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Rozdzial 1

Metody przygotowania probki oraz rola matrycy w
spektrometrii mas z jonizacja przez desorpcje¢ laserowa

wspomagang matrycg (MALDI MS)

Grazyna Bartkowiak, Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

Réznorodne techniki spektrometrii mas sg szeroko stosowane w badaniu i
analizie zwigzkoéw chemicznych, czgsto o bardzo ztozonej budowie. Poniewaz
na widmie masowym widoczne sa tylko czastki, obdarzone tadunkiem
elektrycznym (dodatnim lub ujemnym), techniki MS wymagaja zjonizowania
badanej substancji. Mozna tego dokona¢ r6znymi metodami, z ktérych najstarsza
— jonizacjg strumieniem elektronow (EI-MS) - pociaga za soba wieloetapowy
rozpad czasteczek na fragmenty, prowadzacy do catkowitego zniszczenia ich
struktury. Niekiedy rozpad ten zachodzi tak szybko, ze nie rejestruje si¢ w
ogole czasteczki jako calosci, a na widmie MS widoczne sa jedynie fragmenty,
powstale z jej rozpadu. W tych wypadkach spektrometria mas nie umozliwia
wyznaczenia masy czasteczkowej badanego zwigzku.

Szerokie zastosowanie spektrometrii masowej do analizy makromolekul, a
zwlaszcza ztozonych bioczasteczek, stato si¢ mozliwe po wprowadzeniu technik
fagodnej, tzw. ,,migkkiej” jonizacji (ang. sofi ionization), zwtaszcza takich
jak jonizacja przez elektrorozpylanie (electrospray ionization, ESI) [1] oraz
jonizacja przez desorpcje laserowa wspomagang matryca (matrix-assisted laser
desorption ionization, MALDI) [2]. Ta ostatnia technika jonizacji umozliwita nie
tylko identyfikacje¢ i analiz¢ duzych molekut jak polipeptydy i bialka, ale nawet
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GRAZYNA BARTKOWIAK, GRZEGORZ SCHROEDER

nienaruszonych mikroorganizmow [3, 4]. Proteomika to dzisiaj dynamicznie
rozwijajaca si¢ dziedzina analityki medycznej [5, 6, 7, 8].

Technika MALDI MS rozwingta si¢ w koncu lat osiemdziesigtych XX
wieku na bazie podobnych metod migkkiej jonizacji jak FAB (bombardowanie
szybkimi atomami, ang. fast atom bombardment) i LDI (ang. laser desorption
ionization). Polega ona na wprowadzeniu probki do matrycy chemicznej, ktdra
obecna jest w nadmiarze (ok. 1000-krotny lub wigkszy nadmiar molowy) i
ktora umozliwia tatwe generowanie w fazie gazowej jondéw nawet z duzych,
nielotnych i nietrwatych termicznie czasteczek, takich jak biatka, bez naruszenia
ich struktury. Desorpcji i jonizacji czasteczek dokonuje si¢ za pomoca wigzki
lasera, przewaznie UV, a niekiedy IR. Kluczowa rolg w tej technice jonizacji

odgrywa matryca.

Rola matrycy w technice jonizacji MALDI MS

Gléwnym zadaniem matrycy jest pochlonigcie energii promieniowania
lasera i przekazanie jej probce oraz utatwienie jej odparowania do fazy gazowe;.
Oproécz tego matryca spetnia jeszcze wiele innych rol i dlatego jej material musi
odpowiada¢ licznym wymaganiom:

a) absorbowac¢ promieniowanie o odpowiedniej dtugosci fali, odpowiadajacej

dtugosci fali promieniowania lasera;

b) rozpuszczac si¢ w tym samym lub podobnym rozpuszczalniku, co probka;

¢) mie¢ zdolno$¢ wchtonigcia probki i rozseparowania jej czasteczek, np. na

drodze ko-krystalizacji;

d) utatwiac jonizacje¢ i desorpcje probki;

e) wykazywac¢ odpornos¢ termiczna;

f) chroni¢ probke przed intensywnym promieniowaniem lasera;

g) nie reagowac z probka i nie zaktdcac jej obrazu w widmie.

Rzadko, ktéra matryca spetnia wszystkie te warunki jednoczesénie i dlatego
stale trwaja poszukiwania nowych, doskonalszych, czgsto wielosktadnikowych
lub warstwowych matryc jak i roznych metod przygotowania probki i sposobow
mieszania jej z matryca lub nanoszenia jej na powierzchni¢ sondy MALDI.

Typowymi, klasycznymi juz matrycami MALDI sa aromatyczne kwasy
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METODY PRZYGOTOWANIA PROBKI ORAZ ROLA MATRYCY W SPEKTROMETRII MAS Z JONIZACIA...

karboksylowe, zawierajace grupy chromoforowe, zdolne do intensywnej
absorpcji promieniowania lasera o odpowiedniej diugosci fali. Obecnosc¢
kwasowych protondéw utatwia jonizacje obojetnych czasteczek analitu, jezeli
maja one zdolno$¢ przyjmowania protonow. Jednak niekiedy s$rodowisko
kwasowe jest niepozadane i stosuje si¢ matryce obojetne [9, 10, 11]. Nie
wszystkie tez zwiazki ulegaja protonowaniu (przyktadami moga by¢ polietylen
lub polistyren [12]), niekiedy jonizacj¢ osiaga si¢ przez kationizowanie jonami
metali [13] — srebra, miedzi lub pierwiastkow I grupy. Zwiazki o charakterze
kwasowym, ktore tatwo ulegaja deprotonowaniu, jak kwasy karboksylowe,
fenole, oligonukleotytdy, sa zwykle analizowane w trybie jondéw ujemnych
(MALDI ").

Techniki przygotowywania probki

Rzetelno$¢ wynikow analizy metoda MALDI MS zalezy w duzej mierze od
doboru matrycy, $rodka kationizujacego i rozpuszczalnika, od odpowiedniego
przygotowania probki, metody mieszania jej z matrycg oraz aplikacji na
powierzchni sondy. Wiele prac [ 10] poswigcono tym zagadnieniom, badajac rézne
kombinacje analit-matryca-kationizujaca s6l nieorganiczna-rozpuszczalnik oraz
rézne metody nanoszenia tych zwigzkéw badz ich mieszanin na ptytke MALDI.
Wykazano, ze istotne jest nawet tempo odparowywania z powierzchni sondy
MALDI rozpuszczalnika, zawierajacego probke, matryce i kation, gdyz od
szybkos$ci parowania zalezy rownomierno$¢ wspolkrystalizacji wymienionych
sktadnikow. Gdy rozpuszczalnik odparowuje zbyt wolno, nastgpuje separacja
i wykluczanie krysztatdw analitu i krysztatow soli kationizujacej (jezeli jej
dodano) z krysztatéw matrycy [14]. Aby uzyska¢ dobre, powtarzalne wyniki,
mieszanina ta powinna by¢é homogenna a dystrybucja analitu i kationu w
matrycy rownomierna. Aby uzyskac¢ ten efekt, wprowadzono m. in. nanoszenie
przez elektrorozpylanie (ang. electrospray deposition, ED lub ESD) roztworu
analit-matryca-kation na sonde¢ MALDI. Struktur¢ uzyskanych powierzchni i
rozmieszczenie poszczegdlnych jondéw badano metodg obrazowania ToF-SIMS.
Poréwnanie wynikow pomiarow MALDI z wynikami, uzyskanymi podobna
metodg ME-SIMS [15] (Matrix-Enhanced Secondary lon Mass Spectrometry)
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pozwolito wyciagnaé wniosek, ze MALDI (w przeciwienstwiec do ME-SIMS)
nie jest technika powierzchniowa, lecz daje obraz spektralny rowniez glebszych
warstw probki.

Wsrod roznych, czgsto stosowanych technik przygotownia probek i matryc

mozna wymienié:

Dla matryc stalych (SOLID MATRIX):

Dried-Droplet [16] (“wyschnigta kropelka™)
* roztwor analitu miesza si¢ z roztworem matrycy, nanosi na sonde
MALDI i pozostawia do wyschnigcia.

Matrix-first [13] (,,najpierw matryca”):
* na pltytke MALDI nanosi si¢ roztwor matrycy w rozpuszczalniku i
pozostawia do wyschnigcia; roztwor analitu nakrapla si¢ na wysuszong
plamke matrycy.

Sample-first [17] (“najpierw probka™)
*  roztwor probki nanosi si¢ na studzienke sondy MALDI i pozostawia do

wyschniecia, nastgpnie roztwor matrycy naktada si¢ na wierzch.

Sandwich [18] (“kanapka”)
* naplytke MALDI naktada si¢ kolejno: roztwor matrycy, roztwor analitu
1 roztwor matrycy, za kazdym razem pozwalajac wyschna¢ poprzedniej

warstwie przed nalozeniem nastepnej.

Spin-Coating
* metoda, opisana w literaturze przez Pererg [19], stuzy do przygotowania
prawie jednorodnych probek wielkich bioczasteczek przez nanoszenie
dos¢ duzych objetosci (3-10 pl) roztworu probki z matrycg na plytki
stalowe i kwarcowe o S$rednicy 1 cala; daje dobra powtarzalno$é

wynikow.
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METODY PRZYGOTOWANIA PROBKI ORAZ ROLA MATRYCY W SPEKTROMETRII MAS Z JONIZACIA...

Matrix-precoated Layers

.

plytka MALDI jest wstepnie pokryta warstwa matrycy; przygotowanie
probki jest uproszczone — sprowadza si¢ do naniesienia pojedynczej
kropli nierozcienczonego analitu na matryce; istnieje mozliwosé
nanoszenia bezposrednio wycieku z kolumn LC lub CE; jako podtoza
stuza cienkie membrany z nylonu, PVDF, nitrocelulozy, celulozy
modyfikowane anionowo lub kationowo i in.

Crushed-Crystal [20]

.

jako pierwsza warstwa nanoszone sg krysztaly matrycy, zmiazdzone
mechanicznie, a nastgpnie na t¢ ziarnista warstwe aplikuje si¢ stopniowo
roztwor analit-matryca; tworzy si¢ jednolity film, o duzej tolerancji
zanieczyszczen, dajacy wysoki prad jonowy.

Quick&Dirty (metoda “szybka i brudna”)

.

oddzielnie sporzadza si¢ roztwor matrycy i roztwor analitu; przewaznie
uzywa si¢ nieoczyszczonej probki; kroplg roztworu matrycy dodaje
si¢ na wierzch kropli roztworu analitu, miesza razem koncowka
mikropipety i suszy na powietrzu lub w strumieniu azotu. Metoda
szybka, umozliwia fatwe dodanie standardu do kalibracji.

Vacuum-Drying [21] (suszenie prozniowe)

modyfikacja metody ,,dried-droplet”; kropla mieszaniny matrycy
z analitem na ptytce MALDI jest suszona w komorze prozniowej
(otrzymuje si¢ drobne krysztatki analitu i matrycy, o duzej homogennosci
i dobrej powtarzalnosci wynikow).

Fast-Evaporation [22] (szybkie odparowanie)

matryca i probka na traktowane oddzielnie; najpierw nanoszony
jest roztwoér matrycy i szybko odparowywany, nast¢pnie roztwor
probki jest aplikowany na wierzch i rowniez poddany odparowaniu
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rozpuszczalnika.

Overlayer

kombinacja metody “crushed crystals” i “fast-evaporation” (szybkie
odparowanie rozpuszczalnika z cienkiej warstwy drobnych krysztatow,
a nastgpnie natozenie na t¢ warstwe roztworu mieszaniny matrycy
z analitem); rézni si¢ od poprzedniej tym, ze do aplikowanej probki

dodaje si¢ rowniez matryce.

Electrospray deposition (naktadanie przez elektrorozpylanie)

metoda wprowadzona przez Speira [23]; roztwor analitu rozpyla sig
elektrycznie na wierzch warstwy, utworzonej przez elektrorozpylanie
roztworu kwasu synapowego (ang. sinapic acid). Metoda data
dobre wyniki tylko dla peptydow mniejszych niz 10 jednostek

aminokwasowych.

Dla matryc cieklych (LIQUID MATRIX) [24]:

Chemical liquid (ciecz)

analit rozpuszczony w odpowiednim stgzeniu molowym w cieklej

matrycy.

Particle-Doped (two-phase) Liquid (ciecz domieszkowana czastkami statymi,

dwufazowa)

drobne czastki metalu lub grafitu, zawieszone w rozpuszczalniku,
zmieszane z analitem 1 substancja wigzaca; po odparowaniu
rozpuszczalnika tworzy si¢ pasta, ktora nanosi si¢ na ptytke MALDI;
drobniutkie czastki absorbuja silnie energi¢ lasera, ulatwiajac
desorpcje¢ analitu; wadg metody jest mozliwo$¢ zanieczyszczenia pomp

prozniowych i elementéw optyki jonowej drobinkami pytu.

14



METODY PRZYGOTOWANIA PROBKI ORAZ ROLA MATRYCY W SPEKTROMETRII MAS Z JONIZACIA...

Chemical-doped Liquid (ciecz domieszkowana chemicznie)
* do cieklego medium dodaje si¢ zwiazek organiczny, silnie absorbujacy

promieniowanie lasera i ulatwiajacy jonizacj¢ probki.

Metody specjalne (SPECIAL PREPARATIONS):

Solid Supports (podtoza state), m. in. metoda DIOS [65], desorpcji/jonizacji na
porowatym krzemie

W tej metodzie stosuje si¢ stale podtoza, najczesciej porowaty krzem (ang.
desorption/ionization on porous silicon, DIOS) lub modyfikowana krzemionke,
odgrywajace rolg matrycy. Wadg jest czesto ograniczony zakres mas badanych

zZwiazkow.

2D-Gels
Metoda stosowana do ztozonych probek biologicznych, badanych

bezposrednio w MALDI-MS, np. przez analize¢ zelu po elektroforezie.

Insoluble Samples [25] (probki nierozpuszczalne)
Probki nierozpuszczalne w rozpuszczalnikach ani w matrycy nanosi w
formie drobno zmielonego proszku, zmieszanego z matrycg i sprasowanego.

Stosowane do wielkoczasteczkowych polimerow syntetycznych.

Wybor matrycy zaleznie od zastosowania (matryce klasyczne i alternatywne)
Waznym zagadnieniem jest dobor matrycy do analizy MALDI, gdyz trzeba
ja dostosowaé do klasy badanych zwigzkow i1 parametrow stosowanego lasera.
Klasyczne, najczgséciej stosowane matryce MALDI zestawiono w Tabeli 1.
Klasyczne matryce stosuje si¢ gtownie w analizie MALDI-TOF MS
duzych czasteczek, czgsto o biochemicznym znaczeniu, jak biatka, peptydy,
weglowodany, oligonukleotydy czy polimery syntetyczne. W przypadku matych
czasteczek w analizie przeszkadza interferencja jonéw matrycy, ktore zaktocaja
widmo badanej substancji, zwlaszcza, ze stezenie matrycy jest duzo wigksze

niz analitu. Problem ten rozwiazuje si¢, stosujac matryce alternatywne, np.
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czasteczki nieorganiczne [27], matryce z supresja surfaktantem [28], fulereny
[29], wzglednie zwigzki o wysokiej masie czasteczkowej [30], znacznie
wyzszej od mas czasteczek analitu, np. modyfikowane porfiryny [31]. Oprocz
wymienionych matryc, coraz wieksza role w technice MALDI odgrywaja
materialy nanostrukturalne, wsrod ktorych mozna wymienié¢: porowaty krzem
[32], krzemiany [33, 34], nanoczasteczki krzemu [35], nanorurki weglowe [36]
i nanoczasteczki zlota [37]. Sg one stosowane w charakterze matryc MALDI,

niedajagcych w widmie masowym wcale lub prawie wcale jonow tla.

Tabela 1. Najczesciej uzywane matryce MALDI dla roznych klas oznaczanych zwigzkow,

zakresow mas czgsteczkowych i stosowanych laserow

Oznaczane zwiazki Matryca Skrot
Peptydy i biatka
Masa < 10 kDa [26 .
asa a [26] Kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy CHCA
Masa > 10 kDa Kwas synapowy (ang. sinapic acid)
Kwas 2-(4-hydroksyfenylazo)benzoesowy SA
Kwas bursztynowy (ang. succinic acid) HABA
L IR
aset 2,6-dihydroksyacetofenon
Laser UV Kwas ferulowy (ang. ferulfc aC%d)
Kwas kawowy (ang. caffeic acid)
FA
. Gliceryna
Mat ki
altyce clekde 4-nitroanilina
2,4,6-trihydrok fi
Oligonulleotydy e >ycrokeypilinon
Masa < 3,5 kDa . Y " fi’] Y THAP
masa > 3,5 kDA was aftrantiowy HPA
Kwas nikotynowy
salicylamid
Czasteczki organiczne | Kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (ang.
. . . DHB
(w tym mate) 2,5-dihydroxybenzoic acid)
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Polimery syntetyczne
- niepolarne Kwas trans-3-indoloakrylowy
(tmns—3-mafoleacrylzc acid) IAA
Ditranol
- polarne Kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (ang.
. S DIT
2,5-dihydroxybenzoic acid)
L DHB
Laser IR Kwas bursztynowy (ang. succinic acid)
Weglowodany DHB
Kwas 2,5-dihydroksybenzo-esowy
Kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy CHCA
- kwasowe 2,4,6-trihydroksyacetofenon THAP
Lipidy Ditranol DIT
Kwas synapowy (ang. sinapic acid) SA
Dend
endtymety Ditranol DIT
L SA
Fulereny Kwas synapowy (ang. sinapic acid)
Oligosacharydy 1-izochinolinol
Czasteczki T-2-(3-{4-t-butylo-fenylo}-2-metylo-2- DCTB
nieorganiczne propenylideno) malononitryl

MALDI na podlozach stalych
Monowarstwy samozorganizowane w MALDI

W toku poszukiwania coraz lepszych matryc do desorpcji i1 jonizacji
laserowej dla jak najszerszego zakresu badanych zwiazkow zrodzit si¢ pomyst,
by powierzchni¢ sondy MALDI pokry¢ warstwa, ktora bedzie selektywnie
wigzata niektore, wybrane zwiazki z podlozem, umozliwiajac ich analizg, a
jednoczesnie usunigcie innych, niezwigzanych substancji, przeszkadzajacych w

analizie 1 zanieczyszczajacych probke, np. przez odmycie ich bezposrednio z

powierzchni sondy.

Wiele metod przygotowania probki do analizy metoda MALDI MS wigze si¢
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z modyfikacjg powierzchni ptytki (sondy) MALDI z zastosowaniem membran
[38, 39, 40] cienkich filméw i monowarstw samoorganizujacych (SAMs).

SAM to supramolekularne warstwy (filmy) czasteczek, zwiazane z
podiozem droga chemisorpcji, czyli przez utworzenie wigzania chemicznego
pomigdzy podiozem (inaczej zwanym substratem) a odpowiednig grupg
funkcyjng czasteczek monowarstwy. Po pierwszym, bardzo szybkim etapie
adsorpcji fizycznej czasteczek na powierzchni, zachodzi reakcja chemiczna
miedzy czasteczkami a substratem (chemisorpcja, rys. 1.), ktora z reguly trwa

znacznie dhuze;.

Schemat osadzenia czasteczki
organicznej na powierzchni metalu (Au)
grupana
powierzchni

grupa
dystansujaca
(np. alkilowa)

—

sify van t‘j’erWaaISa
i elektrostatyczne
migdzy tafcuchami

grupa, wiazaca sie z

pov_véeHrzchnla chemisorpcja na

powigrzchni

Rysunek 1. Osadzanie czgsteczki tiolu na powierzchni zlota.

Gdy pokrycie substratu czasteczkami monowarstwy zbliza si¢ do
maksymalnego, nastgpuje dalszy etap porzadkowania monowarstwy —
,wstawanie” czgsteczek 1 ich orientacja prostopadle do podtoza. Wolne
przestrzenie s3 zapelniane nowymi czasteczkami, warstwa gestnieje i
samoorganizuje si¢, tworzac zwarty film, trwaty dzigki silnym sitom van der

Waalsa i oddziatywaniom hydrofobowym pomiedzy czasteczkami.
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Tworzenie si¢ samozorganizowanej monowarstwy czasteczek o dlugich
faficuchach alkilowych na powierzchni metalu przedstawia rys. 2.

Rysunek 2. Tworzenie sie monowarstwy samozorganizowanej (SAM) [37].

Niektore substraty sa szczeg6lnie podatne na oddziatywanie specyficznych
grup funkcyjnych modyfikujacych je czasteczek. Do takich klasycznych
procesé6w modyfikacji powierzchni i zestawow substrat-grupa funkcyjna naleza
[41]:

*  osadzanie si¢ zwigzkdéw siarkowych, zwlaszcza tioli R-SH i disulfidow

R-SS-R na powierzchni ztota, srebra i palladu (rys. 3);

— 4

phaskie podoze (200 5 nanoczgstha
S Bl Ao B da B THota (300

monovyarstvwa pentanatioly

Rysunek 3. Tiole tworzq monowarstwy nie tylko na plaskiej powierzchni, ale i na
nanoczgsteczkach ztota [37].

* osadzanie amin (R-NH,) na powierzchni poéiprzewodnika, selenku
kadmu (CdSe);
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» osadzanie alkoholi R-OH i alkendéw terminalnych na powierzchni

krzemu.

Zaleznie od wiasciwosci grupy terminalnej takiej monowarstwy mozna
zmieni¢ charakter modyfikowanej powierzchni, np. jej hydrofilowosé. rys. 4
przedstawia:

*  hydrofilowg powierzchni¢ czystego ztota przed modyfikacja (kropla

wody przylega dobrze do podtoza),

* powierzchni¢ ztota zmodyfikowana hydroksyalkanotiolami, gdzie
terminalne grupy —OH powoduja jeszcze wigksza hydrofilowos¢ (kropla
wody zupetnie rozptywa si¢ na powierzchni, kat zwilzania wynosi 0°)

*  powierzchni¢ zlota zmodyfikowang tiolami z terminalnymi grupami
trifluorometylowymi, ktére nadajg powierzchni charakter hydrofobowy
(kropla wody kurczy sie, kat zwilzania zmienia si¢ na 118°).

Monowarstwy samoorganizujgce, osadzane na ztocie, maja duze znaczenie
dla modelowania powierzchni w biochemii i biologii. Znaczenie to wynika z
nastgpujacych wlasciwosci monowarstw SAM:

a) monowarstwy o odpowiedniej budowie, np. posiadajace grupy
polioksaetylenowe, zapobiegaja nie-specyficznej adsorpcji bialek [42] na
powierzchni (do wickszosci powierzchni biatka adsorbuja niespecyficznie, co
jest przyczyng wielu niekontrolowanych reakcji powierzchniowych);

b) monowarstwy mozna projektowac pod wzglgedem struktury i wlasciwosci,
dobierajac czasteczki z odpowiednimi grupami funkcyjnymi na koncu fancucha
do osadzenia lub tez modyfikujac grupy terminalne monowarstwy juz po
jej osadzeniu na powierzchni; sprawia to, ze warstwy SAM mozna ,,kroi¢ na
miar¢”, dostosowujac je do potrzeb, np. do immobilizacji wybranych ligandow;

¢) istniejg metody, pozwalajace na warstwach SAM ,,drukowac” wzory, co
umozliwia kontrolg ksztaltow przyczepianych czasteczek i tworzenie macierzy
o okres$lonej zawartosci [43];

d) dobre przewodnictwo warstwy ztota, na ktorej osadza si¢ monowarstwe,

sprawia, ze do SAM mozna przyktada¢ napigcie, wywotujace reakcje redox,
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wplywajgce na strukture i wlasciwo$ci monowarstwy. Fakty te staly si¢ podstawg

elektroniki molekularne;.

Hz0

OH OH OH OH
B | |
HQD\ \[ ] ] |
Siihd E %ok A
Al S T T

SAM

Ao

Rysunek 4. Zmiana kqta zwilzania powierzchni zlota zaleznie od charakteru chemicznego

pokrywajqcej je monowarstwy [37].

Wymienione wlasciwos$ci monowarstw samozorganizowanych
spowodowaty nie tylko to, Ze zainteresowanie nimi i ilo$¢ aplikacji stale ro$nie,
ale tez wywotaly zapotrzebowanie na techniki analityczne, ktore umozliwia
doktadne zbadanie budowy i wlasciwosci powierzchniowych SAM, a takze dadza
mozno$¢ szybkiego i tatwego Sledzenie przebiegu reakcji na monowarstwie,
potaczonego z analizg produktow i wydajnosci reakcji. Wsrod wielu stosowanych
metod analitycznych szczegdlnie cenna okazala si¢ spektrometria mas, oparta na
desorpcji i jonizacji laserowe;j. Pionierskie prace Wilkinsa i Hanleya, dotyczace
badania SAM za pomoca MS z desorpcja laserowa, pozwolity zaobserwowaé
alkanotiole, disulfidy (rys. 5) 1 ich kompleksy z atomami ztota [44, 45]. Prace te
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daty poczatek zastosowaniu techniki MALDI do badania powierzchni i procesow
na nich zachodzacych. Naniesienie na badang powierzchni¢ standardowe;j
substancji, absorbujacej silnie promieniowanie lasera (matrycy) i wykonanie
pomiaru MALDI-TOF dostarcza bezposredniej informacji o sktadzie
monowarstwy. Mozna tez na monowarstwie przeprowadzi¢ reakcje chemiczng i
poréwnujac widma MALDI przed i po reakcji wnioskowaé o obecnosci, ilosci i

przyblizonej wydajnosci produktow oraz ich charakterze chemicznym.

desorpcjajonizacja

alkanotiolan

m/z

Rysunek 5. Desorbowane z monowarstwy zjonizowane czqgsteczki alkanotioli i disulfidow

alkilowych sq analizowane w spektrometrze mas [42].

Technika, laczaca wykorzystanie monowarstw samozorganizowanych,
osadzanych na powierzchni z analizg za pomocg spektrometrii mas z jonizacja
MALDI okre$lana jest czesto jako SAMDI (self-assembled monolayer
desorption/ionization) [46]. Jest ona stosowana do §ledzenia przebiegu
reakcji elektrochemicznych, zachodzacych w monowarstwach, w biochemii i
chemii medycznej, do badania przebiegu reakcji enzymatycznych, przemian
biomolekut i testowania lekow. Monowarstwa samozorganizowana moze
stuzy¢ do selektywnej immobilizacji analitow, ktére nastepnie pokrywa sig
warstwa matrycy i analizuje za pomocg spektrometrii mas MALDI-ToF. Zasadg
dzialania SAMDI na przyktadzie reakcji enzymu z substratem, osadzonym na
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monowarstwie SAM przedstawia rys. 6. [47]

Zasada dziatania SAMDI

immeobilizacja substratu enzymu

Bin %
2

1

matryca

przemycie
i dedanie

matrycy

3 dzialanie enzymu na substrat

terminalna
grupa
reaktywna . substrat enzymu

enzym

Rysunek 6. Schemat dziatania SAMDI. 1- monowarstwa z aktywnymi grupami,
osadzona na zlocie. 2 — substrat enzymu zostaje unieruchomiony na monowarstwie.
3 — monowarstwa z immobilizowanym substratem zostaje poddana dziataniu enzymu
i inkubacji. 4 — reakcja zostaje przerwana przez przemycie powierzchni; po dodaniu
matrycy nastepuje analiza przy uzyciu MALDI-MS.

Przyktad zastosowania SAMDI do charakteryzowania produktéow reakcji
elektrochemicznych ilustruje rys. 7. Monowarstwa, naniesiona na powierzchnig
zota, jest funkcjonalizowana grupami acetalowymi pochodnej hydrochinonu,

ktéra jest reaktywna w reakcjach utleniania-redukcji. Taka funkcjonalizacja
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stuzy do zabezpieczenia terminalnych grup aldehydowych. Grupy acetalowe
sa trwale w warunkach obojetnych, ale daja si¢ efektywnie usuwaé przez
utlenienie pierscienia hydrochinonowego. Przylozenie do podtoza Au napigcia
900 mV powoduje reakcje redox - utleniajaca hydrolize acetalu do aldehydu.
Widma SAMDI przed i po reakcji wykazujg obecno$¢ tych samych pikow tla,
pochodzacych od disulfidow alkanotiolowych (m/z 721 Da). Przed reakcja w
widmie obecne sg piki disulfidow z ochronng grupa acetalu hydrochinonowego
(m/z944), natomiast po reakcji tych pikow juz nie wida¢, a zamiast nich widoczne
sa sygnaly od disulfidow z wolng grupa aldehydowa na koncu tancucha (m/z
750). Wskazuje to na efektywny proces zdejmowania grupy zabezpieczajacej,
zachodzacy pod wplywem przylozonej roéznicy potencjatow. Uwolnione grupy
aldehydowe mogg teraz shuzy¢ do immobilizacji ligandow [48].

W trakcie przygotowywania powierzchni aktywnych biologicznie waznym
etapem jest immobilizacja na ich powierzchni czasteczek o okre§lonych,
pozadanych wilasciwosciach chemicznych. Do takich czasteczek nalezg
aktywowane estry, maleimidy, epoksydy czy nukleofile. Wazne jest sprawdzenie,
czy immobilizacja przebiegta pomysinie i do konca oraz czy inne, konkurujace z
pozadanymi czasteczkinie zostaty unieruchomione na monowarstwie. Turéwniez
dogodnym narzedziem jest SAMDI. W tym przypadku [49] (rys. 8) zastosowano
monowarstwe, zawierajaca grupy maleimidowe, rozmieszczone z malg
gestoScig w porownaniu z grupami oligo(glikolu etylenowego), stanowigcymi
tto 1 poddano ja reakcji z ligandami, zakonczonymi grupami tiolowymi. Grupy
maleimidowe reaguja z tiolowa grupg funkcyjna ligandu, ,,wytapujac” go w
sposob selektywny, natomiast grupy glikolowe, stanowiace baze monowarstwy,
zabezpieczajg powierzchni¢ przed adsorpcja niepozadanych biatek w
pézniejszym etapie testow biologicznych. Powierzchni¢ charakteryzowano
przy uzyciu spektrometrii masowej, wykazujac obecnos$¢ grup alkanotiolandw,
zakonczonych grupa maleimidowa przed reakcja oraz immobilizowanych

adduktow po reakcji.
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Rysunek 7. Charakterystyka reakcji elektrochemicznej, zachodzgcej na monowarstwie.

Na gorze — monowarstwa Au funkcjonalizowana acetalem i widmo SAMDI tej

monowarstwy przed reakcjq (721Da —disulfidy z grupami terminalnymi —OMe, 944 Da —

disulfidy z laktonowymi grupami terminalymiq). Na dole — obraz monowarstwy po reakcji

elektrochemicznej pod wplywem napiecia 900 mV (obecne wolne grupy aldehydowe)

iwidmo SAMDI tej monowarstwy(750 Da —

disulfidy z terminalnymi grupami —CHO).
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Rysunek 8. Immobilizacja ligandow z grupq tiolowg na monowarstwie, posiadajqcej
terminalne grupy maleimidowe. Efektywnos¢ takiego unieruchamiania mozna

kontrolowa¢ przy uzyciu MS®.

Konkretnym przykladem skojarzenia technik spektrometrii masowej z
desorpcja laserowg oraz zastosowania warstw samoorganizujacych jest badanie
aktywnosci kinaz*, tj. enzyméw, odpowiedzialnych za fosforylacje biatek,
reakcji o kluczowym znaczeniu w przebiegu proceséw komorkowych.

W opisywanym do$wiadczeniu”? na monowarstwe zawierajaca peptyd
RKRSRAE dziatano kinazg proteinowa G (PKG, ang. protein kinase G) i ATP.
Porownanie widm masowych SAMDI przed reakcja fosforylacji i po (rys. 9)
wykazuje, ze masa badanego peptydu wzrosta o 80 Da, jak mozna byto oczekiwaé
(wprowadzono jedna grupe fosforylowa) oraz ze caty peptyd przereagowat (brak
sygnatu niepodstawionego peptydu po reakcji).
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Podobny eksperyment przeprowadzono na mieszaninie peptydow (rys.
9¢), immobilizowanej na wspoélnej powierzchni (w tym przypadku widmo
SAMDI wykazuje sygnat od kazdego koniugatu peptyd-alkanotiol), a nast¢pnie
poddanej dziataniu kinazy kazeinowej 1 (wynikowe widmo SAMDI wykazuje
charakterystyczne dla fosforylacji przesunigcie sygnatu jednego z peptydow,
ktory jest substratem dla tej wlasnie kinazy, o 80 jednostek, podczas gdy sygnaty
pozostatych peptyddw pozostajag niezmienione).

Metoda SAMDI jest tez stosowana do badania oddzialywan miedzy
proteinami, gdy chcemy zmierzy¢ wigzanie si¢ biatka z ligandem na powierzchni
biochipu. Powszechnie stosowane do tej pory metody fluorescencyjne i
spektroskopia rezonansu plazmonowego sa dosy¢ kosztowne i majg liczne
ograniczenia, m. in. nie pozwalaja odrdzni¢ specyficznego i nie-specyficznego
wigzania substratu z podtozem. Metody, oparte na desorpcji laserowej,
umozliwiaja identyfikacje zwigzkow o masach do 100 000 Da i dlatego dobrze
nadaja si¢ do badania oddziatywan biatko-biatko. Przyktadowe doswiadczenie
ilustruje rys. 10. Zastosowana monowarstwa, zawierajaca chelat jonow Ni,
zostata uzyta do immobilizacji biatka, znakowanego histydyng. Widmo masowe
powierzchni dato sygnat, odpowiadajacy temu biatku przy m/z 70 kDa. Nastegpnie
napowierzchni¢ podziatano mieszaning biatka znakowanego histydyna i drugiego
biatka (M = 14 kDa), nie znakowanego, o ktérym wiadomo, ze oddziatuje z
poprzednim. W tym wypadku w widmie masowym widoczne byly sygnaly,
pochodzace od obu biatek (m/z 70 kDa i m/z 14 kDa). Gdy na powierzchni¢
sondy, pokrytej monowarstwa, naniesiono tylko biatko nieznakowane, nie
zarejestrowano jego obecnos$ci w widmie masowym, co $§wiadczy o tym, ze
monowarstwa z terminalnymi grupami tri(etylenoglikolowymi) skutecznie
zapobiega nie-specyficznej adsorpcji bialek na powierzchni monowarstwy.
Do$wiadczenie w odwrotnej kolejnosci (znakowanie tagiem histydynowym
drugiego biatka) wykazato analogiczng zalezno$¢. Male ilosci (rzedu mikrolitra)
probki i mato rygorystyczne wymogi co do jej oczyszczenia sprawiaja, ze

metoda jest dogodna dla mapowania oddziatywan miedzy biatkami.
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Rysunek 9. Zastosowanie SAMDI MS do badania aktywnosci enzymatycznej. Substrat
peptydowy enzymu kinazy G zostal unieruchomiony na monowarstwie, posiadajqcej
grupy maleimidowe (4) i poddany dziataniu kinazy. Widma SAMDI monowarstwy przed
i po reakcji fosforylacji enzymatycznej (B) wykazujg, ze masa alkanotiolu, zakonczonego
peptydem wzrosta o 80 Da (o PO, zgodnie z oczekiwaniem). Widma C przedstawiajq
miesazning wielosktadnikowq — czterech immobilizowanych peptydow przed reakcjg
(gora) i poddanych fosforylacji enzymatycznej kinazq kazeinowg 1 (dot); tylk ojeden
z peptydéw(M,) jest aktywny wzgledem tej kinazy(wzrost masy o 80 Da), pozostate sq

substratami innych kinaz [42].
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Rysunek 10. Monitorowanie oddziatywan biatko-biatko za pomocq SAMDI.
Do immobilizacji protein, znakowanych histydynowo, uzyto monowarstwy,
zawierajqcej chelat jonéw Ni(A). Widma SAMDI biatka A z tagiem (His), 70
kDa — (B), po lewej i tego bialka po oddzialywaniu z biatkiem B, bez znacznika,
14 kDa- (B), po prawej. (C), po lewej — widmo SAMDI biatka B z tagiem (His) ;
(C),po prawej — widmo SAMDI bialka B po oddzialywaniu z nieznakowanym
biatkiem A [42].

Nieocenione ushugi oddaje SAMDI w screeningu chemicznym wielkiej
ilosci probek. T¢ metodge zastosowano w poszukiwaniu inhibitora proteazy

Anthrax lethal factor [50], czynnika odpowiadajacego za zabdjcze dzialanie
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bakterii waglika. Metoda SAMDI umozliwita do$¢ szybkie przetestowanie
biblioteki 10 000 zwiazkow niskoczasteczkowych (rys. 11) i wytonienie sposrod
nich jednego, ktdry inhibituje czynnik $miertelny waglika, tj. toksyne, niszczaca

kinazy i prowadzaca do $mierci komorek zakazonego organizmu.
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Rysunek 11. SAMDI w screeningu 10 000 zwigzkow niskoczgsteczkowych w poszukiwaniu
inhibitora proteazy Anthrax Lethal Factor. (A) — substrat proteazy, immobilizowany
na monowarstwie. (B) — widmo monowarstwy przed dziataniem proteazy LF i po
(widaé rozszepienie tancucha peptydowego). (C) — testowanie biblioteki potencjalnych

inhibitorow LF na mikromacierzach. (D) — analiza wynikow testu za pomocg MS; wida¢

Jeden wynik pozytywny inhibicji (rozowe widmo, brak rozszczepienia peptydu) [42].
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Duza korzyscia, ptynaca z zastosowania spektrometrii mas z desorpcja
laserowa przy uzyciu warstw samoorganizujacych si¢ jest mozliwos¢ identyfikacji
dowolnych produktéw reakcji i odroznienia ich od substratow, jezeli tylko
r6éznig si¢ one masami, przy czym wystarczy, gdy ta roznica jest jednostkowa
(1 Da). Metoda ta nadaje si¢ dobrze do analizy produktow reakcji substancji
immobilizowanych na podtozach stalych. Jak pokazano na rys. 12, umozliwia
ona zarejestrowanie nawet tak nieduzych zmian w masie czasteczki, jak wymiana
atomu wodoru na deuter [51]. Dolne widma pokazuja monitorowanie reakcji
wymiany atomu wodoru grupy terminalnej monowarstwy na grup¢ fenylowa.
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Rysunek 12. Monitorowanie reakcji chemicznych czgsteczek, przyczepionych
do monowarstwy. (A) — deuterowanie terminalnego alkinu, wymiana H na D,
widmo wykazuje wzrost masy obserwowanych jonow o 1 Da. (B) — reakcja grupy
alkinowej z jodobenzenem (sprzeganie Sonogashira), w widmie obecne jony
adduktow fenylowych [42].
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Opisano wiele przyktadow uzycia powierzchni, pokrytych monowarstwami

samozorganizowanymi, jako bazy do przygotowania probek MALDI[52, 53].

Jednym z pierwszych zastosowan SAM w technikach MALDI MS byto
kowalencyjne wigzanie przeciwcial bezposrednio na powierzchni sondy MALDI
[54], umozliwiajace rozdziaty na bazie powinowactwa bezposrednio na sondzie
z pomini¢ciem etapu elucji.

Orlando [55] 1 wspolpracownicy zastosowali rézne monowarstwy
samozorganizowane w analizie peptydow i biatek, jako medium do ekstrakcji
on-probe (bezposrednio na sondzie) do fazy statej SPE (ang. solid-phase
extraction), wykorzystujac oddziatywania hydrofobowe albo tworzenie par
jonowych. Sondy MALDI, pokryte takimi warstwami nadajg si¢ do analizy
bardzo matych objetosci roztwordw peptydowo-biatkowych, nawet w wysokim
stopniu zanieczyszczonych solami nieorganicznymi, detergentami, buforami,
czynnikami solubilizujgcymi i chaotropowymi.

Dla poprawy zdolno$ci wigzacej z podlozem zastosowano polimery
szczepione na powierzchni warstwy SAM [56] w analizie zasolonych lub
rozcienczonych probek biatkowych. Modyfikacja powierzchni ptytki MALDI
roznymi grupami funkcyjnymi skutkuje wprowadzeniem miejsc hydrofobowych,
anionowych lub kationowych, co znalazto zastosowanie w sekwencjonowaniu
peptydow. Selektywne wykrywanie fosforylowanych peptydéw mozna uzyskaé
takze przez uzycie powierzchni z immobilizacja jonéw metali wzglednie
powierzchni polikationowych [57]. Hydrofobowe obrzeza z warstw SAM,
wytwarzane metodg drukowania mikrokontaktowego [58], umozliwiaja
koncentracje¢ plamek analitu na bardzo matej powierzchni. Brockman et al. [59]
stwierdzili, ze modyfikacja powierzchni ztota sondy MALDI samoorganizujaca
warstwg hydrofobowa z metylowymi grupami terminalnymi (CH,-SAM),
ztozong z czasteczek merkaptanu oktadecylowego (C18) pozwala na odwracalne
wiazanie polipeptydéw dzieki oddziatywaniom hydrofobowym oraz ze taka
modyfikacja powierzchni prowadzi do koncentracji analitu i zwigksza tolerancje
na zasolenie probki.

W pracach Ouyanga [60] i wspOlpracownikow uzyto réznych warstw
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samozorganizowanych i/lub cienkich filmow ciektych na hydrofilowych
powierzchniach SAM jako podtozy do migkkiego osiadania jonéw biomolekut.
Aktywnos$¢ biologiczng tak osadzonych enzyméw badano in situ, analizujac
metoda MALDI produkty testow biologicznych.

Warstwy SAM, zbudowane z komplekséw pochodnych pirydyny z rutenem,
osadzonych na ztocie, badali technika MALDI Fukuo i wspotpracownicy [61].
Mouradian et al. [62] zastosowali w charakterze matrycy MALDI monowarstwy,
zbudowane z malych czasteczek organicznych, pochtaniajacych dobrze
promieniowanie UV, zwigzanych z powierzchnig ztota grupami tiolowymi. Jako
monomerow, tworzacych monowarstwy, uzyli kwasu 6-merkaptonikotynowego
(MNA), N-(4-merkaptofenylo)karbaminianu  metylu (MMCP), kwasu
a-merkapto-p-toluilowego (MPTA), 2-merkapto-5-nitropirydyny (MNP) i
4-acetamidotiofenolu (ATP) a wykrywanymi metodg MALDI MS substancjami
byly: peptyd LHRH (luteinizing hormone releasing hormone, 1180 Da),
biatka: insulina (5734 Da) i cytochrom C (12 327 Da) oraz oligonukleotydy
d(ACGT),AC (3012 Da) i dT , (2980 Da). Najlepsze z posrod przebadanych
monowarstw wiasciwosci dla celow desorpcji/jonizacji i detekcji w MALDI
biatek i oligonukleotydow o $rednich masach molowych wykazala SAM,
ztozona z MMCP. Na tym podiozu uzyskano sygnaty jonéw molekularnych
o dobrej intensywno$ci nawet od czasteczek o tak duzej masie molowej jak
cytochrom C (12 327 Da).

Monowarstwy o niskiej gestosci, zakonczone terminalng grupa karboksylowa
—COOH, osadzone na zlocie umozliwiaja selektywne uporzadkowanie
biatek, obdarzonych tadunkiem elektrycznym: awidyny i streptawidyny [63].
Powierzchnia zlota, pokryta samoorganizujaca monowarstwg maleimidowsg
umozliwia selektywna immobilizacj¢ peptydow, zawierajacych cysteine [64].

Uzycie warstw samoorganizujacych si¢ w skojarzeniu z technikg MALDI-
MS i/lub z innymi technikami powierzchniowymi jest obecnie powszechne w
analizie skomplikowanych uktadéw biologicznych, np. w konstrukcji chipow
peptydowych [65], do badania protein znakowanych histydyng technika

rezonansu plazmonoéw powierzchniowych [66], wytwarzaniu mikromacierzy
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proteinowych [67] czy do wzbogacania i oczyszczania on-probe (,,na sondzie™)

bialek i peptydow, znaczonych histydyna [68] jako znacznikiem powinowactwa.

Desorpcja/jonizacja na porowatym Krzemie (desorption/ionization on porous
silicon), DIOS

Szeroko stosowane sg obecnie stale podloza, wspomagajace jonizacje
w technice MALDI MS, uzywane oprocz albo zamiast matrycy. Najlepiej
znana jest technika uzycia jako podioza ,,aktywnego” porowatego krzemu,
ktéry eliminuje konieczno$¢ stosowania matrycy organicznej, takiej jak np.
kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy CHCA. Technika ta jest popularnie
okreslana jako DIOS (ang. desorption/ionization on silicon) [69] i pozwala na
uzyskanie ,,czystych” widm, pozbawionych jondéw tla, matrycy i jej klasterow,
a zawierajacych wylacznie jony pochodzace z probki. Umozliwia ona analizg
zwigzkow niskoczasteczkowych, ktore w innych technikach MALDI sg trudne
do badania ze wzglgdu na interferencj¢ matrycy.

Porowaty krzem, uzyskany przez odpowiednie trawienie ptytek krzemowych,
np. metoda galwanostatyczng [70], ma dobrze rozwini¢ta zewngtrzng warstwe
powierzchni, co umozliwia nie tylko doskonate osadzanie na niej analitu, ale i
intensywna absorpcj¢ promieniowania laserowego. Pochtonigta przez warstwe
krzemu energia promieniowania ulega nastgpnie transferowi do analitu, co
utatwia desorpcje¢ 1 jonizacj¢ probki. Ten transfer energii mozliwy jest na drodze
wibracyjnej lub tez wskutek gwaltownego ogrzania porowatego krzemu z
wytwarzaniem H, [71].

Zastosowania techniki DIOS-MS sa potencjalnie bardzo szerokie z uwagi
na tanio$¢ i dostgpnos¢ podiozy krzemowych, jak i na mozliwo$¢ zmian
wlasciwosci takich powierzchni. Hydrofobowa poczatkowo, po trawieniu,
powierzchnia porowatego krzemu moze by¢ tatwo modyfikowana, np.
derywatyzowana receptorami [72], ktore beda umozliwiaty identyfikacje
ligandéw. Zmodyfikowane plytki krzemowe moga by¢ uzyte w zaawansowanych
technologiach: do wytwarzania biochipéw, mikromacierzy analitycznych,
mikrofluidalnych reaktorow chemicznych i in. W spektrometrii mas ich zaleta

jest duza czulo$¢, wysoka tolerancja na zanieczyszczenia, brak jonow tla,
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pochodzacych z matrycy 1 duze mozliwosci modyfikacji powierzchni, zaleznie
od potrzeb.

Modyfikacja porowatego krzemu grupami perfluorofenylosililowymi
i aminosililowymi prowadzi do podwyzszenia czulo$ci wykrywania Des-
Arg-bradykininy metodg DIOS-MS [73]. Stosuje si¢ roznorodne, dostepne
handlowo, czynniki sililujace, specyficznie dobrane do typu analizowanej
substancji, uzyskujac czgsto znaczne podwyzszenie jakosci widma MS.
Niektore modyfikacje powierzchni i uzyskane przy ich uzycie widma DIOS-MS
pokazano na rys. 13.

modyfikacie powierzchni
porowatego krzemu
NH, NH,
S‘iMe3 ‘SiMe_; Me:Si//) MC:S‘I//)
i ; Q
p— |
[ REOSIOS| Si-0-Si-0-Si
widma DIOS-MS . )
927 200 fmol mieszaniny matych
czasteczek na powierzchni
5 fmol trawionego BSA 25 pmol mi iny por go Si,
(bovine serum albumin) sucrose gl d na derywaty go grupami
MNa® porowatym Si, perfluorofenylowymi M"H*
. 365 derywatyzowanym 455
733 aminami MH
342
. MH
721789 1022 mallotr:f\se 325
693 “| 50 1640 213 M
’ 125 ¢ 301|100 | 5 527 441
Al J' Lea Oyl {378 21 s ] 155 1!
575 2500 275 675 10 700
m/z m/z m/z

Rysunek 13. Funkcjonalizacja powierzchni porowatego krzemu dla selektywnej adsorpcji
roznych analitow.

Widma masowe DIOS-MS pokazujqg wplyw grupy fukcjonalizujgcej na jakos¢é wynikow:
po lewej - BSA (bovine serum albumine) digest na 8-miesigecznej powierzchni porowatego
krzemu, funkcjonalizowanego grupami metylosililowymi; posrodku — mieszanina
weglowodanow, zawierajgca maltotrioze [M’Na* 527] i sacharoze [MNa" 365], krzem
funkcjonalizowany grupami aminosililowymi; po prawej — mieszanina zwigzkéw
niskoczgsteczkowych, zawierajgca midazolam [MH* 325], propafenon [M'H* 342] i
werapamil [M”H" 455], krzem funkcjonalizowany grupami perfluorosililowymi [74].
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Uzycie jako podloza/matrycy modyfikowanej krzemionki

Zamiast krzemu mozna stosowaé porowaty dwutlenek krzemu jako podtoze
do MALDI. Taki wariant techniki DIOS okresla si¢ jako DIOSD (desorption/
ionization on silocon dioxide).

Li i wspotpracownicy [75] zastosowali do analizowania matych czasteczek
w MALDI- TOF MS mezoporowata krzemionke, funkcjonalizowang grupami
8-hydroksy-chinolinowymi. =~ W przypadku stosowania modyfikowanych
materiatlow mezoporowatych nalezy zwrdci¢ uwage na ich wlasciwoscei, takie
jak sktad, rozmiar poréw oraz powierzchniowe grupy funkcyjne. Na powierzchni
poréw mezoporowatej krzemionki znajduje si¢ warstwa grup silanolowych
(Si-OH), ktére moga dziata¢ jako miejsca wigzace pozadane grupy funkcyjne
kowalencyjnie z podlozem. W cytowanej pracy wyprazona krzemionka SBA-
15 zostata poddana funkcjonalizacji 8-(3-(trietoksysililo)propoksy)-chinoling
8QSi (produkt modyfikacji oznaczono SBA-15-8QSi) i zastosowana z sukcesem
jako matryca MALDI do analizy niskoczasteczkowych cukréw, aminokwasow,
metabolitow i miodu naturalnego. Grupy 8QSi wprowadzono na powierzchnig
krzemionki dla intensywnej absorpcji energii lasera. Porownano widma
MALDI-TOF sacharozy (jako modelowej czasteczki organicznej o matej masie
molowej: C ,H, O, , MW = 342), zmierzone przy uzyciu jako matrycy: a) DHB,
b) samej krzemionki SBA-15 i ¢) krzemionki modyfikowanej SBA-15-8QSi.
W widmie sacharozy na matrycy DHB dominuja jony pochodzace od matrycy,
ktore w przypadku SBA-15 1 SBA-15-8QSi s zupetnie wyeliminowane. Uzycie
krzemionki modyfikowanej skutkuje znacznym podwyzszeniem intensywnosci i
efektywnosci desorpcji/jonizacji analitu. Ma ona takze duzy wplyw na poprawe
powtarzalno$ci wynikow. Jednym z najwazniejszych czynnikow, ktore wptywaja
na powtarzalno$¢ widm MALDI, jest rtwnomierne, jednorodne rozmieszczenie
substancji na powierzchni plamki, poddawanej promieniowaniu lasera. Uzycie
jako matrycy krzemionki niemodyfikowanej nie sprzyja tej jednorodnosci,
gdyz powierzchnia pokryta grupami silanolowymi Si-OH ma wysoka energi¢
powierzchniows, tj. wysoka aktywno$¢ fizyczng i chemiczng. Wprowadzenie

do krzemionki grup modyfikujacych, zawierajacych pierscienie chinolinowe,

36



METODY PRZYGOTOWANIA PROBKI ORAZ ROLA MATRYCY W SPEKTROMETRII MAS Z JONIZACIA...

powoduje obnizenie energii powierzchniowej, m. in. przez zmniejszenie sit
Coulomba, co poprawia homogennos$¢ dyspersji probki na powierzchni i daje w
efekcie doskonalg powtarzalnos¢ wynikdw pomiarowych.

Modyfikowang krzemionk¢ SBA-15-8QSi przetestowano rowniez
jako matryce dla innych malych czasteczek organicznych, tj, mieszaniny
aminokwasow (L-arginina.HCI, L-histydyna, L-lizyna.HCI, L-fenyloalanina),
metabolitow (L-karnozyna, cytydyna) i cukréw (ksyloza, glukoza, sacharoza).
W poréwnaniu z klasyczna matryca DHB, uzycie SBA-15-8QSi dato mniejsza
interferencje matrycy, lepsza powtarzalno$¢ wynikow (wzgledne odchylenie
standardowe RSD, ang. relative standard deviation, dla intensywnosci sygnatow
byto ponizej 29%) i obnizenie limitu detekcji do rzgdu pikomoli (np. dla L-Arg-
HCl limit wyniost 8 pm).

Podstawy desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej powierzchnia
(Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization, SELDI)

SELDI to specyficzna forma techniki spektrometrii mas z jonizacja przez
desorpcje laserowa, w ktorej duza role odgrywa medium, zawierajace analit.
Ma ono wplyw nie tylko na umozliwienie desorpcji i jonizacji substancji
analizowanych, ale réwniez uczestniczy w w procesach oczyszczania,
ekstrakcji, modyfikacji i wzbogacania analitu [76]. Rozwoj SELDI wiaze
si¢ $cisle z postgpami technik separacyjnych, zwlaszcza stosowanych dla
probek biologicznych i biochemicznych. Wsroéd wielu nowoczesnych technik,
ktére przyczynily si¢ do rozwoju SELDI wymieni¢ nalezy elektroforeze,
techniki membranowe i chromatografic powinowactwa. Po rozdziale probki
pochodzenia biologicznego na zelu czy membranie, np. na nitrocelulozie lub
difluoropoliwinylidenie (PVDF), mozna przenie$§¢ taka membrane na plytke
MALDI i wykona¢ analiz¢ TOF-MS bezposrednio z membrany. Stwierdzono
przy tym, ze niektére substancje, np. biatka, wiaza si¢ z membrang tak silnie, ze
umozliwia to dos¢ tatwe oczyszczanie analitu [77].

Hutchens i Yip [78] zwigzali z podlozem agarowym jednoniciowy DNA, a
nastepnie uzyli tego modyfikowanego podtoza do wychwytywania laktoferryny,

glikoproteiny wiazacej zelazo, z badanego moczu. Przenoszenie podioza
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(membrany, Zelu, wypehienia kolumny) na ptytke MALDI byto niedogodne

eksperymentalnie, dlatego tez nastepnym etapem bylo bezposrednie pokrycie

powierzchni ptytki MALDI powtoka, ktéra miata zdolno$¢ wychwytywania

odpowiednich czasteczek [79]. Mozna to bylo osiagna¢, tworzac monowarstwe

samoorganizujaca si¢ na zlocie. Brockman i Orlando [80] naniesli na pokryta

ztotem sond¢ MALDI ditiobis-(propionian sukcynymidylu) DSP, ktory

utworzyl monowarstwe, a nastepnie zwigzali z nig kowalencyjnie przeciwciato

IgG anty-biotynowe. Wykazali w ten sposob, ze biatka biotynylowane moga

zosta¢ specyficznie zwigzane z podlozem 1 oddzielone od pozostatych,

niebiotynylowanych biatek, a nastepnie oczyszczone przez odmywanie z

podioza zanieczyszczen, np. niclotnych soli i poddane analizie SELDI-TOF.

POWIERZCHNIE UZYWANE W SELDI

Powierzchnie biochemiczne

przeciwciata DNA enzym receptor

powierzchnie chemiczne

T ul

hydrofobowe jonowe imobil-ized metal affinity
chromatography (IMAC)

Prace Nelsona [81] nad rozwojem testow immunologicznych przy uzyciu

SELDI doprowadzily do metod identyfikacji markeréw nowotworowych [82].
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Rozdzial 2

Wiasciwosci warstw samoorganizujacych na powierzchni

zlota - chemiczna modyfikacja i wybrane zastosowania

Pawel Niedziatkowski, Tadeusz Ossowski, Justyna Czupryniak,
Dorota Zarzeczanska
Uniwersytet Gdanski, Wydziat Chemii, Sobieskiego 18/19,
80-952 Gdansk

Wprowadzenie

Samoorganizujace warstwy (SAMs) od wielu lat ciesza si¢ szczegolnym
zainteresowaniem ze wzgledu na ich mozliwos¢ praktycznego zastosowania jako
biosensory, ktore znajduja wykorzystanie nie tylko w chemii supramolekularnej,
ale takze w nanotechnologii i elektronice. Szczegodlnie badania prowadzone
na przestrzeni ostatnich lat, podazajace w kierunku miniaturyzacji i budowy
nowych mikrosystemow z wykorzystaniem monowarstw samoorganizujacych
doprowadzily do rozkwitu nowej dziedziny jaka jest elektronika biomolekularna
[1], ktora wykorzystuje specyficzne wlasciwosci materialdow biomolekularnych.

Zjawisko tworzenia si¢ samoorganizujacych warstw stanowi nieograniczong
mozliwo$¢ funkcjonalizowania powierzchni elektrod metali szlachetnych
biomolekutami organicznymi zawierajacymi w swojej budowie grupy nazywane
stabilizujagcymi grupami kotwiczacymi, ktoérymi sa przede wszystkim grupa
tiolowa, disulfidowa i silanowa, rzadziej karboksylowa i aminowa. Szczegdlnym
zainteresowaniem ciesza si¢ molekuly zakonczone grupami tiolowymi, ktore
ze wzgledu na duze pokrewienstwo do metali, znalazty najwiecej zastosowan
jako biosensory oraz biomolekularne urzadzenia elektroniczne. Zwiazki tiolowe

tworzg najmocniejsze i1 najstabilniejsze warstwy samoorganizujace (SAMs)
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gtdwnie na powierzchni ztota, ale takze na takich metalach jak srebro, miedz,

platyna, czy pallad lub powierzchni wegla [2].

W ostatnich latach warstwy samoorganizujace (SAMs) staly si¢ jednym z
najwazniejszych celéw badawczych wielu osrodkéw naukowych. Skupiajg si¢
one glownie na ustaleniu struktury molekularnej, sktadu oraz makroskopowych
wlasciwosci utworzonych monowarstw. Utworzone monowarstwy stanowig
organiczne powierzchnie, ktorych struktura oraz wiasciwosci moga by¢
zrdznicowane. Kontrola rozmiaréw tworzonych monowarstw ma istotny wptyw
na charakter oraz ich wlasciwos¢ fizykochemiczne, co pozwala na zrozumienie
fundamentalnych zjawisk zachodzacych na powierzchniach [3]. Na wlasciwosci
tworzonych monowarstw bardzo istotny wptyw ma rowniez rodzaj koncowych
grup kotwiczacych. Fenomen ten zostaje wykorzystywany w celu tworzenia
okreslonych monowarstw w zadanych celach aplikacyjnych [4]. Zjawisko
selektywno$¢ biomolekut (przeciwcial, enzymoéw, kwasow nukleinowych) lub
uktadéw biologicznych (receptoréw, lub duzych uktady komoérek) znajduje
szerokie zastosowania do budowy nowych sensordéw, w ktorych czes¢ uktadu
biologicznego zintegrowana jest z elektrochemicznym, optycznym badz

piezoelektrycznym przekaznikiem [5].

Warstwy samoorganizujace (SAMs)

W przeciagu ostatnich dziesigciu lat nastgpit znaczacy postep nad badaniami
samoorganizujacych warstw amfifilowych czasteczek. Mozliwos¢ kontroli
grubosci monowarstwy, modyfikacja struktury oraz wplyw na wilasciwosci
zewnetrznej powierzchni tworzonych monowarstw umozliwil znaczny postep
w kierunku rozwoju powlok, co spowodowato z kolei postgp w kierunku
projektowania i budowy nowych urzadzen elektronicznych i optycznych.
Samoorganizujace warstwy (SAMs) porzadkuja si¢ spontanicznie przez
adsorpcj¢ na powierzchni, ze szczegdlnym powinowactwem okreslonych grup
do konkretnego podtoza. Warstwy te umozliwiajg potencjalne dostosowanie i
zoptymalizowanie wlasciwosci powierzchni dla zastosowan technologicznych

i umozliwiajg badania nad zjawiskami powierzchniowymi. Zainteresowanie
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nad samoorganizujgcymi warstwami skupia si¢ nad wicloma zwigzkami
organicznymi, szczeg6lnie nad zwigzkami zawierajagcymi grupy karboksylowe
kotwiczone na powierzchni tlenkow metali (glinu, srebra), zawierajace grupy
hydroksylowe i aminowe kotwiczone na powierzchni platyny oraz zwiazkami
krzemoorganicznymi kotwiczonymi na hydroksylowych powierzchniach.
Szczegélnym zainteresowaniem ciesza si¢ zwiazki siarkoorganiczne, ktore
moga by¢ kotwiczone na powierzchni zlota, srebra miedzi, niklu oraz
powierzchni pétprzewodnikdéw [6]. Znaczna wigkszos¢ badan nad warstwami
samoorganizujagcymi opiera si¢ na wykorzystaniu monowarstw ztota, poniewaz
utworzone tego typu warstwy tworza najtrwalsze potaczenia strukturalne, o bardzo
dobrym uporzadkowaniu. Dodatkowym zaletg otrzymywania monowarstw zlota
jest szeroka dostepno$¢ substratow oraz tatwos¢ przygotowywania analiz.

W 1983 roku opublikowano pierwsza prace dotyczaca otrzymywania i
wiasciwo$ci monowarstw na powierzchni zlota [7]. Wykazano, ze dialkilo i
disulfidowe zwigzki tworzg uporzadkowane pojedyncze warstwy na powierzchni
ztota. Zjawisko adsorpcji zwiazkow tiolowych, sulfidowych i disulfidowych
na powierzchni zlota wynika glownie z jego wlasciwosci. Ztoto jest metalem
stosunkowo obojetnym i nie tworzy stabilnych tlenkow na swojej powierzchni
oraz specyficznie oddzialywuje z siarkg tworzac stabilne monowarstwy [8].
W 1989 roku przedstawiono pierwsze prace ukazujace wplyw oddziatywania
grup wiazacych na zdolno$¢ tworzenia monowarstw na powierzchni zlota.
Dowiodly one, ze pochodne tiolowe oddziatywaja najmocniej ze ztotem tworza
najstabilniejsze zorganizowane monowarstwy [9].

Modyfikacja powierzchni zlota warstwami samoorganizujagcymi z
wykorzystaniem pochodnych tiolowych pozwala na nieograniczong mozliwos¢
manipulacji architektury powierzchni. Wprowadzenie terminalnych grup
fancuchow tiolowych stwarza mozliwos¢ wykorzystania nicograniczone;j
ilosci zwigzkow organicznych w celu modyfikacji powierzchni réznigcych
si¢ wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi. Istnieje rowniez mozliwos¢
otrzymywania bardziej ztozonych uktadow w wyniku wykorzystania réznych

grup terminalnych, badz uzycia tancuchow weglowych roznigcych sie

51



PawEL NiEDZIALKOWSKI, TADEUSZ OsSOWsKI, JUSTYNA CZUPRYNIAK, DOROTA ZARZECZANSKA

dhugoscig. Wiasciwosci fizyczne i chemiczne modyfikowanych powierzchni
pozwalaja na wykorzystanie ich w wielu dziedzinach, dzieki czemu znajduja
szerokie zastosowanie w takich procesach jak: kataliza, ochrona przed korozja,
smarowaniu, zwigkszeniu przyczepnosci, zwilzalnosci, elektrochemii.

Procedura otrzymywania monowarstw na powierzchni zlota nie jest
skomplikowa. Aby utworzy¢ monowarstwe alkanotiolu, nalezy czyste podloze
ztota, wolne od zanieczyszczen organicznych zanurzy¢ w rozcigczonym
roztworze (ok. 107%) roztworu tiolu w organicznym rozpuszczalniku, w
temperaturze pokojowej. Czas zanurzenia zazwyczaj jest uzalezniony od rodzaju
warstwy 1 wynosi od kilku minut do kilku godzin, a nawet kilku dni. Alkanotiole
mogg by¢ rowniez przygotowane z fazy gazowej. Do tego celu wykorzystuje si¢
komore ultra wysokiej prozni UHV (Ultra High Vacuum), w ktorej poczatkowo
przeprowadza si¢ oczyszczanie powierzchni, a nastgpnie poprzez kontrowany
strumien natrysku substratéw nanosi si¢ alkanothiol na powierzchnie zlota,
miki, silikonu lub monokrysztatdw w zaleznosci od aplikacji otrzymywanej
monowarstwy.

Chemisorpcja tiolu (RSH) na powierzchni zlota zaktada tworzenie
wigzania RS-Au. Mechanizm reakcji przylaczania zwiazkow tiolowych do
powierzchni nie jest do konca zrozumiaty, jednakze jego podstawy zostaty
poznane dzigki pomiarom z wykorzystaniem spektroskopii fotoelektronow
w zakresie promieniowania X (X-ray Photoelectron Spectroscopy), ktory
potwierdza tworzenie si¢ tiolandw na powierzchni metalu [10]. Reakcja ta
wymaga zwigzanie wydzielajacego si¢ wodoru, ktory prawdopodobnie wigzany
jest w wodor czasteczkowy. Z kinetycznego punktu widzenia proces ten sktada
si¢ z dwoch odrgbnych faz: bardzo szybkiego procesu adsorpcji czasteczki
na podioze, ktore trwa kilka minut oraz wolniejszego procesu (organizacji
struktury), ktory moze trwac¢ nawet kilka godzin. W pierwszym etapie, katy
i rozmiary sktadnikow warstwy zblizone sa do ich maksimum, natomiast
pod koniec drugiego etapu osiagaja one zadang warto$¢. Podczas procesu
tworzenia monowarstw powstaja gesto upakowane, termodynamicznie stabilne i

mechanicznie state, wolne przestrzenie migdzymolekularne, ktore sg rezultatem
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samoorganizacji czasteczek na powierzchni. Lancuchy weglowodorowe ulegaja
trans-rozszerzeniu, poczym nachylaja sie pod kontem 25-30° do powierzchni, co
jest spowodowane oddziatywaniami van der Waals’a pomigdzy poszczegdlnymi
tancuchami ktére oddalone sg od siebie o okoto SA (wigzanie S-S). W przypadku
gdyby tancuchy te bytyby skierowane prostopadle odleglos¢ ta byta by wicksza
i wynosita okoto 4.6A [11]. W pierwszym etapie, po wprowadzeniu alkanotioli
na powierzchni¢ tworza si¢ bardzo gesto upakowane aglomeraty, poczym
nastgpuje proces samoorganizacji. Prawdopodobnie nie ma regut pierwszenstwa
tworzenia quasi krystalicznych monowarstw. Gdy czasteczki sg na tyle blisko
siebie, dyspersyjne oddzialywanie sit van der Waals’a powoduje rozdzielenie

poszczegdlnych tancuchow molekut migdzy siebie (rys. 1).

we 12 “we We WA
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Rysunek 1. Schemat monowarstwy n-dodekanotiolu na ptaskim podtozu zlota.
Samoorganizacja utrzymywana jest przez przylgczenie atomow siarki do powierzchni
zlota oraz oddzialywan sil van der Waals’a pomiedzy sgsiadujgcymi ze sobg tancuchow

weglowodorowych.

Gléwnym kryterium determinujagcym poprawne otrzymanie monowarstw

jest pomiar kata kontaktu monowarstwy z powierzchnig. W przypadku molekut
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z dhugimi tancuchami alkilowymi kat nachylenia utworzonej monowarstwy,
powinien wynosi¢ odpowiednio 100° w przypadku wody i1 40° w przypadku
heksadekanu. Dla alkanéw zawierajagcych powyzej 10 jednostek -CH- w
tancuchu alkilowym wartosci te wynosza od 111-114° dla wody i 45-48° dla
heksadekanu. Dla kréotszych tancuchéw utworzone katy sa coraz mniejsze.
Tendencja ta moze wynika¢ nie tylko z niedoskonatosci podtoza metalicznego,
ale tez z niedoskonatosci utworzonych monowarstw [12, 13]. Pomiar katow
kontaktu monowarstwy z powierzchnig stanowi jej chemiczny wyznacznik [14],
wskazujacy na jej gesto$¢ oraz orientacje.

Spektroskopia w podczerwieni IRAS (Infrared Reflection-Absorption
Spectroscopy), jest rowniez bardzo uzyteczng technika, czgsto wykorzystywang
w badaniu powierzchni monowarstw, dostarczajaca informacji na temat
lokalnego upakowania warstwy tancuchami alkilowymi [15]. Badania te
wskazuja na rézny stopien upakowania powierzchni nadajacy jej charakter
krystaliczny, badz ciekly w zaleznosci od wystepujacych oddziatywan. Podczas
gdy na powierzchni wystepuja dhugie tancuchy alkilowe staje si¢ ona bardziej
upakowana i zoorganizowania ze wzgledu na wigkszy wplyw oddziatywan van
der Waals’a. Analizy FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) dowodza,
ze monowarstwy utworzone przez krotsze tancuchy alkilowe zawierajace 9,
badz mniej atomoéw wegla w tancuchu tworza powtoki o charakterze cieczy,
natomiast dtugie alkanotiole zawierajagce powyzej 10 atomow tlenu w tancuchu
tworza krystaliczne powierzchnie.

Do oznaczania grubos$ci oraz wiasciwosci optycznych 1 morfologii
powierzchni monowarstw poprzez pomiary zmiany stanu polaryzacji §wiatla
spolaryzowanego po jego odbiciu od badanej probki wykorzystywana jest
ellipsometria [16].

Monowarstwy zawierajace dilugie tancuchy alkilowe tworzg skuteczng
barier¢ przeniesienia elektronu oraz przenikania jondéw [17]. Efektywnosé
utworzonej bariery jest obnizona w przypadku, nieskutecznie utworzonej
monowarstwy, lub gdy monowarstwa ta utworzona jest z krétkich tancuchéw

alkilowych. Szczatkowa elektroaktywnosé elektrod pokryta monowarstwami
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dhugich tancuchow alkilowych na poziomie nano, lub mikroskopowym jest
czesta metoda oceny poprawnego natozenia monowarstwy.

We wczesnych studiach nad symetrig alkanotioli na powierzchni zlota,
Strong 1 Whitesides [18] wykorzystujac zjawisko dyfrakcji elektronow
wykazali, czasteczka dokosane-1-tiolu (CH,(CH,), SH) zakotwiczonego
na zlocie jest umieszczona centralnie na powierzchni oraz, ze posiada on
symetri¢ heksagonalng. Dowiedziono rowniez, ze odlegtosci pomigdzy dwoma
wolnymi miejscami na powierzchni wynosza 4.99A, a odlegtosci pomiedzy
zakotwiczonymi dwoma atomami siarki wynosza 4.97A.

Spektroskopia fotoelektronow w zakresie promieniowania X (X-ray
Photoelectron ~ Spectroscopy) jest bardzo powszechnym narzedziem
charakteryzacji struktury molekularnej warstw organicznych, w celu
potwierdzenia obecnosci pozadanych elementéw i oceny sktadu atomowego. W
metodzie tej atomowe wspotczynniki muszg by¢ jednak interpretowane z duza
ostroznoscig, poniewaz fotoelektrony pochodzace z atomow, przy powierzchni
moga by¢ ostabiane przez pokrywajacy material. Sygnat siarki jest rowniez
ostabiony z powodu nieelastycznego rozpraszania fotoelektrondw przez

monowarstwe.

Mechanizm tworzenia si¢ warstw samoorganizujacych

Na mechanizm tworzenia si¢ warstw samoorganizujacych na powierzchni
metaliczne] wpltywa wiele czynnikdw zaré6wno kinetycznych, jak i
termodynamicznych. Pomimo, ze dynamika samoorganizacji nie jest dotad
jeszcze wyjasniona, wiadomo, Ze na proces ten wptywajg parametry energetyczne
determinujace tworzenie si¢ wigzania siarka-metal, jak i niekowalencyjne
oddziatywania wystepujace w bocznych grupach organicznych. W wigkszosci
przypadkow, okreslenie parametrow potozenia siarki na powierzchni metalu
definiuje polozenie, istotnych dla geometrii przestrzennej calej czasteczki
wolnych przestrzeni mig¢dzyczasteczkowych. Organizacja warstwy organicznej
jest efektem sit miedzyczasteczkowych, wystepujacych w bocznych fragmentach
molekuty, na ktore wptywaja oddzialywania van der Waals’a, i oddziatywania

wodorowe, dlatego tez bardzo istotna jest budowa organiczna molekuty
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kotwiczacej. Wptyw grup bocznych oraz efekt zatloczenia sterycznego grup
organicznicznych moze spowodowa¢ mniejsze osadzenie si¢ atomow siarki na
powierzchni metalu (powierzchnia ta w przepadku ztota wynosi V3-V3 i promieniu
30°[19]), a co za tym idzie defekt utworzenia warstwy samoorganizujace [20].

Termodynamiczna stabilnos¢ zwigzkow siarkoorganicznych
zaadsorbowanych na powierzchni zlota zalezna jest od natury struktury
organicznej przylaczonego zwiazku. Zwigzki dlugo-tancuchowe zawierajace
10, badz wiccej atomow wegla tancuchu znajduja szersze zastosowania
aplikacyjne, niz ich odpowiedniki z mniejsza ilosciag atomow wegla w tancuchu
weglowym. Uwaza sig, ze zwiazki te tworza fazg przejSciowa, ktora tworzy
zarodki stanowiace podwaliny do dalszego wzrostu i wyzszego pokrycia warstw
samoorganizujacych, o duzym uporzadkowaniu strukturalnym. Zwiazki te
formujg gesto upakowane struktury ukierunkowane w kierunku poziomym,
ktoére stanowig podwaliny do dalszego tworzenia si¢ uporzadkowanych warstw
samoorganizujgce.

Tworzenie si¢ warstw samoorganizujacych na powierzchni zlota w
fazie gazowej obejmuje rowniez proces tworzenie si¢ niekrystalicznych
uporzadkowanych warstw, opierajacym si¢ gtownie na procesie chemisorpcji
[21].

Czynniki wplywajace na tworzenie si¢ warstw SAMs oraz ich defekty.

Na réwnomierne rozmieszczenie zwigzku chemicznego na powierzchni
metalu, jego gestos¢, strukture i upakowanie ma wpltyw wiele parametrow,
na ktore sktadajg si¢ takie czynniki jak: rodzaj rozpuszczalnika, temperatura,
stezenie zwigzku absorbowanego, czas zanurzania powierzchni w roztworze,
czystosci substancji adsorbowanej, obecnos¢ tlenu roztworze, natura i rodzaj
przygotowanej powierzchni, czystosci substratu oraz dlugo$¢ tancucha.
Dlatego tez, ze wzgledu na zlozono$¢ parametréw wplywajacych na proces
samoorganizacji istnieje mozliwos¢ racjonalnego projektowania sposobu
otrzymywania warstw samoorganizujgcych.

Zazwyczaj struktury warstw samoorganizujacych (SAMs) zawieraja

wady, ktorych specyfika zalezy w glownej mierze od rodzaju podloza oraz
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wady, ktorych istnienie mozna wyeliminowa¢. Wady te glownie wynikajg z
niedostatecznej czysto$¢ uzytych substratow i uzywanych roztworéw oraz od

rodzaju techniki i metody przygotowania monowarstwy (rys. 2).
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Rysunek 2. Schemat zewnetrznych i wewnetrznych wad wystepujgcych w
samoorganizujgcych monowarstwach. a) defekty spowodowane nierownosciami
powierzchni zlota, b) defekty spowodowanie zanieczyszczeniami na powierzchni zlota,
¢) defekty spowodowane deformacjami powierzchni zlota, d) defekty spowodowane

zanieczyszczeniami powierzchni, e) defekty spowodowane peknietq powierzchnig [20].

Bardzo czgsto zdarza si¢, ze uzyte powierzchnie, stuzace do wytworzenia
monowarstw zawieraja duzo defektow. Polikrystaliczne ztote powierzchnie
nierzadko zawierajg na swojej powierzchni réznego rodzaju nieregularnosc,

ktore z kolei sa przyczyng defektow wytwarzanych monowarstw [22].

Usuwanie SAMs z powierzchni

Istnieje wiele technik pozwalajacych na usunigcie utworzonych warstw z
powierzchni ztota, srebra, lub innych. Termiczna desorpcja i czyszczenie jonowe
[23] to najpopularniejsze metody usuwania monowarstw w srodowisku wysokiej
prozni. Ze wzgledu krucho$é wigkszo$ci otrzymywanych monowarstw, bardzo
popularna metoda jest mozliwos$¢ polerowania powierzchni metalicznej w celu
usuni¢cia wytworzonej warstwy. Powszechne oksydanty lub reduktory takie
jak stezone kwasy, lub zasady, badz tez bardzo popularny roztwor stezonego

kwasu siarkowego 1 perhydrolu potocznie nazywany ,,piranig” [24], to bardzo
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efektywne srodki stuzace do oczyszczania powierzchni metalicznej. Inna bardzo
czgsto uzywana metoda oczyszczania powierzchni jest utlenianie w plazmie [25].
Niektore zwiazki tworzace bardzo cienkie warstwy, badZ zawiesiny nanoczastek
(koloidy lub nanorurki) na powierzchni, w celu ich usunigcia, wymagaja bardzo
silnych $rodkéw chemicznych, badz mechanicznego oczyszczenia. Uzycie
plazmy umozliwia uzyskanie bardzo tagodnych warunkéw oraz selektywnosé

oczyszczania.

Modyfikacje struktur warstw samoorganizujacych (SAMs)

Samoorganizujagce warstwy (SAMs) alkanotioli stwarzaja mozliwosé
nieograniczonej sposobnosci ich funkcjonalizowania zaréwno zwigzkami
polarnymi, zwigzkami nie polarnymi, jak i zwigzkami elektro, czy biologicznie
aktywnymi, w celu §ledzenia oddziatywan zaréwno kowalencyjnych jak i nie
kowalencyjnych. Modyfikacje te znajduja szereg zastosowan aplikacyjnych w
wielu dziedzinach nauki takich jak: medycyna, nanotechnologia, czy biologia
molekularna. Rozréznia si¢ trzy podstawowe strategie modyfikacji powierzchni:

a) Bezposrednia synteza funkcjonalizowanych tioli w celu wytworzenia
pojedynczych, badz mieszanych warstw samoorganizujacych (poprzez
adsorpcje) [26].

b) Umiejscowienie syntezowanych pochodnych tiolowych w miejsce
defektu warstwy SAMs (rys. 3a) [27].

¢) Modyfikacja powierzchni monowarstw SAMs specyficznymi, badz

selektywnymi pochodnymi (rys. 3b).

Il
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Rysunek 3. Sposoby modyfikacji powierzchni SAM.

Proste, niewielkie grupy funkcyjne takie, jak grupa hydroksylowa, czy
karboksylowa stwarzaja nieograniczone mozliwo§¢ modyfikacji warstw
samoorganizujacych. Grupy te w znacznym stopniu wpltywaja na zmniejszenie,
badz zwigkszenie zwilzalnosci, tarcia, przyczepnosci czy odpornosci na korozje
[28]. Aktualne badania nad rozwojem warstw samoorganizujacych i modyfikacja
ich powierzchni koncentrujg si¢ gltownie nad duzymi skomplikowanymi
ligandami i molekutami na potrzeby biologii i biotechnologii. Jednakze synteza
funkcjonalizowanych tioli obejmujacych takie zwigzki jak: peptydy, biatka,
czy cukry jest bardzo pracochtonna i wymaga duzego doswiadczenia. Wiele
technik modyfikacji warstw samoorganizujagcych ma swoje korzenie si¢gajace
lat siedemdziesiatych i osiemdziesiatych XX wieku, ktoére to poczatkowo
byly wykorzystywane do modyfikacji materialow uzywanych na potrzeby
elektrochemii [29] oraz chromatografii. Modyfikacja warstw powierzchni
warstw samoorganizujacych SAMs ma wiele zalet, przede wszystkim: metody
te pozwalajg na wykorzystanie procedur syntetycznych uzywanych powszechnie
w chemii organicznej, dodatkowo metody te pozwalaja na przylaczenie do
modyfikowanej powierzchni ligandow, ktore w swojej strukturze nie posiadaja

grup tiolowych. Modyfikowanie warstw samoorganizujacych umozliwia
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powtarzalno$¢ wynikow oraz powtarzalno$¢ prob, ze wzgledu na relatywny
fatwy sposob przygotowana powierzchni SAM. Dodatkowa zaleta modyfikacji
powierzchni SAM jest ich stosunkowo niski koszt, ze wzgledu na bardzo mate
zuzycie ligandow, ktorych zuzywa si¢ zazwyczaj w ilosciach nanomolowych.
Szczegoblnie istotne jest w przypadku ligandow biologicznych, ktdre zazwyczaj
posiadaja duzg mase molowa. Modyfikacja warstw samoorganizujacych posiada
rowniez kilka wad. Gléwng wadg jest to, ze nie zawsze znany jest stopien
pokrycia modyfikowanej warstwy oraz, ze reakcje te nie zawsze sa selektywne.

W celu modyfikacji samoorganizujacych powierzchni SAMs wykorzystuje
si¢ zarowno oddziatywania kowalencyjne, jak i oddziatywania niekowalencyjne.
W grupie oddziatywan kowalencyjnych, szczegdlnie wykorzystuje si¢ reakcje
podstawienia nukleofilowego, estryfikacji, acylowania czy reakcje addycji.
W odpowiednich warunkach terminalne grupy funkcyjne zakotwiczone na
powierzchni SAM po zanurzeniu w roztworze ligandéw, moga z nimi reagowac
w sposob gwattowny i selektywny, z bardzo duza wydajnosciag. Zjawisko to
zostatlo wykorzystane do modyfikacji warstw samoorganizujacych takimi

molekutami jak: DNA, polipeptydami i biatkami (rys. 4).

H
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Rysunek 4. Wplyw bezposredniego, miedzyczgsteczkowego oddziatywania zewnetrznych
grup funkcyjnych.
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Mrksich, wraz ze wspolpracownikami wykazal, grupa maleimidowa,
bedaca grupa terminalng tancucha weglowego zakotwiczonego grupa tiolowa na
powierzchni zlota reaguje z bardzo dobrg wydajnoscia z biologicznie czynnymi
ligandami (tab. 1) [31].

Bardzo interesujaca jest rowniez rekcja pochodnych disulfidowych
zakotwiczonych na powierzchni zlota, ktore oddziatywaja z modyfikowanym
grupg tiolowg DNA, peptydami, czy cukrami. Bardzo charakterystyczne w tej
reakcji jest to, ze proces wymiany pochodnych tiolowych w fragmencie grup
terminalnych zachodzi o wiele szybciej, niz proces zakotwiczenia tioli na
powierzchni metalu, na co ma niewatpliwie wplyw eteryczny modyfikowanych
biomolekul [32].

Przyktadem wykorzystania reakcji organicznej na powierzchni warstwy
samoorganizujacej jest reakcja metatezy olefin katalizowana rutenem,
zachodzaca w tagodnych warunkach, w ktorej akrylamid, kwasu akrylowy badz
akrylanu metylu reaguje z winylowa terminalng grupa powierzchni SAMs [34].

W ostatnich latach szczegdlnym zainteresowaniem, z wykorzystaniem
powierzchni ztota cieszy si¢ (tzw. reakcja ,.click”) [30], w ktorej tworza si¢
pochodne tiazolu, powstate w wyniku w reakcji cykloaddycji grupy acetyowej
z grupa azydkowi. Jest to reakcja bardzo selektywna biegnaca z utworzeniem
termicznych i hydrolitycznych stabilnych powigzanie dwoch czasteczek [35-
38].

Innym typem reakcji, w ktorej wykorzystuje si¢ azydki jest reakcja
Staudinger’a, w ktorej podstawione fosforany reaguja z azydkami tworzac
wigzania amidowe. Reakcja ta, jak dotad znalazta zastosowanie do modyfikacji
powierzchni szkta, jednakze nie zostala wykorzystana do modyfikacji
powierzchni ztota. Zaleta reakcji Staudinger’a i chemii ,,click” jest ich wysoka
selektywnosc¢. Przebieg tych reakcji nie zostaje zakiocony obecnoscig takich
grup funkcyjnych, jak grupa aminowa, hydroxylowa czy tiolowa, zar6wno w

roztworze, jak i na powierzchni [39].
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Tabela 1. Oddziatywanie terminalnych grup osadzonych na powierzchni, z wybranymi

grupami funkcyjnymi zwigzkow organicznych.

Grupa Licand Tworzony Odnosnik
powierzchniowa (R)) & Kompleks (R,) literaturowy
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Istnieje réwniez inny sposdb funkcjonalizowania powierzchni SAMs,
opierajacy si¢ na wytworzeniu aktywnych jej form, ktora nastepnie
reaguje z okreslonymi ligandami (rys. 5). Gtownag zaleta tej metody jest jej
wszechstronno$¢ i mozliwos¢ szerokiego zastosowania w reakcji z wieloma
ligandami. Dodatkowym atutem aktywacji jest mozliwo$¢ wigczania
(aktywacji) lub wylaczania (dezaktywacji) na poszczegoélnych obszarach, co
pozwala na wykorzystanie tej metody w litografii [41]. Najprostsza i najbardziej
rozpowszechniong metoda modyfikacji powierzchni SAMs jest utworzenie
wigzania amidowego w wyniku reakcji ,,aktywnej formy” grupy karboksylowe;j
z odpowiednia pochodng aminowa. Metoda ta jest bardzo szybka, zachodzi
z bardzo wysoka wydajnoScig oraz pozwala na otrzymywanie szerokiej
gamy pochodnych ze wzglgdu na bardzo tatwa dostgpnos¢ pochodnych grup

aminowych.
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Rysunek 5. Etapowe reakcje powierzchniowe obejmujqce grupy posrednie.

Aktywacji grup karboksylowych dokonuje si¢ zazwyczaj poprzez
wykorzystanie reakcji z utworzenia bezwodnikow, lub poprzez wytworzenie
aktywnych estrow N-hydroksysukcinimidu, pentafluorofenolu, lub innych
dostepnych zwiazkow wykorzystywanych najczgsciej w chemii peptyddw (tab.
2).
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Tabela 2. Aktywacja terminalnych grup karboksylowych powierzchni oraz jej produkty

reakcji z ligandami.

Grupa .
Grupa , g . Tworzony Odno$nik
. . osrednia . .
owilierzchniowa . R 1gan ompleks 1teratu-
h P L komplek 1
powierzchniowa
R) Ry rowy
1 (Rz) 3

0 (0]

(0] (0] R
2‘51%)1\0H ‘z{l\o%} HN" R %”)J,%OH [42]
o
0 o 0
o NI ] e |
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F

H
0] F F 0]
o A~
51’{J\OH )J\ HN- R %J\NAR [43]
0 F H
F
OH o} N R
H

51E)\/O %H N R H)'\H [44]

Dane literaturowe donosza, réwniez o innych sposobach aktywacji

terminalnych grup powierzchniowych monowarstw, gtownie z wykorzystaniem
potencjalow elektochemicznych, badz fotoradiacji [45], w celu wymuszenia
reakcji z ligandem. Miksich wraz z wspotpracownikami przedstawit sposob
elektrochemicznego utleniania powierzchni SAMs zawierajacej hydrochinon jako
grupe terminalng, ktory utleniony do chinononu reagowatl z cyklopentadienem
poprzez reakcje Dielsa-Aldera [40].

Trzecia strategia modyfikowania powierzchni warstw samoorganizujacych
polega na rozerwaniu wigzan kowalencyjnych terminalnej grupy funkcyjnej
[46]. Mrksich wykazal, Zze w pochodnych chinonéw, modyfikowanych
estrami propionowymi, w wyniku redukcji elektrochemicznej moga zachodzi¢

wewnatrz czasteczkowe cyklizacje, w wyniku ktorych ligand moze wigzac sig z
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propionianem tworzac lakton [47].

Wykorzystujac  swoiste  wilasciwosci  powierzchni  (hydrofobowos¢,
oddziatywania elektrostatyczne), lub tez selektywne oddzialywania grup
powierzchniowych, mozna réwniez dokona¢ modyfikacji powierzchni.
Metody te, wykorzystujace nickowalencyjne oddziatywania bardziej niz
metody modyfikacji wykorzystujace kowalencyjne oddziatywania stabilizuja
adsorbowany substrat. Powierzchniowo czynne polimery, bialka, barwniki
organiczne czy czastki koloidalne sa przykladami rodzajéw materiatow,
ktére mogag ulega¢ adsorpcji na powierzchni monowarstwy. Oddziatywania
pomigdzy powierzchnia, a zaadsorbowanym materialem opieraja si¢ gtéwnie
na oddziatywaniach van der Waalsa, badz sit elektrostatycznych. Przyktadem
sa hydrofobowe powierzchnie monowarstw SAMs skladajace si¢ glownie z
n-alakanotioli, bardzo tatwo adsorbujg nie tylko niektore polimery ale wigkszos¢
znanych biatek [48]. Podstawowa wada tej metody jest ograniczona kontrola
grubo$ci warstwy, dlatego tez modyfikowane w ten sposéb monowarstwy moga
by¢ uzywane w adhezji komorek, badz tez w elektronice molekularnej, ale nie

moga by¢ uzywane jako czujniki biomolekut.

Zastosowania warstw samoorganizujacych (SAMs)

Zastosowanie warstw samoorganizujacych SAMs jest bardzo szerokie.
Warstwy te, bardzo czesto uzywane sa jako sensory elektrochemiczne, czujniki
mikrowag rezonatora kwarcowego, sensory wykorzystujace powierzchniowy
rezonans plazmonowy (SPR) i jako urzadzenia biomolekularne. Modyfikacja
powierzchni monowarstwy dostarcza zazwyczaj nowy model sensora
wykazujacego specyficzne wilasciwosci, o potencjalnych mozliwosciach
aplikacyjnych. Aby samoorganizujace warstwy mogly by¢ rozpatrywane w
celach aplikacyjnych musza spetlia¢ kilka warunkow. Przede wszystkim
muszg by¢ tatwe do produkcji i fatwo tworzy¢ stabilng jednolitg strukture bez
uszkodzen, a w przypadku sensoréw biochemicznych wytworzone warstwy nie

moga ulega¢ denaturacji.
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Sensory elektrochemiczne

Ograniczeniemzastosowan elektrochemicznych warstw samoorganizujacych
SAMs opartych na pochodnych tiolowych jest ich desorpcja na powierzchni
w roztworze. Warstwy te moga by¢ wykorzystane zarowno ze wzgledu na ich
nie elektroaktywne blokujace wtasciwosci, jak i selektywne elektroaktywne
powierzchnie. Wiadomo, ze powierzchnie zawierajace dlugie tancuchy
alkanotioli (n>10) powoduja dramatyczny spadek pojemnosci na granicy
elektroda/elektrolit w poréwnaniu z gota powierzchnig ztota [49].

W  amperometycznych sensorach monowarstwy SAMs zakonczone
terminalnymi grupami karboksylowymi zawierajacymi 11, lub 15 atomow
wegla sa uzywane do wychwytywania cytochromu ¢ (mediator w reakcjach
redoks komorki), poprzez utworzenie karbodiimidu, ktéry to w odroéznieniu od
elektrostatycznie zaadsorbowanego mozna usungé¢ poprzez uzycie nasyconego
roztworu azotanu potasu [50]. Innymi sensorami zawierajace terminalne grupy
karboksylowe o dtugos$ci tancucha (n = 2, 5, lub 10), sa sensory selektywne
na dopaming w obecnosci kwasu askorbinowego. W pH naturalnym ujemnie
naladowana powierzchnia monowarstwy SAMs odpycha kwas askorbinowy,
podczas gdy dodatnio natadowana dopomina moze by¢ wykrywana na poziomie
milimoli, przy czym najlepsza selektywnos$¢ osiaga si¢ przy zastosowaniu
alkanotioli zawierajacych 5 atomow wegla w tancuchu [51].

Do sensorow typu redoks- enzym, nalezy sensor glukozy oparty na oksydazie
glukozowej zakotwiczonej na samoorganizujacej powierzchni SAMs opartej na
o-hydroksy-alkanotiolu [52].

Kwas liponowy (kwas 6,8-ditiooktanowy, lub tiooktanowy) - cykliczny
disulfid zawierajacy grupe karboksylowa zakotwiczony na powierzchni SAMs
znalazl szereg zastosowan jako sensor i biosensor. Szczegdlnie jako wskaznik
pH [53], dla reakcji redoks Ru(NH,).** i Fe(CN)*. Przy coraz wyzszych
wartosciach pH warstwa SAMs staje si¢ bardziej ujemnie natadowana, co
powoduje obnizenie tadunku pradu przeptywajacego dla Fe(CN), *. Przy niskich
warto$ciach pH, gdy tadunek kwasu karboksylowego jest obojetny, zaréwno
Ru(NH,)* jak i Fe(CN).2’ wykazujg bardzo szybka odpowiedz. Aktywowany
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kwas tiooktanowy, osadzony na powierzchni zlota, wykorzystywany jest
réwniez jako system wykrywania pojedynczej nici DNA [54].

Zakonczenie

Podsumowujac, mozna stwierdzié¢, ze warstwy samoorganizujace, oparte
na pochodnych tiolowych tworzace si¢ na powierzchni ztota stanowig ogromny
potencjal. Pomimo znacznego postepu w zrozumieniu ich chemicznych i
fizykochemicznych wlasciwosci nadal znajdujg si¢ w obszarze zainteresowan
wielu osrodkéw naukowych. Warstwy samoorganizujace, wydaja si¢ byc¢
szczegolnie interesujace z punktu widzenia modyfikacji ich powierzchni, a co
za tym idzie, szerokiej mozliwos$ci zastosowan aplikacyjnych. Powyzsza praca
przestawia temat powierzchni od strony strukturalnej i opiera si¢ gtownie na
metodach ich modyfikacji. Ze wzgledu na znaczng ilo$¢ prac przedstawiajacych
zastosowania modyfikowanych powierzchni wystepujacych w literaturze, w
niniejszym opracowaniu skupiono si¢ na przedstawieniu wybranych przyktadow
zastosowan modyfikowanych powierzchni, na potrzeby elektrochemii, a inne

zastosowania, zostaly jedynie poruszone, badz wspomniane.
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Rozdzial 3

Funkcjonalizacja powierzchni

Michat Ceglowski, Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

W latach 50-tych ubiegtego wieku rozpoczgta sie nowa era badan
biologicznych nazywana dzisiaj genomika. Jej uwienczeniem i ogromnym
sukcesem byt opis genomu cztowieka, opublikowany po raz pierwszy w 2001
roku w ramach globalnego projektu poznania ludzkiego genomu (ang. Human
Genome Project, HUGO Projekt). Pod pojeciem genomiki rozumiemy obecnie
dziedzing nauki, ktora okresla i opisuje doktadnie genom typowych komorek
réznych gatunkéw organizméw oraz caty material genetyczny i wszystkie
zaleznosci i interakcje wewnatrz genomu. W 1994 roku M. Wilkins wprowadzit
pojecie proteomiki — nowego, szerszego terminu, utworzonego przez analogie
do genomiki, dla opisu zjawisk zachodzacych w genomach komorek. Termin
proteom zaczerpngl z angielskiego okreslenia PROTEin complement of the
genOME, oznaczajacego zbior wszystkich bialek kodowanych przez dany
genom. Nalezy podkresli¢, ze proteomika jest dziedzing znacznie szersza i
bardziej zlozona od genomiki, poniewaz biatka sa trudniejszym obiektem
badan od DNA, ze wzgledu na ich przestrzenng strukture i wystepowanie w
wieloczasteczkowych kompleksach. Ponadto identyfikacja proteomu nie polega
wylacznie na stworzeniu listy bialek znajdujacych si¢ w okreslonej komorce
czy tkance. Istota proteomiki jest poszukiwanie roznic w profilach biatkowych
0s6b zdrowych i chorych. W przeciwienstwie do genomu, ktory ma charakter

statyczny i podlega zmianom w bardzo malym stopniu, proteomy zmieniaja si¢
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nieustannie pod wptywem czynnikoéw zewnetrznych.

Rownolegle przeprowadzanie w mikroskali wielu zautomatyzowanych
eksperymentéw chemicznych jest kluczem do szybkiego i wydajnego
uzyskiwania informacji na temat przedmiotu badan. Wszelkie metody, ktore
spetniaja przedstawione zatozenia, cieszg si¢ ogromnym zainteresowaniem
dzieki zwigkszeniu ilosci uzyskiwanych informacji w jednostce czasu w
stosunku do eksperymentoéw przeprowadzanych konwencjonalnymi sposobami.
Technika, ktéra obecnie bardzo szybko si¢ rozwija, jest otrzymywanie macierzy
ztozonych z trwale osadzanych na statym podlozu tancuchéw DNA oraz RNA,
maltych molekul, a nawet catych komorek.

Rozwdj mikromacierzy DNA zostat zapoczatkowany probami zanalizowania
wielokrotnych mutacji genoéw [1]. Szeroki zakres obecnego wykorzystania
mikromacierzy DNA obejmuje migdzy innymi detekcje patogendéw, badania
roznic w ekspresji genow migdzy roznymi populacjami komorek oraz
polimorfizmu gendéw. Dostgpne w handlu mikromacierze, o powierzchni
zaledwie kilku cm?, umozliwiajg badanie nawet kilkudziesieciu tysigcy genow
jednoczesnie. Uwaza sig, ze dzigki tej technice bedzie mozliwe lepsze poznanie
budowy oraz reakcji na okre§lone czynniki ztozonych tkanek.

Analitem s3 najczgséciej wyizolowane z komorek czasteczki DNA lub
RNA, do ktorych przylaczono barwniki fluorescencyjne. Po skrzyzowaniu
z oligonukleotydami przylaczonymi do powierzchni rejestruje si¢ widma
fluorescencji, ktére nastepnie mozna poréowna¢ z widmami fluorescencji
ekstraktow pochodzacych z komorek w innym stanie.

Stworzenie mikromacierzy DNA moze si¢ odby¢ w dwojaki sposob.
Do szklanej powierzchni mozna przylaczy¢ cDNA otrzymane w wyniku
biochemicznych reakcji z mRNA lub zastosowaé syntetyczne oligonukleotydy.
W pierwszym przypadku, do badanych czasteczek nalezy na drodze syntezy
[3, 4] przytaczy¢ grupy funkcyjne zdolne do szybkiego reagowania ze swoimi
komplementarnymi odpowiednikami znajdujacymi si¢ na powierzchni szkta.
W drugim przypadku automatyczna synteza pozadanych oligonukletodyow
odbywa si¢ bezposrednio na podtozu. Synteze na podtozu mozna przeprowadzic¢
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stosujac dwie strategie odnosnie uzycia grup ochronnych:

»  zastosowaé¢ grupy ochronne takie jak: MeNPoc [5], DMBoc [6],
NNEoc [7] (rys. 1), ktore mozna nastepnie usungc¢ porzez naswietlanie
promieniowaniem o odpowiedniej dtugosci fali,

+  zastosowac ugrupowanie dimetoksytrytylowe (DMT), ktére mozna
usuna¢ dzicki kwasom generowanym fotochemicznie w miejscu

naswietlenia [8].
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Zdjecie 1. Mikromacierze DNA firmy Affymetrix [2].
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Rysunek 1. Grupy ochronne odigczane pod wplywem dziatania swiatla o okreslonej

dtugosci fali, uzywane przy syntezie mikromacierzy DNA.

W przypadku syntezy oligonukleotydow bezposrednio na podiozu, uktad
naniesionego zwigzku uzyskuje si¢ dzigki zastosowaniu metod uzywanych
w fotolitografii. W ostatnim czasie zaprezentowano dwie nowe metody
podobne do wspomnianej fotolitografii, w ktorych zastosowano komputerowo
programowane mikrolustra [9, 10].

Mikromacierze DNA staly si¢ miniaturowym uzytecznym narzedziem
badawczym dla genetykow [11]. Kolejnym wezwaniem dla szybkiej analizy
biomedycznej byta konstrukcja mikromacierzy biatkowych. Uzyskanie tego
typu mikromacierzy okazuje si¢ trudniejszym procesem, niz otrzymanie
réwnowaznym im mikromacierzy DNA. Dzieje si¢ tak, poniewaz funkcje DNA
mozna przewidzie¢ znajac praktycznie wylacznie sekwencje nukleotydow,
natomiast w przypadku biatek bardzo wazne staje si¢ poznanie przestrzennej

struktury czasteczki. Dodatkowo nalezy zwrdci¢ uwagg na to, ze biatko po
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procesie translacji moze ulec lipidacji, fosforylacji lub glikolizacji, ktore
to procesy moga w istotny sposob wpltyna¢ na pelnione przez nie funkcje.
Niezbedne w tym momencie staje si¢ przytaczenie calej czasteczki do podtoza
w celu badania jej oddziatywan z innymi substancjami [12].

Oznaczanie biatek przy uzyciu uporzadkowanych macierzy pojawito si¢ pod
koniec lat dziewiecdziesigtych [13]. W ostatnim czasie zaprezentowano technike
umozliwiajacg uzyskanie mikromacierzy dla biatek btonowych [14]. Bialka
naniesione na powierzchni¢ y-aminopropylosilanu sa odporne mechanicznie
niezaleznie od faktu, czy znajduja si¢ one w fazie zelowej, czy cieklej.

Najwicksza zaleta —mikromacierzy biatkowych jest mozliwos¢
przeanalizowania w bardzo krétkim czasie szeregu biatek pod wzgledem ich
aktywnos$ci chemicznej, co umozliwia zbadanie ich wlasciwos$ci enzymatycznych
orazinterakcjizroznymilekami. Do tej pory jednakze, najwigksza niedogodnoscia
jest koniecznos¢ uzyskania okreslonych biatek w stanie czystym, na szczgscie w
kierunku przyspieszenia i tego procesu prowadzone sg liczne badania.

Metody badan dostarczaja wiele waznych informacji, jednak nie nalezy
zapomina¢ o tym, iz majg one tylko i wylacznie charakter modelowy. Dopiero
wykorzystanie komorek, ktoére sa podstawa ludzkiego zycia, pozwolitoby
na prowadzenie istotnych, biologicznych badan [15]. W ostatnim czasie
zaprezentowano metode umozliwiajaca otrzymanie mikromacierzy opartych na
zywych komorkach [16]. W celu uzyskania takiego uktadu nanolitrowe objetosci
wodnego roztworu, zawierajacego plazmidy, naniesiono na powierzchni¢ szkta.
Nastepnie na otrzymang powierzchni¢ podziatano zwigzkiem wywolujacym
transfekcje i pokryto ja komorkami ssakéw umieszczonymi w medium. Komorki
po podziale tworzg mikromacierze skladajace si¢ ze skupisk komorek, ktore
ulegty transfekcji.

Tradycyjne metody identyfikacji nowo uzyskanych bialek s3a mato
efektywne. Aby sprosta¢ obecnemu zapotrzebowaniu na szybkie i stosunkowo
tanie metody analityczne opracowano syntezy w ciele stalym w potaczeniu z
metodami kombinatorycznymi. Technika one-bead-one-compound (OBOC)

umozliwita btyskawiczng produkcje wielu zwigzkow w bardzo krétkim
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czasie [17]. Poniewaz kazdy zwigzek w omawianej metodzie jest mozliwy do
oddzielenia, technik¢ OBOC postrzega si¢ jako metode¢ szybkiego uzyskiwania
mikromacierzy [18].

W roku 1999 po raz pierwszy osadzono mate czasteczki na nieorganicznym
podtozu w celu badania oddziatywan, pomigdzy ligandami a biatkami [19].
Przeprowadzono to doswiadczenie modyfikujac standardowe szkietko
mikroskopowe poprzez przylaczenie do niego grup maleimidowych. Nastepnie
uzyskang powierzchni¢ zmodyfikowano dalej, uzywajac rodaminy jako barwnika
oraz trzech innych zwigzkow, co, do ktorych bylo wiadome, iz posiadajg
zdolnos$¢ przylaczania bialek, a ponadto w ich czasteczkach znajduja sie grupy
tiolowe. Owe grupy tiolowe ulegly addycji 1,4 do czasteczki maleimidu, co
pozwolilo na trwate, kowalencyjne zwiazanie z powierzchnia wspomnianych
biatkowych receptoréw. Tak jak oczekiwano, wszystkie trzy ligandy utworzyty
trwate oddzialywania ze swoimi biatkowymi odpowiednikami. Cala powyzsza
procedure usprawniono pozniej w celu umozliwienia osadzania na powierzchni

szkla zwiazkéw zawierajacych grupe hydroksylowa (rys. 2) [20].

H,50, % | | %
H.0, PG — =5 —¢-

~-12h

N N ——

1% SO0,
0.1% DMF
THF, 4h

R R ol Cl

I ol

Rysunek 2. Aktywacja powierzchni szkta w celu przylgczenia alkoholi.
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Innym przykltadem osadzania czasteczek na podlozu jest tworzenie
mikromacierzy o $cisle sprecyzowanej powierzchni z mieszaniny rozdzielonych
zwigzkow (OBOC) [21]. Dzigki zastosowaniu standardowych technik syntezy
w ciele stalym uzyskano kwas peptydonukleinowy (PNA) zmodyfikowany
matymi czgsteczkami. Chemicznie odporne, dzigki tworzeniu wielu potaczen
amidowych, ugrupowania PNA stuzag dwoém celom, po pierwsze w nich
zakodowana jest historia syntezy malej czasteczki, a po drugie dzigki nim
czasteczki o okreslonych wlasciwosciach znajduja sie¢ w Scisle sprecyzowanym
miejscu na mikromatrycy. Ponadto w opisywane] metodzie flourofory
przytaczone sa do czasteczek PNA, w przeciwienstwie do innych metod, w
ktorych musiaty by¢ one zwigzane z biatkami. Po wystawieniu uzyskanej
mikromacierzy na dziatanie biatka, nadmiar niepowigzanych ligandéow oddziela
si¢ od reszty wykorzystujac techniki sgczenia. Po hybrydyzacji nukleotydow
znajdujacych si¢ na macierzy, zwiazki, ktore zwiagzaly si¢ z bialkiem, mozna
wykry¢ dzigki obecnos$ci fluoryzujacych punktow.

Przygotowanie mikromacierzy jest mozliwe dzigki opanowaniu metod
funkcjonanalizacji podioza statego typu szkto, powierzchnia krzemu, miki,
plastyku itp. Proces ten sktada si¢ z kilku etapow:

*  przygotowania jednorodnego podtoza, w wyniku procesoéw fizycznych

i chemicznych,

* naniesienia na podloze samoorganizujgcej si¢ monowarstwy (SAM)
zwigzkow z terminalnymi reaktywnymi podstawnikami,

*  przeprowadzenia reakcji wigzania substancji bioaktywnych, bardzo
czesto z barwnikami wykazujacymi silng absorpcje lub fluorestencje, z
naniesiong monowarstwa, poprzez terminalne podstawniki.

Przygotowanie jednorodnego podtoza jest procesem trudnym i stwarzajacym
znaczne klopoty eksperymentalne. Istnieje wiele procedur zalecanych w celu
uzyskania dobrego jednorodnego podtoza.

Zalecane procedury przygotowanie szkta [22], po wstgpnym odtluszczeniu
acetonem i wysuszeniu, do dalszego nanoszenia SAM sa nastepujace:

1. szklo zanurzy¢ przez 30 min w roztworze 1:1 MeOH:HCI, nastepnie
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ptukaé¢ H,O, suszy¢ suchym azotem,

2. szklo zanurzy¢ przez 30 min w roztworze 1:1 MeOH:HCI, nastgpnie
ptuka¢ H,O, nastepnie zanurzy¢ przez 30 min w st.H,SO,, ptuka¢ H O,
suszy¢ suchym azotem,

3. szklo zanurzy¢ przez 30 min w roztworze 1:1 MeOH:HCI, nastepnie
ptuka¢ H,O, zanurzy¢ przez 30 min w st.H,SO,, ptuka¢ w 100°C H,O,
suszy¢ suchym azotem ,

4. szklo zanurzy¢ przez 5 min w roztworze 1:1:5 NH,OH:H,0, (30%):H,0
o temp. 80°C ptuka¢ H,0O, suszy¢ suchym azotem,

5. szklo zanurzy¢ przez 5 min w roztworze 1:1:5 NH,OH:H,0O, (30%):H,0
o temp. 80°C, ptuka¢ H O, (5 min) w roztworzel:1:5 HCI:H,O,
(30%):H,0 o temp. 80 ° C ptuka¢ H,O, suszy¢ suchym azotem,

6. szkto zanurzy¢ przez 30 min w roztworze 10% KOH w izopropanolu,
ptuka¢ H,O, suszy¢ suchym azotem,

7. szklo zanurzy¢ przez 20 min w roztworze 1 M NaOH, ptuka¢ H O,
suszy¢ suchym azotem,

8. szklo zanurzy¢ przez 20 min w roztworze 1 M NaOH, ptuka¢ H O,
nastgpnie zanurzy¢ przez 30 min w roztworze piranii - 1:2 H,0,:H.,SO,,
ptukaé¢ H,O, suszyc suchym azotem,

9. szklo zanurzy¢ w roztworze 2,5 M NaOH na okres 24 h, po wyciagnigciu
z roztworu przemy¢ woda, a nastgpnie poddaé sonifikacji w wodzie
przez okres 10 min, zanurzy¢ probke w roztworze 0.1 M HCI przez
okres 15 min, wyciggnaé przemy¢ woda i poddac sonifikacji w wodzie
przez 10 min i przemy¢ przez zanurzenie w alkoholu metylowym na
okres 5 min, suszy¢ suchym azotem,

10. szklo zanurzy¢ w roztworze piranii (3:1 H,SO,:H,0,) na okres 1 h,
po wyciagnigciu z roztworu przemy¢ woda, a nastgpnie wysuszy¢ w
atmosferze gazu oboje¢tnego (azotu).

Procedura przygotowanie powierzchni krzemu [23-25] do dalszego

nanoszenia SAM przedstawia si¢ nastgpujac: powierzchni¢ krzemu przemy¢

acetonem, wysuszy¢, nastgpnie krzem zanurzyé w roztworze piranii (7:3
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H,SO,:H,0,) w temp. 90° C na okres 10 min., nastepnie zanurzy¢ w roztworach:
buforu o sktadzie 40%HF/40%NH_F (1:7 v/v) na okres 1 minuty, NH,OH/H,0,/
H,O (1:1:5 v/v) w temp. 80°C na okres 10 min., HCl/ H/O/H,O (1:1:6 v/v) w
temp. 80°C na okres 10 min. Po wyciagnigciu z roztworu przemy¢ trzykrotnie
dejonizowang woda a nastgpnie wysuszy¢ w atmosferze gazu obojetnego (azotu).

Pod wzgledem fukcjonalizacji powierzchni receptorami molekularnymi
mogacymi wigza¢ analit z roztworu, istotng role odgrywaja dwa czynniki.
Pierwszy to molekuly wigzace si¢ z podlozem z aktywnymi grupami
funkcyjnymi, przede wszystkim na bazie dwoch grup funkcyjnych -SiOR,, -SiCl,
Drugim czynnikiem jest rodzaj linkiera wigzacego grupe funkcyjng podloza z
oznaczanym analitem. Odbywa si¢ glownie za pomoca czterech roznych typow
linkerow: zerowej dlugosci (zero-length cross linkers), homobifunkcyjnych
(homobifunctional cross linkers), heterobifunkcyjnych (heterobifunctional cross

linkers) oraz trojfunkcyjnych (trifunctional cross linkers) [23] (rys. 3-6).
o- EJC
I/ 3 HO-Q I

lC' HN—QD Hﬂ

- HCI

H  HN— Nko *N ;Q Q
| NaCNBH;_
N<
I—< I N ”Jvo

hydrazyd

k HN—Q I_\ NaCNBH; I_\
HN—Q
Q
k HZN—O I /—NH
© OH

Rysunek 3. Przyktad sieciowania materiatu genetycznego Q do podioza R -,
pomocq zwigzkow sieciujgcych zerowej diugosci.
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Rysunek 4. Przyktad sieciowania materiatu genetycznego Q do podtoza .
pomocq homobifunkcyjnych zwigzkow sieciujgcych.
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Rysunek 5. Przyklad sieciowania materiatu genetycznego Q do podioza .
pomocq heterobifunkcyjnych zwigzkow sieciujgcych.
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Rysunek 6. Przykiad sieciowania materiatu genetycznego Q do podtoza .

pomocq trojfunkcyjnych zwigzkow sieciujgcych.

Proces silanizacji powierzchni z zastosowaniem trialkoksy silanow

przeprowadza si¢ w oparciu o nastgpujace procedury [24-26]:

1.

Silanizacj¢ probek wykonaé poprzez zanurzenia oczyszczonego szkta
w 1% wodnym roztworze silanu przez okres 15 min. Po zakonczeniu
procesu probke zanurzy¢ w alkoholu metylowym na okres 5 min, ptukaé
w wodzie przez 10 min i wysuszy¢ probke odwirowujac rozpuszczalnik.
Probke wysuszy¢ w temperaturze 110°C przez okres 15 minut.
Silanizacj¢ probek wykona¢ poprzez zanurzenia oczyszczonego szkta
w 1% roztworze silanu w bezwodnym toluenie przez okres 24 godzin.
Po tym okresie probke przemy¢ bezwodnym toluenem, dejonizowang
woda oraz etanolem. Probke wysuszy¢ w atmosferze gazu obojetnego
(azotu).

Silanizacj¢ probek wykona¢ poprzez zanurzenia oczyszczonego
krzemu w roztworze 1 mM silanu w etanolu przez okres 40 minut.
Po tym okresie probke przemy¢ etanolem, a nastgpnie dejonizowang
woda. Probke wysuszy¢ w atmosferze gazu obojetnego (azotu). Probke

wygrza¢ w temperaturze 120°C przez okres 30 minut.
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W  wyniku tak przeprowadzonego procesu mozna uzyska¢ wiele

funkcjonalizowanych powierzchni majacych dalsze zastosowanie w osadzaniu

kolejnych warstw bioreagentow (rys. 7).
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Rysunek 7. Reakcje tworzenia kolejnych warstw na funkcjonalizowanym podtozu

krzemowym [27].
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Razgon i wspdlpracownicy przedstawili koncepcje funkcjonalizowania

powierzchni krzemu poprzez terminalne wigzania podwdjne z zastosowaniem

metody ozonowania [28] (rys. 8).
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Rysunek 8. Reakcje tworzenia kolejnych warstw na funkcjonalizowanej powierzchni
krzemu [28].

Podobne efekty mozna uzyska¢ stosujac plytki ztote z naniesionymi
monowarstwami z zastosowaniem odczynnikéw posiadajacych ugrupowanie
—SH. W wyniku takiego procesu uzyskujemy kowalencyjnie zwiazane
monowarstwy (rys. 9).

Raisanen przedstawit zastosowanie zasad Schiffa i ich kompleksow z jonami
metali do otrzymywania monowarstw na powierzchni ztota [29] (rys. 10).
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Rysunek 9. Reakcje tworzenia kolejnych warstw na funkcjonalizowanym ztocie [27].

Przedstawione przyktadowe schematy postgpowania w celu chemicznej
modyfikacji powierzchni lub podtoza urzadzen diagnostycznych otwierajg nowe
mozliwos$ci analityczne z powodu nadania powierzchni funkcji rozpoznawania
molekularnego. Nanourzadzenia diagnostyczne o zdolnosciach rozpoznania
molekularnego to w dzisiejszym $wiecie analitycznym najwazniejsze wyzwanie
dla konstruktorow i chemikéw w celu uzyskania szybkiej i1 taniej metody
diagnostyczne;.
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Rysunek 10. Reakcje tworzenia kolejnych warstw na funkcjonalizowanej powierzchni
ztota [29].
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Rozdzial 4

Wiasciwosci wybranych jonoforéw i makrolidow

Radostaw Pankiewicz, Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

Jonofory to molekuly, ktérych charakterystyczng cecha jest zdolno$¢
transferu jonow z roztworow wodnych do fazy hydrofobowej, a rownoczes$nie
sa to zwigzki chemiczne, zdolne do transportowania jondw przez btone lipidowa
komorki. Jonofor petni role gospodarza, ktory koordynuje w roli goscia jony, a
nastegpnie transportuje je poprzez lipofilowa membrang.

Mianem ,,makrolidy” okresla si¢ rodzing naturalnych i syntetycznych
zwigzkow chemicznych, o budowie gléwnie laktonowej, majacych
kilkunastocztonowy pierscien z podstawnikami metylowymi i hydroksylowymi
oraz 1-3 reszty cukrowe, z ktorych jedna jest aminocukrowa. Cecha
charakterystyczng tej grupy, dzicki duzej liczbie atoméw tlenu zawartych
w strukturze czasteczki, jest zdolno$¢ do tworzenia kompleksow typu: gosc-
gospodarz.

Jonofory, podobnie jak makrolidy, moga tworzy¢ potaczenia typu gosc-
gospodarz. Czasteczka jonoforu zawiera w swojej strukturze zaréwno lipofilowy
»szkielet” oraz grupy hydrofilowe (-OH, C=0, C—O-C). Dzig¢ki takiej budowie
czasteczki, mozliwe sga podczas procesu kompleksowania przeksztalcenia
konformacyjne polegajace na zamknieciu jonu w hydrofilowej ,klatce” i
skierowaniu ,,na zewnatrz” czesci lipofilowej (rys. 1). W ten sposdb jonofor moze
,»rozpusci¢” natadowany jon wewnatrz blony lipidowej. Mechanizm transportu

przebiega wedtug nastepujacego schematu: czasteczka gospodarza na granicy
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faz w fazie hydrofobowej wigze jon, nastgpnie kompleks dyfunduje w btonie
lipidowej do przeciwlegtej powierzchni, gdzie kompleks ulega rozpadowi, a
jon uwalniany jest do fazy wodnej. Nastepnie jonofor dyfunduje do poprzedniej

powierzchni i cykl si¢ powtarza, az do osiggni¢cia stanu rownowagi.

Rysunek 1. Obliczona metodg semiempiryczng PM5 struktura kwasu lasalowego

,,otulajqcego” kation Na*.

Wigkszos¢ makrolidéw 1 jonoforow wykazuje whasciwosci bakteriobojcze
i zaliczana jest do grupy antybiotykoéw. Majg one szeroki zakres dzialania
antydrobnoustrojowego i sa stosowane zar6wno w medycynie, jak i weterynarii,
gtdéwnie jako dodatki paszowe w hodowli zwierzat.

Zdolnos¢ jonoforow do przenoszenia jonéw oraz wysoka selektywnosé
w ich kompleksowaniu wykorzystana zostala przy konstruowaniu elektrod
jonoselektywnych. Specyficzne powinowactwo chemiczne nie tylko do jonow,
ale takze do obojetnych czagsteczek predestynuje te zwigzki do zajecia istotnego
miejsca w rodzinie receptoréw chemicznych. W dodatku, co stwierdzono
na podstwie wlasnych prac badawczych dotyczacych kwasu lasalowego, to

powinowactwo chemiczne moze by¢ stosunkowo tatwo modyfikowane poprzez
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przytaczenie do czgsteczki jonoforu tancuchow oksaalilowych o réznej dtugosci.
Przylaczenie tancuchéw alkilowych praktycznie nie zmieniania wlasciwosci
kompleksujacych, za to wyraznie poprawia rozpuszczalno$é zar6wno samej
czasteczki, jak i kompleksu gosé—gospodarz w warstwach lipidowych. Tak
zmodfikowane czasteczki jonoforu nie tylko majg zmienione wilasciwosci
chemiczne, lecz rowniez mikrobiologiczne. Na podstawie wilasnych badan

stwierdzono, ze wlasciwosci przeciwbakteryjne mogg ulec wzmocnieniu lub

ostabieniu w zaleznos$ci od dtugos$ci tancucha.

Kwas lasalowy

0 OH

~

Rysunek 2. Kwas lasalowy.

Kwas lasalowy (rys. 2) zostal po raz pierwszy wyizolowany ze Streptomyces
lasaliensis w 1951 roku przez Bergera i wspotpracownikow [1]. Doktadna
struktura kwasu lasalowego zostala okreslona dopiero w 1970 roku przez
Westleya 1 wspotpracownikéw [2]. Konfiguracja na wszystkich 10 centrach
asymetrii zostala okre$lona dzigki rentgenografii strukturalnej krysztalu
uwodnionej soli barowej kwasu lasalowego

Przeprowadzono wiele badan dotyczacych oddziatywania kwasu lasalowego

z kationami metali w roztworach. J. Juillard i wsp. [3-9] opisali badania procesu
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kompleksowania kationow metali przez kwas lasalowy, wyznaczajac w réznych
rozpuszczalnikach parametry termodynamiczne. Z badan [3-11] wynika, ze kwas
lasalowy kompleksuje szeroki wachlarz kationdw metali oraz ze w procesie tym
znaczaca role odgrywa zastosowany rozpuszczalnik.

Przez trzy ostatnie dekady, przedmiotem szczegdlnej uwagi byly
oddziatywania kwasu lasalowego z metalami alkalicznymi. Do badan
wykorzystywano rozne techniki badawcze, wiaczajac w to NMR, FT-IR i
dichroizm kotowy (CD). Przeprowadzono, mi¢dzy innymi badania oddziatywan
jonéw litu z kwasem lasalowym w acetonitrylu z zastosowaniem CD, 'H,
BC i ’Li NMR [12-16]. Stwierdzono wystgpowanie w roztworze mieszaniny
kompleksow o stechiometrii 1:1 oraz 1:2 typu kanapkowego.

W  badaniach zastosowano réwniez metody potencjometryczne,
spektroskopie UV—vis oraz kalorymetri¢ do okreslenia wlasciwosci i stabilno$ci
komplekséw kwasu lasalowego (i jego 5-bromo pochodnej) z szeregiem metali
alkalicznych w metanolu [4]. Wyniki zostaly zinterpretowane w warunkach,
w ktérych tworzyly si¢ wylacznie neutralne kompleksy o stechiometrii 1:1,
w ktorych grupa karboksylowa nie petita dominujacej roli w wigzaniu jonu
metalu. Sposob kompleksowania zmienial si¢ dosy¢ regularnie wraz ze
zmieniajgcym si¢ promieniem jonowym uzytego kationu. Sugeruje to, ze kwas
lasalowy przystosowuje si¢ ptynnie do rozmiaru kompleksowanego kationu, i
nie wykazuje szczegdlnej selektywnosci ze wzgledu na jego rozmiar.

Kwas lasalowy moze transportowaé przez btony lipidowe szeroki wachlarz
kationow, w tym jedno-, dwu- i trojwartosciowe [17-21]. Tworzy on tak jak
wszystkie jonofory kompleksy z przenoszonymi jonami, odmiennie do innych
klas antybiotykow, ktore zwigkszajg tylko przepuszcezalnos¢ bton biologicznych
dla tej klasy zwiazkow [22-25].

Salinomycyna

Salinomycyna (rys. 3) wyizolowana ze Streptomyces albus jest skutecznym
srodkiem antydrobnoustrojowym, dziata przeciwko bakteriom gram-dodatnim,
mykobakteriom oraz grzybom. Najszersze zastosowanie znalazta, jednak jako

kokcydiostatyk w hodowli bydta i drobiu. Kokcydiostatyki to chemioterapeutyki
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dozwolone do stosowania u zwierzat, gtownie drobiu, w profilaktyce lub leczeniu
choroby zwanej kokcydioza, wywolywanej przez pierwotniaki Eimeria. Zwigzki
te mogg dziata¢ kokcydiostatycznie czyli wstrzymywaé rozwoj pierwotniakow
lub kokcydiobojczo czyli zabijaé pierwotniaki. Pozostatosci kokcydiostatykow
w tkankach zwierzat i jajach moga stanowi zagrozenie toksykologiczne
dla konsumentow, stad istnieje koniecznos$¢ scistej kontroli ich stosowania.
Uwzgledniajac rozporzadzenie (WE) nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i
Rady z dnia 22 wrze$nia 2003 r. w sprawie dodatkow stosowanych w zywieniu
zwierzat, Dodatek salinomycyna — s6l sodowa (,,Sacox 120 micro-Granulate™)
zostat dopuszczony pod pewnymi warunkami zgodnie z dyrektywa Rady 70/524/
EWG. Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1463/2004 zezwolilo na stosowanie
tego dodatku przez dziesi¢¢ lat w odniesieniu do kurczat przeznaczonych na
tucz, taczac zezwolenie z osobg odpowiedzialng za wprowadzanie tego dodatku
do obrotu. Dodatek ten zostat zgtoszony jako istniejacy produkt na mocy art. 10
rozporzadzenia (WE) nr 1831/2003.

Rysunek 3. Salinomycyna.

Aktywnos$¢ biologiczna salinomycyny, tak jak innych jonoforow, jest
Scisle powigzana z jej wilasciwosciami fizykochemicznymi. Salinomycyna

moze dynamicznie dopasowywac si¢ do kompleksowanego kationu, jednakze
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dzigki mozliwosci tworzenia pseudopierscienia, podobnie jak wiele jonoforow,
poczas procesu kompleksowania preferuje zamykanie w tej strukturze najlepiej
dopasowanego geometrycznie kationu, w tym przypadku — kationu potasu.
Pseudopierscien tworzy si¢ dzigki utworzeniu wigzania wodorowego ,,glowa
do ogona” pomiedzy grupa karboksylowa i grupa hydroksylowa przylaczong
do ostatniego pierScienie pyranowego. Zbadanie tej struktury zwiazku jest
utrudnione ze wzgledu na problemy z otrzymaniem struktury krystalicznej
salinomycyny. Dobrze wyksztalcone krysztaly otrzymano wylacznie dla jej
pochodnych [26]. Za pomocg symulacji komputerowych, mozemy wizualizowaé
struktury kompleksow (rys. 4) oraz okresli¢ parametry strukturalne otrzymanych

kompleksow.

Rysunek 4. Obliczona za pomocq metody PM5 struktura kompleksu salinomycyna-K".
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Amfoterycyna B

Amfoterycyna B (rys. 5) jest naturalnym antybiotykiem otrzymywanym
z bakterii Gram-dodatniej — Streptomyces nodosus. Amfoterycyna B zostala
wyizolowana w 1955 roku, natomiast juz w roku 1960 wprowadzona do terapii
jako jedyny skuteczny lek w leczeniu grzybic uktadowych. Budowe przestrzenna
czasteczki tego antybiotyku ustalono w roku 1970, a nastepnie podjeto proby
syntezy chemicznej [39] Amfoterycyna B wykazuje szeroki zakres dziatania
przeciwgrzybowego. Zapobiega skutecznie przerostowi gruczotu prostaty i
hypercholesterolemii. Produkowana jest w wielu formach farmaceutycznych
przez liczne firmy i znana jest pod nazwa: Fungillin, Amphotericin B,
Amphozone, Ampho-Moronal, Wypicil i Ampho-Moronal V.

Rysunek 5. Amfoterycyna B.

Antybiotyk ten ma szerokie dziatanie antygrzybicze, stosowany jest, rtowniez
jako fungicyd w zakazeniach u pacjentéw chorych na AIDS. Przypuszcza sie,
ze toksyczno$é Amfoterycyny B oddzialywujacej ze sterolami btony lipidowe;j
komorki polega na tworzeniu w niej agregatow molekularnych w formie pordw,
zaburzajacych fizjologiczny transport jonow (K*, Na*, H", Cl), co w konsekwencji

prowadzi do $mierci komorki. Niestety, stosowalno§¢ amfoterycyny jako
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antybiotyku jest ograniczone ze wzgledu na stabg rozpuszczalnos¢ w wigkszosci
rozpuszczalnikdéw organicznych 1 praktycznie brak rozpuszczalno$ci w
roztworach wodnych [30-36].

Wiasciwosci fizykochemiczne tego antybiotyku zwiazane sa z jego struktura
w ktorej] mozna wyr6zni¢ dwa dominujace elementy: tancuch sprzezonych
wigzan podwojnych oraz alkilowy tancuch z przylaczonymi grupami
hydroksylowymi. Sztywny tancuch olefinowy (rys. 6) uniemozliwia czasteczce
zmian¢ konformacji (,,zwini¢cie si¢”’) w procesie kompleksowania jonow tak

charakterystyczne dla jonoforow, takich jak kwas lasalowy czy monensyna.

Rysunek 6. Obliczona za pomocq metody semiempirycznej PM5 sztywna struktura

amfoterycyny B.

Antybiotyk ten tworzy kanaty jonowe w btonach komérkowych. [27, 37, 38]
Takie struktury zlozone sa z o§miu czasteczek amfoterycyny, w ktorych czgsé
olefinowa zwiazku zwrocona jest w kierunku lipofilowej btony komodrkowej,
natomiast czgs$¢ lipofobowa skierowana jest do $rodka tworzac hydrofilowy
kanat. Przez taki kanal moga by¢ swobodnie transportowane, zgodnie z
gradientem ste¢zen, jony sodu i potasu (rys. 7) co zaburza funkcjonowanie
komérki prowadzac do jej Smierci.
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Rysunek 7. Schemat budowy kanatu amfoterycynowego w dwuwarstwie lipidowej [39].

Antybiotyk ten nie jest specyficzny i oddziatuje rowniez z cholesterolem,
sktadnikiem budulcowym blon biologicznych ssakéw [28]. Efekt toksyczny jest
najsilniejszy w centralnym uktadzie nerwowym, nerkach i watrobie, co znaczaco
ogranicza stosowalnos¢ tego antybiotyku [29].

Mechanizm agregacji molekut antybiotyku, ma $cisty zwigzek z procesem
wychwytu jonow Na® i K" przez molekuly amfoterycyny B. Analiza widm
absorpcji oraz emisji i wzbudzenia fluorescencji amfoterycyny B w roztworach
wodnych o zmiennej kwasowosci wykazuja na wyzszy poziom agregacji
zwigzku w obecnosci jondw potasu niz jonow sodu. Najbardziej znaczace zmiany
spektralne typowe dla zagregowanej amfoterycyny B wystepuja w obszarze
fizjologicznych wartosci stezenia jonéow wodorowych (pH~7). Wyjasnienie
mechanizméw formowania agregatéw molekularnych ma kluczowe znaczenie
dla zmniejszenia u pacjentéw pierwotnych efektow toksycznych wystepujacych
bezposrednio po zastosowaniu antybiotyku [30].

Preobrazhenskaya i wspolpracownicy przedstawili metody chemicznej
modyfikacji amfoterycyny oraz oznaczyli aktywnos$¢ biologiczng nowo
otrzymanych zwiazkow [40].
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Erytromycyna

Makrolidy to grupa antybiotykow o dzialaniu bakteriostatycznym.
Nazwa pochodzi od stow makro (duzy) i oligo (lakton), poniewaz czasteczki
tych antybiotykdw majg 12-16 atomowy rdzen laktonowy. Erytromycyna to
najbardziej znany naturalny antybiotyk makrolidowy, otrzymuje si¢ ja go ze
Streptomyces erythreus. Zwiazek ten wykazuje znaczng toksycznosc LD50
= okoto 4600 mg/kg (szczur), LD i
powodowac réwniez uczulenie w nastgpstwie narazenia droga oddechowa, w

(doustnie)

= okoto 2580 mg/kg (mysz). Moze

kontrakcie ze skora i po spozyciu.

Erytromycyna to polihydroksylakton zawierajacy w swojej strukturze
dwa pierscienie cukrowe (rys. 8.). Aglikonowg cze$§¢ molekuly stanowi
czternastocztonowy pierscien laktonowy. O zasadowym charakterze calej
czgsteczki (pK =8,8) decyduje amino cukier przytgczony do tego pierScienia
za pomoca wiazania B-glikozydowego [41]. Drugim przylaczonym, za
pomoca wigzania B-glikozydowego, cukrem jest, unikalna dla erytromycyny,

L-kladynoza.

Rysunek 8. Erytromycyna.

Czasteczki cukrow wchodzace w sktad erytromycyny nie sg zaangazowane
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w wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe (rys. 9.) co umozliwia im tatwe
wchodzenie w interakcje z innymi czasteczkami w tym z duzymi czasteczkami

organicznymi.

A\

§

.w ‘
o ~/&'§‘

v

Rysunek 9. Obliczona za pomocg metody semiempirycznej PM5 struktura erytromycyny.

Erytromycyna zawdzigcza swoja antybakteryjna aktywnos¢ zdolnoscia do
inhibicji biosyntezy biatek [42]. Makrolid ten inhibuje biosynteze biatek przez
przyltaczenie si¢ rybosomalnego RNA, powodujac, nastgpnie oddysocjowanie
t-RNA podczas translokacji [43].

Erytromycyna podobnie jak wiele makrolidow wykazuje najsilniejsze
wiasciwos$ci antybakteryjne przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, cz¢$ci Gram-
ujemnym oraz Mycoplasmas, Chlamydia i Rikettsia. Stosuje si¢ ja glownie w

antybiotykoterapii u pacjentdéw uczulonych na penicyling.
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Rozdzial 5

Peptydy jako nowe syntetyczne skladniki preparatow
kosmetycznych

Anna Olejnik, [zabela Nowak
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

Peptydy to krotkie tancuchy zlozone z aminokwasow (rys. 1), w
szczegolnosei za$ wyrdzniamy:
e polipeptydy, kiedy mamy do czynienia z pojedynczym tancuchem
peptydowym sktadajacym si¢ z maksymalnie 100 aminokwasow,
*  oligopeptydy — polipeptydy sktadajace si¢ z 2-9 aminokwasow, czyli
di-, tri-, tetra-, penta-, heksa-, hepta-, okta i nonapeptydy;

Rysunek 1. Wzory strukturalne aminokwasu oraz dipeptydu, z zaznaczonym wigzaniem
peptydowym.

Naturalne peptydy wystepuja w produktach zwierzecych i roslinnych,
takich jak mleko, jedwab, soja, pszenica, ryz. Z kolei do naturalnych peptydoéw
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organizmu ludzkiego nalezy wiele hormondéw (np. melanotropina, glutation),
neuroprzekaznikéw oraz zwiazkéw odpowiedzialnych za przekaz informacji
wewnatrzkomorkowej. Aktywno$¢ biologiczna peptydow jako przekaznikow
informacji w zywych tkankach sprawia, ze istnieje duze zapotrzebowanie na te
sktadniki w kosmetyce. W szczegdlnosci osiagnigcia z zakresu biotechnologii
pozwalaja przewidywac, ktory fragment czasteczki odpowiada za jej aktywnosé
biologiczng i na tej podstawie projektowaé mniejsze i tansze odpowiedniki
pierwowzorow, o $cisle ukierunkowanym, zamierzonym wplywie na konkretny
proces biologiczny, np. odnowy skory. Kosmetyki z peptydami zaliczane sg
do kosmeceutykéw, czyli produktow o dziataniu z pogranicza kosmetologii i
farmakologii.

Kremy zawierajace dodatek dzialajacych kierunkowo na nasz organizm
biologicznie aktywnych zwigzkow lub ich mieszanin staja si¢ coraz bardziej
powszechne w wyrobach przemyshu kosmetycznego. Peptydy (rys. 2) stanowig
sktadnik aktywny wielu kosmetykdéw przeznaczonych do pielegnaciji skory
dojrzalej, w bardzo popularnych seriach anti-age lub anti-wrinkle cosmetics. Z
tego wzgledu kosmeceutyki te sg szczegdlnie poszukiwane przez konsumentow.
Peptydy w kosmetykach to najczesciej tzw. ,,peptydomimetyki” (peptydy
biomimetyczne) czyli substancje wiernie nasladujace mechanizm dziatania
i skutki wywierane przez ich naturalne odpowiedniki. Pojawito si¢ takze
ostatnio pojecie ,,peptydy 1Q”, czyli peptydy inteligentne, ktorym okresla sig
peptydy z dolaczonym tancuchem kwasu tluszczowego (np. palmitynowego),
dzigki czemu specyfik lepiej przenika przez skore i tatwiej dociera do miejsca
przeznaczenia. Dodatkowa zaleta jest maly rozmiar czasteczek, co utatwia
peptydom pokonywanie barier skornych i nie ma koniecznosci zamykania ich w
no$nikach transdermalnych. Pierwszy drogeryjny krem przeciwzmarszczkowy
z peptydami pojawit si¢ w 2005 roku (StriVectin-SD), ale informacje dziataniu
jego skladnika aktywnego, tj. oligopeptydzie opatentowanych pod nazwa
Pal-KTTKS (Pal-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser) podano w 2002 roku, podczas 20-go
Kongresu Dermatologicznego w Paryzu. Swiatowym pionierem w syntezie

krotkotancuchowych endogennych peptydoéw jest francuski IEB (Institut
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Européen de Biologie cellulaire), a w tworzeniu peptydow na uzytek przemystu

kosmetycznego specjalizuje si¢ hiszpanska firma Lipotec S.A.

Rysunek 2. Przestrzenna budowa peptydu [1].

Podsumowujac, zainteresowanie surowcami peptydowymi wynika przede
wszystkim z faktu, ze sg istotnymi elementami strukturalnymi wszystkich
zywych organizméw 1 pelig role kluczowych czasteczek biologicznych
odpowiedzialnych za regulacje proliferacji, réznicowania, przezycia komorki
i ekspresji genéw [2]. Charakteryzuja si¢ duza funkcjonalnoScig zarbwno w
stosunku do skory, jak i samych produktow kosmetycznych, do ktérych sa one
wprowadzane. Ichwiasciwosci wptywajanapoprawienie cechdermatologicznych
preparatu, zdolnos¢ tworzenia zeli, wigzanie wilgoci, oddziatywanie na teksture
tkanki, tworzenie btonek na stosowanych powierzchniach, zwickszanie adhezji.
Z punktu widzenia produktow kosmetycznych peptydy sa zwigzkami stabilnymi,
przyjaznymi skorze, praktycznie niepowodujacymi podraznien ani uczulen.

Dzigki zastosowaniu nowych technik naukowcom udato si¢ opracowac

107



metody

otrzymywania

ANNA OLEINIK, [ZABELA Nowak

syntetycznych  peptydow o

ukierunkowanym,

efektywnym oddziatywaniu na skér¢ - w odréznieniu od biatek moga one

przenika¢ do glgbszych warstw skory [3, 4]. Tabela 1 przedstawia wybrane

syntetyczne peptydy stosowane powszechnie w produktach kosmetycznych.

Dziatanie peptydéow mozna poréwnaé do pracy postancow. Kazdy peptyd w

zaleznos$ci od rodzaju i kolejnosci utozenia tworzacych go aminokwasow niesie

w sobie okreslong wiadomos¢ dla komorek skory i w ten sposob wptywa na ich

funkcjonowanie [5].

Tabela 1. Komercyjnie dostgpne bioaktywne peptydy [m.in. 4].
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Atrium

Atrium
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Lipotec
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Acetylowany
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Acetylowany
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ECM-protect
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Pentapharm

Pentapharm
Peter Thomas

Roth Wrinkle
Preventer.

Procyte

Sederma

Sederma

Sederma

Dlugoletnie

Pentapeptyd-3

Dipeptyd

Palmitynowytripepyd-1

PTri-1

Kompleks GHK-Cu

Palmitynowy
tetrapeptyd 7
Palmitynowy
pentapeptyd-4

Palmitynowy
oligopeptyd

badania oraz

Neuroinhibitor

Nasladuje dziatanie
toksyny Temple Viper

Zwigksza produkcje
kolagenu Ii IV

Gojenie ran

Zwigksza

elastyczno$é
Stymulacja produkcji

kolagenu

Zwigkszenie
produkcji kolagenu i
kwasu hialuronowego

Vialox

Syn-ake

Trylagen/
Aldenine

Novea

Matrixyl 3000,
Rigin

Matrixyl

Biopeptide-EL

analiza podstawowych biochemicznych

mechanizméw oddzialywania na zmarszczki doprowadzily do odkrycia

substancji, ktére zrewolucjonizowaly $wiat kosmetyczny. Dowiedziono, ze to

wiasnie peptydy wykazuja biochemiczng aktywnos¢ i skuteczno$¢ w walce

ze zmarszczkami mimicznymi na czole 1 wokét oczu. Na szczegdlng uwage

zashuguje takze synergiczny efekt, wywotany réwnoczesnym dziataniem kilku

peptydow [6]. Badania wykazaly, ze peptydy sg bezpieczniejszym, tanszym i

delikatniejszym rozwigzaniem niz botoks, ktory wplywa na te same mechanizmy

tworzenia zmarszczek, ale w odmienny, bardziej inwazyjny sposob.

Peptydy stosowane w kosmetyce mozna podzieli¢ na trzy grupy:

1. Peptydy sygnalizacyjne — stymulujace syntezg¢ biatek skory — maja

zdolno$¢ splycania zmarszczek, pobudzajac produkcje elastyny i

kolagenu - wtokien podporowych skory.

2. Inhibitory neurotransmiterow (neuropeptydy) - rozkurczaja skore

wokot zmarszcezek.

3. Peptydy transportujgce substancje aktywne w glab skory [7].



ANNA OLEINIK, [ZABELA Nowak

1. Peptydy sygnalowe - stymulujace

Peptydywykazujazdolnos¢doinicjowaniaprocesdéwwewnatrzkomorkowych,
zwigkszenia produkcji fibroblastéw skory wilasciwej, wplywajac na synteze
kolagenu, a w konsekwencji na poprawienie wygladu skory.

Jednym z przedstawicieli peptydow sygnalowych jest heksapeptyd o
nastepujacej sekwencji aminokwasow Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly. Znaczaco
stymuluje produkcje fibroblastow, jednoczesnie obnizajac ekspresje elastyny
[8, 9]. Dodatkowo peptyd ten zostat zmodyfikowany kwasem palmitynowym,
aby tatwiej moégt wnikaé w glab naskorka, dlatego w przemysle kosmetycznym
znany jest pod nazwa oligopeptydu palmitynowego [10].

Na szczegolne zainteresowanie zashluguje pentapeptyd sktadajacy sie z
pigciu aminokwasow: Lys-Thr-Thr-Lys-Ser (KTTKS), ktory jest fragmentem
struktury prokolagenu typu I. Badania wykazaly, ze pentapeptyd moze
stymulowa¢ fibroblasty do syntezy molekut tkanki tacznej, kolagenu i
glikozoaminoglikanow, regulujac w ten sposob macierz skoéry [11]. Chociaz
potencjalne uzycie peptydow moze by¢ skuteczne, jednak dostarczenie ich w
glab skory jest utrudnione z powodu ich jonowej natury. W celu zwickszenia
ich stabilnoS$ci i utatwienia penetracji w glab skoéry uzyto pochodnych kwasow
thuszczowych, ktére zwigkszaly liofilowos¢ peptyddéw [12]. Naukowcy dowiedli,
ze polipeptydy zmodyfikowane kwasami ttuszczowymi przenikaja przez skore
5 razy latwiej niz niemodyfikowane peptydy [13]. Z tego wzgledu w formach
kosmetycznych wykorzystuje si¢ KTTKS jako pochodng palmitynowa (pal-
Lys-Thr-Thr-Lys-Ser). Wyzej wymieniony peptyd, znany réwniez pod nazwa
Matrixyl, zastluguje na szczegodlng uwage, poniewaz jako pierwszy zostat
zastosowany w kosmetyce. Badania wykazaly, ze pal-KTTKS stymuluje
komorki skory do produkeji kolagenu (I i IV), fibronektyny, elastyny i kwasu
hialuronowego, wptywajac na sprezystos¢ i jedrno$¢ skory. Kliniczne testy
przeprowadzone na kobietach w wieku od 35 do 55 wykazaty, ze pentapeptydy
(pal-KTTKS) nie podrazniajg skoéry i nie powoduja niekorzystnych skutkow
ubocznych. Dodatkowo po 8 1 12 tygodniach mozna byto zaobserwowac znaczng

redukcje zmarszczek, cieni pod oczami oraz zwigkszenie jedrnosci skory (rys. 3)

110



PEPTYDY JAKO NOWE SYNTETYCZNE SKLADNIKI PREPARATOW KOSMETYCZNYCH

[10]. Dziatanie przeciwzmarszczkowe peptydoéw typu Matrixyl™ poréwnywane
jest w badaniach do efektow, jakie daja kwasy hydroksylowe (AHA, BHA) oraz
retinol.

A B
Rysunek 3. Efekt dziatania pal-KTTKS na zmarszczki po 12 tygodniach (B). Stan skory
dla porownania przed zastosowaniem pal-KTTKS (A) [14].

Badania in vitro 1 in vivo wykazuja podobne dzialanie tripeptydu Gly-
His-Lys, ktory powoduje zwigkszenie produkcji kolagenu poprzez stymulacje
fibroblastow [15]. Potwierdzeniem tego jest redukcja dlugosci i glebokosci
zmarszczek oraz zmniejszenie szorstkosci skory. Peptydy sygnalizujace moga
nasladowaé podstawowe etapy produkcji kolagenu, tym samym wplywajac na
polepszenie wygladu skory [16].

1.1. Heksapeptyd (Serilesine) peptyd sygnalowy (stymulujacy)

Jednym z przedstawicieli peptydow sygnatowych jest heksapeptyd-10
(nazwa handlowa: Serilesine®) o nast¢pujacej sekwencji aminokwasow H-Ser-
Leu-Ile-Gly-Lys-Val-NH, (rys. 4). Heksapeptyd ten odpowiedzialny jest za
spajanie komorek naskorka i skory wlasciwej. Dziala na btong podstawna skory,

czyli na granic¢ naskorkowo-skorng. Stymuluje produkcje nowych komorek
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skory, dzigki czemu powoduje zwickszenie spoistos$ci, gestosci i gladkosci
skory. Odpowiada fragmentowi tancucha laminy (biatka pelniacego wazna role
w oddziatywaniach komoérek nabtonka i $rodbtonka z innymi sktadnikami btony
podstawnej) i w ten sposob wptywa na wzrost jej syntezy. Serilesine zwigksza
rowniez synteze a6-integryny, bialek adhezyjnych, ktore wspotdziatajac z

innymi receptorami biatkowymi umozliwiaja agregacj¢ komorek.

NH,
OH
0 0 0
NH NH\/U\ NH
H,oN NH NH NH,
0 0 o}

Rysunek 4. Wzor strukturalny heksapeptydu.

Powoduje rowniez wzrost syntezy hemidesmosomow (potdesmosomy),
ktore tacza spod tkanki nabtonkowej z blong podstawng. Dzigki wyzej
przedstawionym wtasciwosciom Serilesine moze wplywaé na zwigkszenie
polaczen dermo-epidermalnych, dlatego w kosmetyce jest wprowadzany do

emulsji, zeli i kremow, w celu zregenerowania i od$wiezenia skory [17].

2. Inhibitory neurotransmiter6w (neuropeptydy)

Wsrod polipeptydéow popularno$¢ zdobyly réwniez neuropeptydy, ktore
mogg dziata¢, jako neuromodulatory, neuroprzekazniki lub neurohormony.
Ich dziatanie zwigzane jest ze zdolnosciag blokowania w skorze receptorow
wplywajacych na przepuszczalno$¢ jondow sodu, tym samym ograniczajac
przeptyw impulséw z komoérek nerwowych. Glownym zadaniem neuropeptydow
jest przekazywanie komorkom skory sygnatu, by nie pozwalaly mie$niom
twarzy zbyt intensywnie si¢ kurczy¢. Zapobiegaja w ten sposob tworzeniu si¢

zmarszczek mimicznych. Dzieki tym funkcjom moga zastepowac neurotoksyneg
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botulinowg (BOTOX®) stosowang w medycynie estetycznej do usuwania
zmarszczek mimicznych. Zabieg polega na wstrzyknieciu toksyny w okolice
zmarszczek, a efekt wygtadzenia skory po jednej sesji utrzymuje si¢ od 3 do 6
miesigey. Z powodu duzej toksycznos$ci neurotoksyny botulinowej nie mozna
stosowac jej w produktach kosmetycznych. Z tego wzgledu naukowcy pracowali
nad otrzymaniem zwigzku, ktory bedzie wykazywal mniejsza toksycznose, ale

podobne efekty terapeutyczne. Tymi odpowiednikami okazaty si¢ by¢ wiasnie

oligopeptydy.

2.1. Biochemiczny mechanizm dzialania peptydow.

Udowodniono, ze zmianom struktury skory mozna w znacznym stopniu
zapobiega¢ poprzez redukcje skurczéw mie$niowych, dlatego istotne jest
zrozumienie mechanizmu, jaki je powoduje. Gdy z wnetrza synapsy zostanie
uwolniony neurotransmiter dochodzi do skurczoéw migsni. W procesie uwalniana
neurotransmitera istotng role odgrywa kompleks SNARE (SNAP REceptor),
ktory pelni funkcj¢ receptora impulsu [18]. Sktada si¢ on z trzech sktadnikow
— proteiny VAMP (vesicle associated membrane protein), syntaksyny i
proteiny synaptycznej SNAP-25 (SyNaptosomal Associated Protein of 25kDa),
dzigki ktorym neurony moga przeprowadzac egzocytozg. (rys. 5) Egzocytoza
jest to proces uwalniania metabolitéw powstajacych wewnatrz komorki do
przestrzeni pozakomoérkowej. Kompleks SNARE wychwytuje pecherzyki
synaptyczne i faczy je z membrang w celu uwolnienia 3

neurotransmitera, dziata wiec jak komérkowy zacisk.

Pecherzyksynaptycznyzneurotransmiterem,
Autoreceptor;

Synapsa z uwolnionym neurotransmiterem,
Receptory postsynaptyczne

Kanat wapniowy;

SN A BN~

Egzocytoza pecherzyka,

7. Odzyskany neurotransmiter
Rysunek 5. Polgczenie synaptyczne neuron A (wysylajgcy) do neuron B (otrzymujgcy)
[19].
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Innowacyjne peptydy (np. acetylowany heksapeptyd-3 — Argireline®,
acetylowany glutamyl heptapeptydu-1 — SNAP-7®, acetylowany oktapeptyd-1
— SNAP-8®) zostaty zaprojektowane w ten sposob, by strukturg byly podobne
do N-terminalnie zakonczonych protein synaptycznych SNAP-25. W ten sposob
moga rywalizowac z naturalnym biatkiem o pozycje w kompleksie SNARE,
co w rezultacie powoduje zmiang jego sktadu. Jesli dojdzie do destabilizacji
kompleksu SNARE, wowczas pecherzyk nie moze uwolni¢ neurotransmiterow,
zostanie przerwana egzocytoza, co powoduje stlumienie kontrakcji mi¢§niowej,
dzigki czemu zapobiega si¢ tworzeniu zmarszczek (rys. 6) [20]. Skurcz mig$ni
nastapi, wtedy gdy podczas egzocytozy zostanie uwolniona acetylocholina.

W celu potaczenia pecherzyka z btong komorkowa potrzebne sg dwa
procesy:

- tworzenie si¢ kompleksu SNARE

- wejscie jonu wapniowego do neuronu

Rysunek 6. Biochemiczny mechanizm dziatania peptydow [22].

2. 2. Pentapeptyd Leuphasyl®

Jednym z reprezentantow neuropeptydow jest pentapeptyd o nastepujacej
sekwencji aminokwasow Tyr-Ala-Gly-Phe-Leu (nazwa handlowa: Leuphasyl®)
(rys. 7) [21].
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0 0
NH OH
NH NH
NH, 0 0
HO

Rysunek 7. Wzor strukturalny pentapeptydu.

Pentapeptyd ma za zadanie
funkcjonowa¢ jako modyfikowana
enkefalina (neuroprzekaznik
peptydowy), ktora taczy si¢ z
receptorem  enkefaliny  poza
komorka nerwowa. To potaczenie
powoduje uwolnienie podjednostek
(a, B, v) biatka G, ktore zamykaja
kanaty wapniowe zapobiegajac w
ten sposob fuzji pecherzyka oraz
nic dopuszczaja do uwolnienia
acetylocholiny  przez  synaps¢
do miegsni (rys. &) [22]. Ten
proces utrzymuje neuron w fazie
spoczynku, ostabia kurczenie si¢
migsni i zapobiega tworzeniu si¢

zmarszczek.

Rysunek 8. Mechanizm dziatania pentapeptydu.
[23]

2.3. Heksapeptyd — neuropeptyd Argireline®

Najbardziej wykorzystywanym w kosmetologii zwigzkiem o dzialaniu

hamujacym uwalnianie acetylocholiny jest heksapeptyd-3 Argireline® (Ac-Glu-
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Glu-Met-Gln-Arg-Arg-NH,), ktorego
budowa strukturalna wzorowana jest
na proteinie SNAP 25.

Heksapeptyd ma za zadanie
konkurowa¢ z proteing SNAP-25
o pozycje w kompleksie SNARE i
w ten sposob ma wpltywac na jego
destabilizacje (rys. 6 1 9) [12]. Peptyd

ten wykazuje znaczace przenikanie

przez skore. Badania  kliniczne
Rysunek 9. Mechanizm dziatania Argireline®.

[12]

wykazaty, ze uzycie emulsji o/w (olej
w wodzie), w ktorej peptyd stanowi
10% wagowych wszystkich sktadnikow, redukuje intensywno$¢ zmarszczek do
30% po 30-dniowej terapii. Pomiary glebokosci zmarszezek zostaty wykonane
przed zastosowaniem kremu oraz w 15 dniu i w 30 dniu jego stosowania (rys.
10) [23]. Dodatkowo heksapeptyd (Argireline) nie wykazuje neurotoksycznosci
i stanowi bezpieczng alternatywe dla neurotoksyny botulinowej (BoNT5). Z tego
wzgledu moze by¢ wprowadzony do kosmetykow takich jak kremy, zele czy
emulsje, ktorych gtownym zadaniem jest usunigcie glgbokich zmarszezek na

czole lub w okolicy oczu [24].

100

90

% 80
70

60

50

0 15 30

Dhugos¢ trwania terapii (dni)
Rysunek 10. Zastosowanie Argireliny w terapii przeciwzmarszczkowej. Tworzenie sig
zmarszczek wyrazone w procentach w stosunku do diugosci trwania terapii przy uzyciu
emulsji o/w niezawierajqcej heksapeptydu (szare stupki) i zawierajgcg 10% heksapeptydu
(niebieskie stupki) [24].
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Badania wykazaty, ze synergiczne dziatanie pentapeptydu Leuphasyl oraz
heskapeptydu Argireline powoduje podwdjne ostabienie skurczow migsniowych,
poniewaz Leuphasyl blokuje jony wapnia natomiast Argireline wptywa na
destabilizacj¢ kompleksu SNARE.

2.4. Oktapeptyd — neuropeptyd

Kolejnym reprezentantem neuropeptydow jest antyzmarszczkowy
oktapeptyd powstaly w wyniku elongacji heksapeptydu (Argireline) znany pod
nazwa handlowa jako SNAP-8. Mechanizm jego dziatania jest taki sam jak
wyzej przedstawionego heksapeptydu. W celu zaobserwowania wilasciwosci
antyzmarszczkowych zawarto$¢ SNAP-8 w roztworze powinna wynosi¢ od 3 do
10 %. Przeprowadzone badania in vitro i in vivo wykazaly wigksza skutecznosé¢
przeciwzmarszczkowa SNAP-8 az do 30% poréwnaniu z jego prekursorem
heksapeptydem Argireline. Z badan in vitro wynika, ze dwa dodatkowe
aminokwasy w znacznym stopniu wptynety na aktywnos¢ przeciwzmarszczkowa
tego zwiazku [25].

Obserwacja natury pozwolita na odkrycie ciekawego zrodta bioaktywnych
peptydow. Zaobserwowano, ze zmija Tropidolaemus wagler produkuje toksyne,
ktéra blokuje komunikacje nerwowo-mig$niowa, co w rezultacie prowadzi do
sparalizowania ofiary. Badania wykazaty, ze w sktadzie jadu obecna jest proteina
Waglerin 1, hamujaca uwolnienie acetylocholiny. Na podstawie tych obserwacji
zsyntetyzowano tripeptyd znany handlowo jako Syn-ake (Pentapharm), ktory

ma imitowac¢ efekt dziatania wyzej wymienionej proteiny [26].

3. Petydy transportujace [7, 10]

Kolejng istotng funkcja peptydow w kosmetykach jest ich zdolno$¢ do
stabilizacji oraz transportu kationéw miedzi. Pierwiastek ten jest niezbedny
W procesie gojenia ran, wspomaga wiele procesOw enzymatycznych oraz ma
wplyw na rozwo6j naczyn krwiono$nych. Miedz dziata przeciwstarzeniowo
pelniac istotng funkcj¢ w procesie neutralizowania wolnych rodnikow w
skorze. Dodatkowo, od tego pierwiastka zalezna jest oksydaza lizylowa, ktora

petni funkcj¢ w procesie tworzenia kolagenu i elastyny. Tripeptyd Gly-His-Lys
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(GHK-Cu) moze tworzy¢ kompleks z miedzig i odgrywa kluczows funkcje
w skorze [27]. Kompleks GHK-Cu stymuluje syntez¢ kolagenu i substancji z
grupy glikozaminoglikandéw, ktore zapewniajg state stezenie wody w skorze
wlasciwej. Kompleks poprawia wyglad skory poprzez stymulacje dziatania
metaloproteinazy I i II, ktora usuwa uszkodzony kolagen i elastyne. Oprocz
tego pobudza syntez¢ nowych czasteczek biatek w fibroblastach. Uwaza sig, ze
miedziowy peptyd jako kosmeceutyk moze wptywac na:

*  poprawienie elastycznosci, jedrnosci skory;

+  zwigkszenie grubosci skory wlasciwej i naskorka;

* redukcje glebokosci zmarszezek;

e usuwanie przebarwien skory;

Analizy wykazaty, ze zar6wno tripeptyd jak i kompleks tripeptydu z miedzig
znaczaco wplywajg na stymulacj¢ produkcji kolagenu, poprawiajac w ten sposob
wyglad skory, jej grubos¢ i gestos¢ [24]. Kliniczne badania przeprowadzone
na grupie 41 kobiet w ciggu 12 tygodni dowodza, ze kremy do pielggnacji
twarzy zawierajace kompleks peptydu z miedzig wykazuja pozytywne dziatanie
przeciwzmarszczkowe oraz wygladzajg skore [18].

Istotnym parametrem odpowiedzialnym za terapeutyczne dziatanie peptydu
jest jego odpowiednia zawarto$¢ w recepturze. Nalezy pamigtaé, ze ilosé¢
substancji aktywnej w preparacie odroznia kosmetyki od farmaceutykow. Z tego
wzgledu firmy produkujace kosmetyki nie mogg stosowaé substancji aktywnych
powyzej okreslonego stezenia. Tabela 2 przedstawia zebrane najwazniejsze
funkcje peptydéw stosowanych w kosmetologii. Nie ulega watpliwosci, ze
kosmetyki zawierajace w swym skladzie peptydy umozliwia walke z efektami
starzenia bez konieczno$ci podejmowania decyzji o stosowaniu zastrzykow z
toksyna botulinowa.

Peptydy moga by¢ modyfikowane na rézne sposoby w celu zwigkszenia ich
specyficznos$cei, stabilnosci, rozpuszczalno$ci, utatwienia przenikalnosci przez
skore oraz zmniejszenia toksycznosci. Z tego wzgledu bioaktywne peptydy maja
wielokierunkowe mozliwosci zastosowania w dermatologii oraz kosmetologii,

co doprowadzitlo w ostatnich latach do zwigkszenia ich znaczenia. Rozwoj
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technologii pozwala na syntez¢ odpowiedniej kombinacji aminokwasow, ktore

dopasowane sa do potrzeb skory. Syntetyczne krotkotancuchowe peptydy

sg zaprojektowane w taki sposob, by mogly nasladowac niektore procesy

biologiczne lub w celu zahamowania objawow starzenia si¢ skory [28].

Tabela 2. Peptydy w kosmetologii [m.in. 18].

Typ

Peptydy
sygnalizujace
(stymulujace)

Neuropeptydy
(rozkurczajace)

Peptydy
transportujace

Dzialanie in vitro

inicjuja mechanizm gojenia ran
poprzez aktywacje fibroblastow
produkujacych kolagen

inhibituja uwalnianie acetylocholiny,
blokujac tym samym przekazywanie
informacji o skurczu migsni

dostarczaja miedz w glab skory,
powodujac aktywacje enzymow
odpowiedzialnych za gojenie ran

Oczekiwane efekty
badan klinicznych in
vivo

zwigkszajg produkcje
kolagenu, by poprawié¢
wyglad skory

zmniejszaja skurcze
mies$ni

zwigkszajg produkcje
kolagenu, wygtadzajac
skore

Jednak formulacje z peptydami nadal budza kontrowersje, gdyz nie do konca

poznano efekty ich dlugotrwalego stosowania. Istnieje mozliwo$¢, ze tancuchy

aminokwaséw moga aktywowac procesy o nieznanych dotad mechanizmach,

wywotujace niepozadane konsekwencje. Z tego wzgledu istotne sa dalsze

badania in vitro i in vivo, ktére doktadnie okresla korzysci ich stosowania.
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Jak dotad wiadomo, ze peptydy dziataja jako regulatory komoérkowe,

sa tagodne i efektywne, dlatego najprawdopodobniej przysztos¢ na rynku

kosmetycznym nalezy wtasnie do nich.
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Rozdzial 6

Zastosowanie spektroskopii ’F NMR w badaniach zwiazkow

boroorganicznych

Agnieszka Adamczyk-Wozniak, Andrzej Sporzynski
Politechnika Warszawska, Wydziat Chemiczny, Noakowskiego 3,
00-664 Warszawa

1. Wprowadzenie

Zwigzki boroorganiczne znajduja szerokie zastosowanie we wszystkich
dziedzinach chemii: w syntezie organicznej (np. reakcje Suzukiego i Petasisa),
katalizie, chemii supramolekularnej (receptory molekularne réznych waznych
grup zwigzkow) oraz w biologii i medycynie [1]. Spektroskopia NMR jest
bardzo waznym narzedziem w badaniach struktur, przebiegu reakcji i ich
kinetyki, rownowag czy oddziatywan molekularnych.

Wykorzystanie rezonansu roznych jader zalezy od rodzaju badanych
zwigzkow. Rezonans 'H NMR ma w przypadku zwigzkoéw boroorganicznych
ograniczone zastosowanie ze wzgledu na to, ze czgsto istotne z punktu widzenia
zastosowan tych zwiazkow, zmiany podstawnikéw przy atomie boru, liczby
koordynacyjnej, stopnia utlenienia, tworzenia roéznego rodzaju kompleksow,
maja niewielki wptyw na wyglad widma protonowego [2]. Wigcej informacji
mozna otrzyma¢ z rezonansu C NMR, jednak specyfika tego rodzaju
spektroskopii ogranicza jej zastosowanie. Nalezy dodac, ze z powodu momentu
kwadrupolowego jadra ''B (eQ = 0,0355-10% m?) sygnaty atoméw wegla B-C i
zwigzanych z nimi protondéw sg znacznie poszerzone i najczesciej niewidoczne
w widmie.

Bardzo uzyteczng technika NMR w badaniach zwigzkéw boroorganicznych
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jest spektroskopia "B NMR [3]. Wysoka zawarto$¢ naturalna izotopu ''B (Tabela
1) pozwala na szybka rejestracj¢ widm, a przesunigcia chemiczne obejmuja
zakres ok. 250 ppm i zalezg od tadunku, liczby koordynacyjnej i rodzaju
podstawnikow przy atomie boru. Widma "B NMR dostarczaja wiec istotnych
informacji o strukturach i mechanizmach reakcji oraz mogg by¢ wykorzystane

do ilo$ciowej analizy mieszanin zwigzkéw boru.

Tabela 1. Wiasciwosci magnetyczne wybranych jqder.

Jqdro ]H llB 13C 19F 170 31P
wspotczynnik
giromagnetyczny 25,75 8,583 6,73 2,52 -3.63 10,83
[107 rad/(T*s)]

zawarto$¢ w naturalnym

. 99,98 80,42 1,08 100 | 3,7*%102 100
pierwiastku [%]

wzgledna czutosé
detekcji

liczba spinowa 172 32 172 172 572 172

1000 165 15,9 834 29,1 66,4

Doskonatym  narzedziem w  badaniach  tlenowych  zwigzkow
boroorganicznych jest spektroskopia 7O NMR [4]. Jednak naturalna zawarto$¢
tego izotopu (3,7*¥102 %) znacznie ogranicza stosowanie tej techniki: we
weczesniejszych pracach najczgsciej badano zwiazki wzbogacane izotopowo.
Obecnie stosowane spektrometry umozliwiajg znaczne przyspieszenie rejestracji
widm dla zwiazkow o naturalnym sktadzie izotopowym, jednak w dalszym
ciggu metoda ta pozostaje specjalistycznym narzgdziem, rowniez ze wzgledu na
niezbyt obszerna literature.

Atom fluoru ma szczegdlne znaczenie w chemii zwigzkoéw boru. Fluorek boru
BF, jest jednym z najmocniejszych kwasow Lewisa i tatwo reaguje z wigkszo$cia
zasad Lewisa, takich jak etery, alkohole, aminy lub woda, tworzac addukty,
a takze z anionem fluorkowym z utworzeniem jonu tetrafluoroboranowego
BF, . Zastapienie atomow wodoru przez atomy fluoru w grupach alkilowych

czy arylowych zwigzkéw boroorganicznych zwigksza kwasowo$¢ Lewisa
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atomu boru i jest podstawa licznych zastosowan tych zwigzkéw. Mozna tu
wymieni¢ ich wykorzystanie jako dodatkéw do elektrolitow polimerowych
zwiekszajacych przewodnosé elektrolitow dzigki kompleksowaniu anionow [5]
badz jako katalizatoréw reakcji organicznych [6]. Specyficzne oddziatywanie
kwasow boronowych z anionem fluorkowym jest podstawa wykorzystania tych
zwiazkow jako receptoréw molekularnych do konstrukcji sensorow. Nalezy tez
wspomnie¢ o zastosowaniu fluoropodstawionych zwigzkow boroorganicznych
w medycynie, np. jako skutecznych srodkow przeciwgrzybiczych [7].

Juz kilka podanych wyzej wybranych przyktadow wskazuje na ogromne
mozliwosci wykorzystania rezonansu ""F NMR jako doskonatego narzgdzia
badawczego. Obecne opracowanie ma na celu przyblizenie Czytelnikowi tej
techniki przez podanie podstawowych informacji o rezonansie ''F NMR oraz
przyktadow zastosowania tej metody, a takze perspektyw dalszych badan w tej

dziedzinie.

2. Podstawowe informacje o spektroskopii ’F NMR

Spektroskopia “F nalezy obok 'H i *C do najczgsciej wykorzystywanych
technik NMR [8]. Obecnie widma fluorowe wykonuje si¢ standardowo, wykonujac
pomiary w tym samym co widma protonowe kanale pomiarowym. Spektroskopia
"F NMR charakteryzuje sie duzg czutoscig ze wzgledu na 100% zawarto$¢ jadra
F oraz wysoki wspotczynnik giromagnetyczny (Tabela 1). °F jest jadrem o
liczbie spinowej %, co powoduje, ze sygnaty w widmie charakteryzujg si¢ mata
szerokoscig potdéwkowa rzgdu 1 Hz, a widma przypominaja widma protonowe.
Zakres pomiarowy jest bardzo szeroki i wynosi ok. 1000 ppm [9], dlatego
znacznie rzadziej niz w przypadku widm protonowych dochodzi do naktadania
sie sygnatow. W zwigzku z tym, widma "°F sg najcze$ciej tatwe w interpretacii,
pomimo duzych wartosci statych sprzezenia. Podobnie jak w przypadku widm
protonowych, intensywno$¢ sygnalow w widmie fluorowym jest proporcjonalna
do liczby atoméw fluoru, a wyglad multipletow jest, przynajmniej teoretycznie,
zgodny z zasadg tzw. trojkata Pascala. W przypadku widm fluorowych obserwuje
si¢ nie tylko sprzezenia pomigdzy sgsiadujagcymi atomami fluoru, ale rowniez

z sasiadujgcymi protonami, stad struktura multipletowa wigkszosci zwigzkow
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fluoroorganicznych jest dosy¢ ztozona.

2a. Przesuni¢cia chemiczne ’F NMR

Uznanym wzorcem w "’F NMR jest CFCI, (0 ppm), a sygnaty wigkszosci

atomoéw fluordw zwigzanych z weglem maja ujemng warto$¢ przesunigcia

chemicznego. Do innych zwigzkow czgsto stosowanych jako wzorce przesunigcia
chemicznego “F NMR nalezg: CF,COH (-76,2 ppm), heksafluorobenzen
(-162,2 ppm), trifluorometylobenzen (63,2 ppm) oraz trifluorooctan etylu
(=75,8 ppm).

Chcgc przewidzie¢ przesunigcie chemiczne okreslonej grupy w widmie

F NMR nie mozna kierowa¢ si¢ regutami znanymi z interpretacji widm 'H

NMR. Wynika to odmiennego mechanizmu ekranowania jader °F. W przypadku

interpretacji widm fluorowych obowiazuja nastepujace reguty:

1.

Grupy zawierajace pojedynczy atom fluoru sg znacznie bardziej
wrazliwe na zmiang otoczenia chemicznego niz grupy zawierajace 2 lub
3 atomy fluoru. Zakres przesuni¢¢ chemicznych pojedynczych atomow
fluoru zwigzanych z grupami winylowymi, aromatycznymi oraz
alifatycznymi zawiera si¢ w granicach od —70 do —238 ppm, podczas
gdy analogiczne sygnaty grupy CF, ograniczajg si¢ do zakresu od -80 do
—130 ppm, natomiast grupy CF, wystepuja w zakresie od —52 do —87
ppm.

Imwigcejatomow fluoru w grupie, tym mniejsze przesunigcie chemiczne.
Na przyktad w przypadku pochodnych butanu: CH,CH,CH,CH,F (-219
ppm), CH,CH,CH,CHF, (116 ppm), CH,CH,CH,CF, (68 ppm).
Sasiedztwo silnie rozbudowanych sterycznie grup obniza przesunigcie
chemiczne sygnatu odpowiedniego atomu fluoru.

Wplyw rozpuszczalnika na przesunigcia chemiczne jest niewielki, np.:
roznice migdzy CDCIl,, acetonem a DMSO nie przekraczajg zwykle 1

ppm, co przy tak duzym zakresie pomiarowym jest pomijalne.

Na rysunku 1 przedstawiono zakresy przesuni¢é¢ chemicznych w widmach

YF r6znych fluorowanych zwigzkdéw organicznych.
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Rysunek 1. Zakresy przesuniec¢ chemicznych w widmach "F (CFCI; 3= 0 ppm).

Przesuni¢cia chemiczne "F  wigkszoSci zwigzkéw — organicznych
zawierajacych atomy fluoru charakteryzuja si¢ ujemnymi warto$ciami, nalezy
jednak mie¢ $wiadomos¢, ze niektore zwiagzki fluoru majg dodatnie wartosci
przesuni¢¢ chemicznych. Oprécz monografii poswigconych spektroskopii “F
NMR warto$ci przesuni¢¢ chemicznych mozna znalezé w innych Zrddlach.
Bardzo obszerne zestawienie zawiera seria Landolt-Bornstein [10], przydatne

moga by¢ rowniez pozycje [11, 12].

2b. Stale sprze¢zenia

Ze wzgledu na liczbe spinowa atomu fluoru (%), multipletowosé
sygnatow jest zgodna z reguta n+1, gdzie n jest liczba atoméw powodujacych
rozszczepienie, przy czym w widmach fluorowych obserwuje si¢ réwniez
rozszczepienie przez protony, co powoduje czgsto komplikacje widm. Znaczne
uproszczenie widma mozna osiggnaé poprzez zastosowanie tzw. odsprzggania,
ktore jednak pociaga za soba pewne wymagania sprzgtowe. Czgsto obserwuje
si¢ rOwniez tzw. sprzezenie przez przestrzen, kiedy sprzegajace si¢ atomy sa
oddzielone wigksza liczba wigzan, ale ich promienie Van der Waalsa cz¢$ciowo
si¢ naktadaja.

Stale sprz¢zenia F—F sa duze w poréwnaniu ze stalymi sprzezenia

H-H, jednakze roznig si¢ znaczaco miedzy soba w zaleznosci od otoczenia
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chemicznego atoméw fluoru, dlatego praktycznie kazda klasa zwigzkow

wymagalaby osobnego omoéwienia.

2¢. ’F NMR zwiazkéw aromatycznych

Przesuni¢cia chemiczne ""F zwigzkow aromatycznych sg zblizone do
zwigzkow alifatycznych, poniewaz w przypadku spektroskopii “F NMR
efekt anizotropowy nie ma takiego znaczenia, jak w spektroskopii 'H NMR.
Obserwuje si¢ natomiast znaczacy wplyw rozpuszczalnika na wartosci
przesunie¢ chemicznych sygnatow '°F fluorowanych zwigzkoéw aromatycznych.
Zaobserwowano rowniez, ze im silniej elektronoakceptorowy podstawnik
znajduje si¢ w pozycji para w stosunku do atomu fluoru, tym silniejsze odstanianie
tego atomu. W przypadku podstawnikow w pozycji orto korelacje juz nie sg takie
proste, natomiast w przypadku podstawnikow w pozycji meta nie obserwuje
si¢ takich zalezno$ci. Wprowadzenie kolejnego atomu fluoru w pozycje orto
i para powoduje przestanianie (nizsze wartosci przesuni¢¢ chemicznych) w
poréwnaniu z fluorobenzenem, natomiast wprowadzenie drugiego atomu fluoru
w pozycje meta powoduje odstanianie, stad 1,3,5-trifluorobenzen charakteryzuje
si¢ najnizszym przesuni¢ciem chemicznym sposrod fluorowanych pochodnych
benzenu (Tabela 2) [13].

Tabela 2. Przyktady przesunieé chemicznych '°F NMR fluorowanych pochodnych benzenu.
Zwiazek PhF 1,2FPh | 1,3FPh 1,4FPh 1,3,5FPh | 1,2,3,4,5,6FPh

YF§ (ppm) | 113 | -119 110 ~139 101 -162

2d. Widma protonowe zwigzkow fluorowanych

W wyniku efektu indukcyjnego atomu fluoru nastepuje zmniejszanie gestosci
elektronowej sgsiadujacych atomdéw i protony w zwigzkach fluorowanych
sa odstaniane. Efekt ten w najwyzszym stopniu dotyczy protonow w pozycji
a, natomiast praktycznie nie jest juz obserwowany dla protondw w pozycji .
Warto$ci statych sprzezenia przez 2 wigzania (3J(F,H)) wynosza zwykle 40-60
Hz i sg charakterystyczne dla widm 'H i "F NMR takich grup jak: -CF H, —
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CFH, oraz —~CFH. Wicynalne state sprze¢zenia (przez 3 wigzania) w zwigzkach
alifatycznych przybieraja zréznicowane warto$ci: od bardzo matych do 15 Hz.
Stale sprzezenia przez trzy, cztery i pie¢ wigzan w zwigzkach aromatycznych sa
zblizone do analogicznych statych sprzezenia H-H [14].

3. Przyklady wykorzystania spektroskopii “F NMR do badan
struktur fluorowanych zwiazkow boroorganicznych, ich oddzialywan
miedzyczasteczkowych i badan kinetycznych

Na rysunku 2  przedstawiono widmo "F NMR  kwasu

pentafluorofenyloboronowego i jego mieszaniny z estrem pinakolowym [15].

Rysunek 2. Widmo '°F NMR kwasu pentafluorofenyloboronowego (a) i jego mieszaniny z

estrem pinakolowym (b) (w acetonie-d6).

Roéznice w przesunigciach chemicznych poszczegolnych atoméw fluoru
sa znaczne, a sygnaly ulegaja wyraznemu przesunig¢ciu po utworzeniu estru,
szczegolnie dla pozycji orto i para. Przyktady przesunig¢ chemicznych dla
innych fluorowanych kwasow boronowych i ich estréw podano w Tabeli 3.

Inny przyktad duzych réznic potozenia sygnalow réznych zwiazkow
zawierajgcych fragment p—FC H.-B(O-), przedstawia Rys. 3. Handlowy kwas
p—fluorofenyloboronowy (a) jest mieszaning kwasu i jego bezwodnika, tris(p—
fluorofenylo)boroksynu, ktéremu odpowiada sygnat —108,9 ppm. Stabsze
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sygnaly odpowiadajg prawdopodobnie formom czg¢sciowo odwodnionym. Po
dodaniu niewielkiej ilosci wody do probki w widmie (b) pozostaje jeden sygnat

kwasu boronowego (—112 ppm) [15].

Tabela 3. Przesunigcia chemiczne wwidmach "F fluorowanych kwaséw fenyloboronowych

i ich estrow pinakolowych (w acetonie-d6) [15].

Kwas fenyloboronowy & F /ppm
(podstawniki) kwas ester
2-F -107,4 -103,5
2,6-F, ~104,6 ~102,2
4-F -112,1 -110,5
—134,0 (orto) -131,6
2,3,4,5,6-F, —156,1 (para) -152,8
—164.9 (meta) -164,6
4-CF, —-63,9 63,7

Rysunek 3. Widma kwasu p-fluorofenyloboronowego (b) i mieszaniny tego kwasu i jego

bezwodnikow (a) (w acetonie-d6).

Frohn i wsp. [16, 17] otrzymali i scharakteryzowali spektroskopowo duza

grupe polifluorowanych aromatycznych tlenowych zwiazkéw boru, podajac
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obszerny zestaw wartosci przesuni¢¢ chemicznych F i statych sprze¢zenia H-F.
Spektroskopia 'F NMR byta przez nich wykorzystana do badania kinetyki
reakcji hydrolizy wigzania B—-C.

Perrin i wsp. [18] wykorzystali spektroskopi¢ '"F NMR do badania kinetyki
reakcji hydrolizy arylotrifluoroboranow wykorzystujac rdznice przesunigé
chemicznych sygnatéw jonu F (ok. 42 ppm) i grupy BF, (ok. 65 ppm).

D’Alfonso 1 wsp. prowadzili systematyczne badania fluorowanych
triaryloboranéow 1 kwasdéw borinowych z wykorzystaniem spektroskopii
YF NMR. Analizujgc przesuniecia chemiczne "F wykazali oni, ze kwas
bis(pentafluorofenylo)borinowy, (C.[F.B),BOH, wystepujagcy w roztworze
w rownowadze migdzy monomerem a trimerem z mostkami wodorowymi,
po dodaniu tetrahydrofuranu tworzy addukt przez wigzanie wodorowe
B-O-H+0O, a nie wigzanie O—B, stwierdzono tez obecnos¢ struktur jonowych.
Proponowane struktury zostaly potwierdzone widmami dwuwymiarowymi
NMR (“F-'H HOESY, "F-'H COSY i F COSY), a dynamika proceséw
badana z uzyciem techniki [“F-"F] EXSY [19]. W dalszych pracach autorzy
badali oddzialywania tego kwasu z metanolem [20] oraz gabka protonowa [21],
stosujac wymienione wyzej techniki. Podsumowaniem prowadzonych badan
jest praca przegladowa rozszerzona o wyniki badan spektroskopowych "B i 'H
NMR, obejmujaca takze tris(pentafluorofenylo)boran [22].

Prowadzone przez Reddy’ego i wsp. [23] badania serii fluorowanych
trifenyloboroksynow (Schemat 1) pozwolity okresli¢ efekt solwatowania tych
zwigzkow w roznych rozpuszczalnikach ze zmiany przesuni¢¢ chemicznych
F. Dane do$wiadczalne wykazuja dobra zgodno$¢ z wynikami obliczen (DFT-
GIAO).

,?\r
o/B\o
[ [ Ar = 2,6-difluorofenyl, 2,4,6-trifluorofenyl
Ar/B\O/B\Ar lub pentafluorofenyl

Schemat 1.
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Autorzy badali rowniez wigzanie jonow fluorkowych przez te zwiazki.
Podobnie jak dla innych zasad Lewisa (np. aminy) [2], kompleksowany jest
jeden z atomow boru, a w temperaturze pokojowej nastepuje szybka wymiana
czasteczki zasady Lewisa miedzy poszczegdlnymi atomami boru.

London i Gabel [24] badali kinetyke oddziatywanie kwaséw 4—fluoro-
fenyloboronowych z jonami OH w obecno$ci biologicznie waznych ligandow z
pomiardw szerokosci linii rezonansowych. W widmach YFNMR zaobserwowano
duze réznice przesuni¢¢ chemicznych dla kwasu i kompleksu, potwierdzono
takze obecno$¢ form z trdj- i czterokoordynacyjnym atomem boru w zaleznosci
od pH. Prowadzono réwniez badania oddziatywania tych kwasoéw z enzymem
subtylizyng Carlsberg [25].

Omowione wyzej przyklady badan struktur pokazuja, jak bardzo wazna
metodg badawczg jest spektroskopia '’F NMR. Zmiany przesuniecia chemicznego
YF w okreslonym fluorowanym podstawniku wywotane zmianami struktury
nawet oddalonego fragmentu czasteczki sa znaczne (zwykle kilka ppm), mozna
wiec uzyskac istotne informacje juz z prostych widm jednowymiarowych.
Uzupetnienie badan o inne techniki spektroskopowe i zastosowanie widm
korelacyjnych rozszerza mozliwosci badawcze, a wykorzystanie metod
obliczeniowych pozwala na weryfikacje przypisania sygnatow.

Ze wzgledu na mala szeroko$¢ potéwkowa i dobre rozdzielenie sygnatow
nawet w przypadku matych roznic przesuni¢¢ chemicznych mozna wykorzystac
spektroskopie ""F NMR do badan ilosciowych. Przykladem moze by¢
wykorzystanie tej metody do okreslania czystosci enancjomerycznej chiralnych
dioli [26]. Autorzy wykorzystali zasady Schiffa powstatej z kwasu 2-formylo-
S-fluorofenyloboronowego i chiralnej aminy. Estry tych zwigzkow z chiralnymi
diolami wykazujg réznice przesunie¢ chemicznych "F w zakresie od 0,05 do

0,75 ppm dla réznych diastereoizomerow.

4. Zwiazki boroorganiczne jako dodatki do elektrolitow polimerowych
Prowadzone badania wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania réznych
fluorowanych zwiazkow boru jako dodatkéw do elektrolitow polimerowych

[5, 23, 27-30]. Zaobserwowano znaczny wzrost przewodnictwa elektrolitow
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polimerowych modyfikowanych estrami kwasdéw boronowych. Przypuszcza
si¢, ze zastosowanie tych dodatkow powoduje zwigkszenie rozpuszczalnosci
soli nieorganicznych w uktadach bezwodnych, a co za tym idzie, znaczne
zwigkszenie przewodnictwa elektrolitoéw, przy jednoczesnym zachowaniu
dobrej stabilno$ci. Spektroskopia ’F NMR jest prostg metodg badania trwatosci
tych zwiazkow [28] oraz umozliwia potwierdzenie tworzenia si¢ kompleksow z
anionami, ktore powoduje znaczgca zmiang przesuni¢cia chemicznego w strong

bardziej ujemnych wartosci [23].

5. Wykorzystanie kwasow boronowych i ich estrow jako receptoréw
molekularnych jonéw fluorkowych

Selektywne i czule metody oznaczania jonow fluorkowych i skonstruowanie
odpowiednich sensorow ma znaczenie w oznaczaniu tych jondw w wodzie pitnej,
jest zwigzane z profilaktyka dentystyczng, lekami stosowanymi w leczeniu
osteoporozy, wiaze si¢ tez z oczyszczaniem uranu i gazami bojowymi. Kwasy
boronowe sa bardzo selektywnymi receptorami jondéw fluorkowych, co daje
mozliwo$¢ oznaczania tych jonow w obecnosci Br, CI, 1. Z bardzo obszernej
literatury dotyczacej zastosowania zwiazkow boroorganicznych jako receptorow
jondéw F omowiono tylko kilka istotnych tematow, dotyczacych oddzialywania
w uktadzie kwas boronowy — jon fluorkowy i mechanizmoéow detekc;ji.

Kwasy boronowe reaguja z jonami fluorkowymi zgodnie ze schematem 2:

on F O OH [ F
-8 == R-B- > ol /
R B\ - \\OH ” R—B\F R—B\F
OH \ \
F F F
Schemat 2.

Przesunigcia chemiczne poszczegdlnych zwiazkéow fluorowych na tym
schemacie roznig si¢ migdzy soba o ok. 10 ppm [31], spektroskopia ’F NMR

jest wiec doskonatym narzedziem do badania tego typu rownowag.
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Tak jak w przypadku wykorzystania kwaso6w boronowych jako receptorow
cukrow, najczesciej wykorzystywane sa receptory fluorescencyjne. Zastapienie
elektronoakceptorowej grupy B(OH), obojetnej formy kwasu boronowego
przez elektronodonorowy grupe BF, w formie anionowej powoduje zmiany
w widmach fluorescencyjnych. Wprowadzenie do czasteczki dodatkowego
podstawnika elektronodonorowego (NMe,) lub elektronoakceptorowego (CN)
(schemat 3) powoduje duze zmiany we fluorescencji wywotane mechanizmem

wewnetrznego przesuniecia fadunku (ICT, intramolecular charge transfer) [32].
e gop e ) g

)
(e

R =NMe, lub CN
Schemat 3.
Yooniwsp. [33] otrzymalli kwas boronowy zawierajacy grupe imidazoliowa,

tworzacg dodatkowe wigzanie z jonem fluorkowym (schemat 4). Jego struktura

zostata potwierdzona na podstawie badan “F NMR.

F
N S _B.
N pE. N
\ ¢ \ PF,-
Schemat 4.

Estry podstawionych kwaséw fenyloboronowych z alizaryng S s3

doskonalymi receptorami jondw fluorkowych (schemat 5) [34].
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HOL ~~OH |F
@ *‘O =
brak fluorescenciji quorescencla

Schemat 5.

W przypadku estréw kwasoéw fenyloboronowych zawierajacych grupe
aminometylowa w pozycji orto utworzenie kompleksu z jonem fluorkowym
wigze si¢ z mechanizmem TICT (twisted intramolecular charge transfer) [35]
(schemat 6).

F7 F
N
N e
CN CN
Schemat 6.

Inng wazng grup¢ receptorow jonow fluorkowych stanowia receptory
elektrochemiczne, w ktorych potencjal oksydacyjno-redukcyjny zmienia si¢ po

utworzeniu kompleksu (schemat 7). [36].
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HO, HQO
B—OH B—OH
/ \ — onfree / \ -
WA e
=N_ N N N
"Fe(ll Fe(lll)
F F
OH OH
F—B—OH F—B—OH
NN e N T
\ -~ \
=N_ N —N_ N
Fe(l) Fe(ll)
Schemat 7.

Jako receptory wykorzystujace zmiang potencjalu po zwigzaniu jondw
fluorkowych wykorzystywane sa rowniez estry kwasow ferrocenyloboronowych
[37].

6. Zwiazki z wprowadzonymi znacznikami fluorowymi i uklady z
wykorzystaniem reakcji konkurencyjnych

Opisane powyzej wyniki badan dotyczyly zwigzkéw zawierajacych w
czasteczee atomy fluoru i wskazuja na to, ze jest to doskonate narzedzie badania
struktur i przebiegu reakcji. Wydaje si¢ wigc celowe wprowadzania atomu
fluoru do czasteczki zwigzku boroorganicznego jako znacznika (,,tag”). W wielu
przypadkach wprowadzenie do czasteczki atomu fluoru nie zmienia w istotny
sposob jej wlasciwosci, umozliwiajac $ledzenie zmian struktury czy przebiegu
reakcji. Przyktadem takiej metody jest wykorzystanie spektroskopii ’F NMR

do oznaczania czysto$ci enancjomerycznej chiralnych dioli, opisane w p. 3 [26],
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jednak potencjalne mozliwosci sg znacznie szersze.

Inng mozliwoscig jest wykorzystanie badania reakcji konkurencyjnych
do badania roéwnowag dla zwigzkéw niefluorowanych. Analogiczna
koncepcja zostalta z powodzeniem zastosowana dla wyznaczania stalych
rownowagi wigzania cukréw przez kwasy boronowe i ich pochodne metodami
miareczkowania fluorometrycznego. Po wyznaczeniu statej réwnowagi w
uktadzie kwas boronowy — zwigzek zawierajacy ugrupowanie fluoroforowe
(czerwien alizarynowa S) (K,) prowadzi si¢ miareczkowanie roztworem cukru,

co pozwala na wyznaczenie stalej rownowagi drugiej reakcji K, (schemat 8)

[38].
-

I
o o8
@ I | oH K 0
SO;Na SO.Na
o

0]

R, R,
HO\B/OH O\Bi%H
R, R, K,
+ -
HO OH <
R R
Schemat 8.

Zastosowanie tej koncepcji z wykorzystaniem spektroskopii ’F NMR jako
metody analitycznej przedstawiono na schemacie 9 [15].

Pierwszym etapem jest wyznaczenie stalej rownowagi
reakcji K, metoda Benesiego-Hildebranda [39] przez
catkowanie sygnatow kwasu boronowego i jego estru w widmie

F NMR. Nastepnie wyznacza si¢ stalg rownowagi reakcji niefluorowanego
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kwasu boronowego K, przez miareczkowanie uktadu fluorowany kwas

boronowy/diol niefluorowanym kwasem boronowym.

Velders [40] badal mozliwos¢ zastosowania mikrouktadu pomiarowego

micronuidic cnr o rejestracyt widm . 1o zastosowania te] meto
icrofluidic chip) do rejestracji widm °F NMR. Proby ia tej metody

do fluorowanych zwiazkéw boroorganicznych daty bardzo dobre wyniki [15] i

sa przedmiotem dalszych badan.

R\ R,
HO\B/OH o_ O
R, R, K,
* —
HO OH <
F
R\ R,
HO g-OH o_ .0
R, R,
+ Ko

—
HO OH =

Schemat 9.

Literatura

1.

Boronic Acids. Preparation, Applications in Organic Synthesis and
Medicine, D. G. Hall (red.), Wiley-VCH, Weinheim, 2005
A. Sporzynski, Otrzymywanie i wilasciwosci  trialkilo- i

triaryloboroksynow, Wydawnictwa  Politechniki ~ Warszawskiej,

138



10.

11.

Z ASTOSOWANIE SPEKTROSKOPIT '’F NMR W BADANIACH ZWIAZKOW BOROORGANICZNYCH

Warszawa, 1993

H. Noth, B. Wrackmeyer: Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
of Boron Compounds, w: NMR Basic Principles and Progress, red. P.
Diehl, E. Fluck, R. Kosfeld, t. 14, Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg-
New York, 1978

J.-P. Kintzinger: Oxygen NMR. Characteristic Parameters and
Applications, w: NMR Basic Principles and Progress, red. P. Diehl, E.
Fluck, R. Kosfeld, t. 17, Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg-New York,
1981

H. S. Lee, X. Sun, X. Q. Yang, J. McBreen, Synthesis and study of
new cyclic boronate additives for lithium battery electrolytes, J.
Electrochem. Soc A, 149 (2002) 1460

K. Ishihara, Organoboronic and Organoborinic Acids as Brensted-Lewis
Acid Catalysts in Organic Synthesis, w: Boronic Acids. Preparation,
Applications in Organic Synthesis and Medicine, D. G. Hall (red.),
Wiley-VCH, Weinheim, 2005 (rozdz. 10)

F. L. Rock, W. Mao, A. Yaremchuk, M. Tukalo, T. Crepin, H. Zhou,
Y.-K. Zhang, V. Hernandez, T. Akama, S. J. Baker, J. J. Plattner, L.
Shapiro, S. A. Martinis, S. J. Benkovic, S. Cusack, M. R. K. Alley, An
antifungal agent inhibits an aminoacyl-tRNA synthetase by trapping
tRNA in the editing site, Science, 316 (2007) 1759

T. N. Mitchell, B. Costisella, NMR — From Spectra to Structures — An
Experimental Approach, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, 2007

E. Breitmaier, Structure Elucidation by NMR in Organic Chemistry — A
Practical Guide, John Wiley & Sons, Chichester, England, 2002
[10]R. R. Gupta, M. D. Lechner, Chemical shifts and coupling constants
for fluorine-19 and nitrogen-15, w: Landolt-Bornstein, Vol. 35 (Nuclear
Magnetic Resonance Data)

R. A. Olivera, R. O. Silva, G. A. Molander, P. H. Menezes, 'H,
BC, YF and "B NMR spectral reference data of some potassium
organotrifluoroborates, Magn. Reson. Chem., 47 (2009) 873

139



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

AGNIESZKA ADAMCZYK-WOZNIAK, ANDRZE] SPORZYNSKI

F. J. Weigert, K. J. Karel, A fluorine NMR database, J. Fluorine Chem.,
37 (1987) 125

W. R. Dolbier, Guide to Fluorine NMR for Organic Chemists, John
Wiley & Sons, Hoboken, New Jersey, 2009

W. S. Brey, M. L. Brey, Fluorine-19 NMR, w: Encyclopedia of Nuclear
Magnetic Resonance, red. D. M. Grant, R. K. Harris, John Wiley &
Sons, Chichester, England, 1996

A. Adamczyk-Wozniak, R. M. Fratila, A. H. Velders, A. Sporzynski, w
przygotowaniu do druku

H.-J. Frohn,N.Y. Adonin, V. V. Bardin, V. F. Starichenko, Polyfluorinated
aryl(dihydroxy)boranes and tri(aryl)boroxins, Z. Anorg. Allg. Chem.,
628 (2002) 2827

H.-J. Frohn, N. Y. Adonin, V. V. Bardin, V. F. Starichenko, Base-
catalysed hydrodeboration of polyfluorophenyl(dihydroxy)boranes, Z.
Anorg. Allg. Chem., 628 (2002) 2834

Y. Li, A. Asadi, D. M. Perrin, Hydrolytic stability of nitrogenous-
heteroaryltrifluoro-borates under aqueous conditions at near neutral pH,
J. Fluorine Chem., 130 (2009) 377

T. Beringhelli, D. D’ Alfonso, D. Donghi, D. Maggioni, P. Mercandelli, A.
Sironi, Aggregation and ionization equilibria of bis(pentafluorophenyl)
borinic acid driven by hydrogen-bonding with tetrahydrofuran,
Organometallics, 26 (2007) 2088

D. Donghi, D. Maggioni, T. Beringhelli, G. D’ Alfonso, P. Mercandelli,
A. Sironi, Hydrogen bonding and Lewis acid-base interactions in the
system bis(pentafluorophenyl)-borinic acid/methanol, Eur. J. Inorg.
Chem., (2008) 1645

D. Donghi, D. Maggioni, T. Beringhelli, G. D’ Alfonso, '°F spectroscopic
investigation of the reaction of bis(pentafluorophenyl)borinic acid
with a “proton sponge”: deprotonation, trimerization and stepwise
dearylation, Eur. J. Inorg. Chem., (2008) 3606

. T. Beringhelli, D. Donghi, D. Maggioni, G. D’Alfonso, Solution

140



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Z ASTOSOWANIE SPEKTROSKOPIT '’F NMR W BADANIACH ZWIAZKOW BOROORGANICZNYCH

structure, dynamics and speciation of perfluoroaryl boranes through 'H,
"B and "F spectroscopy, Coord. Chem. Rev., 252 (2008) 2292

N.G. Nair, M. Blanco, W. West, F. Ch. Weise, S. Greenbaum, V. P. Reddy,
Fluorinated boroxin-based anion receptors for lithium ion baterries:
fluoride anion binding, ab initio calculations, and ionic conductivity
studies, J. Phys. Chem. A, 113 (2009) 5918

R. E. London, S. A. Gabel, Fluorine-19 NMR studies of
fluorobenzeneboronic acids. 2. Interaction kinetics with biologically
significant ligands, J. Am. Chem. Soc., 116 (1994) 2562

R. E. London, S. A. Gabel, Fluorine-19 NMR studies of
fluorobenzeneboronic acids. 1. Kinetics characterization of the
interaction with Subtilisin Carlsberg and model ligands, J. 4m. Chem.
Soc., 116 (1994) 2562

S. L. Yeste, M. E. Powell, S. D. Bull, T. D. James, Simple chiral
derivatization protocols for 'H and ?F NMR spectroscopic analysis of
the enentiopurity of chiral diols, J. Org. Chem., 74 (2009) 427

H. S. Lee, Z. F. Ma, X. Q. Yang, X. Sun, J. McBreen, Synthesis of a
series of fluorinated boronate compounds and their use as additives in
lithium battery electrolytes, J. Electrochem. Soc A., 151 (2004) 1429
Z. Zukowska, M. Szczechura, M. Marcinek, A. Zubrowska, A.
Adamczyk-Wozniak, A. Sporzynski, W. Wieczorek, Investigation on
the anion complexation ability of organoboron additives in lithium-ion
battery electrolytes — spectroscopic approach, ECS Trans., 16 (2009)
105

H. Shin, C. Nguyen, B. Kim, M. Han, J. S. Kim, J. Kim, Synthesis
and characterization of acrylol borate as new acrylic gelator for lithium
secondary battery, Macromol. Res., 16 (2008) 134
L.F.Li,H.S.Lee,H.Li, X. Q. Yang, K. W.Nam, W. S. Yoon, J. McBreen,
X. J. Huang, New electrolytes for lithium ion batteries using LiF salt
and boron based anion receptors, J. Power Sources, 184 (2008) 517

C. R. Cooper, N. Spencer, T. D. James, Selective fluorescence detection

141



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

AGNIESZKA ADAMCZYK-WOZNIAK, ANDRZE] SPORZYNSKI

of fluoride using boronic acids, Chem. Commun., (1998) 1365

N. DiCesare, J. R. Lakowicz, New sensitive and selective fluorescent
probes for fluoride using boronic acids, Anal. Biochem., 301 (2002) 111
Z. Xu, S. K. Kim, S. J. Han, C. Lee, G. Kociok-Kohn, T. D. James, Y.
Yoon, Ratiometric fluorescence sensing of fluoride ions by an asymmetric
bidentate receptor containing a boronic acid and imidazolium group,
Eur. J. Org. Chem., (2009) 3058

Y. Kubo, T. Ishida, A. Kobayashi, T. D. James, Fluorescent
alizarin-phenylboronic ~ acid  ensembles:  deign  of  self-
organized molecular sensors for metal ions and anions,
J. Material Chem., 15 (2005) 2889

W. Tan, D. Zhang, D. Zhu, 4-N-Methyl-N’-(2-dihydroxyboryl-benzyl)
amino benzonitrile and its boronate analogue sensing saccharides and
fluoride ion, Bioorg. Med. Lett., 17 (2007) 2629

M. Nicolas, B. Fabre, J. Simonet, Electrochemical sensing of fluoride
and sugars with a boronic acid-substituted bipyridine Fe(II) complex in
solution and attached onto an electrode surface, Electrochim. Acta, 46
(2001) 1179

C. Bresner, J. K. Day, N. D. Coombs, I. A. Fallis, S. Aldridge, S. J. Coles,
M. B. Hursthouse, Fluoride anion binding by cyclic boronic esters:
influence of backbone chelate on receptor integrity, Dalton Trans.,
(2006) 3660

G. Springsteen, B. Wang, Alizarin Red S. as a general optical reporter
for studying the binding of boronic acids with carbohydrates, Chem.
Commun., (2001) 1608

M. Bérubé, M. Dowlut, D. G. Hall, Benzoboroxoles as efficient
glycopyranoside-binding agents in physiological conditions: structure
and selectivity of complex formation, J. Org. Chem., 73 (2008) 6471
M. V. Gomez, D. N. Reinhoudt, A. H. Velders, Supramolecular
interactions at picomole level studied by 'F NMR spectroscopy in a
microfluidic chip, Small, 4 (2008) 1293

142



Z. zakresu chemii supramolekularnej
ukazaly si¢ dotychczas nastepujace pozycje:

Zastosowanie magnetycznego rezonansu jadrowego w
supramolekularnej
G. Schroeder, B. Gierczyk, 2002

Kompleksy typu gos¢é-gospodarz
Pod redakcja G. Schroedera, 2003

Zastosowanie spektrometrii mas w chemii supramolekularnej
R. Franski, G. Schroeder, 2003

Maszyny molekularne
G. Schroeder, J. Wyrwat, 2004

Syntetyczne receptory jonowe
Pod redakcja G. Schroedera, 2005

Syntetyczne receptory molekularne
Pod redakcja G. Schroedera, 2007

Receptory supramolekularne
Pod redakcja G. Schroedera, 2007

Materialy supramolekularne
Pod redakcja G. Schroedera, 2008

Wybrane aspekty chemii supramolekularnej
Pod redakcja G. Schroedera, 2009

chemii

Przedstawione monografie sa dostepne w wersji elektronicznej

na stronach Wielkopolskiej Biblioteki Cyfrowej
http://www.wbc.poznan.pl






