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Mgr inz. Anna Nowicka ukonczyla Inzynierie Materiatlowa na Wydziale Chemicz-
nym Politechniki Wroctawskiej. Jest rowniez absolwentka Wydzialu Farmaceutycz-
nego Akademii Medycznej we Wroctawiu. Od 2010 roku jest asystentem w Kate-
drze i Zakladzie Technologii Lekéw Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich
we Wroclawiu. Zajmuje si¢ synteza nowych pochodnych 2-aminobenzimidazolu
o potencjalnej aktywnosci biologicznej.

Prof. dr hab. Wanda Paulina Nawrocka jest absolwentka Wydzialu Chemicz-
nego Politechniki Wroctawskiej i pracuje na Wydziale Farmaceutycznym Uni-
wersytetu Medycznego we Wroclawiu. Stopienie naukowe doktora nauk farma-
ceutycznych i doktora habilitowanego w zakresie chemii i technologii $rodkow
leczniczych uzyskala na tutejszym Wydziale. W 2009 roku Prezydent RP Lech
Kaczynski nadat jej tytul naukowy profesora dr hab. w zakresie chemii i technologii
srodkéw leczniczych. Od 2009 jest kierownikiem Katedry i Zakladu Technologii
Lekow. Kierunki badan naukowych: synteza i struktura zwiazkéw heterocyklicz-
nych w tym 1,5-benzo- i 1,5-pirydodiazepin, chinazolinonu-4, 2-aminobenzimi-
dazolu, o potencjalnej aktywnosci biologicznej: psychotropowej, immunotropowej
i przeciwnowotworowe;j.
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ABSTRACT

Many 2-amino-1H-benzimidazole drugs such as antihistaminic mizolastine
and norastemizole or antiparasitic mebendazole, albendazole and thiabendazole
have been used in clinic [1, 2]. Benomyl and its metabolite Carbendazim are both
antifungal and anticancer drugs [4].

Recently, a lot of literature has revealed that 2-amino-1H-benzimidazole deri-
vatives could effectively inhibit the growth of various microorganisms, what sug-
gests that 2-aminobenzimidazole compounds should have large potential as a new
type of antibacterial [15] and antifungal [18] agents.

A number of 2-aminobenzimidazoles have exhibited antiproliferative in vitro
properties [11]. Some new compounds, containing in theirs structures 2-amino-
benzimidazole, show interesting and diverse cytotoxic mechanism of action, e.g.
induce apoptosis of cancer cells [13]. Some of 2-aminobenzimidazole analogues are
histamine and serotonin receptors antagonists [32]. 2-Aminobenzimidazoles deri-
vatives have been frequently found to display a variety of biological activities like
anti-inflammatory, antioxidant and anticoagulant [32] properties.

Keywords: 2-amino-1H-benzimidazole derivatives, synthesis, biological activity
Stowa Kkluczowe: pochodne 2-amino-1H-benzimidazolu, syntezy, aktywno$¢ biolo-
giczna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

diizopropyloetyloamina (ang. N,N-diisopropylethyla-
mine)

godzina (ang. hour)

tetrahydrofuran (ang. tetrahydrofuran)
dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)

grupa tert-butoksykarbonylowa (ang. t-butoxycarbo-
nic group)

(ang. O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N-tetrame-
thyluronium hexafluorophosphate)

dichlorometan (ang. dichloromethane)
dimetoksyetanol (ang. dimethoxyethanol)
promieniowanie mikrofalowe (ang. microwave)
trietyloamina (ang. triethylamine)

metyl (ang. methyl)

etyl (ang. ethyl)

acetyl (ang. acetyl)

fenyl (ang. phenyl)

N,N’-Dicykloheksylokarbodiimid (ang. N,N’-dicyclo-
hexylcarbodiimide)

kinaza tzw. ssaczy cel rapamycyny (ang. mammalian
target of rapamycin kinase)

czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang.
Vascular Endothelial Growth Factor)
N-metylo-2-pirolidon (ang. N-methyl-2-pyrrolidone)
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-enu (ang. 1,8-diaza-
bicycloundec-7-ene)

hormon koncentrujgcy melanine (ang. melanin-con-
centrating hormone)

kinaza zalezna od wapnia (ang. calcium dependent
protein kinases)
1-Etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid
(ang. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide)



SYNTEZY WYBRANYCH, NOWYCH POCHODNYCH 2-AMINO-1H-BENZIMIDAZOLU 207

WPROWADZENIE

W poprzednich naszych pracach, dotyczacych 2-amino-1H-benzimidazolu
(1) i jego pochodnych, zaprezentowano wybrane struktury oraz ich aktywnos¢
biologiczng [1, 2]. W nastepnych pracach przedstawiono wybrane metody syntezy:
2-amino-1H-benzimidazolu i jego pochodnych [3] oraz aktualnie stosowanych
lekéw o rdznych mechanizmach dziatania farmakologicznego [4].

Cryn
N
H

1

Rysunek 1
Figure 1

Pismiennictwo dotyczace syntezy i aktywnosci biologicznej oraz zastosowan
pozamedycznych nowych pochodnych 2-amino-1H-benzimidazolu jest bardzo
obszerne. Z tego wzgledu, w tej pracy przedstawiono wybrane, najbardziej interesu-
jace naszym zdaniem, syntezy pochodnych 2-amino-1H-benzimidazolu, o nowych
mechanizmach dzialania biologicznego, opisane w pismiennictwie chemicznym
ostatnich pieciu lat. Zaprezentowane zostang zwiazki wykazujgce m.in. aktywnos¢:
przeciwnowotworowg, przeciwbakteryjna, przeciwpierwotniakowa, przeciwzapalng
iinng.

1. SYNTEZY POCHODNYCH 2-AMINO-1H-BENZIMIDAZOLU
O AKTYWNOSCI PRZECIWNOWOTWOROWE] I ICH MECHANIZMY
DZIALANIA

Kinazy biatkowe s3 enzymami (transferazami), ktérych substratami sg biatka.
Kinazy katalizujg reakcje fosforylacji czasteczki specyticznego biatka, co powoduje
zmiany jego konformacji, a w konsekwencji zmiany aktywnosci, zdolnosci do wia-
zania sie z innymi bialkami lub przemieszczenia czgsteczki w obrebie komorki [5].

Kinazy bialkowe dzielimy na rodziny:

« kinaz serynowo-treoninowych

+ kinaz tyrozynowych.

Zaburzenia aktywnosci kinaz sg czgsta przyczyna choroéb, zwlaszcza nowotwo-
rowych, a ich inhibitory moga by¢ stosowane w terapiach. Kilka lekéw bedacych
inhibitorami kinaz biatkowych jest obecnie dopuszczonych do lecznictwa. Trwajg
réwniez badania kliniczne nowych zwigzkéw - inhibitoréw kinaz.

Kinazy Aurora A, B i C s3 to enzymy nalezace do kinaz serynowo-treonino-
wych. Kontroluja procesy mitozy i mejozy w komorce. Ich aktywnos¢ jest najwiek-
sza w fazie G2 i M cyklu komoérkowego i jest regulowana na drodze jednej lub wigcej
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fosforylacji [6]. Ze wzgledu na mutacje komdrek nowotworowych, kinazy Aurora
sg produkowane w nadmiernych ilo$ciach w wielu typach nowotworéw np. piersi,
jajnika, okreznicy czy jader.

Hamowanie aktywnoéci kinaz zaburza tworzenie wrzeciona podzialowego, co
moze by¢ wykorzystane w leczeniu nowotwordw.

Potencjalnymi inhibitorami kinaz Aurora sg serie pochodnych 2-amino-
-1H-benzimidazolu, zawierajace w swej strukturze rézne pierscienie i uktady hete-
rocykliczne. Zostaly one zsyntezowane na dwdch réznych drogach przez zespot
amerykanskich naukowcéw [7] (Schematy 1, 2).

2-Aminotiazol 2 w reakcjach z 1,1-tiokarbonylodiimidazolem i 1,2-diamino-
arenami utworzyl tiomocznikowe pochodne, ktére cyklizowano wobec DCC, uzy-
skujac zwiazki 3. Ich kwasna hydroliza a nastgpnie reakcja z 4-chlorotieno([3,2-d]
pirymidyng daly pochodne 4.

1,1-tiokarbonylodiimidazol

N
N i N
Boc THF, 30 min Boc \
\NH\/[% \NH/\/[ >\ N
NH, 1,2-diaminoareny, temp. pok., NH H

s DCC, 60°C, 1 h s

2 3

X 4-chlorotieno[3,2-d]pirymidyna,
R=-H, -CF 5 1:1 4M HCl/dioksan DIEA, DMF, 90°C

N
N |
NH\/[S%NH)\”
Y

N 4

Schemat 1
Scheme 1

W nastegpnej syntezie substratem bylta 2-nitro-4-aminoetyloanilina (5), ktéra
po redukcji i reakcji z izotiocyjanianem 3-fluorometylofenylu cyklizowano wobec
N,N’-Dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), uzyskujac pochodng 2-aminobenzimi-
dazolu 6. Jej alkilowanie 4-chlorotieno[3,2-d]pirymidyna wobec DIEA w DMF
dato produkt 7.
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Boc,0, NaHCO,, THF/H,0
temp. pok. 2 h,

NH, 10% Pd/C, MeOH, 1 atm N
temp. pok. 2 h \>;NH
. N N
HoN NO, 3-trifluorometylofenyloizotiocyjanian, Hfil
2 h, temp. pok.
DCC, THF, 60°C, 1 h Boc
5 6 FaC
4-chlorotieno[3,2-d]pirymidyna
1:1 4M HCl/dioksan DIEA, DMF, 90°C
N
\}NH
HN N
S
—
\ N
N\ J FsC
N
7
Schemat 2
Scheme 2

Zwigzki 4, wedlug autoréw pracy, sa bioizosterami z pochodnymi biarylo
mocznika 8, ktére s3 obecnie w I fazie badan klinicznych.

R=-H, -CF,

Rysunek 2
Figure 2
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Kinaza bialkowa C jest aktywowana proteolitycznie i zalezna od fosfolipiddw.
Bierze udzial w przekazywaniu sygnatéw wewnatrz komorki. Aktywna kinaza bial-
kowa C znajduje si¢ w blonach komdrkowych, w jadrze komérkowym i cytoplazmie,
gdzie katalizuje fosforylacje bialek komoérkowych [8]. Prowadzi to do istotnych
zmian biologicznych, réznicowania si¢ komoérek oraz indukcji fenotypu nowotwo-
rowego. W komorkach nowotworowych oraz w przerzutach obserwuje si¢ wysoki
poziom ekspresji kinazy biatkowej C.

Peddibholta i in. [9] otrzymali seri¢ pochodnych 2-amino-1H-benzimidazolu,
inhibitoréw kinazy biatkowej C (Schemat 3).

s
! I
R NH e R
2 e o7 sk N\ HBr, Br, R N
—_— >7SH > \>78r
2 EtOH, reflux
R NH, 2 N AcOH, temp. pok. 2 N
H
9

R R
H
10 1
CH, o
HaC.
Br
HaC
HO
HN N on N\
. >‘NH/\/\ o MGl o
MV, 180° i
L 180°C, 30min - o2 N Metoda A: n-BuOH, 115°C, 15 h

H
Metoda B: MeOH, NaHCO,, temp. pok, 60 h

12

o
CH NS
s LUB N
CHj3
CH,
HaC OH HaC CH,
HiC CH
s N HiC CH,
13 CHy OH CH; ° 44
1 2
Metoda A Metoda B R1 =R = '\lee
R'=-Br,R"=-H
1 2
R =-COPh,R" =-H
R1 =-NO,, 2=
Schemat 3
Scheme 3

Substratami syntez byly podstawione o-fenylenodiaminy 9, ktére w reakcji
z ksantogenianem potasu tworzyly tiole 10. Ich bromowanie, a nastepnie amonoliza
w reaktorze mikrofalowym w temperaturze 180°C daly pochodne 2-(1-hydroksypro-
pyloamino)-benzimidazolu 12. W konicowym etapie syntez zwigzki 12 alkilowano
1-(3,5-di-t-butylo-4-hydroksyfenylo)-2-bromoetanonem. Alkilowanie zwigzkow
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metoda A, w podwyzszonej temperaturze we wrzacym butanolu dalo nieaktywna
tricykliczng pochodng 13. Natomiast alkilowanie metoda B, w temperaturze poko-
jowej w metanolu wobec wodoroweglanu sodu dato 1-podstawione pochodne 14,
ktore byly inhibitorami kinazy bialkowej C.

Kinaza treoninowo-serynowa m-TOR reguluje wzrost, proliferacje i ruch
komorki, jak réwniez procesy translacji oraz transkrypcji. Integruje wiele szlakow
sygnalizacyjnych komoérki np. insulinowy i czynnikéw wzrostu czy szlak mitoge-
néw [10]. Zaburzenie szlaku kinazy mTOR moze by¢ czynnikiem patogenezy wielu
choréb, w tym nowotworowych. Inhibitorami kinazy mTOR s3 m.in. stosowane
w transplantologii leki immunosupresyjne.

Selektywnymi inhibitorami mTOR sg takze pochodne triazynobenzimidazolu
otrzymane wg Schematu 4 [11]. W pierwszym etapie 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyne
(15) poddano reakcji Grignarda uzyskujac 2,6-dichloro-4-metylo-1,3,5-triazyne
(16). Alkilowanie 2-chloro-1H-benzimidazolu (17) triazyng 16 dalo 1-(triazyn-
2-ylo)-2-chloro- pochodng benzimidazolu 18. W nastepnych etapach zwigzek 18
poddano dwukrotnie amonolizie. W tagodnych warunkach w reakcji z amoniakiem
w metanolu amonolizie ulegt chlor w pozycji 6 pierscienia triazyny. Kolejna amo-
noliza prowadzona m-hydroksyaniling (20) w reaktorze mikrofalowym, w drastycz-
nych warunkach, doprowadzita do powstania zwigzku 21.

cl CHj
A N
N/KN CH,MgBr, Et,0/THF N7 XN L o Y. Pr,EIN
—_— | < ) >
| 1,4-dioksan
J\ /)\ -78°C do temp. pok. )\ /)\ N 4
a” N a p-p a” N a N
15 16 17
CH
CHj )\3
NTSN - g OH
N7 SN cl 7 N NH, w CH,0H |
% HNT N7 NN
Cl N N \N temp. pok. N
NH,
19 20

2-butanol )l\ //‘\ /< OH
> HoN N AN

MV, 140°C N

21

Schemat 4
Scheme 4
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W analogicznych syntezach otrzymano zwiazki, ktére zawieraly w pozycji 2
benzimidazolu rézne pierscienie heterocykliczne. Pochodne te wykazywaly wysoka
selektywnos¢ i zdolnos¢ hamowania kinazy mTOR.

82% Inhibicje mTOR, selektywnos¢ wzgledem innych kinaz oraz najlepsze
parametry farmakologiczne wykazywata pochodna 2-(pirazol-5-ylo)-aminobenzi-
midazolu 22. Byla ona takze testowana in vivo na zwierzgtach.

CHj

NH\N NH™ C\N/NH
HsC J\ )\ /4
FUSNH N

Y

d.

Rysunek 3
Figure 3

A

Angiogeneza jest procesem tworzenia nowych naczyn wlosowatych w guzach
nowotworowych, umozliwiajac im rozrost przez zaopatrzenie w substancje odzyw-
cze i tlen.

VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor) jest grupa waznych bialek
sygnalizacyjnych, ktore biorg udzial w tworzeniu sieci naczyn krwionos$nych -
angiogenezie. Stymuluja odpowiedz komoérkowa poprzez wigzanie do receptoréow
kinaz tyrozynowych (VEGFR) na powierzchni komérki. Wyrdznia si¢ trzy recep-
tory kinaz tyrozynowych (VEGFRI,2,3) [12]. Receptor VEGFR-2 posredniczy nie-
mal we wszystkich znanych odpowiedziach komérkowych na VEGE.

Jedng ze strategii leczenia guzéw nowotworowych jest blokowanie aktywnosci
bialek VEGF lub receptoréw VEGEFR.

Inhibitorami receptora kinazy tyrozynowej VEGFR-2 byly serie zwigzkow
otrzymane przez japonskich uczonych [13] (Schemat 5).

W pierwszym etapie syntezy 4-chloro-pirolo[3,2-d]pirymidyne (23) poddano
alkilowaniu metylosulfonianem metylu (mesylan metylu) uzyskujac 4-chloro-
-5-metylo-pirolo[3,2-d]pirymidyne (24). Utworzyta ona z p-aminofenolem 4-ami-
nofenylenookso-5-metylo-pirolo[3,2-d]pirymidyne (25) - substrat do amonolizy
2-chlorobenzimidazolu. Amonoliza prowadzona w podwyzszonej temperaturze
doprowadzila do powstania zwigzku 26, ktory byl inhibitorem kinazy VEGFR.
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Cl Cl
H HaQ
N | XN MsOMe, Cs,CO, N | XN 4-aminofenol, K,CO,
\ N/) DMF, temp. pok. \ /) NMP, 110°C
N :
23 24

: _NH; : NH N
\r/@
NH
(0]
H3C N o)
< T
XN N N XN

\ | /) NMP 120°C N\ | /)
N N
25 26
Schemat 5
Scheme 5

Seri¢ nowych 1,3-dipodstawionych pochodnych 2,3-dihydro-1-iminoben-
zimidazoli, otrzymali Mavrova i in. [14] (Schemat 6). 2-Amino-1H- lub 1-alkilo-
-2-amino-benzimidazol poddano reakcjom 2z halogenkami: 1-bromo-3-feny-
lopropanu, bromkiem kwasu a-bromopropionowego, estrem etylowym kwasu
chloroocotwego wobec katalizatoréw. Uzyskane pochodne 3-etoksykarbonylowe
31-33 poddano amonolizie 1,3-diaminopropanem, benzyloaming, 4-metylopipera-
zyng oraz hydrazyna, uzyskujac zwiazki 34-37. Powstaly hydrazyd 37 w reakcjach
z 3- lub 4-fluorobenzaldehydem utworzyt zasady Schiffa 38.

Najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng wobec ludzkich linii komorek nowotwo-
rowych: raka odbytu HT-29, raka piersi MDA-MB-231 i raka $ledziony wykazywaly
zwiazki 30, 34, 36.
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/@ HiG
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EtOH, reflux

benzyloamina

EtOH, reflux

36 38

Schemat 6
Scheme 6

2. SYNTEZY POCHODNYCH 2-AMINO-1H-BENZIMIDAZOLU
O AKTYWNOSCI PRZECIWBAKTERYJNE] I ICH MECHANIZMY
DZIALANIA

Zakazenia bakteryjne stanowig w dalszym ciggu nieprzejednany problem
wspolczesnej medycyny. Dziatania niepozgdane dotychczas stosowanych $rodkdw,
narastajagca opornos$¢ bakterii ogranicza skuteczno$¢ antybiotykéw, co wymu-
sza poszukiwanie nowych lekéw o dzialaniu przeciwbakteryjnym, rowniez wsrod
pochodnych 2-amino-1H-benzimidazolu.

Noolvi i in [15] otrzymali seri¢ zasad Schiffa, pochodnych 1-metylo-2-amino-
benzylidenobenzimidazolu, ktérg poddali cyklizacji chlorkiem kwasu chloroocto-
wego, uzyskujac azetydynony 42.
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W badaniach skiriningowych in vitro silne wlasciwosci przeciwbakteryjne
przeciwko bakteriom Gram(+) (Staphylococcus aureus, Bacillus pumillus) i Gram(-)
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) wykazywaly zasady Schiffa 41 oraz
pochodne azytydynonu 42. W prowadzonych badaniach Ampicilina stosowana byta
jako lek referencyjny.

Dodatkowo pochodne azetydynonu w badaniach in vitro wykazywaly aktyw-
no$¢ cytotoksyczng, poréwnywalng z cyklofosfamidem.

CH,

H
BrCN THF N CH,1, K,CO, N
/>—NH2 — )—NH,
aq Na()H N CH;CN N

1 40

ClCH COCl

P
C,H,0H N
ArCHO /: N /> al
CH,COOH N \ N(C Hy),
4

dioksan

R=2-Cl, 4-NO 5, 2-NO,, 3NO,, 2,5-OCH 3, 4-Cl

Schemat 7
Scheme 7

Istotne utrudnienie w leczeniu zakazen bakteryjnych, szczegdlnie wewnatrz-
szpitalnych, stanowig biofilmy bakteryjne. Biofilm bakteryjny to spolecznosé
komorek, ktora jest nieodwracalnie zwigzana z jakim$ podtozem. Ztozona struk-
tura biofilmu oraz odmienne cechy fizjologiczne mikroorganizméw go tworzacych
powoduje powstawanie lekoopornosci na antybiotyki oraz na dziatanie réznych
czynnikéw bakteriobdjczych.

Przykladami bakterii tworzacych biofilmy sa Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis.

Bromoageliferyna i dibromoageliferyna sa naturalnymi, wyizolowanymi z gabek
morskich Agelas conifera alkaloidami, zawierajacymi w swej strukturze 2-aminocy-
kloheksyloimidazol. Alkaloidy te hamujg m.in. biofilm bakterii Gram - Rhodospi-
rillum salexigens [16].
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Br Br NH, Br Br NH,

O NH O NH
\ \
Bromoageliferyna Dibromoageliferyna
Z “NH " “NH
Br Br Br
Rysunek 4
Figure 4

Amerykanscy uczeni Frei in. [17] zsyntezowali 5-styrylo-2-amino-1-H-benz-
imidazol (44), ktory silnie hamowal biofilmy bakteryjne szczepéw Pseudomonas
aeruginosa.

NH, 1) styren, Pd(0Ac),. CH,CN, DIPEA, 80°C N
2) SnCl,*H,0, EtOAc, 80°C N\
- >—NH,
3) BrCN, MeOH/H,0, 50°C
NO, ) : X N
H
43 44
Schemat 8
Scheme 8

Kontynuujgc syntezy i badania mikrobiologiczne uzyskali pochodne 2-amino-
-1H-benzimidazolu, podstawione w pierscieniu fenylowym (Schemat 9). Otrzymane
zwigzki 1, 46 hamowaly wzrost biofilmu dzikiego szczepu Pseudomonas aeruginosa.
Najwyzsza zdolnos¢ hamowania, i dodatkowo rozprzestrzeniania si¢ biofilmu bak-
teryjnego wykazywaly 2-amino-1H-benzimidazol (1) oraz 5,6-dimetylo-2-amino-
-1H-benzimidazol.

NH, BICN, N
MeOH/H,0 N\
R ———> R >—NH,
50°C, 1 h
NH, N
H

39, 45
R=-H, -Br, -I, -Cl, -F, -CH 5, -NH,,

1, 46

Schemat 9
Scheme 9
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N-[(4Z)-3-metylo-1-fenylo-1H-furo[2,3-c]pirazol-1(5H)-ylideno-2-amino-
-1H-benzimidazol (48) zostal otrzymany w reakgji alkilowania 2-amino-1H-ben-
zimidazolu (1) 2-chloro-1-(5-hydroksy-3-metylo-1-fenylo-1H-pirazol-4-ylo)eteno-
nem (47) [18] przez BandocKka i in. [19] (Schemat 10). W testach in vitro zwigzek
48 wykazywal wysoka aktywnos¢ wobec wielu szczepéw bakterii Gram(+) (Bacillus
subtilis i Bacillus thuringiensis) i Gram(-) (Escherichia coli i Pseudomonas aerugi-
nosa) oraz dodatkowo wysoka aktywnos¢ wobec grzybow Botrytis fabae i Fusarium
oxysporum.

(@)
N H;C \\ N\>7N CHa
A\ NH, =+ ){\CI EOH A\
@EN% 2 N__ \ oH N \ Ny
H N

N /

0
1 47 48 @

Schemat 10
Scheme 10

3. SYNTEZY POCHODNYCH 2-AMINO-1H-BENZIMIDAZOLU O ROZNE]
AKTYWNOSCI BIOLOGICZNE]J I ICH MECHANIZMY DZIAEANIA

Otylos¢ jest wynikiem wspotdziatania wielu czynnikéw natury srodowisko-
wej, uwarunkowan genetycznych, zaburzen osrodkowych, endokrynopatii. Ostat-
nie badania chinskich naukowcéw z Shanghai Jiao Tong University wskazuja, ze za
otytos¢ moga by¢ odpowiedzialne toksyny wydzielane przez bakterie Enterobacter,
obecne w okreznicy przy niskim pH [20].

Hormon koncentrujgcy melaning (MCH) jest istotnym mediatorem home-
ostazy energetycznej, a jego nadaktywno$¢ zaobserwowano u otylych zwierzat.
Zakldcenie ekspresji genu MCH sprzyja zmniejszeniu spozycia pokarmu i zwiek-
szeniu tempa przemiany materii. Wykazano, ze przewlekte podawanie peptydowych
antagonistow MCH-R1 hamuje laknienie i przyrost masy ciala u zwierzat z otylo-
$cig wywolang dieta. Antagonisci receptora MCH-R1 moga mie¢ wigc zastosowanie
w leczeniu otylosci [21], dodatkowo standw lekowych i depresji [22], natomiast ago-
nisci w leczeniu osteoporozy [23].

Silnymi antagonistami MCH-R1 s3 pochodne 2-aminobenzimidazolu, przed-
stawione wzorem ogolnym 54 (Schemat 11), otrzymane przez japonskich naukow-
cow [24].
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Scheme 11

Najsilniejszym antagonista receptora MCH-R1 in vitro, przy dobrej przenikal-
nosci do mozgu, byt 2-(N-izopropylo-N-metylo)-5-{[5-(4-fluoro-fenyleno)pira-
zyn-2- ylo]karbonyloamino}-2-aminobenzimidazol (55).

H;C
I —N
N/Y\NH H CHgz
. N
F 55
Rysunek 5
Figure 5

Neuropeptyd Y (NPY) jest przekaznikiem, ktory wystepuje w rdzeniu prze-
dtuzonym, podwzgdrzu i autonomicznym ukladzie nerwowym. Wplywa na wiele
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procesow zaleznych od OUN, m.in. modyfikuje przyjmowanie pokarmoéw, spozy-
cie etanolu, wplywa na rytmy okolodobowe, procesy pamieciowe czy zachowania
lekowe [25]. NPY ma zdolno$¢ tgczenia sie z 6 typami receptoréw Y1-6. Receptor
Y5, wystepuje w obszarach mdzgu zwigzanych z regulacja przyjmowania pokar-
mow: hipokampie, korze wechowej. Pobudzenie receptora Y5 nasila przyjmowanie

pokarmu.
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Projekt, syntezy oraz zalezno$¢ miedzy strukturg a aktywnoscig, nowej
klasy 2-[3-oksospiro(izobenzofurano-1(3H),4-piperydyn)-lylo)benzimidazoli opi-
sali w swojej pracy Ogino i in [26]. Otrzymane zwiazki 60 sg selektywnymi antago-
nistami receptora Y5 (Schemat 12).

Toxoplasma gondii i Cryptosporidium parvum s3 pierwotniakami chorobotwor-
czymi, ktére wywotuja infekcje u ludzi i zwierzat domowych. T. gondii powoduje
u ludzi chorobe¢ odzwierzgcy — toksoplazmozg, a C. parvum wywoluje grozne zaka-
zenia ukladu pokarmowego. Aktualnie stosownym na $wiecie lekiem przeciw pier-
wotniakowi C. parvum jest Nitazoxanid.

U obu pasozytéow stwierdzono obecnos¢ zaleznych od wapnia kinaz biatko-
wych TgCDPK1 i CpCDPKI1, ktére sg punktem uchwytu dla nowo zsyntezowanych
przez Zhanga i in. [27] pochodnych benzoilobenzimidazoli 66, 68, 70, 75 (Sche-
maty 13-16).

Substratami syntezy, przedstawionej na Schemacie 13, byla 4-benzoilo-o-feny-
lodiamina (63), ktora w reakcji z ksantogenianem potasu utworzyla 5-benzoilo-2-
tiokso-1,3-H-benzimidazol (64). Jego bromowanie w kwasie octowym i nastepnie
amonoliza aminami II-rzedowymi daly 2-acyloamino-, 2-alkiloamino pochodne 66.

(0]
| NH,
O O CH,CH,0CS,K O O > HBr/Br
H, O/EtOH reflux ALOH
NH,

63
e} (0]
| H I H
N RNH,, pirydyna N
> Br MV, 120°C, 40 min /: \
N N R
65 H 66
R = acyl, alkil, aminoacyl
Schemat 13
Scheme 13

W syntezie, przedstawionej na Schemacie 14 N-(6-benzoilo-1H-benzimida-
zol-2-ylo)karbaminian metylu (67) (Mebendazol - lek przeciwrobaczy) poddano
amonolizie uzyskujgc pochodne mocznika 68.

le} O

H H

N RNH,, CH,CN N
R —— NH

)N MY, 100°C, 21 N

7\
o CHy o R
67 R = acyl, alkil, aminoacy! 68
Schemat 14

Scheme 14
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Kontynuujac prace, ci sami autorzy, poddali acylowaniu w reaktorze mikrofalo-
wym 2-amino-6-benzoilo-1H-benzimidazol (69) uzyskujac amidy 70 (Schemat 15).

H H
N RCOOH, HATU N
: NH, DIPEA /> NH
Y MV, 70°C, 20 min N R
N THF/DCM 74
(0]
R = acyl, alkil, aminoacyl

Schemat 15
Scheme 15

Wlasciwosci przeciwpierwotniakowe wykazywaty takze pochodne, otrzymane
z kwasu 3-fluoro-4-nitrobenzoesowego (71), kolejno w reakcjach chlorowania
i acylowania metoda Friedla-Craftsa — 72, amonolizy i redukcji - 73, a nastepnie
w cyklokondensacji Leonarda — 74. Uzyskang pochodng 6-benzoilo-2-aminobenzi-
midazolu 74 acylowano Boc-f-alaning, uzyskujac aktywny produkt 75.

HOOC F | F 1) RNH,, K,CO;, CH,CN

1) SOCL,, MV, 85 °C, 30 min MV, 75°C, 30 min
—_— —_—
2) CH,, AICI;, MV, 65°C, 10 min 2) pyl Zn, HCOONH,, MeOH
2 N02 5 min. temp. pok.
7 72
(@] R
| ' I h
NH N 1) Boc-f-alanina, HATU, DIPEA
BrCN, K,CO,, CH,CN MV, 70 °C 2 min THF'DCM
—_— /} NHy —m————
MV, 70°C, 20 min 2) TFA/DCM, 20 min, temp. pok.
NH, N
73 74
o R
|| / R = heterocykliczne aminy

Schemat 16
Scheme 16

Bradykinina jest peptydowym hormonem tkankowym, ktéry uczestniczy
w reakcjach zapalnych i alergicznych. Zwieksza przepuszczalno$¢ naczyn wlosowa-
tych, w wyniku czego powstaje obrzek i zapalenie, a w tkankach zaleznych od insu-
liny zwieksza transport glukozy do komorek [28]. Wiekszo$¢ z wyzej wymienionych
dziatan jest zwigzana z funkcjg bradykininowego receptora B2. Natomiast w sytuacji
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dziatania czynnika uszkadzajacego (infekcje, uszkodzenie tkanek czy stany zapalne)
indukowany jest receptor B1 dla bradykininy.

Niemieccy naukowcy Zischinsky i in. w serii trzech prac opisali syntezy nowych
antagonistow receptoréw bradykininy B1 [29-31]. Wsrod zsyntezowanych zwigz-
kéw sg rowniez pochodne 2-amino-1H-benzimidazolu [30] (Schematy 17, 18).

W jednej z syntez substratem byl ester metylowy kwasu 2-fluoro-6-jodo-ben-
zoesowego (76), ktoéry po alkilowaniu utworzyl formylopochodna 77. Jej reduk-
cyjne alkilowanie dalo 2-[4-(3-fluoro-2-metoksykarbonylofenylo)-2-fluorobenzylo]-
amino-1H-benzimidazol (78) (Schemat 17).

NH N
\f
| (0] F NH
| | kwas 3-fluoro-4-formylofenyloborowy
0] PdCl (PPh ),» Na,CO; 2 -aminobenzimidazol o
|
CH3 1,4~ dmknn/H 0,80°C 11(0?;) dichloroetan, 60°C |
F potem NaBH(OAc), temp. pok.
i
CHj3
78 F

76

Schemat 17
Scheme 17

W nastepnej syntezie (Schemat 18) pochodng 1,2,4-oksadiazolu 79 poddano
kolejno reakcjom z tiofosgenem (80) i z pochodng fenylohydrazyny uzyskujac
pochodng 1-tertbutyloamino-2-aminobenzimidazolu 81. Jej acylowanie chlorkiem
kwasu 3-metoksyizoksazolo-5-karboksylowego dato produkt 82, zawierajacy w swej
strukturze trzy piecioczlonowe pierscienie heterocykliczne: izooksazol, imidazol,
1,2,4-oksadiazol. Wedlug autoréw, obecnos¢ matych — heterocyklicznych pierscieni
w czasteczce zwigzku jest konieczna, by mial on zdolnos¢ blokowania receptora B1

dla bradykininy.
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Seri¢ pochodnych imidazo[l,2-a]benzimidazoli, w postaci rozpuszczal-
nych w wodzie soli, o réznorodnej aktywnosci biologicznej otrzymali rosyjscy
uczeni [32] (Schemat 19). 1-Podstawiony-2-aminobenzimidazol 83 w reakcjach
z ®-bromoacetofenonami utworzyl 3-fenacylopochodne 84, ktére w wyniku ter-
micznej cyklizacji, daly pochodne imidazo[1,2-a]benzimidazolu 85. Zwigzki te
wykazywaly wielokierunkowa aktywno$¢ biologiczng. Dzialaly m.in. antyagre-
gacyjnie na plytki krwi, antyarytmicznie i antyoksydacyjnie. Byly antagonistami
receptoréw serotoninowych 5HT,, 5HT,, histaminowych H1 i agonistami recepto-
réw opioidowych «.
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PODSUMOWANIE

W pracy przedstawiono, na 19 schematach, wybrane syntezy pochodnych

2-amino-1H-benzimidazolu o réznorodnej aktywnosci biologicznej oraz ich mecha-
nizmy dzialania. Sg to zwigzki opublikowane w ciagu ostatnich 5 lat. Dzialajg one
przeciwnowotworowo in vitro, przeciwbakteryjnie, przeciwpierwotniakowo. Wsréd
zwiazkow o roznej aktywnosci biologicznej sg antagonisci receptoréw: bradykinino-
wego B1, Y5, serotoninowych 5HT,, 5HT, i histaminowych H1.
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ABSTRACT

The main goal of this article is to present selected syntheses, structures and
a various biological activity of imidazo[4,5-b]pyridine derivatives. During the past
20 years the biological activity of imidazo[4,5-b]pyridine have been intensively
studied.

Based on the review of the chemical literature, it was shown that derivatives of
imidazole[4,5-b]pyridine showed a multipharmacological effects such as antibacte-
rial effect [20-22] and antituberculotic activity [25-33], nonsteroidal antiinflam-
matory activity [35-43] and analgesic [44, 45] effect. Among compounds of this
class antagonists of angiotensin II receptors that exhibit hypotensive activity are also
known [9-11].

Compounds containing imidazo[4,5-b]pyridine moiety can be synthesized
from different substrates. The most useful starting compounds for the synthesis of
imidazo[4,5-b]pyridine are derivatives of 2,3-diaminopyridine [1-3].

Keywords: imidazo[4,5-b]pyridine derivatives, biological activity, synthesis,
structures

Stowa Kkluczowe: pochodne imidazo[4,5-b]pirydyny, aktywno$¢ biologiczna, syn-
tezy, struktury
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AT1/2

PPARy

NAD

NOS
LTA
LTB
VLA-4
DIPEA

TFA
DCM
EDC

HOBT
NBS
THF
MAPK

TNF-«
IL-1

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

receptor angiotensynowy typu 1/2 (ang. angiotensin II
receptor type 1/2)

receptory aktywowane przez proliferatory peroksy-
soméw (ang. peroxisome proliferator-activated recep-
tors)

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicoti-
namide-adenine dinucleotide)

syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase)
leukotrieny A4 (ang. leukotriene A4)

leukotrieny B4 (ang. leukotriene B4)

integryny z grupy VLA-4 (ang. Very Late Antigen)
N,N-diizopropyloetylomina (ang. N,N-diisopropyl-
ethylamine)

kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic acid)
dichlorometan (ang. dichloromethane)
1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid (ang.
I-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide)
hydroksybenzotriazol (ang. hydroxybenzotriazole)
N-bromosukcynoimid (ang. N-bromosuccinimide)
tetrahydrofuran (ang. tetrahydrofuran)

kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen acti-
vated protein kinase)

czynnik martwicy guza (ang. tumor necrosis factor)
interleukina 1 (ang. Interleukin-1)
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WPROWADZENIE

W poprzedniej pracy przedstawiono syntezy, struktury, mechanizmy dzialania
farmakologicznego i biologicznego lekéw oraz wybranych pochodnych imidazo-
[4,5-b]pirydyny o wysokiej aktywnosci przeciwwrzodowej, przeciwnowotworowej
in vitro a takze antyneurodegeneracyjne;j.

W pismiennictwie chemicznym opisanych jest kilka gléwnych metod syntezy
ukladu imidazo[4,5-b]pirydyny. Mozna je otrzyma¢ m.in. w reakcjach cyklokon-
densacji pochodnych 2,3-diaminopirydyny z czynnikami monoweglowymi lub
wieloweglowymi [1-3]. Inng mozliwoscig jest dobudowanie pierscienia pirydyny
do pierécienia imidazolu [4] lub konwersja pierscieni 6- czy 7-czlonowych do
5-czlonowego pierscienia imidazolu [5].

W tej czesci zostang zaprezentowane syntezy najbardziej aktywnych pochod-
nych imidazo[4,5-b]pirydyny o aktywnosci hipotensyjnej, przeciwbakteryjnej
i przeciwgruzliczej, przeciwzapalnej oraz przeciwbolowe;.

Rysunek 1
Figure 1

1. POCHODNE IMIDAZO[4,5-b] PIRYDYNY
O AKTYWNOSCI HIPOTENSYJNEJ

Wazng grupe lekéw hipotensyjnych stanowig inhibitory receptoréw AT1
i AT2 angiotensyny II. W ukfadzie enzymatycznym renina-angiotensyna-aldoste-
ron (RAA) zachodzi szereg przemian prowadzacych do powstania angiotensyny II,
ktéra faczgc sie z receptorami angiotensynowymi powoduje skurcz miesni gladkich
naczyn krwionosénych, a tym samym wzrost ci$nienia krwi. Pierwszym przedstawi-
cielem tej grupy lekéw jest Losartan [6-8].
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n-Bu Losartan
Rysunek 2
Figure 2

Matsuda [9] otrzymat inhibitory angiotensyny II, analogi Losartanu, zawiera-
jace w swojej strukturze zamiast pier$cienia imidazolowego ukltad imidazo[4,5-b]
pirydyny. Najwyzsza aktywno$¢ hipotensyjna wykazaly zwiazki 7a-b posiadajace
w pozycji 2 ukladu imidazopirydynowego podstawniki etylowy lub propylowy.
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7 a-b

Schemat 1
Scheme 1

Chakravarty i in. [10] uzyskali zwiazki 8 i 9 o wysokiej aktywnosci hipoten-
syjnej, ktore posiadaly silne i wybidrcze dziatanie antagonistyczne wobec receptora
AT1.
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)\ S.R:Ph

HsC N™ Bt 9. R=i-Pr

Rysunek 3
Figure 3

Silne powinowactwo do receptorow AT1 i AT2, potwierdzone w badaniach na
zwierzetach, wykazaly zwiazki 101 11 [11].
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Rysunek 4

Figure 4

Podobng jak Losartan zdolno$¢ lgczenia si¢ z receptorem AT1, wykazywal
zwigzek, przedstawiony wzorem 16 [12].
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Scheme 2



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

2-n-Butylo-3-[2’-(1 H-tetrazo-5-ylo)-4-difenylometylo]-3 H-imidazo[4,5-b]
pirydyna (17) otrzymana przez Mederskiego [13], a takze pochodna 20 otrzymana
przez Walsh i in. [14] wykazywaly silne dzialanie antagonistyczne wobec receptora
AT1.

HsC H
/N\
/N = Ny
| N
—
N N
17 O O
Rysunek 5
Figure 5
CH
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Scheme 3

Z serii pochodnych otrzymanych przez Cappelliego i in. [15, 16] najwyzsza
aktywno$¢ hipotensyjng wykazywaly zwiazki 21 i 22.
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Rysunek 6
Figure 6

(S)-3-(5-(2-(1H-Tetrazol-5-ylo)fenyleno)-2,3-dihydro-1H-inden- 1-ylo)-2-etylo-
5-izobutylo-7-metylo-3H-imidazo([4,5-b]pirydyna (33), otrzymana przez Casimiro-
Garcia i in. [17], w badaniach in vivo na zwierzetach wykazywala wlasciwosci hipo-
tensyjne oraz przeciwcukrzycowe. Dzialala ona antagonistycznie wobec receptoréow
AT1, i agonistycznie w stosunku do receptoréw PPARy, ktére wplywaja na réznico-
wanie i dojrzewanie adipocytdw, a takze zwigkszajg insulinowrazliwo$¢ tkanek [18].
Dodatkowo zaobserwowano korzystne dzialanie na profil lipidowy.
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2. POCHODNE IMIDAZO[4,5-b]PIRYDYNY O AKTYWNOSCI
PRZECIWBAKTERYJNE] I PRZECIWGRUZLICZE]

Choroby wywolywane przez bakterie towarzysza ludzkosci od zarania dziejow.
Przelomem w ich leczeniu bylo odkrycie sulfonamidéw, a nastepnie penicyliny [19].
Wydawalo si¢ wowczas, ze problem chordb wywolywanych przez bakterie zostat
ostatecznie rozwigzany. Jednak nieracjonalna antybiotykoterapia, powszechnos¢
stosowania antybiotykéw w rolnictwie, weterynarii spowodowaly wystepowanie
lekoopornosci na znane leki, w tym antybiotyki. Wymusito to poszukiwanie sku-
teczniejszych zwigzkéw chemicznych, w tym wsréd pochodnych imidazo[4,5-b]
pirydyny.

Yamawaki i in. [20] zmodyfikowali strukture antybiotyku: cefepimu z grupy
cefalosporyn. Otrzymali seri¢ imidazopirydynowych 7-f-(2-(2-amino-5-chlorotia-
zol-4-ylo)-2-(2)-((S)-1-karboksyetoksyimino)-acetamido)-cefalosporyn 39a-e. Naj-
silniejsze wlasciwosci przeciwbakteryjne wobec szczepdw Pseudomonas aeruginosa
opornych na ceftazidim oraz aktywno$¢ bakteriobdjcza wobec Staphylococcus
aureus i penicylinoopornego Streptococcus pneumoniae wykazat zwigzek 39a.
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Aridossiin. [21] otrzymali seri¢ imidazo[4,5-b]pirydynylo-etoksypiperydondw
dzialajacych przeciwbakteryjnie i przeciwgrzybiczo. Najwyzsza aktywnos¢ w bada-
niach in vitro wobec szczepow Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus wykazaly zwiazki 45aib.
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Z serii nowych ketolidéw (grupa nowych antybiotykéw, polsyntetycznych
pochodnych erytomycyny), otrzymanych przez Xu i in [22] silne wlasciwosci prze-
ciwbakteryjne wobec erytromycynoopornych szczepdw Streptoccocus pneumoniae

i Streptococcus pyogenes wykazal zwiazek 46.



POCHODNE IMIDAZO[4,5-b]PIRYDYNY. CZESC IT 239

Rysunek 7
Figure 7

Gruzlica, nazywana chorobg Kocha, jest chorobg zakazng, wywolywana przez
pratki Mycobacterium tuberculosis, rzadziej Mycobacterium bovis lub Mycobacterium
africanum. Ze wzgledu na specyficzng budowe pratkow, leczenie gruzlicy jest bar-
dzo trudne [23]. Pierwszym wprowadzonym lekiem w terapii gruzlicy byl izoniazyd,
ktory do chwili obecnej jest lekiem pierwszego wyboru. Przypuszcza sie, ze dziata
on poprzez hamowanie enzyméw oddechowych bakterii, dzicki wbudowywaniu
sie w miejsce kwasu nikotynowego w czasteczce NAD [24]. Jednakze bakterie dos¢
szybko uodparniajg si¢ na izoniazyd i inne leki. Wymusza to poszukiwanie nowych,
skutecznych lekéw, rowniez wérdéd pochodnych imidazo[4,5-b]pirydyny.

W ostatnich latach szeroko zakrojone badania nad poszukiwaniem nowych
lekéw przeciwgruzliczych, pochodnych imidazo[4,5-b]pirydyny, podjal polski
uczony Bukowski ze wspolpracownikami [25-32]. Pochodne imidazo[4,5-b]piry-
dyny zostaly podstawione w pozycjach 2, 3, 7 lub byly tricykliczne. Syntezy, struk-
tury chemiczne wybranych zwigzkéw o wysokiej aktywnosci przeciwgruzliczej
przedstawiono ponizej.

Najwyzsza aktywno$¢ tuberkulostatyczng in vitro wykazaly pochodne 48a-b
i 49a-b, podstawione w pozycji 7 [25].

HN\ NHOH S NH,
XN XN a: R=-H
| \> | \> b: R=-CHy
= =
A A
R R
48 a-b 49 a-b
Rysunek 8
Figure 8

Kontynuujac prace Bukowski i Janowiec opublikowali syntez¢ kolejnych wyso-
koaktywnych zwigzkow 56a-c [26].
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Ci sami autorzy [30] otrzymali zwigzki 59 i 60 o wysokiej aktywnosci prze-
ciwgruzliczej.
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Wyjatkowo wysoka aktywno$¢ tuberkulostatyczng wobec opornych na kla-
syczne leki szczepow Mycobacterium tuberculosis wykazywaly zwigzki 61-63 [28].
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Figure 9

Pochodne imidazol[4,5-b]pirydyny 65-67, zawierajace w pozycji 2 cze$ciowo
uwodornione pierscienie pirymidyny lub pirazyny byly rowniez aktywne in vitro
wobec szczepow Mycobacterium tuberculosis, opornych na niektore stosowane leki
(31].

Schemat 9
Scheme 9

W testach na aktywno$¢ tuberkulostatyczng szczegdlnie silne wlasciwosci bak-
teriostatyczne wykazaly: hydrazon 68 oraz tiosemikarbazyd 70 i zwigzki tricykliczne
pochodne pirydo[3'2”:4,5]imidazo[1,2-d][1,2,4]triazyny 71 i 72 [32].
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W 2011 norwescy naukowcy [33] przedstawili wyniki badan dotyczgce analo-
gow purynowych, jako potencjalnych lekéw w farmakoterapii gruzlicy. Najsilniej
dziatala 1-deazapurna: 7-(furan-2-ylo)-3-(4-metoksybenzylo)-3H-imidazo[4,5-b]
pirydyna (73).
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Y
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N N
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Rysunek 10

Figure 10
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3. POCHODNE IMIDAZO[4,5-b]PIRYDYNY O AKTYWNOSCI
PRZECIWZAPALNE]

Stan zapalny jest to odpowiedZ obronna organizmu, na bodziec zakldcajacy jego
naturalng homeostaze i moze mie¢ przebieg ostry, a nastepnie przejs¢ w stan prze-
wlekly [34]. U zdrowych ludzi, proces zapalny wplywa korzystnie — chroni organizm
przed czynnikami szkodliwymi. Jednak kontrola zapalenia nie zawsze przebiega
wlasciwie. Czasami jego nasilenie jest zbyt duze i moze prowadzi¢ do uszkodzenia
tkanek, co w konsekwencji powoduje konieczno$¢ rozpoczecia farmakoterapii.

Indukowalna syntetaza tlenku azotu (iNOS) odpowiada za powstawanie tlenku
azotu z L-argininy, w odpowiedzi na dzialanie czynnikéw prozapalnych. Proces ten
pomaga w niszczeniu substancji patogennych, jednak zwiekszona ilo$¢ tlenku azotu
moze skutkowa¢ nadmiernym rozszerzeniem naczyn krwionosnych i hipotensja.
Dlatego indukowalna NOS prawdopodobnie bierze udzial w patofizjologii roz-
nych choréb: wstrzgsie septycznym, sepsie, przewleklym zapaleniu stawoéw, astmie,
stwardnieniu rozsianym i schorzeniach jelit o podtozu zapalnym.

2-[2-(4-Metoksypirydyn-2-ylo)-etylo]-3H-imidazo[4,5-b]pirydyna (76), otrzy-
mana i opatentowana przez Urlichia i in. [35] jest inhibitorem syntetazy NO (NOS).
Lehner i in. [36] stwierdzili, ze zwigzek 76 konkurencyjnie wypieral r-arginine
z centrum katalitycznego enzymu, przez co w znaczny sposob zmniejszal synteze
tlenku azotu. Normalizowal takze zwigkszone napigcie naczyn i ci$nienie krwi,
poprzez blokowanie uwalniania nadmiaru NO.

OCH, OCH3
AN NH, HO T kwas polifosforowy AN N \ /
| + \—7 | > N
= 7/ Z N
N NH, 0O Ny
76
74 75
Schemat 11
Scheme 11

Dalsze badania nad inhibitorami NOS prowadzili Ock i in. [37], a otrzymany
przez nich zwiazek 77 (KR-31360), charakteryzowal si¢ wysoka aktywnoscig
przeciwzapalna.
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Figure 11

Leukotrieny (LTB, - lipidy zwigzane z ukladem immunologicznym) naleza do
mediatoréow prozapalnych. Posiadaja wlasciwosci chemotaktyczne i determinuja
migracje leukocytéw do tkanek objetych procesem zapalnym. LTB, s3 produkowane
w granulocytach obojetnochionnych i monocytach jako wynik hydrolizy leuko-
trienu A, pod wptywem enzymu hydrolazy LTA, [24]. Najsilniejszg zdolnos¢ inhi-
bicji hydrolazy leukotrienowej A, (LTA,) wykazywal zwigzek 81, otrzymany przez
Penninga i in. [38].

K,CO;,DMF

(L - O O S
/\/Cl A

‘/\‘\/\/N\@ /\/N\Q

J
' g
AN N
o \_J

81

Schemat 12
Scheme 12

Integryny VLA-4 (ang. Very Late Antigen) sa zrdznicowana grupg czastek
adhezyjnych, wystepujacych na powierzchni komorek: limfocytow T i B, eozynofili,
makrofagéw. W odpowiedzi na aktywnos¢ prozapalnych cytokin, integryny facza sie
z immunoglobulinami (ang. VCAM-1 - vascular cell adhesion molecule 1) obecnymi
w $rédblonku naczyn. Czasteczki VLA-4 s3 zaangazowane w toczenie, przyleganie
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i migracje leukocytow do miejsca zapalnego [39]. Ich blokowanie jest celem terapii
stwardnienia rozsianego czy choroby Lesniewskiego-Crohna.

Phillips i in. [40] otrzymali szereg pochodnych imidazo[4,5-b]pirydyn o wiasci-
wosciach antagonistycznych w stosunku do VLA-4. Zwigzek 86 w badaniach in vitro
hamowal VLA-4, co powodowalo zatrzymanie naplywu prozapalnych cytokin do
ogniska zapalnego.

AN O,N AN
HoN 2
TFA, DCM HN
2-chloro-3-nit d _—
(0] ~ehoro-o-ni rop|ry yna spiro[3.5]nonan-1,3-dion /O
[ Eon orea O AcOEt %
EtOOC NHOiB /||\
EtOOC NH i-Bu EtOOC NH
82
84
o] | N \\
N
N Y
i-Pr NH \
H,, Pd/C, EtOH HN N\ _N
kwas izomaslowy
i-Pr Br.
EDC, HOBT //o //o
DCM
AcOH, NBS, AcOEt
e
EtOOC NH NaOH, THF HOOC NH
85 86
Schemat 13
Scheme 13

Kinazy aktywowane mitogenem (ang. Mitogen activated protein kinase, MAPK)
s3 to enzymy, ktore biorg udzial w wewnatrzkomdérkowym przekazywaniu infor-
magcji. Dzialajg na zasadzie kaskady enzymatycznej (kinazy MAPK wraz z substra-
tami bialkowymi), aktywowanej odbiorem bodzcédw zewngtrznych przez receptory,
w wyniku ktérej mozliwa jest odpowiedz biologiczna komorki [41].

Mader iin. [42] opisali synteze zwigzku 92b, ktory w testach in vitro oraz in vivo
wykazywal wlasciwosci hamujgce enzym odpowiedzialny za uwalnianie czynnikow
prozapalnych TNF-« i IL-1.
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Scheme 14

Pochodna imidazo[4,5-b]pirydyny 97, zawierajaca w swej strukturze benzodia-
zepine-1,4, wedlug autoréw [43], moze by¢ wykorzystywana w leczeniu restenozy
(zwezenie leczonej tetnicy po zabiegach angioplastyki). Wykazuje ona dzialanie
antagonistyczne wobec receptora dla biatka adhezyjnego, witronektyny (avf3). Jego
zablokowanie skutkuje zahamowaniem adhezji i migracji komdrek srédbtonka oraz
komorek miesni gladkich tetnic.
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4. POCHODNE IMIDAZO[4,5-b]PIRYDYNY
0O AKTYWNOSCI PRZECIWBOLOWE]J

Otrzymane przez Clarka i in. [44] pochodne 98-100, wykazywaly aktywno$¢
przeciwbolowa zblizona do kodeiny i dekstropropoksyfenu, przy braku dziatania
narkotycznego.

0]

\
/
N\\ 98.R=H

S ) \©i > 99. R=CH ,CH=CH ,
N
(0] 100.R= i-Pr

Rysunek 12
Figure 12

London i in. [45] otrzymali szereg pochodnych imidazo[4,5-b]pirydyny 107a-
d, ktore blokowaly kanaly sodowe (hNav1.7) odpowiedzialne za bol neuropatyczny.
Dzialanie przeciwbolowe zblizone do meksyletyny oraz indometacyny wykazaty
pochodne 107a-c.
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PODSUMOWANIE

Brak skutecznych lekéw w wielu schorzeniach, a takze dziatania uboczne juz
stosowanych lekéw, wymuszaja poszukiwanie nowych, syntetycznych zwigzkéow
o roznej strukturze chemicznej. Pochodne imidazo[4,5-b]pirydyny okazaly sie by¢
atrakcyjnymi kandydatami na leki innowacyjne.

Na podstawie ponad 40 pozycji piSmiennictwa przedstawiono wybrane syn-
tezy, oraz struktury chemiczne pochodnych imidazo[4,5-b]pirydyny o réznorod-
nej aktywnosci biologicznej i o réznych mechanizmach dzialania. Zaprezentowano
zwigzki wykazujace wysoka aktywno$¢ hipotensyjna, przeciwbakteryjna i przeciw-
gruzlicza, przeciwzapalng oraz przeciwbolows.
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ABSTRACT

Pyrrolo[3,4-c]pyridine is one of the six structural isomers of the bicyclic ring
system containing pyrrole moiety condensed with a pyridine nucleus. This review
presents most of the literature data about synthetic pyrrolo[3,4-c]pyridine derivati-
ves and their biological activity.

S. Gabriel and J. Colman [4] discovered this isomer for the first time and named
it “merimine” [Fig. 3]. The main goal of this study is the presentation of various
methods for the preparation of pyrrolo[3,4-c]pyridine derivatives. Compounds
containing the pyrrolo[3,4-c]pyridine scaffold can be synthesized from different
substrates, but the syntheses may be classified into two main categories: annulation
of pyrrole ring onto pyridine derivatives or annulation of pyridine ring onto pyrrole
derivatives.

Biological investigations have shown that pyrrolo[3,4-c]pyridine derivatives
have a wide spectrum of actions. Most of them have been studied as analgesic and
sedative agents [35-40]. Antitumor [19, 42, 45], antiviral [27], antituberculostatic
[43] activities have been found. Pyrrolo[3,4-c]pyridine derivatives can also be used
in the treatment of nervous [20, 41] and immune [19, 42] system diseases.

Keywords: pyrrolo[3,4-c]pyridine derivatives, synthesis, biological activity
Stowa kluczowe: pochodne pirolo[3,4-c]pirydyny, synteza, aktywno$¢ biologiczna
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dimetylosulfotlenek (ang. dimethylfsulfoxide)

ester dimetylowy kwasu acetylenodikarboksylowego
(ang. acetylenedicarboxylic acid dimethyl ester)

ludzki wirus niedoboru odpornosci typu 1 (ang.
human immunodeficiency virus type 1)
tetrahydrofuran (ang. tetrahydrofuran)

metyl (ang. methyl)

etyl (ang. ethyl)

fenyl (ang. phenyl)

diizopropyloamidek litu (ang. lithium diisopropyl-
amide)

bis(trimetylosililo)amidek litu (ang. lithium bis(tri-
methylsilyl)amide)

kwas para-toluenosulfonowy (ang. p-toluenesulfonic
acid)

metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomoérkowe;j
(ang. matrix metalloproteinases)

centralny uklad nerwowy (ang. central nervous sys-
tem)
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WPROWADZENIE

Uklad zawierajacy szesciocztonowy pierscien pirydyny sprzezony z pigcioczto-
nowym pierscieniem pirolowym moze wystepowaé w postaci sze$ciu izomeréw
strukturalnych:

= = — = N
| \ NH |
& NS = N /
N N N N
H

1H-pirolo[2,3-b]pirydyna 6H-pirolo[3,4-b]pirydyna 1H-pirolo[3,2-b]pirydyna
N
7 = N =
| \ N ~ e N - | /
N N N
H
1H-pirolo[2,3-c]pirydyna 2H-pirolo[3,4-c]pirydyna 1H-pirolo[3,2-c]pirydyna
Rysunek 1
Figure 1

Pirolopirydyny w pi$miennictwie chemicznym nazywane sa takze azaindolami
lub azaizoindolami w zaleznosci od ukladu atomoéw azotu w strukturze bicykliczne;j.

Uktad pirolopirydyny wystepuje w poliheterocyklicznych zwigzkach pocho-
dzenia naturalnego. Najlepiej poznanym jest alkaloid kamptotecyna 1 wyizolowany
z drzewa Camptotheca acuminata. Jako inhibitor topoizomerazy I znalazl zasto-
sowanie w leczeniu nowotwordw, a takze wykazuje aktywnos¢ wobec HIV-1 [1].
Innymi alkaloidami zawierajagcymi w swojej strukturze ukltad pirolopirydyny sa
m.in. pumilozyd 2, deoksypumilozyd 3 i strictosamid 4 wyizolowane z Ophiorrhiza
pumila [2] oraz przeciwwirusowy alkaloid mappicyna 5, ktéry wyizolowano z Map-
pia foetida [3].
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HO

Rysunek 2
Figure 2

W niniejszej pracy zostana przedstawione dotychczas poznane i opisane
w pis$miennictwie chemicznym pochodne izomeru pirolo[3,4-c]pirydyny.

1. SYNTEZY UKLADU PIROLO[3,4-c]PIRYDYNY

Po raz pierwszy uklad ten otrzymali Gabriel i Colman w 1902 roku [4] jako
2,3-dihydro-1H- pirolo[3,4-c]pirydyne (6), ktdrg nazwali ,,meriming”

=

| NH
"X

6

Rysunek 3
Figure 3

W pismiennictwie chemicznym przedstawiono kilkadziesigt metod syntezy
ukladu pirolo[3,4-c]pirydyny. W zaleznosci od zastosowanych substratéw mozna je
podzieli¢ na kilka grup.
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1.1. ZPOCHODNYCH PIRYDYNY

Najczesdciej opisywanymi metodami syntez s reakcje, w ktorych do pierscienia
pirydyny dobudowany zostaje pier§cien pirolowy.

1.1.1. z pochodnych kwasu pirydynokarboksylowego

Zwigzki zawierajace sgsiadujace podstawniki dikarboksylowe w pier§cieniu
pirydyny ulegaja cyklizacji z utworzeniem piecioczlonowego pierscienia pirolo-1,3-
dionu pod wplywem amoniaku lub amin.

Pod koniec XIX w. Strache [5] otrzymal pirolo[3,4-c]pirydyno-1,3-dion (7)
w reakcji kwasu cynchomeronowego 6 z amoniakiem. Ten sam produkt otrzymano
kilkadziesiat lat pozniej w reakcji z wodorotlenkiem amonu [6].

OH o
N \o NH; N
_— | NH
N _° lub NH4OH N \
[e]
6 OH 7

Schemat 1
Scheme 1

W reakeji cyklokondensacji kwasu 5-amino-6-metylopirydyno-3,4-dikarbok-
sylowego (8) z alaning lub glicyng 9a-b uzyskano odpowiednie N-podstawione
pochodne 7-amino-6-metylopirolo(3,4-c]pirydyno-1,3-dionu 10 [7].

NH, O NH, 5
| X OH o X // R
A
N o + HZN\(&O . Ve N4§:
o
R \
OH o
8

HO

9a)R=H 10
b) R=CHs

Schemat 2
Scheme 2

Ogrzewajac kwas 5-amino-2-chloro-6-metylopirydyno-3,4-dikarboksylowy
(11) z odpowiednimi aminoestrami lub aminokwasami 12 otrzymano odpowiednie
pochodne 7-amino-4-chloro-6-metylo-pirolo[3,4-c]pirydyn-2-ylo-1,3-dionu 13 [7].
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| N oH + >—(CH2)n A Nl N
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12 13
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R =H, CHs

Schemat 3
Scheme 3

W reakgji cyklokondensacji benzyloaminy z 5-podstawiona pochodng kwasu
pirydyno-3,4-dikarboksylowego 14 otrzymano pochodne 2-benzylopirolo[3,4-c]
pirydyno-1,3-dionu 15 [8].

I /—©
o
R COOH \\ N
=
NS
N

=
T
CeHsCH2NH; R —o
NS —_—
" |
14 15
Schemat 4
Scheme 4

Reakcjom cyklizacji ulegaja rowniez pochodne diestréw pirydyny. Pochodne
estrow metylowych kwasu 6-aminopirydyno-3,4-dikarboksylowego 16 w metano-
lowym roztworze amoniaku cyklizowano do odpowiednich pochodnych 5-amino-
pirolo[3,4-c]pirydyno-1,3-dionu 17 [9].

o
COOCH, \\ H
H;COO0C |
N NHs R =~
—_— =
CH3OH
NS N N |
T N NH, S
16 NH, 17
R=0,S
Schemat 5

Scheme 5
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W wyniku cyklizacji kwasu 4-(4-nitrofenylo)aminokarbonylopirydyno-3-kar-
boksylowego (18) w bezwodniku octowym otrzymano 2-(4-nitrofenylo)pirolo[3,4-
-c]pirydyno-1,3-dion (19) [10].

O
N | ) _ / /
NN N (CHsCO)20 | N@—NOZ
CHsCOONa XN
COOH (o] \
NO, o)
18 19

Schemat 6
Scheme 6

4,6-Dichloro-2,3-dihydropirolo[3,4-c]pirydyn-1-on (21) otrzymano w reakcji
cyklizacji 3-bromometylo-2,6-dichloronikotynianu etylu (20) z wodorotlenkiem
amonu w THF [11].

o]
O\ Ov H //
Br = _NH©OH =
| THF S |
\ Cl N Cl

Cl N Cl

20 21
Schemat 7
Scheme 7

1.1.2. z pirydynokarbonitryli

Poddajac pochodne pirydyny z sgsiadujagcymi podstawnikami estrowym
i nitrylowym dzialaniu stezonego kwasu siarkowego mozna uzyskac¢ pochodne piro-
lo[3,4-c]pirydyno-1,3-dionu.

W reakcji cyklizacji estru etylowego kwasu 6-arylo-3-cyjano-2-okso-1,2-
dihydro-pirydyno-4-karboksylowego 22 w stezonym kwasie siarkowym otrzymano
pochodne 6-arylo-5H-pirolo[3,4-c]pirydyno-1,3,4-trionu 23. W takich samych
warunkach ester etylowy kwasu 6-arylo-3-cyjano-pirydyno-4-karboksylowego 24
cyklizowano z utworzeniem pochodnych 6-arylo-pirolo[3,4-c]pirydyny 25 [12].
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Schemat 9
Scheme 9
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Ester metylowy kwasu 5,6-dialkilo-2-amino-3-cyjanopirydyno-4-karboksy-
lowego 26 w goracym, stezonym kwasie siarkowym dal odpowiednie pochodne
6,7-dialkilo-4-aminopirolo[3,4-c]pirydyno-1,3-dionu 27 [12]. Ester cyjanopirydyny
26 poddany reakcji z pierwszorzedowymi aminami cyklizowatl do odpowiednich
2-podstawionych pochodnych pirolo(3,4-c]pirydyno-1,3-dionu 28 [13]. Cyklizacja
wewnatrzczasteczkowa pochodnej 26 do 27 zachodzi réwniez wobec kwasu masto-
wego, formamidu lub acetamidu [14].

Cyklizacji w stezonym kwasie siarkowym poddano réwniez inng pochodna
estru cyjanopirydyny 29 otrzymujgc w zalezno$ci od temperatury przeprowadzone;j
reakcji odpowiednie pochodne pirolo(3,4-c]pirydyno-1,3-dionu 30a-b [15].

o o
H H
\\ N COOC,Hs \\ N
HsC,00C. 0 H5C,00C CN HOOC yZ <o
= | HoSO: = _ HpS0s |
-
~ 85°C \ 100°C N
H5C,00C N HsC,00C N HsC,00C N
30a 29 30b
Schemat 10
Scheme 10

W reakgji cyklizacji halogenopochodnej 3,4-dicyjano-5,6-dimetylopirydyny 31
z amoniakiem powstaly odpowiednie halogenopochodne 6,7-dimetylopirolo[3,4-c]
pirydyno-1,3-diiminy 32 [16].

HN
CN \\ N
CN T
—J
= NH3 / C2HsOH Z N
g |
. K2COs
N R \N R
31 R=Cl,Br, | 39
Schemat 11
Scheme 11

Ester etylowy kwasu 2-chloro-3-cyjano-5-etylo-4-nitropirydyno-3-karboksy-
lowego (33) w wyniku reakcji cyklizacji wobec NaOH polaczonej z redukcja dat
7-amino-6-etylopirolo[3,4-c]pirydyn-1-on (34) [8].
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Schemat 12
Scheme 12

1.1.3. z pochodnych nikotynamidu

W reakgji cyklokondensacji amidu kwasu 5-bromonikotynowego (35) i ary-
loacetonitrylu 36 otrzymano odpowiednie pochodne 7-arylometylopirolo[3,4-c]
pirydyno-1,3-dionu 37 [17].

Ar
O /o
Br CN /
= NH, 4 ) 1) LDA | NH
2) Ht N
. Ar \ \\
N
(0]
35 36 37
Schemat 13
Scheme 13
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o Br-
39
o
38 40 o)
Schemat 14

Scheme 14
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W wyniku cyklokondensacji N-podstawionego estru nikotynamidu 38 z hydra-
zydem kwasu izonikotynowego (39) powstal ester etylowy kwasu 2-[1-hydroksy-3-
okso-1-(pirydyn-4-ylo)-2,7a-dihydropirolo[3,4-c] pirydyn-5-ylo]octowego (40) [18].

Cyklizacja amidu kwasu 2,6-dichloro-5-fluoronikotynowego (41) wobec
LiHMDS data 4,6-dichloro-7-fluoro-1-hydroksypirolo[3,4-c]pirydyn-3-on (42) [19].

OH
H
o N
F o=— _ F
H2N = LIHMDS
NN NN
Cl N Cl Cl N Cl

41 42

Schemat 15
Scheme 15

W reakcji cyklokondensacji pochodnej pirydyno-3,4-dikarboksamidu 43
z pochodnymi piperazyny otrzymano odpowiednie pochodne N-(4-piperazynylo)
butylopirolo[3,4-c]pirydyno-1,3-dionu 44 [20].

R

° NHZo cl ’L 7
2 N ‘ N N N—R
| " NN \_/
\N
43

\

o 44

Schemat 16
Scheme 16

Pochodng diizopropylonikotynamidu 45 poddano kilkuetapowej reakciji
z kwasem mréwkowym, amoniakiem i chlorkiem tionylu otrzymujac ostatecznie
1-hydroksy-1-(pirydyn-4-ylo)-1,2-dihydropirolo[3,4-c]pirydyn-3-on (46) [18].
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Scheme 17

1.1.4. z innych pochodnych pirydyny

Reakgji cyklizacji wobec potasu w amoniaku poddano 5-bromo-3-(N-cyjano-
metylo-N-metylo)aminometylopirydyne (47) uzyskujac 2-metylo-1,3-dihydropiro-
lo[3,4-c]pirydyne (48) [21].

Br
_ K / NHs 4 -
N 1 | IL\/CN N A
47

48

Schemat 18
Scheme 18

6-Fenylo-4-metylofuro(3,4-c]pirydyno-1,3-dion (49) w reakeji z amoniakiem
[22] lub wobec acetamidu [23] ulegt przegrupowaniu do 6-fenylo-4-metylopiro-
lo[3,4-c]pirydyno-1,3-dionu (50).

J
= / CHsCONH; =
| 0o — > | NH
N lub NHs AN
f !
49 50
Schemat 19

Scheme 19
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1.2. ZPOCHODNYCH PIROLU

W reakcji cyklizacji pochodnych estru etylowego kwasu 2-metylo-5-oksopiro-
lidyno-3-karboksylowego 51 wobec fertbutanolanu potasu otrzymano odpowiednie
pochodne 3-metylopirolo[3,4-c]pirydyno-1,4,6-trionu 52 [24].

o R
/R \ N/
HN o
= N\ 0
5 (CH3)sCOK R’
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|

R
R" 51 52

Schemat 20
Scheme 20

Analogicznej reakcji poddano keton metylowy 53 uzyskujac dioksopochodne
54 [24].
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o \ (CH3)3COK
o k() R=H, CHs 54k©

Schemat 21
Scheme 21

W reakgji Dielsa-Aldera imidu kwasu maleinowego (55) i 6-amino-3-metylo-
-2-metylosulfonylopirymidyn-4-onu (56) w acetonitrylu otrzymano bicykliczny
zwigzek przejsciowy, ktéory w wyniku przegrupowania dat 6-amino-N-metylo-4-
metylosulfonylo-1,3-dioksopirolo[3,4-c]pirydyno-7-karboksyamid (57) [25].
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Schemat 22
Scheme 22

Pirolo-2,5-dion (58) poddano reakcji cyklokondensacji z N-4-bromofenylo-
-2-(morfolin-4-ylo)cyklopent-1-eno-1-karbotioamidem (59) otrzymujac 2-(4-bro-
mofenylo)-6a-hydroksy-1-tioksodekahydro-1H-cyklopenta[b]pirolo[3,4-c]piry-
dyno-3,5-dion (60) [26].

Br

Schemat 23
Scheme 23

W reakeji cyklokondensacji N-acetylo-2-etylosulfinylo-N-metyloacetamidu
(61) z 1-(3-chloro-4-fluorobenzylo)pirolo-2,5-dionem (62) poprzez posredni zwig-
zek 63 otrzymano 2-(3-chloro-4-fluorobenzylo)-7-hydroksy-4,5-dimetylopirolo-
[3,4-c]pirydyno-1,3,6-trion (64) [27].
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Schemat 24
Schemat 24

Trojcykliczne zwigzki zawierajgce uklad pirolo[3,4-c]pirydyny 67 otrzymano
w wyniku heterocyklicznej reakcji Dielsa-Aldera N,N-dimetylo-N’-(1-fenylo-
-3-metylo-1H-pirazol-5-ylo)imidoformamidu (65) z pochodnymi 1-fenylopirolo-
-2,5-dionu 66 w kwasie octowym lub DMSO. Ten sam produkt otrzymano w reak-
torze mikrofalowym bez uzycia rozpuszczalnika [10].
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Schemat 25
Scheme 25

W wyniku przegrupowania pierscienia pirolowego w pochodnych 4,6-dime-
tylo-1,3-diokso-1,2-dihydropirolo[3,4-c]pirolu 68 do pirydynowego uzyskano
odpowiednie pochodne pirolo[3,4-c]pirydyny 69 [28].
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1.3. INNYCH SUBSTRATOW

1.3.1. z substratow cyklicznych

W wyniku cyklizacji pochodnych estru metylowego kwasu 2-amino-3-
iminooksoimino-5,6,7,8-tetrahydrochinolino-4-karboksylowego 70 otrzymano
3-imidopochodne 4-amino-1-hydroksy-1-metoksy-6,7,8,9-tetrahydropirolo(3,4-c]
chinoliny 71 [12].
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° NH NH N )\
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N/ NH, N/ NH,

70 71

Schemat 27
Scheme 27

W wyniku poddania wewnatrzczasteczkowej reakcji Dielsa-Aldera pochod-
nych 5-chloro-6-(etynyloamino)metylo-1-fenylo-3-metoksypirazyn-2-onu 72 pow-
stal posredni zwigzek 73, z ktérego po przegrupowaniu otrzymano pochodne
4-chloro-6-metoksy-1,3-dihydropirolo[3,4-c]pirydyny 74 [29].
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Schemat 28
Scheme 28

Reakcji Dielsa-Aldera z acetylenodikarboksylanem dimetylu (DMAD) pod-
dano réwniez 4-amino-2-metoksy-1H-pirymidyn-6-on (75) otrzymujac przej-
$ciowy zwigzek bicykliczny 76, ktory w kwasnym srodowisku ulegt przegrupowaniu
do estru metylowego kwasu 4-amino-6-metoksy-1,3-dioksopirolo[3,4-c]pirydyno-
-7-karboksylowego (77) [30].
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Schemat 29
Scheme 29

W zasadowym $rodowisku przeprowadzono przegrupowanie pochodnych
ketonu tetracyjanocyklopropylowego 78 do pochodnych pirolu, a nastepnie cyklizo-
wano w kwasie siarkowym do 4-amino-1-hydroksy-3,6-diokso-2,3,4,6-tetrahydro-
1H-pirolo[3,4-c]pirydyno-7-karbonitrylu 79 [31].
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1-[3-(Prop-2-ynylo(metylo)amino)prop-1-ynylo]-2-metoksynaftalen (80) w reak-
cji cykloaddycji z benzonitrylem katalizowanej kompleksem kobaltu dat 2-(2-meto-
ksy-1-naftylo)-N-metylo-6-fenylo-1,3-dihydro-1H-pirolo[3,4-c]pirydyne (81) [32].

. g7
= =

(o]
N [Col
_— >
PhCN, THF

80

Schemat 31
Scheme 31

1.3.2. Z SUBSTRATOW NIECYKLICZNYCH

Ester kwasu 2,4-dioksowalerianowego (82) w reakcji cyklokondensacji
z pochodnymi malonotioamidu 83a lub malonoamidyny 83b dal odpowiednie
pochodne 6-metylo-4,5-dihydropirolo[3,4-c]pirydyno-1,3-dionu 84a-b [33].
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Schemat 32
Scheme 32

W reakcji cyklizacji niesymetrycznych dienéw 85 z estrem etylowym kwasu
cyjanomréwkowego (86) otrzymano odpowiednie pochodne estru etylowego kwasu
2-benzylo-3-oksopirolo[3,4-c]pirydyno-6-karboksylowego 87 [34].
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2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Pochodne pirolo[3,4-c]pirydyny nie zostaly dotychczas wprowadzone do lecz-
nictwa, lecz jak wynika z przedstawionych w pismiennictwie badan, wiele z nich
wykazuje aktywnos¢ biologiczna.

Pochodne pirolo[3,4-c]pirydyno-1,3-dionu okazaly si¢ by¢ zwigzkami o sil-
nej aktywnosci przeciwbolowej. Otrzymano szereg pochodnych z podstawnikiem
zawierajacym pierscien piperazyny, dla ktérych zbadano zaleznos¢ aktywnosci anal-
getycznej od struktury. W zalezno$ci od zastosowanych podstawnikéw pochodne
wykazywaly nizsza lub wyzsza aktywnos¢ przeciwbolows, jednak w wigkszosci sil-
niejszg od ASA. Uzyskano réwniez polaczenia tego ukladu z pier§cieniem pirydyno-
wym w miejscu piperazyny, ktore okazaly si¢ jeszcze bardziej aktywne analgetycznie
[35].

89

Rysunek 4
Figure 4

Czgs¢ pochodnych zwigzkow 88-89 zawierajacych podstawnik metoksylowy
lub etoksylowy w pierscieniu pirydyny (R= OMe, OEt) wykazala réwniez dzialanie
uspokajajace lub/i nasenne [36-38].

Dzialanie anestetyczne wykazaly pochodne 7-amino-6-metylopirolo[3,4-c]
pirydyno-1,3-dionu 90a-b [39].
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90 a)n=2-3, R=H,R =NC2Hs
b)n=2,R=CI, R =NCsH1o

Rysunek 5
Figure 5

N-[(2,5-difenetylo-1,3,4,6,7,7a-heksahydropirolo[3,4-c]pirydyn-3a-ylo)mety-
lo]-N-fenylo-propionamid (91) réwniez wykazal aktywnos¢ przeciwboélowa [40].
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5

Rysunek 6
Figure 6

Otrzymano 2-(3-cyklobutylo-1,2,4,5-tetrahydro-3-benzazepin-7-ylo)metylo-
-1H-pirolo[3,4-c]pirydyn-3-on (92) aktywny wobec CUN [41].
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Rysunek 7
Figure 7

Pochodne 4,6-diaminopirolo[3,4-c]pirydyn-3-onu 93 dzialajg na uktad immu-
nologiczny, w kierunku takich schorzen jak: reumatoidalne zapalenie stawow, bia-
taczki, nowotwory nabtonkowe [19].
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Rysunek 8
Figure 8

Otrzymano pochodne N-(4-piperazynylo)butylopirolo[3,4-c]pirydyno-1,3-dionu
94, jako analogi buspironu o aktywnosci anksjolitycznej [20].
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Rysunek 9
Figure 9

AN

Wykazano, ze kwas 2-[4-(4-chlorofenylo)fenylo]sulfanylo-4-(1,3-dioksopiro-
lo[3,4-c]pirydyn-2-ylo)butanohydroksamowy (95) jest inhibitorem MMP, dzigki
czemu moze hamowal rozwdj choréb naczyniowych, autoimmunologicznych
i nowotworowych [42].

Cl

Rysunek 10
Figure 10
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Ester metylowy kwasu 3-[2-[(3-chloro-4-fluoro-fenylo)metylo]-5-izopropylo-
7-hydroksy-1,3,6-trioksopirolo[3,4-c]pirydyn-4-ylo] propionowego (96) jest inhibi-
torem integrazy HIV-1 [27].

Cl

Rysunek 11
Figure 11

Przeciwgruzlicza aktywnos¢ wykazaly pochodne 1-fenylopirolo(3,4-c]pirydyn-
-3-onu 97a-d [43].

R
= 97 a)R=H, R'= O(CH2)11CHz3
| NH b) R=H, R'=S(CH2)11CHs
R
N ¢)R=H, R = S(CH2117CHs
\l d) R=(CH2)11CH3,R'=H
Rysunek 12
Figure 12

6-Metylo-4-fenoksy-1H-pirolo[3,4-c]pirydyno-1,3-dion (98) zwicksza wrazli-
wo$¢ adipocytéw na insuling [44].
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Rysunek 13

Figure 13
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PODSUMOWANIE

Z kilkudziesieciu przedstawionych w piémiennictwie metod syntez, uktad piro-

lo[3,4-c]pirydyny najczesciej otrzymywano z pochodnych pirydyny poprzez cykli-
zacje sprzezonego z nim pierscienia pirolowego. Pochodne pirolo[3,4-c]pirydyny nie
zostaly do tej pory wprowadzone do lecznictwa, lecz jak wynika z przedstawionych
w pismiennictwie badan wiele z nich wykazuje aktywno$¢ biologiczng. Zdecydo-
wanie najwiekszg grupe stanowia pochodne o aktywnosci przeciwbolowej [35, 39,
40]. Zwigzki zawierajace uklad pirolo[3,4-c]pirydyny wykazujg roéwniez dzialanie na
uklad immunologiczny [19, 42] i CUN [20, 41]. Udowodniono ich aktywnos¢ prze-
ciwgruzliczg [43], przeciwwirusowg [27] oraz przeciwnowotworowg [19, 42, 45].
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ABSTRACT

Nanopores are small (1-100 nm diameter) holes/channels formed in biological
membranes (Fig. 1) or fabricated in synthetic materials (Fig. 2). Permeation of ions
and small molecules through nanopores is common in biological systems. The first
experiments where nanopores were used as single-molecule sensors were perfor-
med in the 90s [1, 2]. The detection principle is based on a monitoring of an ionic
current passing through a nanopore as an electric field is applied across the mem-
brane. Electrically charged particles (e.g. DNA) move in the electric field and block
the ionic current as they pass through the nanopore. A sudden drop of the ionic
current signals a single-molecule translocation event (Fig. 3-5). Nanopore sensors
can give an information about the analyte: its size, structure and bonds stability.
Today, a major topic of interest is the possibility of nanopore DNA sequencing.

In this work we present an introduction to nanopore technology and to current
research related to potential nanopore applications. First, we describe biological
and synthetic nanopores: their structure and methods of fabrication. Next, different
modes of nanopore experiments are presented. In the third section, we focus on
theoretical models and simulations of nanopores. Finally, we present future perspec-
tives for applications with particular reference to DNA sequencing.

Keywords: nanopores, ion current, (bio)-polymer translocation, Poisson-Boltzmann
equation, Poisson-Nernst-Planck equation, molecular dynamics

Stowa kluczowe: nanopory, prad jonowy, translokacja (bio)-polimeréw, réwnanie
Poissona-Boltzmanna, réwnanie Poissona-Nernsta-Plancka, dynamika moleku-
larna
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WPROWADZENIE

Nanopory sg niewielkimi otworami ($rednica rzedu 1-100 nm) w btonach bio-
logicznych (np. kanaly jonowe, Rys. 1) lub wytworzonymi w membranach synte-
tycznych (Rys. 2). Przeplyw jondw i translokacja bioczasteczek przez nanopory sa
powszechnymi zjawiskami w uktadach biologicznych. W roku 1991 Bertowi Sak-
mannowi i Erwinowi Neherowi przyznano Nagrode Nobla z medycyny za opraco-
wanie i wykorzystanie metody pomiaru pradu jonowego w kanalach jonowych.

Pierwsze udane eksperymenty wykorzystujace wlasciwosci kanatéw jonowych
do badania przeplywajacego przez niego analitu przeprowadzone zostaly w latach
dziewigédziesigtych ubiegtego wieku [1, 2]. Idea tych eksperymentéw oparta jest
na koncepcji licznika Coultera [3], urzadzenia skonstruowanego w latach pie¢dzie-
sigtych stuzacego do pomiaru liczby oraz objetosci czastek, np. komorek, bakterii
lub wiruséw, umieszczonych w elektrolicie. Uktad pomiarowy sktada si¢ z dwdch
komor wypelnionych elektrolitem, oddzielonych przegroda z otworem o $rednicy
niewiele wickszej od $rednicy czastek analitu. Za pomocg elektrod umieszczonych
w komorach przykladane jest napiecie elektryczne, powodujace przeplyw jonow
przez otwor. Jezeli w otworze znajdzie si¢ czgstka analitu, ruch jonéw zostaje czes-
ciowo zablokowany co powoduje, ze warto$¢ mierzonego pradu jonowego maleje.

W przypadku badan nanoporéw uklad pomiarowy wyglada analogicznie. Pod
wplywem przylozonego pola elektrycznego czasteczki posiadajace tadunek elek-
tryczny poruszajg si¢ w kierunku elektrody o ladunku przeciwnym. Jezeli znajda
sie w nanoporze, nastepuje spadek mierzonego pradu jonowego (Rys. 3-5). War-
tos¢ mierzonego pradu zalezy od przylozonego napiecia, geometrii i statycznego
fadunku elektrycznego na powierzchni nanoporu. Analiza wartosci skokéw pradu
oraz ich czasu trwania pozwala na uzyskanie informacji na temat analitu, jego
rozmiardw, struktury a nawet trwalosci wigzan. Eksperymenty z wykorzystaniem
nanoporow cieszg si¢ zainteresowaniem m.in. ze wzgledu na mozliwos¢ zastosowa-
nia w sekwencjonowaniu DNA [4].

W ostatnich latach ukazal sie szereg prac przegladowych omawiajacych rézne
aspekty badan i zastosowan nanoporéw [4-10]. Niniejsza praca omawia budowe
i podstawowe wlasciwosci nanopordw, a takze podaje przyklady modeli teoretycz-
nych, ktére pozwalajg zrozumie¢ wyniki eksperymentalne dotyczace przeptywu
jonow i translokacji polimerdow.

Rysunki przedstawione w niniejszej pracy zostaly wykonane na podstawie
symulacji komputerowych oraz wizualizacji wykonanych w grupie badawczej dyna-
miki proceséw fizykochemicznych Wydziatu Chemii UAM.
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1. BUDOWA NANOPOROW

1.1. NANOPORY BIALKOWE

W organizmach zywych wystepuje wiele rodzajéow bialkowych nanoporéw,
regulujacych przeplyw jonéw i czasteczek do wewnatrz i na zewnatrz komorki.
Odgrywaja one kluczowg role w komunikacji zaréwno miedzy komoérkami, jak
i poszczegdlnymi organellami. Aby nanopor biatkowy madgt by¢ stosowany w eks-
perymentach in vitro translokacji biopolimerdw, musi spetnia¢ szereg warunkow.
Po pierwsze, nanopor nie powinien wykazywa¢ duzych fluktuacji pradu jonowego.
Po drugie, wymiary nanoporu powinny by¢ odpowiednie dla $rednicy analizowa-
nego biopolimeru, aby umozliwi¢ jego translokacje. Po trzecie, struktura nanoporu
powinna by¢ znana, co umozliwia modyfikacje bez utraty funkcjonalno$ci.

Jeden z pierwszych eksperymentéw ukazujgcych nanopory jako detektory
translokacji pojedynczych czasteczek zostal przeprowadzony w 1994 roku z uzy-
ciem alametycyny [2]. Do najczg$ciej badanych ukladéw nalezg konektor phi29 [11]
oraz, przede wszystkim, alfa-hemolizyna [1].

1.1.1. Alfa-hemolizyna

Alfa-hemolizyna jest naturalnym kompleksem bialkowym wydzielanym przez
bakterie Staphylococcus aureus. Czasteczka hemolizyny umieszczona w dwuwar-
stwie lipidowej, tworzy stabilng strukture o charakterystycznym, podobnym do
grzyba ksztalcie (Rys. 1a). Czasteczka hemolizyny sklada si¢ z siedmiu identycz-
nych monomeréw utozonych symetrycznie, tworzacych wewnatrz kanal o zmiennej
srednicy od 1,4 do 4,6 nm. Kanal przebiegajacy wzdluz calej czasteczki, umozli-
wia przenikanie wody, jonéw i niewielkich bioczasteczek. W organizmach zywych,
wydzielane przez bakterie monomery alfa-hemolizyny tworza kanal w bionie zaata-
kowanej komorki, powodujac niekontrolowany przeplyw substancji z i do jej wne-
trza, doprowadzajac w konicu do apoptozy [12].

Dla pH 7-9 i w stalej temperaturze nate¢zenie pradu jonowego ptynacego przez
alfa-hemolizyne jest bardzo stabilne, np. dla 1M KCI i napiecia 120 mV wynosi
ok. 120 pA, zas wahania natezenia sg ponizej 2% [13]. W roku 1996 Kasianowicz
wraz ze wspolpracownikami [1] przeprowadzili pierwszy eksperyment translokacji
jednoniciowego DNA oraz RNA przez nanopor utworzony przez alfa-hemolizyne
umieszczong w dwuwarstwie fosfolipidowej. Stwierdzono, iz pomiar pradu jono-
wego umozliwia wyznaczenie dlugosci biopolimeru.
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3nm

Rysunek 1. (a) Przekrdj poprzeczny czasteczki alfa-hemolizyny. (b) Przekrdj poprzeczny czasteczki konektora
phi29

Figure 1. (a) Cross-section of the alpha-hemolysin molecule. (b) Cross-section of the phi29 connector
molecule

1.1.2. Konektor phi29

Genomy wiruséw znajdujg sie w biatkowych otoczkach zwanych kapsydami.
Do utworzenia kapsydu, a takze do transportu DNA lub RNA do jego wnetrza
potrzebna jest energia uzyskiwana z hydrolizy ATP. Transport odbywa sie przez
nanopor zwany konektorem phi29 [14].

Konektor phi29 (Rys. 1b), ma ksztalt stozka, sklada si¢ z 12 identycznych
monomerdw ulozonych symetrycznie wokdt nanoporu o $rednicy od 3,6 do 6,0 nm
i dlugosci ok. 7,5 nm. Powierzchnia czgsteczki w gornej i dolnej czesci jest hydrofi-
lowa, pomiedzy nimi znajduje si¢ pasmo hydrofobowe [15]. Po modyfikacji struk-
tury w taki sposob, aby zwiekszy¢ hydrofilowos¢ jej gornej i dolnej czgsci, mozliwe
staje si¢ umieszczenie czasteczki w dwuwarstwie lipidowej. Otrzymany w ten sposéb
uklad wykazuje stabilng i powtarzalng przewodno$¢ [11]. Ze wzgledu na wigksza
$rednice nanoporu, mozliwa jest translokacja wigkszych czasteczek niz przez alfa-
-hemolizyne, np. dwuniciowego DNA i niektdrych bialek.

1.2. NANOPORY SYNTETYCZNE

Wraz z postepem w nanotechnologii, coraz wigkszym zainteresowaniem cie-
sz sie nanopory syntetyczne, ktdre sa bardziej odporne chemicznie, termicznie
i mechanicznie niz nanopory bialkowe a takze moga by¢ stosowane w szerokim
zakresie pH i napiecia. Metody produkcji nanopordéw syntetycznych sg wciaz udo-
skonalane, umozliwiajgc wytwarzanie na masowg skale nanoporéw o réznej $red-
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nicy, dlugosci i ksztalcie (Rys. 2). Do najcze$ciej stosowanych materialéw naleza:
polimery, azotek krzemu (Si,N,), tlenki krzemu (SiO,) i glinu (ALO,), oraz - od
niedawna - grafen.

1.2.1. Polimery

W materiatach polimerowych nanopory wytwarzane s3 metodg wytrawiania
chemicznego. Najpierw membrana bombardowana jest ciezkimi jonami (najczesciej
wykorzystywane pierwiastki to Xe, Pb, Au i U) o bardzo wysokiej energii (giga eV),
co powoduje uszkodzenie jej powierzchni. Nastepnie membrane umieszcza si¢
pomiedzy dwiema komorami z elektrodami, wypelnionymi odpowiednio roztwo-
rami: kwasu lub soli i silnej zasady. Pod wplywem pradu elektrycznego nastepuje
zlobienie powierzchni membrany od strony zasady, a po przewierceniu jej na wylot
nastepuje zetkniecie obu roztwordw i ich zobojetnienie. W przypadku tereftalanu
polietylenu [16] oraz poliweglanu [17] stosowany jest staby kwas i NaOH, w przy-
padku poliimidu [18] — KI i NaOCIl.

1.2.2. Pélprzewodniki

Nanopory w cienkich membranach z materiatéw poétprzewodnikowych
wytwarzane s3 kilkoma metodami. Jedna z nich [19] polega na Zlobieniu nanoporu
w azotku krzemu za pomocy strumienia jonéw Ar" o duzej energii (rzedu kilku
keV). Pozwala ona na uzyskanie otworéw o $rednicy nawet 1,5 nm.

Wiercenie nanoporéw w membranie moze tez nastgpi¢ przy uzyciu strumie-
nia elektronéw emitowanych przez TEM (elektronowy mikroskop transmisyjny).
Metoda ta umozliwia uzyskanie otworéw rzedu kilku nanometréw w cienkich
i ultracienkich (nawet 10 nm [20]) membranach wykonanych z azotku krzemu,
tlenku krzemu, tlenku glinu lub krzemu poddanego utlenieniu. Wytworzony nano-
por ma ksztalt klepsydry lub dwoch polaczonych stozkéw. Zaleta metody z wyko-
rzystaniem TEM jest mozliwo$¢ sprawdzania wymiaréw nanoporu juz w trakcie
jego wytwarzania.

Do materialéw krzemowych stosuje sie ztobienie i wytrawianie metodami che-
micznymi [21].
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Rysunek 2. Przykladowe ksztalty i rozmiary nanoporéw syntetycznych. (a) Nanopor symetryczny w ksztat-
cie podwojnego stozka. (b) Nanopor asymetryczny o ksztalcie pojedynczego stozka. (c) Nanopor
grafenowy

Figure 2. Examples of shapes and dimensions of synthetic nanopores. (a) Symmetric double-conical nano-
pore. (b) Asymmetric conical nanopore. (c) Graphene nanopore

1.2.3. Grafen

W ostatnich latach popularnosé¢ zyskaly nanopory w grafenie, ultracienkiej
membranie o grubosci jednego atomu (ponizej 1 nm). Metoda wytwarzania, uzyta
po raz pierwszy w roku 2008, polega na umieszczeniu grafenu na membranach
z azotku krzemu, a nastepnie wywierceniu w nich otwordéw przy pomocy TEM [22].
Uzyskane nanopory (o $rednicy 2-25 nm) odznaczajg si¢ duza wytrzymaloscia.

Nanopory grafenowe badane s3 gléwnie pod katem mozliwosci wykorzystania
w sekwencjonowaniu DNA, zwlaszcza, ze grubo$¢ pojedynczej warstwy jest porow-
nywalna z odleglo$ciag miedzy nukleotydami. Przeprowadzone dotychczas ekspe-
rymenty [23-25] wykazuja jednak, Ze translokacja DNA nastepuje zbyt szybko, by
mozliwy byl pomiar natezenia strumienia jonéw dla pojedynczych nukleotydow
i koniczne sg dalsze modyfikacje, pozwalajace na spowolnienie ruchu czasteczki.

2. WEASCIWOSCI NANOPOROW

2.1. PRAD JONOWY

Jednym z najwazniejszych parametréw nanoporu jest jego przewodnosé
elektryczna. Nanopor umieszczany jest pomiedzy dwoma izolowanymi elektrycz-
nie pojemnikami z elektrolitem, w kazdym z nich umieszczona jest elektroda, np.
Ag/AgCl (Rys. 3). Stezenie roztworu (np. KCI) jest duzo wyzsze niz fizjologiczne,
czesto rzedu 1 M.
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Rysunek 3. (a) Schemat ukladu do pomiaru pradu jonowego w nanoporze podczas przeptywu jonéw pod
wplywem przylozonego napiecia. (b, ¢) Przykiad sygnatu rejestrowanego dla dwoch réznych
napie¢ V, >V,

Figure 3. (a) SchemE of a setup for measuring the ion current in a nanopore during ion flow under applied
voltage. (b, c) Example of a signal registered for two different voltages V, >V,

Mierzona zalezno$¢ natezenia pradu od przylozonego napigcia zalezy od geo-
metrii nanoporu, a ta z kolei — od sposobu jego wytworzenia. Nanopory pélprze-
wodnikowe wykonane przy pomocy TEM wykazujg liniowg zalezno$¢ natezenia
od napiecia [20], obserwowang dla szerokiego zakresu stezen [26], co sugeruje, ze
badane nanopory sg symetryczne. Na podstawie zaleznosci przewodnosci od $red-
nicy nanoporu stwierdzono, ze ich ksztalt jest zblizony do ksztaltu symetrycznego
podwdjnego stozka [27].

Przewodnos$¢ nanoporéw zalezna jest takze od tadunku powierzchniowego.
Ladunek powierzchniowy nanoporéw nieorganicznych jest stosunkowo niewielki,
np. dla Si,N, wynosi okoto 0,1 e/nm’ [28]. Dla nanoporéw z politereftalanu etylenu
o niesymetrycznym ksztalcie pojedynczego stozka i powierzchniowym fadunku
elektrycznym rzedu 1 e/nm’ natezenie pradu wzrasta z napieciem w sposdb nie-
liniowy, oraz preferowany jest ruch kationéw w kierunku od waskiej do szerokiej
czesci nanoporu [16].

W przypadku azotku krzemu $ciany nanoporu sg naladowane ujemnie, co
powoduje zmniejszenie ruchliwo$ci kationdw, szczegdlnie tych znajdujacych sie
w poblizu, dlatego tez efekt ten jest szczegoélnie widoczny dla duzych stezen roz-
tworu [28]. Podobne zachowanie obserwowane jest dla nanoporéw z tlenku krzemu
[27]. W przeciwienstwie do materialéw krzemowych, $cianki nanoporéw wykona-
nych z tlenku glinu natadowane sg dodatnio, dlatego tez powoduja zmniejszenie
ruchliwo$ci jondw oraz spowolnienie ruchu czasteczek obdarzonych tadunkiem
ujemnym, jak np. DNA [29].

Ladunek powierzchniowy jest przyczyna selektywnosci nanoporéw polimero-
wych: w przypadku tadunku ujemnego, kationy oddzialujg ze $ciankami nanoporu
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i mierzony prad dla napie¢ ujemnych (anoda umieszczona po stronie szerszego
ujécia nanoporu) jest wigkszy niz dla dodatnich (anoda umieszczona po stronie
wezszego uj$cia nanoporu). Jezeli jednak uzyte zostang kationy wielowartosciowe,
np. Ca** lub Co’*, w wyniku oddziatywan przyciagajacych ze éciankami nanoporu
moze ich by¢ w jego wnetrzu na tyle duzo, ze calkowity lokalny tadunek stanie sie
dodatni (tzw. inwersja fadunku) i mierzony prad bedzie przyjmowat wigksze warto-
$ci dla napie¢ dodatnich [30].

2.2. TRANSLOKACJA BIOPOLIMEROW

Nanopory, ze wzgledu na swojg niewielka $rednice, umozliwiaja badanie
przemieszczajacych sie przez nie pojedynczych czgsteczek. W typowym ekspery-
mencie do membrany z nanoporem, rozdzielajacej dwie komory, za pomocg pary
elektrod przyktadane jest napigcie elektryczne. Poniewaz w komorach znajduje si¢
elektrolit o wysokiej sile jonowej, nawet niewielkie napiecie rzedu 0,1 V wiaze si¢
z powstaniem w nanoporze silnego pola elektrycznego, ktére powoduje translokacje
czasteczki przez otwor. Jesli w nanoporze znajduje sie biopolimer, blokuje on cze-
$ciowo przeplyw jondw, co jest widoczne na otrzymanej trajektorii natezenia pradu
jonowego (Rys. 4). Analiza rozktadu czasu, przez jaki czasteczki blokowaly nanopor,
pozwala na uzyskanie informacji o ich strukturze [1].
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Rysunek 4. (a) Schemat ukladu do pomiaru pradu jonowego w nanoporze podczas translokacji polimeru pod
wplywem napiecia. (b) Przyktad rejestrowanego sygnatu

Figure 4. (a) Scheme of a setup for measuring the ion current in a nanopore during polymer translocation
under applied voltage. (b, c) Example of the registered signal

Eksperymenty z zastosowaniem nanoporéw dotyczyly translokacji miedzy
innymi: glikolu polietylenowego [2], jonéw metali [30], zwigzkéw kompleksowych
[31] a przede wszystkim polinukleotydéw [1] i polipeptydow [32].
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Kinetyka translokacji biopolimeru zalezy od wielu czynnikéw. Szybko$¢ trans-
lokacji zwieksza si¢ wraz ze wzrostem $rednicy nanoporu, jednak nie w sposob
liniowy, lecz logarytmiczny. Oznacza to, ze ruch czasteczki spowalniany jest, oprocz
lepkosci, takze przez oddzialywania ze $ciankami nanoporu [33]. Im dluzszy biopo-
limer, tym dluzszy czas przebywania w nanoporze. Zaleznos¢ ta réwniez ma cha-
rakter logarytmiczny, co réwniez wigze si¢ z oddzialywaniami czgsteczka - $cianki
nanoporu. W przypadku diugich tancuchéw wplyw majg takze sily dziatajace na
zewnatrz nanoporu, zardéwno pomiedzy fragmentami polimeru jak i miedzy anali-
tem a membrang [33]. Kluczowa rola oddziatywan miedzyczasteczkowych potwier-
dzona zostata réwniez eksperymentami przeprowadzonymi dla réznych tempera-
tur, ktore wykazaly, ze czas translokacji zmienia si¢ w inny sposéb niz wynikaloby
to jedynie ze zmian lepkosci rozpuszczalnika [33].

Innym waznym czynnikiem wplywajacym na szybko$¢ translokacji jest stezenie
elektrolitu. Dzieje si¢ tak w wyniku oddzialywan biopolimeru posiadajgcego tadu-
nek z jonami o przeciwnym znaku. Na przyktad w przypadku DNA o tfadunku ujem-
nym, pole elektryczne wywotujace jego ruch przez nanopor jednoczesnie powoduje
przeptyw kationéw w kierunku przeciwnym, co spowalnia translokacje. Tak wigc
wypadkowa szybkos¢ translokacji rosnie wraz ze wzrostem stezenia elektrolitu, jed-
nak efekt ten jest tagodzony przez obecnos¢ oddzialywan z poruszajacymi sie prze-
ciwnie jonami, powodujgcymi zmniejszenie efektywnego pola elektrycznego [34].

Do najczeéciej badanych polimerdw organicznych nalezy glikol polietylenowy
(PEG), ze wzgledu na swoje wymiary: srednica czasteczki umozliwia jej translokacje
przez alfa-hemolizyne [35, 36]. Po wprowadzeniu PEG do ukfadu, wartosci prze-
wodnoéci zmalaly, a zmierzona amplituda szumu wzrosta, co swiadczy o interakcji
czasteczek PEG z nanoporem [2]. W przypadku alfa-hemolizyny zaobserwowano,
ze czas przebywania czgsteczki polimeru w nanoporze rosnie wraz z jej dlugoscia,
od pewnego momentu jednak zaczyna maleé, co powigzano z oddzialywaniem
wywieranym przez znajdujacg sie na zewnatrz czescig molekuly [35].

Poniewaz $rednica nanoporéw biatkowych umozliwia jedynie translokacje
polipeptydow i bialek po denaturacji, stosowane sg gldwnie nanopory syntetyczne.
Za ich pomocg zmierzono obje¢to$¢ miedzy innymi surowiczej albuminy wolo-
wej, owoalbuminy, awidyny, streptawidyny i gonadotropiny kosmoéwkowej [32],
[37]. Mozliwe jest takze wyznaczenie fadunku, jaki posiada czasteczka biatka, np.
w zaleznosci od pH roztworu [38]. Poniewaz objeto$¢ molekuly przyjmuje rézne
wartoéci dla stanu natywnego, czgsciowo i calkowicie rozplecionego, mozna rozréz-
ni¢ poszczegdlne konformacje [39]. Za pomocg nanoporéw wyznaczana jest takze
liczba ligandéw przytaczonych do czasteczki biatka oraz stata dysocjacji takiego wia-
zania. Przeprowadza si¢ w tym celu pomiary dla biatek przed i po dodaniu ligandu,
a z nich mozliwe jest wyznaczenie objetosci biatka lub kompleksu oraz ich st¢zenia
[40].

W ostatnich latach przeprowadzane s3 eksperymenty translokacji DNA przez
nanopor. Pierwsze wyniki, dla alfa-hemolizyny, zostaty opublikowane w 1996 roku
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przez zespot Kasianowicza [1]. Zaobserwowano, ze liczba skokowych spadkow
natezenia pradu (blokad) rosta wraz ze stezeniem DNA w roztworze, czas blokady
nanoporu byl proporcjonalny do diugoéci badanej czasteczki, a amplituda pradu
jonowego zalezala od rodzaju nukleotydow, z ktérych zbudowany byl biopolimer
[1]. W przypadku nanoporéw syntetycznych, po odpowiednim dobraniu $rednicy
otworu, mozliwe jest badanie zaréwno jedno- jak i dwuniciowego DNA. W obu
przypadkach kinetyka translokacji zalezy od przytozonego napigcia, dlugosci i kon-
formacji fragmentu DNA [41].

2.3. NANOPOROWA SPEKTROSKOPIA SIL

Spektroskopia sit polega na badaniu zachowania bioczasteczek pod wplywem
dzialania zewnetrznej sily. Zaleta nanoporowej spektroskopii sit (NES) jest moz-
liwo$¢ przeprowadzania eksperymentu bez uprzedniego poddawania analitu che-
micznym modyfikacjom ani unieruchamiania go, jak to ma miejsce w atomowej
spektroskopii sit AFM.

NES umozliwia badanie czgsteczek, ktore sktadaja sie z dwoch czesci o rdznej
$rednicy, przy czym tylko wezsza moze przemiesci¢ sie przez nanopor. Poniewaz
szersza cz¢$¢ nie moze przedostac si¢ przez nanopor, powstaja naprezenia mecha-
niczne pomiedzy obiema czes$ciami molekuly, ktére moga doprowadzi¢ do zmiany
struktury np. do rozpadu kompleksu DNA-bialko lub rozplecenia spinki DNA.

Uktad pomiarowy jest podobny jak uktadu stosowanego w przypadku translo-
kacji biopolimeru. Eksperymenty nanoporowej spektroskopii sit przeprowadzane sg
na dwa sposoby [42]. Po przylozeniu niewielkiego napiecia poczatkowego obserwuje
sie przeplyw pradu jonowego i oczekuje si¢ na moment skokowego spadku pradu
(blokadg), $wiadczacym o tym, ze jaka$ czasteczka dostata si¢ do wnetrza nanoporu.
Nastepnie, przyklada si¢ albo zwiekszone napigcie o stalej wartosci (rzedu kilkudzie-
sieciu do kilkuset mV), lub tez przyktada sie napiecie rosnace liniowo (1-10 V/s).
Mierzac prad oczekuje si¢ na zdarzenie polegajace na skokowym wzroscie pradu
(Rys. 5), co jest interpretowanie jako odblokowanie nanoporu np. w wyniku dyso-
cjacji kompleksu, ktorego jeden fragment opuszcza nanopor. Rejestrowany jest czas
blokady nanoporu (rzedu ms) lub warto$¢ napiecia krytycznego (rzedu 10* mV),
przy ktéorym nastgpil skokowy wzrost pradu. Po zaj$ciu zdarzenia napiecie jest
obnizane do czasu, az nastgpi blokada nanoporu przez kolejng czasteczke. W eks-
perymencie rejestruje sie wiele (np. kilkaset) zdarzen, a uzyskane wartosci czasow
blokady lub napie¢ krytycznych poddawane sg dalszej analizie [42].

Do najczesciej badanych ukladow naleza kompleksy DNA z biatkami [32] oraz
spinki DNA [43] w nanoporach zaréwno syntetycznych, jak i alfa-hemolizynie. DNA
uzywane jest nie tylko ze wzgledu na jego wazng rol¢ w biologii i biotechnologii, ale
tez znaczny tadunek ujemny, ktoéry ulatwia jego umieszczenie w polu elektrycznym
nanoporu. W zaleznosci od badanego ukladu, odpowiednio dobierana jest §rednica
otworu. Dla komplekséw DNA z enzymami jest to ok. 3,0 nm, poniewaz $rednica
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jest na tyle duza, aby mogto sie przemiesci¢ dwuniciowe DNA, a jednoczes$nie zbyt
mala aby przepusci¢ cze$¢ bialkowa. W przypadku badania spinek DNA $rednica
nanoporu to ok. 2,0 nm, co pozwala na translokacje pojedynczej nici DNA, a jedno-
cze$nie zatrzymuje np. podwdjng helise [43].
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Rysunek 5. (a) Schemat uktadu do pomiaru pradu jonowego w nanoporze podczas rozplatania spinki DNA
pod wplywem napiecia. (b) Przyktad sygnatu rejestrowanego dla statego napiecia. (c) Przyktad
sygnatu rejestrowanego dla rosnacego liniowo napiecia

Figure 5. (a) Scheme of a setup for measuring the ion current in a nanopore during hairpin DNA unzipping
under applied voltage. (b) Example of a signal measured under constant voltage. (c) Example of a
signal measured under voltage ramp

Kompleksy DNA z enzymami badane s3 ze wzgledu na potencjalne zastosowa-
nia w wykrywaniu mutacji DNA. Przyktadem moga by¢ dwa enzymy restrykcyjne:
EcoRI (wyizolowana z E. coli) oraz BamHI (wyizolowana z Bacillus amyloliquefa-
ciens), rozcinajagce DNA w miejscach o okreslonej sekwencji nukleotydéw w obec-
noéci jonéw Mg’*. Kompleks enzymu z DNA dysocjuje w nanoporze, jesli napiecie
jest odpowiednio wysokie. Wykazano, ze warto$¢ napiecia krytycznego zalezy od
zastosowanego enzymu [44] oraz jest silnie skorelowana z sekwencjg nukleotydow,
nawet pojedyncza mutacja powoduje jej obnizenie [44, 45].

Rozplatanie DNA ma miejsce podczas licznych proceséw biologicznych, takich
jak np. replikacja DNA, transkrypcja i interferencja RNA. Eksperymenty nanopo-
rowej spektroskopii sit pomagaja okresli¢ mechanizm tego typu proceséw. W roku
2003 przeprowadzono pierwszy eksperyment z uzyciem alfa-hemolizyny oraz dwu-
niciowego DNA [43]. Zaobserwowano, ze dwuniciowego DNA ulega rozpleceniu
i tylko jedna z nici przemiescita si¢ przez nanopor. Eksperymenty przeprowadzone
dla trzech réznych struktur spinek DNA i dla szerokiego zakresu napie¢ wykazaty,
ze rozklad czaséw rozplatania mozna opisa¢ funkcja wykladnicza, co wskazuje
na kinetyke reakcji pierwszego rzedu dla procesu rozplatania [46]. W badaniach
z nanoporami syntetycznymi mozna okresli¢ wpltyw $rednicy otworu na kinetyke
procesu. Ponizej $rednicy 1,0 nm translokacja nie nastepuje, a dla szerszych nano-



290 A. STACHIEWICZ, A. MOLSKI

pordéw rozplatanie nastgpuje powyzej napiecia krytycznego. Jezeli srednica wynosi
wiecej niz okoto 1,5 nm, warto$¢ napigcia krytycznego roénie, co zinterpretowano
jako translokacje znieksztalconej helisy, kiedy przez nanopor przemieszczajg sie
obie nici jednoczesnie [47].

3. MODELE NANOPOROW

3.1. METODY MODELOWANIA

Modele nanoporéw mozna podzieli¢ na modele fenomenologiczne, ktére
nie uwzgledniajg struktury molekularnej nanoporu, elektrolitu i membrany oraz
modele molekularne uwzgledniajace dyskretny charakter jonéw, atoméw i molekut
tworzacych uktad nanoporowy. Wéréd modeli fenomenologicznych mozna wyrdz-
ni¢ modele stochastyczne stosowane do opisu losowych rozkladéw czasu blokady
i napigcia krytycznego w nanoporowej spektroskopii sil oraz modele ciagle wyko-
rzystujac rownania makroskopowe Poissona, Boltzmanna i Nernsta dla obliczenia
(zwykle numerycznego) przestrzennego rozkladu potencjatu, gestosci tadunku,
natezenia pradu jonowego, selektywnosci i innych wielkoéci charakteryzujacych
nanopor. Modele molekularne opisujg uklad na réznych poziomach szczegétowo-
$ci: pelnym (ang. all-atom) lub uproszczonym (ang. coarse-grained), wykorzystu-
jac symulacje komputerowe dynamiki molekularnej do wyznaczenia wlasciwosci
nanoporéw. Metoda dynamiki molekularne moze by¢ zastosowana w przypadkach
gdy opis za pomocg rownan makroskopowych jest nieadekwatny, np. dla bardzo
waskich nanopordéw [48].

3.1.1. Modele stochastyczne

Modele stochastyczne opisuja translokacje i rozplatanie polimeru w nanoporze
jako bladzenie przypadkowe lub dyfuzje po powierzchni energii swobodnej. Naj-
pierw definiowana jest dyskretna (lub ciagta) wspolrzedna translokacji lub rozpla-
tania i konstruowana jest powierzchnia potencjatu $redniej sily U uwzgledniajaca
obecnos¢ (stalego lub zmiennego) potencjalu zewnetrznego. Wspolrzedna procesu
moze by¢ np. liczba nukleotydéw po stronie trans nanoporu lub liczba rozplecio-
nych par nukleotydéw. Dla dyskretnej wspotrzednej m losowy skok w kroku czaso-
wym At do wartoséci m+1 lub m-1 nastepuje zgodnie ze stosowanie dobranymi sta-
tymi szybkosci k (m) i k (m), zaleznymi od wartosci potencjatu sredniej sity U(m-1),
U(m), U(m+1) [49, 50]. Dla ciagltej wspolrzednej x, wartos¢ w momencie ¢ + At
obliczana jest zgodnie z réwnaniem:

U (x, )

x(t + At) = x(t) — D Ep

At +rvV2DAt (1)
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gdzie B = 1/kT jest odwrotnoscig iloczynu stalej Boltzmanna ki temperatury T,
D oznacza wspolczynnik dyfuzji, a R liczbe losowa z rozktadu normalnego [42].
Z teoretycznego punktu widzenia translokacja i rozplatanie polimeréw przedsta-
wiajg problem czasu pierwszego przejscia, gdy proces wychodzi w momencie t = 0
z punktu m, (lub x,) i w losowym czasie T osigga wspoirzedng m, (lub x,) oznacza-
jaca pelng translokacje lub rozplecenie.

Modele stochastyczne sg stosunkowo proste i dlatego czas obliczen jest duzo
krétszy niz np. w symulacjach dynamiki molekularnej. Modele te pozwalaja na
wyjasnienie i przewidywanie niektérych wartosci eksperymentalnych, jednak ilo§¢
dostarczanych informacji jest ograniczona.

3.1.2. Modele ciagle

W modelach ciaglych roztwor elektrolitu, $cianki nanoporu oraz membrana
przedstawione sg jako os$rodki ciagle, charakteryzujgce si¢ okreslong wzgledng prze-
nikalnoscig elektryczna &(r), r6zng w réznych punktach r osrodka. Jony w roztworze
opisane sg za pomocg gestosci tadunku elektrycznego p. Réwnanie Poissona:

&V (e(MVe(r)) = _(Pp + pc) (2)

wigze warto$¢ potencjatu ¢ elektrycznego w punkcie r z gestoscia tadunku p = p,
+ p,. Indeks p odnosi si¢ do nanoporu, indeks e do elektrolitu, a ¢, oznacza przeni-
kalnos¢ elektryczng prozni. Rownanie Poissona pozwala wyznaczy¢ rozklad poten-
cjatu ¢ jesli dany jest rozklad tadunku p (Rys. 6a,b). W roztworze elektrolitu rozktad
gestosci jondw w stanie rownowagi mozna opisa¢ za pomoca réwnania Boltzmanna:

pe = Lizieno; exp(—ze@(r)/kT) ()

Polaczenie obu réownan daje réwnanie Poissona-Boltzmanna (PB), ktére dla
elektrolitu typu z:z przyjmuje postac:

&V - (e()Ve(r)) = 2ezn, sinh[zep(r)/kT] — pe (4)

gdzie n, oznacza gestos¢ liczbowg jondéw, a z ich ladunek, k to stala Boltzmanna,
a T - temperatura.

Réwnanie PB opisuje rozklad potencjatu ¢ w stanie rownowagi. Jesli interesuje
nas przeplyw jonéw (Rys. 6¢,d) to réwnanie Nernsta-Plancka:

Ji = =Dy (Vg + 24 vg) (5)

wigze strumien J, dla jonu i z gradientem stezenia n, oraz z gradientem potencjatu ¢.
D, jest wspotczynnikiem dyfuzji jonu i. Polgczenie réwnania Poissona z réwnaniem
Nernsta-Plancka daje réwnanie Poissona-Nernsta-Plancka (PNP).
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Rysunek 6. Przyktady symulacji typu PB/PNP. (a) Model alfa-hemolizyny umieszczonej w membranie lipido-
wej uzywany w symulacjach PNP. (b) Obliczona energia oddziatywan elektrostatycznych réznych
jonéw w alfa-hemolizynie. (c) Model symetrycznego nanoporu uzywany w symulacjach PNP
przepltywu jonéw. (d) Zaleznos$¢ nate¢zenia pradu jonowego od napigcia dla réznych stezen i roz-
nych elektrolitéw

Figure 6. Examples of PB/PNP simulations. (a) A model of alpha-hemolysin in a lipid membrane used in
PNP simulations. (b) The calculated electrostatic energy for different ions in alpha-hemolysin.
(c) A model of symmetric nanopore used in PNP simulations of ion flow. (d) An ionic current as
a function of an applied voltage for different concentrations and electrolytes

Réwnania BP i PNP sprawdzajg si¢ tylko dla szerokich nanoporéw [48]. Dla
nanoporéw o matych §rednicach znacznie zawyzony jest wplyw ekranowania katio-
néw przez aniony i aniondéw przez kationy, ktory w rzeczywistoéci z powodow
sterycznych jest znacznie ograniczony. Dla szerokich nanoporéw i niskich stezen
oddzialywania jondw ze §ciankami nanoporu i miedzy sobg s na tyle niewielkie, ze
nie wplywaja znaczaco na wynik. Zaleta metody jest prostota i co za tym idzie krotki
czas trwania obliczen. Wsrod programow typu freeware stuzacych do symulacji PB/
PNP mozna wymieni¢ m.in.: 3DPNPSolver [51], APBS [52] oraz PBPNP [53].

3.1.3. Dynamika molekularna

Symulacje komputerowe metoda dynamiki molekularnej wykorzystuja opis
nanoporow, ktory uwzglednia istnienie dyskretnych atomoéw, jondw i czasteczek.
W przypadku duzych uktadéw stosowane sa uproszczenia np. tzw. modele ziarniste
(ang. coarse-grained), w ktorych grupy atoméw modelowane sg jako jedna czastka.
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W symulacji dynamiki molekularnej trajektorie ruchu poszczegélnych atomow
oblicza sie na podstawie réwnania Newtona:

m;iy = =V;U({r}) (6)

w ktorym i to numer czgstki, m jej masa, r potozenie. Prawa strona réwnania (6)
przedstawia catkowita sile dziatajacg na atom i. W kazdym kroku czasowym na pod-
stawie polozen atomoéw obliczany jest potencjalt uktadu, a z niego, poprzez rozwiaza-
nie réwnan Newtona (6), nowe polozenia atoméw. W symulacjach dynamiki mole-
kularnej korzysta si¢ z pol sitowych definiujacych fadunki czastkowe, odleglosci,
katy i energie wigzan. Oddzialywania niewigzace definiowane sg jako suma oddzia-
tywan Coulombowskich i Lennarda-Jonesa. Istnieje szereg programéw stuzacych
do symulacji dynamiki molekularnej, komercyjnych i typu freeware. Z tej ostatniej
grupy najpopularniejsze s NAMD [54] i GROMACS [55].

Dynamika brownowska stanowi opis posredni miedzy modelami ciaglymi
a pelna dynamika molekularng. Jony, $cianki nanoporu i ewentualne inne czastki
znajdujace si¢ wewnatrz nanoporu opisane s3 jako indywidua o okre$lonej masie,
fadunku i potozeniu w przestrzeni, natomiast rozpuszczalnik zdefiniowany jest
modelem ciggtym. Ruch jonu o masie m, predkosci v i tadunku g jest opisany row-
naniem Langevina:

mi—:z—myv+qE+R (7)
gdzie y oznacza wspolczynnik tarcia, E jest suma oddzialywan elektrostatycznych
dziafajacych na jon pochodzacych od innych jonéw, $cianek nanoporu i przylozo-
nego napiecia, R opisuje losowe sily dzialajace na jon, przede wszystkim w wyniku
zderzen z rozpuszczalnikiem. Czas trwania obliczen jest znacznie krdtszy niz w pel-
nej dynamice molekularnej. Do wad metody nalezg trudnosci ze zdefiniowaniem
oddzialywan w ukladach o malej $rednicy i wysokim tadunku. Ponadto nie sg
uwzglednione fluktuacje polozen atoméw tworzacych $cianki nanoporu. Wyniki
uzyskane z symulacji metoda dynamiki brownowskiej, w ktorych duze czasteczki
o ztozonej strukturze drugorzedowej nie sa nieruchome, moga odbiega¢ od spo-
dziewanych [56].

Symulacje dynamiki brownowskiej mozna przeprowadza¢ zaréwno przy uzy-
ciu pakietéw do dynamiki molekularnej, np. GROMACS, NAMD, jak i za pomoca
programow specjalnie do tego typu symulacji przeznaczonych, np. BD_BOX [57]
i GCMC/BD [58].

3.2. PRAD JONOWY
W celu lepszego wyjasnienia zjawiska selektywno$ci nanoporéw oraz zmian

natezenia strumienia jondéw dla ukladéw o réznej geometrii przeprowadzane sg
symulacje réznych typdw. Obliczenia oparte na réwnaniach PNP pozwalajg na opis
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asymetrycznej zaleznosci pradu jonowego od napiecia w nanoporach o ksztalcie
stozka [59] a takze wplywu dlugosci nanoporu i napigcia na selektywnos¢ jonow
[60]. Symulacje Monte Carlo dostarczajg wiecej szczeg6low na temat mechanizmow
obu zjawisk. Za ich pomocg pokazano m.in. w jaki sposéb selektywno$¢ nanoporu
zalezy od jego srednicy i stalej dielektrycznej [61]. Symulacje dynamiki Browna
przeptywu jonéw przez alfa-hemolizyne daja wyniki poréwnywalne z warto$ciami
eksperymentalnymi, wartosci przewodnosci uzyskane z modelu PNP s3 jednak
zawyzone [62].

Symulacje dynamiki molekularnej dostarczajg najwiecej informacji o przepty-
wie elektrolitu przez nanopory, trajektoriach jonéw i ich oddziatywaniach z innymi
jonami, rozpuszczalnikiem i $ciankami nanoporu. Symulacje dynamiki molekular-
nej postuzyly np. do opisu wlasciwosci nanoporu - alfa-hemolizyny umieszczonej
w dwuwarstwie lipidowej [63]. Zbadana zostata selektywnos$¢ w zaleznosci od przy-
ozonego napigcia, opracowane zostaly takze mapy potencjatu elektrostatycznego.
W innej pracy wykazano, ze uproszczenie uktadu, poprzez pozostawienie jedynie
trzonu alfa-hemolizyny i zastgpienie blony lipidowej unieruchomiong warstwa
metanu umozliwia uzyskanie wynikéw zblizonych do wartoéci eksperymentalnych
przy jednoczesnym znacznym skroceniu czasu obliczen [64].
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Rysunek 7. Przykladowe wykresy zaleznosci natezenia pradu jonowego od napigcia dla nanoporu (a) syme-
trycznego (Srednica 2,2 nm) (b) asymetrycznego (1,3 nm) wydrazonego w azotku krzemu, uzys-
kane w symulacjach dynamiki molekularnej w programie NAMD
Figure 7. Examples of an ionic current as a function of an applied voltage for (a) a symmetric (2,2 nm dia-

meter) and (b) an asymmetric (1,3 nm) nanopore cut in silicon nitride, obtained from MD simu-
lations in AMD

W przypadku nanoporéw wykonanych z substancji nieorganicznych ksztalt
krzywych nat¢zenie - napiecie zalezy nie tylko od geometrii uktadu (Rys. 7)
i materiatu, w ktérym nanopory zostaly utworzone, lecz takze struktury materiatu.
W symulacjach dynamiki molekularnej, zar6wno podczas przeptywu jondw przez
cylindryczne kanaly wytworzone z krzemionce krystalicznej jak i amorficznej, zaob-
serwowano asymetrie wykresu zaleznosci pradu jonowego od przytozonego napie-
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cia, malejaca wraz ze wzrostem szeroko$ci nanoporu. Dla stopionej krzemionki,
poniewaz $cianki nanoporu sg gtadkie, asymetria nie wystepuje [65].

Model nanoporu utworzonego w materiale polimerowym postal stosunkowo
niedawno [66], poniewaz trudnym zagadnieniem bylo odtworzenie struktury
$cianek nanoporu, bedacej istotnym czynnikiem okreslajacym wiasciwosci trans-
portowe. Model ten zostal opracowany w celu wyjasnienia zjawisk zachodzacych
w nanoporach asymetrycznych, na przykladzie politereftalanu etylenu. Symulacje
dynamiki molekularnej wykazaty, ze pH, a co za tym idzie, stopieni sprotonowania
grup karboksylowych polimeru wplywa na selektywnos¢ nanoporu. Selektywno$é
wystepuje tylko wtedy, gdy pH jest na tyle wysokie, ze nastepuje dysocjacja pro-
tonéw z grup karboksylowych. Zaobserwowano takze, ze w przypadku obecnosci
w ukfadzie kationéw wapnia, ich powinowactwo do $cianek nanoporu jest wyzsze
niz kationdéw potasu, co pomaga w wyjasnieniu mechanizmu zjawiska inwersji
fadunku [66].

3.3. TRANSLOKACJA BIOPOLIMEROW

Aby dokladniej zrozumie¢ mechanizmy procesow, ktérym podlegajg biomole-
kuly w nanoporach, konieczne jest opracowanie modeli teoretycznych, opisujacych
w szczegolnodci oddzialywania pomiedzy poszczegdlnymi skfadnikami ukladu.
Dzigki takim modelom mozliwe jest tez opracowanie lepszych metod detekeji
czasteczek i manipulacji nimi.

Jeden z modeli, oparty o réownania Poissona-Nernsta-Plancka, zaklada, ze
w obecnosci czgsteczki polimeru, np. glikolu polietylenowego w nanoporze naste-
puje spadek pradu jonowego poprzez zmniejszenie ilosci jonéw w nanoporze z przy-
czyn sterycznych oraz w wyniku oddziatywan z analitem - ujemnie natadowana
bioczasteczka powoduje zmniejszenie ruchliwo$ci kationdw. Model ten pozwala na
wyznaczenie wartosci spadku pradu jonowego oraz czasu blokady w zaleznosci od
przylozonego napiecia oraz stezenia elektrolitu. Mozliwe jest takze obliczenie ener-
gii oddzialywania jonu z czasteczka polimeru [67].

Symulacje przeprowadzone dla polipeptydéw, opisujace ich translokacje na
poziomie ruchu po powierzchni potencjatu, wykazaly, ze bariera energetyczna
w przypadku molekul pozbawionych struktury drugorzedowej jest bardzo niska,
odpowiadajgca sile 2-6 pN. Mozliwe jest takze wyznaczenie zalezno$ci oddziatywan
analitu z nanoporem w zaleznosci od jego $rednicy. Symulacje pozwolily réwniez na
zbadanie mechanizmu rozplatania w nanoporze bardziej ztozonych struktur [68].

Do najczgsciej badanych struktur naleza polinukleotydy. Poréwnane zostaty
np. wyniki symulacji dynamiki molekularnej wedlug modelu uwzgledniajacego
wszystkie atomy, w tym rozpuszczalnika, oraz symulacji dynamiki Browna, w kto-
rych rozpuszczalnik jest obecny jedynie jako uproszczony model, co pozwala na
znaczne skrdcenie czasu obliczen. Badanym uktadem byla para zasad wewnatrz
nanoporu, poddana dzialaniu pola elektrycznego. Stwierdzono, ze rozktad jonow
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wokot nukleotyddéw oraz prad jonowy wyznaczone obiema metodami sg zblizone
i zgodne z warto$ciami eksperymentalnymi, a uzyskane wyniki moga ulatwi¢ inter-
pretacje danych do$wiadczalnych [69].

W celu obliczenia pdl elektrostatycznych powstalych w membranie potprze-
wodnikowej zanurzonej w roztworze elektrolitu, nastepnie zbadania ich wptywu
na translokacje¢ polimeru, uzyto dwoch modeli. W réwnan Poissona wyznaczono
charakterystyke pol elektrostatycznych i rozktad jonéw w ukladzie, a nastepnie
za pomocg dynamiki Browna modelowano translokacje polimeru. Wykazano, ze
membrana zfoZona z naprzemiennie naladowanych warstw pétprzewodnika umoz-
liwia kontrole ruchu polinukleotydu, co moze znalez¢ potencjalne zastosowanie
w sekwencjonowaniu DNA [70].

3.4. NANOPOROWA SPEKTROSKOPIA SIL

Nanoporowa spektroskopia sif (NFS) dostarcza informacje o strukturze, dyna-
mice i oddzialywaniach na poziomie pojedynczych czgsteczek.
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Rysunek 8.  Przyklad analizy danych uzyskanych z symulacji rozplatania spinki DNA w nanoporze.
(a) Histogramy napie¢ rozplecenia, krzywe teoretyczne (linie ciagle) i dopasowania (linie przery-
wane). (b) Histogramy napie¢ rozplecenia przeksztalcone do histograméw czaséw rozplecenia

Figure 8. An exemplary analysis of data obtained from hairpin DNA unzipping in a nanopore. (a) Unzipping
voltage histograms, theoretical curves (solid lines) and fits (dotted lines). (b) Unzipping voltage
histograms transformed to unzipping time histograms

Do wyznaczania parametrow kinetycznych z eksperymentéw spektroskopii sit
stosowano modele stochastyczne. Jezeli eksperyment prowadzony jest przy stalym
napigciu, otrzymuje si¢ zestaw czaséw potrzebnych na dysocjacje kompleksu lub
rozplecenie spinki. W przypadku eksperymentéw przy rosnacym liniowo napigciu,
uzyskiwane sg warto$ci napiecia rozplecenia (Rys. 8). Opracowany zostal model
umozliwiajacy uzyskanie parametréw kinetycznych (czas zycia uktadu, polozenie
maksimum bariery energetycznej oraz jej wysoko$¢) z obu typdéw eksperymentow
[42]. Model ten zaklada, ze pod wplywem przylozonego napiecia nastepuje nie-
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odwracalna przemiana w ukladzie, polegajaca na przekroczeniu przez czasteczke
bariery energetycznej w maksimum powierzchni energii sredniej sity. Im wigksze
jest przylozone napiecie, tym bariera jest nizsza.

Inny model pozwala na oszacowanie czaséw translokacji spinek DNA o rdz-
nej strukturze. Na podstawie wynikéw eksperymentalnych skonstruowany zostat
model powierzchni potencjatu, zalezny od sekwencji par zasad, opisany dwoma
parametrami: fadunkiem efektywnym przypadajacym na jedna pare nukleotydow,
oraz stalg szybkosci okreslajaca szybkos¢ translokacji czasteczki. Wyznaczone czasy
translokacji sg zbiezne z warto$ciami eksperymentalnymi, mozliwe jest takze obli-
czenie czaséw dla nowych struktur [49]. Symulacje z zastosowaniem algorytmu
bladzenia losowego traktuja rozplatanie DNA jako ruch po powierzchni poten-
cjalu zalezny od sily zmieniajacej si¢ w czasie, w trakcie ktorego dysocjacji ulegaja
kolejne pary zasad. Wykazano w ten sposdb, ze na rozplatanie wplywaja fluktuacje
termiczne. Stwierdzono takze, Ze czas translokacji nie zawsze wzrasta wraz ze stabil-
nos$cig podwojnej helisy [50].
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Rysunek 9.  Wyniki przyktadowych symulacji dynamiki molekularnej rozplatania spinki DNA w nanoporze
o $rednicy 1,3 nm. (a) Zmiana $redniej odlegtosci (RMS) miedzy atomami C1’ sparowanych zasad
w czasie. (b) Zaleznos¢ liczby nukleotydéw znajdujacych si¢ ponizej przewezenia nanoporu od
czasu. Dla 8 V i 6,5 V nastepuje catkowite rozplecenie spinki. Napiecie 5 V jest zbyt niskie, aby
rozplecenie mozna bylto zaobserwowaé w czasie 25 ns

Figure 9. Results of sample MD simulations of hairpin DNA unzipping in 1,3-diameter nanopore.
(a) An average distance (RMS) between C1’ atoms of paired bases as a function of time. (b) The
number of nucleotides below nanopore constriction as a function of time. For 8 V and 6,5 V hair-
pin unzips completely. The 5 V voltage is too low to observe unzipping during 25 ns

Symulacje dynamiki molekularnej dostarczaja informacji niemozliwych do
uzyskania eksperymentalnie. Pozwalajg oszacowa¢, w jaki sposob analit oddzialuje
z nanoporem, jaka przyjmie konformacje, a takze w jakiej kolejnosci moga nastapi¢
poszczegdlne przemiany (Rys. 9). Symulacje takie pozwolily na odtworzenie wyni-
koéw eksperymentu dysocjacji kompleksu enzym-DNA w nanoporze. Stwierdzono
takze, ze enzym znajduje si¢ na zewnatrz nanoporu, a geometria uktfadu znacznie
odbiega od réwnowagowej. Zidentyfikowane takze zostaly pary zasad najmocniej
wigzace sie z czasteczka enzymu [4]. Przeprowadzone zostaly rowniez symulacje
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rozplatania spinki DNA. Potwierdzily one hipotezy dotyczace konfiguracji analitu
w zalezno$ci od szerokosci nanoporu. Im $rednica nanoporu wieksza, tym wieksze
prawdopodobienstwo, ze spinka zamiast rozpleceniu ulegnie tylko znieksztalceniu
i obie nici jednoczesnie ulegng translokacji. Podczas symulacji rozplatania, pary
zasad ulegaja kolejno dysocjacji, zaczynajac od znajdujacych sie najblizej pojedyn-
czej nici [47].

4. PERSPEKTYWY: SEKWENCJONOWANIE DNA

Eksperymenty z wykorzystaniem nanoporéw, w tym przede wszystkim trans-
lokacja polinukleotyddéw, ciesza si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na moz-
liwo$¢ zastosowania nanoporéw do sekwencjonowania DNA [5]. Zastosowanie
nanoporéw w sekwencjonowaniu wydaje si¢ mozliwe, poniewaz warto$¢ mierzo-
nego pradu jonowego przyjmuje wartosci nie tylko zalezne od $rednicy nanoporu,
stezenia elektrolitu i przytozonego napiecia, lecz co najwazniejsze od rodzaju nukle-
otydu.

Badane s3 zar6wno nanopory bialkowe jak i syntetyczne. Modyfikacja alfa-
-hemolizyny poprzez umieszczenie w jej trzonie cyklodekstryny umozliwia utrzy-
mywanie nukleotydu w miejscu przez czas na tyle diugi, aby zmierzy¢ prad jonowy.
Najpierw egzonukleaza powoduje hydrolize nici na poszczegdlne nukleotydy,
a nastepnie trafiajg one do nanoporu [71]. Metoda ta ma jednak zasadniczg wade,
poniewaz nukleotydy moga przechodzi¢ przez nanopor w innej kolejnosci, niz
wystepowaly w nici DNA. Kolejne ograniczenia to niewielki zakres modyfikacji,
ktérym mozna poddawa¢ alfa-hemolizyne, nie zmieniajac jednoczesnie jej wlasci-
wosci oraz mata wytrzymalo$¢ mechaniczna i chemiczna ukladu.

W przeciwienistwie do nanoporéw bialkowych, nanopory syntetyczne mogg
mie¢ dowolng geometrie, sg takze duzo bardziej wytrzymale. Ich wada z kolei
jest szybkie przemieszczanie si¢ DNA, powyzej jednej pary nukleotydéow w ciggu
10 nanosekund, nawet dla niskich napie¢ (200 mV) [72], co bardzo utrudnia zare-
jestrowanie pradu jonowego z wystarczajacg rozdzielczo$cia. Zaproponowano wiele
rozwigzan tego problemu [73-76]. Niektdre polegaja na zastosowaniu elektronicz-
nych czujnikéw, inne - na modyfikacji struktury badanej czgsteczki.

Metody oparte na modyfikacji czasteczki wymagaja jej wczesniejszego przygo-
towania do eksperymentu. W jednej z metod [73] badana czgsteczka DNA najpierw
jest przetwarzana za pomocg enzymu na polimer, kazdy nukleotyd jest kodowany
fragmentem sktadajacym si¢ z dwdch jednostek po 10 par zasad kazda, nalezacych
do dwdch typow. W ten sposob powstaja cztery mozliwe kombinacje jednostek,
kazda koduje inny nukleotyd. Na utworzony w ten sposob polimer nakladane sg
komplementarne fragmenty oznakowane fluorescencyjnie, ktore oddzielajg sie
kolejno podczas translokacji przez nanopor, emitujac promieniowanie o dwoch bar-
wach, ktorych rejestracja pozwala na identyfikacje kolejnych nukleotydéw wyjscio-
wego DNA [73]. Inna metoda [74] polega na natozeniu na ni¢ DNA jednakowych,
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krotkich oligonukleotydéw o znanej sekwencji. Poniewaz prad jonowy przyjmuje
inng warto$¢ dla struktury jedno- i dwuniciowej, jego pomiar umozliwia okreslenie,
do ktoérego odcinka nici przytgczony jest dany fragment, a tym samym jakg ma on
sekwencje. Poprzez zastosowanie kolejno réznych oligonukleotydéw mozliwa jest
identyfikacja calej sekwencji [74].

Dzigki zastosowaniu czujnika elektronicznego mozliwe jest badanie czas-
teczki bez poddawania jej modyfikacjom. W metodzie poprzecznego transportu
elektronowego stosuje si¢ drugg pare elektrod, prostopadla do osi DNA. Identyfi-
kacja nukleotydéw nastepuje na podstawie zmian mierzonego pradu tunelowego
nastepujacych w miare przesuwania si¢ nici [75]. Innym rozwigzaniem jest uzycie
potprzewodnikowego kondensatora nanoporowego. Ruch naladowanej elektrycz-
nie czasteczki DNA powoduje zmiany rejestrowanego napiecia na kondensatorze
[76]. Obie metody majg jednak wad¢ — wymagaja kontroli nad ruchem czasteczki
w nanoporze, gdyz ma on duzy wplyw na wynik pomiaru.

Ruch czasteczki moze by¢ kontrolowany na kilka sposobdw. Szybko$¢ trans-
lokacji moze zosta¢ zmniejszona przez zwiekszenie lepkosci roztworu, przylozenie
slabszego pola elektrycznego, rozcienczenie elektrolitu i obnizenie temperatury
[77]. Powoduje to jednak oslabienie rejestrowanego sygnatu. Mozliwe jest takze
uzycie pesety optycznej. Do jednego konica DNA przyfaczana jest kulka, ktérej ruch
kontroluje si¢ za pomocg promienia laserowego. Na podstawie pomiaréw polozenia
kulki wyliczana jest sila dzialajaca na DNA. Kontrola polozenia kulki pozwala na
regulowanie szybkosci ruchu DNA [78]. W podobny sposéb dziala peseta magne-
tyczna. Kulka przytaczana do jednego z koncéw polinukleotydu ma wilasciwosci
magnetyczne. Poprzez zastosowanie pola magnetycznego kontrolowany jest ruch
kulki, a co za tym idzie ruch czgsteczki DNA [79]. Poniewaz gradient pola magne-
tycznego mozna zastosowaé wzgledem okreslonej powierzchni, technike t¢ mozna
zastosowac nie tylko do pojedynczych nanoporéw, ale tez do catych matryc. Metoda
»tranzystora DNA” polega na uzyciu membrany zlozonej z pigciu warstw kolejno
metalu i dielektryka (m/d/m/d/m). Poprzez odpowiednie zmiany napigcia przykla-
danego do srodkowej warstwy metalu, mozliwe jest wymuszenie ruchu DNA w spo-
sob skokowy, o wartos$¢ rowng odlegtosci dwdch zasad [80].
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mgr inz. Michalina Adaszynska, absolwentka kierunku technologia chemiczna na
Wydziale Technologii i Inzynierii Chemicznej Zachodniopomorskiego Uniwersy-
tetu Technologicznego w Szczecinie. W 2010 roku uzyskala tytul magistra inzyniera,
prace dyplomowa wykonywata w Zakfadzie Syntezy Organicznej i Technologii
Lekow. Obecnie jest stuchaczka Studium Doktoranckiego przy Wydziale Technolo-
gii i Inzynierii Chemicznej ZUT w Szczecinie, gdzie wykonuje prac¢ doktorska pod
kierunkiem dr hab. inz. Marii Swarcewicz. Prowadzone przez nig badania dotycza

zwigzkow naturalnych wystepujacych w roslinach i ich wykorzystanie w kosmety-
kach i lekach.

dr hab. inz. Maria Swarcewicz, kierownik Zakfadu Syntezy Organicznej i Techno-
logii Lekéw w Instytucie Technologii Chemicznej Organicznej Wydzialu Techno-
logii i Inzynierii Chemicznej Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicz-
nego w Szczecinie od 2005. Zainteresowania naukowe: ocena zagrozen srodowiska
i metody ich ograniczania w wodzie i glebie ze szczeg6élnym uwzglednienie pesty-
cyddéw; analiza jakosciowa kosmetykow. Nowy kierunek badan zespotu to: zwigzki
naturalne w kosmetykach i lekach, ich synteza i wyodrebnianie; analiza sktadu che-
micznego; opracowanie receptur kosmetycznych oraz badania aktywnosci przeciw-
utleniajacych i mikrobiologicznych ekstraktéw roslinnych i olejkéw eterycznych;
izolacja oraz identyfikacja allelozwigzkéw wybranych roélin.
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ABSTRACT

One of the oldest achievements of the human thought is the use of plants and
plant extracts in therapeutics. Drugs of a plant origin are characterized by multi-
effects. In recent years, much interest was directed at medicinal plants containing
a mixture of biologically active substances with antimicrobial properties. In medi-
cine, for many years have been used substances extracted from plants and their
secondary metabolites and plant extracts, but now due to the development of
organic chemistry, pharmacology and medicine, we can determine which biologi-
cally active substances produced by these plants are useful. Antimicrobial activity
were described for selected groups of plant secondary metabolites, which potentially
would allow their use as antimicrobial substances in medicines. These substances
can be complementary to basic medical treatment, because their main advantage
is a lower incidence of side effects. This paper presents an overview of research on
antimicrobial properties of alkaloids, coumarins, flavonoids, terpenoids and essen-
tial oils, phytosterols, and tannins and phenolic compounds. Examples of alkaloids
active against strains of S. aureus, E. faecalis and E. coli are quindoline (1) and crypto-
lepine (2) which are components of an extract of Sida acuta [7]. Saal et al. described
the effect of 7-amino-4-methylcoumarin (8) and daphnetin (9) isolated from Gingo
biloba. These compounds are characterized by activity against strains of the genus
S. aureus, E. coli and Salmonella entertidis [5]. Apigenin (15) and amentoflavone (16)
have a strong activity against pathogenic fungi Candida albicans, S. cerevisiae, and T.
beigelii. Terpenoids are potent phorbol esters (21-26), dustanine (27), 15-acetoxy-
dustaine (28), cycloartenole (29) [14]. Several phytosterols has antibacterial activity
[2, 5, 48]. The examples might be: stigmasterol (36), p-sitosterol (37), epidoxys-
terol (38) isolated from Morinda citrifolia (Rubiaceae), which were characterized by
strong activity against Mycobacterium intracellulare [5]. Many authors reported that
the tannins and phenolic compounds were characterized by antimicrobial activity
[49-53]. Natural substances that inhibit the growth of microorganisms are becom-
ing an alternative to synthetic compounds, as this literature review confirms it.

Keywords: antimicrobial properties, secondary metabolites of plants, herbal
medicines

Stowa kluczowe: wlasciwosci przeciwdrobnostrojowe, wtérne metabolity roslinne,
medycyna naturalna
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WSTEP

Roélinne metabolity wtérne charakteryzujg si¢ biogenetyczna réznorodnoscia
oraz zréznicowanymi strukturami. Determinuje to ich wielokierunkowe dzialanie
biologicznie. Pi$miennictwo donosi o ich szerokich wlasciwosciach: przeciwbak-
teryjnych, grzybiczych, wirusowych, hamujacych enzymy, a takze przeciwnowo-
tworowych [1-12]. W ostatnich latach obserwuje sie wyrazny wzrost zaintereso-
wania lekami pochodzenia roslinnego zwlaszcza w krajach europejskich, Japonii
i USA. Dzigki rozwojowi chemii organicznej, metod analitycznych, farmakognozji
mozemy obecnie okresli¢, ktore metabolity wtérne moga by¢ skutecznymi srodkami
przeciwdrobnoustrojowymi. W obecnych czasach, gdy oporno$¢ mikroorganizmoéow
na antybiotyki syntetyczne jest juz powaznym problemem zaréwno medycznym,
jak i ekonomicznym, poszukuje si¢ substancji naturalnych zawartych w roslinach,
mogacych zastapic leki syntetyczne. Interesujace rezultaty naszych badan zachecity
do zebrania danych na temat wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych roslinnych
metabolitow wtornych. Wiele roslin posiada w swym skladzie kompleksy substancji
biologicznie czynnych o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, antyoksyda-
cyjnych i terapeutycznych [1, 2]. Nalezy podkresli¢, iZ mieszaniny zwigzkéw natu-
ralnych, ktére sg w roslinach, dzialaja fagodniej, bardziej skutecznie i kompleksowo
w poréwnaniu do niektérych skladnikéw syntetycznych.

Do substancji wtornych zalicza sie, miedzy innymi: glikozydy, flawonoidy,
lignany, kumaryny, fenole, garbniki, saponiny, chinony, terpeny, steroidy, alkaloidy,
olejki eteryczne. Znajomos¢ drég biosyntezy substancji naturalnych, szczegdlnie za$
metabolitow wtornych jest istotnym czynnikiem optymalizacji proceséw biosyntezy
w hodowlach tkankowych i mikroorganizmach produkujacych antybiotyki.

ESCOP 2003 i ESCOP 2009 supplement (European Scientific Cooperative on
Phytotherapy), zawieraja informacj¢ na temat surowcéw roslinnych, stosowanych
gtéwnie w Europie, migdzy innymi: przedstawiaja zastosowanie, interakcje, daw-
kowanie, dlugos¢ stosowania, przeciwwskazania i ostrozno$¢ leczenia poszcze-
golnymi lekami rodlinnymi. W monografii European Medicines Agency (EMEA)
przedstawiono opinie naukowe dotyczace lekdéw roslinnych wyrazone przez Wspol-
note Europejska na podstawie oceny dostepnych badan naukowych i/lub tradycji
stosowania.

1. GRUPY ROSLINNYCH METABOLITOW WTORNYCH O DZIALANIU
PRZECIWDROBNOUSTROJOWYM

Coraz czeéciej podejmowane s3 badania majace na celu poszukiwanie nowych
surowcow roélinnych o wlasciwo$ciach mogacych miec zastosowanie w profilaktyce
dolegliwosci andropauzy i menopauzy, chemoprewencji procesu kancerogenezy
gruczolu krokowego, lagodnych postaci metastazy, wyjasnienie molekularnego
podloza fitoterapii i mechanizmu dzialania fitoterapeutykéw. Dzigki ogromnemu
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postepowi w metodach analitycznych mozemy obecnie zbadaé ztozone wyciagi,
badz poszczegdlne frakeje i izolowane substancje biologicznie czynne, ktore decy-
dujg o wlasciwos$ciach leczniczych. Leki pochodzenia naturalnego zostaly szczego-
towo oméwione w ksigzce Gerarda Nowaka z 2012 r. [3].

Z roslin wyizolowano wiele substancji chemicznych, ktére majg by¢ odpowie-
dzialne za wielokierunkowe dzialanie fitoterapeutykéw. Przykladowo, dotychczas
wyizolowano trzy rodzaje substancji nalezacych do duzej grupy fitoestrogenéw. Sa
to flawony, izoflawony i kumestany. Od nich w gtéwnej mierze zalezy efekt leczniczy
preparatow roslinnych. Genisteina — najbardziej aktywny izoflawon - wykazuje naj-
wieksze powinowactwo do receptoréw estrogennych. Kumesterol jest silnym estro-
genem, flawonoidy — oprécz powinowactwa do receptoréw estrogenowych — maja
duzy wplyw na metabolizm kwasu arachidynowego, prekursora prostaglandyn.
Wszystkie te substancje wywieraja silne dzialanie antyoksydacyjne i przeciwrod-
nikowe. Dzigki tym wlasciwosciom flawony i flawonoidy oddzialywaja hamujaco
na cyklooksygeneze i lipooksygeneze, biorgc udzial w powstawaniu prostaglandyn
z kwasu arachidynowego. Proces ten powoduje rozluznienie mie$niéwki pecherza
i cewki oraz ma dzialanie przeciwzapalne i przeciwobrzekowe. Stwierdzono, ze
fitoterapeutyki nie zmieniajg morfologii krwi, aktywnosci enzymow, ani nie upo-
Sledzaja czynnosci nerek. Sa bezpieczng grupg lekéw nie wywolujacych objawow
niepozadanych [4]. W celu spotegowania skutku leczniczego produkuje sie prepa-
raty wielosktadnikowe.

Duzym zainteresowaniem cieszg si¢ rosliny lecznicze zawierajace mieszaniny
substancji biologicznie aktywnych o wlasciwoéciach przeciwdrobnoustrojowych.
Do wazniejszych grup substancji biologicznie aktywnych o wlasciwoséciach prze-
ciwdrobnoustrojowych naleza: alkaloidy, kumaryny, flawonoidy i izoflawonoidy,
olejki eteryczne i terpenoidy, fitosterole, garbniki i zwigzki fenolowe, poliacetyleny,
irydoidy, lignany, ksantony [2-4].

1.1. ALKALOIDY

Substancjami naturalnymi o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
mogga by¢ alkaloidy, czyli r6znorodne zwiazki organiczne pochodzenia rodlinnego
o charakterze zasadowym, zawierajace przewaznie azot. W roélinie pelnig funkcje
ochronne. Alkaloidy wystepuja w calym $wiecie roslinnym, w mikroorganizmach,
grzybach oraz u niektorych zwierzat. Znanych jest ponad 12 tysiecy réznych alka-
loidéw. W medycynie alkaloidy wykorzystuje sie jako leki przeciwbakteryjne, prze-
ciwbodlowe, pobudzajace osrodkowy ukiad nerwowy (OUN), nasenne, a takze jako
srodki psychotropowe, odurzajace, miejscowo znieczulajace lub zwezajace naczynia
krwionosne. Wiele alkaloidéw wykazuje dzialanie przeciwbakteryjne [3-6]. Przy-
ktadami alkaloidéw dzialajacych wobec szczepdw S. aureus, E. coli oraz E. faecalis
sg kuindolina (1) oraz kryptolepina (2) bedgce sktadnikami ekstraktu z Sida acuta
(MIC = 16-400 mg/ml) [7]. Su i wspolpracownicy potwierdzili dzialanie prze-
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ciwbakteryjne siedmiu alkaloidéw z kreciszka (Hypecoum erectum). W badaniach
wykazano, ze allokryptolepina (3) oraz hiperkorinina (4) charakteryzowaly si¢ dzia-
faniem wobec bakterii P. aeruginosa oraz E. coli (MIC = 125 mg/ml) [13]. Okunade
opisal rodlinne alkaloidy dzialajace na mykobakterie, a byly to, miedzy innymi:
klauzolina, echinulina, kleistofolina, sampangina (MIC = 0,78-100,0 ug/ml) [14].
Wykazano dos$wiadczalnie, ze niektére alkaloidy charakteryzuja si¢ dziataniem na
wieloantybiotykooporne gronkowce ztociste, wérdd nich szczep MRSA [15-18].
Zhang i wspdtpracownicy udowodnili, ze szczep Staphylococcus aureus oporny na
metycyling (MRSA) jest wrazliwy na aporfine (5) wyizolowang z Guatteria multive-
nia (MIC wynosito 2,0 pg/ml) [15].
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Rysunek 1. Alkaloidy o dziataniu przeciwbakteryjnym
Figure 1 Antibacterial alkaloids

Godna uwagi jest stosunkowo wysoka aktywnos¢ przeciwgrzybicza alkaloidow
wyizolowanych z czosnku neapolitanskiego (Allium neapolitanum) wobec grzybow
z rodzaju Aspergillus fumigatus, A. niger, A. terreus, Candida albicans, C. tropicalis,
C. glabrata, Trichosporon beigelii, Trichosporon cutaneum oraz Trichophyton men-
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tagrophytes var. interdigitale. Wyizolowane alkaloidy kantyn-6-on (6) oraz jego
pochodna (7) hamowaly rozwoj grzybow w stezeniu 1,66-10,12 pg/ml [5].

Rysunek 2. Alkaloidy o dziataniu przeciwgrzybiczym
Figure 2. Alkaloids of antifungal activity

W cebuli czosnku (Allium sativum bulbus) wystepuja dwa inne wazne skfad-
niki: allicyna i jej produkt rozpadu ajoen, ktére wykazuja wtasciwosci, posrednio
lub bezposrednio, wplywajace na serce i uklad krazenia. Czosnek hamuje agregacje
plytek krwi, jest skuteczny w usuwaniu wolnych rodnikéw, hamowaniu peroksy-
dacji tluszczow, wykazuje dziatanie przeciwzapalne. Badania kliniczne niektorych
preparatow z czosnku w formie bezzapachowych tabletek lub olejku destylowanego
z cebuli czosnku nie daly znaczacych efektéw obnizania poziomu cholesterolu i trj-
glicerydow [3].

1.2. KUMARYNY

Kumaryny sg dwupier§cieniowymi pochodnymi benzo-a-pironu. Zwigzki
kumarynowe najczesciej wystepuja w roslinach jako glikozydy oraz sktadniki olej-
kow eterycznych i ekstraktow roslinnych. Dotychczas poznano ogdtem pond 300
kumaryn. Najczgsciej wystepuja one w nasionach, owocach i korzeniach. Dziata-
nie kumaryn zawartych w surowcach, stosowanych w postaci mieszanek ziolowych
zalezy od stopnia ich rozpuszczalnosci w $srodowisku wodnym. Badania ostatnich
lat dostarczyly nowych interesujacych danych o wlasciwo$ciach farmakologicznych
kumaryn, a do nich zaliczamy: dzialanie uspokajajace, przeciwskurczowe i rozsze-
rzajace naczynia krwiono$ne oraz przeciwnowotworowe [5]. W badaniach in vivo
przeprowadzonych przez Imaida, 1% eskulina hamowala promocje rozwoju guza
nowotworowego szczura, indukowanego przez podskérne podanie 1,2-dimetylo-
-hydrazyny (40 mg/kg m.c., przez tydzien), a nastepnie I-metylo-1-nitrozomocznika
(20 mg/kg m.c., dwa razy na tydzien, przez dwa tygodnie) [19]. Substancje kumary-
nowe wykazujg takze znaczng aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa [20-23]. Saalem
i wspolpracownicy opisali dzialanie 7-amino-4-metylokumaryny (8), oraz dapne-
tiny (9), wyizolowanych z Gingo biloba. Zwiazki te charakteryzowaly sie aktywno-
$cig wobec szczepow z rodzaju S. aureus, E. coli oraz Salmonella entertidis w grani-
cach MIC od 8,5 do 15,0 mg/ml [5]. Okunade i Arbab wykazali aktywnos¢ kumaryn
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wobec mykobakterii. Najwyzsza aktywnoscig charakteryzowaly si¢ dentatina (10)
oraz nordentatina (11), wyizolowane z Clausena excavata (MIC = 50,0-200,0 mg/
ml) [14, 21]. Basile opisal dziatanie przeciwbakteryjne grandiwtiny (12), agasylliny
(13), aegelinolu (14), wyizolowanych z Ferulago campestris. Zwiazki te dzialaly

wobec szczepow S. aureus, P. vulgaris, P. aeruginosa, P. mirabilit, E. cloacae (MIC =
16-250 mg/ml) [20].
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Rysunek 3.  Kumaryny o dzialaniu przeciwbakteryjnym
Figure 3. Coumarin antibacterial
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1.3. FLAWONOIDY

Flawonoidy s3 bardzo rozpowszechnionymi roélinnymi metabolitami wtor-
nymi. Sg to zwiazki o charakterze barwnikéw. W roélinach, jako skladniki aktywne
biochemicznie, nadajg zabarwienie kwiatom i owocom, sa kopigmentami antocy-
janidyn, stanowig filtr chronigcy rosline przed promieniowaniem UV, dzialajg jako
antyoksydanty, chronigc rosline przed dzialaniem wolnych rodnikéw, powstajacych
w trakcie fotosyntezy. Zwigzki flawonoidowe charakteryzuje wielokierunkowa
aktywno$¢ biologiczna, ktora jest wykorzystywana w celach leczniczych, terapeu-
tycznych i kosmetycznych. Niektore flawonoidy dzialajg uszczelniajgco na naczynia
krwionoséne i majg wplyw na krgzenie w miesniu sercowym. Dzialajg: przeciwza-
palnie, przeciwwrzodowo, przeciwalergicznie, antyagregacyjnie na plytki krwi, spa-
zmolitycznie, diuretycznie oraz chronig watrobe. Wtasciwosci te stwierdzono dla
réznych indywidualnych zwigzkéw flawonoidowych, zaleznie od ich budowy che-
micznej. Stwierdzono, ze flawonoidy z grupy flawondw, flawonoli i ich glikozydow
charakteryzuja sie aktywno$cia przeciwbakteryjng, przeciwgrzybicza i przeciwwiru-
sowg oraz hamujacym dziataniem niekt6érych enzymoéw [5, 24-30]. Mechanizm oraz
sifa ich dziatania zalezy od budowy chemicznej oraz obecnosci lub braku réznych
grup funkcyjnych [24, 26]. Apigenina (15) i amentofalwon (16) charakteryzuja sie
aktywno$cia przeciwgrzybiczg. Wrazliwe na ich dzialanie sg grzyby chorobotworcze
C. albicans, S. cerevisiae oraz T. beigelii (MIC = 5 mg/ml) [5]. Przykladem wszech-
stronnego dzialania jest kemferol (17). Wystepuje, miedzy innymi, w liSciach her-
baty Camelia sinensis (Theaceae) w iloéci 8%, w kwiatach tarniny Prunus spinosa
(Rosaceae), kwiatach ostrozeczki polnej Consolida regalis (Ranunculaceae). Ponadto
wystepuje w postaci licznych glikozydow. Kemferol dziata na bakterie Gram-dodat-
nie i Gram-ujemne (MIC = 2,4-10,1 mg/ml), oraz na grzyby z rodzaju Candida
glabrata (MIC = 4,8-9,7 mg/ml) [5, 26].

Flawonoidy sg aktywne wobec szczepow antybiotykoopornych. Badania udo-
wadniaja, ze wielohydroksylowe pochodne flawonoidéw wykazujg aktywnos¢ prze-
ciwko metycylino opornym szczepom S. aureus (MRSA) [5, 17, 31]. Saleem opisuje
silne dzialanie apigeniny (15), wyodrebnionej z Scutellaria barbata (Lamiaceae),
wobec 20 szczepéw MRSA (MIC = 3,9-15,6 mg/ml) [5]. Sato i wspotpracownicy
[31] zbadali apigenine (15), i luteoline (18), zaréwno wobec zwyklych szczepow
S. aureus oraz szczepéw MRSA. Okazalo sie, ze testowane flawonoidy wykazuja
zdolnos$¢ hamowania wzrostu szczepdw przy wartosci MIC zawierajacej si¢ w grani-
cach 3,9-62,5 mg/ml. Stwierdzono, ze wzrost szczepéw MRSA hamowaly: kemferol,
datiscetyna, kwercetyna, luteolina, mirycetyna (w kolejno$ci malejgcej). Podstawie-
nie aglikonéw resztg cukrowa znosi aktywnos¢, np. glikozydy mirycetyny i kwer-
cetyny byly nieaktywne [27]. Wyniki badan innych autoréw wskazujg na dzialanie
synergistyczne kombinacji wankomycyny z soforaflawonem G (19), (FIC indeks
=0,16) [32]. Innym metabolitem wtérnym z grupy flawonoidéw charakteryzujacym
sie dzialaniem wobec 21 szczepéw MRSA w granicach MIC 3,31-6,25 mg/ml jest
alopekuron (20). Zwiazek ten dziala silniej niz syntetyczne antybiotyki, gentame-
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cyna i erytromycyna (MIC = 1,56-100,0 mg/ml) [33]. Niektore flawonoidy hamuja
aktywnos$¢ Helicobacter pylori, ktéra odpowiada za 80% przypadkow choroby wrzo-
dowej zofadka i 90% przypadkéw choroby wrzodowej dwunastnicy. Zakazenie ta
bakterig moze mie¢ tez wplyw na rozwoj nowotworéw zotadka. Cechg wlasciwg tej
bakterii jest odporno$¢ na dzialanie kwasu zolagdkowego. Wytwarza ona w duzych
ilo$ciach ureazg, enzym Kkatalizujacy rozktad mocznika do dwutlenku wegla
i amoniaku. Amoniak powoduje neutralizacje kwasu solnego (obecnego w soku
zoladkowym) w bezposrednim otoczeniu H. pylori, co ma podstawowe znaczenie
dla jej przezycia [26].

OH (¢]

Rysunek 4.  Flawonoidy o aktywno$ci biologicznej
Figure 4. Flavonoids
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Rysunek 4.  Ciag dalszy
Figure 4. Continuation

Niektore aglikony flawonoidowe maja zdolnos¢ hamowania ureazy (glikozydy
dziataja zdecydowanie stabiej). Aktywno$cig hamujgcg ureazy charakteryzuja sie
flawonoidy, posiadajace grupe metoksylowa w C-4) natomiast obecnos¢ grupy
hydroksylowej lub dodatkowej OH w pierscieniu B redukuje to dzialanie. Dziatanie
takie wykazuja, np. poncyretyna (MIC = 10 mg/ml), hesperetyna (MIC = 20 mg/
ml), naryngenina (MIC = 40 mg/ml), diosmetyna (MIC = 80 mg/ml), ampicylina
(MIC =1 mg/ml) [27].

1.4. TERPENOIDY I OLEJKI ETERYCZNE

Terpenoidy i substancje olejkowe nalezg do najobszerniejszej grupy wtornych
metabolitéw rodlinnych. Badania dotyczace ich wlasciwosci przeciwbakteryjnych
i przeciwgrzybicznych prowadzone s3 od dawna. Udowodniona zostata aktywnos¢
przeciwbakteryjna (2-5, 15, 33-43) oraz przeciwgrzybicza (5, 39, 41). W pracy Can-
trella i wspotpracownikéow opisano 118 zwigzkéw terpenoidowych pochodzenia
naturalnego i syntetycznego, o udowodnionym dzialaniu antymikrobiologicznym
przeciwko mykobakteriom [42]. Najlepsze efekty dziatania terpenoidéw w niszcze-
niu paleczek gruzlicy zebral i opisal zespdt pod kierownictwem Okunade. Silnie
dzialajacymi terpenoidami byly estry forbolu (21-26), dustanina (27), 15-acetook-
sydustaina (28), cykloartenol (29) (MIC = 3,12-25,0 mg/ml) [14].
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Rysunek 5. Terpenoidy o dzialaniu antymykobakteryjnym
Figure 5. Terpenoids antimycobacterial

Wiele roslin zawiera w swym skladzie terepnoidy o dzialaniu przeciwdrob-
noustrojowym, przyktadem moze by¢ drzewo herbaciane (Melaleluca alternifolia)
[34]. W olejku eterycznym (Melaleucae aetheroleum) zawarte sg przede wszyst-
kim monoterpeny: terpinen-4-ol (30), y-terpinen, 1,8-cyneol oraz a-terpinen,
a-terpineol i inne. Olejek w badaniach in vitro i in vivo wykazywal aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa obejmujaca szerokie spektrum bakterii, drozdzakow i
grzybow w tym Escherichia coli, Staphylococcus ureus, Candida albicans. Najbar-
dziej aktywnymi in vitro komponentami olejku wobec powyzszych drobnoustro-
jow byly 1,8-cyneol, terpinen-4-ol (30) i a-terpineol [3]. Przebadano terpinen-4-ol
(30) oraz linalol (31) pod katem aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec szczepdw
S. aureus. ZwiazKki te charakteryzowaly si¢ silnym dzialaniem przeciwbakteryjnym
(MIC = 0,125-0,25% v/v) [15, 32, 33]. Z kolei Kalemba i Kusewicz [35] przebadali
- 1,8-cineol (32) wyizolowany z bylicy (Artemisia asiatica), ktory charakteryzowat
sie dzialaniem przeciwbakteryjnym wobec szczepu S. aureus (MIC = 2,0 mg/ml),
E. colii P. aeruginosa (MIC = 3,0 mg/ml). Kawazoe i wspdtpracownicy opublikowali
wyniki badan nad gujanolidem (33), otrzymanego z innej odmiany bylicy (Artemi-
sia gilvescenes), ktore wskazujg na silne dziatanie przeciwbakteryjne wobec szczepu
MRSA tego seskwiterpenoidu (MIC = 1,95) [43]. Wazne wydaja si¢ by¢ wyniki prac
Ulubelena i wspotpracownikow [44-46], ukazujace dzialanie przeciwbakteryjne
zwiazkow diterpenowych z szalwi (Salvia blepharochlena i Salvia virdis). Zwigzki
horminon (34), oraz 7-acetylohorminon (35), charakteryzowaly si¢ aktywnoscia
wobec szczepdw S. aureus i S. epidermidis w zakresie MIC od 1,5 do 10 mg/ml.
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Liscie szatwi lekarskiej (Salvia officinalis L.), posiadaja wlasciwosci przeciwbak-
teryjne (bakterie Gram + i Gram -) i przeciwgrzybiczne [3]. Dwuterpeny izolo-
wane z lisci szalwi lekarskiej wykazujg aktywnos¢ przeciwko niektérym gatunkom
wiruséw. Stwierdzono w badaniach in vivo, ze zwiazki fenolowe redukuja zapalenie
dzigsel, jamy ustnej blon §luzowych gardla [3]. Zwiazki terpenoidowe i ich miesza-
niny wykazujg takze dzialanie przeciwgrzybiczne. Hammer i wspotpracownicy
stwierdzili aktywno$¢ monoterpendéw wobec drozdzakéw i grzybow nitkowatych
[47]. Podczas badan okazalo sie, ze grzyby z rodzaju Candida (C. albicans, C. kru-
sei, C. tropicalis) charakteryzuja si¢ wrazliwosciag na mieszaniny monoterpenéw.
Wysoka aktywnos¢ przeciwgrzybiczng wykazuja: terpinen-4-ol, a-pinen, -pinen,
1,8-cyneol (32), linalol (31) i 4-terpineol (30). Ta mieszanina metabolitéw terpeno-
idowych hamuje takze rozwdj dermatofitow, w tym Trichophyton mentagrophytes,
T. rubrum czy Microsporum gypseum. Podobnie, wzrost Aspergillus niger i A. flavus
réwniez jest hamowany przez te monoterpeny [47].

.., 34 R=H
"///OR 35R=Ac

Rysunek 6.  Monoterpeny, seskwiterpeny i diterpeny o dzialaniu przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybicznym
Figure 6. Monoterpenes, sesquiterpenes and diterpenes with antibacterial and antifungal

1.5. FITOSTEROLE

Sterole roélinne (fitosterole) charakteryzujg si¢ czterema pierscieniami skon-
densowanymi kgtowo i obecnoscig grupy hydroksylowej w pozycji 3, ewentualnie
podwojnym wigzaniem i obecnoscia alifatycznego tancucha w pozycji 17. Liczne
badania wykazaly, ze fitosterole posiadaja wlasciwosci przeciwzakrzepowe, przez
co zmniejszajg ryzyko wystgpienia zawalu serca oraz udaru moézgu. Ponadto zaob-
serwowano, ze wysoka zawartos¢ fitosteroli w diecie zapobiega rozwojowi wielu
nowotwordw, zwlaszcza jelita grubego, prostaty czy piersi. W medycynie sterole
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roélinne wspomagaja leczenie rozrostu prostaty, a takze pomagaja podczas trudno-
$ci z oddawaniem moczu. Wskazaniem do spozywania fitosteroli s3 rowniez zabiegi
operacyjne na gruczole krokowym. Spozywanie w duzych ilo$ciach fitosteroli nie
powoduje skutkéw ubocznych. Wysokie dawki fitosteroli wykazujg dzialanie estro-
genne, przez co zmniejszaja u kobiet objawy menopauzy. Ponadto sterole roslinne
hamuja produkcje wolnych rodnikéw, ktérych nadmiar przyspiesza starzenie si¢
organizmu oraz jest przyczyng wielu chorob. Wiele fitosteroli wykazuje dzialanie
przeciwbakteryjne [2, 5, 48]. Przykladem mogg by¢: stigmasterol (36), 5-sitosterol
(37), epidoksysterol (38), wyizolowane z Morinda citrifolia (Rubiaceae), ktdre cha-
rakteryzowaly sie silnym dzialaniem przeciwko Mycobacterium intracellulare (MIC
=2,5-128 mg/ml) [5]. Stigmasterol (36), wystepuje obficie w oleju sojowym z Gly-
cine soja (Fabaceae) i innych olejach roslinnych, burakach, selerach i innych jarzy-
nach. Odgrywa rol¢ w metabolizmie fosforandw. 3-sitosterol (37), wystepuje obficie
w olejkach kietkujacych zbdz i w wielu innych roslinach. Zastosowano go w lekach
zmniejszajacych stezenie cholesterolu we krwi. Wykazuje dziatanie przeciwzapalne,
i przeciwgoraczkowe.
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Rysunek 7. Fitosterole o dziataniu przeciwbakteryjnym
Figure 7. Phytosterols antibacterial
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1.6. GARBNIKI I ZWIAZKI FENOLOWE

Garbniki sg to bezazotowe substancje naturalne o duzej masie molowej, roz-
puszczalne w wodzie, zawierajace liczne grupy hydroksylowe, majace charakter
polifenoli i wlasciwosci tworzenia trwalych polaczen z biatkami i innymi makro-
czasteczkami. Zwigzki fenolowe sg bardzo rozpowszechnione, szczegélnie wérod
rodlin kwiatowych. Zwigzki roslinne o charakterze fenolowym moga powstawac na
drodze aromatyzacji poprzez kwas szikimowy, kwas cynamonowy, fenyloalanine
i tyrozyne. Na tej drodze powstajg fenolokwasy, a takze odpowiednie alkohole i alde-
hydy. Druga droga biosyntezy to powstanie pier§cienia benzenowego (albo kilku
pierscieni) poprzez kondensacje aktywnego octanu. Garbniki oraz zwiazki fenolowe
syntetyzowane w roslinach pelnig funkcje ochronng, zabezpieczajac rosliny przed
infekcjami bakteryjnymi oraz chorobami wywolywanymi przez grzyby [49, 50].
Ogdlng wlasciwoscig garbnikow jest dzialanie $ciagajace koagulujace biatko. Wielu
autoréw podaje, iz garbniki i zwigzki fenolowe charakteryzuja sie dzialaniem prze-
ciwbakteryjnym [49-53]. Dzialanie to moze by¢ zwigzane z tworzeniem komplek-
sOw z enzymami i substratami bakteryjnymi. W badaniach in vitro wykazano, ze
wiele enzymow bakteryjnych takich jak: celulaza, pektynaza, ksylanaza, peroksy-
daza, transferaza glukozylowa, traci swoja aktywno$¢ po dodaniu garbnikéw i kwa-
sow fenolowych [49]. Garbniki i zwigzki fenolowe wykazujg aktywnos$¢ wobec
gronkowcodw (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus)[49-54]. Przykladowym zwigzkiem o dzialaniu przeciwbakteryjnym
jest gibbilimbol B, wyizolowany z li$ci Piper gibblimbum (Piperacea). Zwiazek ten
charakteryzowal si¢ aktywnoscig wobec szczepu S. epideridis na poziomie MIC =
2,0 mg/ml [55]. Banso i Adeyemo [51] podje¢li probe okreslenia aktywnosci biolo-
gicznej mieszaniny garbnikéw wyizolowanych z Dichrostachys cinerea wobec Sta-
phylococcus aureus, Shigella boydii, Shigella flexneri, Escherichia coli oraz Pseudomo-
nas aeruginosa. Uzyskane rezultaty §wiadczyly o hamujacym wplywie mieszaniny
garbnikow na poziomie MIC 4,0-6,0 mg/ml. Dzialanie przeciwbakteryjne potwier-
dzono takze dla kwaséw fenolowych: kawowego,wanilinowego, p-kumarowego,
p-hydroksybenzoesowego [52, 53]. Znalezione w Scrophularia Jrutescens i Scrophu-
laria sambucifolia fenolokwasy: ferulowy, izowanilinowy, p-hydroksycynamonowy,
syryngowy, kawowy, gentyzowy i protokatechowy wykazuja wlasciwosci przeciw-
bakteryjne, szczegdlnie przeciwko bakteriom Gram+ (Bacillus sp.). Surowce te s
wykorzystywane w medycynie tradycyjnej jako $rodek przeciwzapalny i zwalczajgcy
rozne dermatozy, a takze przeciwpasozytniczy (Swierzb) [54].

Fenolowe skiadniki wielu olejkéw eterycznych (np. tymol, eugenol, karakol
i inne) dzialajg dezynfekujaco i sg stosowane w roznych preparatach zawierajacych
te olejki lub odpowiednie wyciagi roslinne.
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PODSUMOWANIE

Przeglad literatury dowodzi, jak duzym zainteresowaniem cieszy sie ta tema-
tyka. W obliczu coraz czedciej wystepujacej odpornosci bakterii na stosowane
syntetyczne antybiotyki wazne jest poszukiwanie nowych, skutecznych alternatyw,
skutecznych w zakazeniach drobnoustrojami chorobotworczymi. W niniejszym
opracowaniu przedstawiono dane literaturowe, wskazujace na przeciwdrobno-
ustrojowe dzialanie rodlinnych metabolitéw wtornych. Zwiazki te sag warto§ciowym
materialem do badan. Potencjalna aktywnos$¢ biologiczna stwarza nadzieje na
wykorzystanie substancji produkowanych przez roéliny w terapii trudnych do
zwalczenia zakazen, natomiast znajomos¢ ich struktury umozliwia podjecie préb
otrzymania danego zwigzku na drodze syntezy chemicznej. Dotychczas poznano
wlasciwosci wielu ekstraktéw roslinnych, ale istnieje zapewne jeszcze bardzo wiele
niezidentyfikowanych. Te, ktdre cz¢$ciowo zostaly przebadane wymagaja kolejnych
analiz, w celu potwierdzenia ich wlasciwosci, w warunkach in vivo i w badaniach
klinicznych. Szczegélne nadzieje zwigzane s3 z wlasciwosciami przeciwbakteryj-
nymi. Istotne jest takze poznanie szlakow biosyntezy oraz ich modyfikacja w celu
jeszcze wydajniejszej produkeji substancji biologicznie aktywnych w réznych sys-
temach, np. rodlinnych kulturach bioreaktorowych. Wazne jest zbadanie dziatania
synergizmu wtérnych metabolitow rodlinnych z lekami syntetycznymi.
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ABSTRACT

This article presents the science output regarding percutaneous transport
mechanisms, penetration promotors and the methods of active substances skin
absorption enhancement. The interaction between cosmetic ingredient and skin
cells determines efficiency of the product. The study presents the most important
functions of the skin outlayer (stratum corneum), its structure (Fig. 1) and perme-
ability [1-7]. Due to the compact structure, stratum corneum prevents skin water
loss. Moreover, it protects human body from outer substances influence [8-12].
Relationship between compound properties and its ability to skin absorption was
also described. Physicochemical properties like lipophilicity, compound structure
and particle size have a significant influence on intensity of the compounds skin
penetration [4, 16-25]. Lipophilicity of a molecule is defined using many theore-
tical and experimental methods which allow to predict cosmetic ingredients assi-
milation [26-42]. Moreover, cosmetic base composition [43-47] and the presence
of the penetration enhancers (promotors) also affect active ingredients absorption
through the skin [48-49].

The most popular equipment used for testing the absorption and the penetra-
tion of active substances through the human skin are described in the last part of
the manuscript. Compounds permeability through the skin could be tested using
various experimental methods [50-58] including the diffusion cells equipped with
membranes or prepared skin fragments [37, 55, 64-67]. The most common used
are Franz diffusion cells (Fig. 4) and flow diffusion cell (Fig. 5). The measurement
of permeation through stratum corneum using ATR-FTIR method is quite reliable
and simple (Fig. 8), although measuring skin penetration is made by Saarbrucken
penetration model (Fig. 6) and by application of Tape Stripping technique (Fig. 7).
The study of skin absorption mechanisms and factors influencing this process is
a great opportunity to design efficient cosmetic recipes and a possibility to make
more effective, active cosmetic ingredients.

Keywords: percutaneous permeation, percutaneous absorption, diffusion cells
Stowa kluczowe: przenikanie przezskdrne, absorpcja przezskorna, komory dyfuzyjne
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WSTEP

Badania nad nowymi substancjami czynnymi o optymalnej aktywnosci biolo-
gicznej oraz wysokiej skutecznosci stanowig wyzwanie dla wspoéiczesnych naukow-
cow [1]. Zagadnienie transportu substancji aktywnych przez skére oraz blony to
bardzo istotny element w badaniach nad efektywnoscig dzialania zwigzkéw stoso-
wanych w farmacji i kosmetyce.

Jednym z gtéwnych probleméw przemystu kosmetycznego jest uzyskanie odpo-
wiedniego stopnia penetracji skltadnikow aktywnych przez skore, a takze potwier-
dzenie ich klinicznej skutecznosci [2]. Oddziatywanie preparatu na lipidy cementu
miedzykomorkowego warstwy rogowej naskorka oraz na blony komdrkowe deter-
minuje skuteczno$¢ dzialania kosmetyku, a takze ewentualne efekty niepozadane
[3]. Dlatego umiejetno$¢ przewidywania zdolno$ci substancji do przenikania przez
skore jest pomocna przy tworzeniu nowych receptur [4]. Poznanie mechanizméw
absorpcji substancji czynnych oraz czynnikéw na nie wplywajacych daje wieksze
mozliwo$ci w projektowaniu receptur, a co za tym idzie, zwigkszeniu efektywnosci
dziafania i skuteczno$ci preparatow kosmetycznych [2].

1. NASKOREK - BUDOWA I FUNKCJE

Najbardziej zewnetrzna warstwa skory ludzkiej jest naskdrek. Naskorek zbu-
dowany jest z pieciu warstw komorek znajdujacych si¢ w réznych stadiach réznico-
wania: warstwa podstawna, kolczysta, ziarnista i rogowa. Na styku warstwy rogowej
i ziarnistej znajduje si¢ cienka, widoczna jedynie w zrogowacialym naskérku dloni
i stop warstwa jasna (Rys. 1). Tworzenie si¢ i rozrost glebszych warstw wymusza na
warstwach zewnetrznych proces réznicowania. W glebszych warstwach, komorki
naskodrka sg duze, walcowate i Iacza si¢ z przylegajacymi komoérkami za pomoca
desmosoméw. W miare zblizania si¢ do powierzchni skory, komorki staja sie bar-
dziej zwarte, a ich ksztalt ulega wysmukleniu. Najbardziej splaszczone komorki
(tzw. stratum corneum) stanowigce zewnetrzna, ostatnig warstwe skory nosza nazwe
korneocytéw [2, 5, 6]. Grubos¢ naskdrka to tylko 10-20 mm, przy 10-25 warstwach
korneocytdw, a bariera, ktorg tworzy okazuje si¢ by¢ nie do pokonania dla wielu
zwigzkow [7].
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Rysunek 1. Schemat budowy naskorka
Figure 1. Epidermis structure scheme

Przestrzenn miedzykomdrkowa warstwy rogowej wypelnia spoiwo wodno-
-lipidowe nazywane ,cementem miedzykomodrkowym”. Dzieki zwartej budowie,
naskorek zapobiega utracie wody ze skory. Chroni réwniez organizm przed prze-
dostaniem si¢ obcych substancji z zewnatrz. Funkcja ta jest oczywista ze wzgledu
na ochrong organizmu przed wnikaniem zwigzkéw toksycznych, jednak odnosi si¢
takze do skladnikow zawartych we wszelkich preparatach nanoszonych na skore
[8, 9]. Glebsze poznanie mechanizmu funkcji barierowej naskérka stanowi bardzo
istotny element w projektowaniu receptur kosmetycznych i farmaceutycznych, gdyz
ma ona $cisly zwiazek z dostarczaniem do skory szerokiej gamy substancji lecz-
niczych, pielegnacyjnych, a takze z polepszeniem funkcjonowania skoéry [10, 11].
Najbardziej przekonujagcym dowodem na to, ze gléwna barierg ograniczajaca prze-
nikanie zwigzkow czynnych jest warstwa rogowa naskdrka jest fakt, ze fizyczne usu-
niecie tej warstwy powoduje nagly wzrost intensywnosci przenikania wody i innych
zwigzkow w glab organizmu [4, 12].

Sktad lipidéw warstwy rogowej jest nieco inny niz glebszych warstw naskorka,
m.in. charakteryzuje si¢ mniejsza zawartoscig fosfolipidow, zawiera za to wiecej
ceramidow, kwasow tluszczowych oraz cholesterolu i jego estréw [6]. Obecnos¢
amfifilowych fosfolipidéw (o charakterze hydrofilowo-hydrofobowym) umozliwia
zwigzkom hydrofilowym wnikanie przez membrany oraz zachodzenie wodno-lipi-
dowych proceséw biochemicznych. Dlatego wlasnie fosfolipidy stanowia 50% lipi-
dow warstwy podstawnej i kolczystej naskorka oraz okolo 25% warstwy ziarnistej
[2]. Glikolipidy, glikoproteiny i cholesterol, ktére roéwniez wchodzg w sktad stratum
corneum to podstawowe komponenty niezbedne do prawidlowego zachodzenia
proceséw transportu substancji przez blony [2]. Szacuje sie, ze proteiny stanowia
75-80% stratum corneum, lipidy 5-15%, natomiast reszta sktadnikow to 5-10% [13].
Wiadomo, ze blony komoérkowe sg przepuszczalne dla substancji hydrofilowych
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dzieki obecnosci protein i glikoprotein, podczas gdy zwiazki lipofilowe przenikaja
przez podwdjng warstwe fosfolipidowg i utworzone w niej ,pory” [2]. Plynno$é
blony komodrkowej oraz jej przepuszczalno$¢ sa $cisle powigzane z rodzajem lipidow
wchodzacych w jej sktad. Blona jest bardziej elastyczna (bardziej przepuszczalna i
plynna) jesli zawiera wigcej nienasyconych kwaséw ttuszczowych, natomiast bar-
dziej sztywna (mniej przepuszczalna i o strukturze bardziej usieciowanej) gdy prze-
wazaja nasycone kwasy tluszczowe oraz cholesterol. Dlatego warstwa ziarnista oraz
warstwa rogowa naskorka, ktdre zawieraja sporo glukozyloceramidéw, ceramidow
i cholesterolu majg rownoczes$nie, zauwazalnie wieksza sztywno$¢ niz gltebsze war-
stwy naskorka. Kazda, nawet najmniejsza zmiana proporcji kwasow ttuszczowych w
naskorku powoduje wyrazne zmiany w wygladzie i funkcjonowaniu skory, wptywa
m.in. na spdjnos¢ warstwy rogowej naskorka (gtadkos¢ lub szorstkos¢ skory) [2].

2. TRANSPORT PRZEZNASKORKOWY

Substancje aktywne zawarte w recepturach kosmetykow i lekéw moga wnika¢
przez naskorek na dwa sposoby — poprzez warstwe rogowa naskorka oraz przez
przydatki skorne, tj. gruczoty potowe, ojowe oraz mieszki wlosowe. Transport sub-
stancji aktywnych przez warstwe rogowa do jej glebszych warstw moze odbywac si¢
droga intercelularng (pomiedzy komoérkami naskorka, przez lipidy cementu mie-
dzykomoérkowego) oraz droga transcelularng (poprzez komoérki naskérka - korneo-
cyty). Calkowity przeplyw substancji przez skore jest sumg poszczegolnych prze-
plywow, a zrozumienie mechanizmoéw sterujacych przenikaniem zwigzkéw przez
stratum corneum jest do$¢ istotne dla projektowania efektywnie dzialajacych sub-
stancji czynnych w recepturach kosmetycznych [13-15]. Wyniki badan wskazuja,
ze lipidowe obszary warstwy rogowej stanowig ekwiwalent bariery naskorkowej dla
wiekszosci czasteczek. Wynika z tego, ze droga intercelularna (miedzykomorkowa)
jest dla zwigzkow efektywniejsza niz droga transcelularna (przez komoérkowa) [4].

Podstawowa droga dyfuzji substancji prowadzi przez cement migdzykomor-
kowy, ktory sklada sie gléwnie z obszaréw lipofilowych. Nizej polozone warstwy sa
zdecydowanie bardziej hydrofilowe. Dlatego charakter zwiazku ma duzy wptyw na
to, czy zwiazek ulegnie absorpcji. Skladniki cementu migdzykomoérkowego odgry-
wajg znaczaca role w kohezji korneocytéw, wptywajac na przepuszczalnosé bariery
skornej [1]. Mechanizmy transportu substancji aktywnych mogg przebiega¢ w rézny
sposdb. Wyrdzniono kilka rodzajow przenikania zwigzkow przez blony biologiczne.
Najbardziej powszechny i najczesciej wystepujacy mechanizm przenikania czgste-
czek przez skore to dyfuzja bierna [4, 16-21]. Jest to proces nie wymagajacy dostar-
czenia energii, zachodzacy na zasadzie wyréwnywania stezen. Czasteczki prze-
chodzg zgodnie z gradientem stezen, co jest uzaleznione jedynie od sit fizycznych
- dyfuzji, osmozy i ich energii kinetycznej. Czasteczki z roztworu po jednej stronie
blony wnikaja do jej wnetrza, a nastepnie przechodza do fazy wewnetrznej po dru-
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giej stronie blony. Substancje tym szybciej przechodza przez blony, im sg lepiej roz-
puszczalne w ttuszczach [16, 22].

Transport czasteczek przez blone niezgodnie z prawami dyfuzji to transport
czynny i wymaga on dostarczenia energii. Stosowane sg tu no$niki, ktére majg powi-
nowactwo do przenoszonej substancji. Energia potrzebna do aktywacji no$nika
wytwarzana moze by¢ w procesach utleniania lub rozpadu ATP. Jesli jednak trans-
port z udzialem no$nika odbywa si¢ zgodnie z gradientem st¢zen, to nie wymaga
woéwczas nakladu energii i nazywany jest transportem ulatwionym.

W przypadku malych czasteczek rozpuszczonych w medium przenikajgcym
przez pory znajdujace si¢ w blonie, mamy do czynienia z transportem konwekcyj-
nym. Im wigksza réznica stgzen po obu stronach blony oraz im wigksza $rednica
pordw, tym szybkos¢ transportu konwekcyjnego jest wicksza. Ten rodzaj transportu
dotyczy jedynie czasteczek o rozmiarach nieprzekraczajacych 400 Da.

Transport przez pary jonowe to szczegdlny przypadek dyfuzji biernej, w kto-
rym czastki dyfundujace s silnie zdysocjowane i faczg si¢ z jonami organicznymi
rozpuszczalnymi w lipidach biony.

Kolejny mechanizm transportu czastek przez blony to pinocytoza. Polega ona
na wchianianiu przez blone kropelek ttuszczu lub czastek statych. Btona ulega w tym
miejscu wklesnigciu i tworzg si¢ drobne pecherzyki z zamknigta wewnatrz substan-
cja. Zawartos$¢ pecherzykow przenika przez blone, natomiast pecherzyki stopniowo
zanikajg [4, 16-24].

3. PENETRACJA SUBSTACJI AKTYWNE] PRZEZ SKORE

Surowce stosowane w kosmetykach jako substancje czynne wykazuja odpo-
wiednio wysoka efektywno$¢ nie tylko wtedy gdy maja odpowiednie powinowac-
two do receptora, czyli aktywnos¢ wewnetrzng, ale takze gdy cechuje je zdolno$¢ do
wniknigcia w warstwe rogowa naskorka, a nastepnie w glab zywych warstw skory.
Zdolno$¢ substancji do przenikania skory jest decydujacym czynnikiem umozliwia-
jacym dotarcie zwiazku do odpowiedniego miejsca w obrebie skory. Proces efektyw-
nej penetracji czasteczki przez warstwy stratum corneum do skory wlasciwej mozna
podzieli¢ na kilka etapow [1, 23]:

- partycja zwigzku pomiedzy vehiculum o rdznej lipofilowo$ci oraz warstwe

rogowg naskorka,

- dyfuzja zwiazku przez warstwe rogowa naskorka,

- partycja zwigzku pomiedzy lipofilowa warstwe rogowa naskorka a hydrofi-

lowe glebsze warstwy naskorka,

- dyfuzja zwiazku przez kolejne warstwy naskérka oraz skory wlasciwej,

- przenikanie zwigzku do krwi przez $ciany naczyn wlosowatych.

Na Rysunku 2 przedstawiono schematycznie droge dyfuzji substancji przez
skore.
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PODLOZE (vehiculum o réinej lipofilowosci)
Warstwa rogowa (stratum corneum - lipofilowe)

ZYWE WARSTWY NASKORKA (bardziej hydrofilowe)
SKORA WEASCIWA (hydrofilowa)
SCIANY NACZYN WEOSOWATYCH

KRWIOOBIEG

Rysunek 2. Droga substancji przez struktury skory
Figure 2. Compounds transport through the skin layers

W przyblizeniu proces wchtaniania substancji przez warstwy naskorka mozna
opisa¢ pierwszym prawem dyfuzji Ficka (réwnanie 1).

dC
dq=—DS T dt (1)
gdzie:

dg - masa substancji dyfundujacej w czasie df przez powierzchnie S. Masa ta
jest proporcjonalna do zmiany stezenia dC na odcinku dx,

D - wspolczynnik dyfuzji, czyli masa substancji dyfundujacej w jednostce czasu
przez jednostke powierzchni (1cm?®), przy gradiencie stezenia dC/dx = 1, odwrotnie
proporcjonalny do masy czasteczkowej substancji,

S - powierzchnia, na ktérej zachodzi dyfuzja,

dC/dx - tzw. gradient stezenia, czyli zmiana st¢zenia odniesiona do jednostki
dtugosci.

4. CZYNNIKI WPEYWAJACE NA EFEKTYWNOSC PRZENIKANIA

Efektywno$¢ przenikania substancji przez skore determinuje wiele czynnikow,
ktére mozna podzieli¢ na 4 grupy [4, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25]:
a) wlasciwosci substancji dyfundujace;j:
- rozpuszczalno$¢ w lipidach i w wodzie,
- wspdlczynnik podzialu olej/woda,
- wielko$¢ i ksztalt czasteczki — szybciej dyfundujg czasteczki mniejsze
(o masie czasteczkowej mniejszej niz 3 kDa),
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- polarnos¢, tadunek i stopien dysocjacji — czasteczki obojetne, niezdyso-
cjowane i niepolarne przenikaja szybciej,
- lotnos$¢ zwigzku - gazy przenikajg tatwo przez skore,
b) wlasciwosci bazy:
- wlasciwosci penetracyjne,
- obecnos¢ substancji pomocniczych (promotoréw przenikania),
- obecnos¢ zwigzkow powierzchniowo-czynnych,
- tworzenie okluzji,
- pH,

c) czynniki biologiczne:

- stan zdrowia skory i jej grubos¢ — przez skore uszkodzong substancja
szybciej dyfunduje,

- wiek, metabolizm,

- przeplyw krwi,

d) czynniki fizyczne:

- temperatura (w tym ogrzanie skory, masaz — wplywajg korzystnie na
przenikanie),

- poradnia,

- klimat.

Dzisiejsza wiedza na temat zwigzku pomiedzy budowg czgsteczki oraz jej zdol-
no$ciami przenikania przez skore pozwala na sformutowanie kilku ogélnych regut
[4]:

- dla niejonowych zwigzkéw o malej badz $redniej masie czasteczkowej
ich zdolnos¢ przenikania zalezy przede wszystkim od ich lipofilowosci —
mozliwo$¢ penetracji ro$nie wraz ze wzrostem liofilowosci,

- maloczasteczkowe substancje o wlasciwosciach higroskopijnych moga
przenika¢ do obszaréw wodnych warstwy rogowej naskorka i tam zwieksza¢
mase zwigzanej wody, w tym przypadku nie mozna tez wykluczy¢ przezko-
morkowej (transcelularnej) drogi penetracji,

- dla substancji o budowie jonowej, stratum corneum stanowi bardzo trudno
przepuszczalng bariere i dyfuzja zwigzku nastepuje gtéwnie za posrednic-
twem przydatkow skornych.

4.1. LIPOFILOWOSC

Wspdlczynnik podziatu oraz rozpuszczalno$¢ zwigzku w ttuszczach i w wodzie
to czynniki, ktére maja najwigksze znaczenie dla zdolnosci penetracji zwiazku.
Okresla sie je mianem lipofilowosci, ktéra determinuje zachowanie si¢ substancji
chemicznej w warunkach in vivo. Od lipofilowosci zwiazku zalezy jego zachowanie
w obrebie struktur biologicznych (np. wigzanie z proteinami plazmy krwi) czy prze-
nikanie przez btony komdrkowe, bariere krew-mozg, a takze struktury skory [1].
Znajomos¢ lipofilowosci zwigzku jest szeroko stosowana do przewidywania farma-
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kokinetyki i farmakodynamiki dzialania lekdw oraz toksycznosci zwiazkéw egzo-
gennych. Okreslenie lipofilowosci substancji polega na wyznaczeniu jej wspoltczyn-
nika podzialu pomiedzy dwie niemieszajace si¢ ciecze — n-oktanol i wode (ktore
dobrze modelujg wlasnosci struktur komérkowych) [4, 19, 20, 25-27]. Wspolczyn-
nik podzialu wyrazony jest stosunkiem stezen substancji w obu fazach (réwnanie 2).

C oktanol
Pow=——-—"""— 2
ow C woda @

gdzie:

P_ - wspdlczynnik podziatu,

C,\unat — SteZenie zwiazku w fazie oktanolowej,

C, .. — Stezenia zwigzku w fazie wodne;j.

Lipofilowos$¢ zwigzku przedstawia sie w postaci logarytmu dziesigtnego ze
wspolczynnika podziatu log P [19, 20, 25-29].

Substancje o wysokiej wartosci logP (czyli substancje o duzej lipofilowosci)
wnikaja bardzo latwo do warstwy rogowej naskorka, ale ich przenikanie do zywych
warstw naskorka jest juz zahamowane ze wzgledu na hydrofilowy charakter tych
warstw. Odwrotnie jest z substancjami hydrofilowymi (o niskim logP_ ). Moga one
tatwo dyfundowac¢ przez zywe warstwy naskdrka i skore wlasciwg, jednak nie sg w
stanie pokona¢ lipofilowej bariery stratum corneum. Reasumujgc, optymalna zdol-
nosciag do penetracji beda charakteryzowac sie substancje o $redniej lipofilowosci,
wykazujace znaczacg rozpuszczalnos¢ zarowno w wodzie jak i w lipidach, z maksi-
mum dla wartoscilog P 1,0-3,0 (Rys. 3) [4, 19, 20, 25, 69].

/
g
g
2
w
&
o
NS
‘@A
=]
I~
o
E —
1 -
2 3
Log Pow
Rysunek 3. Zalezno$¢ przenikania substancji przez skére od ich lipofilowosci
Figure 3. Dependence of a compound skin permeation on its lipophilic properties

Poniewaz lipofilowo$¢ w znacznym stopniu determinuje przenikanie substancji
przez skore, w celu poprawy przenikalno$ci mozna modyfikowa¢ strukture danego
zwigzku. Przez wprowadzenie tancuchéw alkilowych i arylowych do wyjsciowego
zwiazku mozemy zwiekszy¢ lipofilowo$¢ substancji natomiast podstawniki zdolne
do dysocjacji, czy zawierajace elektroujemne atomy (jak azot czy tlen) beda obniza¢
lipofilowos¢. Takie zmiany lipofilowosci, zwlaszcza w przypadku zwigzkéw hydrofi-
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lowych sprawiajg, ze dana substancja moze w prosty sposob przenikna¢ bariere stra-
tum corneum i nastgpnie przeksztalci¢ si¢ do swojej pierwotnej postaci (np. przez
zhydrolizowanie lipofilowego prekursora) [17, 19, 20, 23, 25].

Powyzsze sposoby zwigkszania lipofilowosci zwigzku sg okreslone mianem
lipofilizacji. Najprostszymi jej metodami moga by¢ estryfikacja, alkoksylacja, ami-
dowanie, tworzenie par jonowych. Czasami zwiagzek wyj$ciowy zamyka si¢ w lipo-
filowych nosnikach, takich jak liposomy czy niosomy, co ulatwia jego penetracje
przez warstwe rogowa naskorka [17, 19, 20, 23, 25]. Dobrym przykladem takiej
modyfikacji jest zwigkszenie lipofilowosci, stosowanych jako antyutleniacze, wita-
miny C - przeksztalcajac ja w palmitynian askorbylu czy kwasu galusowego — w jego
estry, np. gallusan oktylu.

4.1.1. Metody wyznaczania lipofilowosci

Wirdéd metod okres$lania lipofilowos$ci substancji wyrdzniamy: metody teore-
tyczne (rachunkowe i programy komputerowe) [28, 30-34], metody eksperymen-
talne - metoda ,,shake-flask” (wytrzasanie w kolbie) [19, 26, 27], metoda Slow-
-Stirring [29], metoda SPME (ang. Solid-Phase Microextraction) [30], oraz metody
posrednie — chromatograficzne, tj. MLC (ang. Micellar Liquid Chromatography)
- cieczowa chromatografia micelarna, czy HPLC (ang. High Performance Liquid
Chromatography) — wysokosprawna chromatografia cieczowa, takze w ukladzie
odwréconych faz - RPHPLC (ang. Reversed Phase High Performance Liquid Chro-
matography), RPTLC (ang. Reversed Phase Thin Layer Chromatography) [28, 35].

Metody teoretyczne

Metody teoretyczne wyznaczania wspolczynnika podzialu oktanol/woda
pozwalajg na wstepne oszacowanie wartosci logP_ .

Stosujac szeroko dostepne programy komputerowe [31-34], mozna na podsta-
wie znajomosci budowy strukturalnej danego zwigzku obliczy¢ wartosci logP_ . Do
odpowiedniego programu wprowadza sie¢ strukture substancji, najlepiej w postaci
kodu SMILES (ang. Simplified Molecular Input Line Entry System), ktory wyrdznia
poszczegdlne grupy funkcyjne w czasteczce i ich wzajemne powigzania. Mozna tez
narysowaé wzdr strukturalny czasteczki lub podac jej numer CAS. Program auto-
matycznie dzieli czasteczke na grupy atoméw (np. -CH,-, -C=0, -OH), ktérym
przypisana jest odpowiednia wartos¢ wspolczynnika hydrofilowego badz lipofilo-
wego (zalezna od charakteru danej grupy). Dodatkowo wprowadzana jest warto$¢
wspolczynnikéw korygujacych (uwzgledniajacych np. fakt cyklicznosci czy aroma-
tycznosci czasteczki). Po zsumowaniu wszystkich wartosci wspoélczynnikéw obli-
czana jest warto$¢ logP_ dla calej czasteczki substancji.
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Ponadto, do oszacowania wartosci logP_  stosowane s3 metody rachunkowe,
miedzy innymi: metoda m - Fujita-Hansch (stosowana gtéwnie dla substancji
zawierajacych fragmenty aromatyczne) [28, 36, 37], metoda Rekker [28, 38-40] czy
metoda Hansch-Leo [28, 36, 41, 42].

Metody eksperymentalne

Metody eksperymentalne polegaja na oznaczeniu dystrybucji zwigzku pomie-
dzy wodge a rozpuszczalnik niepolarny, jakim jest n-oktanol.

Metode ,,shake-flask” stosuje si¢ dla czystych substancji o log P zawartym
w przedziale od -2 do 4 (czasem do 5, co jest uwarunkowane granicami wykrywal-
nosci zastosowanej metody analitycznej). Metoda nie ma zastosowania dla badania
zwigzkow powierzchniowo czynnych. W przypadku substancji dysocjujacych stoso-
wane s3 zamiast wody roztwory buforowe [26, 27].

Metoda Slow-Stirring (powolnego mieszania) pozwala na wyznaczanie wspot-
czynnika podzialu oktanol/woda dla substancji silnie lipofilowych (od wartosci
log P_ 5 do 8,2). W metodzie tej, przez powolne mieszanie w termostatowanym
reaktorze mieszaniny wody, oktanolu i badanej substancji, zapobiega si¢ tworzeniu
mikrokropel, ktore pojawiajg sie czgsto w przypadku stosowania metody shake flask.
Wymiana pomiedzy fazami jest przyspieszana przez mieszanie [29].

Metody posrednie

Metoda SPME pozwala oznaczac logP_ substancji, ktérych warto$¢ lipofilowo-
$ci nie mozna juz bada¢ metodg shake flask. W metodzie tej wyznacza sie wspot-
czynnik podziatu olej/woda stosujac mikroekstrakcje do fazy statej. Do oznaczenia
stezenia substancji stosuje si¢ metody chromatograficzne, np. GC-MS [35].

Innym przyktadem jest zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (HPLC) do wyznaczenia liofilowosci substancji o wspdlczynnikach podzialu w
granicach od 0 do 6. Metoda ta nie jest odpowiednia dla mocnych kwaséw i zasad,
zwigzkéw kompleksowych, substancji powierzchniowo czynnych, a takze substan-
cji reagujacych z eluentem. Aby skorelowa¢ zmierzone wartosci metodag HPLC, dla
danej substancji nalezy wykona¢ wykres kalibracyjny logP  na podstawie wynikéw
otrzymanych metoda chromatograficzng dla co najmniej 6 punktéw kontrolnych.
Najlepiej wykona¢ pomiar dla substancji o wyzszym i nizszym log P, w poréw-
naniu z badanym zwigzkiem oraz o podobnej strukturze (wykres zaleznosci loga-
rytmu wspo6iczynnikéw pojemnosciowych logk od logP,_ ). W badaniach stosuje sie
kolumne, w ktdrej faze stacjonarng stanowia zwigzki o dlugich fancuchach weglo-
wodorowych (np. C,, C ) z minimalng zawarto$cig grup polarnych naniesione na
krzemionke. Jako eluent stosuje si¢ mieszanine metanolu z minimum 25% wody.
Pomiar zwykle prowadzony jest w czasie 1 godziny, przy predkosci przeptywu
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1 ml/min. Dla substancji hydrofilowych zmniejsza si¢ predko$¢ przeptywu przez
kolumne oraz podwyzsza udzial wody w mieszaninie z metanolem. Dla substan-
cji bardziej lipofilowych konieczne jest czasem skrocenie czasu retencji. Wszystkie
badane substancje powinny by¢ w odpowiednim stezeniu rozpuszczalne w fazie
ruchomej, aby mozna je byto wykry¢. W niektorych przypadkach stosuje si¢ zamien-
nie rozpuszczalnik organiczny lub oddzielng kolumne [27, 28, 35].

Na podstawie wynikéw wyznaczana jest zalezno$¢ pomigdzy czasem retencji
na danej kolumnie (w fazie odwracalnej) a wspolczynnikiem podzialu o/w. O war-
tosci wspolczynnika podzialu mowi wspolczynnik pojemnosciowy k (réwnanie 3):

_IR—10

k
t0

(3)

gdzie:

t, — czas retencji substancji,

t, — czas martwy ($redni czas, jaki potrzebuje czasteczka rozpuszczalnika na
przejscie przez kolumne).

4.2. BAZA KOSMETYKU

Oproécz wlasciwosci fizykochemicznych zwigzku, istotny wplyw na zdolnos¢
przenikania przez stratum corneum wywiera rodzaj bazy kosmetycznej [43]. Skfad-
niki, ktdre towarzyszg substancji czynnej, nadajg kosmetykom odpowiednie wlasci-
wosci fizykochemiczne, majg réwniez istotny wplyw na zdolno$¢ penetracyjna danej
substancji. Baza kosmetyku powinna zawiera¢ takie surowce, ktére beda wspomagac
przenikanie substancji aktywnych, beda odpowiednio rozluznia¢ strukture cementu
miedzykomoérkowego oraz w odpowiednim stopniu uwadnia¢ warstwe rogows.
Istotne jest powinowactwo bazy zaréwno do substancji czynnej jak i startum cor-
neum. Rowniez powinowactwo skladnika aktywnego do bazy kosmetyku oraz do
struktur lipidowych warstwy rogowej naskorka spelnia kluczowg role w zdolnosci
substancji do przenikania przez skore. Jesli powinowactwo bazy kosmetyku i sub-
stancji czynnej jest wieksze niz substancji czynnej i lipidow cementu, woéwczas zwig-
zek aktywny nie bedzie dyfundowal do warstwy rogowej [4, 44]. Podzial substancji
aktywnej pomiedzy czasteczki bazy a czasteczki cementu miedzykomorkowego
moze by¢ wyrazona rownaniem (4) [45]:

Csc
Km=—— 4
m="= (4)
gdzie:
K - wspolczynnik podziatu czasteczki penetrujacej,
C,. - stezenie substancji aktywnej w stratum corneum,
C, - stezenie substancji aktywnej w bazie kosmetyku.
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Zdecydowana wigkszos$¢ kosmetykow aplikowanych na skére ma posta¢ emul-
sji. Przeprowadzone badania wskazuja, Ze istotne znaczenie ma zaréwno typ emulsji
jak i stopien rozdrobnienia fazy wewnetrznej. Mikroemulsje i nanoemulsje (uklady,
w ktorych krople fazy zdyspergowanej majg srednice d < 500 nm) poprawiajg prze-
nikanie czgsteczek przez skore w poréwnaniu do zelu lub makroemulsji [43, 46, 47].

4.3. PROMOTORY PRZENIKANIA

Do zwigkszenia szybko$ci transportu zwigzkow aktywnych przez skore bardzo
skuteczne jest wprowadzenie do receptury zwigzkéw wspomagajacych przenikanie
i penetracje substancji czynnych przez skore, tzw. promotoréw transportu (penetra-
tion enhancers), ktére w sposob odwracalny zaburzajg strukture lipidowg stratum
corneum, czynigc warstwe rogowa bardziej przepuszczalng. Promotory transportu
transdermalnego powinny by¢ nietoksyczne, nieaktywne farmakologicznie, a takze
dziata¢ w sposob odwracalny. Oznacza to, Ze po wniknieciu zwigzku przez warstwe
rogow3 struktura skéry powinna wroci¢ do pierwotnego stanu [48].

Do najpopularniejszych promotoréw penetracji przez naskorkowej zaliczamy:
sulfotlenki (np. DMSO), pirolidony, alkohole i kwasy tluszczowe oraz ich estry,
alkohole maloczasteczkowe, tenzydy, niektdre amidy i terpeny oraz ich pochodne,
N-dodecylokaprolaktam (Azon) i jego pochodne [48-49]. Mechanizm ich dzialania
polega na zmniejszeniu funkeji barierowej skdry. Zwiazki te moga oddzialywaé na
wiele sposobdw [4]:

- maloczasteczkowe alkohole powoduja wymywanie lipidéw cementu mie-
dzykomorkowego, zwigkszanie rozpuszczalnosci bazy kosmetyku oraz
zmiang stopnia uwodnienia keratyny,

- dziatanie réznego rodzaju rozpuszczalnikéw organicznych, np. DMSO
powoduje zmiane struktury cieklokrystalicznej cementu mi¢dzykomorko-
wego, wymywanie lipidoéw, usunigcie z danego obszaru wody, a takze roz-
luznienie struktury zrogowaciatych komorek,

- alkohole wielowodorotlenowe, jak np. gliceryna, zwiekszaja ptynnos¢ struk-
tur cieklokrystalicznych, dyfunduja do wodnych obszaréw cementu mig-
dzykomoérkowego i dzigki swoim wlasciwosciom higroskopijnym zwiekszaja
wodne przestrzenie miedzy lipidowymi warstwami cementu, co wplywa na
zwiekszenie przenikania maloczasteczkowych substancji hydrofilowych
przez warstwe rogowa,

- zwiazki powierzchniowo-czynne oddzialujg z proteinami, w wyniku czego
stratum corneum ,pecznieje’, zwiekszajac ptynnos¢ obszaréw lipidowych.
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5. METODY BADANIA PRZENIKALNOSCI PRZEZ SKORE

Modelowanie procesu przenikalnosci zwigzkéw aktywnych przez skore
wymaga wzigcia pod uwage wielu czynnikéw, tacznie z dobraniem odpowiedniej
formulacji, a takze wykonaniem oceny ryzyka majacego miejsce podczas przepro-
wadzania testow. Dane pozwalajace przewidzie¢ zdolno$¢ substancji do penetracji
przez warstwy stratum corneum sg rowniez kluczowe, nalezy bowiem pamietac, ze
nawet najlepiej przygotowany eksperyment nie zastapi informacji, na podstawie
ktdrej zostal on zaprojektowany.

Zostalo opracowanych wiele modeli matematycznych majacych na celu ozna-
czanie przenikalno$ci substancji przez skore, niestety niewiele z nich odzwierciedla
wyniki uzyskane podczas badan in vivo [50]. Metody przewidywania penetracji sub-
stancji czynnych przez naskorek, w wiekszo$ci sg metodami empirycznymi, opar-
tymi na wczesniejszych doswiadczeniach, wiele z nich to metody bardzo doktadne
[72]. Najbardziej popularne modele to model QSPR Potts & Guy oraz model Mitra-
gotri [51, 76, 77].

Metoda opisana przez Pottsa i Guy’a pozwala na przewidywanie wspolczyn-
nika przenikalno$ci zwiazkdow, ktore majg kontakt ze skorg w postaci wodnych roz-
twordw, ponadto stosowana w niej dawka badanej substancji jest nieograniczona.
Wspomniana metoda okresla zdolnos$¢ substancji do przenikania przez stratum
corneum, nie okresla jednak ilosciowo tego procesu [51].

Alternatywny model do badania przenikalnosci zwigzkéw uwzglednia
wzgledny wspdlczynnik polarnoéci (ang. Relative Polarity Index, RPI). Metoda
umozliwia dobdr odpowiedniego emolienta, tak aby substancja ulegla fatwiejszemu
transportowi przez bariere stratum corneum. Podobnie jak wyzej opisana metoda,
zdolno$¢ substancji do przenikania okreslana jest jakosciowo, natomiast nie mozna
oszacowac ilosci zaabsorbowanej substancji. Ponadto fakt, ze wzgledny wspolczyn-
nik polarnosci trudno okresli¢ w sposob jednoznaczny sprawia, ze metoda jest
trudna do stosowania w ogélnych badaniach [52].

Kolejna metoda opiera si¢ na informacjach o wlasciwosciach fizykochemicz-
nych substancji (wyznaczane sg wspdtczynnik zatamania $wiatla, polarno$¢, logP)
oraz oddzialtywaniach pomiedzy komponentami formulacji a skorg. Metoda ta
moze by¢ z powodzeniem stosowana w przypadku uktadéw o malej liczbie sktadni-
koéw (max. 5) [53, 54]. Najczesciej jednak preparaty kosmetyczne to uklady bardziej
zlozone, zawierajace wiele skfadnikow aktywnych, substancje o charakterze kom-
pleksow lub zwigzki polimerowe, dlatego uzyskane wyniki pomiaréw nalezy inter-
pretowa¢, biorgc pod uwage wszystkie mozliwe kombinacje i wzajemne interakcje
zwigzkow [50, 74].

Dla zwigzkow aktywnych zawartych w kosmetykach mozna wskazac trzy gléwne
miejsca dziatania: powierzchnie skory, warstwe rogowa naskdrka oraz glebsze, zywe
tkanki naskodrka i skory wlasciwej. W wiekszosci preparatow kosmetycznych, skltad-
niki aktywne majg dziata¢ na powierzchni skdry badz w obrebie warstwy rogowej
naskodrka. Dlatego zwigzki te nie powinny penetrowa¢ glebiej niz do poziomu stra-



336 M. MALINOWSKA, E. SIKORA, J. OGONOWSKI

tum corneum. W przeciwnym wypadku substancja przeniknie do glebszych warstw
skory tracac aktywnos¢ dla warstwy rogowej naskorka. Skora powinna spelnia¢ role
pewnego rodzaju rezerwuaru umozliwiajac skladnikom aktywnym pozostanie w jej
obrebie przez jakis czas i zapewniajgc dluzsze dziatanie [4, 71].

W celu dokladniejszego zbadania mozliwosci penetracyjnych zwiazkow aktyw-
nych do skéry, stworzono modele imitujace skore ludzka, stuzace do badan ekspe-
rymentalnych in vivo oraz in vitro [4].

Aby zmierzy¢ absorpcje substancji przez skore metodami in vitro, wykonuje si¢
pomiary w réznych warunkach oraz stosuje réznego rodzaju modele (membrany,
skory, blony), a takze modyfikuje sposoby ich przygotowania. Gléwng metoda
w badaniach in vitro jest wyznaczanie wspélczynnika przenikania przez modelowe
membrany, hodowle tkankowe imitujace skore ludzka, a takze wypreparowang
skore ludzka [58].

Skoéra ludzka stanowi najlepszy model, doskonale odwzorowujacy warunki,
w jakich kosmetyk ma potencjalnie dziala¢, zastosowanie znajduje tez skora zwie-
rzeca lub substytuty skory rekonstruowane biotechnologicznie [55-57]. Stosowane
s3 membrany o réznej grubosci: grubsze 1620 + 580 pum i ciensze 390 + 80 pm.
Membrany ciensze sprawdzaja si¢ lepiej w przypadku pomiaréw absorpcji zwigz-
kow lipofilowych, gdyz grubsze membrany moga w tym przypadku stanowi¢ dla
tych zwigzkow zbyt duzg barier¢. Grubo$¢ membrany nie ma jednak znaczacego
wplywu na wyniki pomiaru [75].

Badania przepuszczalnosci stratum corneum metoda in vitro staly sie przedmio-
tem zainteresowan juz w latach 60-tych. Przez te lata doswiadczen stworzona zostala
ogromna baza danych pozwalajaca na sprawdzenie przenikalnosci setek zwigzkow
w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz do oceny ryzyka i toksycznosci
substancji [59, 60, 71, 74]. Prowadzenie eksperymentéw w warunkach in vitro ma
wiele zalet, eksperymenty takie miedzy innymi wymagaja mniejszego nakltadu finan-
sowego, znacznie latwiej jest utrzymac okreslone warunki badan, przeprowadzane
testy s tatwiejsze w przygotowaniu, a ponadto, duzo prosciej jest zidentyfikowac
substancje toksyczne lub radioaktywne bez szkody dla zywych organizmoéw. Istnieje
mozliwo$¢ prowadzenia wiekszej liczby eksperymentéw jednoczesnie, tatwiej jest
okresli¢ jeden konkretny parametr (uwalnianie substancji z okreslonego nosnika,
wplyw wilgotnosci, temperatury, wczesniejszej obrébki). Ponadto, masa wnikaja-
cej substancji moze by¢ okreslana bezposrednio wewnatrz skory, badz tuz ponizej
w medium akceptorowym. Z drugiej strony, istnieje tez pewne ryzyko zwigzane
z metodg in vitro. Medium akceptorowe moze mie¢ wplyw na transport substancji
przez skore, a takze na sama kondycje skory, natomiast brak krwi moze zmieniaé
wlasciwosci poszczegdlnych warstw skory. Dodatkowo, stosowanie spreparowanej
skory nie moze trwac zbyt dtugo ze wzgledu na jej szybkie zuzywanie w warunkach
badan. Wiadomo, ze w warunkach in vitro nie jesteSmy w stanie osiggna¢ doktad-
nie tych samych parametréw co w warunkach in vivo (praca miesni, tuszczenie
naskorka), trudne do okreslenia sg tez efekty metabolizmu [55, 61, 73].
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W badaniach przenikalnoéci zwigzkow stosowane sg specjalistyczne komory
dyfuzyjne — najpopularniejsze i najcz¢sciej stosowane to dyfuzyjna komora statyczna
(komora Franza) oraz dyfuzyjna komora przeptywowa (komora Bronaugha). Oba
rodzaje dyfuzji, zaréwno statyczna jak i dynamiczna (przeptywowa) sg oficjalnie
uznane za metody, ktérymi mozna z powodzeniem zastapi¢ metode in vivo. Istota
dziatania komoér dyfuzyjnych polega na badaniu dyfuzji zwigzku poprzez blone
polprzepuszczalng (skdre czy innego rodzaju membrang). Membrana znajduje si¢
pomiedzy czescig donorowg i akceptorows. Probki pobierane s3 w sposob ciaggly lub
w okredlonych odstepach czasu z czeéci akceptorowej, wypelnionej ptynem akcep-
torowym, ktéry stanowi najczesciej bufor o fizjologicznym pH = 7,4. Dozowanie
zwigzku moze odbywa¢ si¢ w sposob ograniczony (< 10 ml/cm’ lub 10 mg/cm’) lub
w sposéb nieograniczony (>10 pl/cm’ lub 10 mg/cm’). Przy dozowaniu nieogra-
niczonym, na skore aplikowana jest maksymalna dawka substancji. Takie warunki
zapewniajg powtarzalno$¢ otrzymanych wynikow.

Przenikalno$¢ moze by¢ obliczona w oparciu o réwnanie 5 55, 62]:

_Kmv D

Js
ss /

AC (5)

gdzie [48]:

J.,—wspolczynnik przeptywu stalego (Steady State Flux),

1 - grubos¢ membrany,

AC - réznica stezen substancji w roztworach donorowym i akceptorowym,

D - wspolczynnik dyfuzji, ktéry zalezy od mobilnosci chemicznej zwiazku
w obrebie membrany,

K . - wspdtczynnik podzialu membrana/no$nik.

Przy obliczeniach przenikalnosci zwigzkéw w metodach in vitro stosujemy
wspotczynnik przenikalnosci kp(r(’)wnanie 6) [62]:

_ Kmv D (6)
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gdzie:

1 - grubos¢ membrany,

D - wspotczynnik dyfuzji, ktoéry zalezy od mobilnosci chemicznej zwigzku w
obrebie membrany,

K . - wspdtczynnik podzialu membrana/no$nik.

Przenikalnos¢ jest fatwo obliczana przez dzielenie wspolczynnika statego prze-
plywu (Staedy State Flux) przez AC [62].

W przypadku gdy na membrane aplikowana jest ograniczona dawka zwigzku,
mozemy obserwowa¢ wplyw parowania czynnika akceptorowego [55]. Ekspery-
menty powinny by¢ prowadzone w temperaturze 32°C, odpowiadajacej temperatu-
rze w warunkach in vivo [55, 63, 70]. Kontrola temperatury zapewniona jest poprzez
uzycie plaszcza wodnego wokot kazdej z komor, czesto stosowana jest tez komora
z cieplym powietrzem.
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5.1. KOMORA FRANZA

Komora Franz’a jest dzi§ najpowszechniej stosowang aparaturg do okreslania
przenikania substancji aktywnych przez skore. Sktada sie ona z dwoch czeéci: dono-
rowej i akceptorowej przedzielonych membrang (Rys. 4). Jako membrana stosowane
sa: skora ludzka (np. pobrana $rédoperacyjnie), skdra zwierzeca (np. skora z ucha
swinskiego) lub skdra sztuczna [18, 55, 64].

Substancja badana —— ‘
Membrana
Komora donorowa-——— 7
Komora akceptorowa Pobor probek
= \

-———

e ) \
2er.
M \
/

Wiot i wy}ét medium

w pfaszé’n{zejnvm

= Mieszadto
Plaszez grzejny _ s
. - J
Rysunek 4.  Budowa komory Franza
Figure 4. The construction of Franz diffusion cell

Czes¢ donorowa zawiera rozpuszczong substancje badang natomiast komora
akceptorowa ponizej membrany wypelniona jest plynem mieszanym w sposob
ciagly przez mieszadto magnetyczne. Pomiar prowadzi si¢ najwyzej do momentu
gdy nie wiecej niz 10% zwiazku przeniknie przez membrane lub gdy wiecej niz 90%
zwigzku jest wcigz obecne w roztworze donorowym. Komora Franza ma bardzo
wiele zalet, jest dokladna, tatwa w uzyciu, probki pobiera sie w sposob szybki
i precyzyjny. Nie jest problemem utrzymywanie pozadanej temperatury ukladu
czy odmierzanie dokladnie wyznaczonych objetosci medium. Pobieranie probek
odbywa sie poprzez boczne ramie komory, a ubytek pobranego buforu od razu
uzupelnia si¢ jego $wiezg porcja. Czesto pojawiajacym si¢ problemem jest staba
rozpuszczalnos$¢ niektorych zwigzkéw w wodnym srodowisku. Stosuje sie wowczas
dodatek organicznych zwigzkéw poprawiajgcych rozpuszczalno$é tych substanciji,
np. niejonowe zwigzki powierzchniowo czynne, biatka, cyklodekstryny. Nalezy jed-
nak wzig¢ pod uwage fakt, ze dodatek tych zwigzkéw moze wplywac na wlasciwosci
membrany i jej przepuszczalnosc.
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5.2. DYFUZYJNA KOMORA PRZEPLYWOWA

W dyfuzyjnej komorze przeptywowej, bufor jest w sposéb ciagly pompowany
przez komore akceptorowa (Rys. 5) [6, 18, 55, 64-67].

_~ KOMORA DONOROWA

- MEMBRANA

__KOMORA AKCEPTOROWA

ROZTWOR DO
ANALIZY

MEDIUM
-—

Rysunek 5. Budowa dyfuzyjnej komory przeplywowej
Figure 5. The construction of flow diffusion cell

Komora przeplywowa znajduje zastosowanie, gdy absorpcja substancji jest
wysoka, a jej rozpuszczalnos¢ w fazie akceptorowej niska. Wazne jest, aby ustali¢
okreslong minimalng szybkos¢ przeptywu fazy i zapewni¢ w ten sposob dobre mie-
szanie oraz ciagle usuwanie z komory zaabsorbowanego zwigzku, a takze aby zmini-
malizowac obecno$¢ niedostatecznie zmieszanych warstw. Dla wiekszosci substancji
zwiegkszenie szybkosci przeptywu nie ma wiekszego wplywu na absorpcje, wyjatek
stanowig zwiazki o bardzo stabej rozpuszczalnosci. Co wazne, przydatnosc¢ skory do
uzycia jest w tym przypadku znacznie diuzsza ze wzgledu na ciaglta wymiane fizjo-
logicznego roztworu akceptorowego. Z drugiej strony, nieustanny przeplyw ptynu
zawierajacego donor prowadzi do wymywania ze skory substancji hydrofobowych
przez faze akceptorowg. W rezultacie skdra staje sie znacznie bardziej przepusz-
czalna ze wzgledu na zmiane swoich wlasciwo$ci. Dyfuzja przeptywowa pozwala na
uzycie znacznie wigkszej ilosci zwigzkow, jednak wymaga przeprowadzenia wstep-
nych eksperymentéw przed rozpoczeciem badan w celu ustalenia optymalnej szyb-
kosci przeptywu [18, 55, 64-67].

5.3. MODEL SAARBRUCKENA

Dyfuzyjne komory statyczne i przeptywowe znalazly zastosowanie do okresla-
nia przenikalnosci zwigzkdw przez skore. Istnieje jeszcze jeden model, ktéry okresla
zdolno$¢ zwigzku do penetracji (w odréznieniu od przenikania, penetracja odbywa
sie przez kolejne warstwy skory, zwigzek niekoniecznie przebywa caly jej przekroj,
moze pozosta¢ na pewnym okreslonym poziomie). Badanie penetracji substancji
przez skore zasadniczo rézni si¢ wigc od okreslania jej przenikania. Na potrzeby
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badania penetracji zwigzkéw przez skore zaprojektowany zostal model penetracji
Saarbruckena, ktorego schemat przedstawiono na Rysunku 6 [37].

- DONOR

— >
|5 KORA/MEM BRANILl

" PAPIER FILTRACYJNY

Rysunek 6. Schemat modelu penetracji Saarbruckena
Figure 6. Saarbrucken penetration model scheme

Stosujac to urzadzenie mozna okresli¢ skale i intensywno$¢ penetracji zwigzku
do poszczegélnych warstw skéry. W odroéznieniu od opisanych wczes$niej komor
dyfuzyjnych, w tym przypadku skoéra pelni role akceptora dla penetrujacego
zwiazku. Zaleta omawianej metody jest wyeliminowanie mozliwo$ci nadmiernego
nawodnienia skory. Znika takze obawa przed zmiang jakosci skory przez przeply-
wajace medium akceptorowe. W zaleznosci od substancji, badanie jest zakanczane
w momencie, gdy substancja dociera do najglebszej warstwy skory. W metodzie
tej fragment skory umieszcza si¢ na papierze filtracyjnym nasgczonym roztworem
Ringera (izotoniczny w stosunku do krwi cztowieka wodny roztwor: chlorku sodu,
chlorku potasu i chlorku wapnia). Stezenie zabsorbowanej substancji oznaczane
jest tzw. technika ,tape stripping” (zdarcie powtoki). Schemat dziatania techniki
»tape stripping” jest przedstawiony na Rysunku 7 [55, 64]. Kolejne warstwy skory
sg oddzielane, a po odpowiedniej obrdbce, ilos$¢ badanej substancji zaabsorbowana
w kazdej z warstw okreslana jest wybrang metodg analityczng (np. HPLC).

‘\\ STRATUM
KOMORA "CORNEUM
DONOROWA ‘\
NASKOREK NASKOREK
a) b)

Rysunek 7. Schemat dziatania metody Tape Stripping
Figure 7. Tape stripping metod scheme
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5.4. METODA ATR-FTIR

Oprécz modelowych ukladéw pozwalajacych badaé przenikanie substancji
przez struktury skory, istniejg réwniez inne rozwigzania. Jednym z nich jest zasto-
sowanie metody ATR-FTIR (ang. Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform
Infra Red), pozwalajacej bezposrednio obserwowa¢ przenikanie substancji przez
stratum corneum. Warstwa rogowa jest tu umieszczona pomiedzy krysztatem
a roztworem donorowym zawierajagcym badang substancje¢ (Rys. 8). Krysztaly ATR
moga by¢ wykonane z selenku cynku, germanu, siarczku cynku, krzemu lub dia-
mentu. Rodzaj zastosowanego krysztalu zalezy od wlasciwoséci badanej substancji.
Dyfuzja substancji do glebszych warstw naskorka jest monitorowana przez pomiar
absorbancji w funkcji czasu. Absorbancja przeliczana jest na stezenie. Substancja
z podloza umieszczonego w komorze donorowej przechodzi do glebszych warstw
naskorka i jest mierzona przez wiazke promieni IR [64, 68].

KOMORA

DONOROWA STRATUM
_~CORNEUM

/.

T KRYSZTAL ATR

WIAZKA IR
DETEKTOR IR
Rysunek 8.  Schematyczny sposéb pomiaru przenikalnodci przez stratum corneum metodag ATR-FTIR
Figure 8. Measurement of permeation through stratum corneum using ATR-FTIR method
PODSUMOWANIE

Gloéwna i podstawowa barierg dla zwigzkow aktywnych przenikajacych przez
skore jest warstwa rogowa naskorka, ktéra dzieki swojemu lipofilowemu cha-
rakterowi oraz zwartej strukturze ogranicza penetracje czasteczek w glab skory.
Whasciwosci fizykochemiczne stratum corneum mozna modyfikowaé poprzez
zastosowanie promotoréw transportu przeznaskdrkowego, ktére odwracalnie zmie-
niajg strukture cementu miedzykomorkowego, poprawiajac jego przenikalnosé.
Istotny wplyw na zdolno$¢ substancji do przenikania majg réwniez jej wlasciwosci
fizykochemiczne, takie jak lipofilowos¢ czy budowa i wielko$¢ czasteczki. Badania
prowadzone w ostatnich latach pozwolily na zwigkszenie efektywnosci dziatania
kosmetykow i lepsza przyswajalno$¢ zwigzkow aktywnych przez skore. Przenikal-
no$¢ zwiazkow przez skére mozna badac stosujac z powodzeniem dyfuzyjne komory
wyposazone w syntetyczne membrany lub fragment skory ludzkiej lub zwierzece;.
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Na skore nanosi si¢ substancje w postaci roztworu, natomiast role akceptora pelni
medium o fizjologicznym pH. Stopien penetracji zwigzkéw okresla si¢ natomiast
za pomocg modelu penetracji Saarbruckena, ktéry pozwala na okreslenie ilo$ci
substancji zaabsorbowanej w poszczegdlnych warstwach skory. Powstalto wiele
modeli pozwalajacych przewidywac zdolnos¢ zwigzkéw do przenikania przez skore
opartych na obliczeniach oraz bazach wynikéw doswiadczalnych. Modele matema-
tyczne opieraja si¢ na wlasciwos$ciach fizykochemicznych substancji aktywnych i ich
zwiazku z lipofilowoscig i powinowactwem do komorek startum corneum. Metody
te zyskaly w ostatnich latach duza popularnos¢ ze wzgledu na tatwos¢ wykonania,
oszczedno$¢ czasu, aparatury i odczynnikéw chemicznych, niskie koszty oraz duzg
dokladnos¢.
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ABSTRACT

In most of paint removers organic solvent are used as active ingredients.
The analysis of the literature on modern manufacture preparations allowed to
identify the most commonly used solvent for this purpose i.e. methylene chloride.
Characterization of the advantages and risks associated with its use and the legal
aspect of the use of this compound was described. Also the advantages and potential
risks associated with the use of N-methylpyrrolidone were described. Substances
from the group of alcohols, carbonates, carboxylic acid esters and derivatives of ami-
des were also discussed. Compositions based on substances of natural origin and
the solution involving biotechnological methods were presented. Developments in
the production of such preparations were outlined.

Keywords: paint stripper

Stowa kluczowe: preparaty do usuwania powlok lakierniczych
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WPROWADZENIE

Preparaty do usuwania powtok lakierniczych stanowig wazny element w proce-
sach renowacji i przygotowania powierzchni do naktadania nowych warstw ochron-
nych oraz przy usuwaniu graffiti.

W sklad preparatéow do usuwania powlok lakierniczych najczesciej wcho-
dzg rozpuszczalniki organiczne (rozpuszczalniki aktywne i wspodtrozpuszczal-
niki), $rodki zageszczajace lub emulgujace, aktywatory, inhibitory korozji.
W kompozycjach spotykane sg rowniez opdzniacze parowania, zwigzki powierzch-
niowo czynne, pigmenty i zwiazki zapachowe. Sposrod tych sktadnikdéw najwazniej-
sze znaczenie maja aktywne rozpuszczalniki, ktére powoduja odspajanie farby od
podloza pozwalajac na jej fatwe usuniecie.

1. PREPARATY DO USUWANIA POWLOK LAKIERNICZYCH

1.1. CHLOREK METYLENU

Dotychczas najczesciej stosowanym rozpuszczalnikiem byt chlorek metylenu
(DCM). Preparaty oparte na DCM wykazuja wysoka skuteczno$¢ w usuwaniu
wigkszosci powlok, co jest spowodowane zblizong rozpuszczalnoscia DCM i zywic
organicznych [1]. Zaleta DCM jest réwniez szybki czas dziatania oraz stosunkowo
niska cena. Poréwnanie czasu skutecznosci dzialania réznych rozpuszczalnikow
w stosunku do typowych powlok lakierniczych znalez¢é mozna w pracy Blachowicz
[2]. Pomimo wszystkich zalet chlorku metylenu i stwierdzenia braku wplywu tej
substancji na warstwe ozonows [2] jest on wycofany z uzycia [3] z uwagi na ochrone
zdrowia 0s6b majacych z nim kontakt.

Jak wiadomo chlorek metylenu jest srodkiem fatwo lotnym, a jego opary sa
szkodliwe dla zdrowia [1]. Oddzialywuje na uklad nerwowy, skére, blony sluzowe.
Kroétkotrwata ekspozycja na pary chlorku metylenu moze powodowac béle i zawroty
gltowy, nudnoéci, senno$¢, natomiast czestsze narazenie na kontakt z DCM moze
wplyna¢ na uktad nerwowy, powodujgc zmeczenie, bezsenno$, stabg koordynacje,
utrate pamieci krotkotrwatej oraz zmiany osobowosci, takie jak depresja, leki i draz-
liwos¢ [4]. Wielokrotny kontakt DCM ze skérg moze powodowac, zapalenie skory,
objawiajace sie zaczerwienieniem, pekaniem i tuszczeniem sie. Ponadto stwier-
dzono, ze DCM powoduje zmiany nowotworowe u zwierzat i moze by¢ przyczyna
analogicznych schorzen u ludzi [4].

Majac na uwadze powyzsze zagrozenia oraz na podstawie przeprowadzonych
niezaleznych badan oceny szkodliwosci chlorku metylenu Rada Unii Europejskiej
zakazala stosowania tej substancji w preparatach do usuwania powlok lakierni-
czych. Zgodnie z decyzjg Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 455/2009/WE
z dnia 6 maja 2009 r. zabrania si¢ wprowadzania preparatow zawierajacych chlorek
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metylenu do obrotu po dniu 6 grudnia 2011 r. oraz ich stosowania przez uzytkowni-
kow profesjonalnych po dniu 6 czerwca 2012 roku [3].

1.2. N-METYLOPIROLIDON

Aktywnym rozpuszczalnikiem wykazujacym poréwnywalne efekty dziala-
nia z chlorkiem metylenu w usuwaniu powlok lakierniczych jest N-metylopiroli-
don (NMP). NMP jest polarnym rozpuszczalnikiem, mieszajacym si¢ zaréwno
z woda jak i z wigkszo$cia rozpuszczalnikow organicznych [5]. Dzialanie NMP jest
wolniejsze niz chlorku metylenu, jednak usuwa on wiele warstw farby oraz wykazuje
mniejszg lotno$¢, co zmniejsza ryzyko narazenia na wdychanie par rozpuszczalnika.
Cena NMP jest wyzsza niz DCM, jednak do usuniecia powloki malarskiej potrzeba
mniej tego zwigzku [6].

NMP jako substancja aktywna wystepuje w kompozycjach opisanych w wielu
patentach [7-11]. W patencie Shiremana [7] zawarto$§¢ NMP wynosi od 60 do 70%.
Dodatkowo kompozycja zawiera od 10 do 25% D-limonenu, jako wspotrozpusz-
czalnika. Radu i Maruyama opisuje kompozycje¢ zawierajacg 5 do 55% NMP oraz
6 do 45% estrow kwaséw dikarboksylowych, takich jak estry metylowe kwasow
bursztynowego, glutarowego i adypinowego [8]. Patent Hawesa i Shiremana [9]
zawiera recepture, w ktorej NMP stosowano w ilosci od 20 do 60% w polaczeniu
z estrami kwaséw dikarboksylowych w ilosci od 20 do 60%. W patentach Pageau,
Marcu i Aston [10, 11] opisana jest kompozycja zawierajaca od 15 do 25% NMP,
30 do 50 % dimetyloformamidu oraz od 1 do 20% alkoholu benzylowego.

Skutki toksycznego dziatania NMP na organizm czlowieka nie zostaty doklad-
nie zbadane. NMP jest obecnie substancja dozwolona do stosowania jako dodatek
w tworzywach sztucznych [12]. Na mocy rozporzadzenia CLP (Rozporzadzenie
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r) [13]
NMP zostat sklasyfikowany jako CMR kat. 1B (dawna kategoria 2) ze szczegdlnym
limitem stezenia (5%) [14]. W marcu 2011 Komitet Naukowy ds. Bezpieczenstwa
Konsumentéw SCCS opublikowal opini¢ na temat zastosowania NMP w produk-
tach kosmetycznych w stezeniach ponizej 5%, w ktorej uznaje, ze stosowanie NMP
w kosmetykach w stezeniach do 5% nie jest bezpieczne dla konsumentéw. Istnieje
wiec duze prawdopodobienstwo, ze w niezbyt odlegtej przysztosci zostanie wprowa-
dzony caltkowity zakaz stosowania N-metylopirolidonu w kosmetykach [14].

Dotychczasowe badania wskazuja, ze NMP powoduje opdznienie wzrostu
u potomstwa zwierzgt narazonych na kontakt z tg substancjg [15]. W badaniach
tych autorzy stwierdzili, ze NMP spowodowal réwniez zmniejszenie plodnosci
u szczuréw. Wpltyw NMP na plodnos¢ ludzi nie zostal zbadany. Jednak na podstawie
badan na zwierz¢tach mozna traktowa¢ NMP jako potencjalne zagrozenie dla ludz-
kiego ukladu rozrodczego [15]. Ponadto NMP podobnie jak inne rozpuszczalniki
organiczne moze mie¢ wplyw na uktad nerwowy. Krétkotrwata ekspozycja na NMP
moze wywolywac bole i zawroty glowy, nudnosci, oraz sennoséé. Diugotrwata ekspo-
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zycja moze wywolywac¢ zmeczenie, bezsennos¢, stabg koordynacje, utrate pamieci
krotkotrwatej oraz zmiany osobowosci, takie jak depresja, leki i drazliwo$¢ [15].
Potwierdzenie powyzszych zagrozen moze spowodowal, iz NMP réwniez
zostanie wycofany z obrotu w preparatach do usuwania powlok lakierniczych.
Majac to na uwadze producenci starajg si¢ opracowac preparaty zawierajace inne
substancje aktywne wykazujace zdolno$¢ do odspajania powloki malarskiej.

1.3. INNE SUBSTANCJE AKTYWNE PREPARATOW DO USUWANIA POWLOK
LAKIERNICZYCH

Alkohol benzylowy

Substancja aktywng znajdujgcg szerokie zastosowanie w preparatach do usu-
wania powlok lakierniczych jest alkohol benzylowy lub jego metylowe pochodne
[16-30]. Alkohol benzylowy moze wystepowac jako pojedyncza substancja aktywna
lub w polaczeniu z innymi substancjami aktywnymi. Czesto alkohol benzylowy
wystepuje w polaczeniu z aktywatorem, ktérym jest nadtlenek wodoru [16, 17]. Sam
nadtlenek wodoru nie powoduje usuniecia powloki, jednak dodany do alkoholu
benzylowego zwieksza jego skuteczno$¢ w poréwnaniu z uzyciem samego alkoholu
benzylowego. Innymi aktywatorami moga by¢ hydroksyaminy [18].

Zgodnie z danymi podanymi w patentach, alkohol benzylowy moze by¢ stoso-
wany w roznych ilosciachi tak: Summerfield i in. [16] oraz Vitomir [18] podaja, ze
alkohol benzylowy powinien by¢ uzyty w ilosci od 20 do 50%, natomiast Belt i in.
w patencie [17] podaja, ze powinien by¢ uzyty w ilosci od 5 do 25%. Distaso [19]
podaje, ze alkohol benzylowy powinien by¢ uzyty w ilosci 40%. Najszerszy zakres
udziatu tego zwigzku w kompozycjach podajg Brailsford [20, 21] oraz Detar i in.
(22, 23]. Brailsford [20, 21] okresla, ze alkohol benzylowy powinien by¢ uzyty w ilo-
$ci od 10 do 90% natomiast Detar i in. [22, 23] przesuwajg ten zakres do nizszych
stezen zawierajacych sie w przedziale od 5 do 85%. Vitomir [24] proponuje stosowa¢
alkohol benzylowy lacznie z kwasem jabtkowym. Stwierdza ponadto, ze taka kom-
pozycja moze zawierac takze etery aromatyczne, np. eter dibenzylowy oraz hydrok-
sykwasy, np. kwas glikolowy. Przeprowadzone przez autora badania wykazaly, ze
kwas jablkowy szczegolnie sprawdza si¢ w przypadku usuwaniu farb przeciwporo-
stowych oraz przyspiesza czas usuwania tej powloki [24].

Inny sktad preparatéw proponuje Marquis i in. [25], stosujac dodatek weglanu
propylenu do alkoholu benzylowego. W tym przypadku alkohol benzylowy zastoso-
wany jest w ilosci od 40 do 80%.

Lallier [26] opisuje preparat zawierajacy alkohol benzylowy razem z dimetylo-
sulfotlenkiem lub NMP. Zgodnie z danymi zamieszczonymi w patencie zawarto$¢
alkoholu benzylowego wynosi w tym przypadku od 2 do 47,5%. Wada stosowania
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tego dodatku jest znaczaco dluzszy czas usuwania powlok, w poréwnaniu z DCM
czy NMP.

Weglany alkilenowe

Kolejna substancja czesto stosowang jako substancja aktywna preparatow
do usuwania powlok lakierniczych jest weglan propylenu lub weglan etylenu
[31-36]. Machac, Jr. i in. [31] jako substancje aktywne opisuja weglany alkilenowe
zawierajgce od 3 do 10 atoméw wegla, z ktérych najlepsze rezultaty uzyskuje sie
stosujac weglan propylenu. Ponadto mogg zosta¢ uzyte weglany dialkilowe, takie
jak weglan dimetylu lub weglan dietylu. W omawianym patencie [31] weglan pro-
pylenu stosuje sie razem z alkoholem benzylowym, w ilosci od 1 do 10%. Marquis
iin. [32] proponujg dodatkowo wprowadzi¢ do kompozycji nadtlenek wodoru jako
aktywator.

Estry metylowe kwasow karboksylowych

Wojcik [37] jako substancje aktywna opisuje ester metylowy kwasu benzoeso-
wego w polgczeniu z kwasem mréwkowym. W patencie tym zastosowano od 60 do
80% estru metylowego kwasu benzoesowego oraz od 15 do 30% kwasu mréwko-
wego.

Substancja aktywna preparatéw s3g rowniez estry metylowe kwasow dikar-
boksylowych [38-40]. Mozna uzy¢ estry kwasow bursztynowego, glutarowego lub
adypinowego. W skltad kompozycji przygotowanych wedlug tych patentéw wchodzg
estry w ilosci od 10 do 99% wagowych.

Machag, Jr. i in. [41, 42] opisuja kompozycje¢ zawierajacg weglany alkilenowe
lub weglany dialkilowe, estry kwaséw mono- i dikarboksylowych oraz zwigzki
zawierajace siarke, np dimetylosulfotlenek. Jako estry zastosowano octan etylu,
octan butylu, 3-etoksypropionian etylu lub octan 1-metoksy-2-propylu. Najlepsze
wyniki autorzy uzyskali stosujac 3-etoksypropionian etylu. Tego rodzaju kompozy-
cje powinny zawiera¢ od 20 do 45% estréw kwasow dikarboksylowych, 20 do 40%
3-etoksypropionianu etylu oraz 10 do 30% dimetylosulfotlenku [41, 42].

Dimetylosulfotlenek

Zastosowanie dimetylosulfotlenku w polgczeniu z D-limonenem opisuje
Adami [43]. W wymienionym patencie dimetylosulfotlenek uzyty jest w ilo$ci od 85
do 90% natomiast D-limonen w iloéci od 5 do 10%.

Dimetylosulfotlenek w polaczeniu z innymi substancjami zaproponowali row-
niez McKim i in. [44]. Stwierdzili oni, Ze substancjami uzytymi z dimetylosulfotlen-
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kiem moga by¢: octan fert-butylu, octan amylu, octan n-heksylu, octan 2-butoksy-
etylu oraz octan 2-etoksyetylu. Mozna réwniez zastosowac estry hydroksykwasow,
takie jak mleczan metylu, mleczan etylu, mleczan n-propylu, mleczan izo-propylu,
mleczan tert-propylu, winian dietylu, cytrynian trietylu i cytrynian tributylu. Kom-
pozycja powinna zawiera¢ od 5 do 30% dimetylosulfotlenku oraz 70 do 95% estréow
[44].

Lallier [45] opisuje mieszanine dimetylosulfotlenku z estrami kwaséw dikar-
boksylowych (estry metylowe kwaséw bursztynowego, glutarowego i adypino-
wego). Kompozycja powinna zawiera¢ od 15 do 25% dimetylosulfotlenku oraz od
25 do 45% estrow [45]. Preparaty oparte na dietylosulfotlenku opisane sa rowniez
w patentach [46, 47].

Estry kwasu mlekowego

Kolejng grupg zwiazkéw stanowigcych substancje aktywng omawianych pre-
paratow sg estry kwasu mlekowego w polaczeniu z D-limonenem [48]. W patencie
opisane s3 kompozycje zawierajace estry C —C, kwasu mlekowego w iloéci od 20 do
80% oraz D-limonen w ilosci od 20 do 80%. Wedlug autoréw preferowanym estrem
jest ester etylowy kwasu mlekowego [48].

Izomaslan izobutylu

Jako substancja aktywna preparatéw do usuwania farb lateksowych wedlug
Pearl [49, 50] moze zosta¢ uzyty izomaslan izobutylu. Kompozycja powinna zawie-
ra¢ ten zwigzek w iloéci od 25 do 75%.

Alkilowe pochodne amidéw kwasow karboksylowych, dikarboksylowych
i hydroksykarboksylowych

Substancjami aktywnymi sa réwniez alkilowe pochodne amidéw kwasow kar-
boksylowych [51] o ogélnym wzorze:

Rysunek 1. Struktura ogélna amidu
Figure 1. General structure of the amide
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W zwigzkach o tej budowie R' to kwas alifatyczny lub aromatyczny zawierajacy
od 8 do 12 atomoéw wegla i do 3 nienasyconych wigzan w czasteczce. Podstawnikami
R’i R’ mogg by¢ grupy alkilowe zawierajace od 1 do 4 atoméw wegla. W cytowanym
patencie zastosowano kwas kapronowy, laurynowy, mirystynowy, palmitynowy,
oleinowy, linolowy, linolenowy i arachidowy, natomiast podstawnikami alkilowymi
byly grupy metylowa, etylowa, propylowa, izo-propylowa, n-butylowa, izo-butylowa
oraz tert-butylowa.

Kolejng grupa zwigzkéw wykazujacych pozadane wlasciwosci s podstawione
amidy kwasow dikarboksylowych o wzorze ogdlnym:

Q[0

4 7

RZ /CA<CH >—C\ _R
MU
R’ R

Rysunek 2. Struktura ogolna amidu kwasu di karboksylowego
Figure 2. General structure of the di carboxylic acid amide

Przykltadowymi kwasami stosowanymi do syntezy amidéw moga by¢ kwasy
zawierajace od 1 do 12 atomoéw wegla, takie jak kwas maleinowy, kwas fumarowy
czy kwas adypinowy. R*, R’, R®, R’ to grupy alkilowe zawierajace od 1 do 4 atoméw
wegla.

W patencie Vallsiin. [51] opisane sa rowniez amidy kwaséw hydroksykarbok-
sylowych. Do syntezy tych amidéw mozna zastosowa¢ takie kwasy jak kwas mle-
kowy, kwas cytrynowy lub winowy. Podstawnikami przy azocie mogg by¢ grupy
alkilowe zawierajace od 1 do 4 atoméw wegla [51].

Cykliczne etery

Kolejnymi substancjami znajdujacymi zastosowanie jako substancje aktywne
sg cykliczne etery zawierajgce jeden lub dwa atomy tlenu w pierscieniu [52]. Przy-
ktadem takiego zwigzku moze by¢ dioksolan. Dodatkowo, w sktad kompozycji
wchodzi alkohol benzylowy [52].

Wilson i in. [53, 54] opisuja alkoksylowane alkohole aromatyczne o strukturze
przedstawionej na rysunku (Rys. 3):
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Rysunek 3. Struktura ogélna alkoksylowanego alkoholu aromatycznego
Figure 3. General structure of the alkoxylated aromatic alcohol
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gdzie: R, R, R;, R, to grupa metylowa, wod6r lub atom halogenu, R, R, R, to grupa
alkilowa zawierajaca od 1 do 4 atomdéw wegla, wodér lub atom halogenu, g przyj-
muje wartos¢ 1 lub 2, p przyjmuje warto$¢ 0 lub 1, n przyjmuje wartosci od 1 do 10.

Alkoksylowane alkohole alifatyczne

Rehm i Spei [55], jako substancje aktywne opisujg alkoksylowane alkohole ali-
fatyczne zawierajace od 8 do 12 atomdw wegla i od 2 do 12 grup oksyetylenowych
lub metylooksyetylenowych.

Rieth [56] jako substancje aktywne opisuje zwigzki o nastepujacej strukturze
(Rys. 4)

R R®

Rysunek 4. Struktura ogélna zwigzku stosowanego jako substancja aktywna przez Rieth [56]
Figure 4. General structure of a compound used as an active substance by Rieth [56]

gdzie: R' to grupa alkilowa zawierajaca od 1 do 6 atomdéw wegla, R* to wodér lub
grupa alkilowa zawierajaca od 1 do 3 atoméw wegla, R, RY, R®, R’, R’ jest to wodor
lub grupa alkilowa zawierajaca od 1 do 6 atomoéw wegla, a przyjmuje wartosci od 0
do 3, b przyjmuje warto$ci od 0 do 1. Najlepsze wyniki otrzymano stosujgc zwigzek
powstaly w wyniku reakcji 1,2-propanodiolu z estrem etylowym kwasu lewulino-
wego o nastepujacej strukturze (Rys. 5).

Rysunek 5. Struktura zwigzku zastosowanego jako substancja aktywna w patencie Rietha [56]
Figure 5. Structure of a compound used as active substance in Rieth patent [56]
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1.4. BIOPREPARATY

Preparaty zawierajace skladniki aktywne otrzymywane z biosurowcéw.

Ze wzgledu na ochrong $rodowiska i zdrowia ludzkiego opracowano preparaty
mniej toksyczne. Preparaty te nie zawieraja substancji ropopochodnych oraz innych
niebezpiecznych substancji stosowanych w innych preparatach tego typu. Obecnie
duzym zainteresowaniem cieszg si¢ preparaty oparte na sktadnikach pochodzacych
z przerobu soi. Preparaty te sa w pelni biodegradowalne oraz nietoksyczne.

Substancjami aktywnymi stosowanymi w tych preparatach sg estry kwasu
mlekowego, i estry kwasow ttuszczowych. Preferowane sg estry metylowe powstale
w wyniku reakeji transestrytikacji oleju sojowego oraz ester etylowy kwasu mleko-
wego [57, 58].

Gross [59] jako substancje aktywng opisuje estry alkilowe C, , nasyconych lub
nie nasyconych kwasoéw ttuszczowych C_,, w polaczeniu z cyklicznymi ketonami,
w stosunku od 10:1 do 1:10. Preferowane sg estry metylowe kwasow zawierajgcych
od 6 do 14 atomdéw wegla, uzyte w ilosci od 3 do 96%. Cyklicznym ketonem jest
cykloheksanon uzyty wiloéci od 1 do 35% [59, 61, 62].

Biopreparaty do usuwania powlok lakierniczych

Ciekawa propozycje przedstawia firma Atotech [63]. Proponuje ona bio-
chemiczny proces Master Remover przeznaczony do usuwania starych powlok
lakierniczych. Proponowana technologia polega na zmieszaniu dwoch skladnikow
tworzacych emulsje wodno-organiczng, ktéra ma zdolnos¢ do usuwania powlok.
Obecne w roztworze kultury bakterii rozktadaja odspojone organiczne komponenty
powloki, co powoduje znaczne wydluzenie Zywotnosci kompozycji. W procesie
Master Remover nie stosuje si¢ chlorowcopochodnych rozpuszczalnikéw, a pomimo
tego cechuje go duza szybkos¢ dziatania oraz duza wydajnos¢ [63-65].

Firma Atotech proponuje réwniez inne realizacje biotechnologicznego pro-
cesu odseparowania farby. W zaproponowanym rozwigzaniu obecne w roztworze
mikroorganizmy powoduja degradacje sktadnikéw farby, natomiast zastosowane
koagulanty i flokulanty powoduja kumulacje roztozonych komponentéw w wigksze
konglomeraty fatwe do usunigcia z roztworu [66, 67]. Po odseparowaniu fazy stalej,
mozna jg podda¢ niezaleznym procesom utylizacji.

Preparaty wytwarzane w oparciu o produkty uboczne przemystu chemicznego

Wiekszo$¢ z omawianych rozwigzan zawierajacych rozpuszczalniki organiczne
wykorzystuje jako substancje aktywne zwigzki drozsze niz stosowany wczesniej
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chlorek metylenu. Celowym jest zatem szukanie zrédel tanich surowcéw do przy-
gotowania kompozycji odspajajacej stare powtoki. Majac dodatkowo na wzgledzie
aktualne dazenie do opracowywania technologii bezodpadowych i zagospodarowa-
nia wytwarzanych produktéw ubocznych nalezy poszukiwa¢ surowcéw do syntezy
skladnikéw preparatéw do usuwania powlok lakierniczych miedzy innymi w tej
grupie produktow. Niewatpliwg korzyscia takiego rozwigzania jest zagospodarowa-
nie produktéw ubocznych oraz obnizenie kosztow wytwarzania samego preparatu.

Przykladem takiego rozwigzania jest proba skomponowania preparatéow do
usuwania powlok lakierniczych opartych na produktach ubocznych powstatych
podczas utleniania cykloheksanu w technologii Cyklopol w Zakladach Azotowych
w Tarnowie-MosScicach S.A. [68].

UWAGI KONCOWE

Na podstawie przeprowadzonego przegladu mozna zauwazy¢ dominujaca
obecnie tendencj¢ do zastepowania niebezpiecznych dla zdrowia oraz srodowiska
aktywnych rozpuszczalnikéw substancjami o mniejszej szkodliwosci lub wrecz
substancjami nietoksycznymi. Do 2009 roku powszechnie stosowanym $rodkiem
byt chlorek metylenu, jednak przeprowadzone badania odnosnie jego szkodliwosci
doprowadzily do wycofania tego zwigzku ze sktadu preparatéw do usuwania powlok
lakierniczych. Podobna sytuacja moze wystgpi¢ w przypadku powszechnie stosowa-
nego obecnie N-metylopirolidonu.

W zwiazku z tym producenci starajg si¢ wprowadzi¢ preparaty oparte o zwiazki
mniej lotne oraz bezpieczne dla zdrowia cztowieka. Czesto stosowanym nietoksycz-
nym $rodkiem uzywanym w wielu kompozycjach jest alkohol benzylowy. Ponadto,
jako $rodki aktywne mozna uzy¢ takie zwigzki jak dimetylosulfotlenek, estry kwa-
sow dikarboksylowych, estry hydroksykwasow czy weglany alkilenowe. W trosce
o $srodowisko wprowadzane zostaja preparaty oparte na skltadnikach w pelni bio-
degradowalnych oraz nietoksycznych, powstale z odnawialnych surowcéw natural-
nych. Przyktadem sa preparaty oparte na produktach powstalych z przerobu soi. Na
rynku krajowym alternatywa moze by¢ produkeja preparatéw do usuwania powlok
lakierniczych w oparciu o tanie surowce, stanowigce produkty uboczne krajowego
przemystu chemicznego.

Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze firmy oferujace tego rodzaju preparaty
starajg sie opracowa¢ metody, rdwnoczesnej z odspajaniem powlok, bioutylizacji
powstajacych odpadoéw.
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Ignacy Z. Siemion, urodzony w roku 1932, ukonczyt studia chemiczne na Uniwer-
sytecie Moskiewskim w 1955. Doktorat na Politechnice Wroclawskiej — 1964. Dok-
tor habilitowany nauk chemicznych - 1968. Profesor nadzwyczajny - 1974, zwy-
czajny - 1981. Byt kierownikiem Zakladu Chemii Organicznej Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Wroclawskiego. Wlasne zainteresowania badawcze: chemia i stereo-
chemia peptydéw i bialek. Wypromowal 23 doktoréw chemii, z ktérych pigcioro
sie habilitowalo. Autor 9 ksiazek, 275 prac oryginalnych i okoto 150 artykutow
przegladowych i dotyczacych historii nauki. W latach 1983-1994 redaktor naczelny
sWiadomosci Chemicznych” Obecnie zaangazowany w pracy Gabinetu Historii
Chemii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Alicja Szastynska-Siemion, profesor zwyczajny w Instytucie Studiéw Klasycznych,
Orientalnych i Srédziemnomorskich Uniwersytetu Wroctawskiego. Autorka licz-
nych prac z zakresu literatury starogreckiej oraz jej recepcji w Polsce i nowozytnej
Europie, zwlaszcza réznych gatunkoéw liryki i epigramatu, m.in. ksigzki o poetce
greckiej, Safonie (Ossolineum, Wroctaw 1994), Wspétautorka pracy o Ilwowskim
chemiku, Ignacym Martinowicsu i ttumaczka z jezyka facinskiego obszernych partii
jego podrecznika chemii.
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ABSTRACT

In the paper, the scientific activities of Polish scientist Michat Jan Borch (1753-
1811) are briefly discussed, The Polish translation of Borch’s article (published in
“Atti dell’ Academia della Scienza di Siena” in 1781) on the luminescence of the sea
and different ideas on what could cause the phenomenon is presented. The attempts
of Borch to isolate the luminescence — generating substance from decaying sword-
fish are discussed in the light of some later data on the chemiluminescence of orga-
nic compounds, Connected to bioluminescence experiments of our other scientists
of that time (G. Forster and K. Kortum) are also quoted.

Keywords: M. Borch’s scientific activity, sea luminescence, luminescence of decay-
ing swordfish

Stowa Kluczowe: dziatalno$¢ naukowa Borcha, luminescencja morza, luminescencja
zepsutych miecznikow
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Michal Jan Borch (1753-1811) wywodzil si¢ od wiekéw ze spolszczonej,
rodziny inflanckiej, osiadlej w Polskich Inflantach, na pograniczu obecnej Lotwy
i Litwy, Rodzina, ktdrej poczatki siegaly czasow Zakonu Kawaleréw Mieczowych,
ulegla w ciggu wiekow calkowitemu spolszczeniu. Ojciec Michata byl nawet kanc-
lerzem wielkim koronnym Krolestwa Polskiego. Michal Jan uczyt si¢ w warszaw-
skim Collegium Nobilium. Za mtodu myslat o karierze wojskowej. Stuzyt w gwardii
krolewskiej i byl nawet ranny podczas stynnego zamachu konfederatéw barskich
na krola Wezesnie jednak ujawnily si¢ u niego pasje naukowe, ktdre szczegélnie
byty mocne w czasie kilkuletniej podrézy do Zachodniej Europy. Jej trasa biegta
przez Niemcy, Szwajcarie (gdzie zatrzymal si¢ diuzej), Francje i Wlochy. W Genewie
pozostawal pod wyraznym wptywem wybitnego przyrodnika tego kraju, Ch. Bon-
neta (1720-1793). Naukowe pasje Borcha dotyczyly gtéwnie mineralogii i chemii.
W chemii byt wyznawcg teorii flogistonowej. Jego dzielo o mineralogii Sycylii obar-
czone jest mocno takimi pogladami i dzi$§ nie moze by¢ uwazane za progresywne dla
6wczesnej nauki, chociaz dokumentuje gorliwo$¢ badawczg.

Rozwinietg biografie Borcha skreélt nie tak dawno totewski historyk nauki,
Stradins [1]. Obszerna tworczo$¢ naukowa Borcha nie byta, jak dotad, szerzej trak-
towana w naszym kraju. Szerszego omoéwienia doczekal si¢ jedynie memorial Bor-
cha, w ktérym przedstawit swoje nowatorskie idee na temat, jak ja dzi$ si¢ nazywa,
biogeochemicznej metody poszukiwania z16z rud metali. Polegala ona na wykorzy-
staniu znajomosdci roélin rosnacych w okreslonej okolicy. I tak np. obecno$¢ réza-
necznikéw miata wedlug Borcha $wiadczy¢ o obecnosci rud zelaza. Kierujac si¢ ta
wskazowka, odkryl Borch we Francji dwa zrédla wdd zelazistych. Memorial ten
przedstawil Borch w 1776 roku, w Akademii w Dijon. Pozostawalo to w zwigzku
z procedurg przyjecia Borcha do tego gremium. Niezaleznie, przekazal pdzniej ten
memorial krélowi Stanistawowi Augustowi. Materialy te opublikowal Gawel [2]
w ,,Pracach Muzeum Ziemi” a wysokg ocene¢ dal im Maslankiewicz [3]. Uwage che-
mika zwracajg tam analizy jako$ciowe wdd zelazistych, przeprowadzone przez Bor-
cha. Opieraly si¢ one na wykorzystaniu reakcji charakterystycznych, miedzy innymi
obecnos¢ zelaza stwierdzal Borch przy pomocy reakeji probki wody z ,,alkali flogi-
stonowym’, to jest z cyjankiem.

W ostatnim czasie Siemion i Latko przestali do druku [4] polskie ttumaczenie
pracy Borcha o truflach piemonckich. Jest to wysoce odkrywcza praca, dotyczaca
sposobu rozmnazania si¢ trufli i aktualnego jeszcze podéwczas mniemania o ich
samorodztwie. Ta praca nie znalazla, jak dotad oddzwieku w polskim pismiennic-
twie, cho¢ jest, bez watpienia, bardzo istotna dla oceny miejsca Borcha w polskiej
tradycji naukowej. Jej ostatnia cze¢$¢ stanowi rozdzial o chemicznym badaniu trufli.
Narzedziem badania jest sucha destylacja trufli. Zabieg suchej destylacji materia-
tow biologicznych byt typowym zabiegiem tamtych lat. Przeprowadzano dziesigtki
takich prob, izolujac kolejne frakcje destylatu: najbardziej lotny ,,spirytus’, potem
»flegme” i ,0lej> Nie wychodzono poza taka ogoélng charakterystyke destylatu.
O izolacji konkretnych zwigzkéw organicznych nie byto jeszcze mowy. Pozostalos¢
podestylacyjna, zwana ,,caput mortuum” (martwa glowa) spopielano i badano na
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zawarto$¢ weglandw (burzenie si¢ po zadaniu kwasem). Borch w swoim dzietku
dokladnie opisal przebieg destylacji trufli i uzytych w kontroli grzybéw. Podejmuje
tez polemike z wynikami wspofczesnego mu badacza, Severina, wyznawcy pogladu
o powstawaniu trufli pod wplywem ,sity fermentacyjnej”. Severin stwierdzil, ze
destylacja trufli przebiega podobnie jak innych grzybéw, a spopielona pozosta-
to$¢ jest zasadowa i burzy sie z kwasami. Borch uzyskat inny wynik. U niego sucha
pozostalos¢ byla kwasna i burzyta sie po zadaniu zasada. Nie jestesSmy dzi$§ w stanie
orzec, jak bylo na prawde. Jestesmy raczej sklonni powiedzie¢, ze ten wynik Bor-
cha byt prawdopodobnie bledny, co nie zmienia zresztg zasadnosci jego polemiki z
pogladami Severina na temat rozmnazania sie trufli. Trudno jednak nie odnotowa¢,
rzadkiego przeciez wtedy u nas przykladu zastosowania przezen techniki pracy che-
micznej do badania materiatu biologicznego.

W niniejszej publikacji omawiamy inng prace Borcha, prace o ,,fosforze morza”
Podczas swojej podrozy na Sycylie i Malte, jaka podjal pod koniec roku 1776, zaob-
serwowal on intensywng poswiate morza, ktorej przyczyny nie znano. Dopiero
znacznie pdzniej ustalono, ze przyczyna zjawiska sa zyjace w morzu bakterie. Borch
opisat swoja podréz w solidnym tomie ,,Listow o Sycylii i Malcie” [5]. Ksiazke te
napisal po francusku. Miala one tez dwa osiemnastowieczne wydania niemieckie.
Byla wiec dzielem bardzo poczytnym. Pisal ja przyrodnik z zamilowania, peino
wiec tam réznorodnych wiadomosci przyrodniczych. Pisat tam Borch co nastepuje:
»Jeszcze dwa stowa o zwyczajnym, a mimo to wyjgtkowym fenomenie, ktéry mia-
fem okazje zaobserwowaé na morzu. Jest to skladajace sie z nieskoriczenie wielu
iskier ognista krecha, widoczna na morzu. Na pierwszy rzut oka mozna jg uwazac za
odbicie gwiazd, ale widzi si¢ wyskakujace z morza male, ogniste czastki, ktore, gdy
ster, albo zerdZ zanurzy¢ w morzu, wyrzucane sg na schodki statku i $wieca jeszcze
przez jedng, dwie minuty, utrzymujac si¢ tam” [6].

Pobyt na Sycylii pozwolit Borchowi zaobserwowac réwniez $wiecenie rozkta-
dajacych si¢ ryb morskich. Bylo to podczas przeplywu lawic miecznika (Xiphias
gladius). Jest to potezna ryba, o dlugosci okolo trzech metréw, przy czym trzecig
cze$¢ jej dlugosci stanowi teb z poteznym mieczem (przero$nieta gorna szczeka).
Obydwa zjawiska zaobserwowal Borch w tym samym czasie, musialy wiec mu sie ze
sobg skojarzy¢. Korzystajac z tych okolicznosci zabrat si¢ Borch do izolacji §wiecacej
substancji rozkladajacych sie miecznikdéw. Swoje doswiadczenia opisal w rozpra-
wie, przedstawionej na posiedzeniu Akademii Nauk w Sjenie, 30 listopada 1778.
Pozostawalo to w zwigzku z przyjeciem Borcha na czlonka tej akademii. Rozprawa
zostala zamieszczona w Aktach Akademii (Atti dell’ Academia della Scienza di Siena,
t. VI, Siena 1781). Rozprawe te napisal po wlosku. Jej ttumaczenie na jezyk polski
przedstawiamy w aneksie do tej publikacji. Niezaleznie od jej rzeczywistej warto$ci,
jest ona godna uwagi jako przejaw wczesnej naszej tworczoéci naukowo-badawczej.

Opis doswiadczen Borcha jest klarowny i w zasadzie nie wymaga komentarzy.
Zebrany z trzydziestu Ibow rozkladajacych si¢ ryb wyciek poddal Borch destylacji
(byt to wariant destylacji z para wodng). Generujacy $wiatlo substrat przechodzit do
destylatu, do jego fazy organicznej. Oddzielong faze organiczng postanowil Borch
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»zestali¢”. Do tego celu uzyl czerwonej glinki (bolus). Byla to, jak mozna sadzi¢,
glinka lekarska, typu czerwonej glinki z Armenii (bolus Armenus $redniowiecza),
glinokrzemianowy preparat montmorillonitowy, o znakomitych wlasno$ciach sorp-
cyjnych. Na Slasku styneta lecznicza glinka strzegomska. Pisaliémy o niej stosun-
kowo niedawno [7]. Uzycie takiego podfoza do ,,zestalania” §wiecacej substancji ryb
byla ciekawym i sensownym pomystem Borcha. W ten sposéb otrzymal on staly
»fosfor morski”.

Koncowe fragmenty rozprawy Borcha zawieraja jego rozwazania dotyczace
przyczyn luminescencji zwierzat, morza i niektérych mineraléw (jak kamien bolon-
ski). Borch uwazal, ze wszystkie takie zjawiska powinny mie¢ te samg przyczyne
i upatrywal jej w dziataniu ,lotnej morskiej soli alkalicznej” W ten sposéb odda-
watl dan epoce, ktdra zjawiska nieznane zwykla byla ciagle jeszcze objasniaé czystej
wody spekulacjami.

Borch nie faczyl bezposrednio $§wiecenia morza ze swoim ,,fosforem zwierze-
cym”. W sprawie $wiecenia morza wypowiadat sie ostroznie. ,,Poglady na to zjawi-
sko - pisze — s3 rdzne, poniewaz jedni uwazaja, ze jest to efekt obecnosci $wiecacych
skolopendr, a drudzy przypisuja je wylacznie emanacji $wiatta bitumu morskiego,
ktory zapala si¢ i swieci, kiedy si¢ polaczy z flogistonem, albo rozsiewa sie w ota-
czajacym powietrzu atmosfery, albo pochodzi z odkladanych w glebi morza czesci
rozkladanych zwierzat morskich” Wyrazniejsze w tej sprawie stanowisko, zawart
Borch w jednym z rozdziatéw swoich ,Listow o Sycylii”. ,Mozna to — pisal — sen-
sownie objasni¢, kiedy sie zauwazy, ze na wode morsky skladajg sie dwie natury, nie
biorac pod uwage wilasciwej jej ciektosci, ktora jest cecha kazdej innej wody; jedna
z nich stanowi rozpuszczona sdl, ktora od pierwszego rzutu oka moze si¢ ujawnic
ijak udowodnita uzyta przez pana Bogainvilla maszyna pana Poissoniera, tatwo daje
sie od tego fluidu odciggna¢, druga jest rowniez rozpuszczona, ale tak ciggliwa i,
rzeklbym, tak mocno do tego fluidu przyklejona smofa, ze wydaje sie tworzy¢ z nim
jedno ciato i wszelkie chemiczne operacje i zabiegi przyrodnikéw nie przyniosty
jej oddzielenia, a wodzie morskiej przydaje ona goryczy i zywicznego smaku. Stad
mozna wnioskowag, Ze wlasnie ta smola jest przyczyna omawianego zjawiska” [8].

Jesli dzi$ spojrze¢ na doswiadczenia Borcha i da¢ wiar¢ jego wynikom, to
mozna je odnie$¢ do wezesnych prac nad chemiluminescencjg. Zjawisko chemi-
luminescencji zwigzkéw organicznych wnikliwie badat w latach 70. i 80. XIX wieku
lwowski profesor chemii, Bronistaw Radziszewski (1838-1914). Swoje w tym
temacie prace podsumowal w obszernym artykule w ,,Liebigs Annalen” [9]. W 75
rocznice ukazania si¢ tego artykulu poswiecit pracom Radziszewskiego specjalne
omoOwienie J. Kroh [10].

Badania Radziszewskiego dotyczyty roztwordw ciektych wielu substancji orga-
nicznych. Stwierdzil on, ze §wiecenie mozna zaobserwowaé w przypadku olejkow
eterycznych, niektérych weglowodoréw aromatycznych, kwaséw tluszczowych, ich
estrow i soli, alkoholi (poczawszy od zawierajacych cztery atomy wegla w fancu-
chu), fosfatydéw (jak lecytyna), i kwaséw z6tciowych. Swiecenie polega, jak dowiédt
Radziszewski, na powolnym spalaniu substancji organicznej. Proces stymulowatla
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obecnos¢ zasady. Jak stwierdzit Radziszewski, swiecenie stymulowaly nie tylko
zasady nieorganiczne, ale liczne zasadowe zwigzki o charakterze organicznym, jak
np cholina. Takie zwiazki, nie méwiac juz o amoniaku, fatwo mogtly sie znalez¢
w destylatach Borcha. Swiecenie tego destylatu moglo wiec by¢ przejawem tego
ogodlnego procesu. Borch nie byt oczywiscie w stanie cokolwiek powiedzie¢ o cha-
rakterze zwiazkéw organicznych, obecnych w jego destylacie. Chemia organiczna
praktycznie jeszcze nie istniala. Tym niemniej, jego usilowania, aby $§wiecaca sub-
stancje rozkladajacych si¢ ryb wydzieli¢, i dodatkowo jg ,zestali¢”, jest na pewno
godne odnotowania.

Wspdlczesnie o omoéwionych tutaj doswiadczeniach Borcha, nad zjawiskiem
luminescencji, a dokladniej bioluminescencji, pracowalo przynajmniej dwoch przy-
rodnikéw zwigzanych z naszym krajem. Najciekawszym i wartym omoéwienia, jest
chyba wynik Jerzego Forstera (1754-1794), ktory, urodzony w Prusach Krélewskich,
a wiec obywatel polski, przez kilka lat byl profesorem historii naturalnej Gtéwne;j
Szkoly Litewskiej (uniwersytetu w Wilnie). Zdobyl on sobie wielkg stawe udziatem
w drugiej podrdzy kapitana Cooka, ktérg opisal w bardzo poczytnej ksigzce. Po
powrocie z dwuletniego rejsu dookota §wiata przebywat w Londynie, a potem w Kas-
sel, gdzie byt profesorem w Collegium Carolinum. Tam zaprzyjaznit si¢ z pochodza-
cym z Torunia fizjologiem i anatomem, Tomaszem Sommeringiem (1766-1838).
Razem wykonali bardzo ciekawe doswiadczenie nad wplywem ,,powietrza zdeflo-
gistonowanego” (tj. tlenu) na $wiecenie ,,robaczkéw $wietojanskich”. Do doswiad-
czenia, wykonanego w czerwcu 1782 roku, uzyli meskich osobnikéw z rodzaju
Lampyris splendidula. Rezultaty eksperymentu oglosil Forster w wydawanym przez
siebie i Lichtenberga w Getyndze czasopi$mie naukowym [11]. Badacze stwierdzili,
ze w czystym tlenie Swiecenie owaddw jest bez pordwnania bardziej intensywne, niz
w zwyklym powietrzu atmosferycznym. Osobniki przeniesione ze zwyklego powie-
trza do tlenu tez zaczynaly znacznie intensywniej $wieci¢. Swiecenie jednego owada
przebywajacego w atmosferze tlenowej wystarczalo, by moc przy jego $wietle czyta¢
»Gottingische gelehrten Anzeigen” Taka za$§ samg czynno$¢ umozliwialo dopiero
uzycie czterech owaddw, pozostajacych w zwyklej atmosferze.

Forster przypuszczal, ze $wiecenie umozliwia obecno$¢ jakiegos ,,fosforu zwie-
rzecego”. Swiadczyta o tym jego obserwacja, ze po zmiazdzeniu owada jaki$ czas
$wieci substancja jego tkanek, przyklejona do palcéw. W gruncie rzeczy doswiad-
czenie Forstera dowodzilo, ze $wiecenie towarzyszy utlenieniu jakiej$ substancji
obecnej w organizmie owada, ale bedac wyznawcg teorii flogistonowej, Forster nie
mogl badanego zjawiska w ten sposéb zinterpretowa¢. Ciekawym tez spostrzeze-
niem Forstera bylo stwierdzenie, ze tlen nie wplywa w podobny sposéb na $§wiecenie
butwiejacego drewna debowego. O chemicznych i alchemicznych zainteresowaniach
uczonego jedno z nas pisalo szerzej gdzie indziej [12].

W nieco po6zniejszym czasie interesujace spostrzezenie, dotyczace biolumines-
cencji, zrobil Karol Kortum (1749-1808). Ten bankier warszawski z zamitowania
zajmowal sie fizyka i chemig. Szczegdlnie ciekawa wydaje si¢ jego praca nad elek-
troliza — jedna z pierwszych w pismiennictwie naukowym. O tym wielce ciekawym
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uczonym - amatorze, $wietng prace napisat Ruziewicz [13]. Wéréd wymienionych
tam publikacji Kortuma, znajduje si¢ doniesienie o bioluminescencji przechowywa-
nych w ciemnosci korzeni kozlka lekarskiego [14]. Swiecenie wystepowalo w miej-
scach przecigcia korzeni. Kortum odnotowat, ze $wiecenie wymaga dostepu powie-
trza. ,Bez dostepu powietrza — pisal - nie zachodzi zadne $wiecenie”. Podkreglal tez,
ze ma ono miejsce tylko wtedy, gdy korzenie sa wilgotne i stwierdzat, ze towarzyszy
mu zapewne ,,chemiczny rozklad i nowe polaczenie”.

Wraz z przedstawionymi tu eksperymentami Borcha, prace Forstera i Kortuma

stanowia ciekawy wklad do wczesnych badan nad chemiluminescencja,
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ANEKS

ROZPRAWA (MEMORIAL) PANA HRABIEGO BORCHA,

DOWODCY PIERWSZEGO PULKU KAWALERI I SZLACHTY (CHORAGWI HUSARII)
WIELKIEGO KSIESTWA LITEWSKIEGO NA TEMAT FOSFORU MORSKIEGO
PRZEDSTAWIONA W AKADEMII I ODCZYTANA PODCZAS PUBLICZNEGO

ZEBRANIA 30 LISTOPADA 1778 ROKU

Od roku 1677, w ktérym przestawny chemik Kunkel tak zdumiewajaco odkryt
glosny fosfor — ktoéry wprawdzie juz od kilku lat byt znany stawnemu Hamburczy-
kowi Brandowi, ale byl przez niego zazdro$nie utrzymywany w tajemnicy — w ciggu
nastepnych kilku lat wszyscy najdzielniejsi chemicy w Europie starali sie na wyscigi
odkry¢ i upowszechnié, znang tylko niewielu, tajemnice, tak interesujaca ze wzgledu
na cudowne zjawiska, ktére powodowala. Sg az zbyt dobrze znane prace stawnego
Margrafa i znakomitych Boilea, Hellota, Geoffroi Duffaya, Bechera, Sthala, i wresz-
cie panéw Macquera i Baumego, zeby sadzi¢, ze nalezy opisywac ich dzialalnos¢.
Wszyscy oni mieli na wzgledzie fosfor wymienionego Kunkela, i chociaz s3 pewne
réznice w ich badaniach nad olowiem rogowym (saturnus corneus — chlorek ofo-
wiu), lotnym alkali, a przede wszystkim nad spirytusami pochodzacymi z resztek
roélinnych i moczu ludzkiego doprowadzonego do konsystencji miodu, wszyscy
oni uzyskali te same wyniki z malymi tylko réznicami. Ale, kiedy duch ludzki,
podobny w tym do iskry elektrycznej, nabierze wigkszej mocy, i wigkszego blasku
wobec tych samych przeszkdd, ktére napotyka na swojej drodze, to za wysitkami
tych znakomitych profesoréw pojda tysiackrotne najdonioslejsze odkrycia. W ten
sposdb zostal znaleziony kamien bolonski, w ten sposob odgadnieto lub co najmnie;j
przeczuwano istote zywego piorunu, dzieki ktéremu rozblyska tak wiele swiecacych
owadow, sprochniale drewno i gnijace ryby, pewne spaty oraz inne wapienne fluory.
Takze w ten sposob umyst wypelniony odkrytymi prawdami i zasadami nabytymi w
trakcie tych prac, ustepuje wobec Zywego pragnienia nowych odkry¢, ktore dal mi
przypadek, a ktéry okazal sie tak cudowny, o czym zaraz opowiem. Pod koniec roku
1776, w czasie przeprawy z Neapolu na Sycylie, zaobserwowalem mndstwo $wie-
cacych czastek ktore ze wszystkich stron pokrywaly powierzchni¢ morza. Znane
mi juz byly badania prowadzone nad nimi od wielu lat przez licznych powaznych
fizykow, przede wszystkim te prowadzone przez panéw Rigault i Fougeroux w 1763
i 1764 roku. W ich wyniku poznano istot¢ tego zjawiska u niektérych polipéw czy
tez u skolopendr jednookich, dwuokich i innych $§wiecacych. Tak tez, zadawalajac
sie tymi wynikami, chwilowo nie zglebialem problemu. W kilka miesiecy pdzniej,
kiedy znalazlem si¢ w Palermo w czasie, gdy tak nasila sie przeptyw tawic miecznika,
ze nie ma znaczniejszego domu, ktory by nie uczynil z nich - zeby tak powiedzie¢ -
ekstrawaganckiego uzytku. Zauwazylem, ze kilka porzuconych bezuzytecznie tbow
tychze ryb, pozostajacych w stanie lekkiego gnicia, wydziela jasne i bardzo przy-
jemne dla oka $wiatto. Poniewaz zjawisko $wiecenia ryb w trakcie rozkladu byto
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zbyt pospolite, w pierwszej chwili nie poswigcitem tej obserwacji nalezytej uwagi.
Pézniej jednak wrocilem do niej z wigkszym zainteresowaniem, sadzac, ze to jest
wlasnie okazja i najbardziej dogodna sytuacja, by poswieci¢ sie naswietleniu tej
sprawy, i ostatecznemu wyjasnieniu tego zjawiska, tak niezwyktego, ktérego przy-
czyna az do tej pory nie jest znana. Przystapilem do tych badan stosujac wszystkie
operacje, jakie zna sztuka chemiczna, i po wykonaniu tej, nie tak znowu malej pracy,
otrzymalem wynik tak bardzo interesujacy nie tylko dla ludzkosci, ale i dla horyzon-
tow naszego poznania, ze nie nalezy trzymac go dtuzej w ukryciu.

Zanim jednak odslonie te tajemnice, nie wydaje mi si¢ rzeczg niegodng zain-
teresowania chemika, a takze czlowieka wyksztalconego, przeprowadzenie go, krok
po kroku, od moich pierwszych prac, az do ostatniego etapu mojego odkrycia.

Juz na poczatku, majac na uwadze watpliwosci, jakie mieli niektérzy chemicy
na temat istoty tego $wiecenia ciat w stanie rozkladu, potozylem nacisk na rygory-
styczne zbadanie samego zjawiska, i na izolacje oleju fosforycznego, ktéry ich zda-
niem byt w tych ciatach uwieziony. Hierne w swoim dziele ,,Prodromos historiae
naturalis Sveciae”, opisujac niezwykle wlasciwosci pewnej ziemi tego kraju, z okolic
Jeziora Bahus, ktora $wiecita pod wplywem rozcierania, opowiada o wydobytym
z niej oleju i podaje, Ze jest on ciemnozotty, pelen zanieczyszczen i cuchnacy, a takze
zapalny w zetknieciu z otaczajacym powietrzem, i catkowicie fosforyczny.

Az dotad wszyscy, ktérzy zajmowali sie tym przedmiotem, otrzymali — o ile ja
wiem - podobne lub niewiele réznigce si¢ wyniki, jak te ktore osiagnat rzeczony
chemik szwedzki.

Pouczony przez ich prace doszedtem do wniosku, ze musze p6js$¢ inng droga,
bo dopoki calkowicie nie zaniecham wygniatania fluidu fosforycznego, to zawsze
nie otrzymam nic innego, jak tylko olej metny, taki jaki uzyskalo wielu wczesniej
przede mna: Hjerne, Becher oraz inni stawni chemicy.

Wziglem zatem trzydzie$ci tbow miecznika (Bralem tylko gltowy, poniewaz
zaobserwowalem, Ze ta cze$¢ ciala jest najbogatsza w plyny oleiste, w co nikt nie
bedzie watpil, poniewaz glowa jest siedziba najcenniejszych czgsci naszego orga-
nizmu, i - zeby tak powiedzie¢ — centrum nerwoéw, miesni i zyl itd.), zawiesilem je
na $cianie, i pod kazda umiescilem czysta miske. W ten sposéb pozwolitem dziataé
samej naturze i w trakcie rozkladu, jaki zachodzi pod wplywem gnicia, zebratem
w tych naczyniach, kropla po kropli, olej thusty, metny, ciemnozdétty i bardzo mocno
cuchnacy. Po siedmiu dniach olej stat si¢ jasniejszy, poniewaz czastki, ktére go ota-
czaly, i - zeby tak powiedzie¢ — ukrywaly jego naturalna ptynno$¢, jakkolwiek niedo-
skonala, pod wplywem spokoju i sily cigzenia opadly na dno naczyn. W tym okresie,
ktory bede przedstawial, w drugim stadium badan nad substancja otrzymywalem
zawsze olej zolty, ale jasniejszy, mniej ttusty, i wydajacy zapach mniej przykry.

Kiedy sadzilem, ze ten olej oczysci si¢ sam przy staniu, i wystarczy sama reka
czasu, zeby stal sie przezroczysty jak inne tego typu fluidy, to sie mylitem, i po
bezowocnym wielodniowym oczekiwaniu, nie zauwazylem najmniejszej nawet na
moja korzys$¢ roznicy. Przywotalem wtedy na pomoc wode, Zeby przemy¢ ten olej
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i usung¢ czgsci obce, ktore mogly powodowac zbytnig gestos¢, ale ta proba nie data
zadnego innego skutku, jak tylko ten, iz przekonalem sie, ze kiedy olej fosforyczny
znajduje si¢ w stadium niedoskonalym, wydaje si¢ zmienia¢ wlasnosci i przyjmowac
ciezar olejéow pochodzacych z roslin krajow tropikalnych — mogtby to by¢ sasofras
(wawrzynowate), drzewo cynamonowe itd. - i opada na dno naczynia, a odwrotnie,
kiedy jest oczyszczony, staje sie tak lekki, ze najmniejsza warstwa wody utrzymuje
go na powierzchni, podobnie jak oleje cedrowe, cytrynowe i temu podobne. Kiedy
jednak w tej mieszaninie oleju z woda jego istota palna nie uniosta go w calosci
do gory, uznalem, ze trzeba go destylowad, tak, jak sie to czyni podczas rektyfi-
kacji olejow esencjonalnych. Do tego celu zastosowalem zwykly alembik i uzytem
bardzo lagodnej fazni wodnej. Destylowalem tak przez pigtnascie kolejnych dni,
utrzymujac te sama temperature i otrzymalem najbardziej przezroczysta wode, na
powierzchni ktdrej unosit si¢ bialy, lekko zéttawy, olej. Oddzielilem olej od wody za
pomoca lejka, tak jak si¢ to czyni z olejami esencjonalnymi, i umiescitem go w kilku
krysztalowych kolbkach dobrze wyszlifowanych i zaopatrzonych w wyszlifowane
korki z tego samego materiatu. I juz od ponad roku, kiedy uzywam go w razie
potrzeby, ma on zawsze te sama jasno$¢ i przejrzystos¢ i wydziela takie mite $wiatlo,
jakie moze wydawac fosfor Kunkela lub co najmniej te, ktére sg sprzedawane pod ta
nazwa. Ponadto moge sie pochwali¢, ze ten fosfor, ktéry ma wszystkie wlasciwosci
wyzej wymienionego fosforu, odznacza si¢ takg jasnoscig, jakiej dotad nie widzia-
fem w zadnym fosforze.

Kiedy juz zapewnilem sobie pewnos¢ posiadania nowego morskiego cieklego
fosforu, tatwego do uzyskania, nabralem przekonania, ze nie bedzie zbyt trudno
nada¢ mu stalg konsystencje przez skupienie w masg i otrzymac to, co wszyscy nazy-
waja fosforo in pietra (fosfor skamienialy). Chociaz ten stan mial juz wcze$niej fosfor
Kunkela, na prézno staratem si¢ przez kilka dni to osiggna¢; wreszcie przyszto mi do
glowy, ze to wlasnie lotno$¢ moze by¢ przyczyng trudnosci w tego rodzaju konden-
sacji. By temu przeciwdziala¢, postanowitem postuzy¢ sie metoda stosowana przez
chemikoéw i fosforowi, ktdry juz osiagnal konsystencje toju, nada¢ forme laseczki,
wlasciwszg do tego celu. Przez matly szklany lejek napelnilem moim plynnym fos-
forem, zmieszanym z czerwong glinka (bolus), kilka szklanych rurek o réznej $red-
nicy. Rurki te zawiesilem pionowo nad tagodnym ogniem, ktory stopniowo wzmac-
nialem. Praca ta przyniosta mi wielki, pozadany sukces, poniewaz zobaczytem,
jak stopniowo najtlustsze czesci fosforu splywaja na dno rurki i taczg sie ze soba,
pomimo wrzenia, ktére powodowato rozpryskiwanie si¢ mieszaniny. Zadowolony
z efektu, z wielka ostroznos$cia usunatem rurki z sgsiedztwa ognia, i zostawitem, az
do ochlodzenia. Kiedy zauwazylem, ze mozna je wzia¢ juz do gotej reki, zajatem sie
obserwacja wynikow. Zauwazylem, ze w glebi rurek fosfor byt najsilniej skonden-
sowany na wysoko$¢ dwoch cali i czterech linii francuskich. Powyzej znajdowat sie
olej bardzo gesty, ale jednak ciekly, az do wysokosci pieciu cali lub nawet ponad.
Najwyzsza warstwa pozostala w stanie niezmienionym plynnego fosforu, tak jak
kiedy nalewatem ja do rurek. Wyjatem korki i odwracajac rurki wylalem po kolei
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oleje, ktore pozostaly przejrzyste, odpowiednio do ich gestoéci, ale nie udawato mi
sie wyjac fosforu skondensowanego, bo trzymaly go $cianki rurki. Wreszcie musia-
fem zgnie$¢ naczynie i w ten sposob otrzymalem laske skondensowanego fosforu,
o rozmiarach dwdch cali i czterech linii, jak to zauwazytem juz powyzej. Poddatem
go wszystkim wymaganym probom i stwierdzilem, ze nie jest gorszy od fosforow
Kunkela, Margrafa i innych.

Jest zatem rzeczg stuszng i oczywista, Ze to moje doniesienie nie wydawaloby
sie mi wystarczajace, gdybym do metody otrzymywania tego fosforu nie dodat kilku
spostrzezen na temat jego natury. Zyjemy w wieku pozbawionym przesagdéw albo
co najmniej trudniejszym dla tych wszystkich, ktérzy by chcieli wszystko w naturze
uporzadkowa¢, jednoczesnie na podstawie obserwacji przyrody musimy podzie-
li¢c przekonanie, ze panuje w niej jednos$¢ praw, ktore daja i ruch ogromnej licz-
bie obiektéw i ktdre ja upickszaja. Jesli zatem, wychodzac od tej generalnej zasady,
przyjmiemy te uniwersalna jednos¢, to po co szuka¢ we wszystkich zjawiskach przy-
rody jakiej$ innej zasady, po co przyznawaé tym kwasom i tym ziemiom sui generis
najmniejsze roznice, ktoére widzimy w ich wytworach?

Spréchniale drewno, ryby w stanie gnicia staja si¢ Swiecace, i nikt nie watpi, ze
jest to wynik dziatania malenkich, §wiecacych stworzonek, ktére si¢ tam zagniezdzily.

Morze o zachodzie storica wyglada jak pokryte §wiecagcymi punktami, ktére
sprawiajg wrazenie roznorodnego iskrzenia na powierzchni. Poglady na to zjawisko
sg rdzne, poniewaz jedni uwazaja, ze jest to efekt obecnosci §wiecgcych skolopendr,
a drudzy przypisujg je wyltacznie zwyklej emanacji §wiatla bitumu morskiego, ktory
zapala si¢ i $wieci, kiedy si¢ polaczy z flogistonem albo rozsiewa si¢ w otaczajacym
powietrzu atmosfery, albo pochodzi z, odkladanych w glebi morza czesci rozktada-
nych zwierzat morskich.

Kamien bolonski po swojej kalcynacji (w wyniku ogrzania) wydziela zywy
blask, rte¢ w rurce (wstrzgsana) $wieci, fosfor Kunkela, Margrafa, Newtona i innych,
czy to plynny czy tez staly, rozsiewa zywe i mite oku swiatto. Wszystkie te zjawiska,
ze wzgledu na pewne ich podobienstwo zostaly nazwane fosforycznymi, chociaz
kazdy stara si¢ znalez¢ dla nich wspdlng przyczyne, ale wiekszos¢ przyjmuje rdzng
ich podstawe.

Nie takie sg prawa rzadzace przyroda, jesli si¢ juz uzna za pewne, ze fluid elek-
tryczny, magnetyzm, grawitacja i flogiston, sa niczym innym jak sitami sprawczymi
poczatku, cho¢ réznie zmodyfikowanymi, to réznic nalezy szuka¢ w obrebie tego
podziatu.

Zeby jednak nie przedtuzaé niepotrzebnie tego dyskursu, zanim nastgpi podsu-
mowanie, oto wstepna analiza wszystkich tych réznic.

Spréchniale drzewo i ryby w stanie gnicia $wiecg z powodu obecno$ci w nich
$wiecgcych zyjatek, jak to zauwazono juz przed wieloma laty. Nie mialyby one takiej
wlasnosci, gdyby nad ich cialami, grzbietami, a zwlaszcza skrzydlami nie zostat roz-
proszony humor fosforyczny, podobny do tego, ktory zwykle pojawia si¢ na ciele
ludzkim, kiedy w wyniku bardzo gwaltownej wysokiej goraczki, ktos szybko wyjdzie
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na powietrze. Zdarza si¢ to powszechnie kiedy si¢ zmienia koszule, spodnie, albo
jeszcze, kiedy sie gladzi reka koci grzbiet pod wlos, lub kawatek tkaniny. W pierw-
szej chwili wszystkie te zjawiska wydaja sie mie¢ przyczyny rozne, ale po zastanowie-
niu, faczg sie w jedno$¢ i wszystkie wpadaja w tono tej samego zrédla.

Tu przypominam sobie anegdote przytoczong w Academia Curiosorum Natu-
rae, zwang przez powaznego chemika Henckela w dysertacji na temat potu fosfo-
rycznego - przy koncu jego Flora Saturnisans. Oto jego sfowa w moim ttumaczeniu:

»Pewien mdj przyjaciel, dzi$ juz niezyjacy, o temperamencie sangwinicznym,
czlowiek nauki, ktory uzywal w potrawach bardzo duzo soli, co stalo si¢ przyczyng
ataku podagry, pewnego dnia tanczyl tak zawzigcie, ze poczul si¢ bardzo stabo,
i myslal, ze umiera z racji gwaltowne wzburzenia humordéw i obfitego potu, ktory
one spowodowaly. Obecni, ktérzy go ogladali w ciemno$ci, zauwazyli, ze cala jego
koszula $wiecila, i - Zeby tak powiedzie¢ - wydawata si¢ calta ptong¢. Kiedy odzyskat
on przytomnos¢, byt mocno zaskoczony i zaczal domagac si¢ od przyjaciol, zeby
wszyscy potwierdzili prawdziwo$¢ tego wydarzenia, bo byli mniej od niego prze-
straszeni. Zazadano $wiecy, i - jak to fatwo kazdy moze sobie wyobrazi¢ - silniejsze
swiatlo zgasilo slabsze, tylko na koszuli odslonily si¢ czerwone plamki, takie, jakie
sie widzi na jezyku chlopcow, kiedy goraczkujg. Jednoczesnie dat si¢ odczué zapach,
ktéry jeden z obecnych lekarzy okreslil jako urynowy. Ten zapach byt nie tyle zapa-
chem lotnego alkali, co raczej silnego kwasu solnego, ostrego, podobnego do tych
ktore wydziela marynowana w occie kapusta, kiedy sie zaczyna psu¢ i nastepuje fer-
mentacja. Kiedy usunieto ponownie swiece, koszula znowu zaczela $wieci¢, ale juz
slabiej. Nie wiadomo, jak diugo to trwalo, poniewaz wszyscy stamtad wyszli”

Po opowiedzeniu tej historii, ten chemik tak objasnil przyczyne tego zjawiska.
Humory podagrykéw — moéwi on - cierpia czgsto od nadmiaru kwasu solnego,
wina, octu, piwa, wodki, mleka i innych, ktére powoduja wydzielenie w naszym
zoladku ogromnego nadmiaru kwasnych humoréw, o zapachu zblizonym do tego,
ktory wydziela kiszona przez Niemcéw kapusta. Ten zapach nie pochodzi wprost
tylko z tych pokarmoéw, ale takze jeszcze z soli morskiej, ktorej uzywamy do naszych
potraw. Soli zawdziecza si¢ istnienie lotnego alkali, a teraz mozemy tez ja uznac za
zrodlo fosforu. Nie mozna watpié, Ze stad si¢ biorg humory geste, stone, ziemiste
i bardziej stezone, i ze to one produkuja fosforyzujacy, badz temu podobny, pot.

Piekna i gteboka jest dysertacja panéw Rigault i Fougeroux i nie mozna w naj-
mniejszym stopniu przeczy¢ ich prébom dowodzacym, ze przyczyng zywego swiatta
iskier, ktére rozbtyskuja na powierzchni morza, nie sa owady, lub - zeby uzy¢ ich
stow — liczne $wiecgce skolopendry, jednookie czy dwuokie, ktére niekiedy sg iden-
tyczne z tymi, ktdre si¢ zagniezdzaja w prochnie i martwych rybach zagrozonych
rozkladem, i chociaz one w trakcie rozktadu przybierajg rdzng postaé, to przeciez
ich wlasno$ci nie zmieniajg sie. Nie moglyby one jednak mie¢ tych wlasciwosci $wie-
cenia, gdyby same nie byly wypelnione lotng alkaliczng sola morska, ktéra wytwarza
w nich ten pot fosforyczny, jedyna przyczyne ich $wiecenia.
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Krélestwo mineraléw jest nie mniej bogate w produkty fosforyczne: kamien
bolonski, oczyszczona rteé, wreszcie same fosfory, ktore produkuja takie cudowne
zjawiska, nie przyciagalyby naszej ciekawosci, gdyby nie zawieraly, mniej lub wigcej,
tych samych principiéw lotnej morskiej soli alkalicznej, ktora, jak sie uwaza w chwili
obecnej, jest bazg fosforu.

My sami, jesli spostrzezemy podobne zjawisko na naszej odziezy, nie budujemy
bezuzytecznych konstrukeji, dla wyjasnienia tych emanacji, bo sprawia je obfitos¢
tegoz wlasnie principium, ktére objawia si¢ w nas, zauwazalnie, w mniejszym lub
wiekszym stopniu, w zaleznosci od wigkszego lub mniejszego nadmiaru lotnej mor-
skiej soli alkalicznej, ktorg spozyte przez nas pokarmy wydzielity, sprawiajac wzbu-
rzenie w naszym zoladku.

Ferment, menstruum, czy tez kwas zoladkowy, ktéry ma trawic przyjete przez
nas pokarmy nie sg jeszcze dzi§ traktowane powaznie, jest jednak rzecza pewna,
ze ten kwas tworzy tysigce soli obojetnych, taczac si¢ z ciatami réznej natury, ktére
sktadajg sie na nasz pokarm i on musi by¢ silniejszy od wszystkich innych, pozo-
stajac z nimi we wlasciwej proporcji, poniewaz on nasyca i podporzadkowuje sobie
wszystko, co podlega strawieniu.

Dotaczmy do tego nasza drobng obserwacje na temat sposobu w jaki pojawiaja
sie owe iskry fosforyczne.

Kiedy krzesanie krzemienia albo skatki zapalajacej powoduje zapalenie paproci,
to nie prawda, ze iskry wyskakuja z krzemienia albo skaltki. Ani jedno ani drugie
nie zawiera w sobie jakichs$ czasteczek palnych, ktore sie wlasnie pojawity. To twar-
dos¢ dwoch cial, ktdre zblizone do siebie, stawiajg niemal réwny opdr gwattownym
wstrzasom, zageszczajac powietrze miedzy nimi, a ten opor, wzajemnie wywierany,
laczy czasteczki saletrzane i zapalne rozproszone w powietrzu, i zapala je dzigki cie-
plu, ktore wytwarza pocieranie gwaltownie uderzanych o siebie dwoch cial.

To samo zachodzi w zjawiskach fosforycznych, ale z mniejszg sila, poniewaz
w naturze efekt jest zawsze proporcjonalny do przyczyny. Gwaltowne wzburzenie,
wytworzone w naszym zoladku poprzez wzajemne dziatania kwasu zotadkowego
z przyroda mu przeciwstawng, przejawia si¢ w calej objetosci krwi, w rdzeniu i we
wszystkich wydzielinach, a kiedy to cieplo trafi na §wieze powietrze, to nie tyle
atakuje czgstki zapalne, co natychmiast powstaje rownowaga, i az do chwili, kiedy
osiggnie stan doskonaly, wida¢, jak ze wszystkich czesci ciata wychodzg iskierki
podobne do elektrycznych. A wiec, przebiega to tak, w jak kuleczkach fosforycz-
nych, kiedy powietrze atmosferyczne zostaje zuzyte — jak sie to moéwi — $wiatlo
ginie i zjawisko zanika. Ta tematyka jest tak bogata, ze mozna by przytoczy¢ tysigce
argumentow dla poparcia tego systemu. Przedstawi¢ to w innej rozprawie, ktdra
bedzie poswiecona wylacznie tej tematyce. To, co powiedzialem tutaj, wystarczy dla
znawcow. Spodziewam si¢ zatem, ze jesli w rozumowaniu moim bfadze, znakomita
Akademia, ktorej to przedstawiam, wybaczy moja stabo$¢ ze wzgledu na moje nowe
odkrycie, a zwlaszcza na moje zywe w nie zaangazowanie.
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NOWE WYDAWNICTWA

L1

Bogdan Burczyk, Biomasa surowiec do syntez chemicznych i produkcji Oficyna Wydawnicza Politech-
niki Wroctawskiej, Wroctaw 2011, Wyd. 1, str. 255, oprawa miekka, cena okoto 35 zt.

Biomasa ro$linna i zwierzeca byla dla cztowieka jedynym Zrédlem pozywienia, odzienia i energii
cieplnej do potowy XVIII w,, tj. do ery paliw kopalnych, ropy naftowej i gazu ziemnego. Kryzys ener-
getyczny z poczatkiem lat 70. ubieglego wieku uswiadomit nam, ze surowce kopalne w tym gaz ziemny
i ropa naftowa ulegna w niedalekiej przysztosci wyczerpaniu i nalezy zwrdci¢ wieksza uwage na surowce
odnawialne. Znalazlo to odzwierciedlenie w paradygmacie zréwnowazonego rozwoju cywilizacji w tzw.
Raporcie Brundtland - zgodnie, z ktérym ,ludzkos¢ jest podmiotem zréwnowazonego rozwoju, ktéry
powinien jej zapewni¢ zdrowe i twércze zycie w harmonii z natury”

Kierujac sie¢ w duzej mierze zasadami zielonej chemii, podjeto intensywne, wielokierunkowe bada-
nia nad mozliwo$cig otrzymywania z réznych rodzajéw biomasy poszukiwanych na rynku zwiazkéw che-
micznych, w tym biopaliw otrzymywanych dotychczas z ropy naftowej. Rosta liczba publikacji poswie-
conych tematyce biomasy jako surowca do syntez chemicznych i produkgji paliw. Sklonito to znanych
wydawcow czasopism chemicznych do powolania nowych tytutow: Green Chemistry, Biofuels, Biopro-
ducts, Biorefining, Chem. Sus. Chem., Energy, Environmental Science, Biomass Conversion and Biorefinery.

Wielokierunkowe badania otwieraly ogromne mozliwosci opracowania nowych innowacyjnych
proceséw przetwarzania biomasy. Surowce odnawialne zastepuja powoli surowce petrochemiczne w
produkgji tworzyw sztucznych i paliw ptynnych. Tempo zastepowania surowcoéw petrochemicznych uza-
leznione jest mocno od poziomu rozwoju metod biotechnologicznych. Dobrze si¢ stalo, ze do rak pol-
skiego czytelnika trafita bardzo dobra ksigzka prof. Bogdana Burczyka, ktory jest od dawna gorliwym i
wytrwalym propagatorem zielonej chemii i zarazem innowacyjnego przetwoérstwa biomasy. Jestem gle-
boko przekonany, ze ta $wietnie napisana ksigzka dostarczy czytelnikowi obszerny material dotyczacy
biomasy i innowacyjnych proceséw jej przetwdrstwa. Recenzowana ksigzka sktada sie z o$émiu rozdzialow,
w ktorych przedstawiono najnowsza literature dotyczaca przetwérstwa réznych rodzajéow biomasy z moz-
liwo$ciami otrzymywania z niej prekursoréw do syntez chemikalidow i paliw.

Scharakteryzowano polimery naturalne jako zamienniki trudno biodegradowalnych polimeréw
syntetycznych oraz opisano ich nowe reakcje i zastosowania. W monografii uwypuklono rosnaca role
cukréw i otrzymywanych z nich surowcow stuzacych do syntez zwigzkéw otrzymywanych dotychczas
z surowcOw petrochemicznych.

Szeroko opisano nowe reakeje triacylogliceroli (oleje rodlinne, thuszcze zwierzece) ze szczegélnym
podkresleniem waznych z praktycznego punktu widzenia reakgji grupy karboksylowe;.
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Znaczng uwage pos$wiecono estrom kwasow tluszczowych (transestryfikacje tluszczéw malocza-
steczkowymi alkoholami, gliceroliza ttuszczow, estry cukrowe kwasow ttuszczowych).

Wiele miejsca poswiecono utylizacji gliceryny — nowego ,,surowca odnawialnego” bedacego pro-
duktem ubocznych syntezy biodiesla estrowego.

W jednym z rozdzialéw czytelnik zapozna sie¢ z glebokimi przemianami niektorych zwigzkow
monoterpenowych, ktére s3 waznymi $rodkami zapachowymi i smakowymi. Autor podkresla, ze doko-
nano tego wielkiego postepu dzieki rozwojowi katalizy homogenicznej i heterogenicznej, ktére umozli-
wily uzyskiwanie duzych stopni konwersji i selektywnosci. Duzo miejsca Autor poswiecil glonom. Glony
uwazane s za odnawialny biologiczny magazyn energii stonecznej. Opisano ich charakterystyke, pro-
dukty i zwigzki chemiczne, ktore mozna otrzymac z glonéw (biatka, weglowodany, lipidy, weglowodory,
pigmenty, zwiazki biologicznie czynne, zywnos¢, pasze, dodatki do pasz, nawozy oraz paliwa: metan,
wodor, etanol, biodiesel). Autor przedstawil tez warunki hodowli glonéw.

Z zalozenia ksiazki, najobszerniejszy rozdzial dotyczy biopaliw, dla ktérych biomasa jest gtéwnym
surowcem odnawialnym majacym zastapi¢ kopalne surowce energetyczne. Najwigksze perspektywy
wdrozenia do praktyki maja biorafinerie ligninocelulozowe. Ich rozwojowi sprzyja dostepno$¢ surowca
odnawialnego réznego pochodzenia, jego niska cena oraz rozstrzygniecie watpliwosci i zastrzezen doty-
czacych zastosowania zboz i thuszczéw jako surowcéw przemystowych przy braku zywnosci w $wiecie.

Coraz wigksze zastosowanie znajdujg biopaliwa ciekle i gazowe otrzymane z biomasy ligninocelu-
lozowej, glonéw i wodorostéw. Kazdy z rozdziatéw ksigzki, dotyczacy wybranego problemu zaopatrzony
jest w przypisany mu wykaz literatury, co utatwia czytelnikowi dotarcie do materiatu zrédlowego.

Ksiazka wydana zostata bardzo starannie i z przyjemno$cia bierze si¢ ja do reki. Tematyka dotyczaca
przyszlosciowych odnawialnych surowcoéw chemicznych jest przedmiotem szerokiego zainteresowania
wéréd chemikow wszystkich specjalnosci, a w szczegdlnosci inzynieréw przemystu chemicznego i studen-
tow kierunkéw chemicznych w tym studiow doktoranckich.

Mam nadzieje, ze ksigzka trafi do szerokiego kregu odbiorcéw, a zwlaszcza pedagogow, a takze
mlodziezy szkot $rednich oraz biznesmenodw i lideréw przemystu. Wierze, ze pobudzi ona czytelnika do
dhuzszego, aktywnego poznawania probleméw dotyczacych biomasy, waznego odnawialnego surowca dla
chemii w przysztosc.

Tadeusz Paryjczak
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INFORMACJE

INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2013

Redakcja miesigcznika PTCh ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze wyso-
kos¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomosci Chemicznych” za 2013 r. bedzie wynosita
200 zt dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych. Dla czlon-
kéw PTChem 20 zI. Naleznos¢ za prenumerate prosimy przekazywac na konto:

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

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkéw PTCh, polaczona

z oplatg sktadek czlonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujaco:

- prenumerata ,Wiadomos$ci Chemicznych” na rok 2013 wraz ze sktadka

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

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

rata — 20 zl); a nauczyciele szkoél $rednich i podstawowych placa 40 zi
(sktadka - 20 zl, prenumerata - 20 z1).

Cztonkowie PTCh, ktorzy zechcg zaprenumerowa¢ ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA
NRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458
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Wyrdznione prace doktorskie lub habilitacyjne

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych” w porozumieniu z Radg Redakcyjna
podjeta decyzje o utworzeniu nowego dzialu, zatytulowanego ,Wyréznione prace
doktorskie i habilitacyjne”. Redakcja przyjmuje do publikacje artykuly oparte na
pracach doktorskich lub habilitacyjnych, ktore zostaly wyrdznione przez Rady
Wydzialéw, 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 ktorg 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 nadsytania swoich prac.
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Politechnika Wroctawska

Studia Doktoranckie na Wydziale Chemicznym

Wydziat Chemiczny Politechniki Wroclawskiej ogtasza nabdr na czteroletnie
stacjonarne STUDIA DOKTORANCKIE w roku akademickim 2013/2014,
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 sklada¢ w Dziale Nau-
czania Politechniki Wroctawskiej (Wybrzeze Wyspianskiego 27, budynek A-1,
pokoj 153) w dniach od 7 do 28 maja biezacego roku.

Przewidywany termin rozméw kwalifikacyjnych: 20-21 czerwca 2013.

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

Dodatkowe informacje, w tym o potencjalnych promotorach, mozna uzyskaé
na stronach internetowych Studium Doktoranckiego Politechniki Wroctawskiej
(http://www.doktoranci.pwr.wroc.pl) i Wydzialu Chemicznego (http://www.
ch.pwr.wroc.pl).
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Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa 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
1 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 molekut zamknietych 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

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

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

Praca zbiorowa, Nanomateriatly, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 z1.

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

Glosariusz nazw klas zwigzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. KaZzmierczak
1 J. 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 rocznicg 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 wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy kiero-
wac pod adresem: Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroclaw,
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, ktore zostaly wyréznione przez Rady Wydzialéw, 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 stanowia 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 oméwieniem w jezyku polskim (tzw. autoreferatem), Redakcja
przewiduje drukowanie obydwu tych wariantéw. Autorzy, ktorzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wcze-
$niej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie przesta¢ wstepnie przygotowang publikacje (redagowang na wzoér
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 ztozone w redakcji innego czasopisma.

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

« Opublikowana raz praca bez zgody Redakgji, nie moze by¢ wydawana gdzie indzie;j.

« 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.

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

 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 nadsytane prace s3 poddawane wstepnej ocenie, ktora okresla czy odpowiadajg randze i pro-
filowi ,Wiadomosci Chemicznych” oraz czy zostaly przygotowane zgodnie z formalnymi wymogami
MNiSW oraz Redakcji.

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¢ powtdrnie przestane do czaso-
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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$ wnioést 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) s3 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 rozpoczeta 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
$rodkéw 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¢ zwiezle, prostym stylem, wedlug zasad pisowni polskiej, z zachowaniem poprawnego i
obowigzujgcego nazewnictwa fachowego. Nie nalezy zamieszcza¢ nadmiaru szczegélow odsylajac Czytelnika do
pi$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 ktorzy nie chca ponosi¢ dodatkowych kosztéw, nie powinny przekraczac¢ 25
stron calej pracy (po wydruku w czasopi$mie) oraz drukowane bedg w wersji czarno biatej.

« 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.
zar6éwno 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 muszg 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 nastgpujacego podziatu:



Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi koncowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo 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 podac¢ 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 plikow.

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 tabel, 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 pogrubiona 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 zawieraé: 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 nastepujacej 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);

o 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 odpowiadajgce wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotéw. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakcji 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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Zachecamy do lektury znakomitej ksigzki
»Chemia filozoficzna” Jakuba Barnera

Najnowszym osiggnieciem Gabinetu Historii Chemii, Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego jest ksigzka Jakuba Barnera ,,Chemia
filozoficzna”. Publikacja zostala wydana przez Instytutu Historii Nauki
PAN im. L.i A. Birkenmajeréw PAN w Warszawie w ramach serii ,, Fontes
Rerum ad Historiam Scientiae Spectantium”

Ten doskonaly przektad jest efektem wspdlnej pracy prof. Kazimierza
Ignacego Orzechowskiego, historyka prawa i jego syna prof. Kazimierza
Wiadystawa Orzechowskiego, fizykochemika. W pracach nad przygoto-
waniem ksigzki do druku uczestniczyli tez prof. Alicja Szastynska-
Siemion, filolog klasyczny i prof. Ignacy Z. Siemion, ktéry opatrzyt ksiazke
obszernym wstepem zawierajacym koleje zycia i prac Jakuba Barnera.

Oryginal tacinski zostal zamieszczony w Internecie, natomiast nigdy
to XVII-wieczne dzielo, nie mialo polskiego ttumaczenia.

Jakub Barner, urodzony w polskim wtedy Elblagu, nalezat do elity
europejskich chemikow XVII wieku, studiowat medycyne w Lipsku, odbyt
szereg wedrowek naukowych po Europie, celem odwiedzania znanych
o — pracowni alchemikéw, poznawania ich tajemnic, sposobéw leczenia

= L i A Berkermaeriior PAN

ludzi, przygotowywania lekarstw, preparowania rozmaitych eliksirow. Byl
JAKUB BARNER nadwornym lekarzem kréla Michata Korybuta Wisniowieckiego, potem
Jana III Sobieskiego.
CHEMIA p * mosna. 7e bohat ie tryvlosii Henrvka Sienkiewi
FILOZOEICZNA rzypuszczaé¢ mozna, ze bohaterowie trylogii Henryka Sienkiewicza
widywali Jakuba Barnera wéréd krolewskich dworzan.
— Ksiazka, cytujac Panig prof. dr hab. Haline Lichocka jest ,,znakomita

Kagsmsorz Ignacy Oreechowski

o lekturg i zrédlem autentycznych informacji, dotyczacych historii kultury,
- - nauki i medycyny. Obecnie dziefo to jest bialym krukiem”.

e T, W wydaniu dzieta partycypowaly: Instytut Historii Nauki PAN,

Towarzystwo Naukowe Warszawskie, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego oraz Kasa im. Jézefa Mianowskiego — Fundacja Popierania

Nauki.

K. Lukjan
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