrobnokomoérkowego raka pluc A549 [34]. Najbardziej
aktywne byly zwigzki 32b i 32d.

CH3CO oo

C[N% H= ? H CH;COCH,COR C[N\>_ Sﬁﬁ«r
- - & NH
= ” Ar L N

H

F{ x —C—H kN —C.E.H ]

28 a-f 29 a-f

H4C — H'.l':- A

= Ao
N HO QTS;__
= N’%N A T " AT

i i | s \>—NH

N
H
3MafR=-CHa
32afR=CgHs
30 a-f
HaC
2 COR
JN—
— %N Ar
N
H
33 a-fR=-CH ,
Mﬂ-fR=—C.5HE
HsCO
2 Q- u4®73r c @—CF; d 4@—3%;

OCH: O:CHz

e 4@733&} OCH;

OCH=z

Schemat 12.  Synteza pochodnych 2-arylo-3-metoksy-4-metylopirymido[1,2-a]benzimidazolu
Scheme 12.  Synthesis of 2-arylo-3-methoxy-4-methylpyrimido[ 1,2-a]benzimidazole derivatives
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Z kolei zwigzki 37a-e, otrzymane w reakcji 2-arylidenoamino-1H-benzimida-
zolu z wybranymi a-ketoestrami: metylo-, etylo-, benzylo- i t-butyloacetyloocta-
nem, wykazaly aktywnos¢ antyproliferacyjna in vitro w stosunku do linii komérko-
wych raka ptuc A549 [35].

,1{\ COCH,
>—N:C|2H CH;COCH;COOR i NH
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|
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FLG 36ae
COOR
N R = -CH,, -C,H,, -CH,Ph, -C(CH,),
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H
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Schemat 13. Synteza pochodnych 3-alkoksykarbonylo-2-arylo-4-metylopirymido[1,2-a]benzimidazolu
Scheme 13.  Synthesis of 3-alkoxycarbonyl-2-arylo-4-methylpyrimido[ 1,2-a]benzimidazole derivatives

Kontynuujac prace, w reakcjach 2-arylidenoaminobenzimidazoli 28a-f
z wybranymi nitrylami z aktywna grupg metylenowg: malonitrylem, amidem kwasu
cyjanooctowego, cyjankiem benzylu i benzoliloacetonitrylem otrzymano pochodne
tricykliczne 40, gdy reakcje przebiegaly wedlug mechanizmu addycja-cyklizacja.
Pochodne kwasu a-cyjanocynamonowego 41 otrzymano, gdy reakcje przebiegaly
wedlug mechanizmu addycja-eliminacja (Schemat 14). Najwyzsza aktywno$¢ anty-
proliferacyjng in vitro wobec ludzkich linii komdérkowych raka: ptuc A549, piersi
MCEF-7 i biataczki HL-60 wykazaly 3-cyjano-4-fenylo-2-(2,4-dimetoksyfenylo)-1,2-
dihydropirymido[1,2-a]benzimidazol (40b) i 2-(o-bromofenyleno)-3-cyjano-4-feny-
lo-1,2-dihydropirymido[1,2-a]benzimidazol (40f) [36].
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Schemat 14.  Synteza pochodnychy pirymido[1,2-a]benzimidazolu i/lub kwasu a-cyjanocynamonowego
Scheme 14. Synthesis of pyrimido[1,2-a]benzimidazole and/or a-cyanocinnamic acid derivatives

Zasada Schiffa 43 z cyjanooctanem metylu (42) utworzyta pochodng imidazolu
44 (Schemat 15) [37].
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Schemat 15.  Synteza pochodnej imidazolu
Scheme 15.  Synthesis of imidazole derivative

Selektywna redukcja wigzania azometinowego w zasadach Schiffa za pomoca
NaBH4 daje aminy II-rzedowe (Schemat 16). W badaniach in vitro wykazano, ze
zasady Schiffa 28a-k i uzyskane beznylopochodne 45e,h,i,k byly aktywne antypro-
liferacyjnie in vitro wobec komodrek nowotworowych raka odbytnicy, pluc, piersi
i pecherza moczowego [24, 38]. Acylowanie chlorkiem cynamoilu 2-(2-bromo-
benzylo)-amino-1H-benzimidazolu (45d) dato 1-cynamoilo-2-(2-bromobenzylo)-
-amino-1H-benzimidazol (46d) o wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej [39].
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Schemat 16. Redukcja wigzania azometinowego w pochodnych 2-arylidenoamino-1H-benzimidazolu
Scheme 16. Hydrogenation of azamethine bond in 2-arylideneamino-1H-benzimidazole derivatives

Zasady Schiffa w reakcji z chlorkiem chloroacetylu, lub a-halogenoestrami
moga ulega¢ cyklokondensacji tworzac czterocztonowy pierscien S-laktamowy -
azetydyn-2-onu.

Pier$cien azetydyn-2-onu wystepuje w szeregu lekéw o réznorodnym dzialaniu
farmakologicznym m.in. w antybiotykach S-laktamowych: w penicylinach, cefalo-
sporynach, karbapenemach, a takze w monobaktamach (Rys. 3) [40]. Z jego obec-
noscig w strukturze antybiotykow wigze sie ich aktywnos¢ przeciwbakteryjna.

RMW/NH\ S
=0
&S g
N b N%
H 0
COOH
Azetydyn-2-on Penicyliny

Rysunek 3. Azetydyn-2-on
Figure 3. Azetidin-2-one

Pierwszy syntetyczny -laktam 49 otrzymal Hermann Staudinger w 1907 roku
w reakeji benzylidenoaniliny 47 z difenyloketenem (48) (Schemat 17) [41].

ey B
e Ph
Ph—CH=N—Ph  + F=c=0 — = =
M
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47 48 43 Ph

Schemat 17.  Synteza Staudingera
Scheme 17. Staudinger synthesis
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W reakcji Reformatskiego, typu one-pot, imina 50 z bromooctanem etylu wobec
katalitycznych ilo$ci metalicznego cynku utworzyla pochodng azetydyn-2-onu 51
(Schemat 18) [42].

fr
7N chcn |
i Hlil:;N T Zn, BrCHzCODEt — i e
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Schemat 18. Synteza ukladu azetydyn-2-onu w reakcji Reformatskiego
Scheme 18. Synthesis of azatidin-2-one ring in Reformatski reaction

Trans-54 lub cis-f-laktamy 55 otrzymano z wydajnoscia ponad 80% z zasady
Schiffa 52 i chlorku kwasowego 53. Reakcje prowadzono wobec N-metylomorfoliny
w reaktorze mikrofalowym (Schemat 19) [43].

BnO JFPh  BnO . JFPh
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Schemat 19. Synteza trans lub cis-f-laktamow
Scheme 19.  Synthesis of trans or cis-p-lactames

Syntezy zwigzkow heterocyklicznych, o aktywnosci przeciwbakteryjnej, zawie-
rajace w swojej strukturze pierécien azetydynonu zostang przedstawione ponizej.

W reakcjach zasad Schiffa 56, pochodnych 1,2,4-triazol-3-onu, z chlorkiem
chloroacetylu otrzymano azetydynony 57, ktére hamowaly rozwdj bakterii B. subti-
lis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis oraz K. pneumoniae (MIC = 12-256 ug/
mL), poréwnywalnie z lekiem referencyjnym - Ampicyling (MIC 24-256 pg/mL).
Dodatkowo wykazaly one obiecujaca aktywnos¢ przeciwpratkowa wobec szczepow
Mycobacterium tuberculosis H, Rv (Schemat 20) [44].
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Schemat 20. Synteza pochodnych 4-(1-azytydyn-2-on)-1,2,4-triazol-3-onu
Scheme 20. Synthesis of 4-(1-azetidin-2-one)-1,2,4-triazol-3-one derivatives
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W reakcjach zasad Schiffa 58a-h z kwasem tioglikolowym prowadzonych
wobec bezwodnego chlorku cynku(II) powstawaly 3-[2-(piperazyn-1-ylo)etylo]-
-2-arylo-1,3-tiazolidyn-4-ony 59. Natomiast w reakcji imin 58a-h z chlorkiem chlo-
roacetylu otrzymano 3-chloro-1-[2[4-(chloroacetylo)piperazyn-1-ylo]etylo]-4-ary-
loazetydyn-2-on 60 (Schemat 21). Zwigzki 59a-h i 60a-h wykazaly umiarkowana
aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram ujemnych oraz Gram dodatnich
(MIC 4,68-150 pg/mL), a takze przeciwgrzybicza, m.in. wobec grzybow A. niger,
A. awamori, C. albicans, A. alternate, M. canis, R. solani oraz T. longiformis [45].
Zwigzkami referencyjnymi w testach przeciwbakteryjnych byla Ciprofloksacyna,
a w badaniach przeciwgrzybiczych Klotrimazol.
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|/\T ZnCl fil
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.
CICH,COCI, ExN [ J
]

Schemat 21. Reakcje 2-arylidenoamino-1-(1-piperydynylo)-etanu
Scheme 21. Reaction of 2-arylideneamino-1-(pyperidin-1-ylo)ethan

Pochodna benzylidenoaniliny 61 w reakcji z 2-hydroksytetrafuran-2-onem
(55) daje 1-(4-fluorofenyleno)-3-(etanodi-1-olo)-4-((4-benzyloksy)fenyleno)azety-
dyn-2-on (63) (Schemat 22). Stanowil on substrat do syntezy leku hipolipemicznego
Ezetymibu - 1-(4-fluorofenyleno)-3-[3-(4-fluorofenyleno)-3-hydroksypropylo]-4-
(4-hydroksyfenyleno)azetydyn-2-onu [46].
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Schemat 22. Synteza leku - Ezetymibu
Scheme 22. Synthesis of drug — Ezetymib

Wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjng in vitro wobec szczepow S. aureus,
B. pumilus, E. coli i P. aeruginosa oraz cytotoksyczng wykazaly dwie pochodne:
3-chloro-1-(1-metylo-1H-benzimidazol-2-ylo)-4-(2,5-dimetoksy-fenylo)azetydyn-
-2-on (68f) oraz 3-chloro-1-(1-metylo-1H-benzimidazol-2-ylo)-4-(2-chlorofenylo)
azetydyn-2-on (68g). Wartosci MIC wynosily 25-75 pg/mL, i byta poréwnywalna
ze zwigzkiem referencyjnym Ampicyling (MIC 6,5-25 ug/mL). Zostaly one otrzy-
mane wedlug Schematu 23 przedstawionego ponizej. W pierwszym etapie reakcji
1H-benzimidazol (64) poddano alkilowaniu jodkiem metylu wobec bezwodnego
K,CO, w acetonitrylu uzyskujac 1-metylo-1H-benzimidazol (65). Jego aminowanie
amidkiem sodu w toluenie dalo 1-metylo-2-amino-1H-benzimidazol (66). Zwia-
zek 66 w reakcjach z aldehydami benzoesowymi utworzyl serie zasad Schiffa 67a-g,
ktore w reakcjach z chlorkiem chloroacetylu, wobec trietyloaminy w dioksanie
utworzyly pochodne azetydyn-2-onu 68a-g [47].
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Schemat 23.
Scheme 23.
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Synthesis of 2-azetidin-1methyl-1H-benzimidazole derivatives

Z kolei aktywno$¢ przeciwrobaczg wobec filarii Brugia malayi w badaniach in

vitro wykazaly pochodne 8-hydroksychinoliny 72a-f (Schemat 24). Hamowaty one
enzym - transferaze S-glutationu (GST) zmniejszajac zdolno$¢ obrony pasozyta
przed stresem oksydacyjnym [48]. Najwyzsza aktywno$¢ przeciwrobacza wyka-
zaly: 3-chloro-4-(p-bromofenylo)-1-(8-hydroksychinolin-5-ylo)azetydyn-2-on (72e)
i 3-chloro-4-(p-metoksyfenylo)-1-(8-hydroksychinolin-5-ylo)azetydyn-2-on (72f).
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Schemat 24. Synteza pochodnych 5-(1-azetydy-2-on)-7-hydroksychinoliny
Scheme 24.  Synthesis of 5-(1-azetidin-2-one)-7-hydroxyquinoline derivatives

Chinscy naukowcy jako substratu do syntezy zasad Schiffa, a nastepnie
Mannicha zastosowali fluorochinolon - Ofloksacyne, [11] (Schemat 25). Kwas
6-fluoro-7(-4-metylopiperazyn-1-ylo)1,8-(2,1-oksopropylo)chinolin-4(1H)-on-
-3-karboksylowy w reakcji z hydrazyng utworzyl hydrazyd 73, ktdry z disiarcz-
kiem wegla daje zwigzek 74. Zwigzek 74 po amonolizie polaczonej z cyklizacjg dat
4-aminotiazolo pochodng 75. Serie zasad Schiffa 76 otrzymano w reakeji zwigzku
75 z wybranymi aldehydami aromatycznymi. W kolejnym etapie syntezy poddano
je kondensacjom Mannicha uzyskujac zwiazki 77. Zasady: Schiffa 76 i Mannicha
77 w testach przeciwnowotworowych wykazywaly dzialanie antyproliferacyjne in
vitro wobec linii komérkowych: mysiej biataczki (L1210), ludzkiej biataczki (CHO)
i komorek raka jajnika chinskiego chomika (HL60) [49]. Modyfikacje struktury
Ofloksacyny zmienily profil dzialania otrzymanych zwigzkéw 76 1 77 z przeciwbak-
teryjnego na przeciwnowotworowy.
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Schemat 25. Modyfikacja chemiczna struktury leku Ofloksacyny
Scheme 25. Chemical modification of structure of drug Ofloxacin

Wyizolowany z nasion bawelny roélinny pigment Gossypol 78 jest polifenolem.
Wykazuje réznorodng aktywnos¢ biologiczna: przeciwnowotworows in vitro, anty-
oksydacyjng, przeciwwirusowg, antybakteryjng i przeciwmalaryczng. [50] Wysoka
toksycznos$¢ Gossypolu, zwigzana prawdopodobnie z obecnoscig w jego strukturze
dwoch grup formylowych, byta gtéwna przeszkoda w zastosowaniu go w lecznictwie.
Modytikacja chemiczna jego struktury, polegajaca na utworzeniu zasady Schiffa 79
data zwiazek o nizszej toksycznosci z zachowaniem biologicznej aktywnosci [51].

Rysunek 4. Gossypol
Figure 4. Gossypol
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PODSUMOWANIE

Zasady Schiffa ze wzgledu na swoje wlasciwosci chemiczne i fizyczne sa wazng
grupg zwigzkéw w chemii, biochemii, farmacji i maja réwniez zastosowanie poza-
medyczne. W pracy przedstawiono niektére metody otrzymywania zasad Schiffa.
Zaprezentowano wybrane reakcje wigzania azometinowego imin np. selektywng
redukcje, reakcje ze zwigzkami z aktywng grupa metylenowa, syntezy zwigzkow
zawierajacych w swojej strukturze pierscien azetydynonu oraz wiasciwosci biolo-
giczne niektérych zsyntezowanych zasad Schiffa i produktéw modyfikacji chemicz-
nej ich struktury.
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Mgr Paulina Furmaniak studiowata w latach 2007-2012 na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Lodzkiego na kierunku chemia. W 2012 roku ukonczyta
studia chemiczne bronigc pracg magisterska w Katedrze Chemii Organicznej
na temat ,,Supramolekularne agregaty polilaktydow gwiazdzistych poprzez
oddzialywania grup koncowych”. Obecnie jest stuchaczka drugiego roku
studiéw doktoranckich prowadzonych na Wydziale Chemii UL. Zaintere-
sowania naukowe mgr Furmaniak dotycza opracowywania nowych metod
analitycznych z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej i umozliwiajacych
badania zwigzkéw aktywnych biologicznie.

Mgr Monika Wyszczelska ukonczyla studia chemiczne na Uniwersytecie
Lodzkim w roku 2011. Prace magisterska na temat ,Badanie wlasciwosci tri-
bologicznych pochodnych kwaséw dialkilo(arylo)ditiofosforowych w ukta-
dach kompozytowych” obronita w Katedrze Technologii i Chemii Materia-
téw. W tym samym roku rozpoczela czteroletnie studia doktoranckie na
Wydziale Chemii UL. Zainteresowania naukowe mgr Wyszczelskiej-Rokiel
obejmuja opracowywanie nowych metod wykrywania i oznaczania zwigz-
kow siarki w probkach biologicznych.

Dr Pawel Kubalczyk studia chemiczne na Uniwersytecie Lodzkim ukonczyt
w 1996 roku. Jest pracownikiem Uniwersytetu Lodzkiego od 1996 r. Poczat-
kowo byt zatrudniony na stanowisku asystenta, a od czerwca 2003 roku na
stanowisku adiunkta w Katedrze Chemii Srodowiska Wydziatu Chemii UL.
Stopien doktora nauk chemicznych uzyskat w 2003 roku po przedstawieniu
rozprawy na temat: ,Wysokosprawna elektroforeza kapilarna 2-S-pirydynio-
wych pochodnych hydrofilowych tioli”. Zainteresowania naukowe dr. Pawta
Kubalczyka od poczatku jego dzialalnoéci badawczej dotyczyly analizy che-
micznej zanieczyszczen srodowiska, roli zwigzkow siarki w organizmie czlo-
wieka oraz rozwijania nowych metod wykrywania i oznaczania biologicz-

nie waznych zwigzkdow siarki w probkach biologicznych z zastosowaniem techniki wysokosprawnej
elektroforezy kapilarnej. W ostatnich latach jego badania naukowe ukierunkowane sg na problema-
tyke dotyczaca wyrafinowanych metod zatezania analitow bezposrednio w ukladzie pomiarowym
kapilarnej elektroforezy.

- A

Dr hab. Rafal Glowacki ukonczyl studia na Uniwersytecie Lodzkim
w roku 1996. W tym samym roku podjal prace w dwczesnym Zakladzie
Chemii Srodowiska Katedry Technologii Chemicznej i Ochrony Srodowi-
ska UL. Stopien doktora nauk chemicznych uzyskat w roku 2001. W latach
2002-2003 odbyt staz podoktorski w University of Medicine and Dentistry
of New Jersey (USA), zwiazany z biochemicznymi aspektami roli homocy-
steiny i tiolaktonu homocysteiny w schorzeniach sercowo-naczyniowych.
Wiosng 2011 roku uzyskat stopien doktora habilitowanego nauk chemicz-
nych po przedstawieniu rozprawy na temat: ,,Badanie mechanizmu homo-
cysteinylacji bialek z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii

cieczowej”. Obecnie jest zatrudniony na stanowisku profesora nadzwyczajnego w Katedrze Chemii
Srodowiska Wydzialu Chemii UL. Jego aktualne zainteresowania naukowe dotycza m.in. chemii
i biochemii aminotioli, ich oddzialywan z bialkami, analityki probek biologicznych, analizy che-
micznej zanieczyszczen srodowiska z wykorzystaniem technik separacyjnych w fazie cieklej, a takze
mozliwo$ci zwigkszenia czulosci CE z wykorzystaniem zatezania analitow w kapilarze.
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ABSTRACT

Quinolinium and pyridinium salts belong to the group of onium compounds
and are widely used in organic, structural and analytical chemistry. Their synthe-
sis is mainly based on quaternization of the nitrogen atom in a heterocyclic ring
[4, 13, 23]. In analytical chemistry quinolinium and pyridinium salts such as
2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate (CMQT) or 1-benzyl-2-chloropy-
ridinium bromide (BCPB) perform very well as thiol specific derivatization reagents
in terms of derivatization reaction velocity, stability, chromatographic properties of
the derivatives, and thus, amenability to automatization [18-22, 32-42]. Analytical
procedures for thiol determination usually involve reduction of disulfide bonds with
tris(2-carboxyethyl)phosphine, tri-n-butylphosphine or mercaptoethanol, chemical
derivatization of the sulfur compound with the use of 2-halopyridinium or 2-halo-
quinolinium salts and then deproteinization, followed by ion-pair reversed-phase
HPLC or CE separation and spectrophotometric detection. Derivatization reaction
takes advantage of great susceptibility of quinolinium or pyridinium molecules at
2-position to nucleophilic displacement, and a high nucleophilicity of the thiol group.
Derivatization reaction mixture is usually ready to be analyzed just after mixing of
the substrates. CMQT and BCPB exhibit very high reactivity toward thiols [44, 45],
sulfides [63] as well as thiosulfates [40, 54]. 2-S-quinolinium and 2-S-pyridinium
derivatives possess advantageous spectrophotometric and chromatographic pro-
perties. They are stable and more hydrophobic than thiols themselves, possessing
a well-defined absorption maximum in the UV region. The reaction is accompanied
by an analytically advantageous bathochromic shift from reagent maximum to the
maximum of the derivative. Thanks to this phenomenon it is possible to use a large
excess of derivatization reagent in order to drive the reaction to completion and
avoid a huge signal of unreacted compound on the chromatogram [26]. Elaborated
with the use of onium salts methods have proven to be useful in quantitative HPLC
and CE analysis of endogenous and exogenous low-molecular-weight biological
thiols in human body fluids, plant extracts and some groceries [44, 45].

Keywords: pyridinium salts, quinolinium salts, thiol aminoacids, chemical derivati-
zation, high performance liquid chromatography, capillary electrophoresis

Stowa kluczowe: sole pirydyniowe, sole chinoliniowe, aminokwasy tiolowe, dery-
watyzacja chemiczna, wysokosprawna chromatografia cieczowa, elektroforeza kapi-
larna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
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jodek-2-chloro-1-metylopirydyniowy
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y-glutamylocysteina

homocysteina

wysokosprawna chromatografia cieczowa
merkaptoetanol

N-acetylocysteina

Ne-homocysteinylo-lizyna

aldehyd o-ftalowy

kwas chlorowy (VII)

wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwrd-

conym ukladzie faz
tri-n-butylofosfina
tris(2-karboksyetylo)fosfina
wodorotlenek trimetylosulfoniowy

spektrofotometria z zakresu promieniowania ultra-

fioletowego i widzialnego



OZNACZANIE WYBRANYCH ZWIAZKOW SIARKI W PROBKACH BIOLOGICZNYCH 215

WPROWADZENIE

Sole pirydyniowe i chinoliniowe nalezg do grupy zwiazkéw szeroko wyko-
rzystywanych w przemysle, a takze réznych dziedzinach nauki, wlaczajac chemie
organiczng, strukturalng i analityczng. Najczestsza metodg ich syntezy jest czwar-
torzedowanie atomu azotu w piercieniu aromatycznym. Sole takie jak bromek
1-benzylo-2-chloropirydyniowy oraz tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoli-
niowy sa od lat z powodzeniem wykorzystywane w analityce zwigzkow siarki. Ich
duza reaktywnos¢ oraz selektywnos$¢ wzgledem aminokwasow tiolowych, jonow
tiosiarczanowych i siarczkowych oraz mozliwo$¢ tworzenia stabilnych, aktywnych
spektrofotometrycznie pochodnych sprawily, ze znalazty one zastosowanie podczas
opracowywania wielu metod analitycznych, wykorzystujacych techniki wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej, elektroforezy kapilarnej i spektrofotometrii.
Opracowane z ich udzialem metodyki oznaczania biologicznie waznych amino-
kwasow tiolowych obejmuja zazwyczaj etap redukcji wigzan disiarczkowych, po
czym nastepuje etap derywatyzacji, deproteinizacji i koncowa analiza jedng z wyzej
wymienionych technik. Mechanizm reakcji z tiolami polega na podstawieniu nukle-
ofilowym atomu halogenu w pozycji 2 pierscienia heterocyklicznego przez silnie
nukleofilowa grupe tiolowa. Cechg charakterystyczng jest mozliwo$¢ prowadzenia
reakcji w fagodnych warunkach, tj. w roztworze wodnym i temperaturze pokojo-
wej. Czas reakcji nie przekracza wowczas kilku, a tylko w niektdérych przypadkach
kilkunastu minut. Otrzymywane pochodne - stabilne tioetery, wykazuja bardzo
korzystne wlasciwosci spektroskopowe i chromatograficzne. Obserwowane zjawi-
sko przesuniecia batochromowego pozwala na stosowanie znacznych nadmiaréw
molowych odczynnika derywatyzujgcego w stosunku do analitu, co przyspiesza
reakcje, nie powodujac jednoczesnie utrudnienia w interpretacji chromatogramu.
Wykorzystujac sole oniowe opracowano szereg chromatograficznych i elektrofore-
tycznych metod oznaczania hydrofilowych zwigzkéw siarki w réznych matrycach,
wlaczajac osocze, mocz, $ling oraz homogenaty tkanek roslinnych i zwierzecych,
a ich przydatnos¢ zostata potwierdzona w badaniach populacyjnych.

1. CHARAKTERYSTYKA SOLI ONIOWYCH

Zwigzkiem oniowym nazywamy kation otrzymywany w wyniku protonowa-
nia czgsteczki posiadajacej w swojej budowie atom z 15, 16 lub 17 grupy uktadu
okresowego. Najbardziej znanym jonem oniowym jest jon amoniowy NH,", bedacy
sprotonowang pochodng amoniaku (NH,). Nazwa ,zwigzki oniowe” moze by¢
réwniez uzywana w stosunku do kationéw powstalych w wyniku podstawienia ato-
moéw wodoru w tych jonach, przez halogenki czy rodniki organiczne, np. kation
tetrafenylofosfoniowy (C.H,),P". Jony oniowe w wigkszosci przypadkéw posiadaja
pojedynczy tadunek dodatni (PH,", H,S", NH,OH"), zdarzaja si¢ jednak zwigzki
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z dwoma lub wigkszg liczba tadunkéw, o ktérych méwi sig, ze sa dwukrotnymi lub
tréjkrotnymi jonami oniowymi (np. "H.N=NH,") [1].

Zwigzki kationu oniowego i jonu o fadunku ujemnym sg nazywane solami
oniowymi. Wspomniane sole sg jonowymi zwigzkami chemicznymi o wzorze ogél-
nym (R, M)*X’, gdzie R - oznacza atom wodoru lub rodnik organiczny, M - atom
azotu, fosforu, siarki, tlenu, itp., X - okreslony anion, a n - warto$ciowos¢ pier-
wiastka M w zwigzku organicznym [2]. W$réd soli oniowych wyrdzni¢ mozna m.in.
sole amoniowe, sulfoniowe, pirydyniowe, chinoliniowe czy fosfoniowe.

Synteze organiczng soli oniowych zapoczatkowali w 1894 r. Hartmann oraz
Meyer przygotowujac wodorosiarczan 4-jododifenylooniowy, sugerujac tym samym
zakonczenie oniowe jako wlasciwe dla tego rodzaju zwiazkow [3]. Najczesciej wyko-
rzystywanym sposobem syntezy soli oniowych, takich jak sole amoniowe s3 reak-
cje czwartorzedowania, czyli otrzymywania amin czwartorzedowych lub reakcje
wymiany halogenku w innej soli [4]. Przykltadem tego typu reakcji moze by¢ synteza
fenacylowych soli oniowych, wykorzystujgca reakcje halogenku fenacylu z nukleofi-
lowym zwigzkiem heteroatomowym [5].

Specyficzna budowa oraz unikatowe wlasciwosci soli oniowych umozliwiaja
ich wykorzystanie, m.in. jako katalizatoréw w asymetrycznej katalizie przeniesienia
fazowego srodkéw acylujacych, biocydow, kationowych srodkéw powierzchniowo
czynnych, czy tez do produkeji barwnikow i wskaznikéw pH [6-8]. Sq réwniez
szczegOlng klasg zwigzkow wykorzystywanych jako inicjatory kationowych fotopo-
limeryzacji [9,10]. Wszystkie sole oniowe, a zwlaszcza sole diazoniowe i jodoniowe
s3 uzytecznymi reagentami w asymetrycznej syntezie organicznej. Specyficzne
zwiazki tego typu sg wykorzystywane do syntezy peptydéw [11] oraz katalizowania
reakcji metali przejsciowych i reakcji wieloskladnikowych [12].

Sposrod wielu metod syntezy soli pirydyniowych fundament stanowig reakcje
podstawienia elektrofilowego na azocie w pier§cieniu pirydyny (Rys. 1) [13, 14].

Wybor warunkow reakeji czwartorzedowania pirydyny, zachodzacej zwykle wg
mechanizmu S2, jest zalezny od przewidywanej koncowej struktury soli pirydy-
niowej [15].

Czwartorzedowe sole pirydyniowe sg nienasyconymi zwigzkami heterocyklicz-
nymi zaliczanymi do grupy kationowych zwiazkéw powierzchniowo czynnych.
Obecno$¢ rdznych grup, zaréwno w pierécieniu pirydynowym jak i na atomie azotu
w pierScieniu sprawia, ze sole pirydyniowe sg czgsto wykorzystywane np. w prze-
mysle farmaceutycznym jaki i w badaniach naukowych. Moga by¢ stosowane jako
srodki antyseptyczne, antybiotyki czy jako $rodki dezynfekujace [16]. Pochodne
tych soli wykazuja rowniez aktywno$¢ hemolityczng w stosunku do erytrocytow
oraz aktywno$¢ w stosunku do bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych [17]. Sole
pirydyniowe znalazly ponadto zastosowanie w analizie chemicznej jako odczynniki
derywatyzujace [18-22].
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Rysunek 1. Otrzymywanie soli pirydyniowych
Figure 1. Preparation of pyridinium salts

Sposéréd wielu soli oniowych duza uwage, ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizy-
kochemiczne, zwracajg sole chinoliniowe. Generalng metoda ich syntezy, podobnie
jak w przypadku soli pirydyniowych, jest czwartorzedowanie czasteczki chinoliny
lub jej pochodnych (Rys. 2), a takze reakcje alkilowania i cyklizacji [23].
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Rysunek 2. Synteza soli chinoliniowych
Figure 2. Synthesis of quinolinium salts

Meth-Cohn i Taylor opracowali jedng z pierwszych metod syntezy soli chi-
noliniowych, ktdra opierala si¢ na reakcji chlorku fosforylu i N-metyloacetanilidu.
Fischer i Vilsmeier wykorzystywali opisywang reakcje do otrzymywania barwnikéw
[24, 25]. Dla potrzeb derywatyzacji zwigzkow tiolowych opracowano prostg metode
syntezy soli chinoliniowych polegajaca na alkilowaniu atomu azotu w pierscieniu
chinoliny tetrafluoroboranem trimetylooksoniowym [26].

Wiele soli chinoliniowych jest uwazanych za potencjalne leki przeciwnowo-
tworowe, ktore posiadajg w strukturze dodatnie fadunki, umozliwiajgce interakcje
z organellami komdrkowymi. Podczas badan na ludzkich komoérkach naskérka
wykazano zahamowanie wzrostu zmutowanych komorek po zaaplikowaniu niekto-
rych N-podstawionych soli chinoliniowych, a stopien toksycznosci badanych zwigz-
kéw w stosunku do komorek rakowych jest poréwnywalny z antykancerogenna
eliptycyna [27]. Sole chinoliniowe moga by¢ ponadto wykorzystywane w jednoeta-
powych reakcjach syntezy benzoxazocyn posiadajacych interesujace wiasciwosci
biologiczne umozliwiajace ich wykorzystanie do produkcji lekéw antydepresyjnych,
przeciwpsychotycznych czy przeciwzakrzepowych [28]. Niektére sole chinoli-
niowe posiadajg wlasciwo$ci zahamowujace naturalny proces apoptozy limfocytow
w organizmach wielokomérkowych, jednak aktywnos¢ opisywanych struktur silnie
zalezy od struktury soli, a badana nad nimi wcigz trwajg [29]. Interesujaca grupa
soli oniowych sg czwartorzedowe sole chinoliniowe z dlugim tancuchem alkilowym
w strukturze, wykazujace znaczne aktywnosci przeciwbakteryjne w szczegdlnosci
wzgledem Gram dodatnich ziarniakéw, a takze wzgledem grzybow Candida Albi-
cans [30]. Sole chinoliniowe takie jak sole styrylochinoliniowe sa wykorzystywane
réwniez jako sondy do monitorowania przebiegu procesu polimeryzacji rodniko-
wej, a takze jako zwigzki posrednie w syntezie rownoleglej [31]. Podobnie jak sole
pirydyniowe takze sole chinoliniowe sg z powodzeniem stosowane w analizie che-
micznej do selektywnej derywatyzacji zwigzkow tiolowych [26, 32-42].
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2. SOLE CHINOLINIOWE I PIRYDYNIOWE JAKO ODCZYNNIKI
DERYWATYZUJACE

Probki biologiczne ze wzgledu na réznorodno$¢ wystepujacych w nich sktad-
nikow stanowia bardzo skomplikowany material do badan. Bardzo czesto podczas
oznaczania niezbednym etapem pracy jest modyfikacja wlasciwosci fizykochemicz-
nych analitéw. Jezeli do analiz wykorzystywana jest wysokosprawna chromatogra-
fia cieczowa lub elektroforeza kapilarna, otrzymane pochodne powinny posiada¢
w swojej strukturze chromofor albo fluorofor, aby umozliwi¢ detekcje zwiazku za
pomoca klasycznych detektoréw UV-Vis i FLD [43].

Odczynniki derywatyzujace mozna podzieli¢ na kilka grup z uwzglednieniem
budowy chemicznej odczynnika, a takze spektroskopowych wlasciwosci otrzy-
manych pochodnych. Bioragc pod uwage klasy zwigzkow, do ktérych nalezg dane
odczynniki mozemy wyrdézni¢ enony, maleimidy, dialdehydy, chinony, aziridyny,
disiarczki oraz zwigzki posiadajace aktywny halogen [43].

Jednymi z czgsciej stosowanych do derywatyzacji aminokwaséw tiolowych
zwiazkow sg halogenosulfonylobenzofurazany (SBD-F, ABD-F) oraz bromobimany
[43]. Ich wadg jest stosunkowo dlugi czas reakeji oraz duza sktonnos¢ do rozktadu
w warunkach prowadzenia reakgji, co utrudnia interpretacje uzyskanych chroma-
togramow.

Wiréd biologicznie waznych aminokwaséw tiolowych wyrézni¢ mozna cyste-
ine (Cys), homocysteing (Hcy), glutation (GSH), cysteinyloglicyne (Cys-Gly), kwas
liponowy, niektdre peptydy czy enzymy. Procedury ich oznaczania sg zwykle oparte
o technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwréconym uktadem faz
(RP-HPLC), a przygotowanie probki obejmuje m.in. zablokowanie grupy tiolowe;j
z jednoczesnym wlaczeniem w strukture czasteczki chromoforu lub fluoroforu
[44, 45].

2.1. REAKTYWNOSC SOLI ONIOWYCH WZGLEDEM WYBRANYCH ZWIAZKOW
SIARKI

Sole pirydyniowe i chinoliniowe sg powszechnie stosowanymi odczynnikami
do derywatyzacji, gléwnie podczas oznaczania endo- i egzogennych tioli w prob-
kach biologicznych [21, 22, 44, 46-49]. Potwierdzono takze ich przydatnos¢ pod-
czas derywatyzacji tiosiarczandw [40]. Aminokwasy tiolowe mozna oznacza¢ m.in.
w postaci ich 2-S-chinoliniowych, 2-S-lepidyniowych lub 2-S-pirydyniowych
pochodnych, wykorzystujac do derywatyzacji tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylo-
chinoliniowy (CMQT), tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylolepidyniowy (CMLT),
bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (BCPB), jodek 2-chloro-1-propylopirydy-
niowy (CPPI) oraz jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI) (Rys. 3) [45].
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Rysunek 3. Wzory soli chinoliniowych i pirydyniowych wykorzystywanych w analizie chemicznej
Figure 3. Structures of pyridinium and quinolinium salts used in chemical analysis

Cecha charakterystyczng tej grupy odczynnikéw jest obecno$¢ w strukturze
aktywnego halogenu. Dzi¢ki prowadzeniu reakeji w tagodnych warunkach mozliwa
jest pelna automatyzacja procedur analitycznych [36]. Wykorzystujac wspomniane
sole mozna oznacza¢ tiole zardwno w roztworach wodnych jak i ptynach biologicz-
nych, a zwlaszcza w plynach ustrojowych czlowieka i zwierzat, homogenatach tka-
nek rodlinnych oraz w produktach zywnos$ciowych [39, 40, 46, 47, 49, 50].

Ze wzgledu na obecnos¢ w strukturze biologicznie waznych aminotioli innych
niz -SH reaktywnych grup, takich jak -COOH czy -NH, istotne jest, ze w warun-
kach prowadzenia reakcji nie reaguja one ze wspomnianymi solami [26]. Selek-
tywnos¢ soli polega na tym, ze w $rodowisku wodnym, wytacznie podczas reakeji
z grupg tiolowy, nastepuje podstawienie atomu chlorowca atomem siarki w pozy-
cji 2 pierscienia, w wyniku czego powstaje trwale wigzanie tioeterowe (Rys. 4).

AN + AN
H=7-9
R—s —FP > + cr
+/ 7 /R
T cl T+ s
CH, BF, CH, BF,

Rysunek 4. Schemat reakeji derywatyzacji tioli za pomocg CMQT
Figure 4. General chemical derivatization reaction of thiols with the use of CMQT

Stosowanie soli chinoliniowych i pirydyniowych jako odczynnikéw derywa-
tyzujgcych pozwala na prowadzenie reakeji w tagodnych warunkach, tzn. w $§rodo-
wisku wodnym, pH 7-8, w temperaturze pokojowej, w czasie nieprzekraczajacym
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kilku minut. Duza reaktywnos¢ CMQT w stosunku do tioli spowodowala, ze zasto-
sowano go do derywatyzacji zwigzkoéw tiolowych w analizie przeptywowej [41],
a uzyskane wyniki wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania odczynnika nie tylko do
derywatyzacji przedkolumnowej ale réwniez w trybach kolumnowym i pokolum-
nowym. Powstale pochodne wykazuja duza trwalos¢ w kwasnym srodowisku, totez
zakwaszenie mieszaniny po zakonczeniu reakcji umozliwia gromadzenie probek
i ich pozniejsza analize [32, 37, 44, 45]. W temperaturze pokojowej probki moga
by¢ przechowywane przez kilkanascie godzin, natomiast w temperaturze —18°C
nawet do kilku tygodni. Wykazano, ze w srodowisku wodnym CMQT ulega réwniez
reakcji z jonami siarczkowymi i tiosiarczanowymi [26, 40], a produktem reakgji jest
w tym przypadku tiochinolon.

Zastosowanie homologu CMQT, tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylolepidy-
niowego (CMLT) do derywatyzacji tioli skutkuje otrzymaniem trwatych pochod-
nych w temperaturze pokojowej juz po czasie 3 min. [42]. Mechanizm reakcji jest
analogiczny do opisanego powyzej.

Podjeto udang prdbe syntezy tetrafluoroboranu 2-metoksy-1-metylochinoli-
niowego oraz zbadano jego wlasciwosci spektroskopowe w kontekscie wykorzysta-
nia jako alternatywnego do CMQT odczynnika derywatyzujacego tiole [51]. Stwier-
dzono, Ze odczynnik ten wykazuje czterokrotnie wickszg w poréwnaniu z CMQT
fluorescencje, jednakze uzyskane z jego udzialem tiolowe pochodne nie posiadaja
korzystniejszych wlasciwosci spektroskopowych i chromatograficznych.

Do grupy odczynnikéw derywatyzujacych, zawierajacych aktywny halogen
nalezg réwniez CMPI, BCPB oraz CPPI. Mechanizm reakgji z tiolami jest analo-
giczny jak w przypadku soli chinoliniowych i polega na nukleofilowym podsta-
wieniu atomu chloru atomem siarki grupy tiolowej. Wykorzystywanie soli halopi-
rydyniowych wymaga zastosowania diuzszego czasu reakcji niz w przypadku ich
odpowiednikéw chinoliniowych [44, 45]. Na Rysunku 5 przedstawiono schemat
reakcji tioli z CMPIL.

X X
+ =7-
w s 2o . or
T+ cl T s—R
CH3 | CH3 I
Rysunek 5. Schemat reakcji derywatyzacji tioli za pomocg CMPI
Figure 5. General chemical derivatization reaction of thiols with the use of CMPI

BCPB byt wykorzystany m.in. do oznaczania kaptoprylu w moczu i krwi czto-
wieka [21, 52]. Podobnie jak w przypadku innych soli pirydyniowych reakcja dery-
watyzacji chemicznej prowadzona byta w srodowisku lekko alkalicznym, a uzyskane
pochodne rozdzielano w odwrdconym ukladzie faz i monitorowano w zakresie pro-
mieniowania UV.
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Podczas stosowania wspomnianych soli do redukeji wigzan disiarczkowych
nie nalezy uzywa¢ 2-merkaptoetanolu (MTE) czy ditiotreitolu (DTT). Zwiazki te
reagujg z odczynnikiem zuzywajac go, a jego pozostala ilo§¢ moze nie by¢ wystar-
czajaca do calkowitej derywatyzacji analitu. Dodatkowo powstate pochodne s3
widoczne na chromatogramie i moga zaktocaé sygnaly analizowanych zwigzkow
tiolowych. Innym odczynnikiem z tej grupy, wykorzystywanym do derywatyzacji
tioli w $rodowisku wodnym, w pH 8,2 i temperaturze pokojowej jest CPPI. Czas
reakcji derywatyzacji wynosi w tym przypadku okofo 30 min, a otrzymane piry-
dyniowe pochodne wykazuja znaczacy absorpcje w zakresie promieniowania UV
(18, 19].

2.2. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE POCHODNYCH

Do grupy odczynnikéw chinoliniowych stosowanych najczesciej podczas
derywatyzacji aminokwaséw tiolowych mozna zaliczy¢ CMQT i CMLT (Rys 3).
Z analitycznego punktu widzenia 2-S-chinoliniowe pochodne tioli posiadajg bar-
dziej korzystne, w poréwnaniu z tiolami wlasciwos$ci spektroskopowe i chromato-
graficzne (26, 32, 35-37]. Maksimum absorpcji pochodnych jest przesuniete w sto-
sunku do maksimum odczynnika w kierunku fal dtuzszych o ok. 20 nm (Rys. 6).

BT - — CMQT
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tiosiarczany-CMQT
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Rysunek 6.  'Widma UV CMQT oraz jego pochodnych
Figure 6. UV spectra of CMQT and its derivatives

Cechuje je réwniez wysoki molowy wspdtczynnik absorpcji, ktory wynosi
ok. 20.000 L/mol-cm. [26]. Wystepujace zjawisko przesunigcia batochromowego
jest w tym przypadku bardzo korzystne poniewaz umozliwia stosowanie znacznych
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nadmiaréw odczynnika derywatyzujacego wzgledem analitu, nie utrudniajac jed-
nocze$nie interpretacji chromatogramu. W przypadku soli lepidyniowej sytuacja
jest analogiczna i pozwala na otrzymanie tiolowych pochodnych aktywnych spek-
trofotometrycznie, ktére moga by¢ oznaczane przy diugosci fali 350 nm [42].

Produktem reakcji CMQT z jonami siarczkowymi i tiosiarczanowymi jest tio-
chinolon, ktérego maksimum absorpcji wynosi 375 nm [40]. Tak silne przesuniecie
batochromowe umozliwia stosowanie duzych nadmiaréw odczynnika w stosunku
do analitu, co skraca czas reakcji derywatyzacji do ok. 1 min, a na chromatogramie
pik CMQT jest praktycznie niewidoczny.

Uzyskiwane technikg RP-HPLC chromatogramy probek moczu i osocza krwi,
zawierajace piki pochodzace od 2-S-pirydyniowych pochodnych tioli, sa do$¢ zto-
zone, ale umozliwiajg uzyskanie poréwnywalnych z pochodnymi chinoliniowymi gra-
nic oznaczalnosci. Molowy wspodltczynnik absorpcji 2-S-pirydyniowych pochodnych
jest dwukrotnie mniejszy niz w przypadku CMQT i wynosi ok. 10 000 L/mol-cm
[26, 30]. Poréwnywalne z CMQT wlasciwosci spektroskopowe posiada BCPB, co
umozliwilo opracowanie prostej metody oznaczania sumy zwigzkow tiolowych
w moczu [21]. Produkty reakgji tioli z odczynnikami pirydyniowymi sg réwniez
stabilnymi tioeterami z dobrze wyksztalconym maksimum absorpcji przy dtugosci
fali 316 nm (Rys. 7).
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Rysunek 7. Widma UV BCPB oraz jego tiolowej pochodnej
Figure 7. UV spectra of BCPB and its thiol derivative

Przeprowadzenie tioli w pochodne za pomocg soli oniowych powoduje zmiane
ich wlasciwosci chromatograficznych. 2-S-chinoliniowe pochodne wykazujg znacz-
nie wiekszg hydrofobowos¢ w stosunku do tioli, co umozliwia ich wydajna retencje
w odwréconym ukladzie faz [26, 42, 44, 45]. Ze wzgledu na obecno$¢ dodatkowej
grupy metylowej polozonej w pozycji 4 pierscienia chinoliny, CMLT wykazuje nieco
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wieksza hydrofobowos¢ anizeli CMQT. Powstate, w wyniku reakeji z udzialem soli
chinoliniowych, lepidyniowych i pirydyniowych pochodne tioli moga by¢ z powo-
dzeniem rozdzielane nie tylko technika RP-HPLC, ale rdwniez przy pomocy technik
elektromigracyjnych, w tym kapilarnej elektroforezy strefowej (CZE) [46, 50, 53].
Jest to mozliwe dzieki obecnosci statego dodatniego tadunku na czwartorzedowym
atomie azotu powstalej pochodne;j.

Z odmienng sytuacja mamy do czynienia w przypadku tiochinolonu, produktu
reakcji CMQT z jonami siarczkowymi i tiosiarczanowymi (Rys. 8).

\ _ \
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Rysunek 8.  Schemat reakcji derywatyzacji tiosiarczanéw za pomocg CMQT
Figure 8. General chemical derivatization reaction of thiosulfate with the use of CMQT

Cecha odrozniajacg tiochinolon od 2-S-chinoliniowych pochodnych tioli jest
brak fadunku na atomie azotu i wynikajgca z tego znacznie wigksza hydrofobowos¢.
Powoduje to, ze w odwrdconym ukladzie faz tiochinolon jest eluowany znacznie
pdzniej niz S-chinoliniowe pochodne tioli, co umozliwia zastosowanie faz rucho-
mych o duzej mocy elucyjnej w przypadku oznaczania w prébce jedynie siarczkow
lub tiosiarczanéw i skrécenie analizy do kilku minut [40, 54]. Poniewaz w reakcji
jonow siarczkowych i tiosiarczanéw z CMQT powstaje ten sam produkt wazne jest
réznicowanie obydwu zwigzkow w trakcie analizy. Jest to mozliwe dzigki zastosowa-
niu réznych warunkéw pH podczas derywatyzacji. Tiosiarczany, w przeciwienistwie
do siarczkéw, ulegaja reakeji z CMQT w srodowisku kwasnym, co pozwala na ozna-
czenie zawarto$ci obydwu zwigzkéw w dwoch kolejnych analizach, wykonanych dla
probek ,,derywatyzowanych” w réznych warunkach pH [40].

3. WYKORZYSTANIE SOLI ONIOWYCH W ANALITYCE PROBEK
BIOLOGICZNYCH

Oznaczanie w probkach biologicznych endogennych aminokwaséw tiolowych,
takich jak Cys, Hcy, Cys-Gly, y-Glu-Cys czy GSH jest wazne, ze wzgledu na role
jaka zwigzki te odgrywaja w organizmach zywych. W wielu przypadkach réwnie
istotna jest mozliwo$¢ oznaczania lekow tiolowych. Zwigzki te sg obecne w osoczu,
moczu, $linie, a takze w czesciach roélin i narzagdach wewnetrznych zwierzat, w tym
réwniez czlowieka. Opracowanie metod oznaczania w tak zlozonych matrycach jest
pracochlonne, ale tylko jako$ciowe i ilo$ciowe oznaczenie moze pomdc w zrozu-
mieniu ztozonych szlakéw metabolicznych, diagnozie niektérych chordb czy stresu
abiotycznego.
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Ze wzgledu na stabg absorpcje w zakresie UV-Vis i brak fluorescencji, pod-
czas oznaczania tiole poddawane sg zazwyczaj derywatyzacji chemicznej. Szerokie
zastosowanie znalazly tutaj sole pirydyniowe i chinoliniowe. Technikg najczesciej
stosowang w procedurach oznaczania tioli, wykorzystujacymi derywatyzacje solami
oniowymi jest HPLC w odwréconym ukladzie faz oraz elektroforeza kapilarna (CE)
(Tab. 1).

Tabela 1. Zastosowanie soli oniowych w analizie prébek biologicznych
Table 1. Application of onium salts for biological sample analysis
Lp. Odczynnik Analit Matryca Technika Odno$nik
1 Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly Osocze [32]
2 Mesna Mocz [33]
3 Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly Slina [34]
4 Hcy, Cys, Cys-Gly Mocz [35]
5 Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly Osocze [36]
6 N-acetylo-Cys, Hcy, Cys, GSH,
Cys-Gly Osocze [37]
7 Ne-Hcy-Lys, Hcy, Cys, GSH,
Cys-Gly Osocze HPLC (38]
CMQT
8 Hcy, Cys, GSH, y-Glu-Cys Tkanki rodlinne [39]
9 Tiosiarczany Mocz [40, 54]
10 Cys zredukowana,
Cys catkowita Mocz [57]
11 Metimazol Embriony kurze,
biatko i z6ttko jaja
kurzego (48]
12 Hcy zredukowana,
Hcy calkowita,
Hcy zwigzana z proteinami Osocze [55]
13 Cys, GSH Sok
pomaranczowy [62]
14 Cysteamina Osocze [53]
15 Cys, GSH Sok -
pomaranczowy [50]
16 Hey Osocze [56]
17 Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly Osocze [52]
18 | BCPB Hcy, Cys, Cys-Gly Mocz HPLC [21]
19 Kwas liponowy Mocz [22]
20 Cys, Hey Mocz [18]
21 CMPI Hcy Osocze HPLC [19]
22 Cys Osocze [20]
23 Siarkowodor Osady denne [63]
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3.1. ZASTOSOWANIE DO PROBEK OSOCZA

Osocze to bardzo skomplikowana, a jednoczesnie najczesciej wykorzystywana
matryca do badan analitycznych. W jego sklad wchodzg biatka, a takze produkty ich
metabolizmu, witaminy, kwasy tluszczowe, lipoproteiny, liczne sole mineralne, pro-
dukty metabolizmu hemu i wiele innych substancji. Stezenie biologicznie waznych
tioli w osoczu cztowieka jest niskie (wyjatkiem jest Cys) i zalezy od diety, stylu zycia,
uwarunkowan genetycznych oraz stanu zdrowia.

Metody oznaczania niskoczasteczkowych tioli w osoczu z wykorzystaniem
soli oniowych skladaja sie zazwyczaj z kilku etapow, obejmujgcych przygotowanie
probki i koncowe rozdzielanie na kolumnie chromatograficznej lub w kapilarze. Eta-
pami tymi sg redukcja wigzan disiarczkowych, derywatyzacja wolnych tioli i usu-
niecie biatek. Zmieniajac kolejnos¢ wykonywania tych etapéw mozemy oznaczyé
calkowitg zawarto$¢ tioli, tiole zredukowane lub zwigzane z biatkami. Ze wzgledu
na to, ze w organizmach zywych tiole wystepuja najczesciej w postaci utlenionej,
pierwszym etapem przygotowania probki podczas oznaczania tzw. tioli catkowitych
jest redukcja wigzan disiarczkowych. Etap ten mozemy pomingc jesli chcemy ozna-
czy¢ tylko stezenie zredukowanych form tioli. Jesli etap deproteinizacji wykonamy
jako pierwszy, w wytraconym biatku mozemy oznaczy¢ tiole z nim zwigzane.

Opisano kilka metod oznaczania tioli w osoczu, wykorzystujacych technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym ukladzie faz, z detekcja
UV i derywatyzacje przedkolumnowa CMQT [45]. CMQT wykorzystywany jest
m.in. do oznaczania w osoczu Cys, Hcy, GSH, Cys-Gly, Ne-Hcy-Lys czy y-Glu-
Cys [32, 36, 42]. W celu oznaczenia zredukowanych form tych tioli bezposrednio
do osocza dodawany jest roztwdr buforu fosforanowego o pH = 7,6, zawierajacy
0,01 M CMQT [32, 36]. Czas reakgji jest stosunkowo krotki i wynosi ok. 2 min.
Nastepnie probka jest deproteinizowana PCA. Zakwaszenie probki przedluza trwa-
to$¢ powstatych pochodnych. W przypadku oznaczania catkowitej zawartosci tioli
w osoczu etap derywatyzacji poprzedzony jest redukcjg z uzyciem tris(2-karboksy-
etylo)fosfiny (TCEP) [36]. Powstale pochodne rozdzielane sa chromatograficznie
z wykorzystaniem elucji gradientowej. Co istotne, metoda ta pozwala na oznaczenie
obok siebie, w stosunkowo krétkim czasie (12 min.) i w trakcie jednej analizy, kilku
waznych z biologicznego punktu widzenia zwigzkéw tiolowych.

Wykazano, ze TCEP moze zosta¢ zastgpiona borowodorkiem sodu [32]. Wow-
czas do probki osocza dodawane sg kolejno EDTA, 6 M NaBH, w 0,1 M wodoro-
tlenku sodu, 3 M kwas solny oraz n-oktanol, ktérego zadaniem jest zapobieganie
nadmiernemu pienieniu si¢ probki na skutek wydzielanego w trakcie reakcji wodoru.
Kiedy nadmiar NaBH, ulegnie rozkladowi do roztworu dodawany jest bufor fosfo-
ranowy o pH = 7,6, w celu zapewnienia odpowiedniego srodowiska dla reakcji tioli
z CMQT. Zakres liniowosci metody dla Cys i Cys-Gly wynosi 0,5-10 pM, dla GSH
0,3-5 uM, a dla Hey 0,2-2 uM.

Wyzej opisane procedury przygotowania probki sa uniwersalne i mozna je
zastosowal chcgc oznaczy¢ tylko jeden zwigzek. W celu skrdcenia czasu analizy
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nalezy zmodyfikowa¢ warunki chromatograficzne. Opracowano metode oznacza-
nia Hcy z zastosowaniem elucji izokratycznej [55]. Faz¢ ruchoma stanowil 0,05 M
kwas trichlorooctowy doprowadzony do pH = 3,2 wodorotlenkiem litu (88%) oraz
acetonitryl (12%). Granica wykrywalnoéci tej metody, dla zredukowanej formy
Hcy i tzw. Hcy wolnej (pula Hey niezwigzana z biatkami) wynosi odpowiednio 0,1
i0,3 pM, a granica oznaczalnosci 0,2 1 0,5 pM.

Dzigki temu, ze pochodne jakie tworzy CMQT z tiolami posiadaja tadunek
dodatni w prawie calym zakresie pH, odczynnik ten z powodzeniem moze by¢
wykorzystywany do oznaczania Hcy technikg elektroforezy kapilarnej [56]. W celu
zredukowania wigzan disiarczkowych do osocza dodawana jest TCEP. Czgsteczki
Hcy poddawane sg nastepnie derywatyzacji odczynnikiem CMQT. Po deproteini-
zacji 3 M kwasem solnym otrzymany supernatant mieszany jest z acetonitrylem
w stosunku objetosciowym 1:2, co w odpowiednich warunkach elektroforetycznych
pozwala na zat¢zenie analitu w kapilarze. Zakres liniowosci dla tej metody miesci
sie w przedziale 8-50 uM, a granica wykrywalnosci to 1 uM. W podobny sposdb
wykorzystano CMQT podczas opracowywania elektroforetycznej metody oznacza-
nia cysteaminy w probkach osocza [53].

Bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (BCPB) to sol, ktéra takze moze by¢
stosowana jako odczynnik derywatyzujacy obecne w osoczu aminokwasy tiolowe.
W 2008 r. opracowano metode, w ktorej etap derywatyzacji z BCPB poprzedzony
jest redukcjg wigzan disiarczkowych TCEP w buforze Tris [52]. Derywatyzacja
z 0,1 M BCPB przebiega do$¢ szybko (10 min.), a separacja analitow prowadzona
jest z wykorzystaniem elucji gradientowej w odwréconym ukladzie faz. Metoda ta
pozwala na oznaczenie Cys, Hcy, GSH i Cys-Gly w trakcie jednej analizy w czasie
8 minut. Granica wykrywalnosci dla wszystkich analitow wynosi 0,2 pM, natomiast
limit oznaczalnosci 0,5 pM.

Oznaczenia Cys w osoczu mozna wykona¢ uzywajac jako reduktora MTE,
a jako odczynnika derywatyzujacego CMPI [20]. Reakcja redukeji disiarczkow
MTE zachodzi calkowicie po 30 min. inkubacji w temperaturze pokojowej. Pomimo
tego, ze MTE reaguje z CMPI, przesuniecie batochromowe maksimum absorpcji
z 293 nm dla samego odczynnika do 312 nm dla pochodnej oraz réznica w czasach
retencji pochodnych Cys-CMPI i MTE-CMPI pozwalajg na oznaczenie catkowitej
zawarto$ci Cys w osoczu. Zakres liniowosci dla tej metody miesci sie¢ w przedziale
20-300 pPM.

3.2. ZASTOSOWANIE DO PROBEK MOCZU

Z analitycznego punktu widzenia mocz jest bardzo atrakcyjng, cho¢ zlozona
matrycg do badan. Pomimo, Ze nie zawiera bialek czy lipidéw znajduja sie w nim
inne substancje bedace produktami metabolizmu lekéw, degradacji biatek i pro-
duktéw ubocznych wielu proceséw biochemicznych zachodzgcych w organizmie.



228 P. FURMANIAK, M. WYSZCZELSKA-ROKIEL, P. KUBALCZYK, R. GLOWACKI

Pozyskiwanie probek w przypadku moczu nie jest skomplikowane, co wpltywa na
wybor tej matrycy podczas badan analitycznych.

Tiole endogenne wystepujace w moczu to gléwnie Cys, Cys-Gly, Hey oraz
N-acetylo-Cys. W przypadku przyjmowania lekéw tiolowych ich pozostalosci lub
metabolity sa réwniez obecne w moczu. Podobnie jak w przypadku osocza etapy
przygotowania probki do analizy réznig si¢ w zaleznosci od tego czy oznaczane
jest calkowite stezenie aminokwasow tiolowych czy tylko ich formy zredukowane;j.
W przypadku moczu otrzymane stezenia tioli s3 zazwyczaj normalizowane wzgle-
dem kreatyniny, substancji bezprogowej, ktorej wydzielanie dla danej osoby w ciagu
doby pozostaje na stalym poziomie [35]. Przyczyng jest trudno$¢ w otrzymaniu
reprezentatywnych prébek moczu, bowiem ich sktad i rozcieniczenie jest zalezne od
réznic w metabolizmie, diety oraz stylu Zycia.

Opracowano kilka metod oznaczania zwigzkdéw tiolowych w moczu z wykorzy-
staniem soli oniowych jako odczynnikéw derywatyzujacych. Jedna z nich pozwala
na stosunkowo szybkie i doktadne oznaczenie zawartosci tzw. Cys zredukowanej
i catkowitej [57]. Wigkszos¢ Cys wystepuje w moczu w postaci disiarczku - cystyny,
totez w celu redukcji wigzan disiarczkowych probki moczu byly w pierwszym etapie
inkubowane w 60°C, przez 30 min. z dodatkiem TBE. Dodatkowo do probki zostat
wprowadzony standard wewnetrzny w postaci kwasu 3-merkaptopropionowego. Po
derywatyzacji z CMQT prébki nanoszono na kolumne i eluowano izokratycznie.
Granica wykrywalno$ci i oznaczalnosci na poziomie 0,09 pM i 0,28 pM oraz krotki
czas analizy (6 min.) powoduja, ze metoda ta moze by¢ stosowana do rutynowego
oznaczania Cys w moczu.

Inna metoda oparta o derywatyzacj¢ z CMQT pozwala na oznaczenie w moczu
Cys, Hcey i Cys-Gly [35]. Pierwszym etapem jest redukcja wigzan disiarczkowych
borowodorkiem sodu, a nastepnie derywatyzacja otrzymanych tioli. Zastosowanie
techniki HPLC z detekcja UV i elucja gradientowg pozwala na oznaczenie pochod-
nych tiol-CMQT w trakcie jednej analizy. Zakres liniowosci metody miesci sie
w przedziale 50-500 uM dla Cys, 2-14 uM dla Hey i 2,5-25 uM dla Cys-Gly. Istotny
jest fakt, ze dzigki opracowaniu i zastosowaniu tej metody do probek rzeczywistych
pochodzacych od 91 potencjalnie zdrowych dawcdw, po raz pierwszy w literatu-
rze pojawila si¢ informacja o znormalizowanym na kreatynine stezeniu Cys-Gly
W moczu.

Kolejna metoda, w ktérej wykorzystano CMQT do derywatyzacji biologicznie
waznych tioli, pozwolita na wyznaczenie ich statusu redoks w moczu [58]. Przeana-
lizowano probki pochodzace od 45 ochotnikéw, ktdrych usystematyzowano wedtug
réznych grup wiekowych. Wyznaczone stezenia zredukowanej i utlenionej formy
Cys pozwolily stwierdzi¢, ze jej status redoks nie zalezy od wieku. W przypadku
Cys-Gly stwierdzono natomiast, ze status redoks tego tiolu u dzieci rézni si¢ od
statusu redoks dorostych.

Opublikowano procedure, w ktérej wykorzystano CMQT do derywatyzacji
tiosiarczandw obecnych w moczu czlowieka [40]. W przeprowadzonych badaniach
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wykazano m.in., Ze CMQT reaguje z tiosiarczanami w $rodowisku kwasnym, co
pozwala na ich réznicowanie w probce od jonéw siarczkowych, dajacych w sro-
dowisku alkalicznym takg samg pochodna - tiochinolon. Granica oznaczalno$ci
metody wynosi 0,5 uM, a zakres liniowosci miesci sie w przedziale 0,5-50 uM.

CMPI oraz BCPB réwniez znalazty zastosowanie do oznaczania waznych z bio-
logicznego punktu widzenia aminokwaséw tiolowych. Ze wzgledu na fakt, ze CMPI
reaguje z takimi reduktorami jak MTE czy DTT, zaproponowano metod¢ oznacza-
nia Cys i Hey z wykorzystaniem TBF jako reduktora [18]. Po redukcji nastepuje etap
derywatyzacji z CMPI, ktory w buforze o pH = 8,2 i temperaturze pokojowej trwa
10 min. Zakres liniowosci metody dla Cys miesci sie¢ w przedziale 20-200 uM, a dla
Hcy w przedziale 5-150 uM. Metoda ta zostala zastosowana do oznaczania stezenia
wydalanej z moczem Cys i Hcy. BBCP wykorzystano do spektrofotometrycznego
oznaczania sumy tioli w probkach moczu [21]. Jako analityczng dlugos¢ fali przy-
jeto 316 nm. Kalibracji dokonano w zakresie 50-500 pM, a metodg¢ aplikowano do
37 prébek moczu pochodzacych od zdrowych ochotnikdw.

3.3. SLINA, HOMOGENATY TKANEK ROSLINNYCH I PRODUKTY SPOZYWCZE

Obecnos¢ zwigzkow siarki w organizmach roslinnych i zwierzecych oraz funk-
cje jakie pelnig sprawiajg, ze istnieje konieczno$¢ ich oznaczania nie tylko w osoczu,
moczu ale réwniez w §linie, tkankach roélin i osadach dennych. Takze w tym przy-
padku wykazano przydatno$¢ soli oniowych jako odczynnikéw derywatyzujacych.
Przykladem jest $lina, ktorej probki sg fatwo dostepne i ich pobieranie nie stwarza
wigkszych trudnosci. W ponad 90% sklada si¢ ona z wody, ale zawiera tez wiele
istotnych z analitycznego punktu widzenia substancji. Obecne s3 w niej aminotiole,
takie jak Cys, Hcy, Cys-Gly, a takze GSH. W $linie wystepuje tez wiele elementow
przeciwdzialajacych czynnikom szkodliwym, takim jak bakterie, dym tytoniowy czy
komorki rakowe [59]. Ponadto, w niektdrych przypadkach slina wykorzystywana
jest do celow diagnostycznych [60, 61].

Metoda oznaczania zwigzkéw tiolowych w §linie z wykorzystaniem CMQT
obejmuje trzy etapy [34]. Pierwszym, tak jak w przypadku osocza i moczu, jest
redukcja wigzan disiarczkowych, do ktérej wykorzystano TBE Po 30 min. inkubacji
w 60°C do prébki dodano bufor fosforanowy z CMQT. Ostatni etap to deproteini-
zacja z uzyciem 3 M kwasu chlorowego(VII). Na kolumne nanoszono 20 pl super-
natantu i prowadzono separacje z wykorzystaniem elucji gradientowej. Przeprowa-
dzono réwniez walidacje metody i zastosowano ja do oznaczania aminokwaséw
tiolowych w probkach pochodzacych od kilku dawcow. Metoda pozwala, w ciggu
10 min., oznaczy¢ obok siebie cztery biologicznie wazne zwigzki tiolowe wystepu-
jace w §linie.

CMQT zostal zastosowany do oznaczania niskoczasteczkowych zwiazkdow tio-
lowych w korzeniach pszenicy podczas badania wptywu na ich rozw6j metali, takich
jak miedz, kadm i nikiel [39]. Korzenie pszenicy zostaly zhomogenizowane w bufo-



230 P. FURMANIAK, M. WYSZCZELSKA-ROKIEL, P. KUBALCZYK, R. GLOWACKI

rze fosforanowym. Do otrzymanego po odwirowaniu supernatantu dodano TCEP
w celu redukcji wigzan disiarczkowych, a nastepnie CMQT w celu derywatyzacji
wolnych tioli. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze poszczegdlne
metale wywierajg znaczny wplyw na zawarto$¢ oznaczanych zwigzkéw tiolowych
w tej czedci rosliny. Wyzej wspomniana metoda zostala takze wykorzystana do
oznaczenia GSH i Cys-Gly w lisciach przypotudnika krysztatkowego (fac. Mesem-
bryanthemum Crystallinum) [49]. Na podstawie wyznaczonej zawartosci zreduko-
wanej formy GSH i GSH zwigzanego z biatkami stwierdzono, ze stres oksydacyjny
wywolany infekcja powoduje zwiekszenie S-glutationylacji biatek. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku Cys-Gly.

Zwigzki tiolowe sg obecne nie tylko w lisciach czy korzeniach roélin ale row-
niez w owocach i wytworzonych z nich produktach. Wykorzystujac techniki separa-
cyjne oraz derywatyzacj¢ z uzyciem CMQT opracowano procedury umozliwiajace
oznaczanie niektorych aminotioli w sokach owocowych. Do oznaczania Cys i GSH
w soku pomaranczowym wykorzystano techniki elektroforezy kapilarnej i chroma-
tografii cieczowej z detekcja UV [50, 62]. W przypadku metody elektroforetycznej
probke soku rozcienczono w pierwszym etapie buforem Tris i poddano redukcji
z uzyciem TCEP. Nastepnie przeprowadzono reakcje derywatyzacji odczynnikiem
CMQT, deproteinizacje 3 M PCA i dodano acetonitryl w stosunku 1:2. Do kapilary
hydrodynamicznie wprowadzono 60 nL prébki. Zakres liniowosci metody okreslono
w przedziale 2,5-30 uM. Przygotowanie probki w metodzie chromatograficznej
wygladato w sposdb analogiczny do opisanych wczesniej dla probek osocza i moczu
(22, 36, 46, 52, 58]. Uzyskano podobne zakresy liniowo$ci i granice oznaczalnosci.

CMPI wykorzystano podczas oznaczania siarkowodoru w probkach wodnych,
uzyskanych po sedymentacji osadéw dennych [63]. Przygotowanie prébki obejmo-
walo sgczenie i derywatyzacje w lekko alkalicznym $rodowisku. Powstaly po reakcji
jonow siarczkowych z CMPI tiopirydon byl rozdzielany od innych sktadnikéw mie-
szaniny na kolumnie C18, w warunkach elucji izokratycznej, z dodatkiem oktylo-
sulfonianu sodu jako odczynnika par jonowych. Zakres liniowosci metody miescit
sie w przedziale 5-600 pM.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie derywatyzacji chemicznej wykorzystujacej sole oniowe, w przy-
padku oznaczania biologicznie waznych tioli, siarkowodoru oraz tiosiarczandw,
pozwala na uzyskanie granic oznaczalnosci na poziomie nmol na ml prébki, pod-
czas gdy ich zawarto$ci w materiale biologicznym wynosza srednio kilka lub kilka-
dziesigt nmol na ml probki. Korzystne wlasciwosci fizykochemiczne wspomnianych
soli, jak i uzyskanych pochodnych umozliwily opracowanie wielu prostych, tanich
i szybkich metod analitycznych, pozwalajacych na efektywne oznaczanie endo-
gennych aminokwaséw tiolowych takich jak Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly, y-Glu-Cys
i niektorych lekéw tiolowych w ptynach fizjologicznych oraz tkankach roslinnych
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i zwierzecych. Stosujac wspomniane metody mozna oznacza¢ w/w zwiazki z dobra
czuloscig i precyzja, w szerokim zakresie stezen, charakterystycznych zaréwno dla
stanow patologicznych jak i normalnych. Metody te sg konkurencyjne w stosunku
do innych, wykorzystujacych np. derywatyzacje dajacg pochodne fluoryzujace, czy
tez pochodne aktywne elektrochemicznie.
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ABSTRACT

Opioids are the oldest drugs know to humanity, which have been and continue
to be used for the treatment of chronic pain. Unfortunately they have a large num-
bers of side effects [1-6]. Three main types of opioid receptors y (MOR), § (DOR)
and k (KOR) are known [8]. The ORL1 receptor was classified as the fourth member
of opioid receptor family [9]. Opioid receptors can form homodimers and the fol-
lowing heterodimers: DOR-KOR, DOR-MOR and KOR-MOR [13c,d,f, 14].

Specially designed ligands which are able to penetrate the BBB are used to study
physiological consequences of opioid receptor homo- and heterodimerization, and
as new analgesics.

Bivalent ligands are defined as compounds that contain two pharmacophoric
units, an appropriately designed spacer to separate and define the two pharmaco-
phores, and a linker unit to connect the pharmacophores, to the spacer (Fig. 1) [16].

The affinity of a ligand to its target depends on its fundamental kinetic asso-
ciation and dissociation rate constants (Scheme 1) [24]. Bivalent ligands interacting
with the opioid receptors have been divided into three groups: nonpeptide, pep-
tide-nonpeptide and peptide homo- or heterodimers. Nonpeptide bivalent ligands
(4-21, 27-41 and 44-45) containing different pharmacophores (selective opioid
agonists or/and antagonists) connected with designed linkers have potent analgesic
properties [25-34]. Compound 35 may be useful in the treatment of opioid depen-
dence.

Studies of peptide-nonpeptide ligands, which are a combination of “address”
segments of endogenous opioid peptides and selective alkaloid ligand (47-50) indi-
cate that peptide part of the analogues can modulate the receptor selectivity of the
attached alkaloid pharmacophores [35]. Series of peptide-nonpeptide ligands con-
taining different classes of opioid peptides and fentanyl (52-86) were synthesized
and tested for binding affinity to ¢ and & opioid receptors [38-40]. Good opioid
affinity and antinociceptive activity of some of the obtained bivalent ligands (57,
61, 63) suggesting that a novel class of analgesics can be further developed utilizing
this approach. Among homobivalent ligands the most important is biphalin 87 and
its analogues (88-124) [41-53]. Analgesic potency of the most active ligand 112 is
greater than parent peptide (biphalin) and morphine.

Keywords: opioid peptides, nonpeptide bivalent ligands, peptide bivalent ligands,
opioid activity, homo- and heterobivalent ligands

Stowa kluczowe: peptydy opioidowe, biwalentne ligandy niepeptydowe, biwalentne
ligandy peptydowe, aktywnos¢ opioidowa, homo- i heterobiwalentne ligandy
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WPROWADZENIE

Opioidy, jedne z najczesciej zalecanych $rodkéw przeciwboélowych, stosowane
sg od tysiecy lat. Wykazuja one szerokie spektrum dzialania w osrodkowym i obwo-
dowym ukladzie nerwowym. Moga jednak powodowa¢ wiele skutkéw ubocznych
[1]. Dzialania niepozadane ze strony przewodu pokarmowego [2] i osrodkowego
uktadu nerwowego [3] (nudnosci, wymioty, zaparcia, obrzeki, a takze sedacja) sa
czestym powodem przerwania leczenia opioidami. Moga wystapi¢ takze: hiperal-
gezja [4], zmniejszenie libido, inne zaburzenia hormonalne [5] oraz depresja. Poza
tym, przy dtuzszym ich stosowaniu jako analgetykéw moze ulec zmianie tolerancja
organizmu na dany lek, istnieje takze ryzyko uzaleznienia organizmu od przyjmo-
wania opioidéw [6]. Oddziatujg one z receptorami opioidowymi, ktére nalezg do
rodziny receptoréw zwigzanych z biatkiem G (GPCR) [7] i odgrywaja wazng role
w odczuwaniu bélu. Obecnie przyjmuje sig, ze istnieja cztery typy receptoréw: trzy
typowe receptory opioidowe ¢ (MOP), § (DOP) i x (KOP) [8] oraz nieopioidowy
receptor ORL1 (NOP) [9], zaliczony takze do tej rodziny. Wszystkie receptory
zostaly sklonowane i dobrze scharakteryzowane [10]. Aktywacja MOR, DOR, KOR
lub ORL1 wywoluje podobne efekty [11], m.in. zahamowanie aktywnosci cyklazy
adenylanowej (AC) i uwalnianie Ca** w kanatach typu N i typu L. Aktywacja recep-
toréw opioidowych zwieksza takze aktywnos¢ fosfolipazy C, ktéra powoduje przej-
$ciowy wzrost stezenia jondw Ca’* wewnatrz komérek, aktywowanie kanatéow K*
i kinazy biatkowej (MAPK).

Dzigki rozwojowi metod badan farmakologicznych, biochemicznych oraz
biofizycznych [12] udowodniono dimeryzacj¢/oligomeryzacje GPCR poprzez
homo- i heterodimeryzacje [13]. Wykorzystanie metod koimmunoprecypitacji
i fluorescencyjnych potwierdzilo wystepowanie homodimeréw MOR, DOR i KOR,
oraz heterodimeréw DOR-KOR, DOR-MOR i KOR-MOR [13c-d,f, 14]. Waznym
kierunkiem badan jest opracowanie narzedzi chemicznych do farmakologicznego
charakteryzowania heterodimeréw receptoréw opioidowych jak réwniez poszuki-
wanie ich ligandéw o potencjalnym zastosowaniu jako leki.

1. BIWALENTNE LIGANDY

Projektowanie biwalentnych ligandéw receptoréw opioidowych wymaga
wyboru odpowiedniego farmakoforu, miejsca polaczenia ze starannie zaprojekto-
wanym Igcznikem, o optymalnej dtugosci.

1.1. PODZIAL

Biwalentne ligandy mozemy podzieli¢ ze wzgledu na sposéb potaczenia obydwu
aktywnych fragmentéw (Rys. 1) [15]. Konjugatem nazywamy biwalentny ligand,
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w ktérym obydwa farmakofory polaczone sa ze sobg za pomocg mostka, ktéry nie
nalezy do zadnego z tych ligandéw. Wyrézniamy dwa podtypy konjugatow: tatwo
ulegajace rozszczepieniu (gléwnie estry) i nierozszczepialne. Rozszepialne konju-
gaty mozna traktowac jak proleki, gdyz gtéwnymi metabolitami tego typu zwigzkow
s3 dwa pojedyncze ligandy, ktére indywidualnie oddzialujg z docelowym miejscem
w organizmie. Ligandy scalone wystepuja wtedy, gdy oba aktywne fragmenty sg ze
sobg bezposrednio polaczone. W przypadku gdy oba farmakofory posiadaja jakis
wspolny fragment, mamy do czynienia z ligandami nachodzgcymi.

konjugaty ligandy scalone  ligandy nachodzace

oo Co @

Rysunek 1. Podzial biwalentnych ligandow
Figure 1. Categories of bivalent ligands

Wirod biwalentnych ligandéw wyrdzni¢ mozemy ligandy homo- i heterobiwa-
lentne, zawierajace odpowiednio dwa identyczne badz dwa rézne farmakofory.

1.2. PROJEKTOWANIE

Jednym z najwazniejszych aspektéw w projektowaniu biwalentnych ligandow
jest dobdr odpowiednich farmkoforéw. Przy ich poszukiwaniu nalezy uwzgledni¢
nastepujace wlasciwosci: zawade przestrzenng, aktywnos¢, mozliwos¢ sfunkcjonali-
zowania bez zakldcania oddzialywan ligand-receptor.

Przyjmuje si¢, ze masy czasteczkowe wykorzystywanych ligandow powinny by¢
stosunkowo niewielkie (300-400 Da) [16]. Co wigcej, farmakofory powinny posia-
da¢ wysokie powinowactwo do odpowiednich receptoréw, poniewaz czgsto ulega
ono obnizeniu po przylaczeniu mostka. W skrajnych przypadkach powinowactwo
moze zosta¢ obnizone o dwa rzedy wielkosci [17]. Innym bardzo waznym aspektem
jest wybor miejsca przylaczenia. Aby wlasciwie dobra¢ pozycje, w ktdrej dotaczony
zostanie mostek, nalezy przeanalizowa¢ zalezno$¢ pomiedzy strukturg a aktywno-
$cig (SAR) pojedynczych ligandow. Wykorzystuje sie obecne w farmakoforze grupy
funkcyjne lub po ich sfunkcjonalizowaniu. Wiadomo np. ze w pozycje N°-adeno-
zyny mozna z powodzeniem wprowadza¢ duze podstawniki [18], dlatego Karellas
i wspdtpracownicy wybrali t¢ pozycje jako miejsce przylaczenia lacznika w zapro-
jektowanym przez nich biwalentnym ligandzie [19]. Zheng i wspolpracownicy
otrzymali zwigzek 3 oddzialujacy z heterodimerem u-CCK, (Rys. 2) [20]. W tym
celu, grupa ketonowa oksymorfonu 1 zostata przeksztalcona w funkcje aminowa,
a grupa metylowa L-365,260 2 w odpowiedni eter, co mialo ulatwi¢ przylaczenie
mostka miedzy tymi ligandami.
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Rysunek 2. Biwalentny ligand 3 zaprojektowany przez Zhenga i wspotpracownikow
Figure 2. Bivalent ligand 3 designed by Zheng and coworkers

Ogromny wplyw na aktywno$¢ biwalentnych ligandéw ma takze dobér lacz-
nikéw o odpowiedniej dlugosci i budowie [21]. Dla wielu receptorow, zwlaszcza
opioidowych, zostala wyznaczona optymalna odleglos¢ miedzy farmakoforami,
zapewniajaca odpowiednie wigzanie ligand-receptor [22].

O oddzialywaniu z receptorem decyduje jednak nie tylko dtugos¢ facznika, ale
takze jego budowa. Shonberg i wspélpracownicy zaprojektowali struktury mostkow
wykorzystywanych w syntezie biwalentnych ligandéw [16]. Lacznik powinien by¢
odpowiednio elastyczny, aby umozliwi¢ dopasowanie obu ligandéw do kieszeni
receptordw, chociaz inkorporacja lacznikéw o malej swobodzie konformacyjne;j
moze by¢ pomocna przy okreslaniu konformacji bioaktywnych. Innym bardzo
waznym parametrem jest polarno$¢ tacznikéw. Wptywa ona w znacznym stopniu
na rozpuszczalnos¢ biwalentnych ligandéw. Obecnos¢ grup hydrofilowych moze
w znaczny sposob poprawic rozpuszczalnos¢ zwigzku w wodzie, dlatego wiele tacz-
nikéw zawiera reszty poliamidowe badz glikolu etylenowego. Teoretycznie kazdy
z opisanych mostkéw moze zosta¢ uzyty do polaczenia dwéch dowolnych fragmen-
tow. W praktyce dobdr mostka nalezy jednak dokladnie rozwazy¢, gdyz w znaczacy
sposdb wplywa on na wlasciwosci biwalentnych ligandéw.

1.3. UPROSZCZONY MODEL ODDZIALYWANIA HETEROBIWALENTNYCH
LIGANDOW Z RECEPTORAMI

W przypadku biwalentnych ligandéw synergizm wynikajacy z jednoczesnego
oddzialywania obu ligandéw z odpowiednimi miejscami wigzgcymi moze wptywac
na wzrost powinowactwa i czasu wigzania. W przypadku zwigzania si¢ jednego
farmakoforu, pochodzacego od biwalentnego ligandu, prawdopodobienstwo zwig-
zania drugiego jest zazwyczaj wigksze niz prawdopodobienstwo wigzania dwdch
pojedynczych ligandéw do tych samych receptorow [23].

Zazwyczaj w symulacjach dotyczacych heterobiwalentnych ligandéw zakla-
dano, ze oba ligandy wykazuja takie same kinetyczne wlasciwosci i posiadajg iden-
tyczne stale asocjacji i dysocjacji. Taka sytuacja nie moze mie¢ w rzeczywisto$ci
miejsca, ale zalozenia takie stosowano dla uproszczenia obliczen. Uwzglednienie
réznic w stalych szybkosci pozwolilo na lepsze poznanie oddziatywania biwalent-
nych ligandéw z receptorami [24]. W przypadku bardziej zlozonych kompleksow,
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jak biwalente ligandy, konieczne jest uwzglednienie stalych szybkosci wszystkich
zachodzacych proceséw (Schemat 1).

a 2
K+a a
A-B - — A-B
K.a \L—/"v'
/0 AB ——— aAB
b a A ~
Kb | [k+b ap Kb | [ken/f a’ABb’
og AB ~
y ABb aABb
7 e
b K+alf a-b
A-B b — A-B

Schemat 1. Oddziatywanie heterobiwalentnego ligandu a-b z receptorami A-B
Scheme 1. Heterobivalent ligand a-b interaction with A-B receptor

Oba farmakofory biwalentnego ligandu a-b moga wigza¢ si¢ z wlasciwymi
dla nich miejscami wiazacymi receptoréw A i B w kompleksie A-B. Kazdy proces
wigzania ligand-receptor jest odwracalny. A i B sg na tyle blisko siebie, by umoz-
liwi¢ jednoczesne zwigzanie dwoch farmakoforéw pojedynczej czasteczki ligandu.
W pierwszej kolejnosci wiazaniu moze ulec jeden z ligandéw. Wigzanie drugiego
ligandu, w celu utworzenia kompleksu a—A-B-b, jest trudniejsze i wymaga wzigcia
pod uwage czynnika f, uwzgledniajacego niekorzystng zmiane entropii.

2. BIWALENTNE LIGANDY OPIOIDOWE

Biwalentne ligandy oddzialujace z receptorami opioidowymi zostaly podzie-
lone na trzy grupy: biwalentne ligandy niepeptydowe, mieszane peptydowo-niepep-
tydowe oraz peptydowe.

2.1. BIWALENTNE LIGANDY NIEPEPTYDOWE

Pierwsze doniesienia na temat syntezy niepeptydowych biwalentnych ligandéw,
selektywnie oddziatujacych z receptorami opioidowymi pochodzg z wczesnych lat
80. XX wieku [25]. Portoghese i wspdtpracownicy otrzymali zwigzki 4, 5 skladajace
sie z dwoch jednostek naltreksonu, potgczonych za pomoca glikolu etylenowego.
Oba analogi byly bardziej aktywne niz ich monomeryczne ligandy (Tab. 1).
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Tabela 1. Struktury i aktywnos¢ opioidowa biwalentnych ligandéw wywodzacych si¢ z naltreksonu

Table 1. Structures and opioid activities of bivalent ligands derived from naltrexon
IC. [nM]
Zwigzek =
u [ K
Vi AVl
OH HO
4 \ 3,24+0,57 | 7,17+£2,69 | 16,91 + 3,07
0 o}
HO o Nﬂf \—/ xNH o OH
V7 Va
OH HO
5 \ 5,75+ 1,21 | 30,67 £2,98 | 2,61 +0,52

A N AN A S

HO

W kolejnych badaniach faczniki glikolowe zastgpiono mostkami zloznymi
z reszt glicynowych. Niewatpliwg zaletg tego typu mostkow jest tatwos¢ ich wpro-
wadzania, zmniejszenie hydrofobowosci czasteczki, a takze fatwo$¢ w manipulowa-
niu dtugoscia tacznika. Badania SAR wykazaly, ze maksymalne powinowactwo do
receptora pt posiada zwigzek zawierajacy dwie reszty glicynowe, natomiast skrocenie
tancucha zwigkszyto wigzanie z receptorem k. Dla zachowania symetrii czasteczki,
wprowadzono jednostki sukcynylowe i fumarylowe (Rys. 3).

v

OH

o o o o
NH NH OH NH Y NH OH
0 o 0 o
HO NH NH HO NH NH
o o o o

N N

HO HO

6 D 7 D

Rysunek 3. Struktury biwalentnych ligandéw wywodzacych sie z naltreksonu, zawierajacych mostek sukcyny-
lowy i fumarylowy
Figure 3. Structures of bivalent ligands derived from naltrexon containing succinyl and fumaryl linkers

Badania SAR zwigzkéw 6 i 7 rowniez potwierdzily, ze selektywnych antagonistow
receptora k mozna otrzymaé poprzez zmniejszenie dystansu pomiedzy dwoma
ligandami [26]. Natomiast selektywnych agonistéw receptora p 8-15 otrzymano
przez zastgpienie reszty naltreksonu oksymorfonem [26b-c] (Rys. 4).



BIWALENTNE LIGANDY RECEPTOROW OPIOIDOWYCH 241
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8-15 (n = 0,1,2,3, konfiguracja na C*- a lub p)

Rysunek 4. Struktury biwalentnych ligandéw wywodzacych si¢ z oksymorfonu
Figure 4. Structures of bivalent ligands derived from oxymorphone

Bardzo aktywne zwigzki otrzymano przez bezposrednie polaczenie dwoch czas-
teczek naltreksonu za pomocg heterocyklicznych pierscieni [27] (Rys. 5). Badania
SAR wykazaly, ze dla zachowania selektywnosci konieczna jest obecno$¢ wolnych
grupy OH w pierscieniu aromatycznym oraz wystepowanie podstawnika N-cyklo-
propylowego lub N-allilowego. Co wigcej, fragment pirolu pelni tylko i wylacznie
funkcje mostka, nie wplywa na oddziatywanie z receptorem i moze by¢ z powodze-
niem zastgpiony innymi facznikami np. tiofenem.

Rysunek 5. Struktury biwalentnych ligandéw, pochodnych naltreksonu
Figure 5. Structures of bivalent ligands derived from naltrexon

W zespole Archera otrzymano trzy biwalentne ligandy o wywodzace si¢
z 14f3-aminomorfinonu oddziatujgce z receptorami i _(Rys. 6) [28].

TAMO 19 N-CPM-TAMO 20 N-CBM-TAMO 21

Rysunek 6.  Struktury biwalentnych ligandéw, wywodzacych si¢ z 14f3-aminomorfinonu
Figure 6. Structures of bivalent ligands derived from 14f-aminomorphinone

Badania te daly poczatek syntezie calej serii biwalentnych ligandow selektyw-
nych wzgledem receptoréw y i k [29]. Zsyntetyzowano rézne homo- i heterodimery,
pochodne morfinianéw (Rys. 7), zawierajace taczniki o réznej budowie i dlugosci.
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R = CH,

& ok

Rysunek 7. Struktury monomerycznych ligandéw morfinianowych, R' = OH lub NH,
Figure 7. Structures of morphinian monomeric ligands, R' = OH or NH,

Otrzymane zwigzki zostaly poddane badaniom na wigzanie z receptorami opio-
idowymi, co pozwolilo okresli¢ m.in. wplyw budowy i dlugosci tacznika na aktyw-
no$¢ biologiczng otrzymanych analogéw. Przeprowadzona optymalizacja budowy
i dlugo$ci mostka wykazata, ze zastapienie tacznika eterowego pomiedzy farmako-
forami (np. butorfan-O-(CH,) -O-butorfan) mostkiem estrowym (np. butorfan-
-0-CO-(CH,),-CO-O-butorfan) podnosi aktywnos¢ analogéw [29a]. Obiecujace
wyniki powinowactwa ligandéw zawierajacych laczniki estrowe zachecity auto-
réw do syntezy kolejnych zwigzkéw posiadajacych rézne ugrupowania pomiedzy
dwoma resztami estrowymi.

Zespot Portoghesea [27a, 30] wykorzystal w badaniach kombinacje¢ farmako-
foréw agonisty i antagonisty: 5’-guanidynonaltrindol (antagonista receptora «) (5-
GnTI), B-naltreksaming (antagonista receptora y), naltrindol (antagonista recep-
tora §) oraz ICI 199,441 (agonista receptora «), polaczonych tacznikami o réznych
diugosciach (Tab. 2). Zwigzki te posiadaly mostek zawierajacy jednostki glicynowe
zapewniajgce rownowage hydrofilowo-lipofilows, jednostke sukcynylowg zapew-
niejaca elastycznos¢ i korzystng interakeje z heterodimerami lub reszte alkiloaminy,
ktéra umozliwia zmiang dlugosci tacznika o jeden atom. Zbadano aktywnos¢ anta-
gonistyczng otrzymanych zwigzkéw przez pomiar hamowania uwalniania Ca*
w komoérkach HEK (ang. human embryonic kidney), o okreslonym poziomie recep-
torow opioidowych « i p lub w tescie cofania ogona u myszy. Wszystkie otrzymane
biwalentne ligandy w serii KMN antagonizowaly uwalnianie Ca** w komérkach
zawierajacych pojedyncze receptory, ale tylko ligand KMN-21 35 (Tab. 2) hamowat
uwalnianie Ca”* w komérkach zawierajacych ko-receptor x-u. Dane te sugeruja, ze
zwigzek KMN-21 z 21-atomowym lgcznikiem skuteczniej taczy si¢ z heterodime-
rem receptorow opioidowych k-p niz z homodimerami. Dwa selektywne biwalentne
ligandy KDN-21 29 [22a] i KDAN-18 33 [31] selektywnie tgczyly sie z heterodi-
merami receptoréw opioidowych 6-x. Ligand KDN-21 29 byl silnym antagonista
DPDPE i bremazocyny, co sugerowato ze heterodimer §-« jest ztozony z podtypow
0,-k,. Biwalentny antagonista x-§ KMN-21 35 takze zawiera 21-atomowy lacznik
[22b], co sugeruje wspdlny sposob taczenia z heterodimerycznymi receptorami x-p
ix-0.
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Tabela 2. Struktury biwalentnych ligandéw KDN, KDAN, KMN
Table 2. Structures of KDN, KDAN, KMN bivalent ligands

Biwalentny ligand Lacznik

KDN-15x=1,n=3,27
KDN-20x=2,n=2,28
KDN-21x=2,n=3,29
KDN-22x=2,n=4,30
KDN-23x=2,n=>5,31

KDAN-12m=1,n=2,32
KDAN-18m=2,n=2,33
KDAN-20m=2,n=4, 34

KMN-21 35

W tym samym zespole otrzymano i przebadano seri¢ biwalentnych ligandéw
zawierajacych agoniste receptora y — oksymorfon i antagoniste receptora § — naltrin-
dol I polaczonych mostkami o réznych ditugosciach (16-21 atomdw) (Rys. 8) [32].
Otrzymano analogi o wyzszej aktywnosci niz morfina, co potwierdzono w tescie
cofania ogona (np. MDAN-21 41, podany dozylnie, dziatal 50-razy silniej niz mor-
fina). Dlugos$¢ lacznika okazata sie kluczowa dla oddzialywania z receptorami.
Ligandy o dluzszych Iacznikach (19-21 atoméw) jednoczesnie oddzialuja z dwoma
receptorami opioidowymi, podczas gdy krotszy facznik umozliwia interakcje tylko
z jednym receptorem. Wigzanie z dwoma receptorami pozwolilo na otrzymanie
aktywnych zwiazkow niepowodujacych tolerancji i uzaleznien. Co wiecej, analog
MDAN-21 zastosowano z powodzeniem do leczenia objawéw uzaleznienia od mor-
finy u malp.
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MDAN-16,n =2, 36
MDAN-17,n = 3, 37
MDAN-18,n =4, 38
MDAN-19,n =5, 39
MDAN-20, n = 6, 40
MDAN-21,n=7,41

Rysunek 8.  Struktury biwalentnych ligandéw z serii MDAN
Figure 8. Structures of MDAN bivalent ligands

Czasteczki oddziatujace z heterodimerami y-0 otrzymano takze w wyniku
polaczenia liganddw silnie wiazacych si¢ z MOR (oksymorfon i naltrekson) i ligan-
déw o niskim powinowactwie do DOR (ENTI 42 i SNC80 43) (Rys. 9) [33]. Oba
ligandy 44 i 45 chetniej wigzaly sie z heterodimerami receptoréw opioidowych niz
z odpowiednimi homodimerami.

ENTIL 42
HI 44
SR

SUsasEOVes<EUNINIS

o 0\

SNC80, 43 45

Rysunek 9.  Struktury ENTI i SNC80 oraz wywodzacych sie z nich ligandow
Figure 9. Structures of ENTI, SNC80 and their bivalent ligands

Zsyntezowano takze biwalentne ligandy, selektywne wzgledem receptora
NOP [34]. Odpowiednie zwigzki otrzymano przez polaczenie dwdch jednostek
JTC-801 46 (Rys. 10) mostkami diiminowymi i diaminowymi o réznych dlu-
gosciach. JTC-801 byl pierwszym antagonista receptora NOP testowanym w bada-
niach klinicznych.
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Rysunek 10.  Struktura JTC-801
Figure 10.  JTC-801 structure

Wiszystkie zwigzki zawierajace tacznik diiminowy wykazywaly nizsze powi-
nowactwo do NOP niz macierzysty ligand. Prawdopodobnie spadek aktywnosci
wynika z obecno$ci podwdjnego wigzania trans-azometinowego, ktére wymusza
na czasteczce przyjecie niekorzystnej, rozciggnietej konformacji. Co wigcej, wraz
ze wzrostem dlugosci facznika spadek aktywnos¢ jest bardziej widoczny. Odwrotny
trend zaobserwowano w przypadku czgsteczek z tacznikiem diaminowym.

2.2. BIWALENTNE LIGANDY PEPTYDOWO-NIEPEPTYDOWE

W celu sprawdzenia, czy cz¢$¢ adresowa endogennych peptydéw opioidowych,
odpowiedzialna za selektywnos¢ wzgledem receptoréw, moze wplywac na selektyw-
no$¢ farmakoforow alkaloidowych, Portoghese i wspotpracownicy [35] otrzymali
analogi Leu-enkefaliny i dynorfiny, w ktérych N-terminalny dipeptyd (fragment
odpowiedzialny za ,wiadomos¢”) zastgpili oksymorfonem badz naltreksonem
(Rys. 11). Fragment peptydowy (odpowiedzialny za ,,adres”) i alkaloidowy potaczyli
za pomocg mostka hydrazonowego.

N—NH

}—Fhe-teu }—Phe-Leu-Arg—Arg-lle-OMe

o o
R=CH, 47 R=CH, 49
R=CH,CH(CH,), 48 R=CH,CH(CH,), 50

Rysunek 11.  Struktury biwalentnych ligandow 47-50
Figure 11.  Bivalent ligands 47-50 structures
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Tabela 3. Aktywno$¢ opiodowa biwalentnych ligandow 47-50

Table 3. Bivalent ligands 47-50 opioid activities
K, nM
Zwiazek
u ) K
47 14,8 + 1,8 6,5+ 0,18 96 + 13
48 0,76 + 0,08 3,1+£0,10 2,8 +£0,20
49 15,5+ 0,94 24+0,84 9,8 +£0,21
50 2,3+0,36 5,7 £ 0,60 2,2+ 0,41

Wyniki powinowactwa otrzymanych ligandéw do receptoréw opioidowych
wskazujg na to, ze fragment peptydowy silnie wplywa na selektywno$¢ calej czas-
teczki (Tab. 3). Selektywno$¢ jest wynikiem stanu réwnowagi pomiedzy powino-
wactwem czesci adresowej i czedci niosacej informacje. W przypadku, gdy oba
komponenty wykazywaly podobne powinowactwa, domena adresowa silnie wply-
wala na selektywnos¢, poprzez zwickszenie powinowactwa do jednego z receptoréow
opioidowych, a zmniejszenie wigzania z dwoma pozostatymi. W przypadku, gdy
cze$¢ niosgca wiadomos¢ silniej wigzala si¢ z jednym z receptoréw to cze¢s¢ adre-
sowa wplywata gléwnie na zmniejszenie powinowactwa do receptoréw innego typu.

W tym samym zespole zaprojektowano i otrzymano biwalentne ligandy oksy-
morfaminy i [D-Glu]’enkefaliny [36]. Tylko jeden z dwoch otrzymanych analogéw
wykazywal lepsze wlasciwoséci antynocyceptywne u myszy niz odpowiedni mono-
walentny ligand.

Podobne podejscie w swoich badaniach wykorzystali Neumeyer i wspotpra-
cownicy [37]. Zaprojektowany analog MCL-450 51, otrzymany przez polfaczenie
0-selektywnego peptydowego farmakoforu Dmt-Tic i y,x-selektywnego butorfanu,
wykazywal wysokie powinowactwo do wszystkich trzech receptoréw opioidowych
(Tab. 4).

Tabela 4. Struktura i aktywno$¢ opioidowa MCL-450
Table 4. Structure and opioid activities of MCL-450

K, nM

P
i

Zwigzek

HO.

0,69+0,04 | 1,5+0,03 | 0,28+0,03

MCL-450, 51

W literaturze opisane sg takze analogi fentanylu, w ktérych grupa fenyloety-
lowa zostala zastgpiona przez aminokwasy aromatyczne [38]. Otrzymano y-selek-
tywne analogi wykazywaty rézne powinowactwo do receptoréw opioidowych p i 6.
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Przeprowadzono takze badania pomig¢dzy strukturg a aktywnoscig konjugatow
enkefaliny i fentanylu [39]. Otrzymane analogi wykazywaly wysokie powinowactwo
do receptoréw opioidowych y i § (Tab. 5), a takze, w przeciwienstwie do enkefa-
lin, charakteryzowaly sie duzg biodostepno$cig. Zastgpienie Tyr resztg Dmt 55, 64
znacznie poprawilo powinowactwo do receptora y, inkorporacja D-Nle w pozy-
cje¢ 2 zwigkszyla site wigzania z receptorem & 53, 54. Takze halogenowanie pierscie-
nia aromatycznego fenyloalaniny zwigkszylo aktywnos¢ opioidowa 56-63 (Tab. 5).

Tabela 5. Struktury i aktywnos¢ opioidowa koniugatow fentanylu i analogdéw enkefaliny
Table 5. Structures and opioid activities of fentanyl-enkephalin conjugates
K, nM
Zwigzek .
U )
Peptyd =
Tyr-D-Ala-Gly-Phe, 52 23 0,69
Dmt-D-Nle-Gly-Phe, 53 0,39 0,18
Dmt-D-Nle-Phe, 54 0,36 1,1
Dmt-D-Ala-Phe, 55 0,15 1,7
Q Dmt-D-Nle-Gly-Phe(pCl), 56 0,10 0,08
Dmt-D-Nle-Gly-Phe(pF), 57 0,02 0,40
""’"“_"C}“ ,  Dmt-D-Ala-Gly-Phe(pCl), 58 0,14 0,14
2: Dmt-D-Nle-Phe(pCl), 59 5,0 19
Dmt-D-Ala-Phe(pCl), 60 0,33 1,6
Dmt-D-Ala-Gly-Phe(pF), 61 0,01 0,03
Dmt-D-Tic-Gly-Phe(pF), 62 0,35 0,48
Dmt-D-Tic-Gly-Phe(pCl), 63 0,15 0,11
Dmt-D-Ala-Gly-Phe, 64 0,38 0,36

Zsyntezowano réwniez analogi, w ktérych reszte propionylowa zastapiono
aminokwasami lub krétkimi peptydami. Taka modyfikacja powinna korzystnie
wplywaé na zmniejszenie toksycznosci zwigzku (Tab. 6) [40]. Zsyntezowane czas-
teczki wykazywaly wysoka p-selektywnos¢. Analogi zawierajace jedng badz dwie
reszty aminokwasowe 65-68 posiadaly bardzo stabe powinowactwo do receptoréw
opioidowych. Natomiast wiekszos$¢ zwigzkow z diuzszym fragmentem peptydowym
69-71 byta wysoce aktywna.
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Tabela 6. Struktury i aktywnos¢ opioidowa biwalentnych ligandéw fentanylu
Table 6. Structures and opioid activities of fentanyl bivalent ligands
K, nM
Zwigzek -
7 0
Peptyd =
— /@ FmocGly, 65 1000 1000
N PhtGly, 66 2080 13000
AcfBAla, 67 1030 8400
AcPhe-fAla, 678 2680 7600
N Tyr-D-Ala-Gly-Phe-$Ala, 69 0,90 1,1
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Gly, 70 0,09 12
Tyr-D-Abu-Gly-Phe-Leu-Gly, 71 0,43 2,8
Tyr-D-Pro-Gly-Phe-Leu-Gly, 72 260 630
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Gly, 73 13 27

Podobne modyfikacje przeprowadzono dla dynorfiny, deltorfiny oraz endo-
morfiny (Rys. 12) [39a, 40b].

Tyr-DAla-Gly-Phe —NH-NH

o
O ° A
Tyr—DAIa—GIy—Phe—NHCN N CN
- O
75

°j/ o 0 /@ R’ = Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu-Arg, R* = O, 76

e /\/\NH)LNH/\)]\N R' = Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu-Arg-Trp, R = O, 77

I R' = Dmt-D-Ala-Gly-Phe(pCl)-Leu-Arg-D-Arg-Gln-Phe, R* = O, 78
Ejj R' =Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Phe-Arg-Trp, R® = Val-NH,

I, R' = Dmt-D-Ala-Gly-Phe(pCl)-D-Leu, R* = Leu, n = 2, 80

Oj’" 0 /@ R’ = Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pCl), R* = Phe(pentaF), n = 5, 81
y /Y""]u&k" R' = Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg, R* = Phe(pentaF), n = 5, 82
R o R' = Tyr-Pro-Trp-Phe(pCl), R* = Phe(pF), n = 5, 83
ﬁj R' = Tyr-Pro-Trp-Phe, R’ = brak, n = 1, 84
@\)‘ R' = Tyr-D-Ala-Phe-Aib-Val-Val, R* = brak, n = 1, 85
R' = Tyr-D-Ala-Phe, R’=Val-Val-Gly, n = 1, 86

Rysunek 12.  Struktury biwalentnych ligandéw fentanylu i peptydéw opiodowych
Figure 12.  Structures of fentanyl-opioid peptides bivalent ligands

Wszystkie analogi dynorfiny (76-79) oraz enkefaliny (75, 80-82) wykazywaly
wysokie powinowactwa do obu receptoréw opioidowych. Tylko analog 74, ktdéry nie
zawieral pierScienia N-fenylowego byl nieznacznie mniej aktywny. Analogi endo-
morfiny (83-84) wykazywaly mniejszg aktywno$¢ niz macierzysty peptyd. Analog
deltorfiny 85 zachowal wysoka §-selektywnos$¢, natomiast analog 86 wykazywat
nieznaczng y-selektywnos¢. Z przeprowadzonych badan wynika, ze obecno$é¢ frag-
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mentu anilidopiperydyny w znacznym stopniu wplywa na aktywno$¢ i funkcjonal-
no$¢ otrzymanych zwigzkow

2.3. BIWALENTNE LIGANDY PEPTYDOWE

Wsréd homobiwalentnych ligandéw na szczegolng uwage zastuguje bifalina
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-], 87, otrzymana przez Lipkowskiego i wspoétpracowni-
kow [41]. Bifalina zbudowana jest z dwdch aktywnych tetrapeptydéw, wywodzacych
sie z enkefalin, potaczonych ze sobg w sekwencji palindromowej, ogon do ogona, za
pomocg mostka hydrazynowego. Peptyd ten posiada wysoka aktywno$¢ i wiele zalet
terapeutycznych (Tab. 7). W zalezno$ci od sposobu podania, bifalina moze wykazy-
wac do 257 razy wyzszg aktywnos¢ niz morfina [42].

Tabela 7. Struktura i aktywno$¢ opioidowa bifaliny
Table 7. Biphalin structure and opioid activities
IC50 (nM)
Zwigzek
9 ¢

OH

(Q/o o ©\= o o
87 H,N/Y“"])LNH’Y""JMH'"”V\NHL/""VJEP/NW 26403 | 1,4+04
o o 3 o ]
hS i

Badania wykazaly, ze bifalina jest obiecujagcym lekiem przeciwbdlowym, wywo-
tujacym w przeciwienstwie do morfiny, tylko drugorzedne objawy uzaleznienia
[43]. Prawdopodobnie jest to wynikiem réznej selektywnosci tych zwigzkdéw wzgle-
dem receptoréw. Morfina wykazuje duze powinowactwo do receptora y, natomiast
bifalina dobrze wigze si¢ zaréwno z receptorem § jak i y [44]. Poza tym posiada ona
nieznaczne, ale wystarczajace powinowactwo do receptora k. Aktywacja receptora x
zapobiega niektorym niepozadanym efektom indukowanym przez agonistow recep-
toréw /9, np. tolerancji na lek, uzaleznieniu fizycznemu i psychicznemu.

W zespole Hrubyego [45] zsyntezowano analogi bifaliny modyfikowane
w pozycjach 3,3’ oraz 4,4, w celu zbadania ich aktywnosci biologicznej (Tab. 8).
Wprowadzenie reszty p-fluoro-fenyloalaninowej w pozycje 4 i 4’ (89) zwiekszalo
8-krotnie powinowactwo do receptora 6, a 2-krotnie do receptora y. Jednak wraz ze
wzrostem wielkosci wprowadzanego do czasteczki halogenu (90 i 91) powinowac-
two do obu receptoréw malalo. Wbudowanie w taiicuch p-nitro-fenyloalaniny (92)
prowadzito do otrzymania analogu o wartosciach wigzania z receptorami posred-
nich miedzy analogiem z p-fluoro i p-chloro-fenyloalaning. Wprowadzenie grupy
aminowej w pozycje para fenyloalaniny (93) powodowalo 46-krotny spadek powi-
nowactwa do receptora § i praktycznie wyeliminowato powinowactwo do recep-
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tora p-opioidowego. Zastapienie reszt glicyny resztami fenyloalaniny w pozycjach
313’ (88) powodowalo obnizenie powinowactwa do obydwu receptoréw. Takze Li
i wspolpracownicy zaprojektowali i otrzymali analogi modyfikowane w pozycjach 4,
4’ (94-98) [46]. Modyfikacje te doprowadzity do otrzymania wysoce y-selektywnych
analogdw.

Tabela 8. Struktury i aktywnos¢ opioidowa analogéw bifaliny modyfikowanych w pozycjach 3,3 i 4,4’

Table 8. Structures and opioid activities of biphalin analogs modified in positions 3,3’ and 4,4’
Zwiazek 1C,, (M)
g ¢

[Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH-], 88 65 + 31 6,5+ 2,7
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pF)-NH-],, 89 0,31 +0,12 | 0,64+0,38
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pCl)-NH-],, 90 0,54+0,05 | 2,44+ 1,8
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pI)-NH-],, 91 520+0,30 | 245+53
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pNO2)-NH-],, 92 0,63 +0,10 | 0,94 +0,12
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pNH2)-NH-],, 93 120 + 34 10000
[Tyr-D-Ala-Gly-(2S,3R)--MePhe-NH-],, 94 110 £13 1,3+0,19
[Tyr-D-Ala-Gly-(2S,3S)-3-MePhe-NH-],, 95 11+1,7 3,0+ 1,0
[Tyr-D-Ala-Gly-1-Nal-NH-] , 96 64+26 | 0,79%0,16
[Tyr-D-Ala-Gly-2’-Nal-NH-],, 97 74%19 1,7 +0,52
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(2,3,4,5,6-F)-NH-] , 98 7,8 +2,5 0,91 + 0,21

Niesymetryczne analogi bifalin zostaly zsyntezowane przez zespdl Lipkow-
skiego (Rys. 13) [47]. Wcze$niej wykazano, ze obecnos¢ dwdch aktywnych farmako-
forow w czasteczce nie jest konieczna dla oddziatywan z receptorem y. Nawet mono-
hydrazyd tetrapeptydu wykazywal zadawalajace powinowactwo do tego receptora.

Tyr-D-Ala-Gly-X-NH-NH-Y

(X=Trp, Y=Phe 99, X=Phe, Y=D-Nle 103,

X=Phe, Y= Phe 100, X=Phe, Y=Tyr 104,
X=Phe, Y=D-Phe 101, X=Phe, Y=Trp 105,

X=Phe, Y=Nle 102, X=Phe, Y=dansyl 106).

Rysunek 13. Niesymetryczne analogi bifaliny
Figure 13.  Nonsymmetric biphalin analogs

Wprowadzenie do tancucha lipofilowej norleucyny 102 i 103 zamiast aroma-
tycznej fenyloalaniny nie zmienilo w znaczacy sposob selektywnosci bifaliny. Takze
zmiana chiralno$ci aminokwasu nie miata wyraznego wplywu na wigzanie z recep-
torami 1001101, 1021103. Analogi 1041105, w ktoérych reszta fenyloalaniny zostata
zastgpiona innym aminokwasem aromatycznym zachowaly wysokie powinowactwo
do receptora y przy obnizonym powinowactwie do receptora § o jeden rzad wiel-
ko$ci. Wprowadzenie reszty dansylowej dalo wysoce aktywny analog 106. Obecnos¢
podstawnika fluorescencyjnego, umozliwia przeprowadzenie licznych badan farma-
kokinetycznych i farmakodynamicznych.

Pierwsze cykliczne analogi bifaliny otrzymano w zespole Hrubyego [48].
Reszty D-alaniny w pozycjach 2 i 2’ zastagpiono D- i L-cysteing, a nastepnie utwo-
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rzono mostek disulfidowy pomigdzy grupami tiolowymi. Otrzymano dwie rézne
struktury. Wprowadzenie dwdch reszt D-cysteiny nie zmienialo heterochiralnej
struktury bifaliny, natomiast wprowadzenie dwoch reszt L-cysteiny doprowa-
dzito do utworzenia nowego homochiralnego peptydu, skladajacego sie wylacznie
z L-aminokwasow. Analog zawierajacy reszty D-cysteiny wykazal wyzsza aktywnos¢
niz homochiralny analog, a nawet wigksza niz wykazuje sama bifalina.

Otrzymano takze analogi bifaliny modyfikowane °-h-aminokwasami (Tab. 9)
[49]. Wbudowanie reszty f*-h-Tyr w pozycji 1,1’ 107, B*-h-Gly w pozycje 2,2’ 108
lub 3,3’ 109 prowadzito do p-selektywnych analogéw o slabym powinowactwie
receptorowym. Tylko inkorporacja °-h-Phe w pozycji 4,4’ 110 data analog o aktyw-
nosci poréwnywalnej z bifaling. Badania te potwierdzily znaczenie odpowiedniego
dystansu pomiedzy resztami fenyloalaniny a tyrozyny. W przypadku analogu mody-
fikowanego f-h-Phe zmianie ulegta tylko odlegtoé¢ pomiedzy dwoma farmakofo-
rami, co zwigksza elastyczno$¢ peptydu i utatwia dopasowanie do kieszeni recep-
tora. Juz wczesniej wykazano, ze odlegto$¢ pomiedzy obydwoma ligandami moze
by¢ zmieniana bez znacznej utraty aktywnosci [50].

Tabela 9. Struktury i aktywno$¢ opioidowa analogéw bifaliny modyfikowanych f’-h-aminokwasami
Table 9. Structures and opioid activities of biphalin analogs modified with f’-h-amino acids
K, [49a] (IC,)) [49b] (nM)
Zwigzek
6 ¢
[*-h-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-],, 107 480 62
(IC,, >10 000) (IC,, >10 000)
[Tyr-B-h-Gly-Gly-Phe-NH-] , 108 450 57
[Tyr-D-Ala-f°-h-Gly-Phe-NH-],, 109 240 172
[Tyr-D-Ala-Gly-f’-h-Phe-NH-],, 110 0,72 (1.26) 1,1 (316)
(B*-h-Tyr-D-Ala-B*-h-Phe-NH),, 111 (794) (>10 000)

Zaprojektowano i zsyntezowano takze analogi bifaliny, zawierajgce cykliczny
alifatyczny badz aromatyczny mostek [51]. Analogi o krotszej sekwencji peptydowe;j
wykazywaly bardzo stabe powinowactwo do receptoréw opioidowych. Réwnocze-
sna modyfikacja pozycji 4 i 4" resztami p-fluorofenyloalaniny i modyfikacja tacznika
doprowadzily do uzyskania bardzo aktywnych analogéw [52]. Analog z mostkiem
piperazynowym posiada wyzsze powinowactwo do obydwu receptoréw opioido-
wych, natomiast analog z mostkiem 1,2-fenylodiaminowym tylko do receptora .
Testy MVD i GPI pokazuja jednak, ze oba analogi sg bardziej aktywne niz sama bifa-
lina. Najaktywniejszy analog AM-94 jest obecnie intensywnie badany (Rys. 14) [53].



252 0.FRACZAK, A. OLMA

0 i ~
[} Q Q H
NH_ A
Y NH,
: o

HZN\)I\NH%rNHJI\MH N:’/'__’\NJ\/NHT(\NHIK/ Tl/\

s

112
Rysunek 14. Struktura analogu bifaliny AM-94
Figure 14.  AM-94 structure

Oprocz dimerycznych analogéw enkefalin, otrzymano takze dimeryczne ana-
logi dermorfin (Tab. 10) [54]. Dimeryczne tetrapeptydy 114-120 wykazuja wlasci-
wosci odmienne niz dermorfina. Peptydy te posiadaja poréwnywalne powinowac-
two do receptora p i duzo wyzsze do receptora §. Co wiecej, wydluzanie dlugosci
tacznika 115-117 prowadzilo do spadku aktywnosci. Zastapienie Gly resztami Sar,
dato analogi o lepszych wlasciwos$ciach, natomiast zastgpienie D-Ala resztg D-Arg
prowadzito do znacznego zmniejszenia wigzania z receptorem §. Dimeryczna der-
morfina 125 wykazuje lepsze wlasciwosci niz monomeryczny peptyd.

Tabela 10.  Struktury i aktywnos¢ opioidowa dimerycznych analogéw dermorfiny
Table 10. Structures and opioid activities of dermorphin bivalent ligands
Zwigzek 1C,y [nM]
U 0

[Tyr-D-Ala-Phe-NH-],, 113 99,8 + 7,39 | 402,8 £ 66,2
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-],, 114 9,50 + 1,36 | 101,9 + 4,27
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-CH, ], 115 9,04 + 1,42 | 185,1 £22,2
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-CH,-CH,-],, 116 9,68 +1,80 | 58,3+0,87
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-(CH,),-],, 117 72,3+4,79 | 110,6 + 10,5
[Tyr-D-Ala-Phe-Sar-NH-CH,-],, 118 520+ 0,46 | 109,6 + 18,9
[Tyr-D-Arg-Phe-Sar-NH-CH -], 119 1,98 £ 0,51 | 369,9 + 83,2
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-NH-], 120 0,27 +0,04 | 7,88+ 0,07
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-NH-CH,-],, 121 091+0,15 | 44,7 +9,74
[Tyr-D-Ala-Phe-Sar-Tyr-NH-],, 122 0,38 £0,06 | 23,9+5,89
[Tyr-D-Arg-Phe-Sar-Tyr-NH-],, 123 1,52+0,33 | 27,0+ 3,42
[Tyr-D-Ala-Phe-D-Ala-Tyr-NH-],, 124 1,02 +£0,22 | 49,6 + 8,06
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH-],, 125 0,27 £0,03 | 46,2 +6,30

Otrzymano takze calg serie biwalentnych ligandéw zawierajacych ugrupowa-
nia Dmt i Dmt-Tic [55]. Zwiazki zawierajace reszt¢ Dmt polaczone mostkami mety-
lenowymi o réznej diugosci sg wysoce p-selektywne, natomiast analogi zawierajace
Dmt-Tic sg nieznacznie §-selektywne. Aktywno$¢ biologiczna otrzymanych analo-
gow silnie zalezata od dlugosci facznika. Dimeryczne analogi Dmt-Tic, niezaleznie
od natury lacznika, byly silnymi antagonistami obu receptoréw opioidowych, przez
co mogag by¢ potencjalnie stosowane w walce z uzaleznieniem od alkoholu.
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PODSUMOWANIE

Dimeryzacja/oligomeryzacja GPCR poprzez homo- i heterodimeryzacje moze

wplywa¢ w znacznym stopniu na wlasciwosci receptoréw m.in. na wigzanie z ligan-
dami, sygnalizacje, a takze ich transport. Waznym kierunkiem badan jest wiec opra-
cowanie narzedzi chemicznych do farmakologicznego charakteryzowania heterodi-
merow receptoréw opioidowych a takze poszukiwanie ich ligandéw o potencjalnym
zastosowaniu jako leki. Odpowiednio zaprojektowane biwalentne ligandy moga
potencjalnie stuzy¢ jako selektywne i skuteczne leki przeciwbolowe.
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Prof. UAM dr hab. Stanistaw Lamperski jest absolwen-
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doktora nauk chemicznych i doktora habilitowanego-
nauk chemicznych w zakresie chemii - chemia fizyczna
uzyskal na Wydziale Chemii tegoz Uniwersytetu. Prowa-
dzi badania struktury i wlasciwoséci termodynamicznych
obszarow miedzyfazowych metodami symulacji mole-
kularnych. Jest autorem oryginalnej metody obliczania
indywidualnych i $rednich wspélczynnikéw aktywnosci
elektrolitu. Od 2002 pelni funkcje Kierownika Zespotu
Dydaktycznego Chemii Fizycznej i Teoretycznej. Jest cztonkiem Polskiego Towa-
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Mgr Jakub Chrzanowski jest absolwentem Chemii,
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Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewi-
cza w Poznaniu. Obecnie jest doktorantem w Zakladzie
Chemii Fizycznej Wydzialu Chemii UAM. Jego bada-
nia naukowe dotycza wlasciwoéci termodynamicznych
i strukturalnych obszaru miedzyfazowego wystepujacego
miedzy dwiema cieczami o ograniczonej rozpuszczalno-
$ci metodg Monte Carlo. Poszukuje nowych metod obli-
czania wartosci napigcia miedzyfazowego z symulacji
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ABSTRACT

Interfaces have been recently a subject of profound interest for physicists, che-
mists and biologists because of the processes taking place in the interfacial region
like adsorption, catalysis of chemical reactions etc. Computer simulations treat
an interface in a full atomic level and by that they are a valuable complementary
technique for experiment and theory. In this paper, different methods for the cal-
culation of an interfacial tension by computer simulations are described and com-
pared. The most commonly used method for the interfacial tension calculation was
developed by Kirkwood-Buff. It is based on the mechanical route definition. This
approach uses normal and tangential pressure components of the pressure tensor.
The interfacial tension can be also evaluated through its thermodynamic definition.
The method of Bennett defines the interfacial tension as the free energy difference
of two (or more) systems relative to the difference in interfacial areas. The “test-
-area” method is based upon the perturbation formalism. The test state is obtained
from an infinitesimal change of the surface area of the reference system. The third
method based on the thermodynamic route used to evaluate the interfacial tension
is thought as an expanded ensemble simulation where two systems with different
free energy and the interfacial area are connected by a discrete chain of intermediate
subsystems. The next approach is based on the capillary wave theory formalism
which provides a relationship between the surface tension and the wave width due
the capillarity broadening. Interfacial tension may be also computed from the squ-
are gradient theory which is based on the expansion of the Hembholtz free energy in
the Taylor series around the homogeneous state with the assumption that the mole-
cular gradients in the interface are small compared to intermolecular distance. The
theoretical basis, application and results of computer simulations of each method
are presented. Aa accuracy of the methods in different simulation methodologies
and systems is compared.

Keywords: interfacial tension, computer simulations, Kirkwood-Buff method, Ben-
netts method, test-area method, expanded ensemble simulation, capillary wave the-
ory, square gradient theory

Stowa kluczowe: napiecie miedzyfazowe, symulacje komputerowe, metoda Kirk-
wooda-Buffa, metoda Bennetta, metoda test-area, uklad rozszerzony, funkcja fali
kapilarnej, metoda kwadratu gradientu
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- stala kapilarna

- pole powierzchni granicy faz

- parametr wplywu w teorii kwadratu gradientu

- energia swobodna Hemholtza

- sila

stala grawitacji

- entalpia swobodna Gibbsa

- entalpia

- liczba konfiguracji o powierzchni A

- liczba konfiguracji o powierzchni A

- stala Boltzmanna

dlugo$¢, minimalna dlugos¢ fali kapilarnej

- dlugos¢ boku boksu symulacyjnego, maksymalna
dtugos¢ fali kapilarnej

- masa

- liczba czasteczek

ci$nienie

- ciénienie prostopadle do ptaszczyzny granicy faz

ci$nienie réwnolegle do plaszczyzny granicy faz

- dlugos¢ fali kapilarnej

- wektor polozen czasteczki

- entropia

- czas

- temperatura

energia wewnetrzna

- objetos¢

- funkcja wirialna

- kapilarna szerokos¢ fali

- wewnetrzna szeroko$¢ granicy faz

- gruboé¢ granicy faz

- praca, szeroko$¢ boku symulacyjnego

- amplituda fali kapilarne;

- napigcie migdzyfazowe

glebokos¢ studni potencjatu Lennarda-Jonesa

- oscylagje fali kapilarnej

- potencjal chemiczny

- gestos¢ liczbowa

- prawdopodobienstwo termodynamiczne
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WPROWADZENIE

Granicg faz albo moéwiac bardziej precyzyjnie obszarem miedzyfazowym nazy-
wamy obszar lezacy na styku przylegajacych do siebie faz. Charakteryzuje si¢ on
gradientem stezenia skladnikow, a tym samym gradientem wiasciwosci fizykoche-
micznych. Obszar ten ma wyjatkowa strukture oraz wlasciwosci fizykochemiczne.
Wystepuja tam zjawiska takie jak adsorpcja, rozproszenie $wiatla, efekt fotoelek-
tryczny, kataliza heterogeniczna. W celu lepszego zrozumienia zjawisk wystepuja-
cych na granicy faz konieczne jest dokladne poznanie jej struktury na poziomie
molekularnym. Szczegdélnie wymagajaca z punktu widzenia badan jest granica
faz ciecz/ciecz. Eksperymentalne techniki nie daja mozliwosci zbadania struktury
i dynamiki tego obszaru ze wzgledu na to, ze jego grubos¢ jest rzedu $rednicy czas-
teczki. Z tego powodu badania granicy faz ciecz/ciecz sg atrakcyjne dla rozwazan
teoretycznych. Analityczny opis granicy faz wymaga zastosowania wielu uprosz-
czen. Natomiast molekularne symulacje komputerowe pozwalaja bada¢ granice faz
na poziomie czasteczek i oblicza¢ wielkosci makroskopowe. Dlatego sa one cennym
uzupelnieniem technik eksperymentalnych oraz prac czysto teoretycznych. Podsta-
wowg wielko$cig opisujacy granice faz jest napiecie miedzyfazowe. Istnieje szereg
metod pozwalajacych oblicza¢ warto$¢ napiecia miedzyfazowego z symulacji kom-
puterowych. Metody oraz ich poréwnanie koncentrujace si¢ na wadach i zaletach
oraz na obszarze ich zastosowania przedstawione s3 w niniejszym artykule z naci-
skiem na obliczanie napi¢cia migdzyfazowego na granicy faz pomigdzy dwoma cie-
czami.

1. METODY SYMULACYJNE

Molekularne symulacje komputerowe pozwalaja bada¢ wtasciwos$ci oddziatuja-
cych ze sobg ukladéw wieloczasteczkowych. Za pomoca symulacji mozna doktadnie
okresli¢ polozenia i predkosci wszystkich czasteczek w ukladzie. Zaden ekspery-
ment nie jest w stanie zaoferowa¢ tak szczegétowych informacji o ukltadzie. Metody
symulacyjne dzieli si¢ na dwie grupy: deterministyczne i stochastyczne [1].

Dynamika molekularna zaliczana jest do pierwszej z nich. W metodach deter-
ministycznych modeluje sie ruch czasteczek przewaznie opisywany réwnaniami
Newtona, a zderzenia podlegaja prawom mechaniki klasycznej. Technika ta stuzy
do obliczania réwnowagowych i transportowych wlasciwosci wieloczasteczkowych
ukladow. Zaniedbywane sg w jej przypadku efekty kwantowe. Wartos¢ srednig
badanej wielkosci A otrzymuje si¢ poprzez usrednianie jej po czasie ¢
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Metody stochastyczne modeluja jedynie konfiguracje ukladu. Czasteczki nie
poruszaja sie, a wystepuje tylko przeskok z jednej konfiguracji do nastepnej. Dzigki
zastosowaniu algorytmu, ktory generuje konfiguracje zgodnie z prawdopodobien-
stwem ich wystgpienia, szukang wartos¢ oblicza sie jako $rednig arytmetyczng po
wszystkich zaakceptowanych konfiguracjach. Do grupy metod stochastycznych
zalicza si¢ metod¢ Monte Carlo.

2. BOKS SYMULACY)JNY DLA UKEADOW CIECZ-CIECZ

W badaniach symulacyjnych granicy faz ciecz-ciecz zwykle wykorzystywany
jest boks symulacyjny o ksztalcie prostopadloscianu o dlugosci L i szerokosci W.
W boksie symulacyjnym umieszczone sg kolejno fazy prostopadle do jednego z kie-
runkéw, zwykle do kierunku z. Wykorzystywane sg trzy sposoby wzajemnego uto-
zenia faz. W pierwszym przypadku w boksie symulacyjny wystepuja 3 fazy w naste-
pujacej kolejnosci: cieczl / ciecz2 / cieczl (Rys. 1a). Mamy tu tylko jeden typ granicy
faz mianowicie cieczl / ciecz2. Dzigki tej geometrii symulowane s3 jednocze$nie
dwie granice faz cieczl / ciecz2, co poprawia statystyke wynikow. Jest to najczesciej
stosowane rozwigzanie [2-4]. Jego minusem jest to, ze ci$nienie skierowane prosto-
padle do granicy faz p_ w stanie réwnowagi znaczaco odbiega od ci$nienia zalozo-
nego na poczatku symulacji. Jedli nie jest znany profil granicy faz, to aby uzyskaé
zalozong warto$¢ ci$nienia p_, nalezy manualnie dobiera¢ rozmiar boksu podczas
konfiguracji poczatkowych.

a) b) c)

ciecz 1 proznia préznia

ciecz 1 s o
proznia préznia

Rysunek 1. Geometrie symulacyjne dla granicy faz ciecz/ciecz: a) z jednym typem granicy faz, b) z dwoma
réznymi granicami faz ciecz/proznia, ¢) z jednym typem granicy ciecz/proznia

Figure 1. Simulation geometries for liquid/liquid interface with: a) a single interface type; b) two types of
liquid/vacuum interfaces; c) a single liquid/vacuum interface type

Jednym z rozwigzan niwelujacych te niedogodnos¢ jest wprowadzenie przy
scianach boksu dodatkowych faz bedacych proznig. W ten sposob otrzymuje sie
drugi sposéb wzajemnego ulozenia faz w boksie symulacyjnym, w ktérym wyste-
puja odpowiednio 4 fazy ulozone w kolejnosci proznia / cieczl / ciecz2 / prdznia
(Rys 1b). Mamy tez trzeci przypadek, w ktérym jest 5 faz w kolejnosci proznia /
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cieczl / ciecz2 / cieczl / préznia (Rys 1c). Podejscie drugie i trzecie umozliwia prze-
prowadzenie symulacji w ukltadzie mikrokanonicznym przy jednoczesnej relaksacji
gestosci. Do wad tego rozwigzania mozna zaliczy¢ skomplikowang analize wynikow
wynikajaca z wystepowania kilku rodzajéow obszaréw miedzyfazowych oraz to, ze
nie mozna przeprowadza¢ symulacji dla réznych wartoéci ci$nienia p , gdyz $rednia
warto$¢ ci$nienia prostopadlego do granicy faz p  musi by¢ réwna 0 atm. Alter-
natywnym podej$ciem jest zastosowanie geometrii z jednym rodzajem granicy faz
(Rys. 1a) i boksem o zmiennej objetosci. W tym przypadku wymagane jest jednak,
aby znane byly wartosci ci$nienia p_, powierzchni granicy fazy lub napiecia mie-
dzyfazowego. Van Buuren i wspdlpracownicy [2], korzystajac z tego ulozenia faz
w boksie, przeprowadzili symulacje dynamika molekularng granicy faz dla dwéch
niemieszajacych si¢ cieczy. Stosujac symulacje przy statym ci$nieniu uzyskali inny
ksztalt profili gestosci granicy faz niz z symulacji w zespole mikrokanonicznym,
a takze nizsze wartosci napiecia miedzyfazowego.

3. NAPIECIE POWIERZCHNIOWE I MIEDZYFAZOWE

Miedzy czasteczkami kazdej substancji dziatajg sity van der Waalsa zwane
réwniez sitami kohezji (spojnosci) [5]. Sa to sily bliskiego zasiegu. W gtebi fazy
objetosciowej sily kohezji dzialajgce na czgsteczki réwnowazg sie nawzajem, nato-
miast przy powierzchni granicy faz lub w jej poblizu sity te s3 nieskompensowane.
Sily kohezji dziatajace w obszarze powierzchniowym cieczy powoduja powstanie
wypadkowej sily stycznej do powierzchni i przeciwdzialajacej jej powigkszaniu.
Tym samym ciecze wykazuja tendencj¢ do przybierania ksztaltow, ktérym odpo-
wiada najmniejsza powierzchnia. Wowczas najmniejsza liczba czasteczek cieczy
znajduje sie na jej powierzchni, a najwieksza jest w jej wnetrzu. Praca W potrzebna
do zmiany pola powierzchni cieczy o infinitezymalng warto$¢ jest proporcjonalna
do zmiany jej powierzchni A

dW = ydA, (2)

gdzie y jest napieciem powierzchniowym [5]. Wynika stad, Ze miara napiecia
powierzchniowego jest praca, jaka trzeba wykona¢, aby utworzy¢ jednostkowa

powierzchnig cieczy
y {W) 3)
04 ),r

Napiecie powierzchniowe mozna tez zdefiniowaé w oparciu o site F styczng do
powierzchni cieczy, dzialajaca na jednostke diugosci jej obrzeza |
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st (4)
[
Sila ta dazy do zmniejszenia powierzchni cieczy. Napiecie powierzchniowe ma
wymiar energia/powierzchnia lub sita/dtugos¢ i wyraza si¢ w uktadzie SI w jednost-
kach (J/m?) lub (N/m).

Zmiana entalpii swobodnej G (zwanej rowniez energia Gibbsa) przy stalym
ci$nieniu p i temperaturze T jest rowna maksymalnej pracy nieobjetosciowej

dG=dw__ p, T'= const. (5)

Mozna wiec réwnanie (4) zapisa¢ w postaci

oG
V= [aAlj (6)

Entalpia swobodna zdefiniowana jest nastepujaco:
G=H-TS, (7)

gdzie H oznacza entalpie, a S entropi¢. Analogicznie przy stalej temperaturze T oraz
objetosci V napiecie powierzchniowe dane jest wzorem

oF
_(oF (8)
! (aAjm

gdzie F jest to energia swobodna (Hemholtza), ktora definiuje réwnanie
F=U-TS )

natomiast U oznacza energie wewnetrzna.

Pojecie napiecia powierzchniowego dotyczy tylko granicy faz ciecz/gaz. Bar-
dziej ogdlnym pojeciem jest napiecie miedzyfazowe. Ze zjawiskiem napigcia mig-
dzyfazowego mamy do czynienia wszedzie, gdzie istnieje powierzchnia graniczna
niezaleznie od tego, czy jest to granica faz cialo stale / gaz, cialo stale / ciecz, ciecz /
gaz, czy tez ciecz / ciecz. W przypadku granicy faz ciecz / ciecz oraz cialo state / ciecz
wystepuje zjawisko adhezji. Adhezja jest to faczenie sie ze sobg powierzchniowych
warstw faz stalych, badz ciektych. Miarg adhezji jest praca przypadajaca na jed-
nostke powierzchni, ktéra nalezy wykona¢, aby rozlaczy¢ stykajace sie powierzch-
nie. W przypadku granicy wystepujacej miedzy dwiema cieczami praca adhezji jest
to praca potrzebna do rozdzielenia powierzchni granicy faz ciecz A / ciecz B na dwie
powierzchnie ciecz A / gaz A oraz ciecz B / gaz B.
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4. OBLICZANIE NAPIECIA MIEDZYFAZOWEGO
W SYMULACJACH KOMPUTEROWYCH

Istnieje szereg metod pozwalajacych oblicza¢ wartos¢ napigcia miedzyfazowego
za pomoca symulacji komputerowej. Metody mozna podzieli¢ na klasy w opar-
ciu o sposob definiowania napiecia miedzyfazowego. Klasa pierwsza powstata w
oparciu o termodynamike statystyczna. Do klasy tej zalicza si¢ metode Kirkwooda-
-Buffa, ktéra pozwala oblicza¢ napiecie w oparciu o réznice pomiedzy cisnieniem
prostopadlym a réwnolegtym do granicy faz. Klasa druga, skupiajaca w swoim obre-
bie najwiecej metod, bazuje na termodynamicznej definicji napiecia migdzyfazo-
wego danej wzorem (8). Zaliczamy do niej metod¢ Bennetta, fest-area oraz metode
symulacji w ukladzie rozszerzonym. Kolejna klasa zostala opracowana w oparciu
o formalizm funkgji fali kapilarnej. Ostatnie podejscie do obliczania napiecia mie-
dzyfazowego opiera si¢ na teorii gradientu.

4.1. KIRKWOOD-BUFF

Kirkwood razem z Buffem [6] opracowali réwnanie termodynamiki statystycz-
nej na napiecie miedzyfazowe obliczane z funkcji wirialnej. Jesli przyja¢ zalozenie,
ze kierunek z jest prostopadly do powierzchni plaskiej granicy faz, ci$nienie nalezy
opisa¢ wedle kierunkow osi wspdtrzednych jako p,, p, oraz p,. Wyr6zniamy cisnie-
nie prostopadte p_ i styczne p, do granicy faz. Ciénienie prostopadte p_jest réwne
z-owej wartosci ci$nienia p,, natomiast styczne p, réwna jest wyrazeniu (p, + p,)/2.
Dla plaskiej granicy faz warto$¢ ci$nienia p_jest stata i niezalezna od odleglosci od
tej granicy, natomiast warto$¢ ci$nienia p, zmienia si¢ w zaleznosci od odleglosci od
granicy faz. W znacznej odleglosci od granicy faz p_jest rowne p, natomiast w jej
poblizu p przyjmuje wartoéci nizsze od p,. Schematycznie pokazuje to Rysunek 2.

A

p

Pn

Pt

Rysunek 2. Ciénienie styczne p, i prostopadte p_ do granicy faz
Figure 2. Tangential p and normal p_ pressure at the interface region

Warto$¢ napiecia miedzyfazowego jest obliczana z réznicy pomiedzy warto-
$ciami cis$nienia prostopadtego i stycznego do powierzchni granicy faz (7, 8].
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7=:TdZ[pn—pt (2)] (10)

Z Rysunku 2 wynika, Ze nieznikajacy wktad do napiecia miedzyfazowego pochodzi
tylko z obszaru niejednorodnosci. Do obliczenia profili prostopadlego oraz réwno-
legtego do granicy faz cisnienia niezbedna jest znajomos¢ funkcji wirialnej w

w=>r-F (11)

gdzie r, jest wektorem polozenia i-tej czasteczki, a T, jest sita wypadkowq dzialajac
na nig. Korzystajac z funkcji wirialnej, przy zalozeniu, ze granica faz jest prostopadta
do kierunku z, napiecie miedzyfazowe obliczamy ze wzoru

1 3zl.jz.
= ——Lw, 12
’ 2A<§( a ]Wy> "

gdzie <..> oznacza $rednig po konfiguracjach, A jest powierzchnig granicy faz.
Metode Kirkwooda-Buffa mozna fatwo zastosowa¢ w symulacjach prowadzonych
metoda dynamiki molekularnej, w ktorych obliczana jest sita dzialajaca na cza-
steczki. W przypadku metody Monte Carlo niezbedne jest osobne obliczanie sily,
co wplywa niekorzystnie na czas symulacji. Obliczanie napi¢cia miedzyfazowego w
oparciu o metode Kirkwooda-Buffa jest szczegolnie trudne dla ukladéw, w ktorych
czasteczki oddzialuja poprzez nieciagly potencjal lub w przypadku oddziatywan
niesferycznych.

Meyer i in. [4] wykorzystali teorie Kirkwooda-Buffa do opisu napigcia migdzy-
fazowego zastosowang w symulacjach dynamiki molekularnej. Badali symetryczny
ukltad dwoch identycznych cieczy. Czasteczki oddziatywaly za pomoca potencjatu
Lennarda-Jonesa (przyjeto parametry dla argonu), a na wzajemna mieszalno$¢ cie-
czy wplywano przez zmiane wartosci dodatkowych parametréw wprowadzonych
do potencjalu Lennarda-Jonesa. Mimo ze badany uktad byt uproszczony i niereali-
styczny, udalo si¢ uzyska¢ wartosci napiecia miedzyfazowego w granicy od 23,0 do
33,4 mN/m mieszczace si¢ w zakresie wynikéw wyznaczonych eksperymentalnie
dla realnych ukladéw dwoch cieczy. Diaz-Herrera i in. [9] zastosowali metode Kirk-
wooda-Buffa w symulacjach przeprowadzonych metoda dynamiki molekularnej
dla dwoch niemieszajacych sie cieczy. Badali zalezno$¢ napiecia miedzyfazowego
od temperatury zredukowanej T* (T*= Tk/e, ¢ — parametr potencjalu Lennarda-
-Jonesa) w zespole kanonicznym. Wykazali istnienie maksimum napig¢cia migdzy-
fazowego w temperaturze wynoszacej w przyblizeniu T* = 1,1. Pokazali, ze rozmiar
symulowanego ukladu ma wplyw na warto$¢ napiecia miedzyfazowego. Zaobser-
wowali réwniez, ze niewielkie oscylacje gestosci liczbowej fazy jednoskladnikowej
prowadza do znaczacych oscylacji ci$nienia, szczegdlnie w obszarze niskich tem-
peratur. Oscylacje te miaty wplyw na warto$ci napiecia miedzyfazowego. Buuren
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i in. [2] wykorzystali metode obliczania napi¢cia miedzyfazowego wystepujacego
na granicy faz pomiedzy dekanem i wodg z funkcji wirialnej metoda dynamiki
molekularnej w zespole kanonicznym. Przeprowadzili serie symulacji dla rdznych
modeli oddziatywan miedzyczasteczkowych, ktore otrzymano odpowiednio dobie-
rajac parametry potencjatu Lennarda-Jonesa. Otrzymane ta droga wartosci napigcia
miedzyfazowego, mieszczace si¢ w zakresie 42-83 mN/m, s3 znaczaco wyzsze od
wartosdci eksperymentalnej wynoszacej 48,2 + 0,1 mN/m dla temperatury 315 K.
Zwrocili uwage na kluczowy wplyw doboru parametréw oddziatywan miedzycza-
steczkowych na warto$¢ napiecia miedzyfazowego. Autorzy podkreslili, ze obnize-
nie potencjalu oddzialywania pomig¢dzy atomami tlenu i wegla powoduje wzrost
napiecia miedzyfazowego. Buuren i in. [2] zwrécili uwage, Ze zawyzone wartosci
napiecia migdzyfazowego moga wynika¢ z podwyzszonych wartosci ci$nienia p,
dlatego wprowadzili metode skalowania p, do wartosci 1,0 atm, co wplynelo na
obnizenie warto$ci napi¢cia miedzyfazowego dla réznych parametréw oddziatywan
do zakresu 37-72 mN/m.

4.2. BENNETT

Inna metoda obliczania napiecia miedzyfazowego zaproponowana zostala przez
Bennetta [10]. Bazuje ona na zmianie energii swobodnej mi¢gdzy dwoma lub wigcej
ukladami réznigcymi si¢ miedzy sobg polem powierzchni obszaru migdzyfazowego.
Pozwala oszacowa¢ napiecie miedzyfazowe z roznicy energii swobodnej pomiedzy
ukladami rozdzielonymi granicg faz oraz ukltadami, miedzy ktoérymi granica faz nie
wystepuje. Rozniczka energii swobodnej F dana jest wzorem

dF ==8dT - pdV + > u,dN, + 14 (13)

gdzie T jest to temperatura, V objetosci, N, liczba czasteczek i-tego skladnika,
A powierzchnia obszaru miedzyfazowego, oraz y, potencjat chemiczny i-tego sklad-
nika. Po scalkowaniu przy T = const. Otrzymujemy

F=-pV+> uN, +4 (14)

Nadmiar energii swobodnej F* spowodowany obecnoscig obszaru migdzyfazowego
definiuje si¢ nastepujaco:

FS=F-F - FF (15)

gdzie F to energia swobodna niejednorodnego uktadu, w ktérym wystepuja dwie
fazy jednorodne « i 8 oraz obszar miedzyfazowy (Rys 3).
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Rysunek 3. Uktad bokséw symulacyjnych pozwalajacych obliczy¢ nadmiar energii swobodnej F° w metodzie
Bennetta
Figure 3. Simulation systems used to calculate the free energy excess in the Bennett method

Energie swobodne faz jednorodnych zapisujemy

F*=—pV*+% uN* (16)

FP=—pVP+> uN! (17)
natomiast energie swobodng obszaru miedzyfazowego F° definiuje si¢ jako
F* =Y wN; +y4 (18)

gdzie N’ = N. - N* - N/ opisuje wktad kazdego ze skladnikéw do obszaru miedzy-

fazowego. Napiecie miedzyfazowe mozna zapisaé jako wartos$¢ energii swobodnej F°

przypadajacej na powierzchnie obszaru miedzyfazowego

—_ Fs
A

/4 (19)

ale tylko wtedy, gdy wklad kazdego ze skladnikéw do obszaru miedzyfazowego

zanika, N;’ = 0. Wygodniejszy do opisu uktadéw z granicg faz jest wielki potencjat
termodynamiczny , ktéry zdefiniowany jest wzorem

Q=F-> N, (20)
Mozemy wowczas wielki potencjal miedzyfazowy (' zapisac jako
Q*=yA (21)

Powyzsze rdwnania pozwalajg oszacowaé warto$¢ napiecia miedzyfazowego jako
roznice energii swobodnej pomiedzy ukladami bez granicy faz a uktadem, w ktérym
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wystepuje obszar miedzyfazowy. Wada tej metody jest to, iz wymaga ona wykonania
dwdch lub wigcej symulacji w celu uzyskania wartos$ci napigcia migedzyfazowego.

Metoda Bennetta zostala uzyta przez Miyazakiego i in. [11]. Obliczyli oni
napigcie powierzchniowe dla argonu ze zmiany energii swobodnej w podzielonym
na kroki procesie formowania si¢ granicy faz z bloku cieczy w oparciu o symulacje
Monte Carlo z wykorzystaniem potencjalu Lennarda-Jonesa.

4.3. TEST-AREA

Gloor ze wspotpracownikami [12] zaproponowali metode nazywang test-area
(TA), ktéra podobnie jak metoda Bennetta oparta jest na termodynamicznej defi-
nicji napiecia miedzyfazowego. W metodzie TA napiecie miedzyfazowe obliczane
jest w pojedynczej symulacji z réznicy energii swobodnej pomiedzy ukladem refe-
rencyjnym, a ukladem zaburzonym poprzez infinityzemalna zmiane powierzchni

granicy faz
, :[8_F) ~ i (Ej (22)
04 NJV.,T Mo A4 NJV.,T

Uktlad najpierw musi osiagna¢ stan rownowagi. Wtedy przyjmujemy jego stan jako
referencyjny (uklad 0). Zaktada sie, ze granica faz jest planarna i prostopadta do kie-
runku z oraz ma powierzchnie réwng A . Nastepnie tworzony jest uktad zaburzony
z nowa powierzchnig A, granicy faz (uklad 1) zgodnie ze wzorem

4, = 4,1+ ML), (23)

gdzie AA" jest bezwymiarowym parametrem ustalonym na poczatku symulacji.
Powierzchnia granicy faz jest zwigkszana lub zmniejszana poprzez zmiane dlugosci
bokéw boksu L i L. Dlugosc¢ boksu L_jest dopasowywana w taki sposob, aby zostata
zachowana stala objeto$¢ ukladu V.

A, A= A(1+AA%)

Rysunek 4. Schemat zaburzenia poprzez zmiang powierzchni granicy faz w metodzie test-area
Figure 4. Scheme of perturbation of the interfacial area in test-area method

Réznice energii swobodnej oraz powierzchni granicy faz pomiedzy stanem referen-
cyjnym a zaburzonym wynoszg odpowiednio
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AF, , =F —F, (24)
Ad, =4 -4, (25)

Wzdr na napiecie miedzyfazowe (22) przyjmuje ostatecznie postaé

AA—0 AAO%I NI

Zaburzenie ukladu stosowane w metodzie TA nie wplywa na préobkowanie symu-
lowanego ukladu, a symulacje moga by¢ przeprowadzane zaréwno metoda Monte
Carlo jak i dynamiki molekularnej. Gloor i wspoélpracownicy [12] zaproponowali
takze ulepszona odmiane metody TA, ktora tworzy jednoczesnie dwa stany zabu-
rzone z jednego stanu wyjs$ciowego 0.

Zaleta metody TA w stosunku do metody Bennetta opartej na podobnych
zalozeniach jest to, iz pozwala obliczy¢ warto$¢ napiecia miedzyfazowego z poje-
dynczej symulacji komputerowej. Metoda Bennetta jak i metoda TA mogg by¢ z
tatwos$cia wykorzystywane w ukladach oddziatujacych za pomocg nieciaglych
potencjatow oraz w ukltadach z oddzialywaniami niesferycznymi. Metoda TA zasto-
sowana zostata przez Gloora i wsp. [12] do obliczenia napigcia miedzyfazowego
miedzy cieczg i gazem, a wyniki odniesiono do metody Kirkwooda-Buffa. Biscay
i in. [13] badali zaleznos$¢ napigcia miedzyfazowego od ci$nienia dla granicy faz
metan / woda. Symulacje przeprowadzono w ukladzie o stalej liczbie czasteczek N,
ci$nieniu prostopadlym do plaszczyzny granicy faz p_, powierzchni miedzyfazowej
A itemperaturze T. Autorzy stwierdzili, ze jest to najlepszy uklad termodynamiczny
do badania zalezno$ci napiecia miedzyfazowego od ci$nienia. (Uwzglednienie
wplywu oddzialywan dalekiego zasiggu na warto$¢ napiecia migedzyfazowego bylo
rzedu 2%.)

4.4. ZESPOL ROZSZERZONY

Napiecie miedzyfazowe mozna rowniez obliczy¢ przeprowadzajac symulacje
w zespole rozszerzonym (ang. expanded ensemble) [14]. Idea tej metody polega
na polaczeniu dwoéch badanych ukladéw poprzez seri¢ poduktadéw, ktére stop-
niowo przeksztalcaja jeden badany zespot w drugi i vice versa. Wczedniej symula-
cje w zespole rozszerzonym byly stosowane do obliczania potencjatu chemicznego
[15, 16]. Natomiast Errington i Kofke [17] jako pierwsi zaproponowali zastosowanie
tej metody do obliczenia napi¢cia miedzyfazowego. W tym celu taczy sie dwa uktady
o réznych powierzchniach granicy faz od minimalnej wartosci A do maksymalnej
A, ale z identyczng liczbg czasteczek, objetoscig oraz temperaturg poprzez serie
podukiadéw, w ktérych liniowo zwigksza si¢ powierzchnie granicy faz od w serii
M-krokéw o wartosci AA (Rys. 5).
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oldfe - elapler
Aw

L Ao A An1 y,
Y
Rysunek 5. Seria podukladéw o identycznej objetosci ale réznej powierzchni granicy faz, tworzaca zespot
rozszerzony
Figure 5. The expanded ensemble scheme: two systems with different interfacial area and the same volume

connected through the series of subensembles

Symulacje przeprowadza si¢ metoda Monte Carlo w zespole kanonicznym rozbu-
dowanym o mozliwo$¢ probnego przejscia z jednego podukiadu w drugi. Przejscie
pomiedzy podukladami, podobnie jak pomiedzy konfiguracjami, jest akceptowane
zgodnie z warunkiem Metropolisa. Napiecie miedzyfazowe obliczane jest z naste-
pujacego wzoru opartego na termodynamicznej definicji napiecia miedzyfazowego:

AF F,-F
Y= (_j = [ - 2 J ) (27)
A4 NJV.T AM - Ao NV.T

gdzie réznica powierzchni miedzy badanymi ukladami A,-A; wynosi MAA,
a réznice energii swobodnej oblicza si¢ z wzoru

H
F,—F,=-F h (H—M] (28)

0

w ktérym H,, i H, s3 odpowiednio liczbami konfiguracji w podukladach
o powierzchniach A, i A; w szeregu wygenerowanych konfiguracji. Stosunek
H,/H, odpowiada stosunkowi prawdopodobienstwa wystapienia poduktadu M do
podukladu 0 w symulacji w zespole rozszerzonym.

4.5. FUNKCJA FALI KAPILARNE]

Lokalne fluktuacje gestosci wystepuja w makroskopowo jednorodnych cie-
czach, ale ze wzgledu na to, ze s3 niewielkie, zaniedbujemy je w opisie rownowago-
wej termodynamiki statystycznej. Wyjatkiem sg ciecze w poblizu punktu krytycz-
nego oraz granicy faz ciecz / gaz lub ciecz / ciecz. Fluktuacje gestosci zachodzace
na powierzchni granicy faz moga by¢ opisane za pomoca teorii opartej na funkcji
fali kapilarnej (ang. Capillary Wave Theory, CWT) [18-23]. Rozwazany jest uktad
z kwadratowg, planarng granicg faz o powierzchni A = L’ réwnolegla do kierunkéw
x iy. Powierzchnia {(x, y) oddzielajaca fazy ma $rednig wysokos¢ z = 0. Zaklada sie,
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ze opis fluktuacji gestosci uzyskuje si¢ poprzez natozenie rozkladu fal kapilarnych
na profil gestosci

p(2)=p'  z<({)=

0
(29)
py(2)=p*  z2>({)=0,
gdzie p'i p? 0znaczaja odpowiednio gestosci liczbowe cieczy i gazu, a <{> jest $rednig
wysokoscia plaszczyzny rozdzielajacej fazy ((s), gdzie s jest rzutem punktu r w prze-
strzeni na plaszczyzne x, y. Fale kapilarne powodujg oscylacje (, ktore mozna opisaé
nastepujaco:

£G6)=> alg)e™,  al0)=0 (30)

gdzie a jest amplitudg fali kapilarnej, a g to jej liczba falowa. Prawdopodobien-
stwo wystapienia okre$lonej amplitudy a(q) spelnia rozktad Boltzmanna. Srednia
kwadratowa amplituda jest okreslona przez wyrazenie (2a” + q°)", co prowadzi do
wzoru na $rednig kanoniczng kwadratu fluktuacji wartosci ¢

()= S (a4 7Y (31)
ch q>0
W powyzszym réwnaniu y = oznacza napiecie miedzyfazowe otrzymane metoda
CWT. Najmniejsza diugos¢ fali kapilarnej wynosi I. Przyjmuje si¢, ze jest ona
rzedu $rednicy czgsteczki. Natomiast L jest maksymalng dlugoscia fali kapilarnej.
W symulacjach komputerowych przyjmuje sig, ze L jest rowne dlugosci boku boksu
réwnolegtego do plaszczyzny granicy faz. W ten sposéb otrzymuje si¢ wartosci
minimalnej i maksymalnej liczby falowej

Guin =27/ L G =27/1 (32)

Przeprowadzenie sumowania we wzorze (30) metoda catkowania prowadzi do row-
nania, ktore opisuje zalezno$¢ pomiedzy srednig kanoniczng kwadratu fluktuacji
powierzchni granicy faz <{*> i napieciem miedzyfazowym y_,

o kT [ 14+2(mall)?
<§ >_ 4ry,, ln[1+2(7za/L)2j (33)

Wystepujaca w powyzszym wzorze zmienna a

a’ =2y, /mg(,ol —pg) (34)

zwana jest stalg kapilarng lub diugoscia kapilarng cieczy, g oznacza stalg grawitacji.
Jesli zaniedbany zostanie efekt grawitacyjny, czyli gdy g > 0, co jest dobrym przy-
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blizeniem w przypadku skali odlegtosci wystepujacych w symulacjach komputero-

wych, to otrzymuje si¢
kT | (L
="~ 35

) 27 (lj .

Teoria funkeji fali kapilarnej zostala wykorzystana do obliczania napiecia
miedzyfazowego przez wielu badawczy [24-30]. Uzywano réznych metod w celu
oszacowania wartosci $redniej kanonicznej kwadratu fluktuacji powierzchni gra-
nicy faz <{*>. Zakladano rézne wartoéci minimalnej dlugosci fali wahajace sie
w przedziale od 0,4 nm do 0,9 nm. Wyniki w niektérych przypadkach byty bliskie
warto$ciom eksperymentalnym, ale zwykle odbiegaly od wynikéw obliczonych
z teorii Kirkwooda-Buffa. Warto zauwazy¢, ze cho¢ funkgji fali kapilarnej a dobrze
opisuje nature obszaru miedzyfazowego, to nie zawsze pozwala precyzyjnie obliczy¢
warto$¢ napigcia miedzyfazowego, a wyniki nie s zgodne z otrzymanymi metoda
Kirkwooda-Buffa. Problem ten, jak wyjasnili Jorge i Cordeiro [31], moze wynika¢
z tego, ze metoda pozwalajgca oszacowaé warto$¢ parametru <{*> nie jest dobrze
i jednoznacznie ustalona, podobnie jak i sposéb obliczania minimalnej dtugos¢
fali kapilarnej. Weeks [32] zaproponowal hybrydowa metode polegajaca na nalo-
zeniu profilu gesto$ci miedzyfazowej otrzymanej z kapilarnego rozszerzania na
wewnetrzny profil gestosci. Calkowita grubos¢ granicy faz wt moze by¢ okreslona
jako pierwiastek z sumy kwadratéw kapilarnej szerokosci fali w_ oraz wewnetrznej
szerokosci granicy faz w, (ang. intrinsic width)

wt = Wi2 +ch2 (36)

Metoda ta zostala zastosowana do badania granicy faz ciecz / ciecz przez Senap-
taia i Berkowitza [33], ktdrzy zaproponowali rdwniez sposdb na obliczenie napigcia
miedzyfazowego bez koniecznosci oszacowania minimalnej dlugosci fali kapilarnej
I. Metoda ta wymaga wykonania co najmniej dwoch symulacji, w ktérych rézna jest
powierzchnia obszaru miedzyfazowego. Dla dwodch symulacji Ii I wzér na napiecie
miedzyfazowe przyjmuje postaé

Yew = fBT . m(iJ (37)
2”(<§1 >_<é/n >) Ly

Dzigki tym poprawkom uzyskano zgodnos$¢ wartosci napigcia miedzyfazowego
otrzymanych z teorii CWT i metody Kirkwooda-Buffa.
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4.6. METODA KWADRATU GRADIENTU

Napiecie miedzyfazowe mozna obliczy¢ réwniez z teorii kwadratu gradientu
(ang. Square Gradient Theory, SGT) [34-36]. Teoria SGT zostala opracowana przez
van der Waalsa [37]. Zgodnie z nig st¢zenia skladnikéw w obszarze migdzyfazowym
spelniaja zasade minimalnej energii swobodnej Hemholtza. Przyjmujac zalozenie,
ze molekularny gradient jest niewielki w stosunku do odlegtosci pomiedzy czastecz-
kami, w teorii gradientu rozwija si¢ energi¢ swobodng w szereg Taylora wzgledem
stanu homogenicznego i obcina szereg na czlonie drugiego rzedu

F=| F;(n)+ZZ%CUVinpj ar (38)
v i

gdzie Vp, oznacza lokalny gradient gestosci liczbowej skladnika i. Ze wzgledu na
brak potencjalu zewnetrznego, energia swobodna ukladu heterogenicznego moze
zosta¢ wyrazona jako suma dwoch skladowych: energii swobodnej homogenicznej
cieczy F (p) o gestosci p oraz poprawki, ktorg jest funkcja lokalnych gradientéw
gestosci. Wspolezynnik ¢, opisuje tzw. parametr wptywu, ktérego fizyczna inter-
pretacja zwigzana jest z molekularng struktura granicy faz. Ma on istotny wplyw
na odpowiedz gradientu gestosci na lokalne odstepstwa potencjalu chemicznego
wzgledem fazy objeto$ciowej [38]. Zgodnie z zasadq minimalnej energii swobodnej
przyjeta w réwnaniu (38) w przypadku plaskiej granicy faz oraz przy zalozeniu, ze
zalezno$¢ parametru wplywu ¢, od gestosci mozna zaniedbac [39-41], gestosci row-
nowagowe p (z) musza spetni¢ nastepujace réwnania Eulera-Lagrange:

d’p,
ZCU =1 (P )~ H (39)
=1, (Pyser Py) dla i,j=1..N (40)

gdzie /' = (9fy/9p) 1y, @ 4, 0znacza potencjat chemiczny i-tego sktadnika w koeg-
zystujacych fazach objetosciowych. Powyzszy ukladu réwnan, ktory pozwala obli-
czy¢ profil gestosci kazdego ze sktadnikéw, mozna rozwigzaé korzystajac z metody
Galerkina [36]. Kiedy znane sg profile gesto$ci, napiecie miedzyfazowe mozna obli-
czy¢ z ponizszego réwnania

d
r=[ 350 B (@

o

= _[ zi‘fo(n)_zpuui +pJ dz (42)
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Gdy réwnowaga fazowa zostanie osiggnieta, teoria gradientu wymaga jedynie poda-
nia gestosci energii swobodnej ukltadu homogenicznego oraz parametréw wplywu
dla niejednorodne;j cieczy. Teoria gradientu pozwala przewidzie¢ wlasciwosci fazy
cieklej jak réwniez obszaru miedzyfazowego.

Metoda kwadratu gradientu zostala wykorzystana przez Miqueu i in. [42] do
badania wlasciwosci granicy faz metan / woda zastosowana w symulacji Monte
Carlo. Parametr wptywu ¢, obliczyli korzystajac ze wzoru zaproponowanego przez

Careya [43]
¢, = Py Jcic; (43)

gdzie B, jest regulowanym parametrem wzajemnego oddzialywania z zakresu 0-1,
natomiast wartosci samych parametrow wplywu ¢, oraz ¢, mozna otrzymac z teore-
tycznych wyrazen [38, 44], ktére wymagaja znajomosci bezposredniej funkeji kore-
lacji cieczy jednorodnej. Zwykle jednak funkcje korelacji dla rzeczywistych ukta-
dow nie s3 znane, dlatego parametry wplywu c, i ¢; szacuje si¢ w oparciu o warto$ci
eksperymentalne lub symulacyjne. Miqueu i in. [42] oszacowali parametry wplywu
w oparciu o wartoéci eksperymentalne napigcia miedzyfazowego przyjmujac
B;;=0,75. W ten spos6b, za pomocg teorii gradientu i symulacji Monte Carlo, udato
sie odtworzy¢ wartosci napigcia miedzyfazowego zgodne z warto$ciami ekspery-
mentalnymi dla szerokiego zakresu ci$nien. Miiller i in. [45] roéwniez wykorzystali
formalizm teorii kwadratu gradientu do obliczenia napiecia miedzyfazowego dla
trzech ukladéw: heksan / dekan, ditlenek wegla / dekan oraz etan / eikozan. Para-
metr ¢, zostal wyznaczony zgodnie ze sposobem zaproponowanym przez Careya
[43] z dopasowania do wartosci eksperymentalnych napiecia miedzyfazowego.
Wykazano, ze napiecie miedzyfazowe maleje wraz ze wzrostem ulamka molowego
sktadnika bardziej lotnego.

5. OCENA PRZEDSTAWIONYCH METOD

Najszerzej stosowana metoda Kirkwooda-Buffa opiera si¢ na funkcji wirialnej,
ktora w przypadku symulacji stochastycznych (np. metoda Monte Carlo) nalezy
dodatkowo oblicza¢, co znaczaco wptywa na wydajnos$¢ programu symulacyjnego.
Metoda ta jest wrazliwa na niewielkie fluktuacje gestosci [9] i nie sprawdza sig
w przypadku symulacji w ukladzie kanonicznym [2]. Zastosowanie jej jest szczegdl-
nie trudne w przypadku uktadow, w ktdrych czgsteczki oddzialujg poprzez nieciagly
potencjal lub oddzialywania sg niesferyczne [12].

Wartosci napiecia miedzyfazowego dla granicy faz ciecz / gaz otrzymane przez
Glooraiin. [12] za pomocg metody TA byly o okoto 12% wyzsze od wartosci obliczo-
nych metodg Kirkwooda-Buffa. Biscay i in. [13] badali zalezno$¢ napiecia miedzy-
fazowego od ci$nienia. Usrednione po ci$nieniu wartosci napigcia miedzyfazowego
dla granicy faz metan / woda otrzymane metodg TA i Kirkwooda-Buffa réznily sie
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odpowiednio o0 7% i 8% od wartosci eksperymentalnych. Obydwie metody uzupet-
nione zostaly o poprawki uwzgledniajace oddzialywania dalekiego zasiegu. Wigksze
réznice zaobserwowano miedzy krzywymi zaleznosci napiecia miedzyfazowego od
ci$nienia dla poszczegélnych metod, jak réwniez pomiedzy wynikami symulacyj-
nymi a warto$ciami eksperymentalnymi. Errington i Kofke [17] poréwnali techniki
obliczania napigcia migdzyfazowego oparte o definicje termodynamiczng. Poréw-
nana zostala precyzja i wydajnos$¢ metody Bennetta, metody TA oraz zapropono-
wanej przez autoréw metody wyznaczenia napiecia migdzyfazowego z symulacji
w zespole rozszerzonym. Zwrdcili uwage na to, iz metoda TA powinna by¢ stoso-
wana ze szczego6lng rozwaga, poniewaz otrzymane warto$ci napiecia miedzyfazo-
wego dla kwadratowej studni potencjalu okazujg si¢ niewlasciwe bez wzgledu na
warto$¢ AA. Metoda TA z pojedynczymi perturbacjami zawodzi roéwniez w przy-
padku potencjalu Lennarda-Jonesa, jesli AA jest stosunkowo duze. Dla poréwna-
nia, stosujac metode Bennetta jak i symulacje w uktadzie rozszerzonym otrzymano
zgodne i powtarzalne wyniki bez wzgledu na wykorzystany model oddzialywan.
Metoda Bennetta wymaga jednak przeprowadzenia co najmniej dwoch symulacji w
celu wyznaczenia warto$ci napiecia miedzyfazowego.

Zwykle wartosci napigcia migdzyfazowego otrzymane z funkcji fali kapilarnej
sg znaczgco nizsze od obliczonych metoda Kirkwooda-Buffa [24, 25]. Zastosowanie
hybrydowej teorii zaproponowanej przez Weeksa [32] oraz Senaptaia i Berkowitza
[33] poprawia zgodno$¢ wynikéw obliczonych metodami CWT i Kirkwooda-Buffa.
Tak zmodyfikowana metode CWT wykorzystali Jorge i in. [31, 46] do badan gra-
nicy faz pomiedzy woda i nitrobenzenem oraz pomig¢dzy woda i kwasem organicz-
nym. Otrzymali dobra zgodnos$¢ wartosci napiecia miedzyfazowego otrzymanego
metoda CWT i Kirkwooda-Buffa, jednakze uzyskane wartoéci dla granicy woda /
kwas organiczny byly o 50% wyzsze od wyznaczonych eksperymentalnie. Nicolas
i de Souza [47] obliczyli napiecie miedzyfazowe wystepujace pomiedzy n-heksanem
i wodg korzystajac z teorii Kirkwooda-Buffa. Uzyskali dobrg zgodno$¢ z wynikami
eksperymentalnymi (réznica ponizej 10%). Wykazali niezgodnos¢ pomiedzy rze-
czywistg gruboscia granicy faz, a otrzymang z teorii CWT.

Miiller i wsp. [45] poréwnali wyniki otrzymane metodg kwadratu gradientu
z warto$ciami eksperymentalnymi jak i z uzyskanymi metoda TA. Otrzymano
dobrg zgodnos¢ pomiedzy wynikami otrzymanymi metodg kwadratu gradientu
i metodg TA. Srednia bezwzgledna réznica pomiedzy wynikami nie przekroczyla
5,56%. Nalezy jednak zauwazy¢, ze parametr wptywu w metodzie kwadratu gra-
dientu wymaga oszacowania zgodnie z réwnaniem (43) zaproponowanym przez
Careya [43] tak, aby méc dopasowac obliczone wyniki napiecia miedzyfazowego do
danych eksperymentalnych.

Ghoufi i Malfreyt [3] oraz Biscay i in. [13] stwierdzili, ze symulacje dwufazo-
wych ukladéw s3 trudne do realizacji i moga by¢ wrazliwe na szereg czynnikow
takich, jak efekty zwigzane z ograniczonymi rozmiarami boksu symulacyjnego
[13, 17, 48, 49], zakresem oddzialywan [50-53], efektem obcigcia [50, 54-56],
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a takze wyborem metody symulacyjnej (Monte Carlo lub dynamika molekularna).
Wszystkie te czynniki majg wplyw na wartos$¢ napigcia miedzyfazowego. Dodatkowo
wplyw ma wybor definicji napiecia miedzyfazowego [12, 55, 57] oraz poprawki na
oddziatywania dalekiego zasiegu [43, 52, 54-58].

Badania symulacyjne granicy faz pomiedzy cieczami daja wglad w zjawiska
powierzchniowe na poziomie molekularnym. Podstawowa wielkoscig stosowang w
opisie granicy faz jest napiecie miedzyfazowe. Przedstawiono szereg metod pozwa-
lajacych oblicza¢ wartos¢ napiecia miedzyfazowego, réznigcych si¢ zalozeniami,
efektywno$cig oraz zakresem zastosowania. Powyzszy przeglad ukazuje ztozonos¢
zagadnienia, a takze role jakg pelni wlasciwy dobdér metody.
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ABSTRACT

Dactyloscopy as one of the branches of forensic science deals with fingerprints
identification of the individual human being. Fingerprints are in general invisible,
therefore in order to set about the identification, we have to make them evident. To
reveal hidden fingerprints, criminological technology uses physical methods, chemi-
cal reactions and even some biological processes. In this review, we present a set of
methods that is being used in criminology to reveal fingerprints and other hidden
traces.

In search for potential fingerprints, objects are exposed to natural and artificial
light sources since visual methods are most commonly used by criminology techni-
cians. Further methods for revealing fingerprints are selected on the basis of type of
surface, the trace was left on, and the substance forming the fingerprint. In his article
we present the set of methods, commonly used to reveal fingerprints, featuring physi-
cal, chemical and physicochemical approaches [6].

Chemical methods: DFO, 1,2-IND and Ninhydin used for revealing fingerprints
on absorptive surfaces, Amido Black, Hungarian Red, DAB and LCV used for detec-
ting bloody fingerprints, DMAC used for revealing fingerprints on temperature-felt
papers, RTX dioxide of ruthenium used to absorptive and nonabsorptive surfaces
[9, 11, 14, 19, 22, 24, 26, 28, 30].

Next, we present physical methods among others optical methods which are
helpful in revealing fingerprints for the naked eye and (if needed) enlarging optical
devices. To achieve acceptable visibility, criminologists use various kinds of lamps and
filters. Subsequently we present methods based on adhesion, that are based on adjo-
ining the powder or suspension to sudoral-fatty substance. We present here methods
based on the use of dactyloscopic powders, crystal violet which is appearing in the
form of dark-green powder , SPR (Small Particle Reagent) - suspension of black MoS,
powder, Sticky-side Powder which composition is accessing iron oxide and alumi-
num, Wet Powder Black, composed of iron oxide and Wet Powder White (titanium
dioxide). Tape-Glo (ready-made red-orange solution), Sudan Black B (in the solid
state it is a powder of the black colour), Liquid-drox (yellow solution), fluorescent
dyes: Ardrox P133D, Safranin O, chelate of europium and Basic Yellow 40 [31, 34-38].

The other methods are physicochemical methods: cyanoacrylate, iodine, physi-
cal developer and multi metal deposition [42, 45, 46].

As a result of technological development newer methods of visualizing latent
fingerprints appear, replacing those previously used. Improvement of the methods
of revealing latent fingerprints leads to better readability and in effect, makes police
work easier.

Keywords: fingerprints, dactyloscopy, revealing, visualization
Slowa kluczowe: $lady linii papilarnych, daktyloskopia, ujawnianie, wizualizacja
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DAB

DFO
DMAC

ECA
LCV
MCA

MMD

PD
RTX
SPC
SPR
TEC
TTA

1,2-IND
5-MTN

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

tetrachlorowodorek  3,3’-diaminobenzydyny (ang.
3,3%-biphenyltetramine tetrahydrochloride)
1,8-diazafluoren-9-on (ang. 1,8-diazafluoren-9-one)
aldehyd 4-dimetyloaminocynamonowy (ang. 4-dime-
thylaminocinnamaldehyde)

2-cyjanoakrylan etylu (ang. ethyl-2-cyanoacrylate)
tiolet leukokrystaliczny (ang. leucocrystal violet)

2- cyjanoakrylan metylu (ang. methyl-2-cyanoacry-
late)

osadzanie wielometalowe (ang. multi metal deposi-
tion)

wywolywacz fizyczny (ang. physical developer)
tetratlenek rutenu(VIII) (ang. ruthenium tetroxide)
srodek powierzchniowo czynny

disiarczek molibdenu(IV) (ang. small particle reagent)
chelat europu ( ang. thenoyl europium chelate)
5-tienoilotrifluoroaceton (ang. 5-thenoyltrifluoroace-
tone)

1,2-indandion (ang. 1,2-indandione)
5-metylotioninhydryna (ang. 5-methyltioninhydrin)
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WPROWADZENIE

Daktyloskopia jest jednym z dzialéw kryminalistyki zajmujacym sie iden-
tyfikacja tozsamosci czlowieka na podstawie linii papilarnych wystepujacych na
wewnetrznych powierzchniach palcéw, dloni oraz stép. Linie papilarne to charak-
terystyczne uklady (rysunki) listewek skornych, rozdzielonych réwnolegle biegna-
cymi bruzdami. R6znig sie miedzy sobg dlugoscig, kierunkiem przebiegu, szeroko-
$cig i ksztaltem.

W procesie identyfikacji przestepcy daktyloskopia wydaje si¢ by¢ niezasta-
piona, a $lady linii papilarnych sg niepodwazalnym dowodem obecnosci sprawcy
na miejscu przestepstwa. Daktyloskopia jest przy tym nauka, ktora wciaz si¢ rozwija
i dostarcza nowych informacji.

Aby mozna bylo przystgpi¢ do identyfikacji daktyloskopijnej w pierwszej kolej-
nosci nalezy uwidoczni¢ $lady linii papilarnych pozostawione przez przestepce
na miejscu zdarzenia. Na czytelnos¢ sladow linii papilarnych pozostawionych na
miejscu przestepstwa ma wplyw rodzaj podloza, ilos¢ i jakos¢ substancji potowo-
-tluszczowej, sposdb naniesienia $ladu linii papilarnych na podloze, warunki §rodo-
wiskowe, jak réwniez czas, jaki uptynat od powstania sladu do czasu jego ujawnienia
i zabezpieczenia.

Wiekszo$¢ sladow linii papilarnych naniesiona jest substancja potowo-ttusz-
czowa, ktora wraz z biegiem czasu ulega wyschnieciu i traci wlasciwosci adhezyjne.
Na skutek tego, $lady tracg czytelnos¢ i pod wplywem czasu ulegaja zanikaniu.
W takich przypadkach konieczne jest uwidocznienie sladéw linii papilarnych, do
takiego stopnia, aby poprawi¢ ich czytelnos¢, ktéra umozliwitaby na swobodng ana-
lize i ich badanie.

Do ujawniania $§ladéw daktyloskopijnych stosowane sa réznorodne metody,
ktorych dzialanie oparte jest na zjawiskach fizycznych, chemicznych i fizykoche-
micznych. Dobér odpowiedniej metody uzalezniony jest, m.in. od rodzaju podloza,
na ktérym naniesione sg $lady oraz rodzaju substancji tworzacej slad.

Do metod ujawniania $ladéw linii papilarnych zalicza si¢ metody chemiczne,
fizyczne wérod, ktorych wyodrebnia sie zjawiska optyczne polegajace na absorpcji,
odbiciu $wiatla, rozproszeniu $wiatla i luminescencji jak i zjawisko oparte na adhezji
oraz metody fizyko-chemiczne.

1. RODZAJE SLADOW LINII PAPILARNYCH

Wedlug Jana Sehna ,,sladem kryminalistycznym nazywamy zmiany w obiektyw-
nej rzeczywistosci, ktore jako spostrzegalne znamiona po zdarzeniach bedgcych przed-
miotem postgpowania mogqg stanowic podstawe do odtworzenia i ustalenia przebiegu
tych zdarzen zgodnie z rzeczywistoscig”, czyli ladem moze by¢ kazda pozostatos¢ po
zdarzeniu, ktérag mozna spostrzec i wykorzysta¢ do celéw postepowania karnego.
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Na podstawie podziatu Jana Sehna $lady kryminalistyczne dzielg sie na §lady mate-
rialne i $lady idealne czyli pamigciowe [1].
Standardowo wyodrebnia si¢ nastepujace rodzaje $ladow linii papilarnych:
a) nawarstwione:
- naniesione substancjg potowo-ttuszczowy;
- naniesione innymi substancjami sladotwdrczymi;

b) odwarstwione;

c) wglebione.

Slady nawarstwione naniesione substancja potowo-tluszczowa powstajg na
skutek odlaczenia sie od skory i osadzenia sie¢ substancji potowo-tluszczowej na
dotykanej powierzchni przedmiotu.

Slady nawarstwione naniesione innymi substancjami $ladotwérczymi niz
potowo-tluszczowa powstaja na skutek odlaczenia si¢ od skory substancji $lado-
tworczej, np. krwi, smaru, kleju, sadzy i osadzenia si¢ jej na dotykanej powierzchni
przedmiotu.

Z kolei $lady odwarstwione powstaja podczas dotykania powierzchni pokrytej
kurzem, smarem, sadza lub innymi substancjami. W takiej sytuacji linie papilarne
zbieraja substancje pokrywajaca przedmiot w miejscu kontaktu z podtozem.

Tymczasem $lady wglebione powstaja podczas kontaktu palcoéw, dioni, stép
i innych czesci ciata z migkkimi podtozami, takimi jak wosk, kit, §wieza farba.

2. SKEAD SUBSTACJI POTOWO-TLUSZCZOWE]

Ilos¢ i sklad potu (prawidlowe wydzielanie potu nie powinno przekroczyé¢
ok. 0,5 | dziennie) zalezy od indywidualnych sklonnosci, stanu organizmu, wieku,
diety - sposobu odzywiania, poziomu hormondw, schorzen, choréb (przyjmowa-
nie niektérych lekéw, menopauza, otytos¢, zaburzenia endokrynologiczne, choroby
ukladu nerwowego, w tym choroba Parkinsona, niektére nowotwory i inne), pici,
rasy, stresu, a takze zatrucia $rodkami ochrony roslin, pory dnia - temperatury
otoczenia, wysitku fizycznego, liczby i rozmieszczenia kanalikéw potowych oraz
stanu emocjonalnego [2]. Sklad substancji potowo-tluszczowej i zmiany jakie w
nim zachodzg sa niezwykle wazne do opracowywania coraz skuteczniejszych metod
ujawniania $ladéw linii papilarnych.

W skiad substancji potowo-tluszczowej w najwiekszej mierze wchodzi woda
okolo 98% a na pozostale 2% szacuje sie, az 350 réznych zwigzkow [3].
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Tabela 1. Zmodyfikowana tabela przedstawiajgca organiczny sklad potu ekrynowego wg Olsena [4]
Table 1. Modified table showing organic composition of eccrine sweat according to Olsen [4]
Lp. Nazwa zwigzku zawarto$¢
1 Kwasy tluszczowe 0,01-0,1 pg/l
2 Zwiazki zawierajace azot:
A. Amoniak 0,5-8 mM
B. Mocznik 10-15 mM
C. Kwas moczowy
D. Cholina
E. Kreatyna 0,3-2,59 mg/1
F. Kreatynina
G. Aminokwasy
3 Lipidy: 0,01-0,1 pg/ml
A. Proste
a) Ttuszcze wlasciwe
b) Woski
B. Zlozone
a) Fosfolipidy
b) Glikolipidy
¢) Inne lipidy ztozone
4 Sterole, m.in. cholesterol, 7-dehydrocholesterol, estry cholesterolu 0,01-0,12 pg/ml
5 Witaminy rozpuszczalne w wodzie: > 0,1 mg/100 ml
C, B1, B2, B6, B11, B12, H1, PP

Ponadto w pocie wystepuje kwas pirogronowy, kwas mlekowy i glikogen, ktére
pojawiaja sie w pierwszym etapie pocenia [5].

Stezenie mocznika, kwasu moczowego i aminokwaséw w pocie zalezy od ilosci
wydzielanego potu i maleje w czasie obfitego pocenia sie. W sktad potu wchodza
takze zwigzki nieorganiczne w postaci soli gtéwnie chlorkéw sodu i potasu. Stezenie
chlorku sodu to okoto 43-266 mg/1 potu [6].

Drugim sktadnikiem substancji potowo-tluszczowej jest wydzielina gruczotéw
tojowych, ktdrg stanowig kwasy tluszczowe, w tym oleinowy, stearynowy, palmity-
nowy oraz lipidy. Ilo$¢ lipidow na powierzchni skory zalezy od okolic ciata. Najwiek-
sza ich ilo$¢ wystepuje na twarzy i skorze glowy, natomiast na pozostatych czesciach
ciala wigcej jest trojglicerydow i kwasow tluszczowych pochodzacych z gruczotow
ekrynowych [6].

Bardzo duze znaczenie na ujawnienie §ladow linii papilarnych naniesionych
substancja potowo-tluszczowa ma czynnik czasu i warunki srodowiskowe [7]. Jezeli
naniesiony §lad linii papilarnych na podioze pozostaje nie ujawniony przez dlugi
czas to srodowisko powoduje odparowanie wody - gléwnego skladnika potu i utle-
nianie si¢ innych sktadnikéw chemicznych. Na dodatek bakterie z rodzaju Staphy-
lococcus, Streptococcus, Propionibacterium oraz Corynebacterium powoduja degra-
dacje sktadnikow biologicznych. Z tego powodu ujawnienie $ladu linii papilarnych
nadajacego si¢ do identyfikacji daktyloskopijnej jest niezmiernie trudne w miare

uplywu czasu [8].
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3. METODY CHEMICZNE

Metody chemiczne ujawniania $ladéw linii papilarnych polegaja na wykorzy-
staniu reakcji chemicznych, ktére zachodza pomigdzy odczynnikami, zwigzkami
chemicznymi a sktadnikami substancji potowo-tluszczowej lub krwi. W wyniku
zachodzacych reakeji otrzymuje si¢ efekty barwne w postaci sladéw linii papilar-
nych widoczne w $wietle naturalnym badz przy uzyciu odpowiednich filtréw kra-

wedziowych diugofalowych.

NINHYDRYNA
(wodzian triketohydrindanu)

@)

OH
OH

Rysunek 1. Wzér strukturalny ninhydryny
Figure 1. Chemical structure of Ninhydrin

Ninhydryna (Rys. 1) o wzorze sumarycznym C,;H O, zostata opisana pierwszy
raz w 1910 roku przez Siegfrieda Ruhemanna, ktéry zauwazyl, ze ten nowy zwigzek
chemiczny reaguje z aminokwasami dajac purpurowy, fioletowo-niebieski produkt
[9]. Na podstawie tego odkrycia wydal szereg publikacji wyszczegolniajac poniz-
szg reakcje (Rys. 2), ktérej produkt znany jest dzi§ pod nazwg purpury Ruhemanna
[140-142]. Mechanizm reakcji ninhydryny z aminokwasami opisal Friedmana
i Williama, a jej reakcja pozwala jakosciowo i ilo$ciowo oznacza¢ aminokwasy [13].

Aminokwasy w reakcji ninhydryny ulegaja utlenieniu, dekarboksylacji a poz-
niej deaminacji. Przejsciowo powstaje imina, zwana zasadg Schiffa i zredukowana
ninhydryna. Nastepnie iminokwas w wieloetapowej reakcji przeksztalca si¢ w alde-
hyd ubozszy o jeden atom wegla w postaci 2-amino-3-hydroksy-1H-inden-1-onu,
uwalnia si¢ CO, oraz amoniak czyli aminokwasy w tym procesie tracg grupe ami-
nowg i ulegaja dekarboksylacji do aldehydow krétszych o jeden atom wegla. Powstala
pochodna aminoindenu reaguje z kolejna czasteczka ninhydryny, tworzac kolejng
zasade Schiffa, tzw. purpure Ruhemanna [14].


http://pl.wikipedia.org/wiki/Dekarboksylacja
http://pl.wikipedia.org/wiki/Aldehydy
http://pl.wikipedia.org/wiki/Purpura_Ruhemanna
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Rysunek 2. Schemat przebiegu reakcji ninhydryny z aminokwasami
Figure 2. Scheme of the reaction ninhydrin with amino acid

Zaleznie od rodzaju aminokwasu rézna jest intensywno$¢ i odcien powstaja-
cego zabarwienia. Reakcja ninhydrynowa jest czula i dokladna. Dodatni jej wynik
dajg wszystkie wolne aminokwasy w §rodowisku o pH > 4, dlatego reakcja ta jest
powszechnie stosowana do wykazania rozdzielanych aminokwaséw metodg chro-
matograficzng. Natezenie zabarwienia jest proporcjonalne do stezenia aminokwa-
sow, dlatego reakcja ninhydrynowa stanowi podstawe metody kolorymetrycznej,
ilo$ciowego oznaczania wolnych aminokwaséw. Dodatni odczyn ninhydrynowy
daja réwniez inne zwigzki, ktére zawieraja grupe aminows, czyli sole amonowe,
aminocukry, amoniak.

Reakgja jest charakterystyczna dla wszystkich aminokwaséw oprécz:

- proliny - kolor z6lty,

- hydroksyproliny - kolor rézowy.

W 1954 roku dwoch szwedzkich naukowcéw Odén i von Hofsten wykorzy-
stali ninhydryne do ujawniania $ladéw linii papilarnych na podtozach papierowych
(chfonnych) [15]. W Polsce metode te zaczeto stosowaé od 1957 roku.

Ninhydryna jest organicznym, bezbarwnym, tworzacym krysztaly zwigzkiem
chemicznym, ktéra w daktyloskopii wykorzystywana jestdo ujawniania $ladéw linii
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papilarnych pozostawionych na powierzchniach chlonnych, tj. papier, tektura tynk,
surowe drewno. Slady linii papilarnych ujawniaja si¢ w postaci fioletowo-niebie-
skich odwzorowan widocznych w $wietle biatym (Rys. 3-5). W pocie wystepuje
wiele rodzajéw aminokwaséw i z kazdym z nich reakcja ninhydrynowa ma rézna
czuto$¢. W zwigzku z tym powstale zabarwienia posiadaja rézng intensywnosé
koloru $wiadczacg o réznorodnosci i ilo§¢ aminokwaséw znajdujacych sie¢ w sub-
stancji potowo-ttuszczowej [16].

Rysunki 3-5. Odwzorowania linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione roztworem ninhy-
dryny sfotografowane w §wietle bialym. Zrédto - opracowanie wlasne

Figures 3-5. Fingerprints in repeated zoom visualized Ninhydrin, photographed in the white light. Reference
- own study

Tworzenie barwnika zaczyna sie w zalezno$ci od jakosci sladu po okoto
0,5 h, biorgc pod uwage temperature 20-30°C i wilgotnos¢ 50-75%. Czas ujawnia-
nia wynosi co najmniej 24 h i wydtuza si¢ wraz z wiekiem §ladéw linii papilarnych.
W nizszych temperaturach i suchym powietrzu proces niekiedy wcale nie daje
efektow barwnych. Z kolei w warunkach zbyt wilgotnych nastepuj rozmycie sladow
w podiozu. Przyspieszenie rekeji przez podgrzewanie do 90°C lub naswietlanie pro-
mieniowaniem ultrafioletowym przyspiesza reakcje powodujac szybkie ujawnienie
$§ladéw linii papilarnych. Nastepuje wtedy denaturacja bialek prowadzgca do zmian
ich wlasciwosci, w tym réwniez reaktywnosci, na skutek rozpadu na krétsze fancu-
chy, uwolnienia i uaktywnienia aminokwasow

Wedlug opublikowanych wynikéow badan metoda ninhydrynowa nie ma
istotnego wplywu na skuteczno$¢ oznaczania DNA z prébek krwi, wobec tego nie
powinna utrudni¢ przeprowadzenia badan biologicznych po wcze$niej przeprowa-

dzonych badaniach daktyloskopijnych [17].
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DFO
(1,8-diazafluoren-9-on)

Rysunek 6. Wzér strukturalny 1,8 diazafluoren-9-on (DFO)
Figure 6. Chemical structure of DFO

Zwigzek chemiczny 1,8-diazafluoren-9-on (Rys. 6) o wzorze sumarycznym
C, H\N,O nazywany w skrécie DFO zostal po raz pierwszy zsyntetyzowany w 1950
roku, ale jego reaktywnos$¢ z aminokwasami zostala odkryta dopiero w latach 90.
ubiegtego stulecia [18]. DFO w stanie stalym ma posta¢ krystaliczng, z6ttg barwe
i jest produktem przejsciowym powstajgcym przy syntezie pochodnej ninhydryny.
Zwiazek ten reaguje z aminokwasami zawartymi w substancji potowo-tluszczowej
(Rys. 7), tworzac podobny do purpury Ruhemanna czerwony produkt reakeji. Cza-
sem $lady sg widoczne w $wietle bialym w postaci bladorézowych odwzorowan.

CH,
CH, : =
| - H,0 N o}
+  H,N—CH ——
N N
o} S ] N
aminokwas \ V/ __

N NN 7

I Yo\

\

N

Rysunek 7. Schemat przebiegu reakcji DFO z aminokwasami [19]
Figure 7. Scheme of the reaction DFO with amino acid [19].
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Prawidlowe wykonanie procesu wymaga podwyzszonej temperatury (90-100°C)
oraz niskiej wilgotnosci. Reakcja zachodzi réwniez w temperaturze pokojowej, lecz
w zdecydowanie dtuzszym czasie. Zwigzek ten wykazuje fluorescencje przy wzbu-
dzeniu promieniowaniem niebiesko-zielonym o dtugosci fali 470-560 nm i obser-

wuje sie przez filtr krawedziowy dtugofalowy jako z61to-pomaranczowy obraz §ladu
(Rys. 8) [19, 20].

Rysunek 8.  Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powigkszeniu ujawnione roztworem DFO sfoto-

grafowane w $wietle niebiesko-zielonym przy wykorzystaniu filtra krawedziowego dtugofalowego.
Zrédlo — opracowanie wlasne

Figure 8. Fingerprint in repeated zoom visualized DFO, photographed in the blue-green light using goggle.
Reference - own study

Badania nad DFO udowodnily, Ze jest zwigzkiem o wiele bardziej skutecznym

przy ujawnianiu $§ladéw linii papilarnych niz ninhydryna, dlatego zaleca sie stoso-
wanie DFO w sekwencji metod przed ninhydryna.

1,2-IND
(1,2-indandion)

@)

Rysunek 9.  Wzoér strukturalny 1,2-indandionu (1,2-IND)
Figure 9. Chemical structure of 1,2-IND

1,2-IND (Rys. 9) o wzorze sumarycznym C,;H O, zostal zsyntetyzowany w 1997
roku jako produkt przejsciowy w reakcji otrzymywania pochodnej ninhydryny,
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5-metylotioninhydryny (5-MTN) i wykorzystany do ujawniania $ladow linii papi-
larnych na podtozach chlonnych. 1,2-IND podobnie jak DFO i ninhydryna reaguje
z aminokwasami bedacymi skfadnikami substancji potowo-ttuszczowej (Rys. 10)
[21].

@iﬁﬂ —cw
amlnokwas

1,2-IND

CH

©

=CH =— N

@f& % @é@

J+ 1.21ND
o

Rysunek 10. Schemat przebiegu reakgji 1,2-IND-u z aminokwasami [19]
Figure 10. Scheme of the reaction 1,2-IND with amino acid [19]

z—I

(©)

W rezultacie zachodzi reakcja w wyniku, ktdrej powstaje produkt wykazujacy
fluorescencje przy wzbudzeniu promieniowaniem niebiesko- zielonym o dlugosci
fali 505-530 nm, ktéry mozna obserwowac przy zastosowaniu filtru krawedziowego
diugofalowego (570-590 nm) jako zélto-pomaranczowy obraz $ladu linii papilar-
nych (Rys. 11).
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Rysunek 11.  Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione roztworem 1,2-IND
sfotografowane w $wietle niebiesko-zielonym przy wykorzystaniu filtra krawedziowego dtugofa-
lowego. Zrédto - opracowanie wlasne

Figure 11.  Fingerprint in repeated zoom visualized 1,2-IND , photographed in the blue-green light using
goggle. Reference — own study

Podobnie jak w DFO, moze pojawic¢ si¢ rozowe zabarwienie sladow widzialne
w $wietle bialym, lecz znacznie stabe [22].

Niewielka réznica w dzialaniu DFO i 1,2-IND powoduje, Ze nie ma przeszkod
na traktowanie 1,2-IND jako zamiennika DFO.

AMIDO BLACK
Na "0,8 sO; Na
N\\N N//N
OH NH,
NO,

Rysunek 12.  'Wzoér strukturalny czerni amidowej
Figure 12.  Chemical structure of Amido Black

Amido Black (Rys. 12) czyli czern amidowa o wzorze sumarycznym
C,,H,,N.Na,OS, to s6l disodowa kwasu disulfonowego 4-amino-5-hydroksy-3-[(4-
-nitrofenyl)azo]-6-(fenylazo)-2,7-naftalenu. Zwigzek ten stosowany jest do ujaw-
niania lub wzmacniania §ladow linii papilarnych pozostawionych krwig lub innym
plynem ustrojowym. Czern amidowa reaguje z czasteczkami biatek bedacymi sktad-
nikami osocza krwi oraz innych ptynéw ustrojowych. Slady linii papilarnych ujaw-
niajg sie w postaci ciemnoniebieskich odwzorowan (Rys. 13-14). Metoda ta umoz-
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liwia ujawnianie §ladéw linii papilarnych na dowolnych powierzchniach chionnych
i niechtonnych [23].

Rysunek 13-14. Odwzorowania linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione roztworem
Amido Black sfotografowane w $wietle biatym. Zrédlo - opracowanie wlasne
Figures 13-14. Fingerprints in repeated zoom visualized Amido Black, photographed in the white light.

Reference — own study

Zastosowanie czerni amidowej do kontrastowania krwawych sladéw linii papi-
larnych datuje sie na koniec lat 80. XX wieku, kiedy to Hussain oraz Pounds wyko-
rzystali ja po raz pierwszy [24]. Czern amidowa nie wchodzi w reakcje z substancja
potowo-tluszczowa znajdujaca si¢ na listewkach skérnych, dlatego tez metoda ta
powinna by¢ stosowana po ujawnieniu ewentualnych sladéw potowo-tluszczowych
innymi metodami [25].

HUNGARIAN RED

Czerwien wegierska to nazwa handlowa roztworu barwy purpurowej produko-
wanego przez firme Bvda Internatiomal b.v. z Holandii, ktéry pojawil si¢ na rynku
w polowie lat 90. XX wieku. Zwigzek ten zawiera barwnik rozpuszczony w miesza-
ninie wody i kwasu octowego reagujacy z biatkami znajdujacymi sie w osoczu krwi.
W wyniku reakeji powstaje zwigzek kompleksowy, ktéry ujawnia krwawe $lady linii
papilarnych barwy purpurowej Roztwor ten stosowany jest do ujawniania sladow
linii papilarnych na powierzchniach chtonnych i niechtonnych.

Czerwienwegierskawykazujefluorescencjewzakresie515-560nm,asladyobser-
wuje sie przy zastosowaniu filtru krawedziowego dlugofalowego 600 nm. Po zastoso-
waniu czerwieni wegierskiej §lady rowniez sa widoczne w $wietle biatym (Rys. 15-16).
Zwigzek ten tak samo jak czern amidowa nie wchodzi w reakeje z substancja potowo-
-tluszczowa, dlatego tez zaleca si¢ przed zastosowaniem tej metody ujawni¢ ewentu-
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alne $lady potowo-tluszczowe. Reakcja ta przebiega w dwdch etapach w zaleznosci
od podtoza. W podlozu chonnym slady krwawe sg utrwalane roztworem kwasu
5-sulfosalicylowego, a nastepnie kontrastowane roztworem czerwieni wegierskiej.
Odnosnie podtozy niechtonnych czynnos¢ ta jest odwrotna [6].

Rysunek 15-16. Odwzorowania linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione roztworem
Hungarian Red sfotografowane w $wietle bialym. Zrédlo - opracowanie wlasne
Figure 15-16. Fingerprints in repeated zoom visualized Hungarian Red, photographed in the white

light. Reference — own study

DAB
(tetrachlorowodorek 3,3’-diaminobenzydyny)

H,N

Rysunek 17.  'Wzoér strukturalny DAB
Figure 17.  Chemical structure of DAB

DAB (Rys. 17) o wzorze sumarycznym C,,H, C, w reakcji katalizowanej hemo-
globing w obecnosci nadtlenku wodoru ulega utlenianiu co prowadzi do powstania
ciemnobrazowej barwy produktu. Metoda ta stuzy do ujawniania lub wzmacniania
krwawych $ladéw linii papilarnych na podlozach chtonnych i niechlonnych. Pierw-
sze informacje o tej metodzie pojawily si¢ na poczatku lat 90. XX wieku, kiedy to
Sahs opublikowal raport pt. ,An Advancement in Blood Print Detection” w Jour-
nal of Forensic Identification. Artykut dotyczyl metodologii i wynikéw uzywania
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3,3’-diaminobenzydyny stuzacej do uwydatnienia krwawych $ladow linii papilar-
nych. Zwigzek ten tak samo jak czern amidowa i czerwien wegierska nie reaguje ze
sktadnikami substancji potowo-tluszczowej [6].

LCV
(fiolet leukokrystaliczny)

N—

/

Rysunek 18. 'Wzdr strukturalny fioletu leukrystaliznego
Figure 18.  Chemical structure of LCV

Fiolet leukokrystaliczny (Rys. 18) ulega reakcji utleniania przez nadtlenek
wodoru. LCV w obecnoséci hemoglobiny prowadzi do powstania barwnego pro-
duktu barwy jasnoniebieskiej. Zwigzek ten wykorzystuje sie zaréwno do ujawniania
jak i kontrastowania krwawych §ladéw linii papilarnych. Metode te po raz pierwszy
wykorzystano w potowie lat 90. XX wieku [26]. LCV nie reaguje ze sktadnikami
substancji potowo-tluszczowej, w zwigzku z tym nalezy zastosowa¢ inne metody do
ujawniania ewentualnych §ladéw potowo-tluszczowych. Metoda ta skuteczna jest
zaréwno na podlozach chtonnych jak i niechtonnych.

DMAC
(aldehyd 4-dimetyloaminocynamonowy)

\\o

SN

Rysunek 19.  Wzdr sumaryczny DMAC
Figure 19.  Chemical structure of DMAC
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DMAC (Rys. 19) o wzorze sumarycznym C ,H .NO reagujacy z mocznikiem
i aminami wchodzacymi w sktad substancji potowo-tluszczowej (Rys. 20), ktory
zostal opisany po raz pierwszy 1973 roku przez Morrisa [27].

(0] H CH

H ) N

/C\ + H+ + C CH3
H,N NH, O// H

mocznik DMAC
H N+/CH3
— +H,0
o H _ \CH3 2
N\ H
H,N H

barwny produkt reakcji

Rysunek 20. Schemat przebiegu reakcji DMAC z mocznikiem
Figure 20.  Scheme of the reaction DMAC with Urea

DMAC daje produkt reakcji wykazujacy fluorescencje przy wzbudzeniu promie-
niowaniem w zakresie 450-505 nm, ktdry obserwuje si¢ i rejestruje przy zastosowa-
niu filtru krawedziowego dtugofalowego 590 nm. Slady linii papilarnych s3 widoczne
w postaci z6ttego (pomaranczowego) koloru (Rys. 21). Zwigzek ten jest stosowany
do ujawniana $ladéw linii papilarnych naniesionych substancjg potowo-tluszczowy
na podtfozach papierowych (chlonnych) pokrytych emulsja termoczutg, np. wydruki
z bankomatu, paragony z kasy fiskalne;j.
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Rysunek 21.  Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione roztworem DMAC sfo-
tografowane w $wietle niebiesko-zielonym przy wykorzystaniu filtra krawedziowego diugofalo-
wego. Zrédlo - opracowanie wlasne

Figure 21.  Fingerprint in repeated zoom visualized DMAC, photographed in the blue-green light using gog-
gle. Reference — own study

Przed zastosowaniem DMAC nalezy zwroci¢ uwage czy badane podloze bylo
narazone na dziatanie niekorzystnych czynnikéw atmosferycznych w postaci pod-
wyzszonej temperatury oraz wysokiej wilgotnosci. Warunki srodowiskowe moga
obnizy¢ skutecznos¢ metody na skutek rozpuszczenia zwigzkow reagujacych z
DMAC [28].

RTX
(tetra tlenek rutenu VIII)

Mechanizm dziatania RTX polega na redukcji RuO, w kontakcie z substan-
cja potowo-ttuszczowq zawierajacg, m.in. nienasycone kwasy tluszczowe (Rys. 22).
Ujawnione $lady daja obraz czarny, ciemnoszary lub ciemnobragzowy widoczny
w $wietle biatym.

Metoda ta po raz pierwszy zostala opisana przez Roberta Olsena w 1978 roku i
polegala na ogrzaniu stalego RuO, na tazni wodnej w celu uzyskania par, ktére osa-
dzaly si¢ na substancji potowo-tluszczowej uwidaczniajac w ten sposob §lady linii
papilarnych [29]. Majac na uwadze wydluzony czas oczekiwania na osadzenie si¢
tlenku rutenu(VIII) na $ladach linii papilarnych oraz niebezpieczenstwo wybuchu
wynikajgce z ogrzewania RuO, do temperatury powyzej 50°C nie zaczeto jej stoso-
wac w praktyce. W latach 90. XX wieku Kenzo Mashiko, japonski naukowiec opisat
nowy sposob otrzymania gazowego tetratlenku rutenu poprzez zmieszanie wodnego
RuO, z wodnym roztworem azotanu amonu ceru (NH,),[Ce(NO,) ]. W wyniku tej
reakcji powstajg pary RuO,, ktére unoszg si¢ nad roztworem, a nastepnie osadzaja
sie na §ladach. RTX mozna stosowa¢ na papierach zwyklych i termoczutych, two-
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rzywach sztucznych, skorze, surowym drewnie oraz na przedmiotach o zréznicowa-
nej strukturze majace zaréwno powierzchnie chlonne jaki i niechtonne [30].

CH,(CH,), —CH=CH—(CH,),COOH + RuO, CH3(CH2)7—fH —CH—(CH,),COOH

kwas oleinowy 0 o)

+2H,0 Ru
o O

CH,)CH,), —CH—CH—(CH,),COOH

H OH
HO OH

\_/
Ru

O/ \o

tlenek rutenu (VIII)
(czarny)

Rysunek 22. Schemat przebiegu reakcji RuO, z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi obecnymi w pocie [29]
Figure 22.  Scheme of the reaction RuO, with fatty acids [29]

Nalezy zaznaczy¢, ze metoda ta jest skuteczna w przypadku ujawniania §ladoéw
linii papilarnych nie starszych niz 1 miesigc.

4. METODY FIZYCZNE

Metody optyczne polegaja na ujawnieniu sladow linii papilarnych, jakie moga
znajdowa¢ sie na badanym przedmiocie, okiem nieuzbrojonym lub przy pomocy
powiekszajgcych przyrzadéw optycznych w $wietle naturalnym badz sztucznym
pod odpowiednim katem.

Wspolczesnie w kryminalistyce wykorzystuje sie¢ réznego rodzaju lampy
i o$wietlacze kryminalistyczne umozliwiajace przy wykorzystaniu zjawisk fizycz-
nych (fluorescencji, absorpcji) optyczne ujawnianie $ladéw linii papilarnych.
W takich przypadkach podloze o$wietla si¢ roznymi zakresami promieniowania,
przy czym obserwacje sladéw wykonuje sie przy uzyciu odpowiednich filtréw kra-
wedziowych dlugofalowych, ktére odcinajg promieniowanie wzbudzajace a prze-
puszczajg fluorescencyjne.

Zjawisko fluorescencji wykorzystywane jest takze w trakcie ujawnianiu $la-
dow linii papilarnych, ktore: wykazuja naturalng fluorescencje, zostaly zabrudzone
takimi substancjami, ktore wzmacniajg fluorescencje (tusz, smar, narkotyki) badz
zostaly zanieczyszczone substancjami, ktore absorbujg $wiatto na tle fluorescen-
cyjnego podloza (krew, kurz). Fluorescencja wykorzystywana jest rowniez podczas
zastosowania metod chemicznych i opartych na adhezji, stosowanych do ujawnia-
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nia $§ladéw linii papilarnych i przyczynia si¢ do poprawy kontrastu i czytelnosci
ujawnionych $ladow.

PROSZKI DAKTYLOSKOPIJNE

W praktyce daktyloskopijnej do ujawniania sladéw linii papilarnych stosuje si¢
réznego rodzaju adhezyjne proszki daktyloskopijne. Dobdr uwarunkowany jest od
kontrastu powstalego miedzy $ladem a podtozem. W niektérych wypadkach kon-
trast uzyskuje sie dopiero po przeniesieniu $ladu na folie daktyloskopijng, z ktorg
kontrastuje stosowany proszek przylegajacy do ujawnionego $ladu.

Proszki daktyloskopijne nanoszone s za pomocg pedzla z wlosia naturalnego
(np. wiewidrki, bobra), wiékna szklanego lub puchu marabuta oraz pedzla magne-
tycznego. Kiedy pojawi sie zarys $ladu wykonuje si¢ rejestracje fotograficzng przy
wykorzystaniu skaléwki i przenosi si¢ $lad na folie daktyloskopijng, ktorg dobiera
sie w oparciu o zasade kontrastowosci.

Proszki daktyloskopijne mozna podzieli¢ na:

a) zwykle: argentorat (stop aluminium), sadza angielska (tlenek zelaza, tlenek

manganu, kalafonia), grafit;

b) ferromagnetyczne (tlenek zelaza, sproszkowane zelazo);

¢) fluorescencyjne (powstajg na bazie proszkéow zwyklych lub ferromagne-

tycznych poprzez dodanie barwnika fluorescencyjnego).

FIOLET KRYSTALICZNY
(chlorek tris (4-(dimetyloamino)fenylo)metylu)

\N/

cl
O \
N >+
| |
Rysunek 23.  'Wzoér strukturalny fioletu krystalicznego

Figure 23.  Chemical structure of Crystal Violet

Fiolet krystaliczny (Ryc. 23) o wzorze sumarycznym C, H, N.Cl, ktéry wyste-
puje w postaci ciemnozielonego proszku lub krysztalow. Zwiazek ten stosowany
jest do kontrastowania $ladéw linii papilarnych ujawnionych metodg cyjanoakry-
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lowa, sladow krwawych, na klejacej stronie tasm samoprzylepnych, powierzchniach
zabrudzonych klejami i smarami. Barwi podloze (w przypadku tlustego podtoza
mozna zaobserwowaé, ze to wlasnie podloze zostanie zabarwione na fioletowo
a substancja $ladotworcza pozostanie bez zmian) lub substancje sladotworczg na
kolor fioletowy (Rys. 24-25), nadajac im kontrast, ktéry umozliwia rejestracje foto-
graficzna w $wietle bialym.

Rysunek 24-25. Odwzorowania linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu, ujawnione fioletem kry-
stalicznym, sfotografowane w $wietle biatym. Zrédlo - opracowanie wiasne
Figure 24-25. Fingerprints in repeated zoom visualized Crystal Violet, photographed in the white light.

Reference - own study

Metoda ta jest zalecana w przypadku jasnych podlozy, poniewaz w przypadku
podiozy ciemnych nie daje wlasciwych wynikéow ze wzgledu na brak kontrastu
substancji §ladotworczej z podlozem. Ujawnianie polega na zanurzeniu badanego
przedmiotu w roztworze fioletu krystalicznego do momentu uzyskania kontrastu
$ladu z podlozem [31].

SPR
(Small Particle Reagent)

SPR jest wodng zawiesing drobnoczasteczkowego czarnego proszku disiarczku
molibdenu(IV) o wzorze sumarycznym MoS, z dodatkiem $rodka powierzchniowo
czynnego (SPC). Preparat ten charakteryzuje si¢ wystepowaniem czeéci hydrofilowej
i hydrofobowej umozliwiajacy zmieszanie dwoch niemieszajacych sie ze soba cieczy,
np. wody i oleju [32]. Do wizualizacji §ladéw linii papilarnych stosuje si¢ srodki
powierzchniowo czynne onazwachhandlowych Tergitol typ NP-7 oraz Photo-Flo 200.
SPR stosowany jest do ujawniania $ladow linii papilarnych na podtozach niechton-
nych, m.in. metale, szklo, tworzywa sztuczne. Daje dobre wyniki szczegdlnie na
podfozach mokrych i natluszczonych. Czasteczki disiarczku molibdenu(IV) przyle-
gaja do substancji sladotworczej pozostawiajac szary nalot (Rys. 26-27) [33].
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Rysunek 26-27. Odwzorowania linii papilarnych w kilkakrotnym powigkszeniu ujawnione SPR, sfotogra-
fowane w §wietle biatym. Zrédlo - opracowanie wlasne

Figure 26-27. Fingerprints in repeated zoom visualized SPR, photographed in the white light. Reference
- own study

Small Particie Reagent jako metode do wizualizacji sladéw linii papilarnych
opisano po raz pierwszy w 1979 roku przez Morrisona i Wellsa, ktorzy pracowali
w Atomic Weapons Research Establishment w Aldermaston w Wielkiej Brytanii.
SPR jest proszkiem daktyloskopijnym wystepujacym w postaci cieklej tworzacy
zawiesine i na ogdt duzo bardziej skuteczniejszym od proszkéw daktyloskopijnych.

STICKY-SIDE

Sticky-side to proszek barwy grafitowej z metalicznym polyskiem, ktd-
rego pierwsze wzmianki o zastosowaniu datuje si¢ na lata 90. XX wieku
w Japonii [34]. Produkt ten stosowany jest do ujawniania §ladow linii papilarnych na
klejacych stronach taém samoprzylepnych naniesionych substancjg potowo-ttusz-
czowg oferowany przez firme Bvda, w ktorego sklad wchodzi tlenek zelaza i platki
aluminium. Zasada dzialania polega na adsorpcji czastek proszku na substancji
potowo-tluszczowej $ladu linii papilarnych, ktéry nanosi si¢ pedzlem na strong
klejaca tasmy i delikatnie zmywa jego nadmiar pod biezaca woda. Po ujawnieniu
$ladoéw linii papilarnych ogledziny oraz rejestracje fotograficzna przeprowadza si¢
w $wietle biatym.
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WET POWDER
(White & Black)

Wet Powder to nazwa handlowa $rodka stuzacego do ujawniania sladow linii
papilarnych na podiozach niechfonnych pokrytych klejem (tasmy samoprzylepne)
[35]. Wet Powder jest zawiesing proszku barwy bialej (Rys. 28) badz czarnej, ktdrej
zastosowanie zalezy od barwy podloza (Rys. 29).

nifm

Rysunek 28-29. Odwzorowania linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione zawiesing Wet
Powder White (po lewej stronie) i Wet Powder Black (po prawej stronie), sfotografowane
w $wietle biatym. Zrédlo - opracowanie wiasne

Figure 28-29. Fingerprints in repeated zoom visualized Wet Powder White and Wet Powder Black,
photographed in the white light. Reference — own study

Sktad Wet Powder Black opiera sie na tlenku zelaza, a Wet Powder White na
dwutlenku tytan.

TAPE-GLO

Tape-Glo to roztwor barwy czerwono-pomaranczowej, ktory zawiera w swoim
skladzie barwnik fluorescencyjny osadzajacy si¢ na miejscu wystepowania substancji
potowo-tluszczowej (jego sklad jest objety tajemnica handlowa i jest dostepny jako
gotowy produkt oferowany przez firme Lightning Powder Company Inc. z USA)
na powierzchniach klejgcych, m.in. na taSmach samoprzylepnych. Ujawnianie §la-
déw linii papilarnych przy zastosowaniu Tape-Glo polega na naniesieniu $rodka
przy uzyciu pedzla na badane podloze i zmyciu wodg jego nadmiaru. Ujawnione
slady linii papilarnych fluoryzujg przy wzbudzeniu promieniowaniem w zakresie
505-530 nm, a ich obserwacji i rejestracji fotograficznej dokonuje si¢ przy uzyciu
filtréw krawedziowych diugofalowych 590 nm (Rys. 30).
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Rysunek 30. Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione Tape-Glo, sfotografo-
wane w $wietle niebiesko-zielonym przy uzyciu filtra krawedziowego dlugofalowego. Zrédto —
opracowanie wlasne

Figure 30.  Fingerprint in repeated zoom visualized Tape-Glo, photographed in the blue-green light using
goggle. Reference — own study

SUDAN BLACK B
(2,2-dimethyl-1,3-dihydroperimidin-6-yl)-(4-phenylazo-1-naphthyl)diazene)

H
Ni

A, H O
H \\N N//

Rysunek 31.  Wzér strukturalny Sudan Black B
Figure 31.  Chemical structure of Sudan Black B

Sudan Black B (Rys. 31) czyli czern sudanowa o wzorze sumarycznym C, ;H, N.
Stosowana jest glownie do kontrastowania §ladéw na powierzchniach zabrudzo-
nych smarami, artykutami spozywczymi i sladéw potowo-tluszczowych ujawnio-
nych metodg cyjanoakrylowa. W stanie stalym jest czarnym, drobnym proszkiem,
natomiast w stanie rozpuszczonym posiada barwe ciemnogranatowsa i takie tez
zabarwienie uzyskuja ujawnione nim $lady linii papilarnych (Rys. 32). Zasada dzia-
tania polega na naniesieniu spryskiwaczem lub zanurzeniu w roztworze badanego
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przedmiotu, a nastepnie sptukanie woda nadmiaru barwnika, ktéry osadza si¢ na
sladzie. Ogledziny i rejestracje fotograficzng dokonuje sie w $wietle bialym [36].

Rysunek 32.  Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione Sudan Black B, sfoto-
grafowane w $wietle biatym. Zrédlo - opracowanie wiasne

Figure 32.  Fingerprint in repeated zoom visualized Sudan Black B, photographed in the white light. Reference
- own study

LIQUI-DROX

W sklad roztworu Liqui-drox wchodzi mieszanina bezfosforanowego deter-
gentu o nazwie handlowej Liqui-nox firmy Alconox Inc z USA, Ardroxu P133D
(barwnik fluorescencyjny) i wody destylowanej. Mieszanina ta jest roztworem
o z6ttym zabarwieniu. Roztwor ten stosowany jest do kontrastowania $ladow linii
papilarnych ujawnionych metoda cyjanoakrylowa zaré6wno na stronie klejacej jak
i nieklejacej tasm samoprzylepnych koloru ciemnego. Obecnos¢ detergentu Liqui-
-nox w roztworze Liqui-drox ulatwia proces osadzania barwnika. Nadmiar roz-
tworu fatwo wymywany jest woda. Ujawnione §lady linii papilarnych fluoryzuja
przy wzbudzeniu promieniowaniem ultrafioletowym (Rys. 33) [37].



METODY WYKORZYSTYWANE DO WIZUALIZACJI SLADOW LINII PAPILARNYCH 305

Rysunek 33.  Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powigkszeniu ujawnione Liqui-drox, sfotografo-
wane w $wietle ultrafioletowym. Zrédlo - opracowanie wlasne

Figure 33.  Fingerprint in repeated zoom visualized cyanoacrylate contrasted by Liqui-drox, photographed in
the ultraviolet light. Reference - own study

BARWIENIE CYJANOARYLANOW

Barwienie cyjanoakrylanéw to metoda polegajaca na powinowactwie fizycz-
nym substancji tworzacej §lad z odczynnikiem ujawniajacym, polegajaca na przyle-
ganiu barwnika do substancji §ladotwodrczej lub podtoza.

ARDROX P133D
(1,2-dichloro-3-(2-metylofenoksy)benzenu)

Cl e}
Cl

Rysunek 34.  'Wzor strukturalny Ardroxu P133D
Figure 34.  Chemical structure of Ardrox P133D

Ardrox P133D (Rys. 34) to barwnik fluorescencyjny o wzorze sumarycznym
C,H,,CLO stosowany do kontrastowania §ladéw linii papilarnych ujawnionych na
podiozach niechlonnych metoda cyjanoakrylowa, ktory jest silnie adsorbowany
przez polimer cyjanoakrylowy.Barwnik ten wykazuje fluorescencje przy wzbudze-
niu promieniowaniem w zakresie 350 nm (Rys. 35). Roztwdr ten wystepuje w postaci
z6ltej cieczy, ktora tatwo wymywana jest woda [38].



306 E. KAROLINA KOLEK-KACZANOWSKA, J. KRECZKO, Z. MACKIEWICZ

Rysunek 35.  Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powigkszeniu ujawnione Ardroxem P133D sfo-
tografowane w $wietle ultrafioletowym. Zrédlo — opracowanie wlasne

Figure 35.  Fingerprint in repeated zoom visualized cyanoacrylate contrasted by Ardrox P133D, photogra-
phed in the ultraviolet light. Reference — own study

SAFRANINA O
(chlorek 3,7-dimetylo-10-fenylofenazyn-10-io-2,8-diaminy)

H,C | oM CHs
+Z =
HNT NN NH,
2\| clI’
N

Rysunek 36.  'Wzor strukturalny Safraniny O
Figure 36.  Chemical structure of Safranin O

Safranina O (Rys. 36) o wzorze sumarycznym C, H CIN, jest organicznym
barwnikiem fluorescencyjnym wystepujgcym w postaci proszku barwy bordowe;j.
Jego zastosowaniem jest kontrastowanie §ladow linii papilarnych ujawnionych na
powierzchniach niechfonnych metoda cyjanoakrylows.
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Rysunek 37. Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powigkszeniu ujawnione Safraning O sfotogra-
fowane w $wietle niebiesko-zielonym przy wykorzystaniu filtra krawedziowego diugofalowego.
Zrédlo - opracowanie wlasne
Fingerprint in repeated zoom visualized Safranin O photographed in the blue-green light using
goggle. Reference — own study

Figure 37.

Nadmiar barwnika wyptlukiwany jest woda. Wykazuje fluorescencje przy
wzbudzeniu promieniowaniem w zakresie 505 nm, a obserwacje i rejestracje sladow
linii papilarnych dokonuje si¢ przy uzyciu filtrow krawedziowych dlugofalowych
590 nm (Rys. 37) [39].

TEC

(chylat europu z tienoilotrifluoroacetonem)

3+

3CI”

Rysunek 38.  'Wzor strukturalny chylatu europu z tienoilotrifluoroacetonem
Chemical structure of Thenoyl Europium Chelate

Figure 38.
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Trzy czasteczki 5-tienoilotrifluoroacetonu (TTA) wiaza w roztworze jeden
atom europu tworzac chelat europu (TEC) (Rys. 38). TEC jest barwnikiem posia-
dajacym wiasciwosci fluorescencyjne, stosowanym do kontrastowania $ladow linii
papilarnych ujawnionych na podiozach niechtonych metoda cyjanoakrylowa. Roz-
twor chylatu europu jest bezbarwny i mocno absorbuje promieniowanie w zakresie
ultrafioletowy. Z kolei waskie pasmo emisji wystepuje przy okoto 614 nm. Chylat
europu jest przykladem metody charakteryzujacej si¢ emisjg fluorescencji o duzym
przesunigciu Stokesa w stosunku do promieniowania wzbudzajacego. Poczatki
wykorzystania TEC to lata 90. XX wieku, kiedy Misner, Wilkinson i Watkin opubli-
kowali mozliwos¢ zastosowania TEC jako barwnika fluorescencyjnego do kontra-
stowania $ladow linii papilarnych [40].

BASIC YELLOW 40
(3-(2-benzotiazol)-7-dietyloamino kumaryny)

hll/Q
/@\IKS

H,C

Rysunek 39.  'Wzor strukturalny Basic Yellow 40
Figure 39.  Chemical structure of Basic Yellow 40

Basic Yellow 40 (Rys. 39) to barwnik fluorescencyjny o wzorze sumarycznym
C,,HN,O,S, ktéry jest intensywnie adsorbowany przez polimer cyjanoakrylowy
[41]. Wykazuje fluorescencje przy wzbudzeniu promieniowaniem w zakresie 350-
505 nm, zatem $lady linii papilarnych mozna obserwowa¢ w §wietle ultrafioletowym
oraz pomaranczowym (Rys. 40). Nalezy pamietaé, ze przy wzbudzeniu w zakresie
~505 nm obserwacji i rejestracji dokonuje si¢ przy uzyciu filtrow krawedziowych

dtugofalowych 590 nm [6].
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Rysunek 40. Odwzorowanie linii papilarnych w kilkakrotnym powigkszeniu ujawnione Basic Yellow 40 sfoto-
grafowane w $wietle ultrafioletowym. Zrédlo - opracowanie wlasne

Figure 40.  Fingerprint in repeated zoom visualized cyanoacrylate contrasted by Basic Yellow 40 photogra-
phed in the ultraviolet light. Reference — own study

5. METODY FIZYKOCHEMICZNE
Do wizualizacji $ladow linii papilarnych wykorzystuje si¢ rowniez metody fizy-

kochemiczne, w ktorych wystepuja zaréwno zjawiska fizyczne, jaki i reakcje che-
miczne. W takim przypadku proces ten przebiega etapowo.

CYJANOAKRYLAN

Cyjanoakrylan to klej cyjanoakrylowy powszechnie stosowany jako szybko-
schnacy, wystepujacy w handlu pod nazwa Super Glue, Cyjanopan czy Kropelka.
W jego skfad wchodzi 2-cyjanoakrylan metylu (MCA) C.H.NO, (Rys. 41) badz
2-cyjanoakrylan etylu (ECA) C.H.NO, (Rys. 42) [199, 200].

@)

Rysunek 41.  'Wzor strukturalny 2-cyjanoakrylanu metylu (MCA)
Figure 41.  Chemical structure of methyl-2-cyanoacrylate
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Rysunek 42.  'Wzor strukturalny 2-cyjanoakrylanu etylu (ECA)
Figure 42.  Chemical structure of ethyl-2-cyanoacrylate

Metoda cyjanoakrylowa zostata opracowana w 1978 r. w Oddziale Identyfika-
cji Kryminalnej Japonskiej Policji Narodowej. Polega ona na polimeryzacji estréw
kwasu 2-cyjanoakrylowego katalizowanego sktadnikami wydzieliny potowo-tlusz-
czowej tworzacej Slady daktyloskopijne. W procesie ujawniania sladow linii papilar-
nych wykorzystuje si¢ dzialanie par estrow kwasu 2-cyjanoakrylowego, ktére osia-
dajac si¢ na grzbietach listewek skornych ulegajg polimeryzacji tworzac bialo-szary
nalot (Rys. 43-44) [42, 43].

ITITTITITITd

Rysunek 43-44. Odwzorowania linii papilarnych w kilkakrotnym powiekszeniu ujawnione cyjanoakryla-
nem sfotografowane w $wietle bialym. Zrédlo - opracowanie wiasne
Figure 43-44. Fingerprints in repeated zoom visualized cyanoacrylate, photographed in the white light.

Reference — own study

Wydluzenie lancuch polimeru katalizowane jest przez jony hydroksylowe
(Rys. 45). Metoda cyjanoakrylowa w procesie ujawniana $ladéw linii papilarnych
wykorzystuje zdolnos$¢ par estréw do polimeryzacji anionowej, kationowej lub rod-
nikowej. Powstaly polimer przylega do powierzchni polarnych [44].


http://en.wikipedia.org/wiki/Ethyl_cyanoacrylate
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CN CN
| inicjowanie | .
HO* + H2C:C HO_CHZ_C
COOC,H, COOCH;
2-cyjanoakrylan etyl (ECA)
polimeryzacja
CN CN CN CN

I | |

HO—CH,—C* + H,C=C HO—CH;—C—CH,—C"

|
COOC,H, COOC,H, COOC,H, COOC,H,

Rysunek 45. Schemat przebiegu reakcji polimeryzacji 2-cyjanoakrylanu etylu
Figure 45.  Scheme of the reaction of the polymerization cyanoacrylate

Polimer cyjanoakrylowy mozna skontrastowa¢ barwnikami fluorescencyjnymi
(Ardrox P133D, Safranina O, Basic Yellow 40) lub innymi zwigzkami chemicznymi
przeznaczonymi do wzmocnienia widocznos$ci $ladéw linii papilarnych ujawnio-
nych cyjanoakrylanem, np. fiolet krystaliczny.

Proces polimeryzacji musi by¢ przez caly czas obserwowany przez eksperta
kryminalistyki, gdyz zbyt duze osadzenie si¢ opar kleju na $ladach linii papilarnych
moze spowodowaé nieodwracalne zatarcie sladu.

Do ujawniania metodg cyjanoakrylowa wykorzystuje sie powszechnie dostepne
na rynku Kkleje, takie jak: Cyjanopan, Super Glue lub specjalnie produkowane do
celow kryminalistycznych preparaty o wigkszej lotnosci niz kleje, m.in. tzw. folie
cyjanoakrylowe.

Metoda cyjanoakrylowa jest skuteczna na powierzchniach niechlonnych:
metale, szklo, tworzywa sztuczne, drewno lakierowane, a takze na powierzchniach
chlonnych o gladkiej i blyszczacej powierzchni. Najnowsze badania donosza, ze
ujawnianie $ladéw linii papilarnych parami estru cyjanoakrylowego stosuje si¢ do
sladow pozostawionych na powierzchniach klejacych, takich jak tasmy samoprzy-
lepne [45]. Jest ona znacznie skuteczniejsza od proszkéw daktyloskopijnych i daje
wiele mozliwosci pdzniejszego kontrastowania.

Zaleta metody cyjanoakrylowej jest fakt, iz nie wplywa negatywnie na prze-
prowadzenie pozniejszych badan biologicznych, a nawet ulatwia wykonanie tego
rodzaju badan. Poprzez osadzenie par estru cyjanoakrylowego na substancji
potowo-tluszczowej w postaci biato-szarego nalotu, ktory widaé bez koniecznosci
wykorzystania powiekszajacych przyrzadow optycznych. Zaweza to obszar dzialania
sprawcy zdarzenia, z ktérego nalezaloby pobra¢ wymazy do badan biologicznych.

Laboratoria Kryminalistyczne Policji posiadajg specjalistyczne komory cyja-
noakrylowe przystosowane do ujawniania $ladéw linii papilarnych metoda cyjano-
akrylowg, ktére wyposazone w klimatyzacje, termostat oraz nawilzacze powietrza
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z regulowana wilgotnos$cia (optymalna 80%) i temperaturg podgrzewacza (140°C)
oraz wentylatorem zapewniajagcym réwng cyrkulacje par w calej komorze (Rys. 46).

Rir Science

L
o

Rysunek 46. Komora cyjanoakrylowa Model Safefume CATRI firmy Air Science z USA. Zbudowana z trzech
oddzielnych komor z niezaleznym systemem sterowania oraz bezkanalowym system filtrow

weglowych
Figure 46.  Cyanoacrylate chamber Model Safefume CATRI of the Air Science company from the USA

Ze wzgledu na fakt, Ze komory cyjanoakrylowe dysponuja ograniczong pojem-
noscig, problemem jest ujawnianie sladow daktyloskopijnych ta metoda na przed-
miotach wielkogabarytowych. Utrudnienie to zostalo zazegnane za posrednictwem
Instytutu Technologii Bezpieczenstwa ,MORATEX”, Centralnego Laboratorium
Kryminalistyczne Policji, przedsiebiorstwa sprzetu ochronnego Maskpol S.A.
oraz firmy STANIMEX S.J., ktorzy zrealizowali projekt na opracowanie technolo-
gii namiotu do ujawniania §ladéw parami estru kwasu cyjanoakrylowego (NUS).
Nastepstwem projektu jest nowoczesny namiot pneumatyczny o lekkiej i stabilnej
konstrukgji z mozliwoscia tacznia segmentowego wraz z osprzetem, ktéry moze
by¢ wykorzystany w réznych warunkach $rodowiskowych na miejscu zdarzenia.
Perspektywa ujawniania $ladow linii papilarnych na przedmiotach wielkogabaryto-
wych z mozliwosci bezposredniego wykorzystania na miejscu zdarzenia przyczyni
sie do skrdcenia czasu prowadzonych czynnoéci procesowych.
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Opary jodu stosowane s3 do ujawniania $ladéw linii papilarnych naniesionych
substancja potowo-tluszczowa na podlozach chtonnych i niechtonnych.

Metoda ujawniania polega absorbowaniu par sublimujacego jodu gléwnie
przez substancje tluszczowe wystepujace w pocie. W rezultacie tego powstaje ciem-
nobrazowy obraz $ladu. Ujawnione $lady szybko zanikaja w skutek dalszej subli-
macji jodu. Metoda ta jest jedna z najstarszych metod ujawniania niewidocznych
odciskow, ktdrej poczatki datuje si¢ na lata 30. XX wieku [46].

Oparyjodu mozna stosowac jedynie do $ladoéw swiezych, ktdre nie utracity jesz-
cze lepkosci na skutek przemiany substancji potowo-ttuszczowej. Ponadto metod ta
wymaga szybkiej rejestracji fotograficznej ujawnionego sladu, poniewaz ze wzgledu
na wlasciwosci jodu nastgpuje szybki jego zanik. Ujawnione $lady mozna podda¢
utrwaleniu. Jako utrwalacz wykorzystuje sie, m.in. skrobi¢ w postaci sypkiej, zawie-
siny w wodzie oraz pasty, poza tym roztwdr 7,8-benzoflavonu oraz a-naftoflavonu
(Rys. 47) [47].
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Rysunek 47. Schemat przebiegu reakcji jodu z a-naftoflavonem
Figure 47.  Scheme of the reaction of iodine with a-naphthoflavone

Pary jodu s sprawdzong metoda pozyskiwania sladéw linii papilarnych pozo-
stawionych na ludzkiej skdrze [48].

UWAGI KONCOWE

W nastepstwie rozwoju technicznego oraz kolejnymi badaniami ukazujg
sie coraz to nowsze metody wizualizacji §ladéw linii papilarnych, ktore zastepujg
dotychczas stosowane. Doskonalenie metod ujawniania $ladéw linii papilarnych
prowadzace do poprawy czytelnosci, umozliwia przeprowadzenie badan identyfi-
kacyjnych stuzacych do wykrycia sprawcy przestepstwa. Nalezy pamietac, ze dakty-
loskopia wciaz si¢ rozwija a jej mozliwosci wykorzystania sg niezwykle réznorodne.
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mgr Malgorzata Sobocinska — w latach 2007-2012 studiowala na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Gdanskiego — uzyskujac w 2012 roku tytul magistra. Prace magis-
terskg pod tytulem ,,Chemiczna synteza pochodnych aminokwasowych zawieraja-
cych w taricuchu bocznym donor fluorescencji” pisata pod kierunkiem prof. dr hab.
Adama Lesnera w Katedrze Chemii Bioorganicznej. Obecnie stuchaczka Stacjonar-
nych Studiéw Doktoranckich Chemii i Biochemii na Wydziale Uniwersytetu Gdan-
skiego, gdzie wykonuje prace doktorska pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa
Mackiewicza.

prof.drhab. Zbigniew Mackiewicz - profesor Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdan-
skiego, kierownik Pracowni Chemii Polipeptydéw w Katedrze Syntezy Organicznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego specjalizujacy si¢ w syntezie w roztwo-
rze i na no$niku stalym polipeptydéw majacych zastosowanie w badaniach immu-
nologicznych. Gtéwnym kierunkiem pracy prof. Mackiewicza jest synteza i badania
immunogenno$ci fragmentow antygenow wirusa zapalenia watroby typu B(HBV)iC
(HCV) oraz opracowywanie testow diagnostycznych do wykrywania WZW typu B
i C. W ostatnich latach prof. Mackiewicza zajmowal si¢ otrzymywaniem peptydow
biologicznie czynnych i ich oddzialywaniem z kationami metali cigzkich (Cu, Zn)
oraz synteza fragmentéw parahormonu (PTH) i wybranych fragmentéw ludzkich
bialek szoku termicznego (Hsp). Od niedawna zespot prof. Mackiewicza prowadzi
badania nad inhibitorami enzymoéw rozkladajgcych enkefaliny poszukujac dogod-
nego analogu, ktéry wykazywalby maksymalng aktywnos¢ biologiczng w danych
warunkach $rodowiskowych.
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ABSTRACT

Management of acute and chronic pain has always been a key area of clinical
research. Pain and stress stimulation may cause an increase in the level of endoge-
nous opioids in the body. Endogenous enkephalins activate opioid receptors in the
brain, leading to the analgesic effect. Enkephalinases inactivate endogenous opio-
ids, abolishing their activity. Enkephalin degrading enzyme inhibitors (EIs) in turn
inhibit these enzymes, preventing them from degrading endogenous enkephalins
what leads to analgesia. The enkephalin degrading enzyme inhibitors seem to be
promising analgesic agents [2]. Analgesic effect of EIs has been discovered recently
and their therapeutic potential has not been effectively investigated yet. The main
advantage of enkephalinase inhibitors is that they do not show adverse effects cha-
racteristic for opioids. EIs play an important role in modulating nociception, so they
are potential agents for the treatment of acute and chronic pain. They often possess
also additional antidiarrheal, antidepressant and anticancer properties [3]. The
potential EIs targets appear to be aminopeptidase N (APN), dipeptidyl peptidase III
(DPP III), angiotensin-converting enzyme (ACE) and neutral endopeptidase (NEP)
(4].

Els may be broadly classified as endogenous and those that are obtained syn-
thetically [4]. The purpose of this work is to present a review of endogenous enke-
phalinase inhibitors: sialorphin, opiorphin, and spinorphin.

Sialorphin (GIn-His-Asn-Pro-Arg) is synthesized predominantly in the sub-
mandibular gland and prostate of adult rats in response to androgen steroids and
is released locally and systemically in response to stress. Sialorphin protects endo-
genous enkephalins released after nociceptive stimuli by inhibiting NEP in vivo.
Sialorphin prevents spinal and renal NEP from breaking down substance P and
Met-enkephalin in vitro. Sialorphin suppressed pain sensation for both chemical-
-induced inflammation and acute physical pain [8, 9, 12].

Opiorphin (Gln-Arg-Phe-Ser-Arg) is an endogenous chemical compound first
isolated from human saliva. Opiorphin is a natural analgesic. Opiorphin protects
enkephalins from degradation by human neutral endopeptidase and aminopepti-
dase N. Opiorphin is closely related to the rat sialorphin peptide [12, 13, 19].

Spinorphin (Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr) has been isolated from the bovine
spinal cord as an endogenous inhibitor of enkephalin - degrading enzymes. Spinor-
phin is an antagonist of the P2X3 receptor and a weak partial agonist/antagonist of
the FP1 receptor [24, 25, 26].

Keywords: endogenous enkephalin degrading enzymes inhibitors, opioid, peptides,
pain, analgesicagents

Stowa Kkluczowe: endogenne inhibitory enzymoéw rozkladajacych enkefaliny,
opiody, peptydy, bol, srodki przeciwbolowe
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WPROWADZENIE

Bl (fac. dolor) jest pojeciem subiektywnym, nieprzyjemnym doznaniem zmy-
stowym i emocjonalnym powstajacym pod wplywem bodzcéw rzeczywistych lub
potencjalnie zagrazajacych uszkodzeniem ciala. Migdzynarodowe Towarzystwo
Badania Bélu definiuje bdl jako ,,Nieprzyjemne doswiadczenie zmystowe i emocjo-
nalne zwigzane z rzeczywistym lub potencjalnym uszkodzeniem tkanek lub opisy-
wane w kategoriach takiego uszkodzenia” [1].

Opioidy to grupa substancji dzialajacych na receptory opioidowe obecne
wludzkim organizmie. Opioidy mozna podzieli¢ na: opioidy endogenne, opiaty
oraz syntetyczne odpowiedniki opiatéw (leworfanol, fentanyl, metadon, petydyna).
Opioidy endogenne to peptydy produkowane przez mozg lub przysadke (endor-
tiny, dynorfiny, enkefaliny). Gléwnym zastosowaniem opioidéw jest walka z silnym
bdlem [2]. Dziatanie opioidéw objawia si¢ zahamowaniem czucia bélu na poziomie
rdzenia kregowego, tlumieniem rozprzestrzeniania si¢ impulséw, a takze hamo-
waniem percepcji bolu w moézgowiu [3]. Opioidowe leki przeciwbdlowe sg stoso-
wane w u$mierzaniu bardzo silnego boélu pooperacyjnego, tagodzeniu objawéw
choroby nowotworowej, a takze w przypadku silnych boléw na zalecenie lekarza
prowadzacego. Stanowig ostateczng alternatywe dla dostepnych bez recepty nieste-
roidowych lekéw przeciwzapalnych.

Artykul ten dokonuje przegladu literaturowego endogennych inhibitoréw
enzymow rozkladajacych enkefaliny, ktére moglyby stanowi¢ nowa generacje lekow
bedacych alternatywa dla obecnie dostepnych medykamentow.

1. INHIBITORY ENZYMOW ROZKEADAJACYCH ENKEFALINY

Bdl i bodzce stresowe moga powodowaé wzrost poziomu endogennych opio-
idow w organizmie. Endogenne enkefaliny aktywuja receptory opioidowe w mdzgu,
co prowadzi do dziatania przeciwbdlowego. Enkefalinazy, inaktywujg endogenne
opioidy powodujac zahamowanie ich dziatania. Inhibitory enzymoéw rozkladaja-
cych enkefaliny (EIs) blokuja enkefalinazy, uniemozliwiajac tym samym rozklad
endogennych enkefalin.

Dzialanie inhibitoréw enzymoéw rozkladajacych enkefaliny (EIs) polega na
hamowaniu rozkladu naturalnych opioidéw. Enkefaliny charakteryzujg si¢ brakiem
dziatan niepozadanych charakterystycznych dla opioidéw. Nie powodujg uzaleznie-
nia, jednoczesnie wigkszos$¢ z nich posiada czgsto dodatkowo wiasciwosci przeciw-
biegunkowe, przeciwdepresyjne i przeciwnowotworowe [4-6]. EIs wydaja sie by¢
obiecujacymi $rodkami leczniczymi o dziataniu przeciwbdlowym. Przeciwbolowe
dziatanie EIs odnotowano juz ponad dziesi¢¢ lat temu, jednak ich potencjal tera-
peutyczny nie zostal jeszcze skutecznie zbadany. EIs mozna podzieli¢ na: peptydy
endogenne (opiorfina, spinorfina, sialorfina) i syntetyczne (RB 101, RB 120) [4].
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Potencjalne cele Els to enzymy takie jak aminopeptydaza N (APN), neutralna
endopeptydaza (NEP), peptydaza dipeptydylowa III (DPP III), inhibitory kon-
wektazy angiotensyny (ACE) [4]. Charakterystyke aminopeptydazy N, neutralnej
endopeptydazy, peptydazy dipeptydowej III, inhibitoréw konwektazy angiotensyny
przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Charakterystyka aminopeptydazy N, neutralnej endopeptydazy, peptydazy dipeptydowej III, in-
hibitoréw konwektazy angiotensyny

Table 1. Characteristic of the aminopeptidase N, neutral endopeptidase, dipeptidyl peptidase III, angio-
tensin-converting enzyme

NAZWA SKROT FUNKCJE
Aminopeptydaza N APN/CD13 Hydrolia m.in. matych mediatoréw peptydowych.
Modulacja ruchliwosci komorek [7].
Neutralna endopeptydaza NEP/CD10 Inaktywacja hormonéw peptydowych (m.in. endogenne
(neprylizyna) enkefaliny, bradykinine, substancje P). Zaangazowany

w liczne procesy fizjologiczne i patologiczne zachodzace
w organizmie [8].

Peptydaza dipeptydowa III DPP III Obrona przed stresem oksydacyjnym. Modulacja percep-
¢ji bolu. Rozktad enkefalin [9].

Inhibiotory konwektazy ACE Hamowanie powstawanie angiotensyny II, enzymu

agiotensyny konwertujgcego angiotensyne. Dzialanied hipotensyjne,
antypoliferacyjne, nefroprotekcyjne, przeciwzakrzepowe
[10].

2. SIALORFINA

Zastosowanie réznych modeli farmakologii molekularnej oraz modeli
behawioralnych przez francuskich naukowcéw z Instytutu Pasteur we Fran-
cji przyczynilo si¢ do zidentyfikowania inhibitora metalo-ektopeptydaz [5].
Inhibitor ten jest fizjologicznym czynnym regulatorem aktywnos$ci zwigzanej
z blong enkefalinazy u ssakéw. Francuscy naukowcy dostarczyli molekularnych
i funkcjonalnych dowodéw na istnienie u szczuréw hormonalnego tacznika komu-
nikacji miedzykomorkowej tzn. ostatecznego dojrzalego peptydu wygenerowanego
z pre-prohormonu SMR1- SMR1-Pentapeptydu, obecnie okreslanego jako sialor-
fina o sekwencji Gln-His-Asn-Pro-Arg [5]. Wz6r strukturalny sialorfiny prezentuje
Rysunek 1.
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Rysunek 1. W2zér strukturalny sialorfiny (wykonalta M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 1. Structural formula sialorphin (created by M. Sobociniska in ChemSketch application)

Szereg przeprowadzonych badan i testow dowiodlo wszechstronnego dziatania/
zastosowania sialorfiny. Pierwsze eksperymenty opisujg sialorfine jako mediatora,
majacego zastosowanie w leczeniu zaburzen interpersonalnych, behawioralnych,
w tym zaburzen seksualnych. Dopiero kolejne lata badan pozwolity na stwierdzenie,
ze sialorfina jest fizjologicznym modulatorem percepcji bolu, ktéry nie powoduje
uzaleznien, jednoczesnie posiada wlasciwosci przeciwdepresyjne, przeciwnowo-
tworowe [5, 11, 12].

Sialorfina wydzielana jest przez §linianke podzuchwowg szczura, prostate u
dorostych szczuréw oraz w odpowiedzi na stres srodowiskowy u samca szczura.
Pobudza zachowania seksualne samcow szczurdw, a takze nasila erekcje u starzeja-
cych si¢ szczuréw [5, 11, 12].

W testach na dwoch behawioralnych modelach szczura, dozylne wprowadza-
nie sialorfiny wywotalo silng odpowiedz antynocyceptywna. Szczury byly pod-
dane mechanicznej oraz chemicznej nadwrazliwosci na bol. Sialorfina hamowata
odczuwanie bdlu wywotanego bodzcami mechanicznymi podczas testu ukucia
szpilka, jak i bolu towarzyszacego stanowi zapalnemu wywolanego przez czynniki
chemiczne w tescie formalinowym. W testach sialorfina wykazywala najlepsze
efekty przeciwbdlowe w dawkach 100-200 pg/kg [13]. W czasie przeprowadzonych
testow analgezja czyli zniesienie bolu powstatego w skutek czynnikéw fizycznych
i chemicznych spowodowana przez sialorfine wymagata aktywacji receptorow
opioidowych. Sialorfina dzialala poprzez aktywacje endogennej opioidozaleznej
$ciezki przekazywania sygnalu bolu. Tak wigc sialorfina jest podwojnym fizjolo-
gicznym antagonistg aktywnosci metalo-ektopeptydaz NEP i ANP, oraz zapobiega
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degradacji substancji P Met-Enkefaliny in vitro przez rdzeniowy i nerkowy NEP
[5, 12, 13]. Co wigcej jest silnym inhibitorem percepcji bélu. Badania prowadzone
na szczurach wykazaly, ze sialorfina chroni endogenne enkefaliny uwalniane
w odpowiedzi na bodzce bolowe przez hamowanie ekto-enkefalinaz.

Efekt przeciwbdlowy uzyskiwany przy podaniu sialorfiny jest silniejszy niz
w przypadku syntetycznych podwdjnych inhibitoréw NEP/ANP takich jak kelator-
fan [5].

3. OPIORFINA

Sialorfina byla jednym z pierwszych zidentyfikowanych inhibitoré6w enzymow
rozkladajacych enkefaliny u ssakéw [5]. Odkrycie sialorfiny pociagnelo za soba
lawing poszukiwan endogennych inhibitoréw rozktadajacych enkefaliny w ludzkim
organizmie. Francuscy naukowcy z instytutu Pasteura w Paryzu zainspirowani sia-
lorfing poszukiwali ludzkiego odpowiednika tej substancji przeciwbdlowej w ludz-
kiej slinie. W §linie cztowieka wykazano obecnos¢ szeregu réznych zwiazkow [14],
ktére poddano dokladnej analizie metodami chromatograficznymi (HPLC), identy-
fikujac tym sposobem dziatajacy analogicznie do sialorfiny pentapeptyd opiorfing
o sekwencji Gln-Arg-Phe-Ser-Arg. Wzér strukturalny opiorfiny prezentuje Rysu-
nek 2.

NH2 §
r@

Rysunek 2. W2zér strukturalny opiorfiny (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 2. Structural formula opiorphin (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)

Pierwsze badania nowo odkrytej substancji przeprowadzono na gryzoniach.
Przeprowadzone testy daly bardzo pozytywne rezultaty. W badaniach podawana
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dozylnie opiorfina wywolywala silne odpowiedzi antynocyceptywne w dawce
0,3 mg/kg w dwu behawioralnych modelach u szczura [6]. W tescie wymuszonego
plywania zaobserwowano, ze opiorfina wykazuje dzialanie przeciwdepresyjne
w dawce 3 mg/kg [6]. Po dozylnym podaniu opiorfiny nie zaobserwowano szeregu
niekorzystnych reakgji fizjologicznych charakterystycznych dla opioidéw takich jak
rozwoj tolerancji i uzaleznienie [15]. Opiorfina podobnie jak sialorfina hamowala
odczuwanie bdlu, indukowanego przez urazy bdlu ostrego, tonicznego, testu ukucia
szpilka jak i bolu towarzyszacego stanowi zapalnemu wywotanego przez czynniki
chemiczne w tescie formalinowym. Opiorfina podawana dozylnie dafa identyczne
rezultaty jak morfina [15-17].

Opiorfina zostala uznana za funkcjonalny ludzki homolog pentapeptydu SMR1
sialorfiny. Okazalo sie, ze prekursor PROLI1, z ktérego wytwarzana jest opiorfina,
kodowany jest przez te samg rodzine genéw (Gen VCSAL) co prekursor sialor-
finy [5, 6, 18, 19]. Opiorfina otrzymywana jest w wyniku cigcia enzymatycznego
z N- koncowego regionu biatka prekursorowego PROLI, kodowanego przez gen
VCSB. PROL1 zasadowe biatko lez bogate w proling, zwane jest réwniez jako PrL
lub BPL, powstaje w gruczolach slinowych cztowieka [18, 19].

Testy potwierdzily mechanizm dziatania opiorfiny jako inhibitora hydrolaz. Jej
dzialanie polega na hamowaniu hydrolizy enzymatycznej enkefalin [20]. Opiorfina
dziafajac na pewna grupe enzymoéw hamuje rozklad enkefalin - naturalnych opio-
idow wydzielanych w moézgu, odpowiedzialnych za fagodzenie doznan boélowych.
Opiorfina stymuluje wydzielanie enkefalin w osrodkowym ukfadzie nerwowym
[16, 17]. Jest inhibitorem ludzkiej neutralnej endopeptydazy (NEP) i aminopepty-
dazy N (ANP), moze powodowac skurcze okreznicy, a takze wplywac na erekcje
u szczuréw [6, 11, 21].

Srednia zawarto$¢ opiorfiny w §linie oznacza sie za pomocg testu ELISA i tech-
niki LC-MS/MS Zawarto$¢ opiorfiny w $linie oznaczona testem ELISA wynosi
61 + 23 ng/ml dla kobiet i 59 + 17 ng/ml dla mezczyzn. Mozliwe jest tez ozna-
czenie tego peptydu technikg LC-MS jednak czulo$c tej metody jest szesciokrotnie
nizsza niz testu ELISA [22, 23]. Terapeutyczne zastosowanie opiorfiny u cztowieka
wymaga modyfikacji czasteczki w celu obnizenia szybko$ci degradacji w jelicie
oraz polepszenia penetracji przez barier¢ krew-mozg [6, 24]. Dotychczasowe bada-
nia potwierdzily, ze opiorfina nie powoduje typowych dla opioidow efektéw ubocz-
nych moze wiec by¢ obiecujgcg substancjg wiodacg w leczenia depresji u pacjen-
tow, ktorzy nie moga stosowa¢ obecnie dostepnych $rodkéw przeciwdepresyjnych.
Zastosowanie opiorfiny w lecznictwie moze przynies$¢ wigksze korzysci w poréwna-
niu do obecnie stosowanych opioidowych silnych lekéw przeciwbolowych.
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4. SPINORFINA

W ostatnich latach w bydlecym rdzeniu kregowym japonscy naukowcy Nishi-
mura i Hazato z Instytutu Medycznego w Tokyo identyfikowali inhibitor enzymoéw
rozkladajacych enkefaliny - spinorfine [25]. Mechanizm dziatania tego inhibitora
jak na razie nie zostal w pelni poznany. Japonczycy dokonali szczegdtowej analizy
sipnorfiny. Spinorfina zostala wyizolowana i oczyszczona metodami chromatogra-
ficznymi (HPLC), a analiza strukturalna wykazata, ze jest to heptapeptyd o sekwencji
leucyna-walina-walina-tyrozyna-prolina-tryptofan-treonina, nalezacy do rodziny
hemorfin, ktéry odpowiada pozycji 32-38 ludzkiej hemoglobiny. B-Spinorfina
zostala wykryta w ludzkim plynie moézgowo-rdzeniowym [25, 26]. Wzor struktu-
ralny spinorfiny prezentuje Rysunek 3.
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Rysunek 3. W2zér strukturalny spinorfiny (wykonata M. Sobociniska w programie ChemSketch)
Figure 3. Structural formula spinorphin (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)

Mimo, ze mechanizm dzialania spinorfiny nie zostal w peini poznany podob-
nie jak inne hemorfiny spinorfina jest antagonista receptora angiotensyny AT4
w mozgu, jak i antagonistg inhibitoréw enzymu konwertujacego angiotensyne
enzymu przeksztalcajacego angiotensyne. Jest rowniez antagonista receptora P2X3
oraz czgSciowym agonista/antagonista receptora FP1 [25-27]. Hamuje enzymy
degradujace enkefaliny, dziala jako regulator enkefalin poprzez hamowanie trzech
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enzymow: aminopeptydazy N (APN), dipeptylopeptydaza III (DPP III), obojetnej
endopeptydazy (NEP) [9, 25-28]. Jest fizjologicznym modulatorem bdlu, ci$nienia
krwi, hamuje skurcze migsni gtadkich, a takze dziala przeciwzapalnie [29].

PODSUMOWANIE

Leczenie bolu ostrego i przewleklego jest kluczowym tematem badan klinicz-
nych. Za standard w leczeniu bdlu pooperacyjnego, a takze w chorobach nowo-
tworowych przyjelo sie uwaza¢ podawanie morfiny. Jednak przy dluzszym jej sto-
sowaniu wyzwala sie tolerancja i konieczno$¢ zwigkszenia dawek dla osiggniecia
pozadanego efektu, co w konsekwencji prowadzi do uzaleznia, dziatania euforycz-
nego, depresji oddechowej. Dlatego tak bardzo waznym celem badan naukowcow na
calym $wiecie stalto si¢ poszukiwanie nieuzalezniajacych substancji pomocniczych
w lagodzeniu bolu. Nowych lekdéw i metod terapeutycznych leczenia bolu, a takze
substangcji, ktére mogtyby stanowi¢ nowg generacje lekdw alternatywnych dla obec-
nie stosowanych, silnie uzalezniajacych lekéw opioidowych.

Powyzsza praca przegladowa ukazuje, ze inhibitory enzymoéw rozkladajacych
enkefaliny wydajg sie by¢ obiecujacymi $rodkami leczniczymi o dziataniu przeciw-
bdlowym. Stanowia alternatywe dla obecnie dostepnych srodkéw przeciwbolowych.
Ich szczegdlowa analiza wykazala, ze nie powodujg efektoéw ubocznych charaktery-
stycznych dla opioidéw. Posiadajg one czesto dodatkowo wlasciwosci przeciwbie-
gunkowe, przeciwdepresyjne, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe. Moga stac si¢
obiecujacym kandydatem do leczenia bolu u pacjentéw, ktérzy nie mogg stosowac
obecnie dostepnych srodkéw znieczulajacych.
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prof. dr hab. Ignacy Z. Siemion, urodzony w 1932 r.,
ukonczyl studia chemiczne na Uniwersytecie Moskiew-
skim w 1955 r. Doktorat nauk technicznych na Politech-
nice Wroctawskiej — 1964. Doktor habilitowany nauk
chemicznych - 1968. Profesor nadzwyczajny - 1974, pro-
fesor zwyczajny - 1981. Byl kierownikiem Zakltadu Che-
mii Organicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wro-
clawskiego. Wlasne zainteresowania badawcze: chemia
i stereochemia peptydow i biatek. Wypromowat 23 dok-
toréw chemii, z ktorych piecioro sie habilitowalo. Autor
9 ksiazek, 275 prac oryginalnych i ponad 140 artyku-
téw przegladowych oraz dotyczacych historii nauki. W latach 1983-1994 Redaktor
Naczelny ,Wiadomosci Chemicznych” Obecnie opiekun Gabinetu Historii Chemii
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego.

mgr Kazimiera Lukjan ukonczyla studia w 1979 roku na Wydziale Filologicznym
Uniwersytetu Wroclawskiego. W tym tez roku podjela prace w Bibliotece Wydziatu
Chemii UWr, gdzie pracuje do chwili obecnej. Od 2004 roku pracuje na stanowisku
kustosza dyplomowanego. Od 1980 roku na stale wspdlpracuje z czasopismem
JWiadomosci Chemiczne”, a od roku 2006 z Gabinetem Historii Chemii.
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Nasze zainteresowanie postacig Antoniego Gra-
bowskiego zaczelo si¢ od wizyty u nas dzialacza wro-
clawskich esperantystow, pana Wladystawa Salika.
Namawial on nas, bySmy si¢ czynnie zajeli tym
bylym wroctawskim studentem chemii, ktéry po6z-
niej miat si¢ sta¢ wybitnym propagatorem esperanta,
sztucznego jezyka, wymyslonego przez Ludwika
Zamenhofa. Bo wlasnie wtedy miato nastapic stulecie
wystawienia we Lwowie ,,Halki” Moniuszki w jezyku
esperanto — arii ktorej stowa na ten jezyk przelozyt
Grabowski. Dlatego rok 2012 zostal przez wroclaw-
skich esperantystéw ogloszony rokiem Antonigo
Grabowskiego na Dolnym Slgsku. Namawial nas pan
Salik do zorganizowania rocznicowych obchodéw

tego wydarzenia i przekonywal, ze przeciez chodzi,
badz co badz, o chemika, ktéry u nas, cho¢ za niemieckich jeszcze czaséw, ukonczyt
studia. Trzeba powiedzie¢, ze sprawa ta nie znalazla na naszym Wydziale specjal-
nego poparcia. W nattoku codziennych zaje¢ nie dalo si¢ o tym pomysle¢. Odnoto-
wujemy wiec te wydarzenia przynajmniej w tym tekscie.

Sporo danych o zyciu Antoniego Grabowskiego znalez¢ mozna w Internecie.
Stamtad je wiec w duzej mierze czerpiemy. Antoni Grabowski (1857-1921) urodzit
sie we wsi Nowe Dobra, niedaleko Chelmna. W swoich tekstach, pisanych w jezyku
niemieckim podpisywat sie jako ,von Grabowski’, co oznaczalo szlacheckie pocho-
dzenie. Mozna wiec przypuszczaé, ze wywodzil sie z tamtejszego ziemianstwa. Krotko
po jego urodzeniu rodzina przeniosta si¢ do Torunia, gdzie Antoni ukonczyt szkote
poczatkowa i w roku 1879 Gimnazjum im. Mikolaja Kopernika. W tym samym
roku znalazl sie na studiach we Wroctawiu. Ukoniczyl je w roku 1882, ze stopniem
zawodowym inzyniera chemii. Podczas swoich studiéw byl cztonkiem dziatajacego
w srodowisku studentéw- Polakéw Towarzystwa Literacko-Stowianskiego.

Uzywany przez Grabowskiego tytul zawodowy $wiadczy, ze specjalizowal sie¢
w chemicznej technologii. Chemia uniwersytecka we Wroctawiu zawiadywal pod-
6wczas przybyly z Zurychu Carl Jacob Lowig (1803-1890). Byl to wprawdzie che-
mik $redniej miary, ale odznaczal si¢ przyjaznym ludziom charakterem. To bylo
zapewne powodem, dla ktorego habilitowat si¢ u niego caly szereg wybitnych potem
chemikéw. W roku 1856 habilitowal si¢ wiec tu Hans Landolt, w lutym 1859 — Lothar
Meyer, w 1866 Paul Friedlander, a w 1875 Wiktor Richter. [1] Richter po swojej
habilitacji pozostal we Wroctawiu i pracowal tu az do swojej $mierci. O tej bardzo
interesujacej i majacej pewne zwiazki z naszym krajem postaci nie tak dawno pisat
jeden z nas w Wiadomosciach Chemicznych [2]. Richter (1841-1891) urodzit si¢
w Kurlandii, a ksztalcil sie w Dorpacie i Petersburgu, gdzie w 1871 roku uzyskat
tytul doktora. Rok pdzniej mianowano go profesorem chemii w Instytucie Techno-
logiczno-Agronomicznym w Pulawach, ktére car Mikolaj I przemianowat na Nowa
Aleksandrie.

zrédto: http://www.wikipedia.pl
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W czasie, gdy przebywal w Petersburgu, Mendelejew pracowal nad sformu-
fowaniem uktadu okresowego, a wyniki swoich dociekan referowatl na posiedze-
niach Rosyjskiego Towarzystwa Chemicznego. Doktadne wiadomosci o kolejnych
posiedzeniach zamieszczal Richter w swoich korespondencjach, ktore drukowano
w latach 1869-1870 na tamach niemieckich ,,Berichte”.

Tak wigc, za posrednictwem wlasnie Richtera $wiat zachodni poznawat idee
rosyjskiego chemika. W Putawach napisal Richter podrecznik chemii nieorganicz-
nej, oparty na ukladzie okresowym. Ukazal si¢ on w roku 1874. O niezwyklym
powodzeniu tego podrecznika $wiadczy fakt, ze do roku 1913 wyszto 12 kolejnych
jego wydan w jezyku rosyjskim. Ukazalo sie tez sze§¢ wydan niemieckich, trzy ame-
rykanskie, dwie edycje wloskie, a nawet jedno wydanie holenderskie. Taka znako-
mita ksiazka powstala wiec w Pulawach, a jak mozna sadzi¢, richterowski wyklad
chemii dla studentéw tez musial by¢ pierwszym w Polsce wykladem teorii Men-
delejewa. Dodajmy tutaj, ze habilitacja Richtera we Wroctawiu tez byla oparta na
niemieckim wydaniu tego podrecznika.

Richter porzucil Pulawy szukajac korzystniejszego dla swoich ptucnych dole-
gliwosci klimatu. Po diuzszej podrézy po cieplych, jak méwiono, krajach osiadl, jak
juz mowilismy we Wroclawiu. Lowig powierzyl mu wyktady z chemii technicznej
i nadzor nad praktyczng chemig organiczng dla studentéw. Przyszty inzynier chemii
Grabowski, musiat wiec trafi¢ pod opieke Richtera. O przebiegu jego studiéw nie
zachowaly sie w archiwum uniwersytetu zadne wiadomosci. Pewne o nich poje-
cie moze jednak da¢ przewod doktorski innego chemika z ziem polskich, Izydora
Lewkowicza z Ostrowa, w latach pdzniejszych uznanego znawcy chemii ttuszczy.
Materialy tego przewodu zachowaly si¢ w archiwum, wraz z jego odznaczona naj-
wyzszym wyrdznieniem rozprawag. [3]

Lewkowicz wstgpil na uniwersytet w roku 1875, a wigc w roku habilitacji
Richtera, a ukoniczyl studia, ze stopniem doktora, w roku 1879. Przez sze$¢ seme-
strow odbywal zajecia w kierowanym przez Lowiga laboratorium uniwersyteckim,
a nastepnie, przez cztery semestry, w laboratorium Richtera. Musiaty to by¢ najwaz-
niejsze w ksztalceniu Lewkowicza lata, bo podkreslajac role Richtera, swojg rozprawe
doktorska poswigcil ,,Swemu wielce szanownemu nauczycielowi, panu prof. dr von
Richterowi, z gtebokim szacunkiem i wdzigcznoscig” Dla naszych wywodow wazny
jest tu wniosek, ze, po pierwsze, w tym czasie istniala samodzielna pracownia, pozo-
stajaca pod opieka Richtera, a po drugie, Ze zajgcia w jej ramach trwaly przez cztery
semestry. W tym wlasnie laboratorium musial, jak sadzimy, pracowa¢ i Grabowski.

Po ukoniczeniu studiéw pracowat Grabowski w Zawierciu i kilku miejscowo-
$ciach w Czechach i na Morawach, spcjalizujac si¢ w farbiarstwie, czyli byl, jak wtedy
moéwiono, kolorystg. W 1887 roku uzyskal wazna posade w zaktadach tekstylnych
Paluszyna i Dierbienjewa w Iwanowo-Wozniesienisku, waznym osrodku przemystu
tekstylnego Rosji. Pracowal tam dziesie¢ lat, a w roku 1898 powrdcil na stale do
kraju. I od roku 1904 zamieszkal w Warszawie.

O jego zawodowej aktywnosci dobrze §wiadczg dwa patenty niemieckie, ktére
omoéwiono krotko w ,,Jahres-bericht tiber die Leistungen der chemischen Techno-
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logie fiir das Jahr 1903” [4, 5]. Dotyczyly one przeciwdzialaniu wyblakaniu tkanin,
przez impregnowanie ich specjalna, wynaleziong przez Grabowskiego zapraws,
w sklad ktorej wchodzila glukoza (lub syrop skrobiowy) chlorek cynku i wodoro-
tlenek sodu, dodawany do reakeji stabo alkalicznej. Rozcieiczonym roztworem
zaprawy traktowat on zabarwione tkaniny, albo tez dodawat ja do zaprawy barwiacej
tkaniny. Pozytywne wyniki stosowania swojej metody potwierdzil dos§wiadczalnie,
naswietlajagc potraktowane w ten sposob tkaniny. Swoim badaniom poddal dos¢
duza grupe barwnikéw trojfenylometanowych (jak zielen brylantowea, fuksyna,
fiolet metylowy i inne) oraz ftaleinowych, jak np. rodamina.

Powrdt Grabowskiego do kraju przypadl na szczytowy okres dyskusji toczonej
miedzy warszawskimi i krakowskimi chemikami na temat polskiej nomenklatury
chemicznej. Na rok 1900 przewidywano zorganizowanie w Krakowie kolejnego,
IX Zjazdu lekarzy i przyrodnikéw polskich. Chemicy warszawscy, skupieni w kole
chemicznym Towarzystwa Popierania Przemystu i Handlu, chcieli doprowadzi¢ na
tym zjezdzie do ostatecznego uzgodnienia nazewnictwa. W XIX wieku uksztatto-
waly sie, niezaleznie od siebie, dwie polskie chemiczne nomenklatury, krakowska
i warszawska. Warszawska nawigzywata do propozycji prezentowanych przez wilen-
skich jeszcze chemikéw, Jedrzeja Sniadedckiego i Ignacego Fonberga. Bardzo wazny
udzial mial w Warszawie,w tworzeniu podstaw chemicznej nomenklatury, Seweryn
Zdzitowiecki. On to gtéwnie doprowadzil do wydania, w 1853 roku, w Warszawie,
»Projektu do stownictwa chemicznego”. Bardzo waznym pomystem warszawskim
byto miedzy innymi zaproponowane terminu ,tlen” dla dawniejszego ,,kwasorodu”

Krakowska nomenklature tworzyt pracujacy we Francji Filip Walter, a rozwi-
jal, zachowujac jego propozycje, Emil Czyrnianski. Jedng z rozbieznosci, pomiedzy
obydwoma nazewnictwami bylo stosowanie w Krakowie koncowek ,,awy” i ,,owy”
w nazwach kwasoéw, zasad i soli, czemu si¢ sprzeciwiali chemicy warszawscy.
Wszczeto wiec szeroka dyskusje nad tg propozycja. Grabowski, ktdry cieszyl sie
autorytetem wybitnego lingwisty (znal biegle 9 jezykow, a rozumiat 15), stal sie jed-
nym z gtéwnych jej uczestnikow. Jego artykut pt. ,,O terminologii naszej chemicz-
nej’, ogloszony w warszawskim ,Wszech§wiecie”, stal si¢ podstawa prowadzonej
dyskusji. [6] Dyskusje, toczong na posiedzeniach Sekcji Chemicznej, zainspirowal
przewodniczacy sekcji, Bronistaw Znatowicz. Propozycje Grabowskiego przedys-
kutowano na kolejnych posiedzeniach sekcji, w dniach 7 i 28 kwietnia, oraz 12
i 26 maja 1900 roku. W dyskusjach uczestniczylo 60 cztonkéw sekcji, a wsréd nich
tacy prominentni warszawscy chemicy jak J, Boguski, K. Jablczynski, W. Leppert,
N. Milicer, K. Lagodzinski, K. Stawinski, B. Znatowicz. Dyskutanci poparli calo$¢
propozycji, jakie wnosil Grabowski, a zwlaszcza te, by zamiast bardzo zlej kon-
cowki ,,awy” uzywac zgodnej z duchem jezyka koncowki ,,isty”. A wiec nie mialo juz
by¢ kwasu siarkawego, ale ,,kwas siarczysty”. Materialy dyskusji zostaly troskliwie
zebrane w specjalnej broszurze, sygnowanej przez Grabowskiego [7]. Zabrano tez
tam korespondencyjnie zgltoszone uwagi, przedstawione tak przez ludzi z Kongre-
sowki, jak i Galicji. Do broszury dolaczono utozony przez Grabowskiego stownik
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chemiczny, niemiecko-polski, oparty na przedstawionych przez niego propozycjach
nomenklaturowych.

Stanowisko chemikéw galicyjskich przedstawil w obszernym pismie T. Estre-
icher, a podpisali ten rodzaj odezwy czotowi chemicy Krakowa i Lwowa: S. Tot-
tfoczko, L. Bruner, K. Olszewski, E. Bandrowski, J. Schramm. Bronili oni zawziecie
przyjetych w Galicji regul nazewniczych, mimo, ze niektérzy z nich nie tak dawno
»haturyzowali si¢” w Galicji. Najsilniejszy sprzeciw przeciwko koncoéwce “awy”
wyrazit A. Krynski. ,,Przy czytaniu dziela E. Bandrowskiego - pisat — ,Wyktad che-
mii ogdlnej’ (Krakow 1895, wyd. 2-e) niepodobna opedzi¢ si¢ przykremu uczuciu,
jakiego sie doznaje spotykajac co krok takie terminy jak: sole miedziawe i mie-
dziowe, zelazawe i zelazowe, chromawe i chromowe, tlenki otowiawe i otowiowe, itp.
Tylko silne stepienie, lub zanik poczucia estetycznej strony jezyka mogt by¢ zrédlem
natchnienia, ktdre wytworzyto tak niefortunng, szpecaca jezyk terminologia” [8].

Opozycja Galicji byla tez silna. F. Kréek ze Lwowa tak wigc wyrokowal: ,,Bez
obawy ,,nielogiczno$ci” mozna pozostaé przy zwyczaju krakowskim. Za nim prze-
mawia tradycja, przeciw niemu nie przemawiaja bynajmniej wzgledy rozumowe.
W kazdym za$ razie — isty nie przewyzsza dobrocig swego spétzawodnika, jak to
wynika z tego, co powiedzialem wyzej o znaczeniu przymiotnikéw o tym zakon-
czeniu” [9] W ,,oredziu” za$ T. Estreichera czytamy: ,Mam nadziej¢, ze propozycja
p. Grabowskiego co do zastgpienia koncowki ,,awy“ przez ,,isty, zostanie a limie
usunieta spod rozbioru wszystkich, kogo ta sprawa obchodzi, tem bardziej, ze wnosi
niepotrzebnie zaczyn niezgody w kwestja zupelnie zalatwiong i nie potrzebujaca
reformy” [10].

Na zjazd krakowski obie strony przyjechaly wiec z odmiennymi stanowiskami.
Nie wiemy, czy ta kwestia byla na zjezdzie dyskutowana. Faktem jest, ze historycz-
nie zwycigzyla koncowka ,,awy” i w ogdle przestata ona razi¢ ucho chemika. Ale
nie byto to zwyciestwo absolutne. Bo wspodlczesne ustalenia kompletne zaniechaty
koncowki ,,awy” na rzecz nazw wskazujacych wprost warto$ciowo$¢ pierwiastkow.
A wigc ostaly si¢ kwasy: ,,siarkowy (VI)” i ,,siarkowy (IV)”. Cala ta historia wyraznie
nas uczy, ze raczej nie warto toczy¢ bojow nazewniczych.

Z tego co powiedzieliSmy wynika, ze Grabowski cieszyt si¢ w gronie chemi-
kow warszawskich nie lada autorytetem, jako znawca jezykow. Jak juz powiedzie-
lismy, znal on biegle 9 jezykdw, a rozumial 15. Jeszcze na studiach zainteresowat
sie sztucznym jezykiem, utworzonym przez ksiedza Johanna Martina Schleyera,
o nazwie volapiik. Ale zrazil si¢ do niego, kiedy podczas spotkania z twoércg jezyka
stwierdzil, Ze sam tworca nie umie nim méwic¢ biegle. Poznanie, w latach 80. XIX
wieku, Ludwika Zamenhofa uczynilo zas z Grabowskiego prawdziwego entuzja-
ste jezyka esperanto. W roku 1904 zalozyl on Warszawski Zwigzek Esperantystow
i zostal jego przewodniczacym. W roku 1908 zwigzek przemianowano na Polski
Zwiazek Esperantystow, gdzie Grabowski nadal dzialal. Byt sekretarzem I Kongresu
Esparantystow w Bolonii. Walnie przyczynil si¢ do powotania Akademio del Espe-
ranto i wiele lat, kierowal, jako jej dyrektor, sekcja gramatyki tej akademii. W 1910
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roku opracowal i wydal Stownik Jezyka Esperanto, ktéry mial w latach 1910-1990
pie¢ wydan [11].

Ambitny plan Grabowskiego zakladal wzbogacenie jezyka esperanto w ttuma-
czenia wybitnych dziel literatury $wiatowej i polskiej. Pierwszym jego tego rodzaju
dokonaniem bylo wydane, w roku 1888, tlumaczenia opowiadania Puszkina
pt. »Zamie¢”. Wiosng natomiast 1913 roku wydal ksigzke pt. EIl parnaso del popo-
loj (Z parnasu narodéw), zawierajaca ttumaczenia na jezyk esperanto 110 utworéw
poetyckich 30 narodéw, obok 6 oryginalnch wierszy w jezyku esperanto, autor-
stwa Grabowskiego. Ksigzka ta miala w latach 1913-1983 siedem wydan w trzech
jezykach.

Najwybitniejszym jednak dzielem Grabowskiego bylo przettumaczenie na
jezyk esperanto ,Pana Tadeusza” Adama Mickiewicza. [12] Jezyk esperanto, jak
zaden inny, okazal si¢ znakomity do oddania osobliwosci poezji Mickiewicza.

Aby umozliwi¢ Czytelnikom posmakowanie poezji naszego wieszcza w jezyku
esperanto, przytaczamy tutaj trzy pierwsze strofy jego bardzo znanego utworu. Jest
to wszystkim znana ,,Pani Twardowska”, w thtumaczeniu Grabowskiego. Niewatpliwie
ten teks dzwigczy bardzo podobnie do polskiego oryginatu. W ten sposéb nasz szkic
o chemiku-lingwiscie doprowadzil nas do szesnastowiecznej postaci legendarnego
czarnoksi¢znika i zapewne alchemika, Twardowskiego. Zatarte koleje zycia czarno-
ksieznika staral si¢ odcyfrowa¢ Roman Bugaj [13]. Wedlug Bugaja byl to niemiecki
znawca nauk tajemnych, Laurentius Dhur. Dhur, w lacinskiej wersji jezykowej to
Duranovius, i juz jesteSmy blisko Twardowskiego, bo ,,durusto po lacinie ,,twardy”
Studiowal on medycyne w Wittenberdze, ktdra byta wéwczas stynna z uprawiania
nauk tajemnych. Tutaj, wlatach dwudziestych XVIwieku studiowat Faust. W Witten-
berdze mial Dhura pozna¢ przebywajacy tutaj dla studiéw nad alchemis i astrologia
Franciszek Krasinski, ktory pdzniej protegowal go na dworze krolewskim. Istotnie,
nazwisko Dhur, albo Dor, figuruje kilkakrotnie w latach 1549-1571 w rachunkach
dworu krolewskiego, gdzie Krasinski, zanim zostal biskupem krakowskim, pelnit
funkcje podskarbiego krolewskiego. Na dworze krélewskim patronowata tez Dhu-
rowi stojaca blisko krola, Zygmunta Augusta, rodzina Mniszkéw. Wspomnijmy, ze
Jerzy Mniszek, milo$nik alchemii, finansowal badania alchemika wszech czasow,
Michata S¢dziwoja. Tlumacz poematu Mickiewicza chcac nie chege polaczyl swoja
pracg stare i nowe czasy nauk chemicznych.
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Pamie¢ o Grabowskim, naszym dawnym stu-
dencie, chemiku-esperantyscie, bardzo troskliwie
przechowuja entuzjasci esperanta. Na S$cianie
domu w Warszawie, przy ulicy Hozej 42, gdzie
on mieszkal, umieszczono pamigtkows tablice.
Inna tablica zostala umieszczona we Wroclawiu,
na ,domu dwoch Polakéw” (sa to figurki dwdch
postaci ludzkich, widniejgce na $cianie domu
przy ulicy Kuzniczej 43) - tam Grabowski miesz-
kal w czasie studiéw. Zamieszczamy tutaj fotogra-
tie obydwu tablic.

zrodto: http://www.wikipedia.pl [14]

(8]
(9]
(10]
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Adam Mickiewicz
»Sinjorino Twardowska”

Oni mangas, trinkas, bruas,
Fumo, danc, ,,dibo¢” petola
Tutan la drinkejon skuas;

Ha, ha, hi, hi hejse, hola!

Twardowski, ¢e I'fino tabla
Kiel basa sin apogas,
Krias: He dibo¢ diabla!
Ridigas, timigas, logas.

Jen soldat®, kun brava vido,
Ciujn insultas kaj pusas;
Sonis glav”, orelon tusas,
El soldat”- jam leporido.

Tt. Antoni Grabowski


//pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Antoni_Grabowski_(chemik)&oldid=39164414

//pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Antoni_Grabowski_(chemik)&oldid=39164414
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NOWE WYDAWNICTWA

L1

Cwiczenia rachunkowe z chemii analitycznej, Redakcja naukowa: Zbigniew Galus, Wydanie: dziesiate,
zmienione, Wydawnictwo Naukowe PWN, 2013, Oprawa miekka, s. 364

Wydany wlasnie zostal, po raz dziesiaty, niezmiernie popularny podrecznik, z ktérym zetknat sie
chyba kazdy, kto studiowat albo studiuje chemie, za$ nizej podpisany korzystat z tej ksigzki prowadzac
w zamierzchlych czasach pierwsze w swoim zyciu zajecia ze studentami.

To oczywiste, ze od czasu pierwszego wydania poczyniono wiele zmian. Z ostatnich poprawek
nalezy zauwazy¢ usuniecie programikéw w jezyku Basic z rozdzialu po$wieconego statystycznej analizie
wynikow - to dos¢ oczywista korekta, skoro Basic praktycznie przestal by¢ stosowany a obliczenia staty-
styczne mozna z fatwoscia wykonac¢ za pomoca arkuszy kalkulacyjnych, takich jak np. Excel.

W tym miejscu uwaga: na stronie 15 pojawia si¢ nowy rozdzial ,,Zagadnienia chemiczna z réwna-
niami trzeciego stopnia”. Sposob rozwigzywania takich rownan jest krok po kroku opisany wtasnie z zasto-
sowaniem Excela. Proponuje ,,pdjé¢ za ciosem” i w innych miejscach takze pokaza¢ czytelnikowi, w jaki
sposOb mozna wykorzysta¢ to narzedzie. Szczegolnie nadaje sie do tego rozdzial poswiecony obliczaniu
krzywych miareczkowania alkacymetrycznego, gdzie zupelnie pominieto krzywe dla kwaséw wielopro-
tonowych (lub zasad wielowodorotlenowych). Obliczenie takich krzywych za pomocg papieru i ofowka,
a nawet kalkulatora proste nie jest, natomiast mozna poda¢ (skadinad znany) wzor pozwalajacy wyliczy¢
i nastepnie wykresli¢ takg krzywa nawet np. dla kwasow troj- i wiecej protonowych. Jest to niezmiernie
pouczajace, bo dopiero znajomos¢ krzywej pozwala na dobranie wskaznika, ponadto takg teoretyczng
zalezno$¢ mozna pordwnac ze zmierzong (miareczkowanie pehametryczne) i wykaza¢ korelacje miedzy
teorig i do§wiadczeniem, co ma szczegolny walor dydaktyczny.

Zastosowanie Excela lub jego darmowych zastepnikow ma szczegélny sens w obliczeniach staty-
stycznych, bo podstawowe parametry i testy sa went wbudowane. Dlatego warto o tym wspomnie¢ we wla-
$ciwym miejscu i w ten sposob nauczy¢ studentéw pelniejszego i racjonalnego korzystania z komputeréw
oraz popularnego oprogramowania.

Mozliwych zmian i poprawek jest wiecej. W dziale poswieconym obliczaniu potencjatéw redox,
przy wyprowadzaniu wzoru na potencjal w PR miareczkowania redoksymetrycznego zaktada si¢ [H*] = 1,
co oczywiscie upraszcza formule, ale jest uproszczeniem nieco nadmiernym. Dociekliwy student bedzie
mial wprawdzie mozliwo$¢ samodzielnego wyprowadzenia odpowiedniego wyrazenia dla dowolnego pH
i zapewne powinien sobie z nim poradzi¢, lecz skoro w ksigzce starannie wyprowadza si¢ znacznie prost-
sze zaleznosci, dla tych trudniejszych przydalby sie przynajmniej wzdr koncowy. Nie wspominam nawet
o bardziej skomplikowanych przypadkach, jak choc¢by taki sam wzér dla miareczkowania chromiano-




340 NOWE WYDAWNICTWA

metrycznego — tu procz wpltywu pH dodatkowym problemem jest powstawanie dwéch moli jonéw Cr**
z jednego mola dwuchromianu i wynikajaca z tego posta¢ potencjatu Nernsta.

Tradycyjnie, na koncu ksiazki znalazly sie tabele z danymi liczbowymi (gesto$ci roztworéw kwa-
sow, zasad i soli, stale rownowag itp.). Sadze, Ze przynajmniej niektére z tych tabel mozna by wzbogaci¢
o dodatkowe, jak cho¢by o state kwasowe dla kwasu askorbinowego czy acetylosalicylowego. Oba te kwasy
sa dostepne w popularnych lekach i paralekach i fatwo dajg sie oznacza¢ metodami objetosciowymi, co
sie czesto robi w studenckich laboratoriach. Pouczajace moga by¢ takze np. state trwalosci kompleksow
metali zaminokwasami i innymi zwigzkami waznymi biologicznie.

Wszystkie powyzsze uwagi maja jednak w istocie charakter kosmetyczny, bowiem omawiany pod-
recznik jest juz tak dogtebnie sprawdzong pomoca dydaktyczna, ze wlasciwie to nie wyobrazam sobie
codziennej pracy ze studentami bez niego. Dlatego bede go nadal polecal i stosowat, bo — prawde méwiac
- dotychczas lepszego u nas nie wydano.

Prof. dr hab. Jacek Glitiski
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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INFORMACJE

INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2014

Redakcja miesiecznika PTCh ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, Ze wyso-
ko$§¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomoséci Chemicznych” za 2014 r. bedzie wynosita
200 zt + 5% VAT dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych.
Dla cztonkéw PTChem 20 zl. Naleznos$¢ za prenumerate prosimy przekazywaé na
konto:

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

Prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” dla czlonkéw PTCh, polaczona

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

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

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

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

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

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

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

Komitet Redakcyjny ,Wiadomo$ci Chemicznych” pragnie zlozy¢ stowa podzie-
kowania za okazang pomoc i wsparcie finansowe w roku 2013:
o Panu prof. dr hab. Henrykowi Koroniakowi, Dziekanowi Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu,
o Panu prof. dr hab. Andrzejowi Trochimczukowi, Dziekanowi Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroclawskiej,
o Panu prof. dr hab. Andrzejowi Jezowskiemu, Dyrektorowi Instytutu Niskich
Temperatur i Badan Strukturalnych im. Wlodzimierza Trzebiatowskiego
PAN we Wroctawiu,
o Pani prof. dr hab. Annie M. Trzeciak, Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersy-
tetu Wroclawskiego,
o Firmie Farmaceutycznej Merck Sp. z o.0.
Kierujemy réwniez bardzo serdeczne stowa podziekowania dla wszystkich
Recenzentéw i Autoréw, ktdrzy wspotpracowali znami wroku 2013. To wlasnie dzieki
ich pracy mozliwe byto utrzymanie wysokiego poziomu naukowego czasopisma.

prof. dr hab. Zdzistaw Latajka
Redaktor Naczelny

WYROZNIONE PRACE DOKTORSKIE LUB HABILITACYJNE

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

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

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

Serdecznie zapraszamy doktoréw habilitowanych oraz doktoréw, ktérych prace
zostaly wyrdznione w ciagu ostatniego roku do nadsylania swoich prac.
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IT Ogolnopolskie Forum Chemii Nieorganicznej
Horyzonty Chemii

Wroclaw, 7-10 wrze$nia 2014

W dniach od 7 do 10 wrze$nia 2014 roku, na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego odbedzie sie:

IT Ogolnopolskie Forum Chemii Nieorganicznej.

Gléwnym tematem Forum jest okreslenie wiodacych i perspektywicznych
obszar6w szeroko pojetej chemii nieorganicznej. Podczas konferencji zostang zapre-
zentowane najwazniejsze osiggniecia i aktualne wyniki badan naukowych, bedzie
takze okazja do dyskusji i wymiany do$wiadczen.

Oczekujemy, ze spotkanie uczonych o znakomitym dorobku naukowym
z doktorantami i mlodymi pracownikami nauki przyczyni si¢ do okreslenia wizji i
perspektyw rozwoju chemii, a takze pozwoli nawiazac ciekawa wspotprace.

W trakcie Forum przedstawimy 60-letni dorobek chemii na Uniwersytecie
Wroctawskim, restytuowanej w 1954 roku po wojennej przerwie.

Zapraszamy do udzialu w Forum wszystkich zainteresowanych badaniami
w zakresie wspolczesnej chemii nieorganicznej, a przede wszystkim miodych adep-
tow nauki, doktorantéw i studentéw oraz nauczycieli chemii wraz z uczniami.

Szczegdtowe informacje zamieszczone sa na stronie: http://fchn.chem.uni.wroc.pl

prof. Anna Trzeciak
przewodniczgca Komitetu Naukowego
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I EDYCJA OGOLNOPOLSKIEJ OLIMPIADY KRYSTALOGRAFICZNE]

Szanowni Panstwo,

w dniu 7 lipca 2012 roku, na posiedzeniu plenarnym Komitetu Krystalografii
PAN zostala podjeta decyzja dotyczaca zorganizowania cyklicznej imprezy, kon-
kursu dla studentéw i uczniéw szkoét ponadgimnazjalnych — Ogélnopolskiej Olim-
piady Krystalograficznej. Komitet postanowil w ten sposéb upamietni¢ kilka
waznych dla krystalografii rocznic: pierwszego eksperymentu z dyfrakcjg promieni
rentgenowskich na krysztatach (rok 1912), wykorzystania promieni rentgenowskich
do okreslenia struktury krysztalu przez W.H. i W.L. Braggéw (rok 1913), Nagrody
Nobla z fizyki dla Maxa von Lauego (rok 1914). Olimpiada stanowi¢ miala takze
mocny akcent w polskich obchodach ustanowionego przez ONZ Mig¢dzynarodo-
wego Roku Krystalografii — 2014.
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Organizacje Olimpiady Komitet Krystalografii PAN powierzyl Komi-
sji ds. Ogdlnopolskiej Olimpiady Krystalograficznej, w nastepujacym skladzie:
prof. dr hab. Mariusz Jaskolski, Wydziat Chemii UAM oraz Instytut Chemii Bioor-
ganicznej PAN w Poznaniu, prof. dr hab. Anna Koziol, Zaktad Krystalografii UMCS
w Lublinie, dr hab. Edward Michalski (przewodniczacy), Instytut Optoelektroniki
Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie, prof. dr hab. Radostaw Przeniosto,
Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Uniwersytet Warszawski, dr hab. Danuta Stréz, Insty-
tut Nauki o Materiatach, Uniwersytet Slqski, Katowice.

W Olimpiadzie mogg bra¢ udzial entuzjasci krystalografii — studenci studiow
I i II stopnia oraz uczniowie szk6! ponadgimnazjalnych wszystkich placéwek znaj-
dujacych si¢ na terenie Polski. Olimpiada skfada si¢ z dwoch etapow: uczelnianego
oraz finalowego ogolnopolskiego. Procedura wylaniania reprezentacji na etapie
uczelnianym jest sprawag wewnetrzna odpowiednich jednostek i moze odbywac si¢
w sposob ustalony np. drogg eliminacji czy tez rankingu ocen uzyskanych z przed-
miotow zawierajacych treéci krystalograficzne. Oficjalnym jezykiem finatu pierwszej
edycji Olimpiady bedzie jezyk polski. Zgloszenia uczestnikéw do etapu finatowego
nalezy przesyla¢ na adres Komisji do 15 maja 2014 roku. Krajowy final I edycji
Ogdlnopolskiej Olimpiady Krystalograficznej odbedzie si¢ 25 czerwca 2014 r. we
Wroctawiu, za§ uroczyste wreczenie nagréd, podczas inauguracji 56. Konwersato-
rium Krystalograficznego.

Dla laureatdw, oprocz prestizowych dyploméw, przewidziane s cenne nagrody
ufundowane przez sponsorujace Olimpiade firmy: gtéwnego sponsora Testchem/
Rigaku oraz wspotsponsoréw — PANalytical, Bruker i Agilent Technologies. Wéréd
nagrod przewidziane sg m.in. siedmiodniowa wycieczka do Japonii polaczona ze
zwiedzaniem zakladéw Rigaku oraz komputer MacBook.

Wigcej informacji mozna znalez¢ na stronie internetowej Ogolnopolskiej
Olimpiady Krystalograficznej: www.komkryst.pan.pl, gdzie zamieszczono m.in.
regulamin Olimpiady, informacje dotyczgce zakresu materiatu objetego konkursem,
wykaz zalecanych podrecznikéw oraz inne materialy np. liste przyktadowych pytan
z podziatem tematycznym.

Zaproszenia do wziecia udzialu w I Ogélnopolskiej Olimpiadzie Krystalogra-
ficznej wraz z plakatami zostaly rozestane w listopadzie 2013 roku, do okoto stu
piecdziesieciu zaktadéw/wydziatéw/uczelni i innych instytucji oraz indywidualnych
0s6b zaangazowanych w dydaktyke krystalografii.

Edward Michalski,
Wojskowa Akademia Techniczna w Warszawie


http://www.komkryst.pan.pl
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Politechnika Wroctawska

Studia Doktoranckie na Wydziale Chemicznym

Wydziat Chemiczny Politechniki Wroclawskiej ogtasza nabér na czteroletnie
stacjonarne STUDIA DOKTORANCKIE w roku akademickim 2014/2015,
w nastepujacych dyscyplinach:

- BIOTECHNOLOGIA

- CHEMIA

- INZYNIERIA CHEMICZNA

- TECHNOLOGIA CHEMICZNA

Warunkami przyjecia na studia sg ukonczone studia wyzsze II stopnia i pozy-
tywny wynik postepowania kwalifikacyjnego.

Zgloszenia wraz z wymaganymi dokumentami nalezy sktada¢ w Dziale Nau-
czania Politechniki Wroctawskiej (Wybrzeze Wyspianskiego 27, budynek A-1,
pokoj 153) w dniach od 5 do 28 maja biezacego roku.

Przewidywany termin rozméw kwalifikacyjnych: 23-25 czerwca 2014.

Kandydaci zakwalifikowani na studia, ktérzy uzyskaja wysoka lokate w poste-
powaniu rekrutacyjnym, mogg otrzyma¢ stypendium doktoranckie. Ponadto,
zgodnie z Regulaminem Studiéw Doktoranckich, doktoranci moga ubiegac sie
o stypendia socjalne i naukowe.

Dodatkowe informacje, w tym o potencjalnych promotorach, mozna uzyska¢
na stronach internetowych Studium Doktoranckiego Politechniki Wroclawskiej
(http://www.doktoranci.pwr.wroc.pl) i Wydzialu Chemicznego (http://www.
ch.pwr.wroc.pl).



http://www.doktoranci.pwr.wroc.pl
http://www.ch.pwr.wroc.pl
http://www.ch.pwr.wroc.pl
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Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia
nastepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomos$ci Chemicznych™:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

1. Informacje ogolne

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-


http://www.dbc.wroc.pl/
http://www.dbc.wroc.pl/
http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html
https://pbn.nauka.gov.pl/journals/24384
https://pbn.nauka.gov.pl/journals/24384
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf

pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

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

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

3. Koszty

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

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

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

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

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

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

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

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

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

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:



Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pismiennictwo cytowane

» Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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

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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

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

artykulu, w innym przypadku wymagane jest dotaczenie oryginalnych plikdw.

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

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

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

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

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

« Pi$miennictwo cytowane

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

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dostepu, np.

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

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

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


1.Tytul
Wiad.Chem

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

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

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

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

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

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

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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