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ABSTRACT

Fluorescence is one of the most commonly used methods of biodetection, mainly
due to the high sensitivity, non-invasiveness, simplicity, and also due to the availabi-
lity of the whole range of powerful light sources, a wide range of photodetectors, and
numerous and sensitive measuring methods. From the point of view of biodetection
and bioimaging, the important characteristics of such fluorophores are large Stokes
shift, narrow absorption/emission lines as well as stable and efficient luminescence.

Traditional organic dyes applied in biology reveal very fast photobleaching and
limited opportunities for simultaneous detection of many biomolecules, what stimu-
late development of new fluorescent markers. Fast and intensive development of
nanotechnology and chemical engineering observed in recent years, aims at design-
ing the nanophosphors or luminescent nanoplatforms, that demonstrate desirable
properties and devised functionality. However, new phosphors are not included yet in
broad practical applications, mainly because of the need to adapt the measuring appa-
ratus so as to fully exploit their potential. From among the fluorescent nano-particles,
silica dye doped nanoparticles, quantum dots, nanocolloidal metallic nanoparticles,
and lanthanide doped nanoluminophores show the largest application potential. This
article discusses the unique physico-chemical properties of lanthanide doped nano-
particles, which beside very long luminescence lifetimes and narrow emission bands,
enable to obtain a visible emission under the near infrared photoexcitation (called
anti-Stokes emission), offering improved sensitivity, stability, repeatability and accu-
racy of the fluorescent biodetection and bioimaging methods.

In this review, physico-chemical properties of lanthanide doped nanolumino-
phores and many examples of their biological applications have been discussed. The
first chapter presents spectral characteristics of rare-earth ions with particular regard
to the mechanism of energy transfer and up-conversion, which is a fundamental
difference and the decisive advantage compared with other known fluorescent mar-
kers. The luminescent properties of lantanides are demonstrated based on the most
commonly used nanomaterials singly doped with Eu’* and Tb** and the codoped
matrices, like Yb**-Tm™, Yb**-Er**or Yb**-Ho’* co-doped phosphores. The features of
these materials are best suited from the point of view of biodetection and bioimaging.
The next chapter gives an overview of the applications of lanthanide doped nano-
luminophores in biological sciences. Different types of hetero-/homo-genous tests
and luminesce based sensors for pH, CO,, the level of glucose, and other analytes
are presented. Then, basic aspects of bioimaging, photodynamic and thermo-therapy,
nanotermometry as well as nano-bio-technology platforms have been summarized.
In conclusion suggestions of new research directions and new biological applications
of lanthanide doped nanoparticles have been presented.

Stowa Kkluczowe: nanoluminofory konwertujace w gore, luminescencja, biotesty,
zastosowania biomedyczne

Keywords: up-converting nanoparticles, luminescence, bioassays, biomedical appli-
cations
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

autofluorescencja (ang. Autofluorescence)

kwas aminofenyloboronowy (ang. Amino Phenyl Boro-
nic Acid)

sumowanie fotonéw na drodze transferu energii
(fr. Addition de Photons par Transferts d’Energie)
blekit bromotymolowy (ang. Bromothymol Blue)
jednostka tworzaca koloni¢ (ang. Colony Forming
Unit)

relaksacja krzyzowa (ang. Cross-Relaxation)
przeniesienia tadunku (ang. Charge-Transfer)
matryca krzemionkowa domieszkowana barwnikami
organicznymi (ang. Dye-Dopped Silica)

absorpcja ze stanu wzbudzonego (ang. Excited-State
Absorption)

sumowania fotonéw na drodze transferu energii
(ang. Energy-Transfer Upconversion)

fluorofor (ang. Fluorophore)

Forsterowski ~ rezonansowy  transfer  energii
(ang. Forster Resonance Energy Transfer)

szeroko$¢ potowkowa (ang. Full Width at Half Maxi-
mum)

absorpcji ze stanu podstawowego (ang. Ground-State
Absorption)

ludzka albumina surowicza (ang. Human Serum
Albumin)

immunoglobulina G (ang. Immunoglobulin G)
nanoluminofor domieszkowany jonami lantanowcow
(ang. Lanthanide:Nanocrystal)

luminescencyjny rezonansowy transfer energii
(ang. Luminescence Resonance Energy Transfer)
obrazowanie rezonansem magnetycznym (ang. Mag-
netic Resonance Imaging)

nisko energetyczne promieniowanie podczerwone
(ang. Near Infrared)

nanoczasteczki (ang. Nanoparticles)

optyczna koherentna tomografia komputerowa
(ang. Optical CoherenceTomography)

proces lawinowej emisji fotonéw (ang. Photon Ava-
lanche)

terapia fotodynamiczna (ang. Photodynamic Therapy)
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PET

Q

QDs

RET
RhBITC
SHG
siRNA
TCSPC
test ELISA
TPE

ucC
UCNPs

uv

pozytonowa emisyjna tomografia komputerowa
(ang. Positron emission tomography)

wygaszacz (ang. Quencher)

kropki kwantowe (ang. Quantum Dots)

rezonansowy transfer energii (ang. Resonance Energy
Transfer)

izotiocyjanian rodaminy B (ang. Rhodamine B Isothio-
cyanate)

generacja drugiej harmonicznej (ang. Second Harmo-
nic Generation)

male inerferujace RNA (ang. small interfering RNA)
metoda zliczania pojedynczych fotonéw skorelowa-
nych czasowo (ang. Time-Correlated Single Photon
Counting)

test immunoenzymatyczny lub immunoenzymosorb-
cyjny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
emisja dwufotonowa (ang. Two-Photon Emission)
konwersja energii w gore (ang. Upconversion)
konwertujagce w goére nanoluminofory domieszko-
wane jonami lantanowcow (ang. Upconverting Nano-
particles)

ultrafiolet (ang. Ultraviolet)
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WSTEP

Nanotechnologia jest nowa dziedzing nauki skupiajaca si¢ na tworzeniu funk-
cjonalnych materialéw, urzadzen i systemow. Obserwuje si¢ znaczny postep w opra-
cowywaniu i optymalizacji technik syntezy, modyfikacji powierzchni oraz nowych
i coraz liczniejszych zastosowan nanomateriatow. Szczegdlnie duzym zaintereso-
waniem cieszg sie funkcjonalne nanomaterialy i nanoczgsteczki (NP) o wymiarach
ponizej 50 nm w zastosowaniach biotechnologicznych i biologicznych. Ich wielkos¢
jest wowczas poréwnywalna z rozmiarem wielu biomolekul, a tym samym umozli-
wia wnikanie w glab komorek. Pokrycie powierzchni NP odpowiednimi biomole-
kutami (np. przeciwcialami) powoduje, Ze moga krazy¢ w organizmie nawet przez
kilka dni i w sposob selektywny akumulowac¢ si¢ w zadanych miejscach organizmu
(np. komoérkach nowotwordéw), by nastepnie umozliwi¢ okreslenie ich potozenia za
pomoca obrazowania lub tez inicjowa¢ zlokalizowana chemioterapie, termoterapie
czy tez terapie fotodynamiczna [1, 2].

Istotna zaleta stosowania nanomateriatéw jest mozliwo$¢ tatwej i precyzyjnej
kontroli oraz optymalizacji ich wlasciwosci fizyko-chemicznych. Przyktadem moze
by¢ wplyw rozmiaru kropek kwantowych na ich wlasciwosci luminescencyjne
[3]. Innym ciekawym przyktadem jest odpowiednio zaprojektowana chemiczna
modyfikacja powierzchni nanoprecikéw ztota, ktére pod wptywem obnizonego pH
w nowotworach agreguja, umozliwiajac wykonanie zabiegu zlokalizowanej termo-
terapii [4, 5]. Nanomaterialy wykazuja bardzo cze¢sto wlasciwosci fizykochemiczne
istotnie odbiegajace od ich makroodpowiednikéw. Przyktadem moga by¢ kropki
kwantowe i nanowytracenia metali szlachetnych, a takze nanoluminofory domiesz-
kowane jonami lantanowcow, ktérych wlasciwosci luminescencyjne w skali nano
zalezg od otoczenia chemicznego [6]. Unikalne wladciwosci optyczne, elektryczne
czy tez magnetyczne powoduja, Ze nanomaterialy moga by¢ precyzyjnie zaprojekto-
wane tak, by spetniaty rownoczesnie jednag lub wiecej funkeji biotechnologicznych.
Istniejg liczne proby taczenia réznych metod obserwacji nanomaterialéw (np. metod
optycznych, pozytonowej emisyjnej tomografii komputerowej PET oraz rezonansu
magnetycznego MRI [7]), funkcji czujnikowych (np. pomiar pH, CO,, temperatury,
obecnoéci analitu, stopnia uwolnienia leku itp.) czy tez réwnoczesnego dostarczenia
i uwalniania lekéw do chorobowo zmienionych tkanek.

Jednym z najpowszechniej stosowanych sposobdw biodetekeji czy bioobrazo-
wania jest wykorzystanie znacznikéw fluorescencyjnych ze wzgledu na ich funk-
cjonalnos¢, znikomg inwazyjnos¢ oraz wysoka czuto$¢ pomiaru fluorescencji [8].
Niebagatelne znaczenie majg réwniez aspekty techniczne sposobu detekeji, m.in.
dostepnos¢ zrodel swiatta wzbudzenia oraz detektoréw zdolnych do rejestracji
sygnaléw (intensywnosci, widma, kinetyki, anizotropii itp.). Pomiar fluorescencji
pozwala ponadto na zdalny i bezdotykowy odczyt, tatwa integracje i brak interak-
¢ji z innymi metodami obrazowania (ang. Optical Coherent Tomography, OCT;
ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI) czy detekcji (np. pomiary impedanciji).
Istotne jest rowniez tzw. multipleksowanie, czyli zdolno$¢ wykrywania wielu ana-
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litéw w jednej probee, mozliwe dzieki spektralnej dekonwolucji emisji pochodza-
cej z wielokolorowych fluoroforéw obecnych w probee. Ta wlasciwos¢ wpltywa na
wydajnos¢ i przepustowos¢ testow diagnostycznych, co z kolei odgrywa istotna role
w badaniach nowych lekéw czy w testach schorzen genetycznych.

W ostatnich latach, jako sondy fluorescencyjne w biologicznej detekeji stoso-
wano barwniki organiczne, bialka fluorescencyjne, a takze chelaty lantanowcow
(Eu’ i Tb™). Posiadajag one wiele zalet takich jak biokompatybilnos¢, fatwos¢ ich
modyfikacji poprzez kowalencyjng koniugacje molekul oraz relatywnie wysoka
wydajnos¢ fluorescencji. Znaczniki te wykazujg jednak krétkie czasy zycia stanow
wzbudzonych (précz komplekséw lantanowcow), sa toksyczne, ulegaja fotowybiela-
niu i chemicznej degradacji. Dodatkowo barwniki organiczne zazwyczaj charakte-
ryzuja si¢ wzglednie szerokimi pasmami absorpcji oraz emisji, przez co utrudniona
jest ich detekcja [9]. Poniewaz trudno jest selektywnie wzbudzi¢ pojedynczy fluoro-
for, trudno jest réwniez spektralnie odseparowa¢ emisj¢ pochodzaca od rdznych
znacznikow.

Aby uzyska¢ stabilne i wydajne luminofory, opracowane zostaly nanowymia-
rowe hybrydy organiczno/nieorganicznych nanoczastek, skladajacych si¢ z poli-
meru badz tez krzemionkowej matrycy domieszkowanej barwnikami organicznymi
[10]. W przypadku pokrycia polimerem (np. polistyrenem) otrzymane czasteczki
wykazywaly jednak sklonno$¢ do aglomeracji, a takze uszkadzania powtoki, co
w konsekwencji prowadzito do wycieku barwnikéw i uniemozliwialo ich zastoso-
wanie w charakterze biomarkeréw luminescencyjnych [11]. Znacznie korzystniejsze
parametry udalo si¢ uzyska¢ w przypadku luminoforéw skladajacych si¢ z matrycy
krzemionkowej domieszkowanej barwnikami organicznymi (ang. Dye Doped Silica,
DDS). Poprawie ulegta wydajnos¢ kwantowa fluorescencji oraz fotostabilnos¢. Uzy-
skane zwigzki mozna stosunkowo tatwo zdyspergowa¢ w wodzie, a takze zmodyfiko-
wac ich powierzchnie poprzez sprzezenie bioaktywnych molekut. Ponadto, wielko$¢
czgstek i zakres spektralny fluorescencji moga by¢ stosunkowo tatwo dostosowane
do wymagan konkretnego zastosowania. Krzemionka separuje czasteczki barwnika
od srodowiska zewnetrznego, przez co sa one chronione przed dzialaniem tlenu,
wody, a takze rozpuszczalnikow, dzigki czemu ograniczone jest ich fotowybielanie
oraz degradacja [12]. Co wiecej, krzemionka jest fotochemicznie obojetna, prze-
zroczysta dla $wiatla widzialnego, nie bierze udzialu w procesie transferu energii
ani elektronéw. W zaleznosci od wielkosci krzemionkowej nanoczasteczki mozna
w niej umiesci¢ od kilkuset do kilku tysiecy molekul barwnikéw, co moze skut-
kowa¢ nawet 10 000-krotnym zwigkszeniem intensywnosci sygnalu fluorescencji
w pordéwnaniu z pojedynczymi molekutami fluoroforéw organicznych [13]. DDS
byty stosowane jako sondy dla ultraczulego bioobrazowania i detekeji [14], a takze,
do monitorowania ztozonych proceséw biologicznych na poziomie komérkowym
[15]. DDS pozwalaja réwniez na selektywne znakowanie szerokiej gamy biomole-
kul, komorek rakowych i mikroorganizméw [16].
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Molekuly barwnikéw umieszczone w krzemionkowej matrycy charakteryzuja
sie szerokimi pasmami absorpcji i emisji oraz krotkimi czasami zycia fluorescencji.
Utrudnia to analizy, ktdre wymagaja znakowania i $§ledzenia wielu, jednoczesnie
przebiegajacych proceséw biologicznych. Interesujace rozwigzanie tego problemu
zaproponowali Wang i Tan [13], ktérzy domieszkowali nanoczasteczki krzemion-
kowe kilkoma réznymi rodzajami czasteczek barwnikéw fluorescencyjnych. Spek-
tralne kody barwne powstaly na skutek wielokrotnego rezonansowego transferu
energii (FRET) miedzy poszczegolnymi barwnikami w DDS. Uzyskane w ten sposdb
duze przesunigcie Stokesa oraz mozliwo$¢ stworzenia wielu kodéw barwnych jest
bardzo interesujacym rozwigzaniem z punktu widzenia analiz wieloparametrycz-
nych [13].

Wraz z rozwojem nanotechnologii, jako alternatywa dla typowych bioznacz-
nikéw fluorescencyjnych pojawily sie nowe materialy luminescencyjne o konku-
rencyjnych wilasciwo$ciach fizykochemicznych. Przyktadem sg potprzewodnikowe
kropki kwantowe (ang. Quantum Dots, QDs) oraz nanoluminofory domieszkowane
jonami lantanowcéw (ang. Lanthanide Doped Nanocrystal, Ln:NC).

Kropki kwantowe sg kilku nanometrowymi, potprzewodnikowymi krystalitami
sktadajacymi si¢ z atomow II-VI (np. CdS, CdTe, CdSe, ZnSe) oraz III-V (np. InP,
InAs) grupy uktadu okresowego [17]. Luminescencja tych nanoczasteczek wynika
z efektow kwantowych, ktore wplywaja na dyskretyzacje gestosci dozwolonych sta-
néw elektronowych. Wlasciwosci spektroskopowe QDs w duzej mierze zalezg od
rozmiaru i ksztaltu krystalitu, te parametry z kolei mogg by¢ precyzyjnie kontrolo-
wane podczas syntezy przez dobdr czasu i temperatury oraz odpowiednie ligandy
[18-20]. Ponadto, kropki kwantowe cechuja si¢ szerokim zakresem absorpcji promie-
niowania UV oraz emisjg w zakresie widzialnym zalezng od rozmiaru nanokrystalitu
[21]. Szeroko$¢ poldwkowa pasma emisji (ang. Full Width Half Maximum, FWHM)
kropek kwantowych w zaleznosci od ich skladu i rozmiaru wynosi 40-80 nm. Jest
ona wystarczajaca do dekonwolucji spektralnej emisji i detekcji co najmniej kilku
analitéw znakowanych réznymi kropkami kwantowymi w jednej prébce. Poprzez
umieszczenie réznych kropek kwantowych a takze regulacje ich wzglednych kon-
centracji w krzemionkowych kulkach, uzyskuje si¢ kody barwne [22, 23]. Takie
znaczniki sg za duze, by mogty by¢ wykorzystane w biologicznych badaniach in vivo,
jednak nadaja sie do testowania lekdw czy tez badan przesiewowych schorzen gene-
tycznych. Wydajna luminescencja kropek kwantowych moze by¢ réwniez uzyta w
czujnikach opartych na efekcie FRET, tj. Forsterowskim rezonansowym transferze
energii, gdzie pelnia one funkcje donora dla organicznych akceptoréw [24, 25]. Ze
wzgledu na toksycznos¢ metali cigzkich, wchodzacych w sktad typowych kropek
kwantowych (Cd, Se itp.), a takze w celu poprawy ich wlasciwosci spektroskopo-
wych (np. wyeliminowania fotomigotania, fotowybielania, poprawy bezwzglednej
intensywnos¢ emisji) opracowano metody syntezy pozwalajace na uzyskanie struk-
tur typu rdzen-powtoka. Pokrycie QD nieorganiczng warstwa (np. ZnS$ [26], SiO,
[27]), badz tez organicznym polimerem [28] minimalizuje ich cytotoksycznos¢ [29]
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i poprawia biokompatybilnos¢ oraz wlasciwosci emisyjne. Powloka chroni row-
niez potprzewodnikowy rdzen przed chemiczng degradacja. Pokrycie powloka ma
szczegblne znaczenie z punktu widzenia nanotoksykologii, ograniczonej akumulacji
i zdolnosci do wydalania tych nanokrystalitow z organizmu [30].

W niniejszym artykule, oméwione zostaty wlasciwosci oraz zastosowania bio-
technologiczne innej, obiecujacej grupy nanoluminoforéw, ktérych luminescencja
pochodzi z optycznie aktywnych jondéw lantanowcdéw zamknigtych w nanorozmia-
rowych matrycach dielektrycznych. Zaletami tych nanoluminoforéw s m.in. waskie
linie absorpcyjne i emisyjne (FWHM 10-20 nm), diugie czasy zaniku luminescencji
(us—ms), bardzo duza fotostabilno$¢, a takze mozliwos¢ uzyskania wydajnej emisji
anty-Stokesowskiej. Stosowane matryce dielektryczne nie zawieraja szkodliwych
komponentéw, wiec w przeciwienstwie do wielu barwnikéw organicznych czy kro-
pek kwantowych uwazane sg za nietoksyczne [31]. Istniejace doniesienia literatu-
rowe potwierdzajg znikomg toksyczno$¢ chemiczng tych zwigzkow [32, 33], jed-
nak problem toksykologii nanomateriatow jest bardziej ztozony i nie ogranicza sie
jedynie do sktadu chemicznego. Wspdlczesna toksykologia dopiero wypracowuje
metody szacowania szkodliwo$ci wytwordw nanotechnologii, majac na uwadze
zaréwno maly rozmiar, wysoka reaktywnos$¢ chemiczng nanoczasteczek, ich gle-
boka penetracje i dluga retencje w organizmie, oraz wysoki stosunek powierzchni
do objetosci nanoczasteczek [34, 35].

Biologiczne zastosowania nanomaterialéw wymagajg jednak opracowania
i optymalizacji metod modyfikacji ich powierzchni [36-38]. Funkcjonalizacja i bio-
koniugacja powierzchni nanoznacznikéw zapewnia nie tylko biokompatybilnosc,
ale przede wszystkim jest istotna dla uzyskania biospecyficznosci, czyli selektyw-
nego wykrywania biomolekutl (np. bialek, antygenéw, DNA, RNA, komoérek nowo-
tworowych itp.) [39]. Zaréwno nanoluminofory domieszkowane lantanowcami, jak
i metody ich biodetekcji czy bioobrazowania pozwalajg zminimalizowa¢ lub nawet
wyeliminowa¢ wplyw innych biokomponentéw obecnych w probkach biologicz-
nych. Jak wiadomo, komorki i tkanki silnie rozpraszaja, absorbuja lub emituja $wia-
tlo, co w wielu przypadkach utrudnia prowadzenie ultraczulych pomiaréw [40].
Ponadto, mozliwos¢ projektowania wlasciwosci optycznych tych nanoluminoforéw
przez doboér matrycy, synteze kompozytéw i struktur typu rdzen—powloka, kontrole
fazy krystalicznej czy tez skladu domieszek, moze prowadzi¢ do szeregu nowych
biotechnologicznych zastosowan. Moze to stuzy¢ przyspieszaniu i uproszczeniu
pomiardw biologicznych, takich jak testy obecnosci drobnoustrojow chorobotwor-
czych, czy tez wykrywania mutacji genetycznych w testach przesiewowych [41].



402 M. MISIAK, K. PROROK, A. BEDNARKIEWICZ

1. WEASCIWOSCI SPEKTROSKOPOWE LANTANOWCOW

1.1. MECHANIZMY WZBUDZENIA

Luminescencja jonéw lantanowcéw moze by¢ wynikiem trzech rodzajow przejs¢
elektronowych: przeniesienia tadunku (ang. charge transfer, CT), przej$¢ pomigdzy
powtokami 4f i 5d oraz najbardziej charakterystycznych dla jonéw lantanowcow
przej$¢ w obrebie powloki 4f. Przej$cia CT zwiazane sg z przeniesieniem elektronu
walencyjnego z liganda na orbital metalu lub z procesem odwrotnym, z jonu metalu
na ligand. Przejscia te sa dozwolone regutami Laporte, co wigze si¢ z wysokim prze-
krojem czynnym na absorpcje. Najczesciej wystepuja przy wzbudzeniu wysokoener-
getycznym promieniowaniem UV o energii okolo 40000 cm™ (A < 250 nm). Wyjatek
stanowia jony, ktoére moga by¢ relatywnie tatwo zredukowane do +2 stopnia utle-
nienia (Sm™, Eu’*, Tm’, Yb’*), badz tez utlenione do +4 (Ce™, Pr’*, Tb’"). W tym
przypadku przejscie CT wystepuje przy energii okoto 30 000 cm (A < 330 nm) [42].
Przejscia te skutkuja pojawieniem si¢ szerokich pasm o intensywnosci zaleznej od
symetrii otoczenia jonu centralnego. Na Rysunku 1 przedstawiono schemat pozio-
méw energetycznych jonéw Eu’ oraz Tb* z uwzglednieniem pozioméw 5d oraz
pasm CT. Czesto obserwowanym przejsciem CT w widmach elektronowych pier-
wiastkéw ziem rzadkich jest przejécie O >Eu®, ktérego maksimum znajduje sie
przy okolo 250 nm. W przypadku jonéw Eu’* przejscie to pelni funkcje tak zwanej
anteny efektywnie absorbujacej energie wzbudzenia i przekazujacej ja do pozioméw
'F,. Jako skutek tego transferu obserwuje si¢ emisje $wiatta o wickszej intensyw-
nosci niz w przypadku luminoforu, w ktérym CT nie zachodzi, a proces wzbudze-
nia odbywa si¢ przez przejscia f-f [43]. Wykorzystanie nanoznacznikéw, w ktorych
istnieje mozliwos¢ wywolania luminescencji poprzez wzbudzenie pasma CT, jest
jednak problematyczne z kilku powoddéw. Po pierwsze, $wiatlo ultrafioletowe z tego
zakresu jest szkodliwe dla komorek i tkanek. Po drugie, promieniowanie to jest sil-
nie rozpraszane na strukturach komérkowych oraz pochtaniane przez chromofory
tkankowe, indukujac w wielu przypadkach ich autofluorescencje¢ (AF). Jesli jednak
AF jest zaniedbywalna, a pomiar nastepuje w biotestach in vitro, nanoluminofory
moga by¢ bardzo interesujacg alternatywa, np. dla chromatografii czy elektroforezy
zastepujac klopotliwe testy izotopowe [44, 45].

Kolejnym rodzajem przejs¢ elektronowych, wystepujacym w jonach ziem rzad-
kich, sg przejscia pomiedzy powlokami 4f-5d. Ich energia w duzej mierze zalezy od
srodowiska otaczajacego jon metalu, gdyz zewnetrzne orbitale 5d wchodza w bez-
posrednia interakcje z orbitalami otaczajacych je ligandéw. Jako przyklad moga
postuzy¢ tréjdodatnie jony ceru, ktérych diugo$¢ emitowanej fali moze wynosi¢ od
290 do 400 nm w zalezno$ci od matrycy, w ktérej s3 umieszczone. Przejscia 4f>5d
wymagaja uzycia wysokoenergetycznego promieniowania i s3 obserwowane tylko
dla niektérych tréjdodatnich jondw, takich jak Ce’, Pr'*, Tb>* oraz dwudodatnich
np. Eu™, Yb*, Sm*" [42]. Przejécia 4f>5d s3 przejéciami dozwolonymi regutami
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wyboru, co skutkuje szerokimi i intensywnymi pasmami emisji, oraz relatywnie
krotkimi czasami zycia stanu wzbudzonego (kilka ps).

W wigkszosci przypadkéw widzialna emisja lantanowcow pochodzi z przejsé
elektronowych w obrebie powloki f (4f>4f). Przejicia te sg przejsciami zabronio-
nymi regutami Laporte, wiec przekroj czynny na absorpcje takich materiatéw jest
okoto 2-3 rzedy mniejszy niz dla barwnikéw organicznych czy kropek kwantowych.
Z kolei czasy zycia luminescencji (tj. $redni czas przebywania elektronéw w stanie
wzbudzonym) siega dziesigtek mikrosekund, do nawet pojedynczych milisekund.
Elektrony znajdujgce si¢ na powtoce 4f sg silnie ekranowane przez catkowicie zapet-
nione powloki 5s’i 5p°, dzieki czemu s3 one chronione od otaczajacego je srodowiska.
Stabo oddzialujg z otoczeniem i nie biorg udziatu w tworzeniu wigzan chemicznych.
W konsekwencji czynniki zewngtrzne (np. pole krystaliczne) maja niewielki wptyw
na wlasciwosci spektroskopowe jondéw lantanowcéw na +3 stopniu utlenienia. Kon-
sekwencjg s3 waskie pasma absorpcji i emisji jonéw lantanowcdw umieszczonych
w nieorganicznej matrycy (FWHM wynosi okoto 10-20 nm), ktére przypominaja
zazwyczaj widma wolnego jonu [46]. Z powodu waskich i stabych pasm absorpcji
lantanowcow, korzystne jest stosowanie waskich spektralnie i intensywnych zrodet
$wiatla, np. laseréw lub diod LED. Z kolei dostepne na rynku ultraczule fotode-
tektory, umozliwiajg detekcje pojedynczych fotonéw. Tak wiec, mimo stosunkowo
nieduzej bezwzglednej intensywnosci luminescencji znacznikow zawierajacych
jony lantanowcow, detekcja czy biobrazowanie z ich uzyciem nie stanowi tech-
nicznej przeszkody. Ponadto, niewielka szeroko$¢ potéwkowa emisji lantanowcow
w matrycach krystalicznych pozwala na tatwg interpretacje widm w przypadku, gdy
dochodzi do nakladania sie pasm emisji kilku jonéw. Diugie czasy zaniku fluore-
scencji umozliwiaja réwniez, w technicznie prosty sposéb, poprzez pomiary roz-
dzielcze w czasie, zniwelowa¢ autofluorescencje komponentéw biologicznych. Jedng
z podstawowych zalet matryc (wspdt)domieszkowanych jonami lantanowcow jest
mozliwo$¢ uzyskania wydajnej emisji anty-Stokesowskiej, tj. emisji wysokoenerge-
tycznych fotonéw przy wzbudzeniu fotonami o mniejszej energii. Zjawiska dwufo-
tonowej emisji barwnikéw organicznych i kropek kwantowych s3 znane i stosowane
w biologii i obrazowaniu biologicznym, jednak lantanowce oferuja kilka rzedow
wielko$ci wyzsza efektywno$¢ tych procesoéw [37, 47, 48]. Procesy transferu energii
i konwersji energii w gore, zostang omowione ponizej.
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Rysunek 1. Schemat pozioméw energetycznych jonéw Eu’* oraz Tb*
Figure 1. Energy level diagram of Eu’* and Tb*" ions

1.2. WEASCIWOSCI LUMINESCENCYJNE

Emisja jonéw ziem rzadkich obejmuje caly zakres spektralny od UV (Gd™)
poprzez promieniowanie widzialne (Tm** - niebieskie, Tb* - zielone, Sm*" - poma-
ranczowe, Eu’* - czerwone) do zakresu NIR (Pr’*, Nd**, Er’*, Yb’") [49]. Dwa jony,
La’iLu™, nie wykazujg przejé¢ -f, dlatego w ich przypadku nie obserwuje sie emisji
$wiatla. Polozenie pasm emisji {-f nie zalezy od sktadu chemicznego matrycy oraz od
fizycznych rozmiaréw krystalitow. Jednak struktura tych pasm oraz wzgledna inten-
sywnos¢, a takze czasy zycia emisji podlegaja zmianom przy redukcji rozmiaréw.
Wynika to z rosnacego wowczas stosunku powierzchni do objetosci nanokrystalitow,
i wszystkich, wynikajacych z tego faktu konsekwencji. Na powierzchni nanokry-
stalitow obecne sg ligandy, ktérych drgania mogg modyfikowac procesy transferu
energii lub modulowa¢ emisje promienistg i niepromienisty. W nanomateriatach
obserwuje si¢ mniejsza gestos¢ fonondéw niz w matrycach mikrokrystalicznych [50].
Ponadto, przejscia dipolowo-dipolowe silnie zaleza od wspdlczynnika zalamania
oé$rodka, w ktérym nastepuje emisja fotonéw [6, 51]. W przypadku nanomate-
rialow efektywny wspolczynnik zalamania, zalezny od parametréw matrycy oraz
chemicznego otoczenia, determinuje wlasciwosci emisyjne jondw lantanowcow [6].
Jedna z najcenniejszych zalet nanoluminoforéw domieszkowanych lantanowcami
w zastosowaniach biologicznych jest mozliwos¢ uzyskania emisji anty-Stokesow-
skiej [52]. Zjawisko to, nazywane konwersja energii w gore (ang. Up-conversion,
UC), jest nielinijowym procesem optycznym, w ktérym wzbudzajac nisko ener-
getycznym promieniowaniem podczerwonym (NIR) otrzymuje si¢ emisje $wiatta
widzialnego, badz tez ultrafioletowego, o energii fotonéw wyzszej niz energia foto-
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néw promieniowania pompujacego. Pojecie konwersji energii w gore zostato pierw-
szy raz sformutowane przez Auzela, w polowie lat sze§¢dziesigtych. W 1966 roku,
zademonstrowano luminofor CaWO, wspétdomieszkowany jonami Yb** i Er’,
w ktérym zachodzita efektywna konwersja dwdch niskoenergetycznych fotonow
(~1000 nm) na fotony o wyzszej energii (540 i 650 nm) [53]. Dalsze badania zjawiska
konwersji promieniowania podczerwonego na widzialne umozliwily rozwoj takich
urzadzen jak detektory kwantowe [54], czujniki temperatury [55] oraz lasery [56].
Wykorzystanie efektu UC ograniczone bylo przez ponad 30 lat jedynie do mate-
rialéw monokrystalicznych i mikrometrycznych proszkow. Wzrost zainteresowania
nanotechnologig i nanoczgsteczkami nastgpil na poczgtku lat dziewieédziesigtych.
Dostrzezono mozliwo$¢ zastosowania konwertujacych w gére nanoluminoforéw
domieszkowanych jonami lantanowcéw (ang. Up-converting Nanoparticles, UCNPs)
w testach bioanalitycznych oraz w obrazowaniu luminescencyjnym [38]. Jednakze
wykorzystanie zjawiska konwersji energii w biologii i medycynie bylo ograniczone
gltownie ze wzgledu na trudnos$¢ syntezy nanorozmiarowych czastek, ktére wykazy-
walyby wysoka intensywnos¢ emisji oraz wysoka dyspersje i stabilnos¢ koloidalng
w zawiesinach wodnych. Dopiero pod koniec lat dziewiecdziesigtych UC zostala
wykorzystana w testach biologicznych i obrazowaniu medycznym [57].

Konwertujace w goére nanoluminofory koloidalne syntezowane sg zwykle jako
nieorganiczne matryce - najczesciej halogenki lub tlenki np. NaYF, LaF,, YF,, Y,O,,
domieszkowane optycznie aktywnymi tréjwartosciowymi jonami lantanowcow np.
Yb™, Er’, Tm**. Wiekszo$¢ luminoforéw zawiera jony Yb** stosowane jako uczulacz,
a takze jony Er’*, Tm>*, Ho’*, rzadziej Pr’*w charakterze emitera. Badania wykazaly,
ze ze wzgledu na wlasciwosci fononowe, najbardziej efektywnymi w procesie kon-
wersji energii w gore sa krysztaly fluorkéw B-NaYF, domieszkowane jonami Yb™/
Er’* lub Yb*/Tm™ [58-60].

1.3. MECHANIZMY KONWERSJI ENERGII W GORE

Proces konwersji energii w gore moze zachodzi¢ wedlug jednego z nastepujg-
cych mechanizméw: (1) absorpcji ze stanu wzbudzonego ESA (ang. Excited State
Absorption), (2) sumowania fotonow (fr. Addition de Photons par Transferts d’Energie,
APTE) na drodze transferu energii ETU (ang. Energy Transfer Up-conversion) oraz
(3) w procesie lawinowej emisji fotonéw PA (ang. Photon Avalanche). Procesy te
polegaja na absorpcji kolejnych fotonéw wzbudzajacych, a sam mechanizm fizyczny
znacznie sie rozni od wielofotonowej absorpcji i generacji wyzszych harmonicznych.
UC wmatrycy $-NaYF, domieszkowanej jonami Er’* oraz Yb®* charakteryzuje sie
okoto 10° razy wieksza wydajnoscig niz ma to miejsce w przypadku rodaminiy 6G
oraz fluoresceiny, w ktorych emisja $wiatla jest wynikiem dwufotononowej absorpcji
[61]. Zademonstrowano, ze sprawnos¢ konwersji energii w gore (7,,.) jest 3 [47] do
107 [48] razy wieksza w poréwnaniu do wydajnosci dwufotonowej absorpcji w krop-
kach kwantowych (7). Istnieja rowniez inne mozliwe procesy konwersji energii
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w gore, jak na przyklad kooperatywna emisja (obserwowana w parach jonéw Yb**),
kooperatywne uczulanie (np. w Yb*'-Eu’*) czy tez procesy nieliniowe (np. generacja
drugiej harmonicznej). Wydajno$¢ tych proceséw jest jednak 3 do 10 rzedéw nizsza
niz proces APTE [62].

Na Rysunku 2a przedstawiono mechanizm absorpcji ze stanu wzbudzonego,
w ktérym wzbudzenie nastepuje poprzez absorpcje kolejnych fotonéw pompujacych
hv, w obrebie jednego jonu. W wyniku absorpcji fotonu hv, = E, - G, elektron ze
stanu podstawowego G jest przeniesiony do stanu E,. Proces ten nosi nazwe absorp-
cji ze stanu podstawowego (GSA). Absorpcja kolejnego fotonu przez ten sam jon,
powoduje wzbudzenie elektronéw, tym razem z poziomu E, do kolejnego wyzszego
poziomu E, z ktérego nastepuje emisja $wiatla (E, > G), przy czym E, - G > hv,_.
Absorpcja ze stanu wzbudzonego jest bezposrednim skutkiem metastabilnego cha-
rakteru stanow wzbudzonych w jonach lantanowcéw, co wiaze si¢ z duzym prawdo-
podobienstwem absorpcji fotonéw przez wzbudzony jon. Dodatkowym warunkiem
zaistnienia ESA jest dopasowanie energetyczne fotonéw wzbudzajacych i réznicy
energetycznej AE = E, — E, pomiedzy wzbudzonymi poziomami E i E,.
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Rysunek 2. Schemat najbardziej wydajnych mechanizméw konwersji energii w gore. a) Absorpcja ze stanu
podstawowego (GSA) G — E, i absorpcja ze wzbudzonego (ESA) E, - E ; b) sumowanie fotonéw
(APTE) na drodze transferu energii (ETU); ¢) proces lawinowy (PA). Czerwong linig -.-.- zazna-
czono wzbudzenie, czarng linig ----- bezpromienistg relaksacje, natomiast linig ciagla - emisje.

Figure 2. Most efficent UC processes found in lanthanide doped nanoparticles. a) Excited state absorption
(ESA), b) energy transfer upconversion (ETU), c) photon avalanche (PA). The dash-doted red,
dashed black and solid arrows represent photon excitation, nonradiative relaxation and emission
processes, respectively.

Na wydajnos¢ procesu konwersji w gore, ma réwniez wplyw réznica energii
AE miedzy poziomem emitujacym a dowolnym, nizej lezagcym, poziomem energe-
tycznym (tzw. przerwa energetyczna). Zgodnie z prawem przerwy energetycznej
[63], wraz ze wzrostem tej rdznicy, prawdopodobienstwo depopulacji pozioméw
wzbudzonych na drodze bezpromienistej maleje eksponencjalnie. Depopulacja bez-
promienista staje si¢ nieefektywna, gdy wartos¢ AE jest przynajmniej pigciokrotnie
wieksza od energii fonondw dostepnych w matrycy. Proces ten ma krytyczne zna-
czenie dla obsadzenia poziomdw energetycznych i wydajno$ci kwantowej emisji. Jak
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pokazano na Rysunku 3, jony Er’* oraz Tm®>* posiadajg stosunkowo duze przerwy
energetyczne pomiedzy poziomami posrednimi a emitujgcymi, co skutkuje wydajng
emisja anty-Stokesowska. Prawo przerwy energetycznej ma szczegélne znaczenie
przy wyborze matrycy, ktora bedzie domieszkowana. Poszukiwane sa materiaty
o jak najmniejszej czestotliwosci odcigcia (w__,), tzn. o niskoenergetycznych drga-
niach sieci krystalicznej, po to, by zminimalizowa¢ bezpromienista depopulacje
poziomdéw energetycznych. Dlatego matryce fluorkowe (np. NaYF,, LaF,, SrF)
oraz chlorkowe (np. LaCl) o w__ ~ 250-350cm ™' pozwalaja uzyska¢ wydajniejsza
luminescencje anty-Stokesowska w poréwnaniu do matryc tlenkowych (np. YAIO,,
Y,ALO,) 0w, _~550-700cm™ [64].

Przykladem absorpcji ze stanu wzbudzonego jest anty-Stokesowska emisja
obserwowana w jonach Er’*. Roznica energetyczna pomiedzy poziomem ‘I, ,a I, ,
(~10350 cm™) jest w przyblizeniu réwna réznicy energetycznej pomiedzy pozio-
mem ‘F,, a ‘I, , (~10370 cm™). Dzigki takiej konfiguracji pozioméw energetycz-
nych ‘I, , ’I,,, oraz ‘F,, jony erbu przy wzbudzeniu promieniowaniem 980 nm
wykazuja konwersje energii w gore. Na Rysunku 3 przedstawiono schematy kon-
wersji energii w gore w jonach Er’, Tm’* oraz Ho’*, ktére czesto stosowane sg jako
aktywatory. Luminofory domieszkowane pojedynczo lantanowcami charakteryzuja
sie jednak niska wydajnoscig proceséw konwersji energii, gléwnie ze wzgledu na
procesy wygaszania koncentracyjnego oraz niekorzystnie niskie przekroje czynne
na ESA. Zrédltem wygaszania koncentracyjnego jest tzw. relaksacja krzyzowa (ang.
Cross-relaxation, CR), ktéra w wyniku transferu energii migdzy dwoma jonami pro-
wadzi do depopulacji stanéw wzbudzonych. Na podstawie schematu energetycz-
nego przedstawionego na Rysunku 2b, proces wygaszania koncentracyjnego mozna
wyjasni¢ nastepujaco. Dwa sasiadujace jony znajdujgce si¢ w stanach podstawowym
G oraz wzbudzonym E,, przechodza w wyniku procesu CR do pozioméw energe-
tycznych E, Proces relaksacji krzyzowej jest zalezny od dopasowania energii miedzy
odpowiednimi poziomami (E, - G wzgledem E, - E), a takze od koncentracji jonow
aktywnych, a tym samym od odlegto$ci miedzy nimi.

Kolejnym mechanizmem konwersji energii w gore, ktéry moze zachodzi¢
pomiedzy jonami lantanowcdw, jest proces lawinowej emisji fotonéw. Schemat tego
procesu zostal przedstawiony na Rysunku 2c. Charakterystyczny dla tego procesu
jest brak absorpcji ze stanu podstawowego, wynikajgcy z niedopasowania energe-
tycznego pomiedzy poziomem G a E, z energia fali wzbudzajacej. Promieniowanie
pompujace jest natomiast rezonansowo dopasowane do przej$¢ pomiedzy metasta-
bilnym poziomem E a stanami o wyzszej energii E,. Poziom E, jest poczatkowo
pusty, a jego obsadzenie buduje si¢ powoli w wyniku emisji E, = E, lub w wyniku
procesdw niepromienistego transferu energii (np. relaksacji krzyzowej). Objawia si¢
to wystepowaniem progowej wartosci mocy wzbudzenia, powyzej ktorej obserwuje
sie lawinowy wzrost intensywnosci emisji. Po przekroczeniu progu procesu lawino-
wego, promieniowanie wzbudzajace jest silnie absorbowane w wyniku ESA, a inten-
sywnos¢ fluorescencji wzrasta o kilka rzedéw. Proces lawinowej emisji fotonow jest
bardzo interesujacym, ale niezbyt czesto spotykanym zjawiskiem, gdyz zalezy od
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subtelnego wspdlgrania wielu parametréw takich jak czasy zycia stanéw wzbudzo-
nych, schemat poziomoéw energetycznych, wielko$¢ niedopasowania energii miedzy
odpowiednimi poziomami elektronowymi [65-71].

T 24 .
(3] ‘F 4 176
L) 62 - 1 = =—5_
= i 4F51'2 —_— — G4 = FS’ Fz
= 2, 712
© H il v
o 18 4311& F“’s2
& g a2 '
. 4 3. 3, Sk -imls
] Y Fon F.E, ! P
i 1 5
4 3 1
124 Ig;z = H4 5|4
S 5
L " &
=
) E E 5. - .
= - 3 =
) 5 " Hs = 8
6 : |13.r2 —_—— EEEWFSF ? 5
E ¢ = E! 4 - — |
g = E S ci E £ g 7
g4l 8 8 = o 9 E ¢
] 8 % %' = S 9 oi ©
' T b TS $ g
H H -
0- I 4 =I== =y . 5
3+ 1512 3+ 6 3+ s
Er Tm Ho

Rysunek 3. Schematy pozioméw energetycznych i mechanizméw konwersji energii w gére w jonach Er’,
Tm* oraz Ho™* dla réznych linii wzbudzajacych (900, 980, 1560 nm dla Er*, 808 i 110 nm dla
Tm® oraz 900 i 1100 nm dla Ho™). Linig przerywang zaznaczono wzbudzenie; linig falowana
wielofononows relaksacje, linig ciagla - emisje.

Figure 3. Schematic energy level diagram showing typical UC processes for Er**, Tm* and Ho™* using diffe-
rent excitation light. The dashed, wavy and solid arrows represent photon excitation, mulitphonon
relaxation and emission processes, respectively.

Aby unikna¢ niepromienistej depopulacji pozioméw wzbudzonych koncen-
tracja jondéw aktywatoréw winna by¢ odpowiednio niska i dobrana do stosowane;
matrycy. Stosowanie niskich stezen jondéw domieszkujacych prowadzi niestety
do obnizenia bezwzglednej intensywnosci luminescencji. Dodatkowo, wiekszos¢
jonow ziem rzadkich, posiada niski czynny przekréj na absorpcje¢ promieniowania
z zakresu NIR, co powoduje, Ze materialy zawierajace tylko jeden rodzaj domieszki,
charakteryzuja si¢ niska wydajnoscia konwersji energii wzbudzenia. Istotny wzrost
efektywnosci tych proceséw nastepuje w przypadku dodawania fotonéw zgodnie
z mechanizmem ETU, ktorego schemat zostal przedstawiony na Rysunku 2b. W tym
celu matryce wspoldomieszkuje si¢ jonami aktywatoréw oraz jonami spetniajacymi
role uczulacza, gtéwnie jonami Yb*. Jony te posiadajg prosty schemat poziomdw
energetycznych, tylko z jednym stanem wzbudzonym °F,, (Rys. 4). Intensywne
pasmo absorpcji przy okoto 980 nm, mozna przypisa¢ przejéciu °F,, — °F, ,. Pasmo
to moze by¢ skutecznie pompowane bardzo wydajnymi diodami laserowymi (np.
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InGaAs/GaAs 900-1100 nm). Wzbudzone jony iterbu wykazuja dtugie czasy zaniku
luminescencji dzigki czemu sg zdolne do magazynowania energii. Struktura elektro-
nowa iterbu minimalizuje dodatkowo niekorzystne procesy tlumienia koncentra-
cyjnego, wiec stezenie jonéw Yb™* w matrycy moze 10-20 krotnie przewyzszaé ilos¢
jon6w aktywatora. Istniejg tez nanomateriaty pelnokoncentracyjne, np. NaYbF :Tm**
[72, 73], ktére moga bardzo efektywnie absorbowa¢ promieniowanie wzbudzajace
obnizajac tym samym prog emisji. Co wazne, wspomniane przejscie jest quasi-rezo-
nansowe w stosunku do przejs¢ f-f wielu innych lantanowcéw, co sprzyja efektyw-
nemu transferowi energii miedzy jonami uczulacza a aktywatora. Najbardziej efek-
tywna konwersje energii w gore wykazujg matryce wspétdomieszkowane parami
jonéw: Er”*~Yb*" [59] oraz Tm>*~Yb’* [74]. Na Rysunku 4 przedstawiono schematy
energetyczne procesow konwersji energii w wymienionych parach jonéw.
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Rysunek 4.  Schematy energetyczne przedstawiajace proces UC zachodzacy w parach jonéw Yb™*-Tm™, Yb*'-
Ho™ oraz Yb™-Er'". Linig przerywang oznaczono wzbudzenie, falowang wygaszanie bezpromie-
niste, natomiast linig ciggla przedstawiono emisje fotondw.

Figure 4. Upconversion mechanism of the Yb/Er, Yb/Tm and the Yb/Ho co-doped UCNPs. The dashed,
wavy and solid arrows represent photon excitation, mulitphonon relaxation and emission pro-
cesses, respectively.

Absorpcja promieniowania o dtugosci fali 980 nm przez jon uczulacza (Yb*)
prowadzi do transferu energii i wzbudzenia jonéw aktywatora (np. Tm*", Ho’*, Er’*),
w ktérych obserwuje sie emisje $wiatta widzialnego. W przypadku jonéw Tm®*
silna niebieska emisja powstaje w wyniku przejécia 'D, - °F, oraz 'G, > *H,. Nato-
miast emisja $wiatlta czerwonego, o mniejszej intensywno$ci, pochodzi z przejscia
'G, > *H,. W przypadku domieszkowania jonami Yb**/Ho™, obserwowana emisja
pochodzi z przejsé: °H,,, + °S, > °I, °F, > °L, °I, > °I,’H,,, + °S, > °I, W parze
jonéw Yb**/Er’*, na skutek UC nastepuje emisja gtéwnie z pozioméw °H,, ,, *S
oraz ‘F,, do poziomu podstawowego ‘I, ,.

W pordéwnaniu z typowa emisja Stokesowska zachodzaca w organicznych
barwnikach fluorescencyjnych oraz w kropkach kwantowych, proces konwer-

11/2° 3/2
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sji w gore wykazuje liczne zalety. Zastosowanie wzbudzenia promieniowaniem
z zakresu podczerwieni pozwala unikngé problemoéw, ktore pojawiaja si¢ w przy-
padku wzbudzania materialu biologicznego promieniowaniem UV. Po pierwsze,
promieniowanie ultrafioletowe ma ograniczong zdolno$¢ penetracji tkanek, ktérych
skladniki z jednej strony silnie rozpraszaja, a z drugiej strony silnie absorbujg pada-
jace fotony. Chromofory tkankowe takie jak kolagen, elastyna, porfiryny, NADH,
FAD czy DNA, pod wplywem UV, wykazuja silng autofluorescencj¢. Rezultatem
jest obnizona dokladno$¢ i czulos¢ detekcji. Zlozonym zagadnieniem jest rowniez
wyodrebnienie uzytecznego sygnalu oraz poprawa stosunku sygnatu do szumu.
Zastosowanie promieniowania NIR do wzbudzenia luminoforéw pozwala wyelimi-
nowac¢ autofluorescencje¢ gdyz w tkankach brak jest endogennych absorberéw fal
z tego zakresu. Mozna wowczas uzyskac znacznie wigkszg czutos¢ analiz niz w przy-
padku tradycyjnie stosowanych barwnikéw fluorescencyjnych. Pozwala to znacznie
uprosci¢ konstrukcje ukladéw do wzbudzania i detekeji, a tym samym zwigkszy¢
przepustowos¢ analiz, zminiaturyzowac systemy czujnikowe oraz zwigkszy¢ dostep-
no$¢ i powszechnos¢ szybkich testow diagnostycznych. Stosowanie wzbudzenia NIR
pozwala réwniez ograniczy¢ fotouszkodzenie komorek i tkanek przy jednoczesnym
wzroscie glebokosci penetracji, d, $wiatta wzbudzajacego. Dla $wiatta z zakresu
UV d, wynosi nie wigcej niz kilka milimetréw, natomiast dla promieniowania pod-
czerwonego warto$¢ ta moze siega¢ nawet 10-15 centymetréw w przypadku tkanki
tluszczowej [75]. Problematyka ta jest szerzej omdwiona w rozdziale poswieconym
obrazowaniu.

1.4. ISTOTNE BIOLOGICZNIE WEASCIWOSCI NANOLUMINOFOROW

Trudno jest jednoznacznie wskazaé, ktére z nanoluminoforéw takich jak
kropki kwantowe, kulki krzemionkowe wypelnione barwnikami organicznymi,
czy tez domieszkowane lantanowcami nanokrystality wykazuja cechy najkorzyst-
niejsze z punktu widzenia zastosowan biologicznych. Na Rysunku 5 poréwnano
przykladowe widma absorpcji i luminescencji jonéw lantanowcéw, kropek kwanto-
wych oraz barwnikéw organicznych a takze wyjasniono pojecie ,,okna optycznego
skory”. Dlugie czasy zycia pozioméw wzbudzonych lantanowcéw oraz odpornos¢
na fotowybielanie, ktdre jest wyjatkowo ucigzliwe i problematyczne w przypadku
barwnikoéw organicznych, umozliwiaja prowadzenie obrazowania in vivo w czasie
rzeczywistym, pozwalajgc tym samym na zrozumienie wielu proceséw zachodza-
cych w zywej komérce badZ catym organizmie.
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Rysunek 5. Zestawienie widm absorpcji (linie przerywane) i luminescencji (linie ciagte) réznych fluoroforow
organicznych oraz nanoluminoforéw, tzn. a) chromoforéw tkankowych i wody; b) molekut orga-
nicznych [49]; ¢) kropek kwantowych [70]; d) widma luminescencji jonéw Nd**, Tm*, Er** oraz
Eu’™". Szary obszar 750-1100 nm to tzw. okno optyczne skory

Figure 5. The absorption (dashed lines) and emission (solid lines) spectra of different organic fluorophores
and luminescent nanoparticles, i.e a) tissue chromophores, water absorption and the optical win-
dow of skin; b) luminescence spectra of biological molecules [49]; ¢) emission and absorption
spectra of quantum dots [70]; d) luminescence spectra of the Nd**, Tm**, Er’* and Eu*" ions
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W poréwnaniu z kropkami kwantowymi konwertujace w gore nanoluminofory
wykazuja dtuzsze czasy zycia luminescencji i brak tak zwanego ,,migotania” podczas
emisji. Dodatkowo, nanoluminofory domieszkowane jonami lantanowcéw pozwa-
laja na uzyskanie duzej ilosci kodéw barwnych do réwnoczesnej detekcji wielu ana-
litéw w jednej probee poprzez zmiang rodzaju lub stezenia jondw domieszkujacych
[59]. Podobne mozliwosci oferuja kulki krzemionkowe domieszkowane miesza-
ninami kropek kwantowych [77] lub barwnikéw organicznych [78], jednak tylko
nanoluminofory domieszkowane lantanowcami pozwalajg rdwnocze$nie zachowa¢
skale nanometryczng.

Z punktu widzenia zastosowan biologicznych wadg nanoluminoforéw jest nie-
wielki przekrdj czynny na absorpcje oraz malo wydajna, cho¢ stabilna luminescen-
cja. Ze wzgledu na mechanizm fizyczny emisji anty-Stokesowskiej w lantanowcach,
proces konwersji energii w gore obserwowany w UCNP jest wydajniejszy od emisji
dwufotonowej (ang. Two-Photon Emission, TPE) czy tez generacji drugiej harmonicz-
nej (ang. Second Harmonic Generation, SHG). W przeciwienstwie do proceséw TPE
oraz SHG, ktére wynikaja z nieliniowych wlasciwosci materialéw przy odpowied-
nio silnym pobudzeniu, emisja anty-Stokesowska w jonach lantanowcéw wynika
z sumowania fotonéw w procesach transferu energii miedzy rzeczywistymi i dlugo
zyjacymi poziomami elektronowymi. Maestro i wspotpracownicy [47] poréwnali
wzgledna intensywno$¢ emisji UCNP (20 nm a-NaYF,:Yb*'/Er*,1_ =980 nm,A__ =
~540 and 650 nm), sferycznych kropek kwantowych o §rednicy 4 nm (A ~650 nm)
oraz nanoprecikéw ztota (45 x 10 nm, /\surﬂplasmon ~830 nm, A, = 570-680 nm). Pod
wplywem 100-fs impulsowego wzbudzenia (1 MW/cm®), UCNP wykazywaly odpo-
wiednio ~2 i ~3 razy wigksza efektywnos¢ emisji anty-Stokesowskiej niz kropki
kwantowe i nanopreciki ztota w przeliczeniu na jedng nanoczasteczke. Jednak pod
wplywem wzbudzenia podczerwonym laserem pracy ciaglej (1 MW/cm?®), emisje
widzialng wykazywaly jedynie UCNP. Z kolei Heer wraz ze wspolpracownikami
[48] poréwnali 1% wag. zawiesiny koloidalne f-NaYF4: 20%Yb"", 2%Er**oraz 5 nm
kropki kwantowe Cd-Se-ZnS uzywajac tej samej geometrii pomiarowej oraz lase-
rowego wzbudzenia ciaggtego 10 kW/cm® odpowiednio na 974 oraz 909 nm. Zare-
jestrowano 7 rzedow wielko$ci wigksza intensywno$¢ luminescencji fluorkowych
UCNP w poréwnaniu do dwu-fotonowej emisji kropek kwantowych czy nanopre-
cinkéw zlota, ale wyniki nie byly normalizowane do pojedynczych nanoczasteczek
jak w pracy Maestro. Wysoka efektywnos¢ emisji anty-Stokesowskiej oraz relatyw-
nie niska progowa intensywno$¢ wzbudzenia konwertujacych w gore nanoczastek
pozwala na znaczne uproszczenie aparatury i upowszechnienie tych metod badaw-
czych. Jak dotad, sposrod znanych znacznikéw luminescencyjnych, jedynie UCNP
pozwolity uzyska¢ dwu-fotonowe obrazowanie z wykorzystaniem nielaserowych
zrodel $wiatla, czy tez wysokorozdzielcze i glebokie obrazowanie dwu-fotonowe
w mikroskopii szerokiego pola [79].

Kolejnym waznym zagadnieniem dotyczacym zastosowan nanoluminoforéw
w naukach biomedycznych, jest brak rozpuszczalnosci wigkszosci nanoczasteczek
w roztworach wodnych [80]. Nieorganiczne nanokrysztaly maja zdolnos¢ pozosta-
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wania w formie koloidalnych zawiesin wodnych jedynie po modyfikacji powierzchni
[59], czyli funkcjonalizacji. Proces ten polega na wprowadzeniu hydrofilowych
grup funkcyjnych (np. -OH), ktére umozliwiajg zdyspergowanie nanoznacznikow
w roztworach wodnych. Kolejnym krokiem, niezbednym do zastosowania nanolu-
minoforéw w naukach biologicznych, jest ich biokoniugacja, czyli kowalencyjne lub
adsorpcyjne dofaczanie specyticznych molekut biologicznych (np. przeciwciat [81],
biatek [82] czy tez aptamerdw, czyli krotkich nici DNA/RNA [83]) do powierzchni
nanoczasteczek. Proces ten jest szczegdlnie istotny i niezbedny dla uzyskania specy-
ficznosci detekeji i uzytecznosci tych zwigzkéw w biologii oraz medycynie.

Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na kwestie toksyczno$ci nanoznacznikéw.
W poréwnaniu do najpowszechniej stosowanych kropek kwantowych (np. CdSe),
wykorzystujacych zwigzki kadmu i selenu, omawiane nanoluminofory nie wykazuja
praktycznie zadnej chemicznej toksycznosci pierwotnej. Niemniej jednak konieczne
sg dalsze badania toksycznosci in vivo, wynikajacej z potencjalnej dekompozycji
nanokrystalitow, rozmiaru hydrodynamicznego tych nanoluminoforéw (opisu-
jacego tendencje do aglomerowania), albo zaburzenia funkcjonowania organéw
w wyniku zatkania kapilarnych naczyn krwionos$nych. Wiele przeprowadzonych
eksperymentéw biologicznych wskazuje na brak toksycznosci tych materialow,
sugerujac tym samym mozliwo$¢ zastosowania ich w biologii i medycynie [31, 46].
Mozna jednak przypuszczaé, ze w zwigzku z odkladaniem si¢ nanoluminoforéow
w organach wewnetrznych [84], gtéwnie w watrobie i §ledzionie [85], dominujacym
sposobem wykorzystania tych obiecujgcych materiatéw w biologii beda zastosowa-
nia in vitro w testach przesiewowych. Dalsza optymalizacja i poprawa biokompaty-
bilno$ci nanoczgsteczek moze w przyszlosci umozliwi¢ zastosowania in vivo w ludz-
kim organizmie.

2. ZASTOSOWANIA W NAUKACH BIOLOGICZNYCH

Wyjatkowe wlasciwosci spektroskopowe jonow lantanowcow, takie jak waskie
pasma emisji, zdolnos¢ do konwersji energii w gore, odporno$¢ na fotowybielanie
i stabilna luminescencja spowodowaly wzrost zainteresowania mozliwo$cia wyko-
rzystania tych zwigzkéw w naukach biologicznych. Liste réznych nanoluminoforéw,
domieszkowanych jonami lantanowcow, wraz ze stosowang metoda funkcjonaliza-
cji/biokoniugacji oraz ich zastosowaniem przedstawiono w Tabeli 1.

W naukach biomedycznych UCNPs moga by¢ wykorzystane w obrazowaniu
optycznym [61, 86], w testach fluorescencyjnych zaréwno homogenicznych (wyko-
rzystujacych mechanizm FRET [41, 87]) jak i heterogenicznych [88, 89], a takze
w terapii fotodynamicznej [90]. Istnieja rowniez przyktady badan nanoluminoforéow
pod katem zastosowan w nanotermometrii [91], zlokalizowanej hipertermii [92] czy
tez wykorzystania ich jako platformy nano-biotechnologiczne [93]. W literaturze
obcojezycznej ukazalo si¢ kilka interesujacych artykutéw przegladowych opisuja-
cych wykorzystanie konwertujacych w gére nanoluminoforéw w naukach biologicz-
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nych [38, 46, 94]. W polskiej literaturze brakuje podobnych prac na temat aktual-
nego stanu wiedzy z dziedziny omawianej w niniejszym artykule.

Tabela 1. Zestawienie stosowanych w biologii nanomateriatéw luminescencyjnych domieszkowanych
lantanowcami. Przedstawiono sktad matrycy, zastosowang domieszke, ligand oraz docelowe
zastosowanie.

Table 1. A list of available nanocolloidal luminescent materials used in biological experiments. The com-
position, dopant ions, ligands and target application was compared.

Matryca Domieszka Ligand Zastosowanie Ref.
Fe,0,/Gd,0, Eu® Neutrawidyna, DNA wykrywanie mutacji w DNA [95]
Gd,0, Yb™, Er’* Poli(tlenek etylenu) PEG | znacznik fluorescencyjny, [96]

kontrast w MRI
Gd,0, - SiO,, PEG multimodalneobrazowanie [2]
La,0,S Yb™, Er’* przeciwciala anty-E2 oznaczenie estradiolu [97]
LaF, Yb*, Er’* SiO, dostarczanie lekéw, [98]
bioobrazowanie,
biosensing
LaF, Ce™, Tb™ Chlorowodorek poliallilo- | oznaczanie glukozy [99]
aminy PAH)
Polistyrenosulfonian sodu
(PSS)
Chitozan
Glukoza
LaF, Ce*, Tb* Kopolimer kwasu niespecyficzna sonda DNA [100]
metakrylowego i styrenu
NaGdF, Tm™, Er’", Yb* | Kwas azelainowy multimodalne obrazowanie [101]
in vivo
NaYF, Yb*, Er’* PEG kontrast w OCT obrazowanie [102]
in vivo
NaYF, Yb*, Tm™ kwas poliakrylowy (PAA) | dlugoterminowe obrazowanie [33]
in vivo
NaYF, Yb™, Er™* streptawidyna detekcja DNA [103]
NaYF, Yb*, Er’* SiO, + kwas foliowy (FA) detekcja komorek rakowych [104]
NaYF, Yb**, Er** SiO,, przeciwcialo znakowanie i obrazowanie komé- | [90, 105]
rek HeLa, terapia fotodynamiczna
NaYF, Yb*', Er** Poli(etylenoimina) PEI terapia fotodynamiczna [106]
ftalocyjaninazynku
NaYF, Yb'+, Er** Kwas foliowy chitosan obrazowanie komdrek nowotworo- [107]
wych pluc
NaYF, Yb*, Er** PEIL obrazowanie in vivo nicieni [108]
NaYF, Yb*', Er’*, Gd™ | Cytrynian/kwas oleinowy | multimodalna tomografia (7]
(OA), “F emisyjna, rezonans magnetyczny
NaYF, Yb*, Er’* Sio, obrazowanie siRNA w zywych [109]

komérkach
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Matryca Domieszka Ligand Zastosowanie Ref.
NaYF, Yb*, Tm? - obrazowanie in vivo [110]
Yb“, Ho*
Yb3+) H03+, Ce™
NaYF, Yb™, Er’* NaYF /SiO, terapia fotodynamiczna [95]
NaYF, Nd** hipertermia [92]
NdF, - SiO, obrazowanie NIR-NIR in vivo [111]
Y,0, Er’ PEG detekcja komoérek rakowych [112]
Y,0, Yb*, Er** PEG biologiczne znakowanie [113]
streptawidyna
YVO, Eu™* - oznaczanie H,0, i silnych [114]
utleniaczy

Ze wzgledu na unikalne wilasciwosci fizyko-chemiczne (oméwione w sekcji
1.2.), nanoluminofory domieszkowane lantanowcami moga by¢ stosowane w wielu
dziedzinach nauk biologicznych [38, 94, 115-118]. Na Rysunku 6 przedstawiono
klasyfikacje biologicznych zastosowan nanoluminoforéw. Podzielono je na 3 kate-
gorie: zastosowania pasywne (obrazowanie), modulacyjne (czujniki) oraz aktywne
(terapie).

W wiekszosci udokumentowanych badan, Ln:NPs stanowia pasywne lumino-
fory, ktorych wlasciwosci spektroskopowe zasadniczo nie podlegaja wpltywom che-
micznego otoczenia. Po odpowiedniej modyfikacji powierzchni nanoluminofory
selektywnie wigza sie z odpowiednimi grupami funkcyjnymi na powierzchni komo-
rek. W wyniku akumulacji tak zmodyfikowanych znacznikéw w preparatach biolo-
gicznych mozliwe jest obrazowania morfologii i struktury tkanek, komérek i struk-
tur subkomodrkowych (Rozdzial 3.4.). Zalety UCNPs w zastosowaniach pasywnych,
wynikaja z wysokiej fotostabilno$ci [119] tych zwigzkdow, a takze z mozliwosci obra-
zowania ich lokalizacji w tkankach i organach w diugotrwalych eksperymentach
in vitro lub in vivo. Ponadto wykorzystanie metod dwufotonowych pozwala bada¢
lokalizacje nanoznacznikéw nie tylko w cienkich preparatach komdrkowych, ale
réwniez w calych organach lub nawet w matych zwierzetach. Takie nanolumino-
fory wykorzystuje si¢ rowniez chetnie do obrazowania innymi, wymienionymi na
Rysunku 6 i oméwionymi w Rozdziale 3.4. i 3.6., metodami.
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Rysunek 6. Schemat przedstawiajacy grupy biologicznych zastosowan nanoluminoforéw domieszkowanych
lantanowcami
Figure 6. Major groups of biological applications of lanthanide doped NPs

W drugiej analitycznej grupie zastosowan, luminescencja Ln:NPs jest modu-
lowana przez inne czasteczki (np. barwniki) lub w odpowiedzi na okreslone para-
metry biofizyczne otoczenia. Przykladem moga by¢ czujniki hybrydowe omoéwione
w Rozdziale 3.3., w ktorych barwnik organiczny zaadsorbowany na powierzchni
nanokrystalitu absorbuje fotony emitowane przez UCNP. Do konstrukcji tych czuj-
nikéw wybierane sg barwniki, ktérych widmo absorpcji zmienia si¢ w zaleznosci od
otoczenia (np. pH czy CO,), przy czym barwnik ten nie musi wykazywa¢ wlasnej
luminescencji. Jest to istotne, poniewaz fatwiej jest skonstruowa¢ czujnik, w kto-
rym pomiar polega na rejestracji wzglednych zmian emisji UCNP, niz na okre$laniu
absorbancji. Przykladem takiego barwnika moze by¢ czerwien fenolowa, ktdra jest
wrazliwa na zmiany pH lub blekit bromotymolowy, ktory reaguje zmiang barwy na
obecnos¢ CO,.

Kolejny typ czujnikéw aktywnych opiera si¢ na analizie posredniej, ktora
wykorzystuje zjawisko rezonansowego transferu energii (RET) migdzy UCNP jako
donorem oraz inng czasteczka (barwnikiem, plazmonami metalicznego ztota) jako
akceptorem (Rozdzial 3.1. i 3.2.). Czujnik, w odpowiedzi na bodziec (tj. obecnos¢
akceptora w bliskim sgsiedztwie donora), reaguje zmiang intensywnosci lumine-
scencji donora, skroceniem czaséw zycia pozioméw wzbudzonych donora, lub
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pojawieniem si¢ emisji akceptora. Zjawisko to jest powszechnie wykorzystywane
w biologii do badania proceséw biochemicznych, badania konformacji biatek czy
tez wykrywania nukleotydéw. W pordéwnaniu z tradycyjnie stosowanymi w tym
celu barwnikami organicznymi, zastosowanie UCNPs do konstrukgji tych czujni-
kéw umozliwia znaczne uproszczenie metod pomiarowych, gdyz wykonanie testow
nie wymaga wyrafinowanego oczyszczania i przygotowania probek biologicznych.
Takie rozwigzanie oferuje rowniez znaczng poprawe czuloéci poprzez wyelimino-
wanie sygnalu tla.

Ostatnig grupa zastosowan modulacyjnych omawianych znacznikow jest ana-
liza bezposrednia, gdzie zmianom otoczenia (np. temperatury, stezenia zwigzkow
chemicznych) towarzysza zmiany wlasciwosci spektroskopowych samych lanta-
nowcédw wbudowanych w znaczniki. Zastosowania te s3 oméwione w Rozdziatach
3.3,3.5.i3.6.

Domieszkowane lantanowcami nanoznaczniki moga réwniez aktywnie oddzia-
tywa¢ na komérki. Zaréwno mozliwo$¢ lokalnego podgrzania otoczenia, jak i inten-
cjonalne generowanie wolnych rodnikéw, doskonale nadajg sie do zastosowan
w hipertermii lub terapii fotodynamicznej nowotworéw. Najwieksza zaleta UCNP
w tej grupie zastosowan jest mozliwo$¢ wykorzystania promieniowania z zakresu
bliskiej podczerwieni, ktére zapewnia glebokie wnikanie §wiatlta wzbudzajacego
w tkanki i malo inwazyjng terapi¢. Zagadnienia te zostaly oméwione w Rozdziale
3.5.13.7. Interesujgce sg rowniez hybrydy, czyli platformy nanobiotechnologiczne,
ktore tacza w sobie kilka z w/w cech, umozliwiajgc wielomodalne obrazowanie sko-
jarzone z wielomodalng terapig. Takie hybrydy oméwiono w Rozdziale 3.8.

Aktualnie jednym z najpowszechniej rozwijanych zastosowan znacznikéw lumi-
nescencyjnych sa analizy pozaustrojowe, gdyz odgrywaja wazng role w badaniach
materialu biologicznego i szybkim wykrywaniu substancji bedacych wskaznikami
zagrozenia zdrowia ludzkiego, czy tez srodowiska naturalnego [120]. W obszarze
zainteresowan sg testy przesiewowe chorob genetycznych, obecnosci zanieczysz-
czen bakteryjnych w wodzie i produktach spozywczych oraz wykrywanie zakazen
drobnoustrojowych itp. [121]. Idealne testy powinny umozliwia¢ przeprowadzenie
analizy w sposob szybki i wysoce wydajny bez koniecznosci ztozonego przygotowa-
nia prébki, co powinno nie tylko znaczgco skracaé czas analizy, ale takze obnizac jej
koszty. Ze wzgledu na czulo$¢ i techniczng prostote metod pomiarowych, a takze
dostepnos¢ czulych detektoréw i efektywnych zrodel swiatla, w testach biologicz-
nych najczesciej stosuje sie¢ metody bazujace na fluorescencji.

Testy wykorzystujace luminescencje mozna podzieli¢ na testy heterogeniczne
oraz homogeniczne. Testami heterogenicznymi nazywane sa testy prowadzone
w ukltadach wielofazowych zawierajacych faze stacjonarng i faz¢ ruchoma. Wyma-
gany jest w nich etap oddzielania substancji bedacych zanieczyszczeniami i tych,
ktore nie braly udzialu w przeprowadzanej reakcji. Testy homogeniczne z kolei sa
prowadzone w ukladach jednofazowych i nie wymagaja etapu rozdzielenia, co jest
niewatpliwg zaleta i moze znacznie uprosci¢ oraz przyspieszy¢ analizy.
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2.1. TESTY HETEROGENICZNE

Rozrézniane sg dwa rodzaje testow heterogenicznych: test konkurencyjny oraz
niekonkurencyjny [46]. W przypadku testu konkurencyjnego, przedstawionego na
Rysunku 7a, analit konkuruje ze znakowang sonda w wigzaniu do wychwytujacej
molekuly przeciwciala. Intensywno$¢ luminescencji uzyskana w takim ekspery-
mencie jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia analitu w badanej probcee, co
jest pokazane na wykresie 7c. W tescie niekonkurencyjnym, przedstawionym sche-
matycznie na Rysunku 7b, znakowana sonda przylacza si¢ do molekuly wychwy-
tujacej dopiero po uprzednim przylaczeniu czgsteczki analitu. Jak przedstawiono
na Rysunku 7d uzyskana intensywnos¢ sygnatu jest wiec wprost proporcjonalna do
stezenia analitu w prdbce.
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Rysunek 7. Schemat testu heterogenicznego z udziatem nanoczgsteczek konwertujacych w gore
Figure 7. Schematic illustration of heterogenic assay with up-converting nanoparticles

Jednym z bardziej znanych testow heterogenicznych jest test przeptywu bocz-
nego inaczej zwany testem kasetkowym. Na Rysunku 8, pokazano najczgsciej stoso-
wany test kasetkowy, w ktorym plytka testowa jest podzielona na kilka obszaréw. Na
plytce wydzielona jest strefa, na ktéra naniesiona zostaje probka z analitem. Tuz za
nig znajduje si¢ kolejna strefa plytki z czasteczkami odpowiedzialnymi za selektywne
przylaczenie analitu i generacje sygnatu podlegajacego pdzniejszej detekcji. Dzieki
dzialaniu sit kapilarnych, badana probka przeptywa wzdtuz plytki, a czasteczki ana-
litu wiazg si¢ z odpowiednimi biomolekutami, ktére sa znakowane luminoforami.
Nastepnie, takie koniugaty przemieszczajg sie wraz z roztworem wzdluz membrany
nitrocelulozowej, gdzie s selektywnie wylapywane przez molekuly wychwytujace,
ktdre osadzono na liniach testowych oraz kontrolnych. Przyktadem wykorzystania
testu kasetkowego z uzyciem konwertujacych w gore nanoczgsteczek luminoforow
byt test na obecno$¢ narkotykéw w §linie, a takze wykrywanie obecno$ci bakterii
Escherichia coli O157:H7 [122].
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Rysunek 8.  Test przeptywu bocznego z uzyciem konwertujacych w gore nanoczasteczek luminoforéw
Figure 8. Lateral flow test with up-converting nanoluminophores

Odrdznienie analitow nastepowato w wyniku rejestracji potozenia lumines-
cencyjnego kompleksu na plytce jak i barwe charakterystyczng dla wychwyconego
luminoforu.

Test kasetkowy z uzyciem konwertujacych w gore nanoczasteczek luminofo-
réw zostal rowniez wykorzystany do detekcji matych Gram-ujemnych paleczek
bakterii Yersinia pestis [123]. Dolny limit detekcji wyniést 10* CFU/ml. Tlos¢ ta jest
wystarczajgca do wykrycia bakterii we krwi organizmu zakazonego Y. pestis [123].
Zastosowany schemat testowy byt dziesieciokrotnie bardziej czuly niz test immuno-
chromatograficzny oparty na koloidalnych czasteczkach zlota [124]. Mader [125]
w swojej rozprawie doktorskiej przedstawila badania nad mozliwo$ciag wykrywania
ludzkiej albuminy surowiczej HSA (ang. human serum albumin) w oparciu o kon-
kurencyjny model testu heterogenicznego.

Corstjens [126] wraz ze wspolpracownikami opracowali heterogeniczny nie-
konkurencyjny test kasetkowy do wykrywania nawet 0,7 fmol pojedynczej nici
oligonukleotydu oparty na mechanizmie hybrydyzacji kanapkowej. Test prze-
plywu bocznego z uzyciem nanoczasteczek Gd,O,:Eu’" zostal takze wykorzystany
do detekeji kwasu 3-fenoksybenzoesowego. Zwigzek ten jest traktowany jako
wskaznik ekspozycji na insektycydy pyretroidowe — grupe organicznych zwigzkow
naturalnych badz syntetycznych uzywanych do ochrony roslin przed szkodnikami
[127]. Dzigki wykorzystaniu nanoluminoforéw osiggnieto limit detekcji kwasu
fenoksybenzoesowego na poziomie 1,4 pg/l [128]. W tescie ELISA (ang. enzyme-
linked immuno-sorbent assay) dla tego samego analitu dolny limit detekeji wynosi
0,1 ng/ml co $wiadczy o nieznacznie wigkszej czulosci standardowego testu [127].
Jednak czuto$¢ testu nie zawsze ma decydujace znaczenie w wyborze metody pomia-
rowej, szczegolnie tam, gdzie liczy sie koszt, szybkos¢ i prostota wykonania analizy.
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Testy kasetkowe znajdujg réwniez szerokie zastosowanie w analizach iloscio-
wych, do wykrywania wielu analitow jednocze$nie [122]. Poprawa stosunku sygnatu
do szumu, poprzez uzycie znacznikéw zdolnych do konwersji energii w gore, zwiek-
sza mozliwosci wykorzystania takiego schematu testowego do analizy pozaustro-
jowej wielu biologicznych komponentéw. Wzbudzenie $wiattem podczerwonym
pozwala zwiekszy¢ czulo$¢ analiz, przede wszystkim poprzez wyeliminowanie
autofluorescencji.

2.2. TESTY HOMOGENICZNE

Innym przykladem testéw luminescencyjnych sg testy homogeniczne wykorzy-
stujgce mechanizm LRET (ang. Luminescence Resonance Energy Transfer). Mecha-
nizm LRET jest analogiczny do znanego zjawiska Forsterowskiego bezpromieni-
stego transferu energii (FRET) [129, 130]. Zjawisko to polega na bezpromienistym
i rezonansowym przekazaniu energii z donora (D), bedacego w stanie wzbudzonym,
do znajdujacego si¢ w bezposrednim sasiedztwie akceptora (A) w stanie podsta-
wowym. Efektywno$¢ transferu energii #,,, miedzy D i A zalezy od stopnia nakla-
dania si¢ widm emisji donora D, i absorpcji akceptora A, (tzw. calki nakladania
J(A)), wzglednej orientacji dipoli obu molekut oraz od odleglosci migdzy nimi R,.
Opisane zalezno$ci wraz ze schematem testu homogenicznego przedstawiono na
Rysunku 9.
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Rysunek 9.  Schemat testu jednorodnego wykorzystujacego mechanizm LRET (a). Zaleznos¢ wydajnosci pro-
cesu transferu energii LRET od odleglosci pomigdzy molekutami donora i akceptora (b), J(1)
oznacza catke pokrywania si¢ emisji donora D, i absorpcji akceptora A, (c)

Figure 9. A schematic illustration of homogenous assay exploiting the LRET mechanism (a). The depen-
dence of LRET efficiency on distance between donor and acceptor molecules (b), J(A) denotes
overlap integral of donor’s emission D, and acceptor’s absorbance A, (c)
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Mechanizm FRET zachodzi poprzez oddzialywania dipol-dipol dalekiego zasiegu
i jest efektywny w obrebie odleglosci pomiedzy D i A poréwnywalnych z wymia-
rami wiekszosci biologicznych makromolekul, tj. od 1 do 10 nm. FRET znajduje
powszechne zastosowanie w naukach biologicznych i stuzy do badania zmian kon-
formacji bialek, reakcji asocjacji lub dysocjacji, charakteryzacji miejsca wigzania
antygen-przeciwciato, hybrydyzacji DNA/RNA i w konsekwencji bioobrazowania
i biodetekcji. Wynika to z faktu, ze efektywno$¢ FRET zalezy monotonicznie od
odlegtosci R ,, dzigki czemu zjawisko to zyskalo nazwe ,linijki spektroskopowe;j”
[131].

Zblizaniu si¢ molekut donora i akceptora towarzyszy bezpromienisty transfer
energii, co skutkuje wygaszaniem fluorescencji donora i pojawieniem si¢ emisji wia-
tla z molekul akceptora [41, 131]. Najbardziej wiarygodna metodg pomiaru steze-
nia analitu jest jednak poréwnanie czaséw Zycia luminescencji donora w obecnosci
akceptora (7,,,) i czaséw Zycia emisji izolowanego donora (7,,) [131]. Znajomo$¢
7, oraz 7, (7,, < 7,) pozwala w prosty sposob wyznaczy¢ efektywno$¢ transferu
energii (7 = 1 - 7,,,/7,,). Tak uzyskana warto$¢ 7, pozwala z kolei oszacowa¢ odleg-
toéci R, miedzy molekutami donora i akceptora. Wynika to z faktu, Ze sprawnoé¢
transferu energii # jest réwnoczesnie funkcjg odleglosci R ),, zgodnie z réwnaniem
n =11+ (R,,/R)I". R, jest odlegloscia Forstera, czyli odlegloscia, przy ktdrej
1 =50% i jest to stala, zalezna od uzytych molekul D i A.

Jako donory i akceptory tradycyjnie stosowano molekuly barwnikéw orga-
nicznych. Ich cechy foto-fizyczne wprowadzajg jednak wiele niejednoznacznosci
i potencjalnych zrodet btedow, zaréwno na etapie pomiaru jak i interpretacji danych.
Ich bardzo kroétkie czasy zycia, na poziomie piko-/nanosekund, znacznie kompli-
kuja strone techniczng pomiaru. Zmuszajg do stosowania ultrakrotkich impulsow
$wiatla wzbudzajacego oraz ultraszybkich detektoréw (fotopowielaczy, fotodiod
lawinowych), a takze techniki zliczania fotonow (ang. time correlated single photon-
counting, TCSPC). Barwniki organiczne wymagaja wzbudzenia w zakresie ultra-
fioletu lub wysokoenergetycznej czesci $wiatta widzialnego, co sprzyja pojawieniu
sie autofluorescencji biomolekut i przyczynia si¢ do obnizenia czulo$ci biotestow.
Ponadto, molekuly organiczne wykazuja niewielkie przesuniecie Stokes’a i bardzo
szerokie pasma emisji, co sprzyja nakladaniu si¢ pasm emisji donora i akceptora,
i ze wzgledu na stosowang metode detekcji pozornie podnosi efektywnos¢ transferu
energii. Molekuly organiczne podlegaja rowniez fotowybielaniu, co ogranicza czas
prowadzenia eksperymentu i w konsekwencji zmniejsza czulos¢ biotestow.

Jako molekuty donordw, stosowane sg rowniez chelaty i kryptaty lantanowcow.
Zwigzki te charakteryzujg si¢ wigksza foto-stabilno$cig oraz dlugimi czasami zycia
luminescencji. Jednak w poréwnaniu z nanoluminoforami, chelaty i kryptaty jonow
lantanowcow w roztworach wodnych wykazujg wieksze wygaszanie luminescencji
lantanowca, gdyz zapewniaja mniejszg ochrone¢ przed oddzialywaniem z moleku-
tami rozpuszczalnika [132]. Sondy luminescencyjne, zawierajace jon lantanowca,
musza charakteryzowac si¢ wysoka stabilnoscig termodynamiczna, inertnoscig oraz
wysyceniem sfery koordynacyjnej centralnego jonu lantanowca. Zaprojektowanie
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i synteza takich organicznych zwiazkéw specyficznie chelatujacych jony lanta-
nowcow wymaga duzego doswiadczenia. Wigkszo$¢ chelatowych zwigzkow jonow
lantanowcow wymaga obecnosci organicznych ligandéw stuzacych jako anteny lub
uczulacze jonu Ln®*. Wiekszo$¢ organicznych uczulaczy jest jednak podatna na
fotowybielanie, co uniemozliwia dtugotrwate i efektywne pomiary [133]. Poza tym,
wygaszanie luminescencji takiego kompleksu moze zachodzi¢ réwniez poprzez
transfer elektronu miedzy jonem lantanowca a ligandem [134].

W charakterze akceptoréw mozna réwniez uzy¢ innych luminoforéw, np. kro-
pek kwantowych. Te wykazuja jednak ,,migotanie” a maksimum emisji jest zalezne
od wielkosci krystalitow. W wigkszosci przypadkéw kropki kwantowe wymagaja,
podobnie jak barwniki organiczne, wzbudzania w zakresie $wiatla UV lub niebie-
skiego, co indukuje autofluorescencje tla i skutkuje spadkiem czulosci prowadzo-
nych analiz. W przypadku jondéw lantanowcéw i ich zwigzkéw kompleksowych
mozna zaniedba¢ autofluorescencje poprzez uzycie wzbudzania impulsowego oraz
zastosowanie technik pomiaréw/obrazowania rozdzielczych w czasie. Techniki te
sg jednak bardziej skomplikowane i czasochtonne w poréwnaniu do bezposrednich
pomiaréw intensywnosci luminescencji. Wada wiekszosci kropek kwantowych jest
ich cytotoksyczno$¢. Przypuszcza sig, ze jest ona spowodowana w gléwnej mierze
uwalnianiem jonéw Cd** z rdzenia kropek kwantowych a takze oddziatywaniem ze
sktadnikami zywej komorki [135].

Metody detekcji LRET pozwalaja wykry¢ niewielki nawet sygnal z uczulanej
donorem emisji akceptora. Stosuje si¢ pomiary czaséw zycia luminescencji donora
lub samej intensywnosci emisji donora, ktére wynikaja z oddzialywania miedzy
donorem a akceptorem. Dzigki wykorzystaniu mechanizmu FRET mozliwe jest
wykrycie analitu nawet w niewielkich subnanomolowych stezeniach [136]. Ma
to krytyczne znaczenie, poniewaz minimalizuje objeto$¢ probek i ilo$¢ uzytych
reagentow.

Po wzbudzaniu §wiatlem z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR) w nieobecnosci
analitu obserwuje si¢ sygnal w postaci $wiatla widzialnego. W obecnosci analitu
dochodzi do bezpromienistego przekazania energii zgodnie z mechanizmem LRET
od donora do akceptora i obserwowana emisja donora zanika, a czas zycia jego
luminescencji ulega skroceniu.

Testy homogeniczne oparte na mechanizmie LRET znalazty zastosowanie mie-
dzy innymi w wykrywaniu $ladowych (nanomolowych) stezen awidyny w prébkach
biologicznych [137]. Wykorzystano do tego celu przylaczone do biotyny nanoko-
loidalne zloto oraz biotynylowane nanoluminofory konwertujace w gore. W celu
wykorzystania w analizach ilosciowych metody FRET zmierzono widma lumines-
cencyjne w funkcji stezenia awidyny w probce. Luminescencja byla wygaszana
stopniowo wraz ze wzrostem stezenia awidyny. Wykazano liniowg zalezno$¢ mie-
dzy wzgledng intensywno$cia luminescencji a stezeniem awidyny w przedziale od
0,5 nM do 370 nM. Odpowiedzialne za ten efekt sg specyficzne interakcje miedzy
biotyna i awidyng, ktére umozliwiajg Iaczenie biotynylowanych nanoczasteczek
zlota z powierzchnig biotynylowanych UCNPs i tym samym zajscie zjawiska LRET.



BIOLOGICZNE ZASTOSOWANIA NANOLUMINOFOROW DOMIESZKOWANYCH LANTANOWCAMI 423

Innym przykladem wykorzystania mechanizmu FRET byl testimmunologiczny
koziej przeciwludzkiej immunoglobuliny G (IgG) przedstawiony schematycznie na
Rysunku 10 [138]. Test ten umozliwil detekcje i ilosciowe oznaczenie przeciwcial,
na podstawie spadku intensywnosci luminescencji nanoluminoforéw UCNPs. Na
skutek reakeji immunologicznej pomiedzy kozig przeciwludzka IgG (przeciwcialo
pierwszorzedowe) i dwoma innymi biatkami (antygen na powierzchni donora i dru-
gorzedowe przeciwcialo na powierzchni akceptora) nastepowalto zmniejszenie odle-
glosci pomiedzy donorem i akceptorem. W wyniku zblizenia si¢ molekul, energia
wzbudzonego promieniowaniem NIR donora (NaYF,: Yb**, Er’") byta bezpromieni-
$cie wygaszana przez nanoczgsteczki zlota, pelnigce role akceptora.

i al—
4

580 nm
y
—
swiatle
zielone
Ny

U NaYF, : Yb*, Er* YKréIEcza przeciwkoila 1gG < LudzkalgG

‘ Manoztoto Y KoZla przeciwludzka IgG

Rysunek 10. Schemat procesu LRET pomiedzy NaYF,: Yb™, Er’* (donor) a nanoczastka Au (akceptor)
Figure 10.  Scheme of LRET process between NaYF,: Yb*', Er’* (donor) and Au nanoparticle (acceptor)

Przedstawiony mechanizm moze by¢ wykorzystany w réznorodnych testach
stuzacych do wykrywania innych bio-molekul. Kumar i Zhang [136] opisali sposdb
wykorzystania UCNPs do detekcji DNA. Stosowanie nanoluminoforéw w testach
DNA/RNA, nie wymaga uzycia radioaktywnych izotopéw przez co ogranicza pro-
blemy produkeji, uzycia i utylizacji radioaktywowanych testow, ktore stosowane sa
jeszcze obecnie.

Na Rysunku 11 przedstawiono schemat dzialania sondy DNA wykorzystujacy
mechanizm LRET. Sonda oligonukleotydowa polaczona z UCNP wigze si¢ z kom-
plementarnym fragmentem DNA lub RNA. Barwnik interkalujacy wbudowuje sie
w podwojnag ni¢ kwasu nukleinowego, tym samym zmniejsza si¢ odlegtos$¢ dzielaca
go od konwertujacych w gore nanoczasteczek i mozliwy jest transfer LRET mie-
dzy UCNP a barwnikiem. Wydajno$¢ kwantowa luminescencji barwnika znacznie
wzrasta po dodaniu do badanego roztworu nici komplementarnej do nici DNA zna-
kowanej nanoczasteczkami. Wydajnos¢ wiazania barwnika organicznego do poje-
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dynczej nici DNA jest niska i dlatego przy braku nici docelowej (komplementarne;j
do nici znakowanej), emisja barwnika interkalujgcego jest nieznaczna. W obecnoéci
docelowej nici DNA dochodzi do hybrydyzacji z sondg i barwnik interkaluje mie-
dzy dwie nici z wydajnoscia znacznie wieksza niz w przypadku nici pojedynczych.
Opracowany test pozwala na czule analizy ilosciowe z progiem detekcji na poziomie
20 fmol. Tak wysoka czulos¢ osiagnieto dzigki wzbudzeniu w zakresie swiatta pod-
czerwonego, co pozwala unikna¢ bezposredniego wzbudzania barwnika organicz-
nego oraz autofluorescencji materiatu biologicznego. Z kolei Jiang i Zhang [109]
wykorzystali mechanizm FRET do badania czgsteczek siRNA (ang. small interfering
RNA) w zywych komérkach. Czasteczki siRNA to male interferujace dwuniciowe
RNA odpowiedzialne za specyficzne i wybidrcze wyciszanie genéw w zaleznosci
od ich sekwencji nukleotydowej. Uzycie nanoczasteczek w dostarczaniu siRNA do
wybranych komoérek moze znalez¢ zastosowanie w terapii kliniczne;.

o
&D gqp ] Green |

UCNP (‘ED . barwnik oligonukleotyd
interkalujacy

Rysunek 11.  Sondy DNA wykorzystujace mechanizm LRET
Figure 11.  DNA probes using LRET mechanism

Podobna metoda zostata wykorzystana do analizy aktywnosci endonukleazy
- enzymu odpowiedzialnego za proces ciecia oligonukleotydéw [139]. Rysunek 12
przedstawia reakcje hydrolizy enzymatycznej katalizowana przez endonukleaze,
ktéra prowadzi do rozdzielenia fluoroforu (F) i wygaszacza (Q), ktore sg uloko-
wane w roznych miejscach oligonukleotydu. W konsekwencji odblokowana zostaje
emisja fluoroforu wzbudzanego na drodze mechanizmu LRET przez konwertujgcg
w gore nanoczasteczke luminoforu réwniez przylaczona do nici oligonukleotydu.
W tym przypadku obserwacja emisji $wiadczy o obecnosci w ukladzie aktywnej
formy enzymu endonukleazy. Ten test umozliwia bezposredni pomiar aktywnosci
bez koniecznosci znakowania analizowanego biatka.
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Rysunek 12.  Wykrywanie aktywnosci enzymatycznej
Figure 12.  Enzymatic activity detection

Kolejnym przykltadem wykorzystania konwertujagcych w gére nanoczgsteczek
luminoforéw i mechanizmu FRET, moze by¢, przedstawiony przez Wang’a i Li [99],
nieenzymatyczny pomiar glukozy w roztworach wodnych. W do$wiadczeniu wyko-
rzystany zostal mechanizm LRET, w ktérym nanokrysztaly LaF,:Ce’*/Tb** modyfi-
kowane glukoza stuzyly jako donor, a modyfikowany kwasem aminofenyloborono-
wym (APBA) izotiocyjanian rodaminy B (RhBITC) jako akceptor energii. Dodanie
glukozy do systemu zwieksza efektywng odleglo$¢ miedzy donorem a akceptorem
poprzez konkurencyjne wigzanie wolnej i zwigzanej z nanokrystalitami glukozy do
grup kwasu boronowego.

Interesujaca jest takze przedstawiona przez Kuningasa i wspotpracownikow
metoda wykrywania estradiolu w surowicy krwi [97, 140]. W eksperymencie uzyto
nanoluminofory La,0,S:Yb*,Er’" pokryte przeciwcialami E2, ktére w procesie
konkurencyjnego wigzania estradiolu z surowicy krwi pozwolity na wykrywanie
jego nanomolowych stezen bez skomplikowanego, czasochtonnego przygotowania
i oczyszczania probek.

Nanoluminofory wykorzystano takze jako niespecyficzne sondy DNA [100].
Nanokrystality LaF,:Ce™, Tb* okryte polimerem wykazuja fluorescencje glownie
ze wzgledu na przejicia energetyczne zachodzace w jonie Tb**. Wykazano, ze flu-
orescencja pochodzaca z jondw terbu moze by¢ wygaszana przez kwasy nukleinowe.
Wygaszanie zachodzi po utworzeniu wigzan wodorowych miedzy DNA i resztg
kwasu karboksylowego polimeru okrywajacego nanoluminofor. Ze wzgledu na bli-
skie potozenie molekut zwigzanych wigzaniami wodorowymi mozliwy jest transfer
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energii miedzy jonem terbu, a molekulta DNA. Oznaczenie stezenia DNA z wyko-
rzystaniem tego efektu bylo mozliwe poprzez pomiar zmian intensywnosci lumine-
scencji jonéw Tb™.

2.3. NANOCZUJNIKI LUMINESCENCYJNE

Konwertujace w gore nanoluminofory moga by¢ takze uzyte, jako czujniki pH
[141], tlenu [142], dwutlenku wegla [143] czy tez amoniaku [144]. Poniewaz proces
konwersji energii w goére nie zalezy od parametréw ukladu innych niz temperatura
[115], konieczne jest stosowanie nanokrystalitbw w polgczeniu z odpowiednio
dobranymi zwigzkami wrazliwymi na dany parametr, np. eterami koronowymi czy
barwnikami organicznymi. Pod wptywem zmiany danego parametru uktadu, mole-
kuly te reaguja zmiang polozenia pasm lub intensywnosci absorpcji i w ten sposéb
modulujg emisje nanoluminoforu.

Na Rysunku 13 przedstawiono schemat czujnikéw pH opartych na UCNP. Po
wzbudzeniu nanokrystalitu promieniowaniem z zakresu podczerwieni nastepuje
emisja promieniowania widzialnego, ktérego intensywno$¢ jest modulowana przez
zmieniajacy si¢ pod wpltywem jondéw wodorowych absorpcje barwnika organicz-
nego. Podstawowym wymogiem jest nakladanie si¢ widma emisji UCNP i absorpcji
wskaznika, ktéry nie powinien wykazywa¢ luminescencji. Takie sondy pH dzialaja
wiec na zasadzie efektu wewnetrznego filtra.
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Rysunek 13. Schemat dziatania czujnikéw pH opartych na konwertujacych w goére nanoluminoforach
Figure 13. A scheme of pH sensors based on up-converting nanoluminophores

Sun wraz ze wspotpracownikami [141] zbudowali czujnik sktadajacy sie z nano-
pretéw NaYF:Er’", Yb** oraz blekitu bromotymolowego BTB bedacego powszech-
nie uzywanym wskaznikiem pH. Zaleznie od tego czy BTB jest obecny w swojej
formie zasadowej czy kwasowej, wykazuje on r6zng absorpcje czerwonej i zielonej
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emisji pochodzacej od czasteczek luminoforu. Gléwng zaletg tego rozwigzania jest
mozliwo$¢ obserwacji zmian pH w probkach biologicznych i w glebszych obszarach
tkanek, poprzez wykorzystanie wzbudzenia promieniowaniem podczerwonym i eli-
minacje autofluorescencji. Taka sonda moze stuzy¢ réwniez, jako wskaznik rozpusz-
czonych gazéw o odczynie kwasowym (np. CO,) [143] lub zasadowym (np. NH,)
[144], a takze jako bioczujnik w reakcjach enzymatycznych, w ktérych protony sa
wytwarzane badz konsumowane.

W czujnikach gazéw zwykle uzywana jest membrana selektywnie przepuszcza-
jaca czasteczki gazdw, ale nieprzepuszczajgca protondw. Taka ostona czyni czujnik
niewrazliwym na zmiany zewnetrznego pH [144]. W oparciu o podobng zasade
dzialania, Ali ze wspolpracownikami zademonstrowal czujnik dwutlenku wegla
pozwalajacy na wykonywanie pomiaréw w zakresie stezen 0,11 do 3% [143].

Analitem, ktorego pomiar odgrywa istotna role w fizjologii, diagnostyce i tech-
nologii klinicznej oraz badaniach srodowiskowych, jest tlen. Achatz ze wspotpracow-
nikami zaprojektowali pierwszy wzbudzany promieniowaniem NIR czujnik tlenu
oparty na nanokrystalitach NaYF,: Yb*, Tm"" i zwigzku kompleksowym irydu(III)
[142]. Luminescencja UCNP w zakresie widzialnym po wzbudzeniu promieniowa-
niem podczerwonym jest wykorzystana do fotowzbudzania kompleksu irydowego,
ktory z kolei jest wygaszany przez tlen czasteczkowy. Wykazano calkowicie odwra-
calny wzrost i spadek emisji pochodzacej od kompleksu irydu(III) przy pomiarach
prowadzonych odpowiednio w srodowisku argonu i czystego tlenu.

Opisana w tym rozdziale zasada dziatania czujnikéw hybrydowych jest bar-
dzo prostym, ale skutecznym i poszukiwanym sposobem pomiaréw wielu analitow
chemicznych i biologicznych. Przyktadem moze by¢ wykrywanie wewnatrzkomor-
kowych molekul sygnalizacyjnych (np. czasteczek nadtlenku wodoru H,0,), ktére
znajduje liczne zastosowania w zrozumieniu proceséw zachodzacych w komoérkach.
Zdolno$¢ komérki do generowania réznych odpowiedzi na sygnaly, w powstawa-
nie ktérych zaangazowane sg te same przekazniki drugiego stopnia nie jest obecnie
wystarczajaco poznana, a wynika to z braku odpowiednich metod pomiarowych.
Casanova ze wspolpracownikami [114] wykorzystali szczegélne wlasnosci nano-
krystalitow YVO, domieszkowanych jonami Eu* do ilosciowych i dynamicznych
pomiardéw stezenia H,O, w zywych komérkach. Jony Eu’* moga by¢ fotoredukowane
do jonéw Eu®". Utlenianie zredukowanych jonéw europu, a tym samym przywrd-
cenie luminescencji Eu™, zalezy od stezenia H,0, w badanej probce. Odpowiedz
czujnika nie jest specyficzna dla H,O, - podobna regeneracja fluorescencji moze
zosta¢ wykorzystana do pomiaru stezenia innych utleniaczy fizjologicznych np.
CIO" lub NO.

2.4. BIOOBRAZOWANIE

Obrazowanie optyczne jest jedna z najpowszechniej stosowanych metod
badawczych w biologii i medycynie. Obrazowanie z wykorzystaniem znacznikéow
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i metod fluorescencyjnych pozwala bada¢ nie tylko morfologie i strukture orga-
nizmoéw zywych, ale zrozumie¢ réwniez funkcjonowanie oraz mechanizmy wielu
zjawisk i proceséw biologicznych.

Jednym z podstawowych probleméw zwigzanych z wykorzystaniem trady-
cyjnych fluorescencyjnych barwnikéw organicznych, kropek kwantowych oraz
domieszkowanych barwnikami organicznymi nanoczastek krzemionkowych jest
rozpraszanie $wiatla wzbudzajacego i emitowanego. Problematyczny jest takze
wysoki wspdtczynnik absorpcji chromoforéw tkankowych oraz obecnos$¢ autoflu-
orescencji biochemicznych sktadnikéw tkanek. Dlugosci fali $wiatla stosowane do
wzbudzania nanoczgsteczkowych luminoforéw konwertujacych w gore mieszczg sie
w zakresie tzw. okna optycznego skory. Swiatto o energii z tego zakresu jest stabiej
absorbowane przez skfadniki skory, przez co zdolne jest do glebszej penetracji tka-
nek i wzbudzenia nanoluminoforéw.

Obrazowanie optyczne z wykorzystaniem konwertujgcych w gére nanocza-
steczek luminoforéw znajduje coraz wiecej zastosowan gloéwnie dzieki niewielkiej
inwazyjnosci, gtebokiej penetracji wzbudzajacego $wiatta podczerwonego a takze
odpornosci nanoczasteczek na fotowybielanie. Nanokrystality NaYbF,, domieszko-
wane jonami Er’**, Tm*" oraz Ho™",wykorzystano w obrazowaniu komérek nowotwo-
rowych [73]. Wspotdomieszkowanie jednej matrycy kilkoma jonami lantanowcow
pozwala uzyskac¢ emisje w zakresach dtugosci fal odpowiadajacych réznym barwom.
Znana jest takze praca przedstawiajaca obrazowanie przewoddéw pokarmowych
nicieni Caenorhabditis elegant [145].

Pierwszy eksperyment z uzyciem UCNP obrazujacy in vivo tkanki matych
ssakow zostal przeprowadzony z nanokrystalitami NaYF,:Yb™ ,Er’* pokrytymi poli-
etylenoiming [31]. Badacze obrazowali takze in vitro komoérki macierzyste szpiku
kostnego, wykazujac brak toksycznosci stosowanych nanokrystalitow. Badania pro-
wadzono stosujac roztwory nanokrystalitow o stezeniach 1 ug/ml i 25 pug/ml, przy
czasie ekspozycji od 24 do 48 godzin [31].

Tian wraz ze wspolpracownikami [110] zademonstrowali mozliwos¢ wielo-
barwnego bioobrazowania zywych organizméw. Aby uzyska¢ obrazy pozbawione
autofluorescencji, wykorzystano nanoluminofory NaYF,:Yb™/Tm*,NaYF :Yb’*Ho™*
i NaYF,:Yb™"/Ho**/Ce’ wzbudzane wiazka $wiatta o dtugosci fali 974 nm. Dzigki
selektywnej biofunkcjonalizacji powierzchni tych réznobarwnych nanokrystalitow,
ukazano mozliwo$¢ jednoczesnego obrazowania kilku réznych tkanek [110]. Inng
metode uzyskania réznobarwnej emisji anty-Stokesowskiej zaproponowat Cheng
ze wspolpracownikami. Zespol ten zsyntetyzowal seri¢ nanoluminoforéw NaYF,
wykazujacych réznokolorowa emisje, ktéra to modyfikowano zmieniajac wzgledna
ilo§¢ i rodzaj jonéw domieszkujacych (Y, Yb™', Er’*/Tm’") [146]. Obrazowanie
luminescencji in vivo, przedstawione na Rysunku 14, zademonstrowano wstrzyku-
jac zywej myszy nanokrystality pokryte amfifilowym polimerem. Nanoluminofory
wykorzystano w multipleksowanym mapowaniu naczyn limfatycznych. Zsynte-
tyzowanych nanoczastek uzyto takze do wielokolorowego znakowania komorek
nowotworowych i $ledzenia komoérek in vivo przez obrazowanie luminescencji
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nanoluminoforéw. Dodatkowo, autorzy pordéwnali czulo§¢ kropek kwantowych
i nanoluminoforéw w obrazowaniu in vivo. Ze wzgledu na autofluorescencje tla,
limit detekcji UCNP byt o rzad wielko$ci nizszy niz konwertujgcych w dot kropek
kwantowych.
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Rysunek 14. Wielokolorowe bioobrazowanie. a) Widma emisji trzech zawiesin UCNPs po wzbudzeniu $wia-
ttem lasera przy 980 nm. b) Zdjecie fluorescencji trzech roztworéw nanokrystalitow. ¢) Zdjecie
zywej myszy, d), e), f), wielokolorowe obrazy luminescencji in vivo zywej myszy po wstrzyknieciu
roznych roztworéw UCNPs. g) Zlozenie obrazu trzech koloréw UCNPs. Umieszczono za zgoda
z [141], L. Cheng, K. Yang, S. Zhang, M. Shao, S. Lee, Z. Liu, Nano Res, 3 (2010), pp. 722-732

Figure 14.  Multicolor imaging. A) Emission spectra of three UCNPs solutions after excitation with laser
radiation at 980 nm. B) Photography of the fluorescence of three nanocrystals solutions. C) Photo
of live mouse, d), e), f), multicolor in vivo images of luminescence in live mouse after injection
of three UCNPs solutions. g) Image of three colors of UCNPs. Reproduced with permission from
[141], L. Cheng, K. Yang, S. Zhang, M. Shao, S. Lee, Z. Liu, Nano Res, 3 (2010), pp. 722-732

Jalil ze wspotpracownikami badali biokompatybilnos¢ UCNP NaYF,: Yb™,
Er’/Yb*, Tm™ pokrytych otoczka krzemionkowa [147]. Nanokrystality wykazaty
dobrg biokompatybilno$¢ zaréwno in vitro jak i in vivo. Badane komorki pozosta-
waly Zywe nawet przy wysokich stezeniach nanokrystalitow. Badania biodystrybucji
in vivo wykazaly, ze ptuca oraz serce sg organami docelowymi dla nanozwigzkow.
Dowiedziono jednak, ze juz po 7 dniach od wstrzykniecia organy te sg oczyszczone
z wprowadzonych UCNP. W dlugim czasie po podaniu tych nanoczasteczek stwier-
dzono, ze odkladajg si¢ one w watrobie i §ledzionie. Zagadnienia nanotoksykologii
omawianych znacznikéw luminescencyjnych jak i samych zwigzkéw lantanowcow
sg znacznie bardziej ztozone [33, 148-150] i wykraczajg poza ramy niniejszej pracy.
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Wykorzystanie emisji w zakresie podczerwieni stwarza mozliwos$¢ obrazowa-
nia glebiej polozonych tkanek wskutek mniejszego rozpraszania i ttumienia pro-
mieniowania z tego zakresu spektralnego. Zhou ze wspdtpracownikami (89) prze-
prowadzili inny eksperyment wykorzystujacy obrazowanie NIR-NIR. Do tego celu
wykorzystano nanoluminofory NaGdF,:Tm*/Er’*/Yb* pokryte kwasem azelaino-
wym. Kompleksy paramagnetycznego gadolinu sa réwnoczes$nie najpowszechniej
stosowanym S$rodkiem kontrastujacym w technice rezonansowego obrazowania
magnetycznego (MRI) [61]. Jony Gd’* wbudowane w matryce domieszkowang
innymi lantanowcami, pozwalajg na prowadzenie obrazowania multimodalnego,
tzn. zaréwno metodami fluorescencyjnymi (UV—Vis), wykorzystujac wlasciwosci
konwersji energii w gore (NIR—Vis, NIR) jak i rezonansowego obrazowania MRI
[151].

W innym eksperymencie wykorzystano nanokrystality NdF, pokryte otoczka
krzemionkowg SiO,, ktére po wzbudzeniu $wiatlem o dlugosci fali 730 nm emi-
towaly $wiatlo w zakresie podczerwieni o dlugosci fali 1056 nm [111]. Poza obra-
zowaniem badano takze dystrybucje nanokrystalitéw NdF, w Zywym organizmie.
Eksperyment pokazal, ze badane nanokompozyty nie agreguja, ani nie osadzaja sie
w plynach ciafa, natomiast podlegaja niespecyficznemu wychwytowi przez rézne
organy. Nanomaterialy domieszkowane jonami Nd** s3 atrakcyjne ze wzgledu na
swoja wyjatkowa charakterystyke spektralng emisji i wzbudzenia, fotostabilnos¢,
niskg toksycznos¢ oraz wysoko wydajny proces fluorescencji w zywych tkankach.

Do obrazowania in vitro komdrek nowotworowych oraz in vivo myszy zapropo-
nowano wykorzystanie wzbudzania $wiattem o dlugosci fali 915 nm, ktére w prze-
ciwienstwie do $wiatta 980 nm, nie powoduje lokalnego przegrzania tkanek, gdyz
jest stabiej absorbowane przez molekuly wody. Uzyskane przez badaczy widma fluo-
rescencji potwierdzity, ze wzbudzanie wigzka o dlugosci 915 nm jest korzystniejsze
w glebokim obrazowaniu tkanek niz uzycie wigzki 980 nm [72].

Wyzwaniem dla dzisiejszej onkologii jest udoskonalenie metod wczesnego
wykrywania nowotworéw. Zako wraz ze wspdtpracownikami [112] zademonstro-
wali mozliwo$¢ obrazowania komoérek nowotworowych z uzyciem nanokrystalitow
polaczonych z cyklicznym peptydem RGD. Peptyd ten specyficznie rozpoznaje
integryne « f3,, ktora jest eksponowana na powierzchni komdrek niektérych nowo-
twordw, ale nie wystepuje w znaczacych ilo$ciach na komodrkach zdrowych tkanek.
Konwertujace w gére nanoluminofory badano réwniez pod wzgledem uzytecznosci
we fluorescencyjnej tomografii dyfuzyjnej [86]. Wyjatkowo dobry stosunek sygnatu
do szumu pozwala wyeliminowac¢ artefakty powstajace przy rekonstrukeji obrazu,
ktdre pojawiaja si¢ w przypadku stosowania tradycyjnych fluoroforéw. Nieliniowy
proces konwersji w gore jest zalezny od mocy wzbudzenia i dlatego pozwala uzyska¢
lepsza rozdzielczo$¢ przestrzenng rozmieszczenia fluoroforéw i wyrazniejsze obrazy
trojwymiarowe. Stabilne nanoluminofory o dlugotrwatej luminescencji zostaly
wykorzystane do obrazowania réznych organéw zywej myszy [152]. W zaleznosci
od zastosowanej modyfikacji powierzchni nanozwigzkéw uzyskiwano specyficzne
znakowanie réznych organéw.
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Komorki macierzyste dostarczane do organéw patologicznie zmienionych
wykazuja duze mozliwosci terapeutyczne. Wcigz nie ma jednak wystarczajacej wie-
dzy na temat rozmieszczenia i miejsca przeznaczenia wprowadzonych komorek,
przez co znacznie utrudnione jest efektywne wykorzystanie terapii z ich udzialem.
Idris ze wspdlpracownikami [153] opisali eksperyment z uzyciem nanoluminofo-
réw, ktory w przysztosci moze rozwigzac ten problem. Do §ledzenia komdrek macie-
rzystych in vitro oraz in vivo wykorzystano nanoluminofory NaYF,:Yb,Er pokryte
otoczka SiO,. Wykazano, Ze zastosowane nanokrystality pozwalajg na:

(i)  jednoznaczng wysokorozdzielcza detekcje przeszczepionych komdrek,

(ii) obrazowanie w catkowicie unaczynionych glebokich tkankach,

(iii) dynamiczne obrazowanie in vivo w czasie rzeczywistym dzieki wysokiej

fotostabilnosci,

(iv) nieinwazyjne obrazowanie komérek w organizmach zywych przez przy-

najmniej jeden tydzien od wprowadzenia do zywego systemu.

Uzycie UCNP umozliwilo otrzymanie kontrastu pozwalajacego na wysokoroz-
dzielcze obrazowanie tkanek i struktur subkomérkowych do gltebokosci ~1-2 mm,
co jest poréwnywalne z wynikiem otrzymanym w wysokorozdzielczej mikrosko-
pii dwufotonowej. Gleboko$¢ penetracji promieniowania podczerwonego w glab
tkanek moze sigga¢ nawet 10-15 cm w zaleznosci od struktury i skltadu badanych
tkanek. Wowczas jednak rozdzielczo$¢ optyczna jest na tyle mala, ze mozna moéwié
jedynie o obrazowaniu miejsc, w ktérych nastepuje chwilowa zwiekszona akumu-
lacja UCNP.

Innym waznym w naukach biologicznych zagadnieniem, jest mozliwos¢ obser-
wacji pojedynczych biomolekul. Celem jest badanie oddzialywan molekularnych
w zywych komoérkach. Znane sg prace przedstawiajagce wyniki badan dotyczace
wykorzystania do tego celu nanorurek diamentowych [154, 155], kropek kwanto-
wych [156] i nanozwigzkow zlota [157]. Beaurepaire ze wspdlpracownikami [158]
zaproponowali wykorzystanie nanoluminoforéw domieszkowanych jonami lanta-
nowcow. Jednym z pierwszych tego typu badan byto obrazowanie rozmieszczenia
kanatéw sodowych w miocytach miesnia sercowego. Eksperyment ten pokazal moz-
liwo$¢ zastosowania nanoluminoforéw w diugoterminowych badaniach dynamiki
dyfuzji biomolekut i okreslaniu polozenia docelowych receptoréw, migracji kom-
plekséw sygnalizujacych czy tez czynnikéw patogennych w komérkach i tkankach.

2.5. TERAPIA FOTODYNAMICZNA

Diagnostyka i terapia fotodynamiczna jest jedng z nowoczesnych metod wykry-
wania i leczenia nowotwordéw. Po ogélnoustrojowym lub miejscowym wprowadze-
niu fotouczulacza, nastepuje inkubacja i jego selektywna akumulacja w poblizu
komorek nowotworowych. Mechanizm wychwytu i retencji fotouczulacza nie jest
do konca poznany [159, 160]. Jako fotouczulacze stosuje si¢ pochodne porfiryn
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(np. Fotofrin®), chlorofilu (np. Chlorin e6) lub prekursory fotouczulaczy (np. kwas
d-aminolewulinowy, -ALA, dostepny pod nazwa handlowa Levulan®) [161-163].
Fotouczulacz pod wplywem naswietlania inicjuje reakcje fotochemiczna i prowadzi
do powstania wolnych rodnikéw hydroksylowych lub molekut wysoce reaktywnego
tlenu singletowego [164]. Powstajace molekuly maja zdolno$¢ niszczenia biomole-
kutl znajdujacych sie w poblizu czasteczek fotouczulacza, co w konsekwencji prowa-
dzi do intencjonalnego uszkodzenia calych komorek i tkanek.

Trzy gléwne mechanizmy, prowadzace do zniszczenia tkanki nowotworowej, to
bezposrednia fotodestrukcja komodrek nowotworowych, zamkniecie naczyn krwio-
nos$nych dostarczajgcych substancje odzywcze do zmienionej tkanki i aktywacja
odpowiedzi immunologicznej przeciwko komérkom nowotworowym [165]. Procesy
te sg ograniczone do obszaréw, w ktdérych selektywnie zgromadzit sie fotouczulacz.

Terapia fotodynamiczna, PDT, (ang. photodynamic therapy) jest inicjowana
tylko w obecnosci $wiatla o odpowiednim natezeniu i odpowiedniej dlugosci fali.
Dzigki matej inwazyjnoéci procedury naswietlania, a takze dzieki ograniczeniu
terapii tylko do obszaru poddanego naswietlaniu, terapia fotodynamiczna stanowi
alternatywe dla wysoce inwazyjnych zabiegéw chirurgicznych, chemioterapii czy
radioterapii.

komérka
ktara ulegia
apoptozie

komérka
NOWOotWorowa

konwertujace w molekuta
gore # fotouczulacz Q2 specyficznie wigiaca
nanoczgsteczki sie z komérka
nowotworowa

Rysunek 15. Schemat terapii fotodynamicznej z wykorzystaniem nanoczgsteczek konwertujacych w gore
Figure 15.  Schematic illustration of photodynamic therapy with the use of up-converting nanoparticles

Konwencjonalna terapia fotodynamiczna wykorzystuje promieniowanie
z zakresu widzialnego badz UV, ktore ogranicza skutecznos¢ terapeutyczng metody
w zwigzku z silnym rozpraszaniem i pochlanianiem promieniowania wzbudzaja-
cego przez material biologiczny.

Konwertujace w gore nanoczastki znalazty zastosowanie jako nosniki fotouczu-
laczy i wtorne zrodla swiatla wzbudzajacego w terapii przeciwnowotworowej [90,
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166]. Umozliwilo to wzbudzanie fotouczulaczy promieniowaniem podczerwonym,
ktorego glebokos¢ penetracji w tkankach przewyzsza kilkukrotnie te dla promie-
niowania z zakresu widzialnego. Warto zaznaczy¢, ze nanoluminofory stosowane
jako zrodlo swiatta wzbudzajacego fotouczulacz, stanowig trwaly i stabilny w czasie
znacznik luminescencyjny do obserwacji kinetyki i obszaru akumulacji biofunk-
cjonalizowanych nanozwigzkéw. Na Rysunku 15 przedstawiono schemat terapii
fotodynamicznej z wykorzystaniem konwertujacych w goére nanoluminoforéw.
Rdzen skladajacy si¢ z UCNP jest okryty powtoka, w ktorg wbudowane sg czasteczki
fotouczulacza. Taka struktura jest powierzchniowo aktywowana molekutami, ktore
umozliwiajg specyficzne taczenie si¢ z komérkami nowotworowymi. Pod wplywem
wzbudzajacego swiatta podczerwonego konwertujacy w gore rdzen emituje swiatto
widzialne, ktore z kolei wzbudza czasteczki fotouczulacza i za jego posrednictwem
powoduje generowanie reaktywnych form tlenu. Duza zdolnos¢ niszczenia i nie-
wielka zdolno$¢ dyfuzji tlenu singletowego powoduje, ze w gtéwnej mierze nisz-
czone s3 komorki nowotworowe w poblizu ktorych zlokalizowane sa omawiane
nanomaterialy. Pokazano, ze zastosowane nanoluminofory generuja milimolowe
ilosci tlenu singletowego pod wplywem promieniowania z zakresu bliskiej pod-
czerwieni o intensywnosci wzbudzenia duzo mniejszej niz stosowane w przypadku
innych technik dwufotonowych.

Przykladem wykorzystania struktur typu rdzen/powloka/powtoka moze by¢ ich
uzycie w terapii fototermicznej komoérek nowotworowych [95]. W tym przypadku,
nanowymiarowe zloto zostalo osadzone na pokrytych powloka krzemionkowsg
nanokrystalitach NaYF,:Yb*" ,Er’*/NaYF,. Poprzez wzbudzenie nanoluminofordw,
wyemitowane fotony promieniowania zielonego ulegaly sprzezeniu z plazmo-
nami powierzchniowymi nanoczastek Au, prowadzac do konwersji energii $wiatta
w energie cieplng. Wspomniane do$wiadczenie umozliwia potencjalne zastosowa-
nie badanych nanozwigzkéw w jednoczesnym obrazowaniu i terapii fototermicznej
komorek nowotworowych.

2.6. NANOTERMOMETRIA

Wielu reakcjom zachodzacym w komdrkach towarzysza zmiany tempera-
tury [167]. Jednak wykonanie pomiaréw temperatury z wystarczajaca mikrome-
tryczng rozdzielczo$cig przestrzenng i odpowiednia rozdzielczoscig temperaturowg
(AT < 1°C) jest jednym z trudniejszych zagadnien w biologii komérki. Badania
umozliwiajg $ledzenie wielu mechanizméw zachodzacych na poziomie komoérko-
wym i obserwacje zmian w zywych tkankach. Optyczna detekcja temperatury moze
opierac si¢ na pomiarach bezwzglednej lub wzglednej intensywnosci fluorescencji,
a takze na zmianach polozenia pikéw luminescencyjnych materiatéw nanokrysta-
licznych. Zaleznos¢ intensywnosci przejs¢ bezpromienistych od temperatury umoz-
liwia wykorzystanie barwnikow fluorescencyjnych do pomiaru temperatury zywych
komorek w diagnostyce nowotwordw. Organiczne fluorofory ulegaja jednak dos¢
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szybko wybielaniu, uniemozliwiajgc prowadzenie pomiaréw dlugoterminowych
[168]. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ uzycie nieorganicznych luminofo-
réw odpornych na fotowybielanie, np. nanoluminoforéw domieszkowanych jonami
lantanowcow. Znane sg takze nanotermometry zlozone z nanorurek weglowych
wypelnionych ciektym Ga, ktére umozliwiaja pomiar temperatury z wysoka roz-
dzielczoscig przestrzenna [169].

Dzigki wykorzystaniu zaleznej od temperatury luminescencji nanokrystalitow
NaYF, domieszkowanych jonami Er** i Yb**, mozliwy stat si¢ pomiar rozkladu tem-
peratury w ukladach biologicznych z rozdzielczo$cig przestrzenng umozliwiajaca
badanie pojedynczych komdrek. Vetrone ze wspolpracownikami [91] zademon-
strowali mozliwo$¢ uzycia wrazliwej na temperature zielonej konwersji w gore
nanoluminoforu NaYF,_:Er’™,Yb* jako czujnika temperatury w roztworach oraz
komoérkach nowotworowych HeLa. W pomiarach wykorzystano pasma emisji
odpowiadajace przejsciom *H, , > “I.,i"S,, - “I,,,jonu Er’, mierzac stosunek
ich intensywnosci w funkcji zmian temperatury. Ze wzgledu na niewielkg roznice
energetyczng miedzy wymienionymi poziomami wzbudzonymi (wynoszaca ~720
cm™'), wzbudzenie poziomu °H, , , nastepuje z *S, , na drodze termicznej. Wykonano
pomiary temperatury w zywych komorkach od 25°C do termicznie indukowane;
$mierci komorek w 45°C. Wykazano, ze badane luminofory moga by¢ uzyte jed-
noczes$nie do obrazowania oraz w charakterze nanotermometréw. Z kolei Alencar
wraz ze wspolpracownikami [170] badali nanokrystality BaTiO,:Er’". Mierzona
intensywnos$¢ luminescencji zalezy od intensywno$ci proceséow relaksacji bezpro-
mienistej zaleznych z kolei od wielkosci nanokrystalitow. W literaturze opisanych
jest wiele luminoforéw (w tym konwertujacych w gére) wykorzystywanych w ter-
mometrii. Obszerny opis zwigzkéw uzywanych do pomiaréw temperatur podczas
réznych procesdéw znajduje si¢ m.in. w przegladowej publikacji Aldena i wspdtpra-
cownikow [171]. Wiekszo$¢ z nich stuzy jednak do pomiaru bardzo wysokich tem-
peratur. Wykorzystywane s3 w pomiarze temperatury podczas procesow spalania
lub pirolizy, do analizy rozprzestrzeniania si¢ plomieni w pozarach, do pomiaréw
temperatur podczas proceséw zachodzacych w turbinach gazowych czy tez w silni-
kach spalinowych. Z punktu widzenia nauk biologicznych interesujace sa materialy
zapewniajgce pomiary o duzej rozdzielczo$ci w zakresie fizjologicznych zmian tem-
peratury. Dokladna kontrola i optymalizacja procesu wytwarzania nanomaterialow
pozwala otrzymywal jednorodne biokompatybilne nanokrystality o optymalnej
wielkosci i pozadanych wiasciwosciach.

2.7. HIPERTERMIA - ZLOKALIZOWANE PODGRZEWANIE

Juz w XIX wieku udato si¢ skorelowa¢ spektakularng regresje zmian nowo-
tworowych u pacjentéw z wysoka (okoto 40°C) temperatury, ktéra towarzyszyta
infekcjom bakteryjnym. Obserwacja ta sprawila, ze zainteresowano si¢ mozliwos-
cig leczenia nowotwor6w z wykorzystaniem podwyzszonej temperatury [172, 173].
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Udowodniono, ze terapia cieplem niszczy tkanki nowotworowe lub dziala syner-
gistycznie do innych metod leczenia, takich jak radioterapia czy chemioterapia.
Gléwnym zrodlem terapii jest aktywacja limfocytow T, uwalnianie bialek szoku
termicznego, aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych NF-« oraz komoérek natural
killers, a takze wzrost ekspresji genu kodujacego immunogenny peptyd HSP90 eks-
ponowany na powierzchni komoérek nowotworowych. Niestety, ogdlnoustrojowe
podwyzszenie temperatury dziala destrukcyjnie nie tylko na tkanki nowotworowe
prowadzac do oslabienia calego organizmu i niekiedy nieodwracalnych zmian
w zdrowych tkankach. W celu zminimalizowania uszkodzen zdrowych organéw
wazne stalo si¢ opracowanie metody przestrzennego ograniczenia zabiegu hiper-
termii. Zlokalizowana hipertermia jest terapig, ktora pozwala na doktadng kontrole
i miejscowe stosowanie hipertermii w celu niszczenia wybranych tkanek. Terapia
ta, wykorzystuje nanowymiarowe czasteczki zdolne do przeksztalcenia energii
zewnetrznego zrodla (np. fotondéw czy tez pola magnetycznego) w energie cieplna,
ktora jest przekazywana do otaczajacych tkanek i komorek. Przestrzenna lokali-
zacja jest zwykle osiggana poprzez aktywacje nanoczgsteczek biomolekutami np.
antygenami, pozwalajacymi uzyska¢ wybidrcze i specyficzne biologicznie wigzanie
do okreslonych komdrek. W praktyce klinicznej stosowane byly nanoczastki zlota
z przytaczonym fluoroforem, oraz Fe,O, jako kontrastem do obrazowania rezonan-
sem magnetycznym i kropkami kwantowymi jako luminoforami [174]. Postepy
leczenia byty obserwowane za pomocg magnetycznego rezonansu jadrowego, ktéry
jest jednak niekomfortows i kosztowng metodg obrazowania. Niedawno wykazano,
ze zlokalizowane podgrzewanie mozna uzyska¢ za pomoca dwufunkcyjnych nano-
czgstek NaYF, silnie domieszkowanych jonami Nd*. Nanokrystality te mogg stuzy¢
do zlokalizowanej fototermoterapii z jednoczesnym bioobrazowaniem NIR-NIR
[92].

2.8. PLATFORMY NANOBIOTECHNOLOGICZNE

Réznorodnos¢ zastosowan i zalety nanoluminoforéw konwertujacych w gore
opisane w poprzednich rozdziatach pozwalajg przewidzie¢, ze ich czasteczki moga
by¢ w prosty sposéb zaadaptowane do pelnienia wiecej niz jednej funkcji [175].
Rysunek 16 przedstawia schematycznie nanoczastke petniaca role platformy nano-
biotechnologicznej. Przykladowo platformy, przenoszace chemioterapeutyki w celu
kontrolowanego i przedluzonego uwalniania lekdéw, mogg dodatkowo przenosié
fotouczulacze stosowane w terapii fotodynamicznej. Dodatkowo platformy te, moga
zawiera¢ $rodki kontrastujace stosowane w magnetycznym rezonansie jadrowym,
pozytronowej tomografii PET, a takze w tradycyjnym obrazowaniu fluorescen-
cyjnym [176]. Kumulacja tych nanokompozytéw w obszarach chorobowych jest
wysoce selektywna dzigki aktywacji powierzchni nanoczastek z odpowiednimi
molekutami.
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Rysunek 16. Schemat przedstawiajacy wielofunkcyjne nanoplatformy
Figure 16.  Schematic illustration of multifunctional nanoplatforms

Hu wraz ze wspdlpracownikami [104] wykorzystali pokryte ostonka krze-
mionkowg nanokrysztaly NaYF,:Yb™, Er’* do specyficznego obrazowania komorek
nowotworowych. Pokrycie krzemionka umozliwia wprowadzenie do otoczki orga-
nicznego barwnika fluorescencyjnego oraz odpowiednia modytikacj¢ powierzchni
nanokompozytéw. Tak powstaly kompleks pokryto cienkg ostonka z nanoczgste-
czek zlota, a nastepnie warstewka glikolu polietylenowego i kwasu foliowego,
ktory umozliwial lokowanie si¢ nanoczasteczek w obszarach o obnizonym pH. Tak
zsyntetyzowane nanoluminofory moga stuzy¢ zaréwno do obrazowania za pomoca
luminescencji [104], jak i rezonansu magnetycznego, a takze moga by¢ zastosowane
w terapii fototermicznej [1].

Innym przykladem wykorzystania wielofunkcyjnych nanoczasteczek byto
zaprojektowanie nanozwigzkéw zawierajacych paramagnetyczny rdzen Gd,0, [2].
W eksperymencie pokazano mozliwo$¢ jednoczesnego obrazowania za pomoca
rezonansu magnetycznego oraz fluorescencji. Son i wspoélpracownicy [177] wyko-
rzystali wielofunkcyjne nanokrystality do wykrywania mutacji w pojedynczym
nukleotydzie. Dzigki wykorzystaniu nanokrystalitéw Fe,O,/Gd,0,:Eu’*, zmutowane
fragmenty DNA mogty by¢ odseparowane od reszty probki poprzez dziatanie pola
magnetycznego. W eksperymencie wykorzystano zaréwno wlasciwosci magne-
tyczne jak i luminescencyjne nanokrystalitow.
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PODSUMOWANIE

Konwertujace w gére nanoluminofory znajdujg zastosowania w konstrukciji
biotestow i bioczujnikéw, w znakowaniu biologicznym, a takze w obrazowaniu
i terapii fotodynamicznej. Jedng z najwiekszych zalet UCNP jest mozliwos¢ wyko-
nania analiz opartych na zjawisku LRET. Ta technika pomiarowa otwiera droge do
szybkich i przesiewowych testow chordb, mutacji genetycznych a takze testowania
lekéw in vitro, po to by zawezi¢ olbrzymig baze ,,proto-lekéw” do najbardziej obiecu-
jacych zwiazkow [178]. Testy wykorzystujace mechanizm LRET sg jednorodne, nie
wymagaja separacji ani wymywania, znacznie ulatwiajac detekcje analitu w prob-
kach bezposrednio po pobraniu. Ze wzgledu na relatywnie dlugi zasieg LRET u,
jako bioaktywne makromolekuly moga by¢ uzyte biatka, przeciwciala, itp., posiada-
jace znaczne rozmiary. Zapewnia to wysoka biologiczng specyficznos¢ i wiarygod-
nos¢ detekcji. Mozliwo$¢ wykrycia nawet malo intensywnego sygnatu z pomiaréw
intensywnosci luminescencji, a takze czaséw zycia donora znacznie minimalizuje
objetos¢ probki i iloé¢ reagentdw prowadzac do obnizenia kosztéw analiz.

Kolejng zaletg nanoluminoforéw oraz nanokrystalitow wielofunkcyjnych, jest
mozliwo$¢ uzycia ich, jako no$niki lekdw. Zastosowanie odpowiednich nanonos-
nikéw moze poprawi¢ rozpuszczalno$¢, biodostepnos¢ czy tez odpornos¢ che-
moterapeutykéw na degradacje enzymatyczng. Wielofunkcyjne nanoplatformy
pozwalajg ponadto na faczenie kilku metod obrazowania, umozliwiajg réwnoczesng
weryfikacje uwalniania lekéw oraz inicjuja zlokalizowang foto- lub termoterapie.
Mimo wielu potencjalnych zalet nanotechnologii w badaniach in vivo, konieczna
jest weryfikacja wplywu nanoczgsteczek na organizmy zywe i sSrodowisko. Te same
cechy, ktére sg pozadane i uzyteczne z punktu widzenia technologii czy biomedy-
cyny (np. maly rozmiar, przenikanie bariery krew-mozg itp.), moga przyczynic si¢
do niespodziewanej nanotoksycznosci.
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ABSTRACT

Microorganisms synthesize several monomeric chemical structures that are not
found elsewhere in nature, e.g. muramic acid (an amino sugar) and D-amino acids
(D-alanine and D-glutamic acid) are ubiquitous in bacterial peptidoglycan (PG).
Specific sugars (e.g. heptoses) and 3-hydroxylated fatty acids are found in the endo-
toxin (lipopolysaccharide, LPS) of gram-negative bacteria [42].

The best way to protect against environmental contamination is microbial
control. Methods in current use for monitoring of microorganisms mainly include
culturing and direct microscopy. However, several factors including samples collec-
tion, growth conditions, incubation temperature and interaction between different
organisms all affect culturing results.

Additionally, culturing based methods can detect only viable organisms and
they are also time consuming, sometimes taking days or weeks.

However, since both living and dead microorganisms express irritating and
toxic structures, they should all be taken into consideration [17].

Muramic acid (MuAc), an amino sugar, has been suggested for use as a chemi-
cal marker in gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) determination of
bacterial peptidoglycan in both clinical and environmental samples. Several deriva-
tives of MuAc have been applied, including the alditol acetate [1, 2], aldononitrile
[3], trifluoroacetyl [4] and trimethylsilyl [5], and methyl ester O-methyl acetate [6]
derivatives.

Both the alditol acetate and TMS derivatives have proven suitable for the use
with GC-ion-trap tandem MS [7].

The aim of our proposition is a trial of application of gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) method as an alternative or complement to culturing, micro-
scopy and other assays for detection, characterization and monitoring of microbial
contamination of environment (e.g. water, air, air-conditioning systems), contami-
nation of biochemical and food production chain processes, packaging for food-
stuffs etc. by direct analysis of bacterial muramic acid as a biochemical marker.

A method is described for the quantitation of muramic acid, a marker of bacte-
rial peptidoglycan as trimethylsilyl (TMS) derivatives using GC/MS method.

The described methods are fast and simple, and can be applied for monitoring
of microbial contamination directly, without prior culturing, in complex environmen-
tal samples.

This method can also be applied for testing processes of cleaning and disinfec-
tion on packaging materials or on both packaging materials/foodstuffs in order to
decrease their microbial load and thus to ensure better shelf-life.

Keywords: muramic acid, peptidoglycan, gas chromatography-mass spectrometry
Stowa kluczowe: kwas muraminowy, peptydoglikan, chromatografia gazowa, spek-
trometria mas




448 7. MIELNICZUK, K. BAL

WSTEP

Powszechnos¢ wystepowania bakterii w naturze oraz ogromna ich rola, sktonita
naukowcéw do opracowania metod ich wykrywania i identyfikacji. Badanie struk-
tur chemicznych komorek bakteryjnych, poznanie ich funkcji zyciowych, pozwolito
lepiej zrozumie¢ zakres i znaczenie oddzialywania drobnoustrojéow na otaczajace
srodowisko.

Od dawna na przyklad wiadomo, ze wszystkie bakterie ostoniete s blong
komorkows. Komorki bakterii z wyjatkiem Mycoplasmatales i Archaebacterie oto-
czone s3 lezacg na zewnatrz blony, §ciang komdrkowa tworzacg szkielet zewnetrzny
decydujagcy m.in. o ksztalcie komdrki. Dodatkowo u wigkszoéci bakterii gram-
ujemnych wystepuje zewnetrzna ostona, ktorej brak u bakterii gram-dodatnich.

Sciana komérkowa odgrywa wazna role w funkcjach zyciowych bakterii. Ona
to wlasnie zawiera wiele unikalnych zwiazkéw chemicznych, bedacych sktadnikami
peptydoglikanu (PG, mureina, mukopeptyd), i lipopolisacharydu (LPS, endotok-
syna). Schemat struktury $cian komoérkowych bakterii pokazano na Rysunku 1.

.- \
pojedyhcza warstwa
peptydoglikany =

kwasy thuszczowe

baalico
fa) (b)
Rysunek 1. Schemat struktury $cian komoérkowych bakterii: gram-dodatnich (a) i gram-ujemnych (b) [8],
po modyfikacjach
Figure 1. Schematic structure of the bacterial cell wall: gram-positive (a) and gram-negative (b) [8], after
modifications

U bakterii gram-dodatnich PG jest wielowarstwowy, stanowiacy od 40% do
80% calkowitej masy komorki [9]. Natomiast cienki, jednowarstwowy peptydogli-
kan u bakterii gram-ujemnych jest dodatkowo otoczony zewnetrzng ostong zbudo-
wang z bialek oraz lipopolisacharydu (LPS). Strukture chemiczng jednej warstwy
peptydoglikanu przedstawiono na Rysunku 2.
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N-acetylo-D-glukozoamina kwas N-acetylo-D-muraminowy

CHzOH CHZ0H

L-Ala
0=C -I'C -{CHz)ypCm O D-Glu-NH3
HO H
N-H
..
|
OIC-T-{CHI'.'!“C‘ =0 DAP
Hé NHz

O= ai-CH’; O-Ala
H

Rysunek 2. Schemat struktury jednej warstwy peptydoglikanu. Gdzie: L-Ala, L-alanina; D-Glu-NH,,
D-glutamina; DAP, kwas diaminopimelinowy; D-Ala, D-alanina [10], po modyfikacjach

Figure 2. Schematic structure of one layer of peptidoglycan. Where: L-Ala, L-alanine; D-Glu-NH,,
D-glutamine, DAP, diaminepimelic acid, D-Ala, D-alanine [10], after modifications

Jest to polimer skladajacy sie z identycznych podjednostek, zawierajacy
pochodne dwoch aminocukréw: N-acetyloglukozoaminy i kwasu N-acetylomura-
minowego polaczonych ze sobg wigzaniami beta 1,4-glukozydowymi w tancuchy
kilkudziesiecioczlonowe [11]. Do grup karboksylowych kwasu N-acetylomu-
raminowego dolfaczone sg krotkie, liczgce po kilka aminokwaséw peptydy. Ich sktad
bywa rézny u roznych bakterii przy czym peptydy dwdch sgsiednich tancuchow
tacza sie ze soba z reguly poprzez kwas diaminopimelinowy (DAP) lub lizyne.

1. MARKERY CHEMICZNE BAKTERII

Zlozone makrostruktury $cian komorkowych bakterii zawierajg monome-
ryczne zwigzki chemiczne, czasem zupelnie unikalne i nie wystepujace nigdzie
indziej w naturze. W Tabeli 1 przedstawiono kilka przykladéw markeréw $cian
komorkowych bakterii.
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Tabela 1. Markery chemiczne bakterii
Table 1. Chemical markers of bacteria
Marker Struktura lub rodzaj drobnoustroju
Kwas muraminowy Sktadniki peptydoglikanu
Alanina

Kwas D-glutaminowy
Kwas diaminopimelinowy

Kwasy 3-hydroksyttuszczowe Lipopolisacharyd (LPS) bakterii gram-ujemnych
Heptoza
Kwas 2-keto-3-deoksyoktonowy

Drozdzaki z rodzaju Candida, np.

D-arabinitol
arabinito C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis

Zwiazki chemiczne wymienione w Tabeli 1, bedace unikalnymi dla niektérych
drobnoustrojow, nazywamy markerami chemicznymi bakterii. Niektdre z nich, jak
np. kwas muraminowy, moga wystepowa¢ w wielu grupach drobnoustrojow, inne
jak np. kwasy 3-hydroksyttuszczowe moga by¢ bardzo specyficzne dla okreslone;
grupy bakterii gram-ujemnych.

Kwas muraminowy (kwas [2-amino-3-O-(1-karboksyetylo)-2-deoksy-D-glu-
kozowy], nie spotykany nigdzie indziej w naturze, skfadnik peptydoglikanu prawie
wszystkich bakterii (wyjatkiem sg Archaebakterie posiadajace sztywna strukture
ostony zwang pseudomureing oraz Mycoplasmatales otoczone blong cytoplazma-
tyczng zawierajgcg m.in. cholesterol), moze stuzy¢ jako chemiczny marker wykry-
wania zanieczyszczen bakteryjnych w procesach biochemicznych [12], lub zakazen
w schorzeniach reumatycznych [13, 14]. Wykrywany byl on w kurzu $rodowiska
naturalnego [15-17], jak réwniez w tkankach ssakéw [18-20].

Strukture chemiczng tego zwiazku pokazano na Rysunku 3.

Hi

HO oH

rH
Ha G <
oo H

Rysunek 3. Wzér strukturalny kwasu muraminowego
Figure 3. The structural formula of muramic acid

Kwas ten posiadabardzo ztozona budowe chemiczng, zawiera trzy rézne, polarne
grupy funkcyjne (-OH, -COOH oraz -NH,). Wystepuje on wylacznie w drobno-
ustrojach i dlatego tez wykrycie tego zwigzku w badanej probce pozwala jedno-
znacznie stwierdzi¢ skazenie bakteriami. Ma to ogromne znaczenie praktyczne.
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Poza wyzej wymienionymi, réwniez inne markery chemiczne zostaly ziden-
tyfikowane w strukturach peptydoglikanu, lipopolisacharydach i fosfolipidach. Sa
to m.in. kwasy tltuszczowe, weglowodany, aminokwasy, a takze lotne metabolity jak
alkohole i krétko fancuchowe kwasy ttuszczowe [21-30]. Krétko fancuchowe kwasy
tluszczowe sa stosowane do wykrywania i réznicowania bakterii [31-33].

Drugorzedowe, dilugofanicuchowe alkohole s3 charakterystycznymi marke-
rami bakterii z rodzaju Mycobacterium [34-36], np. 2-eikozanol dla Mycobacterium
avium [37].

Kwas 27-hydroksy-oktakozanowy, zawierajacy 28 atomow wegla w czasteczce,
jest typowym skladnikiem lipidu A [38].

1.1 WYKRYWANIE SKAZEN MIKROBIOLOGICZNYCH SRODOWISKA

Kontrole skazen mikrobiologicznych szeroko rozumianego $rodowiska natu-
ralnego mozna prowadzi¢ metodami klasycznymi, takimi jak np. LAL (ang. Limu-
lus Amebocyte Lysate Test) [39, 40], immunologicznymi [radioimmunologicznymi
(RIA), immunofluorescencyjnymi (IF), immunoenzymatycznymi (ang. Enzyme
Linked Immunosorbent Assay, ELISA] [41], genetycznymi, polegajacymi na identy-
fikacji $cisle dobranego fragmentu materialu genetycznego z uzyciem techniki PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction) lub przez hodowle drobnoustrojow na odpowied-
nich podlozach (np. agarowych).

Alternatywna do metod klasycznych moze by¢ zastosowanie chromatografii
gazowej i spektrometrii mas (GC-MS), chromatografii cieczowej i spektrometrii mas
(HPLC/MS/MS) do monitorowania unikalnych markeréw, zwigzkéw chemicznych
bakterii, nie wystepujacych nigdzie indziej w naturze, a tym samym do wykrywania
skazen mikrobiologicznych nie tylko w szeroko rozumianym $rodowisku natural-
nym (np. w kurzu, powietrzu, wodzie), ale réwniez np. w materialach opakowanio-
wych i opakowaniach przeznaczonych do kontaktu z Zywnoscia.

Chromatografia gazowa (GC), sprzezona najczeéciej ze spektometria mas
(MS) jest szczegolnie uzyteczng metoda do wykrywania i oznaczania ilo$ciowego
markeréw chemicznych bakterii. Wysoka czuto$¢ i specyficznos¢ tego ukladu ana-
litycznego umozliwia oznaczenie markeréw bezposrednio w prébkach klinicznych
i srodowiskowych, bez uprzedniej, czesto diugiej hodowli metoda ptytkowa [42].

Oznaczanie markeréw metodg chromatografii i spektrometrii mas (GC/MS)
jest bardzo przydatne w wykrywaniu i identyfikacji niewielkiej liczby drobnoustro-
jow znajdujacych sie w prébee [43, 44].

Metode te zastosowano miedzy innymi do szybkiego wykrywania Mycobacte-
rium xenopi w wodzie pitnej, poprzez oznaczanie zawartosci 2-dokozanolu, dru-
gorzedowego alkoholu tluszczowego, markera charakterystycznego dla tej bakterii
[45]. Znajduje ona réwniez zastosowanie w mikrobiologicznej diagnostyce klinicz-
nej [46-57]. Pozwala ona wykrywaé zanieczyszczenia bakteriami w tak skompli-
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kowanych probkach jak np. kurz z powietrza [5, 58, 59], w probkach materialow
klinicznych, czy tez w glebie [60-62].

Chlorowcowanie hydroksykwasow, cukrow, aminokwaséw, czy tez alkoholi
pozwala na zastosowanie czulych i specyficznych metod detekeji jakimi sg techniki
ECD lub GC/MS/CI [63, 64].

Rozwdj innych, nowych technik analitycznych jak wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (HPLC) sprzezona ze spektrometrig mas (MS) umozliwia wykry-
wanie bardziej ztozonych struktur komorki bakteryjnej jak fosfolipidy i triglicerydy
[65]. Jednak najbardziej uniwersalng technika w zastosowaniu do wykrywania
i ilo$ciowego oznaczania markerow bakterii okazala sie by¢ chromatografia gazowa
w polgczeniu ze spektrometrig mas.

2. CHROMATOGRAFIA GAZOWA SPRZEZONA ZE SPEKTROMETRIA
MAS (GC/MS) W BADANIU MARKEROW CHEMICZNYCH SCIAN
KOMORKOWYCH BAKTERII

Chromatografia gazowa (GC) wprowadzona do laboratoriéw kilkadziesiagt
lat temu jest obecnie najbardziej wszechstronnie wykorzystywang technika anali-
tyczng w réznych dziedzinach nauki dla rozdzielania zwigzkéw chemicznych. Przy
czym stosuje si¢ szereg detektoréw (np. FID, ECD, NPD itp.), charakteryzujacych
sie czesto wysokg selektywnoscia i czuloécia. Jesli zamiast klasycznych detektoréw,
wymienionych wyzej, w chromatografie gazowym uzyjemy spektrometr mas, otrzy-
mamy znacznie czulszy uktad GC/MS dostarczajacy wiecej informacji o analizowa-
nej probce, tacznie z absolutna identyfikacja obecnych w niej zwiazkow.

Zwigzki opuszczajgce kolumne chromatografu gazowego sa wprowadzane, do
utrzymywanej w wysokiej prozni (ok.107° Tora) komory, gdzie zachodzi ich joniza-
cja. Jony mogg powstawaé w rozny sposob w zalezno$ci od wymagan analitycznych
oraz posiadanego sprzetu. Najczesciej stosowany jest sposob zderzania analizowa-
nych zwigzkow ze strumieniem elektronéw (,,electron impact’, EI*), wytwarzanych
przez wtokno renowe.

Jony sg rozdzielane w analizatorze mas w zaleznos$ci od stosunku ich masy do
fadunku (m/z), a naste¢pnie rejestrowane za pomocg powielacza elektronéw. Typo-
wym analizatorem jest kwadrupol, cho¢ w przypadku markeréw bakterii czesto sto-
sowana jest putapka jonowa [66] ze wzgledu na swoja bardzo wysoka czultos¢ [6].
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3. PRZYGOTOWANIE PROBEK KWASU MURAMINOWEGO DO
ANALIZY METODA GC/MS - OTRZYMYWANIE POCHODNYCH
TRIMETYLOSILILOWYCH (TMS)

Prébki (np. bakterii, kurzu i innych matryc) do badan metoda GC/MS przy-
gotowywano wedlug procedury opisanej w pracy Mielniczuka i Pogorzelskiej [17].
Otrzymane pochodne TMS sa trwale w czasie diugiego przechowywania (ponad
miesigc w temperaturze 4°C). Podobnie postepowano z wzorcem kwasu murami-
nowego (w zakresie stezen 25-1000 ng).

Reakcja tworzenia pochodnej TMS kwasu muraminowego ma dos¢ nieoczeki-
wany przebieg, gdyz zachodzi z cyklizacjg i utworzeniem dodatkowego pierscienia
laktamowego wg mechanizmu pokazanego na Rysunku 4 [6, 67].

CH,OH
0

HO

MeCCOOH NH,
H
kwas muraminowy
OTMS

TMSO
BSTFA / pirydyna > TNVS

gdzie: BSTFA = N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

Rysunek 4.  Mechanizm powstawania pochodnej TMS kwasu muraminowego
Figure 4. The mechanism of muramic acid TMS derivatisation

Probki wzorca kwasu muraminowego do wykreslenia krzywych kalibracyjnych
jak i pobrane z otoczenia analizowano za pomocg chromatografu gazowego wypo-
sazonego w detektor mas (MSD). Zwiazki byly analizowane metoda EI w trybie
monitorowania pojedynczych jonéw (ang. single ion monitoring, SIM). Pochodna
TMS kwasu muraminowego wystepuje na chromatogramie (Rys. 5) w postaci dwdch
dobrze rozdzielonych zwiazkow o czasach retencji 7,75 i 7,94 min. (na dolnym chro-
matogramie znajduje si¢ pik wzorca wewnetrznego — TMS pochodnej estru mety-
lowego kwasu 3-hydroksytridekanowego). Oznaczenia ilosciowe pochodnych TMS
kwasu muraminowego przeprowadza si¢ monitorujac jon m/z = 185 [5, 17].
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Rysunek 5. Chromatogram jonowy pochodnej trimetylosililowej kwasu muraminowego
Figure 5. Ton chromatogram of muramic acid trimethylsilyl derivative

Oba piki sg prawdopodobnie anomerami tworzgcymi si¢ na skutek obecnosci
wegla anomerycznego C, i maja one strukture laktamu [6]. Wystepowanie kwasu
muraminowego jako laktamu zostalo opisane wczeéniej [68-70]. Jest to réwniez
potwierdzone obecno$cig molekularnego jonu (M) m/z = 521 i jonu m/z = 506,
ktory jest zwigzany z utrata przez TMS grupy metylowej (M-15). Oba zwiazki maja
bardzo podobne widma mas charakteryzujace si¢ silnym jonem m/z = 185 (Rys. 6),
powstajacym prawdopodobnie przez oderwanie m.in. dwdch grup -O(CH,),Si,
i jednej grupy ~-CH,O(CH,),Si. Struktura tego jonu (Rys. 7) zostala okreslona przez
Balaiin. [71].

Dominujagcym jonem w rejonie niskich mas jest charakterystyczny jon
o m/z = 73 zwigzany z obecnoscia grupy —(CH,),Si.
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Rysunek 6. ' Widma mas pochodnych trimetylosililowych dwéch anomeréw kwasu muraminowego

Figure 6. Mass spectra of two anomers of muramic acid trimethylsilyl derivatives
OTMS
™S q +
—TMS
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Rysunek 7. Mechanizm powstawania jonu m/z = 185 z pochodnej TMS kwasu muraminowego
Figure 7. The mechanism of ion m/z = 185 muramic acid TMS derivative formation
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3.1. OBLICZANIE ILOSCI KOMOREK BAKTERII NA PODSTAWIE ZAWARTOSCI
PEPTYDOGLIKANU

W celu wykreslenia krzywej kalibracyjnej monitorowano jony: m/z = 301, dla
pochodnej metylosililowej wzorca wewngtrznego 3-OH C13:0 (3-OTMS-C13-
COOCH, ) oraz m/z = 185, dla pochodne;j sililowej (TMS) kwasu muraminowego.

Krzywa kalibracyjna dla obliczen ilosciowych kwasu muraminowego (MuAc)
jest liniowa w badanym zakresie stezen 25-1000 ng (Rys. 8).

HufRc/IS

TTTTY T YT T T T T
240.0 430.1']_ ) 720.0 960.0 1200.0
na of muramic acid

Rysunek 8. Krzywa kalibracyjna dla obliczen ilosciowych kwasu muraminowego
Figure 8. Calibration curve for quantitative calculations of the muramic acid concentration

Charakteryzuje si¢ ona rbwnaniem regresji:

y = 0,003x + 0,160,

gdzie:

x = stezenie MuAc w badanej probee (ng),

y = stosunek pola jonu m/z 185 dla MuAc do pola jonu m/z 301 dla IS.

Znajac stezenie kwasu muraminowego w badanej probce, mozliwe jest wyli-
czenie zawartodci bakteryjnego peptydoglikanu (PG), wagi komdrek bakteryjnych
(MuAc stanowi okoto 7,7% wagi PG i okolo 0,5 % suchej masy komdrek bakteryj-
nych [4]), jak réwniez ilo$ci komorek ($rednia waga komorki bakteryjnej wynosi
okoto 3,55 x 1072 g [2]).
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W tabeli ponizej podano przyklady zawartosci MuAc, peptydoglikanu (PG),
wage komorek bakteryjnych (WBC) oraz ich ilos¢ (QBC) w 1 mg badanej probki
(17).

Tabela 2. Przyktadowe zawarto$ci MuAc, peptydoglikanu (PG), waga komoérek bakteryjnych (WBC) oraz
ich ilo$¢ (QBC) w 1 mg badanej probki

Table 2. Examples of muramic acid and peptidoglycan content, the weight of bacterial cells (WBC) and
quantity (QBC) in 1 mg of the sample

Prébka MuAc PG WBC QBC
(ng) (ng) (ng)
Kurz zebrany z plastiku
. Sy . . 3,6 46,7 720,0 203 x 10°
(opakowanie znajdujgce si¢ w magazynie)
Kurz zebrany z mebli laboratoryjnych 13,7 1774 2732,0 770 x 10°

Uzyskane powyzej wartosci, wskazuja, ze najmniej bakterii znajdowato si¢
w zamknietym magazynie z materialami opakowaniowymi (203 x 10° komoérek
bakterii/mg kurzu), najwiecej na szafie stojacej na korytarzu (770 x 10° komoérek
bakterii/mg kurzu) co jest logicznie uzasadnione ciemnym i zamknietym pomiesz-
czeniem magazynowym.

Zawarto$¢ kwasu muraminowego w 1 mg suchej masy bakterii wynosita odpo-
wiednio: E.coli, 6,3 pug (78,75 pg PG/mg); Ps.aeruginosa, 1,4 ug (17,50 ug PG/mg
oraz Pmirabilis, 9,5 ng (118,75 ugPG/mg).

W wykonanej przez nas pracy kwas muraminowy oznaczano w komorkach
takich bakterii jak E.coli, P.mirabilis, P.aeruginosa. Wybor takiego materiatu badaw-
czego nie byt przypadkowy.

E.coli jest pewnego rodzaju standardem, naturalng florg naszego organizmu,
ale z drugiej strony sg szczepy chorobotworcze wywolujace np. biegunki u dzieci.
Drobnoustroj ten wystepuje powszechnie w naszym srodowisku i jest wskaznikiem
jego skazenia (miano coli), posrednio wskazujgc na wystepowanie innych bakterii.

Pmirabilis, z klinicznego punktu widzenia wazny w przypadku zakazenia drog
moczowych. Bardzo rozpowszechniony w szpitalach (zakazenia wewnatrzszpi-
talne), fatwo namnaza si¢. Czesta przyczynag zakazen moze by¢ np. cewnikowanie,
stad wazna jest kontrola bakteriologiczna uzywanego sprz¢tu medycznego, ptynow
itd.

Paeruginosa moze powodowa¢ powiklania np. w leczeniu ran pooperacyjnych.

PODSUMOWANIE

Wiele symptoméw chorobowych (np. alergie, astma i inne) moze by¢ wywota-
nych wdychaniem mikroorganizméw obecnych w srodowisku. Symptomy te zwig-
zane sg z okre$lonymi bakteriami zawierajgcymi struktury chemiczne warunkujace
ich aktywnos¢ biologiczng. Sa one czgsto bardzo skomplikowane, unikalne, nie
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wystepujace nigdzie indziej w naturze, ztozone z polaczonych ze sobg monomerycz-
nych skladnikéw zwanych markerami chemicznymi.

Chromatografia gazowa polaczona ze spektrometrig mas (GC/MS) pozwala na
wykrywanie i identyfikacje tych markerdéw, co czesto umozliwia okreslenie skladu
mikrobiologicznego analizowanej probki.

Kwas muraminowy, mozna oznacza¢ ilosciowo jako pochodna TMS stosujac
jako wzorzec wewnetrzny ester metylowy kwasu 3-OH 13:0, dodawany do prébki
po hydrolizie i ekstrakeji ale przed sililacja. Jonem monitorowanym tego wzorca jest
jon o m/z = 301. Jonem o najwigkszej abundancji pochodnej TMS kwasu murami-
nowego jest jon m/z = 185, ktory byl uzyty do obliczen zawarto$ci kwasu murami-
nowego w badanych prébkach srodowiskowych i biologicznych (kurz, systemy kli-
matyzacyjne, itp.).

Mozna przypuszczacé, ze obserwowane na chromatogramie dwa piki pochodnej
TMS kwasu muraminowego s3 prawdopodobnie spowodowane wystepowaniem
dwoch anomeréw zwigzanych z centrum asymetrii na weglu C,.
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ABSTRACT

Vicinal diamine derivatives form an interesting and significant class of orga-
nic compounds. They play an essential role as chelating agents and also as ligands
for asymmetric synthesis. They are used in synthesis of biologically active sub-
stances and in supramolecular chemistry [1-11]. There has been published a great
number of reviews concerning the application and synthesis of 1,2-diamines with
special emphasis on their organic potential [1-11]. Without any doubt, chiral
2,2’-bipyrrolidine derivatives are representative family of these compounds. They
have gained particular attention since they are widely used. A remarkably broad
spectrum of synthetic exploration has been reported for these agents [4, 12-14].

This paper provides description of methods for the synthesis of chiral
2,2’-bipyrrolidine. There are only seven different approaches to obtain (R,R) or
(8,5)-2,2’-bipyrrolidine, five from which take advantage of stereoselective synthesis
steps [15-21]. Nevertheless, a method for the synthesis of amine-1, which con-
nects low reagents price with low time-consuming and high yield have not been
described yet. Thus, creation of a new strategy for an efficient synthesis of chiral
2,2’-bipyrrolidine is still a challenging topic of studies.

Keywords: 2,2’-bipyrrolidine, vicinal diamines, asymmetric synthesis, C,-sym-
metry
Stowa Kkluczowe: 2,2’-bipirolidyna, aminy wicynalne, synteza asymetryczna, syme-
tria C,
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

9-BBN - 9-bora[3.3.1]bicyklononan

Ac - grupa acetylowa

Bn - grupa benzoilowa

Boc - grupa tert-butoksykarbonylowa
Bz - grupa benzylowa

DEAD - azodikarboksylan dietylu
DMDO - dimetylodioksiran

DMF - N,N-dimetyloformamid
DMPU - 1,3-dimetylotetrahydropirymidyn-2(1H)-on
DMSO - dimetylosulfotlenek

eqv - rownowaznik (ang. equivalent)
Et - grupa etylowa

i-Pr - grupa izo-propylowa

Me - grupa metylowa

Ms - grupa metanosulfonowa

OEE - grupa 3-(1-etoksy)etoksylowa
Ph - grupa fenylowa

PMB - grupa para-metokstybenzylowa
PPTS - p-toluenosulfonian pirydyny
t-Bu - grupa tert-butylowa

Tf - grupa trifluorometanosulfonowa
TFA - kwas trifluorooctowy

THF - tetrahydrofuran

Tr - grupa trifenylometylowa

Ts - grupa p-toluenosulfonowa
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WPROWADZENIE

Diaminy wicynalne naleza do obszernej grupy zwiazkéw posiadajacych
dwie grupy aminowe przylaczone do sgsiednich atomdéw wegla. Sa to substan-
cje bardzo zrdéznicowane pod wzgledem budowy jak i wlasciwosci chemicznych.
Mozna wsrdd nich znalez¢ zwigzki o nieskomplikowanym szkielecie tj. kwas 2,3-
diaminopropionowy, jak i substancje o bardziej ztozonej budowie przestrzennej np.
biotyne, antybiotyki takie jak edeina, f-(metyloamino)-L-alaning i wiele innych [1].
Ugrupowanie 1,2-diaminowe obecne jest w wielu zwigzkach wykazujacych aktyw-
no$¢ biologiczng. W medycynie aminy wicynalne, w postaci komplekséw z platyna
takie jak cisplatyna, czy cis-bis-neodekanian-trans-R,R’-1,2-diaminocycloheksan
platyny(II) stosowane sg jako leki przeciwnowotworowe. Cis-N-(1-benzylo-2-mety-
lopirolidyn-3-ylo)-5-chloro-2-metoksy-4-metyloamino)benzamid i inne diaminy
wykazuja dzialanie antydepresyjne, antypsychotyczne i przeciwbélowe. A najnow-
sze badania dowodza, ze niektore z 1,2-diamin fagodza objawy arytmii serca i para-
lizu [2, 3].

W syntezie organicznej 1,2-diaminy, gtéwnie pochodne 1,2-diaminocyklo-
heksanu, stanowig substraty w reakcjach prowadzacych do otrzymywania zwigz-
kéw heterocyklicznych i kryptandéw [2, 3]. Optycznie czynne diaminy wicynalne
wykorzystywane s3 réwniez w syntezie asymetrycznej, jako katalizatory badz
ligandy. Na przyklad Kobayashi pokazal, ze dodatek odpowiedniej disulfonamido-
wej pochodnej diaminy powoduje podniesienie wydajnosci i enancjoselektywnosci
reakcji tworzenia trojczlonowych ukladéw cyklicznych Simmons-Smith’a z alkoholi
allilowych [3]. Z kolei Corey wraz ze wspotpracownikami wykazal, ze pochodna
diaminoglinu jest efektywnym katalizatorem reakcji cykloaddycji Dielsa-Aldera [3].
Optycznie czynne 1,2-diaminy stosowane s3 réwniez do rozdzialu mieszanin race-
micznych i tak np.: (R,R)-1,2-diaminocykloheksanu uzywa si¢ do rozdziatu binaftoli
[2]. Z innej strony diaminy wicynalne, posiadajace ugrupowania chromoforowe
np. w postaci grup trinitrofenylowych wykorzystywane sa w badaniach stereoche-
micznych i stereogenicznych [4].

Obecnie znanych jest wiele metod pozyskiwania amin wicynalnych, wsréd kté-
rych warto wymienic:

- syntezy oparte na bezposrednim przylagczeniu dwoéch atoméw azotu

do alkenu [5],
- syntezy wykorzystujgce jako substraty — dieny [6], 1,2-diole [7], a-aminoke-
tony i aldehydy [8], zwigzki karbonylowe [10] lub S-aminoalkohole [11],

- aminacje elektrofilowg [9].

Przykladem diaminy wicynalnej jest 2,2’-bipirolidyna - 1 (Rys. 1). Jest ona bez-
barwna, oleistg ciecza o nieprzyjemnym zapachu. Dziala draznigco na skdre i oczy,
moze powodowa¢ zaburzenia w prawidlowym oddychaniu. Jest czuta na warunki
atmosferyczne — wykazuje wrazliwo$¢ na tlen, jest higroskopijna i absorbuje CO,
z powietrza. Ze wzgledu na niestabilnos¢ trudno jest okresli¢ jej parametry fizy-
kochemiczne. Literaturowa wartos¢ skrecalnosci wlasciwej wynosi odpowiednio
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- dla izomeru (R,R) [a]*, - 14,91 (¢ 1,03; MeOH); dla (S,S) [«]*, + 14,82 (¢ 1,01,
MeOH) [16].

(S.5)-1 (RR)-1

Rysunek 1. (S,S) i (R,R)-bipirolidyna - 1
Figure 1. (8,S) and (R,R)-bipyrrolidine - 1

Chiralna 2,2’-bipirolidyna jest diaming z dwoma centrami asymetrii i jednym
elementem symetrii — osig dwukrotng — C,. Oznacza to, iZ obrét o 180° wokot tej
osi sprowadza obiekt do polozenia wyjsciowego - czasteczka naklada si¢ na siebie
[22]. Cykliczne, pigcioczlonowe diaminy wicynalne podczas reakcji ukladajg si¢ w
ten sposdb, ze podstawnik na jednym atomie azotu lezy w pozycji trans w stosunku
do podstawnika na drugim atomie azotu. Przy takim uloZeniu kazdy atom azotu
staje sie centrum o zdolnosci chelacyjnej, czego ilustracje stanowi struktura rentge-
nograficzna kompleksu jednego z enancjomeréw 2,2’-bipirolidyny z ZnCl, (Ryc. 2).

cl

Rysunek 2. Struktura rentgenograficzna komplekséw 2,2’-bipirolidyny z ZnCl, [15]
Figure 2. X-ray structures of the complexes formed between 2,2’-bipyrrolidyne and ZnCl, [15]
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Otrzymuje si¢ go dzialajac na czysty enancjomer diaminy 1 chlorkiem cynku w ete-
rze dietylowym, przy czym nalezy pamie¢taé, Ze mozliwe jest otrzymanie kompleksu
w formie monomerycznej (diamina : cynk = 1 : 1) lub dimerycznej (diamina : cynk
=2:1), istniejacej dzieki silnej zasadowosci jednostki pirolidynowej, mogacej zasta-
pi¢ atom chloru atomem azotu z pierscienia. Obie formy krystaliczne przybieraja
charakterystyczng strukture schodkowa (Rys. 2), z tg roéznicg, ze forma monome-
ryczna posiada idealna symetri¢ C,, dzieki wystepowaniu czterokoordynacyjnego
cynku, a dimeryczna przyjmuje geometrie bipiramidy trygonalnej z atomami azotu
w pozycji aksjalnej i atomami chloru i azotu w pozycji ekwatorialnej [15].

Taka geometria powoduje, ze zwigzek ten i jego N-podstawione pochodne
s3 niezwykle interesujace i szeroko wykorzystywane w syntezie chemicznej, przede
wszystkim jako chiralne ligandy [12, 13].

Obecnie znanych jest 7 roznych strategii otrzymywania chiralnej 2,2’-bipi-
rolidyny. Dwie procedury prowadza do powstania mieszaniny racemicznej, pozo-
stale pie¢ przeprowadza si¢ na drodze syntezy asymetrycznej. Kazda z opisanych
nizej metod ma swoje zalety, ale zadna nie tgczy pozadanej wydajnosci z niska ceng
i/lub czasochlonnoscia. Z tego powodu obserwuje si¢ poszukiwanie nowych $ciezek
syntezy optycznie czynnej 2,2’-bipirolidyny i jej pochodnych. Jednoczesnie ciagle
odkrywane s3 nowe mozliwosci jej wykorzystania [14].

1. METODY OTRZYMYWANIA OPTYCZNIE CZYNNE]J 2,2>-BIPIROLIDYNY

1.1. SYNTEZA 2,2-BIPIROLIDYNY Z (S)-(+)-2-PIROLIDYNOMETANOLU

Po raz pierwszy optycznie czynng 2,2’-bipirolidyne 1 otrzymano z (S)-(+)-2-
pirolidynometanolu na drodze kilkuetapowej procedury przedstawionej na Sche-
macie 1 [17].

oy - (cocn,/ DMSO

2. BrMg(CH ) OTr %,
N 8 OH

\ THEF, —78°C, 64%
Boc
EPIMERY 2
1.rozdzial chromat.
2. DEAD/ PPh; 1. 5% Pd-C HH
HN,/ benzen HZ/MQOH FA\S
3. p-TsOH/McOH/H,0 m MO OJ\ j
4. MsCVEGN/CH,Cly. 1 g CHCL67%
54%
(S,S)-(+)-1
3 97.5% ee

Schemat 1
Scheme 1
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Pierwszy etap opisywanej syntezy to utlenienie N-t-butoksykarbonylo-(S)-
2-pirolidynometanolu do odpowiedniego aldehydu, przebiegajace w warunkach
reakcji utleniania Swerna [23, 24]. Polega ona na utlenieniu pierwszo- badz dru-
gorzedowego alkoholu do zwigzku karbonylowego za pomoca chlorku oksalilu,
dimetylosylfotlenku oraz zasady organicznej. W poczatkowym stadium reakcji
Swerna reaguja ze soba chlorek oksalilu i DMSO dajac chlorek alkoksysulfoniowy,
ktéry nastepnie atakuje utleniany alkohol. W ten sposdb powstaje jon alkoksysulfo-
niowy, ktdry zostaje zaatakowany przez zasade tworzac odpowiedni ylid siarkowy.
Ten z kolei w niskiej temperaturze (rzgdu -78°C) rozpada si¢ do odpowiedniego
zwigzku karbonylowego (Schemat 2).

0 6
[ (|) c1 c1 )‘\(
AN TS /@\<9
(S]

\@/

m@H

Boc Boc

Schemat 2
Scheme 2

Jako produkty uboczne reakcji powstajg siarczek dimetylu, tlenek i dwutle-
nek wegla oraz chlorek trietyloamoniowy (w przypadku uzycia trietyloaminy jako
zasady organicznej).

W celu otrzymania pochodnej 2 (Schemat 1) do otrzymanej N-t-butoksy-
karbonylo-2-karbonylopirolidyny dodaje si¢ zwigzek magnezoorganiczny z chro-
niong grupa hydroksylowa w THE Reakcje prowadzi si¢ w temperaturze -78°C,
a otrzymane epimery 2 rozdziela si¢ na drodze chromatografii kolumnowe;j.

Kolejny etap syntezy obejmuje reakcje Mitsunobu jednego z epimerdéw 2 z kwa-
sem azotowodorowym wobec trifenylofosfiny i azodikarboksylanu dietylu (DEAD)
(Schemat 1) [26, 27] i prowadzi do otrzymania odpowiedniego aminoazydku. Auto-
rzy [17] opisywanej procedury celowo unikali otrzymania azydku 3 bezposrednio
z azydku sodu, co wigzalo si¢ z wykorzystaniem wody jako rozpuszczalnika, ktorej
pozostalosci uniemozliwilyby wydajne przeprowadzenie kolejnych etapow syntezy.

Nastepny krok procedury, przedstawionej na Schemacie 1 to otrzymywa-
nie estru kwasu metanosulfonowego z produktu reakcji Mitsunobu. Zwigzek ten
uzyskuje sie usuwajac grupe tritylowa za pomoca kwasu p-toluenosulfonowego,
a nastepnie przeprowadzajac estryfikacje powstatego alkoholu za pomocg chlorku
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mesylu. Produkt finalny - (S,S)-(+)-bipirolidyne 1 otrzymuje si¢ po redukcji zwigzku
3 i nastepujagcym po niej usunieciu grup t-butoksykarbonylowych z atoméw azotu
(Schemat 1).

Pomimo niewielu etapéw synteza jest malo wydajna - sumaryczna wydajnos¢
procesu wynosi 23%. Dodatkowo chcac otrzymac enancjomer (R,R)-(-)-1 uzywa
sie bardzo drogiego (R)-(-)-2-pirolidynometanolu [17].

1.2. SYNTEZA OPTYCZNIE CZYNNE] 2,2’- BIPIROLIDYNY Z PIROLU I 2-PIROLIDONU

Kolejna metoda syntezy 2,2’-bipirolidyny opisana zostala przez Hirame [17]
i wspotpracownikéw w 1991 roku. Sktada si¢ ona z dwdéch etapéw (Schemat 3) i roz-
dzialu otrzymanych izomeréw na czyste enancjomery (Schemat 4). Pierwszy z nich
polega na uzyskaniu 2-(1-pirolin-2-yl)pirolu w reakgcji pirolu z y-butyrolaktamem
w obecnosci tlenochlorku fosforu. Notabene, synteze¢ te¢ Hirama opublikowal juz
weczesniej, podajac, ze zadany produkt 4 uzyskuje si¢ z wydajnoscia siegajaca 97%
[18]. Drugi etap to katalityczne uwodornienie otrzymanego 2-(1-pirolin-2-yl)pirolu
do 2,2’-bipirolidyny przy uzyciu rodu osadzonego na tlenku glinu [28].

/
N1 poas, H,(3-5 bar),
CI(CH,),C, | AN 5% Rh-Al,0;
+ 0°C, 3H, \ MeOH/AcOH,
N

o N N N
NTRRZEL H 5d, 90% N N
4 D,L-1 + mezo-1
0]
Schemat 3
Scheme 3

W wyniku opisanej przez nich procedury otrzymuje sie jednoczes$nie miesza-
ning racemiczng i forme mezo 2,2’-bipirolidyny z 90% wydajnoscia.

Autorom publikacji [17] udato si¢ oddzieli¢ zwiazek mezo-1 od mieszaniny race-
micznej za pomocg chromatografii kolumnowej, dzigki réznicom w czasie retencji
N,N’-dibenzoilowych pochodnych 2,2’-bipirolidyny. Zwigzki te syntezowano dzia-
tajac na DL-1 i mezo-1 chlorkiem benzoilu w obecnosci trietyloaminy (Schemat 4).
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Scheme 4

Po rozdziale chromatograficznym uzyskane benzoilowe enancjomery 2,2’-bipi-
rolidyny poddaje si¢ hydrolizie kwasowej otrzymujac rac-amine 1 z 83% wydajno-
$cig. Optycznie czynne (R,R)-(-)-1 i (§,5)-(+)-1 otrzymuje sie poprzez rozdzial
rac-1 za pomocy soli diastereomerycznych z uzyciem kwasu winowego. Dodanie
L-(+)-kwasu winowego do 75% metanolowego roztworu rac-1 powoduje powsta-
nie krystalicznej soli (R,R)-(-)-1 i L-(+)-kwasu winowego, natomiast dodatek
D-(-)-kwasu winowego do przesaczu prowadzi do utworzenia drugiej krystalicznej
soli (§,8)-(+)-1 i D-(-)-kwasu winowego. W obu przypadkach chiralng diamine
pouwolnieniu z kwasu winowego izolowano z 33% wydajnoscig. W trakcie prowa-
dzonych badan okazalo sie, Ze alternatywng metodg pozyskania enancjomerycz-
nych (R,R)-(-)-11 (S5,8)-(+)-1 jest bezposrednie potraktowanie réwnomolowych
ilo$ci izomeréw DL-1 i mezo-1 kwasem winowym (0,5 equiv) w lodowatym kwasie
octowym (1,0 equiv) (Schemat 4). W tym przypadku sdl aminy (R,R)-(-)-1 i D-(-)
kwasu winowego otrzymano ze znacznie lepsza wydajnoscia, gdyz po dwukrotnej
krystalizacji siegata ona 44% [27].
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1.3. SYNTEZA (S,5)-2,2’-BIPIROLIDYNY Z KWASU D-WINOWEGO
BADZ D-MANNITOLU

Odmienng metode¢ otrzymywania 2,2’-bipirolidyny zaproponowal Kotsuki
i wspolpracownicy w 1995 roku. Jej innowacyjno$¢ w poréwnaniu do wezesniej opi-
sanych procedur polega na wykorzystaniu optycznie czynnych substratow i przepro-
wadzeniu serii reakeji, w ktérych na zadnym etapie syntezy nie powstajg mieszaniny
racemiczne, wymagajace rozdziatu [19].

Wyjsciowym reagentem w syntezie 2,2’-bipirolidyny, zaproponowanej przez
Kotsukiego, jest zwiazek 7, ktéry otrzymuje si¢ z D-(-)-kwasu winowego lub
D-(-)-mannitolu (Schemat 51 6).

O////, LlCHzCOOBu 1,
THEF- DMPU
kwas D-winowy ———
OTf -78°C, 2h 76%
COOBu-¢
Ot Oy,
A< lim,,, LiAlH4, EtQO, \/ 1, OH
0,
96% 5 ol
0 COOBu-¢

Schemat 5
Scheme 5

Do uzyskania zwiazku 7 autorzy publikacji wykorzystali handlowo dostepna
pochodng kwasu winowego 5. Substrat ten w reakgji z litowanym octanem tert-bu-
tylu dodanym z 2,5 molowym nadmiarem przeksztalca si¢ w di-tert-butylo(4R,5R)
-4,5-(izopropylo)dioksy-1,8-oktanol 6, a ten z kolei redukowany jest za pomoca
glinowodorku litu dajgc zwigzek 7 (Schemat 5). Diol 7 otrzymuje si¢ réwniez
w wyniku podwojnej redukcji handlowo dostepnej pochodnej mannitolu 8. Pierw-
sza z nich obejmuje katalityczne uwodornienie wigzan nienasyconych, obecnych
w zwigzku 8, a druga to redukcja ugrupowan estrowych za pomoca glinowodorku
litu (Schemat 6).

COOEt  1.H,, Pd/C, ou
O, By .
D-mannitol " N — E©OH
.’ —T
0 2. LiAH,, ELO
o) Z

COOEt

Schemat 6
Scheme 6
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Po otrzymaniu pochodnej 7 przeprowadza si¢ kolejno siedem reakeji, kto-
rych kluczowe etapy polegaja na wprowadzeniu atoméw azotu w miejsce wicy-
nalnych grup hydroksylowych i cyklizacje zwigzku do dwupierscieniowej diaminy
- 2,2’-bipirolidyny.

Pierwsza z nich jest reakcja diolu 7 z bromkiem benzylu w obecno$ci wodorku
sodu, prowadzaca do uzyskania eteru 9 (Schemat 7). Nastepna to zdjecie acetalowe;j
ochrony z reszt wodorotlenowych otrzymanego eteru 9 pod wplywem 0,5 M wod-
nego roztworu kwasu solnego (Schemat 7). Sumaryczna wydajno$¢ reakcji prowa-
dzacych do uzyskania diolu 10 wynosi 49%.

O, O, 0SMHCIL, 1)
OH NaH, BnBr,_ _CHON i
0% 0%

Schemat 7
Scheme 7

Dalszy etap jest kluczowy dla calej opisywanej syntezy. Obejmuje on wprowa-
dzenie atoméw azotu do czasteczki zwigzku 10 w reakcji substytucji nukleofilowej
przebiegajacej w podwyzszonej temperaturze i prowadzacej do otrzymania wicynal-
nego diazydku 11 [29].

HOy,, OBn. 1.MsCl, pirydyna, Nju,,,
_2NaN;, DMF_
80°, 4h 93%

HO OBn

Schemat 8
Scheme 8

Nastepnie przeprowadza si¢ ciag reakeji, umozliwiajacych realizacje finalnej
cyklizacji, ktére obejmuja kolejno redukcje zwigzku 11 na katalizatorze palladowym,
reakcje otrzymanej aminy wicynalnej z piroweglanem di-t-butoksykarbonylu, pro-
wadzacg do otrzymania amidu 12 i redukcje otrzymanego zwigzku 12 do (4S,5S)-
4,5-di(¢-butoksykarbonyloamino)-1,8-oktanodiolu 13 z wykorzystaniem kataliza-
tora palladowego, zachodzaca ze 100% wydajnoscia (Schemat 9).

N I, 1~H2: Pd/C, BocNH BocNH
e OBn 5 Boc,0, " OBn  p,, pdiC, o OH
oBn EtN ELO, OBn OH, 100% o

N; 96% BocNH BocNH

11 12 13

Schemat 9
Scheme 9
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Zamkniecie pierScienia 2,2’-bipirolidyny realizowane jest poprzez przeksztal-
cenie zwigzku 13 w jego pochodng estrows, ktora pod wplywem wodorku sodu
ulega cyklizacji dajac zwigzek 14 (Schemat 10). W ostatnim kroku usuwa sie¢
ochronne grupy ¢-butoksykarbonylowe z atoméw azotu w zwigzku 14 za pomoca
kwasu trifluorooctowego, co prowadzi do otrzymania produktu finalnego (S,5)-2,2’-
bipirolidyny 1. Wydajnosci opisywanych reakcji wynosza odpowiednio 100 i 95%
(Schemat 10).

BocNH// N S
OH 1. MsCl, L MsCL EN, S TFA, CH,Cl,, &
2. NaH, DMF, O_\ j 95% O_\ j
BocN 1,5h, 100%
H

14 1

Schemat 10
Scheme 10

Optycznie czynna (S,5)-2,2’-bipirolidyne¢ oczyszcza si¢ z wykorzystaniem chro-
matografii kolumnowej. Ze wzgledu na niska stabilnos¢ produktu konicowego roz-
cienczone frakcje zateza sie na wyparce obrotowej z faznig lodowa [19].

1.4. OTRZYMYWANIE (R,R)-2,2>-BIPIROLIDYNY Z (S)-1-FENYLOETYLOAMINY

W 2000 roku prof. Alexakis wraz ze wspdtpracownikami opublikowal prace
dotyczaca enancjoselektywnej syntezy (R,R)-2,2’-bipirolidyny, przebiegajacej w pie-
ciu etapach [15]. Dwa pierwsze bazujg na procedurze, ktéra jako pierwszy przedsta-
wil Neumann [30], a pdzniej rozwinat Savoia [31] i wspolpracownicy z Uniwersy-
tetu Bolonskiego.

Pierwszy krok opisywanej syntezy prowadzi do otrzymania chiralnego diaza-
dienu 15 z (S)-1-fenyloetyloaminy i 40% glioksalu (Schemat 11) [15]. N,N-bis[(S)-
1-fenyloetylo]etanodiimine 15 mozna réwniez zsyntezowaé uzywajac zamiast 40%
glioksalu dihydratu trimeru glioksalu i siarczan sodu zamiast siarczanu magnezu,
dzieki czemu osiaga si¢ lepsza wydajnos¢ [31].

CH, HC CH,

Schemat 11
Scheme 11
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Nastepny etap to reakcja diastereoselektywnej addycji zwigzku metaloorga-
nicznego do diiminy 15 [31]. Do otrzymania N,N-bis[(S)-1-fenyloetyto]-(R,R)-4,5-
diamino-1,7-oktadienu 16 uzywa si¢ powstajacy in situ bromek allilocynkowy, ktory
uzyskuje sie w reakcji zwyczajowo nazwanej reakcjg Barbiera [33] (Schemat 12).

/

CH,

Cr

N W
K

H3% //—\\ Hj ZnBr ////

NH HN
S THF, -78°C S

16

Schemat 12
Scheme 12

Stwierdzono, ze zwigzek 15 powstaje przez utworzenie sztywnego chelatu
pomiedzy 1,4-heterodienem a atomem cynku (Rys. 3) [31].

Rysunek 3. Produkty przejsciowe prawdopodobnie powstajace podczas reakcji diiminy 15 z bromkiem allilo-
cynkowym [31]
Figure 3. Hypothetical transition structure for the reaction of diimine 15 with allylzinc bromide [31]

Opisany przebieg reakcji gwarantuje jej wysoka kontrole steryczng. Natomiast
wykorzystanie bardziej reaktywnego w poréwnaniu do bromku allilocynkowego,
zwiazku magnezoorganicznego prowadzi do otrzymania tego samego produktu
z podobng diastereoselektywnoscia, jednak naklada konieczno$¢ kontroli tempe-
ratury podczas reakcji na poziomie -78°C i dozowania reagentéw malymi porcjami
[31]. Wykazano rowniez, ze wydajnos¢ i diastereoselektywnos$¢ tego typu reakeji
zalezy od czasu ich prowadzenia [34].

Kolejny etap syntezy (R,R)-2,2’-bipirolidyny opisanej przez Alexakisa obejmuje
borowodorowanie N,N-bis[(S)-1-fenyloetylo]-1,2-etanodiiminy 16 za pomoca
9-borabicyklo[3.3.1]nonanu (9-BBN) i prowadzi do powstania N,N-bis[(S)-1-
fenyloetylo]-(R,R)-4,5-diamino-1,8-oktadiolu 17 (Schemat 13).



METODY SYNTEZY 2,2’-BIPIROLIDYNY 475

\ / HO—\_

H;C
1 1.9-BBN, THE, =z NH  HN
2. NaOH. 0,0, NaOH, H,0,

\\\\\\
\\\\\

16 17

Schemat 13
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9-BBN wykorzystywany w syntezie otrzymuje si¢ in situ z BH,Me,S
i 1,5-cyklooktadienu w postaci dimeru (Schemat 14) 35, 36].

BH; SMe, « % :

Schemat 14
Scheme 14

Przebieg tego etapu jest analogiczny do reakcji borowodorowania alkendw
za pomocg diboranu (BH,),, ktéra obejmuje addycje borowodorku do wigzania
podwdjnego, a nastepnie jego hydrolize za pomoca nadtlenku wodoru, przebiega-
jaca w silnie zasadowym $rodowisku [37].

Przedostatni etap opisywanej opisywanej sekwencji reakcji to cyklizacja diami-
nodiolu 17 pod wptywem chlorku mesylu prowadzaca do otrzymania N,N’-bis[(S)-
1-fenyloetylo]-(R,R)-2,2’-bipirolidyny 18 z 96% wydajnoscig (Schemat 15). Reakcja
przebiega w ciagu 15 minut, a jej temperature utrzymuje si¢ na poziomie 0°C.

.\|\\\\\CH3
“ 5 N
CH,S0,Cl,
NH  HN Et,N, CH,CI,
N
HyCW™™
17 18

Schemat 15
Scheme 15
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Ostatnim etapem syntezy jest hydrogenacja zwiazku 18. Przebiega ona z wyko-
rzystaniem katalizatora Pearlmannia, ktory jest efektywnym katalizatorem palla-
dowym, selektywnie usuwajacym grupy benzylowe i ich pochodne. Jako zrodto
wodoru w opisywanej reakcji wykorzystuje sie mréwczan amonu (Schemat 16).

-n\\\\\CH3
N %,
_HCO,NH,,_ %,
PO,
N EtOH
HyC™ (RR)-2,2"-bipirolidyna 1
18

Schemat 16
Scheme 16

Uzyskany przez Alexakisa i wspdtpracownikéw surowy produkt 1izolowany jest
z mieszaniny reakcyjnej na drodze destylacji prozniowej. Wydajnos¢ otrzymywania
zwigzku finalnego w postaci bezbarwnej, oleistej cieczy wynosi 61% [15].

1.5. OTRZYMYWANIE OPTYCZNIE CZYNNE] 2,2’-BIPIROLIDYNY
NA DRODZE FOTODIMERYZAC]I PIROLIDYNY

Pierwsza fotochemiczna synteza 2,2’-bipirolidyny opisana zostata w 2006 roku
przez DanemarKka i wspdtpracownikow [16].

HH
BEaad
N N
H H

DL/mezo-1

Schemat 17
Scheme 17

Reakcje dimeryzacji rodnikowej pirolidyny prowadzi si¢ w fotoreaktorze.
Po 7 dniach naswietlania wrzacej mieszaniny reakcyjnej $wiattem o dlugosci fali
254 nm, emitowanym przez niskoci$nieniowg lampe rteciowa otrzymuje si¢ mie-
szaning rac-1 i mezo-1 (Schemat 17). Nieprzereagowana pirolidyne oddziela si¢
od produktu na drodze destylacji prostej, a rozdzial rac-1 i mezo-1 przeprowadza
sie wykorzystujgc destylacje prozniowg. Wydajno$¢ otrzymywania mieszaniny race-
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micznej 2,2’-bipirolidyny wynosi 50%. Rac-2,2’-bipirolidyna rozdzielana jest na czy-
ste enancjomery za pomocg soli diastereomerycznych przy uzyciu optycznie czyn-
nego kwasu winowego (Schemat 18) [16], analogicznie jak opisano w punkcie 1.2.

H H H H 51

(RR)-1 (S,5)-1

Schemat 18
Scheme 18

1.6. SYNTEZA OPTYCZNIE CZYNNE] 2,2’-BIPIROLIDYNY W POSTACI POCHODNE]
T-BUTOKSYKARBONYLOWE] NA DRODZE METATEZY

Opisana w 2009 roku przez Keller’a, Gresser’a i Wales’a metoda syntezy optycz-
nie czynnej 2,2’-bipirolidyny zaklada otrzymanie aminy 1 wykorzystujac tanie
i fatwo dostepne substraty [20]. Kluczowe etapy tej procedury opieraja sie na otrzy-
maniu symetrycznych alkendéw w reakeji metatezy [38] oraz na ich asymetrycznym
dihydroksylowaniu w reakcji Sharplessa [39]. Zgodnie ze Schematem 19 pierwszy
etap syntezy to reakcja 4-penten-1-olu 20 z bromkiem p-metoksybenzylu, pro-
wadzgca do otrzymania zwigzku 21, ktdry z kolei poddany dzialaniu katalizatora
Grubbsa tworzy symetryczny alken - 1,8-di(para-metoksybenzylo)-4-okten 22
(Schemat 19).

1. NaH, THF, 0°C /\/\/
Hoo NN LELIREC Lo Z

2. PMBBr, 4h
20 21
katalizator Grubbs'a [, /\/\/\/\/OBMP
CH,Cl,, T, 20h PMBO
22
Schemat 19
Scheme 19

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw [20] okazalo sig, ze obecnos¢
grupy p-metoksybenzylowej w zwigzku 21 wplywa korzystnie na stereoselektyw-
no$¢ i wydajnos¢ reakcji powstawania wigzania podwdjnego w zwigzku 22. Jako
produkt uboczny reakcji Grubbsa powstaje styren (w ilosciach nieprzekraczajgcych
5% produktu gléwnego). Nastepny etap syntezy obejmuje strategie opracowang
przez Sharplessia i dotyczy addycji grup wodorotlenowych do wigzania podwojnego
za pomocy odczynnika hydroksylujacego znanego pod nazwag handlowa ADmix.
Odczynnik ten zawiera osmian potasu K,0sO,(OH), (bedacy zrédlem czterotlenku
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osmu), zelazicyjanek potasu (stanowigcy wtérny utleniacz) oraz weglan potasu.
Obecnie na rynku dostepne s3 dwie jego odmiany - ADmix « i f3, réznigce si¢
sktadem chemicznym [40, 41]. W swojej syntezie autorzy wykorzystali obie, przy
czym otrzymujac (R,R)-2,2’-di(t-butoksykarbonylo)pirolidyne uzyli ADmix «,
a (§,5)-2,2’-di(t-butoksykarbonylo)-pirolidyne odmiang 3 (Schemat 20).

OH

OBMP
/\/\/\/\/OBMP ADmix a, CH;SO,NH,,
PMBO #-BuOH:H,0=1:1, 24h " MBO
OH
22 23
Schemat 20
Scheme 20

Atomy azotu niezbedne do utworzenia finalnego produktu wprowadza si¢ do
zwiazku 23 w dwdch etapach (Schemat 21). W pierwszej kolejnosci zwigzek 23 pod-
daje sie dzialaniu chlorku kwasu metanosulfonowego otrzymujac diester 24, ktory
z kolei przeksztalca si¢ w zwigzek 25 za pomocg azydku sodu w reakcji Sy2.

OH
OBMP MsCl, EGN, OBMP
PMBO CH,CT, 20min PMBO
OH OMs

23
N3
NaN; DMF, OBMP
80°C,23h  PMBO
N;
25
Schemat 21
Scheme 21

Redukcja pochodnej diazydowej 25 (Schemat 22) wodorem w obecnosci pal-
ladu osadzonego na weglu prowadzi do otrzymania diaminy 26 i zachodzi bez usu-
niecia grup para-metoksybenzylowych.

N; NH,
OBMP_Hy), Pd/C, OBMP
PMBO/\/\H\/\/ EtOH, 2h PMBO
N3 NH,
25 26
Schemat 22
Scheme 22

Dalsza $ciezka syntezy biegnie przez zwigzek 29 (Schemat 23) otrzymany
w ciggu reakcji obejmujacych: ochrong grup aminowych w pochodne;j 26 za pomoca
(Boc),0 (piroweglanu di-tert-butoksykarbonylu), usunigcie zabezpieczen para-me-
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toksybenzylowych na drodze katalitycznego uwodornienia oraz estryfikacje otrzy-
manego diolu 28 za pomocg chlorku mesylu.

NH, NHBoc
OBMP Boc,0, EiN, OBMP
PMBO ELO, 170 PMBO
NH, NHBoc
26 27
NHBoc NHBoc
H,, Pd/C, OH MsCl EtN, OMs
EtOH, 1,5h HO CH,Cl,, 8h MsO
NHBoc NHBoc
28 29
Schemat 23
Scheme 23

W omawianej metodzie produkt koncowy (R,R)-2,2’-bis(t-butoksykarbonylo)-
2,2’-bipirolidyne 14 uzyskuje sie w wyniku reakcji cyklizacji zwigzku 29 pod wply-
wem wodorku sodu (Schemat 24).

NHBoc

OMs NaH. DMF, \
MsO 2h N
N N
NHBoc Boc Boc
29 14
Schemat 24
Scheme 24

Drugi z izomeréw 2,2’-bipirolidy - (S,5)-2,2’-14 mozna otrzymac¢ w wyniku
analogicznej syntezy, z tym, ze w reakcji przeksztalcenia alkenu 22 w diol 23 (Sche-
mat 20) nalezy zamiast ADmix « uzy¢ jego odmiane f. Wykorzystujac opisywang
procedure [20] otrzymuje si¢ (R,R)-2,2-bis(t-butoksykarbonylo)-2,2-bipirolidyne
14 z 62% wydajnoscig, podczas gdy (S,S)-2,2’-14 z wydajnoscia siegajaca 76%.

1.7. SYNTEZA OPTYCZNIE CZYNNE] 2,2>-BIPIROLIDYNY W POSTACI POCHODNE]
N,N*-BIS-A-PIKOLINOWE] Z WYKORZYSTANIEM BROMKU
3-[(1-ETOKSY)ETOKSY|PROPYLOMAGNEZOWEGO

W 2010 roku Xiao-Nan Song i Zhu-Jun Yao opublikowali kolejng metode
syntezy optycznie czynnej pochodnej 2,2’-bipirolidyny [21]. Ich pomyst jest ulep-
szeniem pierwszej znanej metody syntezy chiralnej aminy 1 [17] i opiera si¢ na
wykorzystaniu jako substratu wyj$ciowego zwigzku zawierajacego jeden pierscien
pirolidyny - N-butoksykarbonylo-(S)-2-pirolidynometanolu [21].
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W pierwszym etapie syntezy, analogicznie do strategii opisanej
w podpunkcie 1.1, otrzymuje si¢ odpowiedni aldehyd na drodze utleniana
Swerna (Schemat 25) [21].

Cl. O

OH P O

o m

N DMSO, EtN,  “N° H
Boc DCM, 1h, 94% Boc

30 31

Schemat 25
Scheme 25

Kondensacja zwigzku 31 z (S)-N-tert-butylosulfinamidem w obecnosci
Ti(OEt), prowadzi do otrzymania sulfiniminy 32, ktorg nastepnie przeprowadza si¢
w pochodne diastereomeryczne 33a oraz 33b w wyniku dzialania bromku 3-[(1-
etoksy)etoksy]propylo-magnezowego. Zwiazki te otrzymuje si¢ w stosunku 33a :
33b = 31,8 : 1 (Schemat 26) i nie da si¢ ich rozdzieli¢ na drodze chromatografii.
Ta samg reakcj¢ mozna réwniez przeprowadzi¢ z (R)-N-tert-butylosulfinamidem,
otrzymujac odpowiednie diastereoizomery w stosunku 8,1:1.

mo >l ®_< DCM, BrMg(CH,),OEE
T1(OEt)4 THF, THF, -48°C

I\{ H 0°C~=>rt, 11h \
Boc Boc
31 32
/ /
HN—S HN—S
2/ + S 2/
N N
\ \
oc Boc
EEO EEO
33a 33b
Schemat 26
Scheme 26

W nastepnym etapie omawianej metody rozszczepia si¢ pochodne eterowe 33a
i 33b za pomoca p-toluenosulfonianu pirydyny w propanolu otrzymujac izomery
34ai 34b z 94% wydajnoscia (Schemat 27).
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Scheme 27

Wewnatrzczasteczkowy cyklizacje realizuje si¢ dzialajac na wyizolowany z mie-
szaniny diastereoizomer 34a chlorkiem kwasu metanosulfonowego i nastgpujacej
w skutek dodatku silnej zasady - t-butanolanu potasu — wewnatrzczasteczkowej
substytucji nukleofilowej. Produkt koficowy otrzymuje sie ze zwigzku 35, przepro-
wadzajac kolejno usuniecie grup ochronnych z atomoéw azotu kwasem solnym
i nastepnie reakcje z chlorowodorkiem 2-pikoliny. Sumaryczna wydajnos¢ tych
etapow siega 86% (Schemat 28). Natomiast wydajno$¢ catkowita otrzymywania
(5,5)-PDP - 36 wynosi 39%. Autorom nie udalo si¢ jednak wyizolowa¢ optycz-
nie czynnej (S,S)-bipirolidyny. Proby otrzymania aminy wicynalnej bez podstaw-
nikéw na atomach azotu postepujac wedtug opisywanej procedury prowadza
do otrzymania zwigzku mezo [21].

0 ){ &
// 1.MsCl, EN, \ 1. 4M HCI, rt, 4h,
HN—S, DCM. 15 min O—{Ij dioksan : metanol (1:1) O_/j
> > : > A
N 2. +-BuOK, N 2. chlorowodorek 2-pikoliny N //N
Boc THF, 30 min Boc NaOH, H,0, CH,Cl, rt, 18h
N= / N\
HO \ Vi /
34a 35 36
Schemat 28
Scheme 28
PODSUMOWANIE

Zbiorcze zestawienie znanych i opisanych dotychczas metod syntezy optycz-
nie czynnej 2,2 -bipirolidyny wskazuje jak trudnym i pracochtonnym zadaniem jest
otrzymywanie zwigzkow w ich optycznie czystej formie. Demonstruje ono réwniez,
ze synteza zwigzku o tak prostej budowie jak 2,2’-bipirolidyna moze by¢ bardziej
ktopotliwa i czasochtonna niz otrzymanie produktu o znacznie bardziej wyrafino-
wanej strukturze.
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W przypadku przedstawionych metod syntezy aminy 1 wykorzystuja-
cych achiralne substraty (rozdzial 1.2 oraz 1.5) wyraznie wida¢, ze rozdzialy
uzyskanych mieszanin racemicznych i form mezo 1 na czyste enancjomery s3
bardziej skomplikowane niz same etapy ich otrzymywania. Natomiast pozo-
stale przytoczone w niniejszym opracowaniu procedury bazujace na syntezie
stereoselektywnej sa wieloetapowe i/lub wykorzystuja drogie, skomplikowane
odczynniki na przyklad ADmix. W tym kontekscie optymalng procedurg uzy-
skiwania optycznie czynnej aminy 1 wydaje si¢ by¢ $ciezka zaproponowana
przez Alexakisa (rozdzial 1.4), w ktdrej jeden z enancjomerdw zwigzku 1 otrzymy-
wany jest tylko w 5 etapach z umiarkowang wydajnoscia catkowita siegajaca 56%.

Mimo to, nie ustaja prace badawcze dotyczace poszukiwania atrakcyjniejszej
strategii uzyskiwania optycznie czynnej 2,2’-bipirolidyny, ktére argumentowane sg
jej rosngcym wykorzystaniem w syntezie chemicznej [12, 14, 42, 43].
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ABSTRACT

1,I’-Binaphthyl and its derivatives represent a particular class of chemical mole-
cules which chirality results from the restricted rotation about single bond of the
two naphthalene rings. This generates the chirality axis. Therefore 1,1’-binaphthyl
derivatives exist as two enantiomeric forms called atropoisomers. Moreover, 1,1’-
binaphthyls with substituents at 2,2’ position exhibit higher rotational barriers
around the 1,1’-axis, which affect a very stable chiral configuration. The classical
examples of such molecules is 2,2-dihydroxy-1,1’-binaphthyl (BINOL), which has
become one of the most utilized chiral ligand and auxiliary for diverse asymmetric
syntheses. The unchallenged success of BINOL and its derivatives in the field of
transition metal-catalyzed asymmetric reactions or C-C bond forming reactions
promoted worldwide an advancement of organic synthesis. The first synthesis
of BINOL as racemate was described in 1873. Since then there have been found
numerous efficient methods of racemic or enantiomerically pure BINOL prepara-
tion and its derivatization. In order to present a brief overview of the most conve-
nient and facile routes to obtain racemic and nonracemic symmetrically substituted
1,1’-binaphthyls based on stoichiometric and catalytic oxidative coupling, classical
optical resolution, kinetic enzymatic resolution of racemic mixture or regioselective
modification of the binaphthol scaffold the following article is presented.

Keywords: BINOL, atropoisomers, oxidative coupling, optical resolution, enantiose-
lective synthesis, chiral ligands

Stowa kluczowe: BINOL, atropoizomery, utleniajace sprzeganie, enancjoselektywna
synteza, chiralne ligandy
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WPROWADZENIE

1,1’-Binaftyl i jego pochodne reprezentuja klase zwigzkdow, ktérych chiralnos¢
wynika z zahamowanej rotacji wokdt pojedynczego wigzania taczacego pierscienie
naftalenowe. Ten typ izomerii optycznej nazywamy chiralno$cig osiowa. Wykorzy-
stanie obliczen mechaniki molekularnej [1-4] oraz metod pdtempirycznych [5]
pozwolito na przeprowadzanie badan nad trwalo$cia konfiguracyjng izomeréw
optycznych 1,1-binaftylu oraz jego podstawionych pochodnych.

Bariera rotacji wokot pojedynczego wigzania niepodstawionego 1,1’-binaftylu
w benzenie wynosi 23,5 kcal/mol, jest dostatecznie wysoka, aby umozliwi¢ wyizo-
lowanie optycznie czynnych izomerdéw binaftalenu w temperaturze pokojowej.
Poléwkowy czas racemizacji enancjomerdéw 1,1’-binaftylu w temperaturze 50°C
w dimetyloformamidzie jest réwny 14,5 min., natomiast racemizacja stopionego
1,I’-binaftylu w temperaturze 180°C nastepuje w kilka sekund. Wprowadzenie
podstawnikéw w pozycjach 2,2’-binaftylu powoduje znaczne spowolnienie procesu
racemizacji. Wysoka bariera energetyczna reakcji racemizacji optycznie czynnych
izomerow 2,2’-dijodo-1,1"-binaftylu wynosi juz 46 kcal/mol, co $wiadczy o silnie
zahamowanej rotacji wokdt wigzania pojedynczego.

Optycznie czynne enancjomery 2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylu (BINOL-u)
ulegaja racemizacji w 195°C w naftalenie z poléwkowym czasem réwnym 270
min., a obliczona bariera energetyczna racemizacji w tych warunkach wynosi
37 kcal mol [6]. Natomiast ani kwas (S)-1,1’-binaftylo-2,2’-dikarboksylowy [7] ani
(R)-2,2’-dimetylo-1,1-binaftyl [8] nie racemizuja w czasie nawet 40 h w temperatu-
rach odpowiednio 175 i 240°C.

Enancjomeryczne uktady binaftylowe przyjmuja jedna z dwoch mozliwych
konformacji: cisoidalng lub transoidalna w zaleznosci od kata dwusciennego mig-
dzy pierscieniami naftalenowymi. Jezeli kat dwuscienny migdzy pierscieniami
wynosi mniej niz 90°, wowczas struktura przybiera konformacje (S)-cisoidalna,
natomiast dla wigkszych od 90° — (S)-transoidalng (Schemat 1). Optycznie czynny
izomer 1,1°-binaftylu w formie krystalicznej istnieje w konformacji transoidalnej,
na co wskazuje oznaczony rentgenograficzne kat dwuscienny rowny 103° [9], ale
juz jego racemiczna forma wykazuje konformacjeg cisoidalng («£ 68°). Konformacja
cisoidalna preferowana jest dla tych 2,2’-podstawionych pochodnych binaftylo-
wych, ktorych podstawniki G sa matych rozmiaréw lub sa zdolne do tworzenia
migdzyczasteczkowych stabych wigzan wodorowych (G = OH, OCO,H, NH,,
OCH,, CH,). Dla podstawnikoéw o duzych rozmiarach (G= CH,Br lub CHBr,) war-
tosci kata dwusciennego wzrastaja, wymuszajac tym samym transoidalne utozenie
szkieletu binaftylowego.
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konformacia
konformacia (S)-ransoidaina
(S)-ciscidaina

Schemat 1. Konformacje ukladéw binaftylowych
Scheme 1. Conformations of 1,1’-binaphthyl systems

Pierwsze propozycje dotyczace przypisania konfiguracji absolutnej chiralnych
zwigzkéw binaftylowych pochodza z pracy Mislowa opublikowanej w 1958 roku
[10]. ZaloZenia te byty oparte o analiz¢ stereochemicznych konsekwencji wybranych
reakcji w tym redukcje Meerweina-Ponndorfa-Verley’a, a takze badania wlasnosci
optycznych i analizy termiczne optycznie czynnych modeli. Rentgenograficzna ana-
liza strukturalna przeprowadzona dziesi¢¢ lat pdzniej umozliwita doktadne ustale-
nie geometrii i konfiguracji zwigzkéw binaftylowych [11].

Ze wzgledu na wysoka trwato$¢ konfiguracyjng enancjomeréw 2,2’-podsta-
wionych uktadéw 1,1’-binaftylowych, zwiazki te zaliczaja si¢ grupy najczesciej sto-
sowanych chiralnych substancji pomocniczych zaréwno w stechiometrycznych, jaki
katalitycznych reakcjach syntezy asymetrycznej. Intensywne badania Crama nad
otrzymaniem makrocyklicznych ukladéw ,.eterowo-binaftylowych” przyczynily sie
do odkrycia i upowszechnienia ich zdolnoséci do selektywnego kompleksowania
opartego na tworzeniu ukladéw typu ,,gos¢-gospodarz” W 1987 roku za wklad
w rozwo6j chemii supramolekularnej Cram zostal uhonorowny Nagroda Nobla.
Pochodne bi-2-naftolu ze wzgledu na przestrzenne preferencje do ,wybidrczego”
tworzenia kompleksow inkluzyjnych stwarzaja mozliwo$¢ zastosowania ich do roz-
dzialu mieszanin racemicznych.

Wiréd pochodnych biarylowych najwiekszym zainteresowaniem cieszg si¢ 2,2’-
dipodstawione uklady 1,1’-binaftylu min. BINOL, BINAP, BINAM, NOBIN, ktore
pelnig role optycznie czynnych ligandéw czy substancji pomocniczych w syntezie
organicznej. Chiralne kompleksy metali przejSciowych zawierajace ligand 2,2>-bis
(difenylofosfino)-1,1’-binaftylowy (BINAP) okazaly si¢ niezwykle uzytecznymi kata-
lizatorami w reakcji asymetrycznego uwodornienia [12]. Fosfinowe kompleksy rodu
zastosowane w katalitycznej reakcji uwodornienia enamidéw dostarczajg dogodne;j
metody otrzymywania optycznie czynnych a-aminokwaséw. Rutenowe zwigzki
koordynacyjne s skutecznymi katalizatorami w enancjoselektywnym uwodornieniu
réznych funkcjonalizowanych alkenéw [13], m.in. w syntezie (S)-Naproksenu [14],
powszechnie dzi§ stosowanego niesteroidowego leku przeciwzapalnego. Zaréwno
2,2’-diamino-1,1’-binaftyl (BINAM) czy 2-amino-2’-hydroksy-1,1’-binaftyl (NOBIN)
jako przyktady amin czy aminoalkoholi o chiralnosci osiowej sg cennymi mate-
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rialami wyjSciowymi wciaz intensywnie wykorzystywanymi w konstruowaniu
nowych ligandow w asymetrycznej katalizie.

Najczesdciej stosowanym chiralnym reagentem jest 2,2’-dihydroxy-1,1’-binaftyl
(BINOL). W literaturze chemicznej nazywany jest rowniez 1,1’-bi-2-naftolem, 1,1’-
binaftaleno-2,2’-diolem, 1,1’-binaftylo-2,2’-diolem, 2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftale-
nem. Jest to bezbarwny krysztat o temperaturze topnienia 214-217°C dla miesza-
niny racemicznej i 208-210°C dla optycznie czystych enancjomerdéw, rozpuszczalny
w wigkszosci typowych rozpuszczalnikéw organicznych, odporny na dzialanie
wysokich temperaturach, stad tez jego liczne zastosowanie w reakcjach zacho-
dzacych w réznych warunkach eksperymentalnych. Ulega cze$ciowej racemizacji
w $rodowisku kwasnym lub zasadowym w wysokich temperaturach [15].

1. SYNTEZY BINOL-U ORAZ JEGO POCHODNYCH W FORMIE
RACEMICZNE]

Po raz pierwszy BINOL zostal otrzymany w reakcji utleniajacego sprzega-
nia B-naftolu z uzyciem FeCl, przez Dianina, ktory zaprezentowatl swoje wyniki
badan podczas zjazdu rosyjskich chemikéw w Kazaniu w 1873 roku. Wyniki badan
Dianina zostaty upublicznione przez von Richtera w Chemische Berichte [16]
jako fragment jego sprawozdania z konferencji w Kazaniu. Stad tez wspotczesnie
w niektorych doniesieniach pierwsza synteza BINOL-u mylnie przypisywana jest
von Richterowi. W 1926 roku pojawita si¢ praca Pummerera [17] dotyczaca syn-
tezy mieszaniny racemicznej BINOL-u w reakcji homosprzegania dwoch czaste-
czek B-naftolu z udziatem FeCl, zawierajaca dokladna charakterystykg otrzyma-
nego produktu. Od tamtego czasu do syntezy BINOL-u w reakcjach utleniajacego
sprze¢gania zastosowano z powodzeniem sole lub kompleksy roznych metali takich
jak: FeCl, [17-20], K,Fe(CN), [21, 22], Mn(acac), [23, 24], kompleksy Cu(II)
z aminami [25-27], TiCl, [28] czy kompleksy Ru(III) [29].

Rodnikowy mechanizm utleniajgcego sprzegania 2-naftolu w obecnosci ste-
chiometrycznych ilosci chlorku zelaza(III) zaproponowany zostat przez Tode [18]
i Dinga [30]. W tworzeniu si¢ jednej czasteczki bi-2-naftolu uczestniczy jeden mol
Fe¥. W procesie jednoelektronowego utlenienia ff-naftolu z Fe’* generowany jest
rodnik naftoksylowy. Nastepnie rodnik ten ulega sprzeganiu z obojetng czasteczka
B-naftolu, generujac rodnik karbinylowy z nowo utworzonym wigzaniem C-C.
W kolejnym etapie zachodzi eliminacja H', ktéry zostaje utleniony za pomocg O,
obecnego w powietrzu, nastepuje odtaczenie protonu, wskutek czego produkt odzyskuje
aromatycznos$¢ (Schemat 2).
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Schemat 2. Mechanizm rodnikowego oksydacyjnego sprzegania B-naftolu z uzyciem stechiometrycznych
ilodci soli Fe** [30]

Scheme 2. Radical mechanism of oxidative coupling of p-naphthol with the stoichiometric amounts of Fe’
salt

W 2000 roku Doussot [28] otrzymat 2,2°-dihydroksy-1,1-binaftyl oraz
4,4’-dihydroksy-1,1-binaftyl i ich pochodne jako mieszaniny racemiczne w wyniku
homosprzegania za pomoca TiCl, w nitrometanie (Schemat 3). TiCl, jako staby
kwas Lewisa, zastosowany w ilosci stechiometrycznej, pehit rolg w tym przypadku
wydajnego $rodka utleniajacego w procesie dimeryzacji.

O R R
R’ R R' R OEt H
TiCl, (1-2 mole) OO OMe H

OMe OMe

lub MeNO, Et H
(55—95%

)
9% VeV

Schemat 3. Symetryczne utleniajgce sprzeganie pochodnych naftalenowych z uzyciem TiCl,
Scheme 3. Symmetric oxidative coupling reactions of 2-naphthol derivatives with the use of TiCl,

R2 = OEt, OMe, OH, Me
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Ciekawe rezultaty uzyskata w 2009 roku grupa badawcza z Iranu, ktéra opra-
cowala metode sprzegania pochodnych naftalenu w wodzie z udzialem réwnomo-
lowych iloéci wodorosiarczanu zelaza(III) lub alternatywnie stosujac Fe(HSO,),
w formie zawieszonej na zelu krzemionkowym bez uzycia rozpuszczalnika w tem-
peraturze 90°C [31]. Wydajnosci reakeji wynosily odpowiednio 92 i 91%. Niedro-
gie, ekologiczne reagenty i wysoka wydajnos¢ niewatpliwie stanowig o zaletach tej
procedury.

Na uznanie przez wzglad na swa eksperymentalng prostote zastuguje niedawno
opisana metoda utleniajgcego sprzegania pochodnych naftalenu za pomocg MnO,
w obecnosci nadmiaru kwasu trifluorooctowego lub metanosulfonowego [32].
Reakcja symetrycznego sprzegania pochodnych 2-naftolu prowadzita do otrzyma-
nia produktéw biarylowych z wydajnosciami 52-73% (Schemat 4).

R' R?
R1 R2 1 eq Mn02’ OO OH
TFA lub MsOH
OH
OH CH,Cl,, temp.pok. OO
R1

R2
Substrat kwas W [%]
R'=H, R?=H TFA (MsOH) 56 (73) konwersja
R'=Br, R2=H TFA (MsOH) 52 (64) 100%
R'=H, R>=COOMe TFA 55

Schemat 4.  Utleniajgce sprzeganie pochodnych f-naftolu z uzyciem MnO,
Scheme 4. Oxidative coupling of f-naphthol derivatives induced by MnO,

Jedna z najpraktyczniejszych metod syntezy mieszaniny racemicznej bi-2-
naftolu i jego pochodnych opracowat w 1994 Nakajima [33], wykorzystujac kata-
lityczne ilosci kompleksu CuClI-TMEDA (1% mol). Wydajnosci reakcji osiagaty
az 99%. A w 1999 roku [34] zmodyfikowal metode syntezy BINOL-u oraz jego
bis-podstawionych pochodnych poprzez zastosowanie diaminowego kompleksu
zasadowego chlorku miedzi w iloéci katalitycznej. Wydajnosci reakeji utleniajgcego
sprzegania wynosity 77-96% (Schemat 5).
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R2

B: Cu(OH)CI-TMEDA (1%mol)

R®  A:CuCl-TMEDA (1%mol)
R! OO OH O, lub powietrze, CH,Cl,

R2

R3

R 'i 'i OH
R OH
L

R2
Metoda R R’ R Wyd.[%]
O,/powietrze

A H H H 90/96

A H H Me 92/96

A MeO H H 96/95

A H H COOH 99

A 9-fenantrol 79/77

B H H H 92

B H H Me 95

B H H OMe 96

B OMe H H 95

B H H COOH 90

B H -(CH=CH),- 77

Schemat 5. Katalityczne utleniajace sprzeganie pochodnych 2-naftolu z uzyciem komplekséw miedzi(I) i (II)
Scheme 5. Catalytic oxidative coupling of 2-naphthol derivatives in the presence of Cu(I) and Cu(II)
complexes

Enev i Mohr [35] zastosowali procedure Nakajimy w syntezie bis-steroidowej
pochodnej BINOL-u 3. Warto zaznaczy¢, ze w przypadku dimeryzacji dezoksy-
ekwileniny 2 kompleks miedzi z tetrametylenodiaming byl efektywnym reagentem
sprzegajacym, natomiast zastosowanie FeCl, wedlug procedury Pummerera [17]
zakonczyto si¢ niepowodzeniem (Schemat 6).
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NH2NH2' Hzo, (HOCH2CH2)2O

’ NaOH ’
Cr b

HO HO

2
o/r | CU(OH)CITMEDA (2%mol)
(96%) | CH,Cl,, O,

3 =
Schemat 6. Katalityczne utleniajace sprzeganie dezoksy-ekwileniny z udzialem kompleksu miedzi(II) i tetra-
metylenodiaminy
Scheme 6. Catalytic oxidative coupling of desoxy-equilenine involving Cu(II) and tetramethylenediamine
complex

Rok pdzniej Enev [36] zastosowal otrzymang bis-steroidowg pochodng BINOL-u 3
jako ligand w kompleksie tytanowym, ktory okazat si¢ efektywnym kwasem Lewisa
w enancjoselektywnej cyklizacji Torgova. Gléwnym produktem cyklizacji byt estron
o konfiguracji (S) i nadmiarze enancjomerycznym réwnym 70%. Wplyw indukcji
asymetrycznej innych badanych ligandéw byl duzo stabszy, np. w przypadku nie-
podstawionego BINOL-u enancjoselektywno$¢ cyklizacji wynosita do 47% ee dla
(S)-estronu (Schemat 7).

0 0o 0

. CngiZBF“ ’
| BF, +
o} rozpuszczalnik O‘ OH O‘
MeO MeO
, ‘ (S

MeO gtéwny

Schemat 7.  Zastosowanie steroidowej pochodnej BINOL-u w asymetrycznej cyklizacji Torgova
Scheme 7. Application of bis-steroidal BINOL derivative in catalytic asymmetric Torgov cyclization
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Ta sama steroidowa pochodna BINOL-u wykorzystana zostala przez Bolma
i Dabarda jako chiralna substancja pomocnicza w asymetrycznym utlenianiu sulfi-
dow do sulfotlenkéw [37].

Efektywna metode katalitycznego sprzegania z uzyciem heterogenicznych kata-
lizatoréw zelazowych opisal w 2006 roku hinduski chemik Bhor [38]. Zastosowat
on sproszkowane mineraly glinokrzemianowe takie jak montmorylonit lub bento-
nit, w ktdrych skladzie znajduje sie¢ tlenek zelaza(III), petnigcy funkcje aktywnego
reagenta sprzegajacego. Heterogeniczne state katalizatory przed uzyciem do syntezy
bi-2-naftolu, nasycane byly odpowiednio roztworami soli Zelaza(III) i nastepnie
aktywowane w temperaturze 120 i 550°C. Taka aktywacja prowadzita do bardzo
wysokich konwersji substratu w odréznieniu do eksperymentéw, w ktérych uzyto
handlowe skatki montmorylonitu K10 i bentonitu. Dla tych reakcji wydajnosci
wynosily odpowiednio 10% i 8%. W reakcji katalitycznego utleniajacego sprzega-
nia -naftolu konieczny byt dodatek silniejszego odczynnika utleniajacego. Najbar-
dziej efektywnym okazat sie wodoronadtlenek fert-butylowy. Jego dzialanie zostato
wyjasnione w zaproponowanym przez autoréw mechanizmie reakcji (Schemat 8).
Kluczowym etapem katalitycznego sprzegania jest regeneracja jonéw Fe’* w wyniku
utlenienia jonéw Fe** za pomoca rodnika tert-butoksylowego, ktéra umozliwia kon-
tynuowanie rodnikowej dimeryzacji f-naftolu. Wyjasnienie takiego przebiegu reak-
cji dowodzi, ze katalityczne ilo$ci zwiazkéw metali sg wystarczajace.

O‘ N O

f— + OH O

2 “lOO @— Fe?* 5 + — X OH
OH H OH  ome OH

2 0'-OH 2%0‘ + 2°0H

B ©
e 5

© .
2 %0 + 2'0H 2%0H + H0 + 120,

Schemat 8. Mechanizm katalitycznego oksydacyjnego sprzegania biaryli zaproponowany przez Bhora
Scheme 8. Mechanism of catalytic oxidative coupling of 2-naphthol units proposed by Bhor
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2. SYNTEZA OPTYCZNIE CZYNNEGO BINOL-U I JEGO POCHODNYCH

2.1. ASYMETRYCZNE SPRZEGANIE 3-NAFTOLU I POCHODNYCH

2.1.1. Zwigzki miedzi

Pierwsza asymetryczna synteza optyczne czynnych izomeréw BINOL-u opra-
cowana zostala przez Wynberga [26]. Oparta jest na reakcji sprzegania w obecnosci
chiralnego kompleksu miedzi(II) z (S)-a-fenyloetyloaming (1:1). Zgodnie z tg pro-
cedurg otrzymany zostal (S)-BINOL z wydajnoscig 62% i niskim nadmiarem enan-
cjomerycznym réwnym 3%. W 1983 roku Brussee wykorzystal (S)-(+)-amfetamine
jako ligand w kompleksie z azotanem miedzi(II) utworzonym in situ. Enancjoselek-
tywnos¢ reakcji wzrosla az do 96%, kiedy uzyto 8 ekwiwalentéw molowych chiralnej

aminy (Schemat 9) [39, 40].
y
Cu(NO3),3H,0 OO
OH 3/2 2
OO amina OH
MeOH, temp. pok., 20h

(S)-1
Amina Wydajno$¢ [%] ee [%] Lit.

NH,
1 “IH 62 3 38]

Me

NH,
2 o 98 96 [39, 40]
Me

Schemat 9.  Asymetryczne utleniajace sprzeganie $-naftolu za pomoca chiralnych komplekséw miedzi(IT)
Scheme 9.  Asymmetric oxidative coupling of S-naphthol units induced by copper complexes with chiral
amines

Reakcje asymetrycznego sprzegania f3-naftolu opisali rdwniez Kocovsky i Smr-
cina w 1992 roku. W obecnosci stechiometrycznych ilosci kompleksu miedzi(II)
z (-)-sparteing reakcja sprzegania dostarczyta BINOL-u o konfiguracji (R) ze 100%
nadmiarem enancjomerycznym, ale z niska wydajnoscia chemiczng (14%) [41].
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Rok podzniej ci sami autorzy przedstawili pierwszy przyklad katalitycznej
wersji reakcji asymetrycznego utleniajacego sprzegania 2-naftolu w obecnosci
10%-molowych CuCl,, (-)-sparteiny oraz AgCl jako odczynnika utleniajgcego.
(R)-BINOL otrzymany zostal z 3%-owym nadmiarem enancjomerycznym i wydaj-
nos$cig chemiczng 70% [42].

Nakajima zastosowal inny chiralny kompleks otrzymany z chlorku miedzi(I)
i diaminowych pochodnych (S)-proliny. Enancjoselektywnos$¢ reakeji sprzegania
B-naftolu w obecnosci chiralnego kompleksu wynosita tylko 17%, natomiast w przy-
padku bi-2-naftoli funkcjonalizowanych podstawnikami elektronoakceptorowymi
zaobserwowano lepszg indukcje asymetryczng [43]. Kolejne reakcje utleniajacego
sprzegania naftolu i jego pochodnych przeprowadzil Kozlowski [44], badajac wpltyw
(§,S)-diaza-cis-dekaliny na stereochemie reakcji. W wyniku sprzegania f3-naftolu
w obecnosci chiralnego kompleksu miedzi(I) otrzymany zostal BINOL o konfigu-
racji (R) z 17% ee. Dla podstawionych pochodnych binaftylowych zastosowanie
chiralnej diaminy okazalo si¢ znacznie efektywniejsze (ee do 95%) (Schemat 11).
Wyniki badan nad katalityczng wersja enancjoselektywnego utleniajacego sprzega-
nia 3-naftolu z udziatem komplekséw miedzi(I) i (II) z chiralnymi aminami zebrane
sg w Tabeli 1.

R
R kompleks Cu-chiralna amina OO oH
> O

R

(R)- lub (S)-

Schemat 11.  Asymetryczne sprzeganie pochodnych binaftolowych katalizowane kompleksami miedzi i chiral-
nych diamin
Scheme 11.  Asymmetric coupling of f-naphthol derivatives catalyzed by copper complexes with chiral diami-

nes [44]
Tabela 1. Poréwnanie efektywnosci chiralnych amin w asymetrycznej reakcji utleniajacego sprzegania
Table 1. Comparison of effectiveness of chiral amines in asymmetric oxidative coupling
L . L Wydajnosé ee Konfiguracja gt.
Sole miedzi Chiralna diamina R (%] (%] produktu Ref.
CuCL/AgCl N H 70 3 (R) [42]
A/ A8 N
CuCl N H 89 17 (S) [43]
I
N~
H pn’ Et
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Sole miedzi Chiralna diamina R WY?ZZ?Oéé [i/:] Kor;)fri(g)z:ll(ci? g Ref.
CuCl Q\ Me 93 12 () [43]
I
N~
H PH Et
Cucl Q\ COOMe 85 78 ) [43]
I
N~
H PR Et
CuCl <—N—>\ COOFt 77 73 ) [43]
I
N~
H Ph Et
CuCl Q\ COOt-Bu 69 58 ) [43]
I
N~
H PH Et
H
N
CuCl H 80 13 R) [44]
N
H
H
N
CuCl OBn 77 38 (R) (44]
N
H
H
N
Cul COOBn 79 90 (R) [44]
N
H
H
N 91-
Cul COOMe 85 0 R) [44]
N
H

Badania nad wykorzystaniem komplekséw miedzi(II) z chiralnymi zasadami
Schiffa lub diaming (4-6) jako katalizatoréw w asymetrycznym sprzeganiu 3-naftolu
przeprowadzit Gao w 2003 roku [45]. W obecnosci 10% molowych katalizatoréow
4-6 otrzymany zostal optycznie czynny (S)-BINOL z enancjoselektywnosciami

84-88% (Schemat 12).
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kompleks Cu(ll) 10% (4-6) OO OH
OH
oH 0,, CCly 0°C, kilka dni OO
(S)-BINOL
Q Ph  Ph
H A H ) H

o8

=N N= X N, N
bu/ Cu/ Cu/
tBu d o But tBu d o Bu-t Me d o Me
NS NS N
Ca_ Ca_ Cu_
=N “N= N ON: NN
H )Y H H H
O O it
4; ee=84% 5; ee=87% 6: e=88%

Schemat 12.  Asymetryczna synteza bi-2-naftolu z udzialem kompleksow bimetalicznych
Scheme 12.  Asymmetric synthesis of bi-2-naphthol with the use of bimetallic complexes

Kilkuetapowg asymetryczng synteze BINOL-u opublikowal Lipshutz w 1994
roku. Kluczowa przemiang stanowi w niej wewnatrzczasteczkowe sprzeganie zgene-
rowanego in situ cyjanomiedzioorganicznego produktu posredniego. Anion cyjano-
miedziowy potraktowany N-bromosykcynoimidem, a nastgpnie wodnym roztwo-
rem zasady potasowej ulegal przeksztatceniu w enancjomerycznie czysty (S)-BINOL

(Schemat 13) [46].
HO o, .
L S
OH o~ —0Bn Br OBnN

Br

9 ’
s O
© “">0Bn OH
NC-Cu )VOBn OO OH
o

(S)-1
ee = 100%; wyd. = 86%

2Lt

Schemat 13. Synteza optycznie czynnego BINOL-u
Scheme 13.  Synthesis of optically active BINOL
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2.1.2. Zwigzki wanadu

Na poczatku XXI stulecia réwnolegle dwie grupy badawcze z Taiwanu i Chin
opisaly nowa metode katalitycznego asymetrycznego sprzegania 2-naftolu z wyko-
rzystaniem chiralnych komplekséw wanadu(IV). Reakcje sprzegania f3-naftolu pro-
wadzone w tetrachlorku wegla w obecnoéci tlenu i katalitycznych ilosci wybranych
komplekséw wanadu dostarczaly optycznie czynnych enancjomeréw BINOL-u
z wysokimi wydajno$ciami chemicznymi oraz enancjoselektywnoscia do 90%
w zaleznoséci od natury zaprojektowanego chiralnego katalizatora (Schemat 14)
[47-52].

OH kat. 7-10, O, »,OH
lub
©oH ¢ O O OH
(-1

o]
O\\,/Q/O\Q/ f N
NN SN /N‘V'O
) 00 )\ O/V o N Y~
o/ o o)
0 s
o]

7,CCl,, 0°C 8, CCl, 9, CCl,, temp.pok. 10, CCly, temp.pok.
(R)-BINOL (R)-BINOL (S)-BINOL (R)-BINOL
wyd.=62%, ee=90% wyd.=95%, ee=83% wyd.=65%, ee=87%  Wyd.-=94%, ee=64%
Ref. [47] Ref. [48] 9, CCly, 40-45°C Ref.[50]
wyd.=99%, ee=84%
Ref.[49]

Schemat 14. Zastosowanie komplekséw wanadu(IV) do syntezy optycznie czynnego BINOL-u
Scheme 14.  Application of vanadium-based oxidants in the synthesis of optically active BINOL

2.1.3. Zwigzki rutenu

Zastosowanie komplekséw rutenowych jako katalizatoréw enancjoselektyw-
nego sprzegania 2-naftoli zapoczatkowal Ohkubo w 1993 roku [53]. Opisana przez
niego fotokatalityczna procedura wykorzystujaca acetyloacetonian kobaltu(III) jako
srodek utleniajacy dostarczyla izomeru (R)-BINOL-u z 16%-owym nadmiarem
enancjomerycznym.

W 2000 roku Katsuki opisal fotoaktywowang procedure enancjoselektywnego
utleniajacego sprzegania naftoli z udziatem salenowego kompleksu rutenu(II) 11,
w wyniku ktdrej otrzymany zostal (R)-BINOL z 65% nadmiarem enancjomerycz-
nym (Schemat 15) [54, 55].
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O
R kompleks (NO)Ru(ll) (11) OH
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4 R=OMe;  wyd.=73%; ee=33%;

R=COOMe; wyd.=slad.ilosci

R
oo
OS50

1

Schemat 15. Katalityczne asymetryczne sprzeganie z uzyciem rutenowgo kompleksu salenowego
Scheme 15.  Catalytic asymmetric coupling promoted by Ru(II)-salen complex

2.1.4. Zwiazki zelaza

W 2009 roku Katsuki opisal asymetryczng metode utleniajacego homosprzega-
nia 2-naftolu oraz jego pochodnych katalizowang chiralnymi kompleksami salano-
wymi zelaza(III) 12, 13 z udzialem tlenu z powietrza [56, 57]. W reakcji -naftolu
w toluenie w obecnosci 4% molowych katalizatora 13 w temperaturze 60°C w ciagu
72 h otrzymany zostal w przewadze (ee = 64%) enancjomer (R) 1,1’-bi-2-naftolu
(Schemat 16). Dla 3,3’-dipodstawionych pochodnych S-naftolu dobra enancjose-
lektywno$¢ reakcji (77-96% ee) umozliwito zastosowanie 1% molowego katalizatora
salanowego 12. Kompleksy zelaza zawierajace ligandy salenowe, ktdre sg struktu-
ralnymi analogami zwigzkow salanowych 12 i 13 nieoczekiwanie nie wykazywaly
aktywnodci katalitycznej badanych reakcji sprzegania w tych samych warunkach
reakcji.
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kat. 13 (4% mol)
OH toluen, 60°C, ~OH
powietrze, 72h

(R)-BINOL " 12;(aRR),R=Ph; T2
(ee = 64%; wyd. = 84%) 13; (aR,S), R=-(CH,)4-

Schemat 16. Salanowe kompleksy zelaza(III) wykorzystane w reakeji utleniajacego sprzeganiu
Scheme 16.  The use of Fe(IIT)-salan complexes in oxidative coupling reaction

2.1.5. Enzymy

Do biologicznie aktywnych katalizatoréw w reakcjach utleniajacego sprzegania
2-naftoli zaliczane sg enzymy z grupy peroksydaz. Do tej pory ukazaly si¢ donie-
sienia o zastosowaniu w asymetrycznych reakcjach sprzegania takich biokatalizato-
réw jak: peroksydaza chrzanowa (HRP) oraz kultury komérkowe herbaty chinskiej,
bedace zrédlem wysokoaktywnego enzymu. W 1997 roku Sridhar [58] opisat nowa-
torska reakcje enancjoselektywnego sprzegania 2-naftolu z uzyciem HRP i dodatku
5% H,0,, prowadzaca do (R)-1,1’-binaftylo-2,2’-diolu z wydajnoscig chemiczng
75% oraz nadmiarem enancjomerycznym 52%. Jednakze rozbiezne wyniki przed-
stawil rok pozniej Schreier [59], ktory na podstawie swoich badan nad dimeryzacjg
2-naftolu katalizowang tym samym enzymem, wykazal, ze HRP jest efektywnym
katalizatorem, ale niestereoselektywnym dla syntezy biaryli (BINOL: wydajno$¢ 35%,
ee<5%). Synteze optycznie czynnego 1,1-binaftylo-2,2’-diolu oparta na utleniaja-
cym sprzeganiu katalizowanym kulturami komdérkowymi herbaty chinskiej Camel-
lia sinensis z udziatem nadtlenku wodoru opisal Takemoto w 2002 roku. Metoda
dostarczala optycznie czynnego izomeru BINOL-u o konfiguracji R z wydajnoscig
optyczng 59% i chemiczng tylko do 47% [60,61].

2.2 METODY ROZDZIALU MIESZANINY RACEMICZNE] BINOL-U

Znaczny postep w badaniach nad rozdziatem mieszaniny racemicznej BINOL-u
jest wynikiem poszukiwan alternatywnych i tanszych metod pozyskiwania optycznie
czynnych zwigzkow binaftylowych. Do rozdzialu mieszaniny racemicznej BINOL-u
z powodzeniem zastosowano zaréwno metody chemiczne jak i biologiczne. Pro-
cedure izolacji enancjomeréw BINOL-u na drodze enzymatycznej hydrolizy estru
binaftylowego kwasu walerianowego z uzyciem esterazy cholesterolowej (CE) opra-
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cowal w roku 1989 Kazlauskas [62]. Reakcja hydrolizy katalizowana CE okazala si¢
wysoce enancjoselektywna. Esteraza cholesterolowa jest jednak reagentem kosztow-
nym i trudno dostepnym. Dlatego tez Kazlauskas rozwazyl mozliwoé¢ zastosowa-
nia tanszego i komercyjnie dostepnego surowego wyciggu acetonowego z trzustki
wolowej (ang. pancreas acetone powder, PAP), w skladzie ktorego oprocz innych
enzymow trawiennych znajduje sie aktywna esteraza cholesterolowa. Taki surowy
enzym zastosowany zostal do rozdziatu enancjomeréw BINOL-u w skali 200 gra-
mowej wedlug procedury kinetycznego rozdzialu diestrow binaftylowych kwasu
pentanowego 14 (Schemat 17) [63].

Et3N Et,0 \ﬂ/\/\

Rac . -14
H20 PAP
krystallzaCJa
kryszta’r w toluenie
przesqcz
M MeONa/MeOH ! l OH
] _\\OH
(R)-(+)1
W= 66%, ee= 99,9% W=63%, ee=98,8%

Schemat 17. Kinetyczny enzymatyczny rozdziat estrow BINOL-u
Scheme 17.  Kinetic enzymatic resolution of BINOL esters

Enancjoselektywne transacylowanie katalizowane enzymami opisal Lin w 1993
roku. W tym przypadku transacylownie zachodzilo migdzy rac-1-indanolem
i rac-2,2’-dimasglanem 1,1’-binaftylowym, dostarczajac (S)-1-indanolu i maslanu
(R)-1-indanolowego oraz odpowiednio (S)-BINOL-u i nieprzereagowanego binafty-
lowego diestru w formie enancjomeru (R). Wérdd przebadanych enzymoéw najlepsze
wlasciwosci katalityczne oraz enancjoselektywno$¢ wykazywaly: lipaza z trzustki
wieprzowej, pankreatyna wieprzowa oraz esteraza cholesterolowa. Nadmiary enan-
cjomeryczne wyizolowanego (S)-BINOL-u wynosily 95-98% [64].

Cavazza opracowal metode enzymatycznego kinetycznego rozdzialu mieszaniny
racemicznej BINOL-u oparta na reakcji monometylowania z udzialem surowiczej
albuminy wolowej. W wyniku kinetycznego rozdziatu enzymatycznego otrzymany
zostal (R)-BINOL z 59% nadmiarem enancjomerycznym oraz (S) -2-metoksy-2’-
hydroksy-1,1"-bianftyl z ee = 41% [65].
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Sposrod wielu lipaz katalizujacych reakeje rozdzialu enzymatycznego na uwage
zastuguje lipaza Candida antarctica B (CALB), znana nie tylko ze swojej niezwyklej
trwalosci na wysoka temperature, ale i charakteryzujaca si¢ zdolnoscig do stereo-
specyficznego rozpoznawania enancjomerdw, dzigki rozréznieniu przestrzennej
konformacji grup acylowych. Jej katalityczna aktywno$¢ w enancjoselektywnej
hydrolizie monoacylowych pochodnych bi-2-naftolu 15a,b zaobserwowat japon-
ski badacz Aoyagi [66]. Wykazal réwniez, Ze na przebieg enzymatycznej hydrolizy
monoacetylo- i butyrylo-1,1’-bi-2-naftolu ma wplyw temperatura reakcji. W tem-
peraturach reakcji 60° lub 80°C enzym katalizowal hydrolize¢ estru dostarczajac
enancjomerycznego BINOL-u o konfiguracji (R) (Schemat 18).

DOW: O
O R ca OH
OH WOH *
T weoncewe (T
30 do 80 °C
-15 (R)-(+)-1
a; R=Me
b; R=n-Pr
BINOL (R) Monoester
Substrat Temp. [°C] Czas reakgji [h]
Wyd. [%] ee [%] Wyd. [%] ee [%]
15a 30 96 0 - Rac- 0
15a 60 96 35 28 65 14
15a 80 48 52 23 48 24
15b 30 96 0 - Rac- 0
15b 60 96 12 99 88 16
15b 80 72 43 91 57 65

Schemat 18.  Enzymatyczny rozdzial monoacylowych pochodnych 1,1’-binaftylo-2,2’-diolu za pomoca lipazy
CALB
Scheme 18.  Enzymatic resolution of monoacyl-BINOL derivatives by CALB-type lipase

Holland ze wspdtpracownikami opracowal reakcje enancjoselektywnego roz-
dzialu i desymetryzacji racemicznego BINOL-u katalizowana lipaza lipoproteinowa
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produkowana z Pseudomonas sp. i Pseudomonas fluorescens. W wyniku biokatalitycz-
nego monoacylowania mieszaniny racemicznej 1,1’-bi-2-naftolu octanem winylu
tylko jeden z enancjomerdw ulegat konwersji, dostarczajac tym samym odpowied-
nio octanu (R)-1,1’-binaftylu (ee = 96%) i nieprzereagowanego (S)-BINOL-u o nad-
miarze enancjomerycznym réwnym 55% [67].

Metoda chemicznego rozdzialu zwigzkéw racemicznych polega na reakcji
chemicznej enancjomeréw (R) i (S) z chiralng substancja pomocnicza, w wyniku
ktorej powstaje para diastereoizomerdw rozniacych sie wlasciwosciami fizycznymi.
Poprzez wykorzystanie tych réznic mozliwe jest ich rozdzielenie. Usuniecie frag-
mentu chiralnego pomocnika w wyizolowanych diastereoizomerach prowadzi do
otrzymania enancjomerycznych produktow.

Jedna z pierwszych metod chemicznego rozdzialu mieszaniny racemicznej
kwasu fosforowego otrzymanego z BINOL-u zaproponowal Jacques. Polegata ona
na utworzeniu diasteroizomerycznych soli kwasu fosforowego 16 i alkaloidu chi-
nowca. Diastereoizomeryczne produkty rozdzielono w wyniku krystalizacji z meta-
nolu, a nastepnie po zakwaszeniu przeksztalcono w enancjomery (R) i (S) kwasu
»binaftylofosforowego” Redukcja otrzymanych enancjomerycznych kwaséw za
pomoca glinowodorku litu prowadzita do uwolnienia (R)- i (S)-BINOL-u z nadmia-
rami enancjomerycznymi odpowiednio 96% i 90% (Schemat 19) [68,69].
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OO 1) POCI; Py OO O OH +)-cynchonina
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rozdm_a%,
(Rac) -1 (Rac) 16 hydroliza OO
‘0. _OH
oy’ -
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%‘4 “'OH
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Schemat 19. Rozdzial racemicznego BINOL-u poprzez diastereomeryczne sole alkaloidowe
Scheme 19.  Resolution of racemic BINOL via the formation of diasteromeric alkaloid salts

Poniewaz czysto$¢ optyczna enancjomeréw otrzymywanych metoda Jacquesa
wcigz byla daleka od satysfakcjonujacej, nie zaprzestano poszukiwan wydajniejszych



506 D. KRASOWSKA

metod rozdzialu chemicznego BINOL-u. Efektywng metod¢ rozdziatu bi-2-naftolu
opisali niezaleznie Hu [70] oraz De Lucchi [71]. Polegala ona na utworzeniu diaste-
romerycznych amidéw binaftylowych kwasu (tio)fosforowego z enancjomerycznie
czystej (S)-(-)-a-fenyloetyloaminy, ich rozdziale i redukcji za pomoca LiAlH, do
optycznie czystych izomeréw (R) i (S)-BINOLu.

W 1993 Brunnel zaproponowal metod¢ optycznego rozdzialu 1,1°-bi-2,2’-
naftolu poprzez tworzenie diastereoizomerow fosforynu 1,1’-binaftylowo-O-men-
tylowego. Pojedyncza krystalizacja z eteru dietylowego dostarczata calkowitego
rozdzialu izomerdow. Tak wyizolowane diasteromerycznie czyste fosforyny po utle-
nieniu perhydrolem ulegaly przeksztalceniu w estry kwasu fosforowego(V), kto-
rych redukcja za pomocg LiAlH, prowadzita do obu optycznie czynnych izomeréw
BINOL-u. Calkowita wydajnos¢ reakeji byta zadowalajaca, wynosita 85% dla izo-
meru o konfiguracji Ri 81% dla enancjomeru S (Schemat 20) [72].

OH Et3N mieszanina
OH dlasteremzomerow
™ e

1 / rystahzacx

O\ b
s

H202 (95%)
o:ﬁ © »,,
o}
(S)
LiAIH, l (85%) LiAIH, l (81%)
(RI-1 (SH1

Schemat 20. Rozdzial optyczny rac-BINOL-u za pomocg dichlorofosforynu O-(1R,2S,5R)-mentylowego jako
chiralnej substancji pomocniczej
Scheme 20.  Optical resolution of rac-BINOL using O-menthyl phosphorodichloridite as a chiral auxiliary
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Dwuetapowe procedury z wykorzystaniem terpenowych substancji pomoc-
niczych 17a-c takich jak: chloromréwczan mentylu [73], chlorkek 10-kamforo-
sulfonowy [74], chlorkek neomentyltioacetylowy [75] okazaly sie niezwykle wydaj-
nymi metodami rozdzialu optycznego mieszaniny rac-BINOL-u (Schemat 21).

chiralny chlorek acylowy
OH  |ub sulfonowy R-Cl, 17a-c ) )
mieszanina

OH . . -
EtN diastereoizomeréw

rozdziat
-1 / 80-95%\

OO oR OO oR
el SO
(R) (S

LiAIH, j LiAIH4j
(R)-1 (S-1
(100%ee) (100%ee)
\/ o} N
17a; R= —9’0 17b; R= 17¢;R=—C._S,_-
=50

Schemat 21. Rozdzialy mieszaniny racemicznej BINOL-u oparte na jego reakcji z optycznie czynnymi chlor-
kami kwasowymi
Scheme 21.  Resolution of rac-BINOL based on its reaction with optically active acid chlorides

Do rozdzialu BINOL-u i jego pochodnych z powodzeniem zastosowano
chiralne aminokwasy. Przykladem moze by¢ metoda rozdzialu mieszaniny race-
micznej BINOL-u poprzez tworzenie diastereomerycznych diestréw pochod-
nym aminokwaséw. Zgodnie z tym podej$ciem w wyniku kondensacji chiralnego
diolu z N-tert-butoksykarbonylo-tryptofanem za pomocg DCC otrzymane zostaly
odpowiednie diestry. Chromatograficzny rozdzial diastereoizomerdw, a nastepnie
hydroliza za pomocg metanolowego roztworu LiOH dostarcza optycznie czystych
izomeréw (R)- i (S)-BINOL-u z wysokimi wydajnosciami (odpowiednio 91 i 93%)
[76]. Podobna procedura zostala zastosowana do rozdzialu mieszaniny racemicznej
3,3’-dibenzyloksy-2,2’-dihydroky-1,1-binaftylu polegajacego na kondensacji chi-
ralnego diolu z N-tert-butoksykarbonylo-alaning. Otrzymane diastereomeryczne
diestry zostaly rozdzielone chromatograficznie. Hydroliza zasadowa wyizolowa-
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nych diestrow dostarczyla enancjomerdéw 3,3’-dibenzyloksy-2,2’-dihydroky-1,1’-
binaftylu z wysokimi wydajno$ciami i nadmiarami enancjomerycznym dla izomeru
(R) 94% ee, oraz (S)-izomeru >99% ee [77]. Zdolnos¢ do tworzenia inkluzyjnych
komplekséw BINOL-u z (S)-proling zaobserwowal Periasamy. Samorzutna krysta-
lizacja kompleksu w benzenie, jego rozdzial, ekstrakcja eterowa i chromatografia
prowadzity do uwolnienia (S)-BINOL-u z nadmiarem enancjomerycznym wyno-
szacym tylko 65%. Drugi enancjomer zostal wyizolowany réwniez z niska wydajno-
$cig optyczna (44% ee) [78].

Toda i wsp. w 1984 roku opublikowali wyniki badan nad optycznym rozdzia-
tem bi-2-naftolu z uzyciem optycznie czynnych sulfotlenkéw alkiloarylowych jako
chiralnych substancji pomocniczych. Zauwazyli oni, ze sulfotlenki tworza selek-
tywnie krystaliczne kompleksy w stosunku 1:1 z jednym enancjomerem BINOL-u,
ktére latwo mozna wyizolowaé. Struktura takiego kompleksu (R)-BINOL-u
z (R)-(+)-sulfotlenkiem m-tolilowo-metylowym zostala przez autoréw okreslona
metoda analizy rentgenograficznej [79]. Rozdzial optyczny BINOL-u wedlug tej
procedury prowadzit do wyizolowania enancjomeru R z 85% ee i 86%-owg wydaj-
noscig oraz optycznie czystego enancjomeru S z 83%-owa wydajnoscia [80].

Praktyczna procedura rozdzialu mieszaniny racemicznej BINOL-u poprzez
selektywna krystalizacj¢ z chlorkiem (8S,9R)-(-)-N-benzylocynchonidynowym
zostala oryginalnie opisana przez Tode [81,82] w 1993 roku i zmodyfikowana
przez Cai [83], Lin Pu (1995) [84] i Dinga (2000) [85]. Zastosowany chlorek
N-benzylocynchonidynowy wykazywat zdolnos¢ do tworzenia inkluzyjnych krysz-
talow tylko z (R)-BINOL-em. Po wyizolowaniu krysztatéw i ich hydrolizie otrzy-
many zostal enancjomeryczny BINOL o konfiguracji (R), natomiast roztwor cieczy
macierzystej dostarczal przeciwnego (S) enancjomeru BINOL-u. Czystosci optyczne
otrzymanych BINOL-i wynosily powyzej 99%, natomiast wydajnos¢ chemiczna
osiggala wartosci do 80% i 76% odpowiednio dla R i S izomerow.

W ostatnim roku opatentowana zostata metoda optycznego rozdzialu BINOL-u
w wyniku selektywnej krystalizacji jego enancjomeréw z optycznie czynnymi
pochodnymi p-aminokwaséw [86]. W roztworze diastereomerycznie czystego
kwasu kwasu (S,S)-3-[(1-fenyloetyloamino)metylo]heksanowego z BINOL-em
zachodzita samorzutna krystalizacja tylko jednej formy enancjomerycznej (S)-
BINOL-u z optycznie czystym y-aminokwasem w postaci kokrysztalu w stosunku
molowym 1:1. Wyizolowanie z cieczy macierzystej przeciwnego enancjomeru BINO-
L-u byto mozliwe poprzez powtdrzenie procedury rozdziatu z dodatkiem enan-
cjomeru (R,R)-aminokwasu, ktory wykazywal zdolnos¢ selektywnej krystalizacji
z (R)-BINOL-em. W wyniku kwasowej hydrolizy otrzymanych komplekséw wyizo-
lowany zostat (S)-BINOL-u z 99% ee i 80%-owg wydajnoscig oraz (R)-BINOL-u
o takiej samej czystosci optycznej z wydajnoscig chemiczng 70% (Schemat 22).
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Schemat 22.  Metoda syntezy optycznie czynnych BINOL-i oparta na rozdziale racemicznego bi-2-naftolu po-
przez tworzenie molekularnych krysztatéw z pochodng optycznie czynnego y-aminokwasu

Scheme 22.  Preparation of optically active BINOL-s based on the resolution of racemic bi-2-naphthol via for-
mation of molecular crystals using optically active y-amino acids

3. FUNKCJONALIZACJA PIERSCIENIA NAFTALENOWEGO
W CZASTECZCE BINOL-U

Metody otrzymywania funkcjonalizowanych ligandéow BINOL-u mozna
podzieli¢ na dwie ogdlne strategie [87]:

1) reakcje sprzegania podstawionych jednostek S-naftolu (omoéwione w roz-

dziale 1.12.),

2) regioselektywne modyfikowanie szkieletu binaftylowego.

Obie mozliwosci majg podobne znaczenie i s3 intensywnie wykorzystywane.
W tej czgsci opracowania omoéwione zostang wybrane metody bis-podstawienia
w réznych pozycjach pierscieni naftalenowych BINOL-u.
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Rysunek 1. Najczesciej funkcjonalizowane pozycje uktadow binaftylowych
Figure 1. Strategic placement of substituents in the binaphthyl backbone

3.1. PODSTAWIENIE BI-2-NAFTOLU W POZYCJI 3,3’ PIERSCIENIA NAFTYLOWEGO

Syntezy szeregu pochodnych BINOL-u funkcjonalizowanych w pozycji
3,3 pierécienia aromatycznego opracowane zostaly przez Crama w 1978 roku.
W wyniku bezposredniego podstawienia BINOL-u z uzyciem 4-(butoksymetylo)
morfoliny otrzymano bis-3,3’-metyloaminowa pochodng wykorzystang do dal-
szych transformacji grup funkcyjnych [88]. Reakcja acetylowania dostarczata
binaftylowego produktu w formie tetraoctanu, ktéry nastepnie ulegal redukeji za
pomocy LiAlH, prowadzac do utworzenia tetrolu. Kolejne transformacje polega-
jace na bromowaniu 3,3’-dihydroksymetylo-bi-2-naftolu, a nastepnie uwodornieniu
3,3’-dibromometylo-BINOL-u prowadzily do finalnego produktu metylopodsta-
wienia binaftylu w pozycjach 3 i 3’ (Schemat 23).

g N— N OAc
N/ oTTS OO o)
OH o0 A0 OAc
OH OH -~ A OAc
g S T o
(61%) (46%)
o™ o CCL
LiAIH, OH HBr OH LiAIH, OH
g . o
Br Me

(98%) (85%) (98%)

e}

Schemat 23.  Funkcjonalizowanie BINOL-u w pozycjach 3,3’
Scheme 23.  Functionalization at the 3,3’-positions of BINOL

Rézne makrocykliczne polietery binaftylowe zsyntezowane ostatecznie
z 3,3’-podstawionych BINOL-i postuzyly jako ligandy do supramolekularnego kom-
pleksowania chiralnych soli alkiloamoniowych.

Dwa lata pdzniej grupa badawcza Crama [89] zastosowala reakcje sprzegania
Kumady 3,3’-dibromo-2,2’-dimetoksy-1,1’-binaftalenu z bromkiem fenylomagnezo-
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wym oraz pentametylofentylomagnezowym w obecnosci katalizatora niklowego(II)
(Schemat 24). Otrzymane 3,3’-diarylopodstawione pochodne BINOL-u postuzyly
jako substraty do otrzymania nowych eteréw koronowych w reakcji kondensacji
z di-p-toluenosulfonianem glikolu pentaetylenowego. Polacznia te wykazywaty
zdolno$¢ kompleksowania aminokwaséw lub ich estrow.

Br Ar Ar
SOURET" NN oo CO
OMe 2) Ni(PPh3),Cl, (5%mol) OMe BBrs OH
! ! OMe Et,0, A OO OMe  CH,CI, 0°C OH
Br Ar l g

Ar

R=Ph; rac-  (79%)
R=Ph; (R) (69%)
R=Cg(Me)s; (S)  (35%)

Schemat 24.  Synteza 3,3’-difenylo i 3,3di(pentametylofenylo)-2,2'dihydroksy-1,1’-binaftylu
Scheme 24.  Synthesis of 3,3’-diphenyl and 3,3di(pentamethylphenyl)-2,2’-dihydroxy-1,1’binaphthyl

TasamaprocedurewykorzystatHoveydawsynteziepochodnych BINOL-uzawie-
rajagcych podstawnik o duzej zawadzie sterycznej np. 2,4,6-tri-izopropylofenylowy
(Schemat 25) [90]. Chiralne kompleksy molibdenowe tego ligandu wykorzystane
zostaly w reakcjach asymetrycznej metatezy prowadzacej do szerokiej gamy szescio-
czlonowych karbo- i heterocykli o wysokich nadmiarach enacjomerycznych.

1) MgBr
1) n-BuLi, TMEDA OO Ni(PPh ;
9):Cl> (1%mol) Et,0
OMe  2)Br OMe 2) BBrs, CH,Cl,
] O OMe Et,0 ] ! OMe
Br
(R) (R) (T1%) (R) (70%)

Schemat 25.  Synteza (R)-3,3’-bis(2,4,6-triizopropylofenylo)-1,1’-binaftylo-2,2’-diolu
Scheme 25.  Synthesis of (R)-3,3’-bis(2,4,6-triisopropylphenyl)-1,1’-binaphthyl-2,2’-diol

Syntezy pochodnych BINOL-u z nowo utworzonym wigzaniem C-C, a takze
C-S, C-8i, C-halogen w pozycji 3 i 3’ przeprowadzone w zespole Snieckusa wyko-
rzystywaly reakcje bezposredniego orto-litowania BINOL-u i nastepcze addycje
odpowiednich elektrofili lub alternatywnie metode sprzegania Suzuki (Schemat 26)
[91].
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Schemat 26. Syntezy 3,3’-dipodstawionych pochodnych binaftolu
Scheme 26.  Synthesis of 3,3’-disubstituted binaphthol derivatives

Syntezy pochodnych BINOL-u zawierajacych ugrupowania arylo(alkilo)sili-
lowe przeprowadzil kilka lat pézniej Pu, majac na uwadze wykorzystanie ich do
otrzymania chiralnych kwaséw Lewisa w enancjoselektywnej katalizie reakcji
hetero-Dielsa-Aldera niepodstawionych aldehydéw z dienami Danishefskyego.
Komplesky ligandéw binaftylowych z AICl, dostarczyty produktéw cykloaddycji z
umiarkowanymi enancjoselektywnosciami w zakresie od 25-78% [92].

Kwas 2,2’-dimetoksy-1,1-binaftylo-3,3’-diboronowy zostal uzyty przez Jorgen-
sena jako reagent wyjSciowy w syntezie bis-(arylo)podstawionych BINOL-i w opar-
ciu o reakcje Suzuki. Reakcja sprzegania miedzy boronowa pochodna binaftylu i aro-
matycznymi bromkami przebiegala wydajnie w dioksanie w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika przez 24 h z udzialem katalizatora palladowego. W tych samych
warunkach zastosowanie bromkoéw heteroaromatycznych takich jak 2-pirydylowy
i 2-tienylowy nie dalo dobrych rezultatéw i wydajnosci reakeji byly bardzo niskie
(Schemat 27) [93].
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Schemat 27. Metoda otrzymywania kwasu diboronowego i jego sprzeganie z bromkami arylowymi
Scheme 27.  Preparation of diboronic acid and its coupling reaction with aryl bromides

Pu sfunkcjonalizowal pierscienie naftalenowe BINOL-u fluorowanymi weglo-
wodorami aromatycznymi réwniez w reakeji sprzegania Suzuki, uzywajac estru
pinakolowego kwasu binaftyloboronowego oraz odpowiednich bromkéw arylowych
18a-e (Schemat 28) [94].
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R3 R! H,O, THF OHOR
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19d; R=n-Hex; R'=H; R?=F; R*=F;
19e; R=n-Hex; R'=H; R?=F; R3=F;

Schemat 28. Reakcja sprzegania Suzuki binaftlowego diestru kwasu boronowego z bromkami fluoroarylo-

wymi
Scheme 28.  Suzuki cross-coupling reaction of binaphthyl boronic acid diester with fluoroaryl bromides

Z mysla o otrzymaniu polimerycznych sprzezonych ukladéw binaftylowych
Pu przeprowadzil reakcje addycje 1,2-fenylenodiaminy do (S)- 3,3’-diformylo-2,2’-
dihydroksy-1,1’-binaftylu. Nieoczekiwanie produktem reakcji byt zwigzek makro-
cykliczny, ktory okazat sie uzytecznym ligandem w syntezie chiralnego kompleksu
niklowego o wlasciwosciach paramagnetycznych [95].
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Schemat 29. Synteza salenowego kompleku binaftylowego z niklem
Scheme 29.  Synthesis of BINOL-based salen-Ni(II) complex

Synteze 3,3’-diamidowych pochodnych BINOL-u opracowala grupa badaw-
cza Katsukiego [96]. Kilkuetapowa synteze inicjowala reakcja karboksylowania
zabezpieczonego BINOL-u, ktdrej produktem byt kwas 2,2’-dimetoksymetoksy-
1,1-binaftylo-3,3’-dikarboksylowy. Otrzymany kwas w wyniku reakcji z chlorkiem
tionylu przeksztalcony zostal w odpowiedni chlorek kwasowy, ktdry tatwo reagowat
z odpowiednimi aminami drugorzedowymi dajac finalnie bis-N,N-dialkiloamidowe
pochodne BINOL-u 20a-d z wydajno$ciami 24-57% (Schemat 30). Otrzymane atro-
poizomeryczne bis-amidy zastosowane zostaly miedzy innymi jako chiralne ligandy
w asymetrycznym cyklopropanowaniu Simmonsa-Smitha alkoholi (E)-allilowych.

Q
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) n-BuLi iigz, OO NR;
OH NaH, MOMCI OMOM 2 Aco, OMOM 2 OH
omom OMOM OH
COOH CC o NRe
1
o)

i ReEY (50%);

R’ CH,l, Et,Zn, Ligand *
bl EtpZn, Ligand *20b .
RWJ\/\OH R1J</\OH




2,2’- DIHYDROKSY-1,1’-BINAFTYL (BINOL) T JEGO POCHODNE. CZESC 1. 515

Alkohol allilowy Wydajnos¢ [%] ee [%] Konfiguracja
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Schemat 30. Synteza 3,3’-karboksyamidowych pochodnych BINOL-u i ich wykorzystanie w asymetrycznych
reakcjach Simmonsa-Smitha alkoholi allilowych

Scheme 30.  Synthesis 1,1’-bi-2-naphthol-3,3’-dikarboxyamides and their use in asymmetric Simmons-Smith
reactions of allylic alcohols

Nowe polaczenia BINOL-u zawierajace ugrupowanie sulfonylowe okazaly sie
uzytecznymi ligandami w enancjokontrolowanej reakeji allilowania imin. Charakter
elektronoakceptorowy podstawnikéow sulfonylowych w pierscieniu binaftylowym
w znacznym stopniu wplywal na poprawe efektywnosci ligandéw zaréwno pod
wzgledem katalizy jak i selektywnosci reakeji. Enancjomerycznie czyste perfluoro-
alkilosulfonowe pochodne BINOL-u otrzymane zostaly w wyniku przegrupowaniu
tia-Friesa odpowiednich sulfonianéw 1,1’-binaftaleno-2,2’-bis-perfluoroalkilowych
z udziatlem diizopropyloamidku litu. Potraktowanie orto-podstawionych pochod-
nych BINOL-u odczynnikiem alkilomagnezowym prowadzilo do utworzenia
3,3’-bis(alkilosulfonylo)-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftyli (Schemat 31) [97].

SO,R SOZR1
oH RSOF - o SOR  pa THF R1MgBr
OH EtsN S O,R przﬁagrt;:p;%v;/gme ~ THF
SO,R

SO,R!
R= CF3; C4Fg; CgF17 R'=Me; c-Hex

Schemat 31. Synteza (R)-3,3’-bis(sulfonylo)-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftyli
Scheme 31.  Synthesis of (R)-3,3’-bis(sulfonyl)-2,2’-dihydroxy-1,1’-binaphthalenes

Haynes zaproponowal otrzymywanie trzeciorzedowych tlenkéw fosfiny, zawie-
rajacych stereogeniczne atomy fosforu oraz o$ chiralnosci. Przeprowadzone przez
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niego badania wykazaly, ze binaftylowa pochodna bisfosfinianu w obecnosci nad-
miaru zasady ulega przegrupowaniu [1, 3], dostarczajac odpowiedniego bisfosfino-
tlenku z retencjg konfiguracji na atomach fosforu. Reakcja przegrupowania [1, 3]
jest w 100% diastereoselektywna [98].
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O._..Ph THF OH
T B 99
0o Ph

|:I>-A‘But
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Schemat 32. Przegrupowanie bisfosfinanu do tlenku fosfiny z udzialem diizopropyloamidku litu
Scheme 32. Rearangement of bisphosphinate to tertiary phosphine oxides upon treatment with lithium
diisopropylamide

W patentowym opisie z 2006 zaproponowana zostala modyfikacja reakcji
bromowania di-O-metoksymetylo-BINOL-u. W metodzie tej utworzony pro-
dukt orto-litowania wyjsciowego eteru potraktowany zostat 1,2-dibromo-1,1,2,2,-
tetrafluoroetanem, spetniajacym rol¢ odczynnika bromujacego [99].

Br
OO 1) n-BuLi, Et,0 OO
ooy 2) CF2Br-CaBr, THF oMo
] O OMOM ] O OMOM
Br

(R) (R) (86%)

Schemat 33. Synteza 3,3’-dibromo-2,2’-dimetoksymetoksy-1,1’-binaftylu
Scheme 33.  Synthesis of 3,3’-dibromo-2,2’-dimethoxymethoxy-1,1’-binaphthyl

3.2. FUNKCJONALIZOWANIE BINOL-U W POZYCJACH 6,6’ PIERSCIENI
NAFTYLOWYCH

Wiréd zbadanych reakeji funcjonalizowania BINOL-uw pozycji 6,6’-pierscienia
naftalenowego fundamentalng i podstawowa przemiang jest aromatyczna substytu-
cja elektrofilowa. Juz w latach 30. XX wieku opracowano pierwsze metody elektrofi-
lowego bromowania [100], nitrowania [101] i sulfonowania [102] BINOL-u. W 1979
roku Cram opisal zmodyfikowang procedure bromowania optycznie czynnego
BINOL-u, otrzymujac (R)-6,6’-dibromo-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftalen z bardzo
wysoka wydajnoscig. (Schemat 34) [103]. Zwiazek ten okazal si¢ niezwykle cennym
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i uzytecznym materialem wyjsciowym w reakcjach sprzeganiach prowadzacych do
pochodnych z nowym wigzaniem wegiel-wegiel lub wegiel-heteroatom oraz do
szeregu innych modyfikacji w tych pozycjach uktadu binaftylowego.

0 RO®
OH Br OH
OO OH CH.CI, -75°C,2,5h ] ! OH

Br
(R)-1 [op= - 129 (1,0; CH,Cly).
(99%)

Schemat 34. Elektrofilowe bromowanie (R)-BINOL-u
Scheme 34.  Electrophilic bromination of (R)-BINOL

Zablokowanie grup hydroksylowych BINOL-u poprzez alkilowanie lub ete-
ryfikacje czesciej wykorzystywana ochronnag grupa metylometoksylowa (MOM)
pozwolito na wykorzystanie reakcji 6,6’-dilitowania zabezpieczonej dibromopod-
stawionej pochodnej BINOL-u w regioselektywnym funkcjonalizowaniu pier$cieni
aromatycznych za pomocg réznych odczynnikéow elektrofilowych. Formylowanie
(5)-6,6’-dibromo-2,2’-dietoksy-1,1’-binaftylu polegajace na dwuetapowej reakcji
z udzialem zwiazku litoorganicznego i dimetyloformamidu prowadzito do otrzy-
mania 6,6’-dikarboaldehydowej pochodnej z 89% wydajnoscig [104].

Ogromne zastugi dla rozwoju badan nad funkcjonalizacja BINOL-i i zastoso-
waniem ich w reakcjach asymetrycznych nalezy przypisaé japonskiej grupie badaw-
czej Shibasakiego [105, 106]. Przeprowadzila ona liczne eksperymenty nad synteza
nowych 6,6’-podstawionych pochodnych, stosujac reakcje sprzegania Kumady
i Sonogashiry. W wyniku niesymetrycznego sprzegania Kumady miedzy (R)-6,6-
dibromo-2,2’-dimetoksy-1,1’-binaftylem a bromkiem metylomagnezowym z udzia-
tem Ni(dppp)Cl, jako katalizatora otrzymana zostala enancjomeryczna pochodna
dimetylopodstawionego eteru binaftlowego, ktéra po odbezpieczeniu grup hydro-
ksylowych za pomocg BBr, data odpowiedni (R)-6,6-Me,- BINOL. Reakcja nitry-
lowania z udzialem CuCN w N-metylopirylidonie w wysokiej temperaturze, prze-
biegala ilosciowo, natomiast etap demetylowania otrzymanej 6,6’-dinitrylowej
pochodnej okazal si¢ mniej wydajny (18%) (Schemat 35).
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Schemat 35. Zastosowanie (R)-6,6"-dibromo-2,2’-dimetoksy-1,1’-binaftalenu w reakcji Kumady oraz reakcji
nitrylowania

Scheme 35.  Applications of (R)-6,6"-dibromo-2,2’-dimethoxyl-1,1’-binaphthalene in Kumada reaction and
nitrilation

Kolejne modyfikacje pochodnych BINOL-u poprzez wprowadzenie sililoace-
tylenowych lub fenyloacetylenowych fragmentéw polegaly na reakcjach sprzega-
nia przy zastosowaniu katalizatora Pd(II) oraz jodku miedzi jako kokatalizatora.
W wyniku reakcji Sonogashiry utworzone zostaly bis-6.6’-funkcjonalizowane
pochodne bi-2-naftolu z podstawnikami: trialkilosililoetynylowymi, dialkiloarylo-
sililoetynylowym oraz fenyloetynylowym 21a-e z dobrymi wydajnosciami (Sche-
mat 36). Otrzymane zwiagzki postuzyly do syntezy optycznie czynnych nowych
bimetalicznych komplekdw litowo-lantanowych (22), ktére okazaly sie efektywnymi
asymetrycznymi katalizatorami w enancjo- i diastereoselektywnym nitroaldolowa-
niu aldehydéw. Z szerokiej gamy przebadanych réznych komplekséw BINOL-owych
jednoznacznie najlepsza asymetryczng indukcje wykazywaly pochodne z podstaw-
nikami w pozycjach 61 6.
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R.

Br C‘\\C
OO R-C=C-H OO 21a; R= SiMegs; (89%)
OH i

21b; R= SiEty,  (96%)
21c; R= SiMe,t-Bu; (43%)

OH OH (
Pd(PPh;),Cly, 21d; R= SiMe,Ph; (28%)
Cul, Et3N, 100°C 21e; R= Ph; (76%)
c©
R” (R)-21a-e
N=C
1) KOH,MeOH OO
2) 1N HCI OH
Xy
N=C

(R)
(100%)

_ >

He i iczny kompleks 6,6 i BINOLi
R

21a

Schemat 36. Funkcjonalizowanie 6,6’-dibromo-BINOL-u
Scheme 36.  Functionalization of 6,6’-dibromo-BINOL

Do syntezy ligandéw binaftylowych zawierajacych grupy alkilowe w pozycji
6,6’-binaftylu mozna zastosowa¢ dwa podejscia: a) sprzeganie Kumady z wyko-
rzystaniem odczynnikéw Grignarda i katalizatorow metali przejsciowych takich
jak Ni(dppp)Cl, [106], Pd(dppf)CL, [107], Ni(PPh,),CL, [108]; lub b) dwuetapowa
procedure poprzez posrednie generowanie dilitopochodnej zablokowanego grupa
eterowg BINOL-u i potraktowanie jej odpowiednim halogenkiem alkilowym (Sche-
mat 37).

1)Sprzeganie Kumady Substrat katalizator wydajnos¢

R'MgX, R Me; R'= Ni(dppp)Cl,, 39%
cat. Pd(ll) lub Ni(ll) Ni(PPh3)20I2 94%
=Et;R'=n -CBH17 Pd(dppf)Cl, 91%
Et;0 lub THF RO R=M OM R'= n-CgH47 Pd(dppf)Cl,, 96%
R=MOM; R'= n-C4gH33Pd(dppf)Cl,, 98%
R' R=MOM; R'=n-Pr  Pd(dppf)Cl,, 87%
2) Posrednie metalowanie

n-BuLi O R1X Substrat halogenek wydajnos¢
RO | R=MOM; R'X= n-Bux 70%

Schemat 37.  Synteza 6,6’-bis-alkilopodstawionych pochodnych binaftolu
Scheme 37.  Synthesis of bis-alkyl substituted binaphthol derivatives

Nietypowodootrzymywania6,6’-di-tert-butylo-2,2’-dihydroksy-1,1’-bianaftylu
Kumara Swamy zastosowal reakcje Friedela-Craftsa. Reakcja alkilowania BINOL-u
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w obecnosci bezwodnego AICI, dostarczala oczekiwanego produktu z wydajnoscia
86% oraz 6,633,3’-tetra-tert-butylo-BINOL-u jako produktu ubocznego. Produkty
alkilowania mozna byto rozdzieli¢ wykorzystujac réznice rozpuszczalnosci zwigz-
kéw w heksanie [109].

Funcjonalizowane podstawnikami arylowymi pochodne BINOL-u otrzymane
zostaly w wyniku sprzegania bromkoéw binaftylowych z pochodnymi kwasow
aryloboranowych wediug standardowej procedury Suzuki-Miyaury. Optycznie
czynny izomer (R)-6,6’-di-1-naftylo-2,2’-metoksymetoksy-1,1’-binaftylu zsyntezo-
wany zostal w warunkach jak na Schemacie z 91%-owa wydajnoscia [110].

B(OH), ‘
T3 Yoo
OMOM Pd( OMOM

PPhs)s, 2N NaOH
OMOM
Y™ CO
Br ® % (R)

Schemat 38. Przyklad zastosowania reakcji sprzegania Suzuki w arylowaniu pochodnych BINOL-u
Scheme 38.  An example of Suzuki coupling protocol in BINOL derivatives arylation

Kobayashi i in. zaproponowali syntez¢ bis-(6,6-trifluorometano)-2,2’-dihy-
droksy-1,1’-binaftylu jako dogodnego ligandu w chiralnych kompleksach cyrkono-
wych, ktdre nastepnie zastosowali do enancjoselektywnej reakcji Mannicha eterow
sililowo-enolowych z aldiminami. Synteza tego ligandu przebiegata kilkuetapowo:
poprzez posrednie litowanie dibromoopochodnej di-O-metoksymetylo-BINOL-u
i nastepcze jodowanie w pozycjach 6,6” uktadu binaftylowego. Trifluorometylowa-
nie eteru dijodo-BINOL-u za pomocg CuCF, in situ generowanego z trifluorooctanu
sodu oraz jodku miedzi(I) oraz usuniecie grupy zabezpieczajacej MOM przebiega-
jace w metanolowym roztworze kwasu solnego prowadzito do otrzymania (R)-6,6'-
(CF,),-BINOL-u (Schemat 39) [111].

e |

OMOM  Buli, Iy, OO OMOM 1)CuCF5; NMP OO OH
OO OMOM THF/EL,O OO OMOM ) HCI/MeOH OO OH

Br | FsC

(79%) NMP = N-metylopirolidynon (83%)

Br

Schemat 39. Funkcjonalizowanie BINOL-u w pozycjach 6,6” podstawnikami trifluorometylowymi
Scheme 39.  Functionalizations of BINOL at 6,6” positions with trifluoromethyl substituents
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Efektem badan realizowanych przez zespét Villemin nad otrzymaniem polaczen
fosforoorganicznych z nowo utworzonym wiazaniem wegiel-fosfor w pozycjach
6,6’ pierscieni naftalenowych bylo opracowanie metody syntezy kwaséw difosfo-
nowych lub ich estréw pochodnych BINOL-u [112]. Bezposrednie fosfonylowanie
mozliwe bylo w wyniku katalizowanego kompleksem palladu(II) sprzegania miedzy
6,6’-dibromo-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylem i odpowiednim fosforynem dialkilo-
wym. A w fagodnej hydrolizie z bromkiem trimetylosililowym otrzymany nastepnie
zostal kwas 2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylo-6,6’-difosfonowy w formie enancjome-
réw (R) oraz (S). Binaftylowe pochodne kwasu difosfonowego badane sg pod katem
zastosowania w chiralnych fazach stacjonarnych do HPLC lub jako pomocnicze
ligandy w kompleksach organometalicznych cyrkonu lub tytanu.

09

T
0 5%mol Pd(PPh). ZC|2 OO OO
OH B -OR 5% mol EtySiH, NEt; TMSBr OH
.
OH TOR T ene OH CH,Chy, OH
| e )
Br p

R=Et, i-Pr Ho-P
(0]

(R). (S) or (Rac) ( ), (S) or (Rac) (R). (8) or

Schemat 40. Fosfonylowanie 2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylu
Scheme 40.  Phosphonation of 2,2’-hihydroxy-1,1’-binaphthyl

W 2008 roku chinska grupa badawcza [113] opisala nitrowanie BINOL-u
w pozycjach 6,6’ za pomocg mieszaniny kwasu azotowego(V) w kwasie octowym,
i redukcje 6,6’-dinitro-2,2’-dimetoksy-1,1-binaftylu do odpowiedniej pierwszo-
rzedowej diaminy. Otrzymana diamina zostala wykorzystana do syntezy chi-
ralnych pochodnych binaftylu zawierajgcych helikalne oligomeryczne tancuchy
dikarboksyamidowe pochodne fenantroliny jako nowej klasy zmodyfikowanych
drugorzedowych struktur proteinowych zdolnych do oddzialywania z DNA. Tak
zaprojektowane oligomery 24a-c jako enancjomery (S) lub mieszaniny racemiczne
zostaly otrzymane w wyniku kondensacji za pomocg DCC- konwencjonalnie
stosowanego odczynnika w tworzeniu wigzan peptydowych - z réwnomolowg
iloscig 1-hydroksybenzotriazolu. Wydajnosci reakcji wynosily od 50% do 86%
(Schemat 41).



522 D. KRASOWSKA

L O
OH HNO, OH Mel, K,COs3 OO OMe Pd/C, H,
OH  AcOH, CH,CI, OH  aceton DME
OO 16h, temp. pok. OO
O,N

(74%) (98%)
HoN OO -BuO 0Oi-Bu  -BuO 0Oi-Bu
OMe DCC, HOBt
OMe *
OO HN OH CH,Cl,
O
(100%)
rac- lub (S)
i-BuQ

24a-c
a; rac: wyd.=83%, (S): wyd.=86%
b; rac: wyd.=75%, (S): wyd.=74%
c; rac: wyd.=50%, (S): wyd.=62%

i-BuO Oi-Bu  i-BuO Oi-Bu
Schemat 41. Reakcja nitrowania BINOL-u i zastosowanie di-nitropochodnej binaftolu w kolejnych
przeksztalceniach
Scheme 41.  Nitration of BINOL and the application of di-nitro substituted BINOL derivative in subsequent
transformations

3.3. OTRZYMYWANIE POCHODNYCH BINOL-U FUNKCJONALIZOWANYCH
PODSTAWNIKAMI W POZYCJACH 7,7’ PIERSCIENI AROMATYCZNYCH

Funkcjonalizowane w pozycjach 7,7 pochodne BINOL-u wykazujg znaczacy
wplyw na przebieg stereochemiczny niektorych reakcji. Wysoka skutecznos¢ tych
ligandow w syntezie asymetrycznej, podobnie jak ligandéw z podstawnikami
w pozycjach 6,6) wynika ze wzrostu zawady przestrzennej wokot centralnego atomu
metalu w ich kompleksach. Tego typu kompleksy tytanowe zastosowane zostaty np.
w cykloaddycji [2+3] olefin i nitrondw jako chiralne kwasy Lewisa [114] lub enan-
cjoselektywnej addycji allilotributylocyny do aldehydow [115].

Metoda syntezy (+)-7,7-dibromo-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylu oparta jest
na reakeji symetrycznego utleniajacego sprzegania monomerycznego 7-bromo-2-
hydroksynaftalenu z udziatem kompleksu miedzi(II) z aming. Chemiczny rozdziat
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optyczny mieszaniny racemicznej poprzez przeksztalcenie w diasteromeryczne
sole pochodne kwasu kamforosulfonowego lub chloromréwczanu O-mentylowego
umozliwil wyizolowanie optycznie czynnych izomeréw 7,7’-dibromo-BINOL-u
(Schemat 42). Enancjomeryczny (R)-7,7’-dibromo-2,2’-dihydroxy-1,1’-binaftyl sta-
nowil material wyjsciowy do dalszej reakeji sprzggania Suzuki z kwasem fenylo-
boronowym lub p-toliloboranowym, w wyniku ktérej otrzymane zostaly optycznie
czynne izomery (R)-7,7-bis(fenylo)-2,2’-dihydroksy-1,1"-binaftylu oraz (R)-7,7-
bis(p-tolilo)-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylu.

kompleks Cu(ll) g, OO
Br oH Cu(OH)CI, TMEDA  Br OH
CH,Cly (72%) lub OO
CuCly, t-BuNH;,

MeOH, (94%)

chlorek
(1S)-10-kamforosulfonowy
Et3N, CH,Cl,, (99%

chloromréwczan O-mentylu
EtsN, THF

)3 g
OO o502 © Br oo %
o. Br O. o \;

1) krystalizacja -heksan
1) chromatografia (CHCI) ) LA,

2) 1N-NaOH/MeOH
(R)-(-)-25 >99% ee (R)-(-)-25>99% ee

Schemat 42.  Synteza optycznie czynnego 7,7 -difenylo-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylu
Scheme 42.  Synthesis of optically active 7,7’-diphenyl-2,2’-dihydroxy-1,1’binaphthyl

Diederich ze wspolpracownikami [116] opisal syntez¢ oraz rozdzial na izomery
optyczne racemicznego kwasu 7,7 -dibenzyloksy-2,2’-(1,1’-binaftylo)-fosforowego.
W wyniku homosprz¢gania odpowiednich pochodnych S-naftalenu z udzialem
chlorkiem miedzi(II) w obecnosci tert-butyloaminy otrzymany zostat 7,7’-bispod-
stawiony BINOL 26 jako mieszanina racemiczna. W kolejnym etapie produkt sprze-
gania przeksztalcony zostal w ,.ester binolowy” kwasu fosforowego. Zdolno$¢ do
selektywnego tworzenia soli diasteromerycznych tego kwasu z r6znymi alkaloidami
chinowca pozwolila na rozdzial optyczny izomeréw z wydajnoscig chemiczng 59%
dla izomeru (R) i 55% dla jego enancjomeru. Redukcja wyizolowanych czystych
diasteromerycznie soli za pomocg LiAlH, dostarczyta odpowiednich enancjome-
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rycznych produktéw (Schemat 43). Kolejne udane eksperymenty nad rozdziatem
optycznym racemicznego 7,7’-dibenzyloksy-BINOL-u 26 z uzyciem chininy oraz
chinidyny $wiadczyly o tworzeniu si¢ selektywnych trwatych klateréw miedzy chi-
ralnymi molekutami (Schemat 44).

BnO OH OO 1) POCl; Et3N
CuCl, t-BuNH :
MeOH BnO l ! OH
0
BnO (0] O 1)Cynchonina

Sp? (R)~(-)-26 [a]p=-232 (1,0; CHCl3)

oo o Pon 2) LiAH,
-(+)- o]p=- , U
Rac 2) LiAlH, ° ’

Schemat 43. Synteza (R) i (S) enancjomeréw 7,7’-dibenzyloksy-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylu poprzez roz-
dzial diasteroizomerycznych ,estréw kwasu fosforowego” z alkaloidami

Scheme 43.  Synthesis of (R) and (S) enantiomers of 7,7’-dibenzyloxy-2,2’-dihydroxy-1,1’-binaphthyl via reso-
lution of diastereomeric phosphoric acid esters using alkaloids

1N HCI
————  26(R)/chinina (R)-(-)-26

OO krysztat molekularny ee >99%
BnO OH Chinina, EtOH
BnO OH
OO Chinidyna,
n-BuOH/heksan

L~ wzbogacony 26-(S)-(+)

26-(S)/chinidyna

-26 ciecz macierzysta krysztat molekularny
1N HCI
(S)-(+)-26
ee = 90%

Schemat 44. Bezposredni rozdzial optyczny racemicznego 7,7-dibenzyloksy-2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftylu
poprzez enancjoselektywne tworzenie klatratéw z chining i chinidyna

Scheme 44.  Direct optical resolution of racemic 7,7’-dibenzyloxy-2,2’-dihydroxy-1,1’binaphthyl via enantio-
selective clathrate formation with quinine and quinidine

PODSUMOWANIE

Doboér odpowiedniej metody otrzymywania BINOL-u lub jego pochodnych
dokonuje sie biorgc pod uwage miedzy innymi aspekty ekonomiczne, czy techniczne.
Najwazniejszym jednak kryterium w wyborze procedury jest dobra wydajnos¢ i
krotki czas reakcji. Podczas gdy mieszaniny racemiczne zwigzkow sa tatwe w otrzy-
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maniu, to synteza pojedynczych enancjomerdw stwarza wiele trudnosci i jest zwykle
duzo drozsza. Wzrost zapotrzebowania na optycznie czynne substancje obserwuje
sie nie tylko w laboratoriach akademickich, ale i w przemysle (szczegélnie farma-
ceutycznym), dlatego tez opracowanie dogodnych syntez czystych enancjomerycz-
nie zwigzkow organicznych wciaz jest przedmiotem zainteresowan wielu osrodkow
akademickich jak i przemystowych laboratoriéw badawczo-rozwojowych. Asyme-
tryczna synteza staje si¢ coraz bardziej praktyczna, natomiast rozdzial optyczny
mieszanin racemicznych jest konkurencyjny ze wzgledéw ekonomicznych.
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ABSTRACT

The goal of this four-part review is a presentation of the results of recent stu-
dies on the properties and chemistry of hypervalent sulfur, selenium and tellurium
compounds.

The term “hypervalency” has been known since 1969 when Musher used it to
describe molecules bearing heteroatoms which formally did not fulfill the octet rule.
This violation was explained by the postulate concerning the existence of a 3-center
4-electron bond between a hypervalent heteroatom and two axial electronegative
ligands. The bond is the a combination of two ligand orbitals and a p, orbital of
a central heteroatom which results in the formation of three molecular orbitals. The
distances between the central atom and these two ligands are longer than the length
of the typical sp’ bonds, such as equatorial ones. Moreover, the effective electron den-
sity is shifted from the central atom towards the axial ligands what results in the ful-
fillment of the octet rule of this atom. The geometry of this system is trigonal bipyra-
mid (Fig. 2), except from compounds having three 3-center 4-electron (3c-4e) bonds
which have tetragonal bipyramid geometry (Fig. 3). The term “geometry” includes
positions of ligands and lone electron pairs. The stability of hypervalent compounds
is affected by a few factors: electronegativity of ligands, formation of five-membered
cyclic structures involving the central atom and the number of electron shells of the
central atom. Martin proposed three-symbol notation N-X-L for these structures,
which was further modified (Tab. 1). Hypervalent compounds can isomerize accor-
ding to various mechanisms: Berry pseudorotation (Scheme 1), turnstile rotation
(Scheme 2), cuneal inversion (Scheme 3), lever mechanism (Scheme 4), or Bailar
twist (Scheme 5). Furthermore, hypervalent structures of 10-X-4 and 10-X-5 type
with trigonal bipyramid geometry, C, or C, symmetry and at least three different
ligands can exist as optically active species (Tab. 2, Fig. 5-7, Scheme 6), especially
the “spiro” ones, which are resistant to isomerization. In 1977 Martin and Balthazor
proposed extended Cahn-Ingold-Prelog convention for description of the absolute
configuration of chiral hypervalent compounds (Fig. 5).

Keywords: hypervalency, 3c-4e bond, sulfurane, persulfurane, selenurane, perse-
lenurane, tellurane, pertellurane, Berry pseudorotation, Martin sulfurane, trigonal
bipyramid, tetragonal bipyramid, synthesis, chirality, optical activity, isomerization
Stowa kluczowe: hiperwalentno$¢, wigzanie 3c-4e, sulfuran, persulfuran, selenu-
ran, perselenuran, telluran, pertelluran, pseudorotacja Berryego, sulfuran Martina,
bipiramida trygonalna, bipiramida tetragonalna, synteza, chiralnos¢, aktywnosé
optyczna, izomeryzacja
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1. POJECIE HIPERWALENTNOSCI, HIPERWALENTNOSC
A REGULA OKTETU

Termin ,,hiperwalentnos$¢” zostal po raz pierwszy uzyty przez Mushera w 1969
roku w odniesieniu do czasteczek zbudowanych z pierwiastkéw grup gtéwnych i nie
spelniajacych reguly oktetu [1, 2]. Okredlit on czasteczki hiperwalentne jako struk-
tury tworzone przez pierwiastki grup 15-18 ukladu okresowego posiadajacych inny
stopien utlenienia niz ich najnizsza trwala wartosciowo§¢. W 1984 roku Schleyer
zaproponowal termin ,hiperkoordynacyjnos¢’, co uczynito klase zwigzkéw hiper-
walentnych jeszcze szersza [2]. W 1916 roku Lewis, opierajac si¢ na analizie wzoréow
czasteczek wysunal koncepcje, ze w wigkszosci z nich wigzanie chemiczne miedzy
atomami tworza dwa uwspolnione elektrony lub tez para elektronéw pochodzaca
od jednego z nich. Zjawisko to nazwat ,reguta dwoch” Dodatkowo zauwazyl, ze
suma elektronéw wigzalnych i niewigzalnych danego atomu wynosi osiem, co okre-
8lit ,,regulg o§miu”. Termin ten zmienil Langmuir proponujac nowg nazwe: ,regula
oktetu” Juz formutujac swoje reguly Lewis stwierdzil, Ze istnieja od nich odstep-
stwa. Czasteczki BF,, PCI, i SF, posiadaja mniej (hipowalentne) lub wiecej (hiperwa-
lentne) niz osiem elektronéw w powloce walencyjnej, a zatem nie spelniaja reguty
oktetu [3]. Probujac wyjasni¢ ten fenomen wysuni¢to wniosek, ze orbitale atomu
centralnego ulegaja hybrydyzacji typu sp’d oraz sp’d’. Jednakze obliczenia ab initio
wykazaly niewielki udziat orbitali d w tworzeniu wigzan w czgsteczkach hiperwa-
lentnych. Obecnie jedna z uznawanych teorii zaktada polaryzacje wigzan miedzy
atomem centralnym a zwigzanymi z nim elektroujemnymi ligandami i istnienie
struktur rezonansowych (Rys. 1). Spelniajg one wtedy regute oktetu [1, 3].

Cl F F )
Cl/,l | F/,' | ‘\F F/,,' |(-B F
“pe CIO ” Fgle o
Cl7 1 FF®~ F© I F
Cl o O F
Rysunek 1
Figure 1

Alternatywng teorie sformutowali niezaleznie w 1951 roku Pimentel i Rundle
w oparciu o analize struktury rentgenograficznej sulfuranu SF, [4]. Ten ,,prototy-
powy” hiperwalentny zwigzek siarki zostal opisany juz w 1911 roku i okazal si¢
posiada¢ strukture bipiramidy trygonalnej, uwzgledniajac wolne pary elektronowe
(TBP) (Rys. 2a) [5]. Na podstawie danych eksperymentalnych i obliczen teoretycz-
nych autorzy wysuneli postulat o istnieniu liniowego 3-centrowego 4-eletronowego
wigzania (3c-4e) miedzy atomem centralnym a polozonymi apikalnie ligandami
(Rys. 2b). W takim przypadku ma miejsce niedobor liczby orbitali w stosunku do
liczby elektronow, w zwigzku z czym tworzy si¢ ono jako kombinacja dwdch orbitali
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pochodzacych od ligandéw oraz pojedynczego orbitalu p, atomu centralnego, co
skutkuje powstaniem trzech orbitali molekularnych:
« orbitalu wigzacego zajmowanego przez pare elektronéw (v,),
o orbitalu HOMO powstalego z niewiazacego orbitalu NBMO i zajmowanego
przez pare elektronéw (v ),
« orbitalu antywigzacego nie zajmowanego przez elektrony (v,) [1, 3].

L

) :
o0,
y X =L
L7
Lg_'
L,
a) b)
Rysunek 2
Figure 2

Stwierdzono, ze formalne wigzania tworzgce wigzanie 3c—4e sa dtuzsze niz wig-
zania ekwatorialne, utworzone w typowy sposéb (hybrydyzacja sp®). Badania wyka-
zaly rowniez, ze gesto$ci elektronowe w wigzaniu 3c—4e sg przesuniete w kierunku
apikalnych ligandéw (zaleznie od ich elektroujemnosci), co zmniejsza efektywna
gestos¢ elektronowa powloki walencyjnej atomu centralnego, w zwigzku z czym
spelnia on regule oktetu. Tu pojawilo si¢ pytanie o zasadno$¢ terminu ,hiperwa-
lentno$¢” i czy bardziej odpowiednim byloby okreslenie ,,hiperkoordynacyjno$¢™?
Ostatecznie, po zbadaniu wielu tego typu zwigzkow, uznano oba okreslenia za
poprawne [1, 3].
Na trwalo$¢ wigzania 3c—4e ma wplyw kilka czynnikéw, a gtéwnymi sa:
+ elektroujemno$¢ i/lub elektronoakceptorowos¢ ligandéw apikalnych - im
wieksza tym wigzanie stabilniejsze [6, 7];

o mozliwos¢ tworzenia pieciocztonowych struktur cyklicznych lub bicyklicz-
nych - spirochalkogenurany sg trwalsze i mniej reaktywne niz ich acykliczne
analogi 7, 8];

o ilos¢ powlok elektronowych - trwalos¢ chalkogenuranéw rosnie w szeregu:
S<Se<Te|[6,7].

Specyficznym przypadkiem chalkogenuranéw sg perchalkogenurany. Zwiazki
te posiadaja chalkogen jako atom centralny i 6 podstawnikéw (lub 5 podstawni-
kow i wolng pare elektronowg), ktore tworzg mniej lub bardziej idealng strukture
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oktaedru (bipiramidy tetragonalnej) (Rys. 3). Przyjmuje si¢, Ze tworza si¢ tu trzy
prostopadle do siebie wigzania 3c-4e, oraz ze tego typu struktury sg trwalsze niz
odpowiednie chalkogenurany. Przykladem mogg tu by¢ tetrafenylotellur i heksafe-
nylotellur. W tetrafenylotellurze wigzanie 3c-4e ma dtugo$¢ 2,30 A i ulega on reak-
cji sprzegania ligandéw w utworzeniem difenylotelluridu (tellurku difenylowego)
i bifenylu w benzenie przy temperaturze okoto 100°C, natomiast heksafenylotellur
posiada wigzanie 3c-4e o dtugosci 2,228 A i jest trwaly do temperatury topnienia,
czyli do 312°C [1, 9].

Rysunek 3
Figure 3

Martin, wspdttworca i posiadacz niekwestionowanych zastug i wktadu w roz-
woj chemii organicznych zwigzkdw hiperwalentnych, zaproponowal tréjznakowy
system klasyfikacji tych zwigzkdéw N-X-L, gdzie N - liczba formalnie przypisywa-
nych atomowi X elektronéw, X — atom centralny, a L - liczba podstawnikéw kowa-
lencyjnie zwigzanych z atomem centralnym X (Tab. 1) [9].

Tabela 1.
Table 1.
Zwiazek Oznaczenie w systemie N-X-L
atom X z wolng palg elektronows, polaczony z czterema ligandami 10-X-4
atom X polaczony z piecioma ligandami 10-X-5
atom X z wolng parg elektronows, polaczony z piecioma ligandami 12-X-5
atom X polaczony z sze$cioma ligandami 12-X-6

Pézniej, w celu podkreslenia z jakimi ligandami zwigzany jest atom X, do nota-
cji tej wprowadzono dodatkowy symbol N-X-L(YM), gdzie Y - atom liganda pota-
czony z atomem X, M - liczba atoméw Y. Dla przykltadu, w celu opisania sulfuranu
posiadajacego wolng pare elektronowa, w ktérym atom centralny jest polaczony
z czterema atomami wegla nalezy uzy¢ symbolu: 10-S-4(C4) [6].
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2. MECHANIZMY IZOMERYZACJI ZWIAZKOW HIPERWALENTNYCH

Gléwne mechanizmy izomeryzacji zwigzkéw hiperwalentnych to:

» pseudorotacja Berryego (V) [1, 5, 6, 9, 10],

« rotacja kotowrotowa [1, 5, 9],

o inwersja klinowa [8, 9],

o mechanizm dzwigniowy [5],

o skret Bailara [1].

W 1959 roku Berry badajac wymiane ligandéw w pentafluorku fosforu sformu-
towal mechanizm wyjasniajacy to zjawisko nazwane potem pseudorotacja Berryego
(BPS). Przebieg przedstawia Schemat 1:

Schemat 1. Zrédlo: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/59/Berry_pseudorotation.
png/700px-Berry_pseudorotation.png
Scheme 1.

Jest to wymiana ligandéw apikalnych i ekwatorialnych, przy czym oba ligandy
apikalne ulegaja wymianie. Jest ona charakterystyczna dla zwigzkéw typu 10-X-4
oraz 10-X-5, przy czym w przypadku polgczen 10-X-4 wolna para elektronowa
pozostaje w pozycji ekwatorialnej (jest to tzw. pivot, w polskim ttumaczeniu: trzon
pseudorotacji). Pseudorotacja przebiega przez tetraedryczny stan przejsciowy (Sche-
mat 1b). W efekcie otrzymuje si¢ takze bipiramide trygonalna, jednakze z zamie-
nionymi miejscami ligandami apikalnymi i ekwatorialnymi. Bariera energetyczna
pseudorotacji maleje w szeregu S > Se > Te [6, 9].

Dziesi¢¢ lat pdzniej Ugi i Ramirez zaproponowali alternatywny mechanizm,
ktéry nazwano rotacja kolowrotowa (TR) (Schemat 2). Jeden z apikalnych i jeden
z ekwatorialnych ligandéw ulegaja obrotowi przeciwnie do pozostalych ligandow.
Nastepuje tu jednoczesna wymiana obu ligandéw apikalnych na ekwatorialne i vice
versa [5, 9].
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Scheme 2

Badania "C NMR spirochalkogenuranéw (Rys. 4), w podwyzszonej temperatu-
rze wykazaly, Ze niemozliwe jest w takim wypadku zastosowanie mechanizmu BPR,
bo nalezaloby przyja¢, ze wolna para elektronowa w jednej z posrednich struktur
zajmuje pozycje apikalna, co jest bardzo niekorzystne energetycznie. Dla termicznej
racemizacji tego typu zwigzkéw Martin zaproponowal mechanizm okreslony mia-
nem inwersji klinowej (Schemat 3). Przebiega ona przez plaski czterocztonowy stan
przejsciowy [8-10].

Me Et
0]
//,II" O,,I'l |
~S: ~Te
o/|
(0]
Me" ~Me
Rysunek 4
Figure 4
G (O9) — %
Schemat 3
Scheme 3

Schleyer zaproponowal mechanizm alternatywny do inwersji klinowej. Naz-
wano go mechanizmem dzwigniowym. Ulegaja mu zwigzki typu 10-S-4(CI2F2),
a jego rezultatem jest zamiana jednego apikalnego i jednego ekwatorialnego liganda
(Schemat 4). Proces ten przypomina rotacje¢ kotowrotows, jednak wystepuje tu stan
przejsciowy o geometrii C, [5].
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Scheme 4

W przeciwienistwie do hiperwalentnych zwiazkéw pentakoordynacyjnych,
zwigzki heksakoordynacyjne izomeryzuja duzo wolniej wg mechanizmu zwanego
skretem Bailara (Schemat 5). Podobnie jak wyzej, wymienione jest to proces niedy-
socjatywny (wigzania pozostaja nienaruszone). Natomiast szybka izomeryzacja jest

tu mozliwa tylko poprzez dysocjacj¢ wigzan [1, 9].
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Schemat 5
Scheme 5

3. AKTYWNOSC OPTYCZNA ZWIAZKOW HIPERWALENTNYCH

Hiperwalentne zwigzki typu 10-X-4 i 10-X-5 o geometrii bipiramidy trygonal-
nej i symetrii C, mogg wykazywa¢ chiralno$¢, jesli posiadaja co najmniej trzy rézne
ligandy (Tab. 2). Systemy takie sa jednak niestabilne optycznie. Mozna zwigkszy¢ ich
trwalos$¢ przez wprowadzenie spinajacych odpowiednie pozycje apikalne i ekwato-
rialne dwuzebnych (bidentnych) ligandéw, przy czym tworzy sie uklad spirochal-
kogenuranowy. W zwigzku z tym faktem wszystkie wyizolowane dotad chiralne

chalkogenurany stanowig polaczenia ,,spiro” [9].

Tabela 2
Table 2
Wz6ér sumaryczny Tlos¢ struktur
XL, 1 achiralna
XL' L’ 2 achiralne
XL'L? 3 achiralne
XL' L1’ 2 achiralne i 2 pary enancjomeréw
XLLrr? 2 achiralne i 3 pary enancjomeréw
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Wzér sumaryczny Tlos¢ struktur

XL,L'L’L! 1 achiralna i 6 par enancjomeréw

XL'LLLL? 10 par enancjomeréw

Przypisywanie konfiguracji absolutnej chalkogenuranéw odbywa sie wedlug
rozszerzonej konwencji Cahna-Ingolda—Preloga (CIP) dla struktur bipiramidalnych
i zostalo zaproponowane przez Martina i Balthazora w 1977 roku. Po okresleniu
ligandow apikalnych orientuje si¢ strukture tak, aby wigzanie 3c—4e znajdowalo si¢
w linii wzroku, a ligand apikalny ,,starszy” wedlug regul CIP byl blizej obserwatora.
Nastepnie okresla sie ,,starszefistwo” podstawnikéw ekwatorialnych i, w zaleznosci
od tego czy s3 one ulozone od ,,najstarszego” do ,,najmlodszego” zgodnie lub prze-
ciwnie do ruchu wskazéwek zegara, przypisuje si¢ konfiguracje, odpowiednio, R
lub S (Rys. 5) [11]. Metoda ta zostala po raz pierwszy uzyta do okreslenia konfiguracji
absolutnej (+)-1-chloro-3,3-dimetylo-1-fenylo[3H-2,1-benzoksatiolu] 1 (Rys. 6) [11].

Pierwszym, wyizolowanym chiralnym spirochalkogenuranem byt zwigzek 2
(Rys. 6) [10, 12-14] Zostal on otrzymany na drodze cyklodehydratacji odpowied-
niego dikarboksylowego Se-tlenku przez Lessera i Weissa w 1914 roku i przebadany
ponownie przez Dahlena i Lindgrena w 1972 roku [10, 12, 14, 15].

pok
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Pierwszy analog siarkowy - sulfuran 3 (Rys. 6) — zostal otrzymany przez Kapo-
vitsa i Kalmana w 1971 roku [10, 16], a w 1993 roku Takaguchi i Furukawa zsynte-
tyzowali analog tellurowy - telluran 4 (Rys. 6) [10, 17]. Autorzy ci zaproponowali
synteze zwigzkow 3 i 4 wychodzgc z odpowiedniego selenidu (selenku) lub telluridu
(tellurku) i stosujac jako utleniacz nadtlenek wodoru [10, 17]. W 1991 roku Kapovits
otrzymal optycznie czysty sulfuran (-)-7 wychodzac z enancjomerycznie czystego
sulfotlenku (Schemat 6) [10, 18], a w 1993 roku Allenmark i Claeson zademon-
strowali pierwszy enancjoselektywny rozdzial chromatograficzny racematu spiro-
sulfuranu 3 [10, 19]. Enancjomery zwigzkdw 5 i 6 zostaly natomiast rozdzielone
nieklasycznie przy uzyciu 2,2’-dihydroksy-1,1’-binaftolu [20].

Pierwszym dowodem ujawniajacym istnienie chiralnosci w uktadach hiperwa-
lentnych o symetrii C, byto widmo "F NMR zwigzku 8b, pokazujace diastereoto-
powe kwartety pochodzace od nieréwnocennych grup perfluorometylowych [9, 21].
W celu okre$lania konfiguracji absolutnej chalkogenuranéw stosowane sg metody
klasyczne, takie jak rentgenograficzna analiza strukturalna, przy uzyciu ktérej okre-
$lano konfiguracje absolutne wielu tego typu zwiazkéw [10, 12, 14].

Jednakze ze wzgledu na stosunkowo niewielka trwalo$¢ niektérych z nich i,
w zwiazku z tym, trudnosci w uzyskaniu dobrej jako$ci monokrysztaldw, stosuje sie
w tym celu réwniez metody posrednie z wykorzystaniem technik dichroizmu koto-
wego CD (VCD i ECD), dyspersji skrecalnoséci optycznej ORD oraz NMR. W opar-
ciu o analize¢ widm dichroizmu kotowego okreslono konfiguracje absolutng wydzie-
lonych metoda chromatografii cieczowej na chiralnej fazie stalej enancjomeréw
polaczen 2-4 1 7 [14]. Technika VCD, wymaga stosunkowo duzej ilo$ci materiatu
do badan, ale analiza widma oraz obliczenia teoretyczne tego typu widm s3 sto-
sunkowo proste. Dlatego takze t¢ metod¢ w polfaczeniu z obliczeniami DFT wyko-
rzystuje sie do okreslania konfiguracji absolutnej opisywanych zwiazkéw [10, 12].
Metoda ECD wymaga mniejszej ilo$ci zwigzku potrzebnego do rejestracji widma,
natomiast analiza praktyczna, jak i teoretyczna widma jest bardziej skomplikowana.
Niemniej jednak, technika ta jest z powodzeniem uzywana w celu okreslania kon-
figuracji chiralnych zwiazkéw hiperwalentnych [10, 12]. Z réwnym powodzeniem
wykorzystuje sie do tego celu ORD, a najlepsze i najpewniejsze rezultaty przynosi
polaczenia wszystkich tych technik [12]. Wykorzystanie metod NMR do oznaczania
wlasciwos$ci chirooptycznych za pomocg chiralnych odczynnikéw solwatujgcych
lub przesuwajacych jest obecnie powszechnie uznane i stosowane. Metodg tg okre-
slono konfiguracje absolutng spirochalkogenuranéw 8-10 (Rys. 7), uzywajac w tym
celu enancjomerycznie czystego kompleksu rodu 11 (Rys. 7) i obserwujac zmiane
przesunigcia chemicznego jader nieréwnocennych atomdéw zwanego przesunieciem
kompleksacyjnym [22].
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runku technologia chemiczna na Wydziale Techno-
logii i Inzynierii Chemicznej Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. W 2010
roku uzyskala tytul magistra inzyniera, prace dyplo-
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wicz. Prowadzone przez nig badania dotycza zwigz-

kéw naturalnych wystepujacych w rodlinach i ich wykorzystywanie w kosmetykach

i lekach.

dr hab. inz. Maria Swarcewicz, kierownik Zakladu Syn-
tezy Organicznej i Technologii Lekéw w Instytucie Tech-
nologii Chemicznej Organicznej Wydzialu Technologii
i Inzynierii Chemicznej Zachodniopomorskiego Uniwer-
sytetu Technologicznego w Szczecinie od 2005. Zaintere-
sowania naukowe: ocena zagrozen $rodowiska i metody
ich ograniczania zaréwno w wodzie jak i w glebie, ze
szczegolnym uwzglednienie pestycyddw. Ostatnio zajmuje
sie analizg jako$ciowa kosmetykow. Nowy kierunek badan
zespolu to: zwiazki naturalne w kosmetykach i lekach,
ich synteza i wyodrebnianie; analiza skltadu chemicznego;

opracowywanie receptur kosmetycznych oraz badania aktywnosci przeciwutlenia-
jacych i mikrobiologicznych ekstraktéw roslinnych i olejkdw eterycznych; izolacja
oraz identyfikacja allelozwigzkéw wybranych roélin.
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ABSTRACT

Menthol and new cooling compounds are widely used to improve modern
toothpastes, gums, breath fresheners, cosmetic lotions, deodorants, shaving gels,
and shaving aid composites. This paper reviews the use of menthol and new classes
of cooling agents, that have been discovered since the 1970s, in cosmetic prepara-
tions. We have presented here 57 chemical structures. In addition, we briefly touch
upon cold receptors and mechanism of action. Finally, we add up, recent findings
on the production of cooling ingredients in the world. The underlying process in
thermoreception depends on ion transport across cellular membranes. Thermore-
ceptors belong to a class of transient receptor potential (TRP) channels. Among
them are temperature-sensitive thermoreceptors TRPM8 or TRPAL1. Certain types
of chemical agonists activate the same thermoTRP channels, as for example men-
thol or icilin. Only the (-)-menthol enantiomer possesses clean, desirable minty
odor and intense cooling properties (Fig. 1). Natural menthol is normally about
99.0% to 99.6% pure, with the remaining impurities being other constituents found
in the cornmit oil. Synthetic (-)-menthol is normally about 99.8% pure and has less
of the minty top note than the natural menthol. The other natural and synthetic
compounds being menthol-related coolants are showed in Figure 3, as for exam-
ple, menthone 1,2-glycerol ketal (17). From among 3-carboxamide-p-menthane
derivatives as commercial cooling agents (Fig. 4), there are for example N-ethyl-p-
menthane-3-carboxamide (25) as WS-3 and [ethyl 3-(p-menthane-3-carboxamido)
acetate] as WS-5, which is currently the coldest of all commercial cooling agents
(27). Other examples of recently discovered carboxamide coolants belong to a series
of analogs of WS-23 (28). Of particular interest are various aryl p-menthane-3-
carboxamides, such as N-benzo[1,3]dioxol-5-yl-3-p-menthanecarboxamide (36),
which was reported to have 100 times more cooling intensity than menthol (Fig. 6).
In 2010, Furrer disclosed a series of new p-menthane carboxamide and WS-23 ana-
logs as cooling agents [56]. Three particularly potential cooling agents 50, 51 and 52
are shown in Figure 9.

Keywords: cooling ingredients, menthol, menthol-related, carboxamide, cosmetics
Stowa kluczowe: substancje chlodzgce, mentol, pochodne mentolu, amidy, kosme-

tyki
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WPROWADZENIE

Wzrastajace zainteresowanie przemystu kosmetycznego na komponenty
o wlasciwosciach chlodzacych, spowodowalo poszukiwanie coraz nowszych
zwigzkow wykazujacych efekt chiodzenia skory. Kosmetyki chlodzace, czyli pre-
paraty zawierajgce w swym sktadzie substancje pobudzajgce termoreceptory skory,
odgrywaja coraz wiekszg role w dziedzinie dermatologii i kosmetologii. Do pro-
dukgeji tego typu preparatow kosmetycznych wykorzystuje si¢ skladniki aktywne,
zaréwno pochodzenia roélinnego, jak i syntetycznego. Zwiazki chtodzace znajduja
sie w recepturach preparatéw do i po goleniu, w preparatach do opalania, w $rod-
kach do pielegnacji stop, sa tez skladnikami tonikdw, zeléw do mycia, balsaméw do
ciala, szamponoéw, past do zebow, preparatow do ptukania ust oraz preparatow anty-
cellulitowych. Przedstawiono przeglad literatury na temat mentolu i nowych sub-
stancji chlodzacych, ktore byly syntezowane od lat 70. ubiegtego wieku. Do tej pory
jedng z najwazniejszych substancji chtodzacych byl mentol. Zwigzek ten nalezy do
grupy terpenoidéw, ktory moze by¢ pozyskiwany ze Zrédet naturalnych, a obecnie
za pomoca syntezy chemicznej, metod biotechnologicznych oraz biologii moleku-
larnej. Omoéwiono zwigzek pomiedzy efektem chtodzenia a receptorami wystepu-
jacymi w skorze. Zwrécono uwage na substancje chtodzace majace zastosowanie
w kosmetykach przedstawiajac ich budowe chemiczng, nazwy chemiczne i han-
dlowe. Przedstawiono przeglad substancji chtodzacych analogéw mentolu pocho-
dzenia naturalnego i syntetycznego ze szczegdlnym uwzglednieniem pochodnych
amidowych. W ostatnim rozdziale zwrécono uwage na nowe struktury chemiczne,
ktore wykazujg silniejsze dziatanie chtodzace niz mentol.

1. RECEPTORY WYSTEPUJACE W SKORZE A EFEKT CHLODZENIA

Zmysly czlowieka to zdolnos¢ organizmu do odbierania i analizy bodzcéw
zewnetrznych i reagowania na nie. Zmyst dotyku rozmieszczony jest zaréwno
powierzchownie (skdra), jak i gleboko (OUN). Skéra pelni funkcje ochronng,
bioracg udzial w termoregulacji, oddychaniu, wydalaniu (pot) i gospodarce wod-
nej, zawiera receptory wrazliwe na dotyk, ucisk, cieplo, zimno, bél oraz barwnik
melanine, ktéry decyduje o jej zabarwieniu. Rozmieszczenie receptoréw (Tab. 1)
odpowiedzialnych za réznego rodzaju odczucia sg w skorze nieréwnomierne [1, 2].
W skorze wystepuja systemy reagujace na zmiany temperatury. Za efekt chtodzenia
odpowiedzialne sg termoreceptory (m.in. TRPM8 czy TRPA1), ktére odgrywaja
istotng role w regulacji cieplnej ciala.
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Tabela 1. Receptory wystepujace w skorze

Table 1. Receptors present in skin
Polozenie Receptor Rodzaj czucia

Wolne zakonczenia nerwowe

Skéra owlosiona Dotyk, temperatura, b6l
Receptory koszyczkowe mieszkow wlosowych
Wolne zakonczenia nerwowe Dotyk, bol, skrajne temperatury

Skéra warg, Tarczki Merckla Dotyk

opuszek palcow, Ciatka czuciowe Meissnera Lekki dotyk

skéra nieowlosiona . -
Kolbki konicowe Krausego Zimno
Narzad konicowy Ruffiniego Ciepto, diugi dotyk

Warstwa podskorna | Cialka balszkowate (Paciniego) Ucisk, wibracje

Termoreceptory sa to narzady zmyslow rejestrujace zmiany temperatury $ro-
dowiska zewnetrznego lub wewnetrznego organizmu. Organizm cztowieka nalezy
do stalocieplnych, a to oznacza, ze jego temperatura wewnetrzna jest utrzymywana
na takim samym poziomie, tj. 37°C, niezaleznie od temperatury otoczenia. Aby
utrzymac stalg temperature, w ktorej moga zachodzi¢ przemiany biochemiczne,
konieczne jest sprawne dzialanie osrodkéw termoregulacyjnych, na ktoére skla-
daja sie wlasnie termoreceptory ciepta i zimna. Termoreceptory sg to bezostonowe
zakonficzenia dendrytéw protoneuronéw w bardzo malych polach recepcyjnych,
przy czym receptoréw zimna jest od trzy do dziesieciu razy wiecej niz receptorow
ciepta. Receptory zimna, czyli ciatka Krauzego, ktorych jest okoto sto piecdziesigt
tysiecy, znajduja sie w gornych warstwach skory, blisko jej powierzchni (Tab. 2).
Temperaturowe zero fizjologiczne to stan, w ktérym notuje si¢ jednakowa tempe-
rature powierzchni skory z otoczeniem. W takiej sytuacji nie s3 pobudzane zadne
receptory. Ciatka Krauzego reaguja w zakresie temperatur 12-35°C, natomiast ich
analogi cieplne, ktorych jest okolo trzydziestu tysiecy, odbierane sg przez zlokali-
zowane w glebszych warstwach skdry ciatka Ruffiniego, ktore reaguja w przedziale
25-45°C [2].

Tabela 2. Termoreceptory skory
Table 2. Skin thermoreceptors
Receptor Bodziec progowy Wrazenie Zakres
temperatury
Termoreceptor ciepta Wzrost temp. 0 0,0001°C/s Wzrost temperatury skory 25-45°C
Termoreceptor zimna Spadek temp. 0 0,0004°C/s Spadek temperatury skory 12-35°C

Receptory zimna uruchamiane sg ponizej 25°C, receptory ciepta powyzej 35°C,
natomiast w przedziale temperaturowym 25-35°C dzialajg oba rodzaje termorecep-
toréw, jednakze w réznych proporcjach. Efekt termiczny jest rodzajem odpowiedzi na
bodziec zewnetrzny docierajacy do termoreceptoréow. Bodzcem tym, oprocz zmian
temperatury otoczenia, moze by¢ dzialanie réznych substancji. Substancje wywotu-
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jace efekt chlodzenia skory wykazuja specyficzne dzialanie na receptory zimna. W
pierwszej fazie krotkotrwatego dziatania zimna na skore obserwuje si¢ blado$¢, spo-
wodowang skurczem naczyn krwiono$nych, wskutek dziatania mechanizméw regu-
lujgcych. Aby mechanizm regulujgcy zadzialal, koniecznie jest dotarcie do wnetrza
systemow rejestrujacych przez odpowiednie wyspecjalizowane kanaty jonowe TRP
(ang. Transient Receptor Potential). Dwa kanaly wykazujg silng wrazliwo$¢ na niskie
temperatury: TRPMS (< -28°C) i TRPA1(< -18°C). TRPMS8 moze by¢ aktywowany
przez temperatury ponizej 28°C, lub przez zwigzki wywolujace uczucie chlodu,
np. (-)-mentol, icilin. Stwierdzono, ze (-)-mentol posiada zdolno$¢ uruchomienia
reakcji fancuchowych receptoréw czutych na zimno TRPMS, kiedy jest dozowany
na skore [3]. Gléwna role w tym procesie odgrywaja kanaly jonéw wapnia(II). Sub-
stancje chtodzace powoduja wzrost stezenia jondw wapnia w neuronach receptoréw
zimna. Pobudzenie neuronéw receptoréw zimna zwigzane jest z indukowaniem
obiegu jondéw [2-5]. Waznymi czynnikami zwigzanymi z efektem chlodzenia sa:
struktura molekularna czasteczki, sklad jakosciowy i ilosciowy zwigzku oraz $rodek
wiazacy, w ktdrym znajduje sie substancja chtodzaca [3]. Zucker (2002) wyjasnit jak
odkrycie jonowych kanaléw czulych na zimno bedzie pomocne w analizie wplywu
temperatury na system nerwowy [6]. Peier i in. (2002) opisali aktywacje¢ TRPMS,
ktdra zalezy od obecnosci mentolu czy iciliny lub obecnosci niskiej temperatury [7].
Behrendt i in. (2004) przedstawili wyniki badan 70 odorantéw i pochodnych men-
tolu wplywajacych na rekombinacje receptora zimna TRPM8 (mTRPMS8). W dzie-
sieciu substancjach (linalol, geraniol, hydroksycitronellal, WS-3, WS-23, Frescolat
MGA, Frescolat ML, PMD38, Coolact P and Cooling Agent 10) stwierdzono, ze sa
one agonistyczne [8]. Wymienione substancje chtodzace i ich struktury chemiczne
opisano w dalszych rozdzialach.

Andersson i in. (2004) stwierdzili, Ze aktywacja receptora zimna TRPMS8
zachodzi w obecnosci iciliny i niskiej temperatury, ale nie w obecno$ci mentolu
i jest raczej modulowana przez pH wewnatrzkomoérkowe, w granicach fizjologicz-
nych. To pokazuje, Ze aktywacja iciling i niskg temperaturg ma inny mechanizm niz
aktywacja przez mentol [9]. W 2005 roku McKemy publikuje artykul przegladowy
na temat receptoréw zimna [10]. Mechanizm dziatania skladnikéw chtodzacych
obszernie omawia w swojej publikacji Leffingell [11].

2. SUBSTANCJE O WEASNOSCIACH CHLODZACYCH

W przemysle kosmetycznym maja zastosowanie zwigzki generujace uczucie
zimna bez faktycznego obnizenia temperatury otoczenia. Ich obecno$¢ nadaje sko-
rze przyjemng $wiezo$¢. Zwigzki chlodzace znajduja si¢ w recepturach preparatow
po goleniu, opalaniu, $rodkach do pielegnacji stop, takze sg skladnikami tonikdw,
zelow do mycia, balsamoéw do ciata, szampondw, past do zgbdw, preparatéw do ptu-
kania ust oraz preparatéw antycellulitowych [1-3]. Substancje chlodzace moga by¢
podzielone na dwie zasadnicze grupy: pochodzenia naturalnego i syntetycznego.
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2.1. MENTOL I JEGO NATURALNE POCHODNE

Mentol, w grupie zwiazkéw naturalnych jest powszechnie stosowany w prepa-
ratach kosmetycznych jako $rodek chlodzgcy. Dziata on chlodzaco, znieczulajgco,
dezynfekujaco i pilomotorycznie [3, 4, 11]. Mentol nalezy do grupy terpenoidéw,
moze by¢ pozyskiwany ze Zrédel naturalnych, a takze za pomoca syntez chemicz-
nych i biochemicznych [12-16]. Nalezy do alkoholi terpenowych, posiada trzy
centra stereogeniczne, osiem izomeréw optycznych (+)-mentol (1), (+)-izomentol
(2), (+)-neomentol (3), (+)-neoizomentol (4), (-)-mentol (5), (-)-izomentol (6),
(-)-neomentol (7), (-)-neoizomentol (8), z ktorych cztery otrzymane zostaty na dro-
dze syntezy, lecz tylko jeden z o$miu izomeréw, (-)-mentol czyli forma (1R,3R,4S)
wykazuje efekt chlodzenia na skérze (Rys. 1) [2, 17].

CHs, CHs CH, %H3
HO Y HO H HO HO i
H3C/\CH3 H3C/\CH3 HsC CHj3 HsC CH3
1 2 3 4
H4C CHs
gH3 CHS 3
3 N S HO
HO\\\\ H O\\\\ H O\\\\ H
/\ CHj
HsC
H3C CH3 H3C CH3 ch CH3 3
5 6 7 8

Rysunek 1. Stereoizomery mentolu
Figure 1. Stereoisomers of menthol

Naturalny mentol posiada czystos¢ od 99,0 do 99,6% z pozostalosciami innych
skladnikéw. W syntetycznym (-)-mentolu czysto$¢ wzrasta do 99,8% i posiada
on mniej zanieczyszczen. Mentol jest zwigzkiem lotnym, z tego powodu uzyskany
efekt chtodzenia jest krotkotrwaly i nie trwa dluzej niz dwadzie$cia pie¢ minut dla
roztworu 100 ppm. Nalezy do zwigzkéw draznigcych, dlatego nalezy stosowaé go
w odpowiednich stezeniach, na ogé! nie przekraczajacych 0,02%. Jedng z wad men-
tolu jest jego charakterystyczny zapach, co uniemozliwia uzyskanie w preparatach
kosmetycznych innych zapachéw. Z tego powodu poszukiwano innych zwigzkow
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o wlasciwosciach chlodzacych, czesto z pochodnych mentolu. Przyktadami zwigz-
kow o wlasciwosciach chlodzacych sg mleczan i octan mentylu, ktore stosuje si¢
w kosmetykach w stezeniu okolo 0,4-1,2%, czyli znacznie wyzszym, niz w przy-
padku czystego mentolu. Dziatanie chlodzgce moze by¢ wywolane przez inne
substancje, gtéwnie z grup monoterpenéw, seskwiterpendw oraz ich pochodnych
[3, 11]. Obecnie najwigksze zapotrzebowanie, w przemysle kosmetycznym, sposréd
zwiazkow terpenoidowych, maja (-) mentol i R(-)-karwon (9) (Rys. 2).

H H OH
OH /(LH\
9 10 11 12
\\\\\\OH
W™ o
o H
13 14 15

Rysunek 2. Naturalne pochodne mentolu wykazujace wlasnosci chlodzace
Figure 2. Natural menthol derivatives having cooling properties

Innymi substancjami naturalnymi s analogi mentolu (estry, etery, ketale), np.:
(-)izopulegol (10), (+)-cis- i (-)-trans-p-mentan-3,8-diol (11, 12), menton (13)
(Rys. 2) [1]. Menton (13) - keton terpenowy jest ciecza o przyjemnym, orzezwia-
jacym zapachu miety. Produkt Takasago International (Coolact P, FEMA 2962)
czyli (-)izopulegol (10) w polaczeniu z mieta wykazuje odczucie zimna. Odkryto,
ze zwigzek ten o wysokiej czystosci (99,7%) jest bezzapachowy i posiada optycznie
aktywna forme oraz powoduje poczucie swiezosci, orzezwienia i chlodzenia. Jego
sifa chlodzenia jest od 20 do 30% wieksza niz mentolu [18]. Z grupy seskwiterpe-
néw opatentowany zostal kubebol (14) (FEMA 4497) jako substancja chlodzgca
i orzezwiajgca [19]. Otrzymywany jest z oleju kubebowego, w ktérym wystepuje
w ilo$ci od 10% do 30% [20]. Badania wykonane przez analize czuciowg pokazaly,
iz umbellulon (15) oraz (1R,2R,4S)-dihydroumbellulol wykazujg znaczne uczucie
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chlodzenia, lecz dwa-trzy razy mniejsze niz (-)-mentol [17, 21-23]. Inne pochodne
mentolu posiadajace wlasnosci chlodzace a wystepujace w handlu, przedstawiono
na Rysunku 3.

HO
o
o
: o 0 R
PN N -
OH 18
16
OH 0 o
H
N
o y o 0

Rysunek 3. Handlowe substancje chtodzace - pochodne (-)-mentolu
Figure 3. Commercial cooling substances — derivatives of (-)-menthol

Mieszanina zawierajaca (-)-izopulegol (10), mleczan (-)-mentylu (16) (Fresco-
lat ML) i (-)-mentoksypropano-1,2-diol (22) zostala opatentowana dla przemystu
kosmetycznego jako MPD, Coolact®, [24]. Z tej samej firmy pochodzi substancja
chtodzaca bedaca mieszaning dwoch izomerdw cis- i trans-p-mentan-3,8-diol (11,
12) (FEMA 4053), w stosunku okolo 62:38, pod nazwg Coolact 38D°®, PMD?38.
Mieszanina ta posiada okoto 11% wieksza moc chlodzenia niz mentol [24, 25].
Wystepuje w olejkach eterycznych bogatych w citronellal, np. Litsea cubeba, Euca-
lyptus citriodora, oprocz tego jest efektywnym repelentem insektycydowym [25,
26]. Sposérdd substancji chtodzacych na uwage zastuguje bursztynian monomentylu
(MMS, FEMA 3810) [27], ktory zostal opatentowany przez Mane [28], jako sub-
stancja chtodzaca o szerokim spektrum zastosowania. Zwigzek ten zostat wyizolo-
wany z Lycium barbarum i M. piperita [29]. Z pochodnych mentolu dostepny jest
réwniez w handlu ketal 1,2-glicerolomentonu (Frescolat MGA) firmy Haarmann
i Reimer, w dwdch formach (leavo FEMA 3807 (17) i racemat FEMA 3808) [30].
W firmie Firmenich odkryto, Ze mieszanina diastereoizomeréw 6-izopropylo-3,9-
dimetylo-1,4-dioksospiro-[4,5]dekan-2-on (18), otrzymana w reakcji kwasu mleko-
wego z cis- 1 trans-mentonem, ktéra prowadzi do otrzymania mi¢towego, $wiezego
zapachu typu piperita. Stwierdzono synergistyczny efekt, zwiekszajacy sile chlodze-
nia, w kombinacji z innymi substancjami chfodzacymi (np. bursztynianem men-
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tylu czy mentolem). Te wlasciwosci mialy, w szczegdlnosci, izomery (3S,5R,65,9R)
i (35,55,659R) [31]. 3-Hydroksybutenian (-)-mentyl (MHB, FEMA 4308) (19),
wedlug firmy Takasago, posiada diugo trwajacy efekt chlodzenia, jest bezwonny
i bezsmakowy, wykazuje okoto 0,45 razy silniejszy efekt od mentolu. Posiada wiec
szerokie zastosowanie, nie tylko w kosmetykach, lecz takze w Zywnosci, napojach,
lekach czy papierosach [32, 33]. Podobne wilasnosci ujawniajg inne zwiazki che-
miczne pochodne mentolu, np. 1-hydroksy-2,9-cineol, 3-alkilo-p-mentan-3-ol czy
pirolidyno-2-on-5-karboksymentyl (Questice®, FEMA 4155) (20). Ten ostatni zwig-
zek ma duze zastosowanie w roznych kosmetykach, lotionach i jako sktadnik pasty
do zebdw, a jego wlasciwosci chtodzace s3 wynikiem hydrolityczno-enzymatycznego
uwalniania mentolu. Erman ostatnio wykazal, ze forma ciekla Questice jest miesza-
ning diastereoizomeréw pirolidyno-2-on- 5-karboksymentylu, w stosunku konfigu-
racji 5S:5R jak 91:8, podczas gdy forma stala ma stosunek 46:53 [34]. (-)-Glutaran
monomentylowy (21) (Physcool 2, MMG, FEMA 4006) jest nastepna naturalng
substancja chlodzgca, ktora wykryto w Litchi sinensis, w obecnosci (-)-dimentylo-
glutaranu[29]. Prawdopodobnie jest to substancja chtodzaca o najdluzszym efekcie
chlodzenia [35]. Inng substancja chtodzacg jest (-)-mentoksypropano-1,2-diol (22),
wystepujaca jako MPD, Coolant Agent 10, firmy Takasago International (FEMA
3784). Zawiera dwa izomery (23, 24) 25 i 2R (Rys. 4). Stwierdzono, ze wlasnosci
chtodzace izomeru 28 sg od dwdch do trzech razy silniejsze niz dla izomeru 2R i od
poéttora do dwu razy od tego racematu [36-38].

QUL @oﬁw

Rysunek 4. Struktury chemiczne pochodnych 3-karboksyamido-p-mentanu jako handlowe substancje
chlodzace
Figure 4. The chemical structures of p-menthane-3-carboxamide derivatives as commercial coolants
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2.2. AMIDOWE POCHODNE MENTOLU

W latach 70. ubieglego wieku firma Wilkinson Sword Ltd. prowadzita inten-
sywne badania, ktore doprowadzity do odkrycia okoto 1200 zwigzkéw chemicznych
wykazujacych aktywnos¢ chtodzacy [39]. Przyktadami takich zwigzkow (Rys. 5) sa
syntetyczne pochodne mentolu zawierajace w swej czasteczce fragment 3-karbo-
ksyamido- p-mentanu [11, 40, 41].

n=1,2 R=0Me, OEt, OPr, O-iPR, OBu
30

29

Rysunek 5. Struktury chemiczne pochodnych 3-karboksyamido-p-mentanu
Figure 5. The chemical structures of p-menthane-3-carboxamide derivatives

Na Rysunku 5 przedstawiono N-etylo-3-karboksyamido-p-mentan, (25) ktory
nosi nazwe handlowg WS-3 lub FEMA 3455. Erman i in. (2004, 2007) stwierdzili,
ze wyodrebnienie czystego izomeru (1R,3R,4S) z powyzszego zwigzku powoduje
zwigkszenie dziatania chlodzacego o okolo trzy razy w poréwnaniu do WS-3
[42, 43]. Struktura chemiczna (26) to N-1,1-dimetyloetylo -3-karboksyamido-p-
-mentan. Zwigzek ten wystepuje w handlu jako WS-14 [44]. N-[(etoksykarbonylo)
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metylo]-3-karboksyamido-p-mentan (27) wystepuje w handlu pod symbolem WS-5
lub FEMA 4309, jest obecnie jednym z najsilniejszych komercyjnych preparatow
chtodzacych [45]. Stwierdzono réwniez, ze na wlasnosci chtodzace ma duzy wplyw
wysoka czystos¢ zwigzku [46]. Struktura chemiczna (28) to WS-23 lub FEMA 3804
(amid kwasu 2-izopropylo-N-2,3-trimetylobutenowego) i wraz z WS-3 naleza do
dwdch najczesciej produkowanych obecnie zwigzkéw [11]. Maja one szerokie zasto-
sowanie jako dodatki do przypraw, a specjalnie w gumach do zucia, w preparatach
odswiezajacych oddech, w wyrobach cukierniczych czy w preparatach pielegna-
cyjnych. Stosowane s3 tez w kosmetykach, np. lotionach po goleniu. Pochodna
WS-23 przedstawia struktura chemiczna (29), czyli amid kwasu N-etylo-2,2-
diizopropylobutenowego, FEMA 4557. Inny przyktad nowo odkrytych pochodnych
amidowych to analog WS-23, taki jak amid kwasu N-(2-etoksyetylo)-2-izopropylo-
2,3-dimetylobutenowego (30), opatentowany przez Qaroma [50]. Rysunek 6 przed-
stawia dalsze pochodne 3-karboksyamido-p-mentanu, z z pier§cieniami aromatycz-
nym lub heterocyklicznym, ktore wystepujag w handlu.

3

Rysunek 6.  Nowe pochodne karboksyamidu p-mentanu
Figure 6. New derivatives of p-menthane carboxamide
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N-(4-metoksyfenylo)-3-karboksyamido-p-mentan wystepuje pod nazwami
WS-12 lub FEMA 4681 jako struktura chemiczna (31). Stwierdzono, ze zwigzek ten
posiada pottora razy silniejsze dzialanie chtodzgce w poréwnaniu do (-)-mentolu
[47].

Struktura chemiczna (32) to N-(4-cyjanometylofenylo)-3-karboksyamido
-p-mentan (FEMA 4496, G-180). Zwiazek ten posiada prég zimna doustny na
poziomie 0,5 pg, w poréwnaniu do 0,25 ug (-)-mentolu. Wskazuje to, ze zwigzek
ten posiada okoto 50% wieksza sile chtodzacg niz mentol [48]. Wtasnosci chtodzace
ujawnia izomer N-(4-cyjanometylofenylo)-3-karboksyamido-p-mentanu, wystepu-
jacy w handlu pod nazwa Neo-G-180. Mieszanina dwdch izomeréw G-180 i Neo
G-180 daje lepsze efekty chlodzenia niz sam izomer (32). Struktura chemiczna (33)
to N-[2-(pirydyno-2-yl)etylo]-3-karboksyamido-p-mentan (FEMA 4549). Struktura
chemiczna (34) to (2S,5R)-N-[4-(2-amino-2-oksoetylo)fenylo]-3-karboksyamido-
p-mentan (FEMA 4684). Zwigzki chemiczne z tej grupy zostaly opatentowane
w 2010 roku przez Bardsleya i in. [49] w USA. Firma Givaudan w 2006 roku opa-
tentowala nastepng seri¢ pochodnych karboksyamidéw p-mentanu, a przykladem
jest struktura chemiczna (35) czyli N-(1-izopropylo-1,2-dimetylopropylo)-5-karbo-
ksyamido-1,3-benzodioksol, ktéry posiada dwukrotnie silniejsze dzialanie niz
2 ppm mentol [51].

Szczegdlnie interesujace okazaly sie arylo-pochodne 3-karboksyamidow-
p-mentanu, takich jak N-benzo[1,3]dioksol-5-yl-3-karboksyamido-p-mentan
(36) czy N-(benzooksazol-4-yl)-3-karboksyamido-p-mentan, ktére wykazywaly
sto razy wieksza intensywnos¢ chlodzenia od mentolu [52], ktérg przedstawiono na
Rysunku 7 jako nowa pochodna.

Firma T. Hasegawa Co. Ltd. opatentowala nowa serie silnych zwigzkéw chlo-
dzacych na bazie amidow alkiloksowych pochodnych p-mentanu, gdzie przyktadem
jest struktura chemiczna (37) (Rys. 7) [53].

Wei (2006, 2007) przedstawil cztery substancje (38-41) pochodne do WS-5 (27).
Substancje (38, 39) otrzymano z D-alaniny i nazwano odpowiednio D-ALA-O-ME
i D-Ala-O-Et. Podobnie z D-homoseryny otrzymano N-(R)-2-oksotetrahydrofuran-
3-yl-(1R,28,5R), struktura chemiczna (40), ktdrg nazwano D-HSL bedacym moc-
nym, dlugotrwajacym czynnikiem chfodzacym. Te same wlasnosci posiadal zwigzek
z pochodnych p-mentano-3-karboksyamidu, struktura chemiczna (41) to L-fenylo-
efiryna p-mentano-3-karboksyamidu nazwana CPS-195 [54, 55].
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Rysunek 7. Nowe pochodne karboksyamido-p-mentanu wykazujace efekt chlodzenia skory
Figure 7. New derivatives of p-menthane carboxamide as active cooling

Furrer (2010) przedstawit nowg serie pochodnych karboksyamidu p-mentanu
zawierajacymi pierécienie heterocykliczne, struktury chemiczne (42-44) (Rys. 8),
ktore wykazujg silne wlasnosci chfodzace, od 200 do 1000 razy silniejsze od mentolu
[56].
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Rysunek 8. Zwigzki chemiczne o réznej strukturze majace wlasnosci chlodzace
Figure 8. Cooling agents with various chemical structures

2.3. NOWE SYNTETYCZNE SUBSTANCJE CHLODZACE

Wrtasnosci chlodzace posiadajg rowniez inne struktury chemiczne, co przed-
stawiono na Rysunku 9. Struktury chemiczne (45-49) zostaly opatentowane w 2008
roku jako seria pochodnych: fenchylu, D-bornylu, L-bornylu, eksonorbornylu,
2-metyloizobornylu, 2-etylofenchylu, 2-metylobornylu, cis-pinanu-2-ylu, werba-
nylu i izobornylu posiadajacych do 2000 razy silniejsze wtasnoséci chlodzace od
mentolu. Zwigzek chemiczny (45) wykazuje 1000 razy silniejsze dzialanie chlodzace
od mentolu, a zwigzki chemiczne (46, 47) 20-krotne.

Najsilniejsze wlasnosci chlodzace wykazywal bursztynian izobornylu (48),
- 2000 razy wieksze od mentolu [11, 47], a bursztynian bornylu (49) juz tylko 670
razy wieksze. W 2009 roku Surburg i in. opatentowali pochodne oksomentanu [57].
Schoening i Wiedwald w Symrise opisali zastosowanie pochodnych estréw 3-okso-
karboksylowych p-mentanu [58]. W 2010 roku opatentowano nowe mieszaniny
pochodnych karboksyamidéw p-mentanu i analogéw WS-23 jako czynnikéw chio-
dzacych [56]. Trzy z nich przedstawiono na Rysunku 9, jako struktury chemiczne
(50-52). W 2004 roku firma Unilever Home i Personal Care USA, A Division of
Conopco, Inc., wprowadzifa na rynek pochodne iciliny, struktury chemiczne (53,
54), ktére wykazywaly podobne wlasnosci chfodzace jak mentol [59].
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Rysunek 9.  Nowe zwigzki chemiczne o wlasno$ciach chtodzacych
Figure 9. New chemicals as cooling agents
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W ostatnim czasie pojawily sie¢ interesujace publikacje Furrer i in. (2008),
czy Leffingwell (2009) [11, 47] dotyczace substancji o wlasnosciach chlodzacych.
Ottinger i in. (2001) ogtlosili, ze pochodne furanonu, np. 4-metylo-3-(1-pirolidyno)-
2[5H]-furanon (55), posiadaja silniejsze dziatanie chodzgce niz mentol [61, 62].
Trzy struktury chemiczne (55, 56, 57) otrzymane na drodze syntezy przedstawiono
na Rysunku 10. Jednak Erman (2003) prezentowal odmienne wyniki badan struk-
tury chemicznej (55), stwierdzajac mala przydatnos¢ tego zwiazku dla kosmetykow
z uwagi na staby efekt chtodzenia [63].

Q¢ I d Oy

| W
.
(0]
55 56 57
Rysunek 10. Struktury chemiczne pochodnych furanonu
Figure 10.  The chemical structures of furanone derivatives
PODSUMOWANIE

Zastosowanie ,oczyszczonych” substancji chlodzacych w farmaceutykach
i kosmetykach pochodzenia naturalnego datowane jest od lat osiemdziesigtych
XIX wieku w Japonii, gdzie mentol produkowano na skale przemystowa z olejku
mietowego (Mentha arvensis) [64]. Przed II Wojng Swiatowa produkcja mentolu
byla kontrolowana przez dwa kraje: Japoni¢ i Chiny. Podczas wojny dotaczyta do
tej grupy Brazylia, a po wojnie Indie. Do lat siedemdziesigtych ubiegltego wieku
syntetyczny mentol produkowany byl przez poélsyntezy na mniejsza skale [3, 65].
Nastepnie rozwinieto wielostopniowe procesy otrzymywania tego zwigzku zaczyna-
jac od (+)-karenu, (-)-a-fellandrenu czy B-pinenu. Zadne z tych proceséw nie byly
dopracowane i wykazywaty wiele niedociagnie¢. Przelom w produkcji syntetycznego
mentolu nastapil, kiedy producenci: Haarman i Reimer oraz Takasago International
Co. i AG Bayer-Levercusen znaczaco zainwestowali w produkcje na szeroka skale
stosujac rozne technologie. Jedng z najwazniejszych metod syntezy mentolu jest
metoda Noyori, ktory za nig otrzymal nagrode Nobla w 2001 roku [16]. Z drugiej
strony, mozna zauwazy¢ dynamiczny rozwoj przemystu kosmetycznego w kierunku
poszukiwania nowych syntetycznych zwiazkéw chemicznych majacych znaczenie
aplikacyjne [66]. Na zainteresowanie odkrywaniem nowych substancji chemicznych
posiadajacych wlasnosci chtodzace wskazuje liczba patentéw, w ostatnich dziesieciu
latach. I tak, pomiedzy 1998 a 2007 rokiem ukazalo si¢ ponad 280 patentéw, a od
stycznia 2005 do grudnia 2007 zgtoszono ponad 300 patentéw [11]. Oprécz poszu-
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kiwania pojedynczych substancji, uwaga badaczy zwrdcona jest na badania miesza-
nin oraz okreslenie sily efektu chtodzenia [67, 68, 70]. Tabela 3 przedstawia wyniki
badan nad efektem chlodzenia wybranych substancji, w stosunku do mentolu [69,

70].
Tabela 3. Przyblizony efekt chlodzenia substancji w stosunku do mentolu (jako 100) [69, 70]
Table 3. Estimated cooling effect of different substances compared to menthol (as 100) [69, 70]
Lp Substancja chlodzaca Relatywny efekt chtodzenia
1 WS-5 400
2 WS-3 150
3 (-)-mentol 100
4 WS-14 75
5 WS-23 75
6 MHB 48
7 Frescolat ML 43
8 Frescolat MGA 41
9 | (29)-MPD 40
10 Coolact P 25
11 | (2RS)-MPD 23
12 ‘WS-30 23
13 PMD 38 11

(12]

[13]
[14]
(15]
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ABSTRACT

Wines are the subject of an increasing number of investigations. The benefits
of red wine became widely recognized after the observation of “French paradox”
[8-10]. It has been found that there is a low mortality rate from ischemic heart
disease among French people despite their high consumption of saturated fatty acids
and the prevalence of other risk factors. The health-protective properties of wine are
attributed to their antioxidant activity, i.e. the capability to scavenge reactive oxy-
gen species, ROS. An imbalance between antioxidants and oxygen species results
in oxidative stress leading to cellular damage. The phenolic compounds present in
wine show beneficial physiological properties including protection against coronary
heart disease, as well as anti-inflammatory and anti-carcinogenic activity. Most of
the beneficial effects of wine are attributed to the presence of flavonoids, resveratrol,
phenolic acids and other antioxidants. This paper reviews the significance of diffe-
rent compounds present in wine and their effect on human health.

Chapter 1 focuses on flavonoids: flavonols, flavan-3-ols and anthocyanidins
(Fig. 1) [14-29]. This class of compounds can exist both in a simple form, as agly-
cones, and bounded with sugars, as glycosides. The presence of phenolic hydroxyl
group in these compounds is essential for their antioxidant activity and enables to
scavenge free radicals in vivo.

Chapter 2 describes chemical and physicochemical properties of resveratrol
(Fig. 2) [30-41] which is the main antioxidant in wine. Moreover, this compound
has been shown to inhibit the oxidation of low density lipoproteins and the aggrega-
tion of platelets [44-47]. Resveratrol also exhibits anti-inflammatory and anticancer
properties [48, 49].

Chapter 3 reveals that wines are also a good source of other antioxidants [50-55]
as phenolic acids (Fig. 3), tyrosol and hydroxytyrosol (Fig. 4), and also melatonin
(Fig. 5).

Unfortunately, some wines can include mycotoxins, mainly ochratoxin A [59, 60]
(Fig. 6), which is produced by the phytopatogenic fungi, Aspergillus carbonarius.

All types of red wine contain different amounts of ethanol and phenolic antio-
xidants, and therefore it is probable that the cardioprotective effect of red wine is
caused by both these kinds of components [57-58]. Epidemiological observations,
clinical and experimental in vitro research prove that regular and moderate intake
of wine, particularly red wine, reduces cardiovascular morbidity and mortality
[66-70].

Keywords: antioxidant activity, flavonoids, melatonin, phenolic acids, red wine,
resveratrol,

Stowa kluczowe: aktywnos¢ antyoksydacyjna, flawonoidy, kwasy fenolowe, melato-
nina, resweratrol, wino czerwone
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WSTEP

Tradycyjne wino jest napojem otrzymywanym przez fermentacje alkoholowa
owocow winorosli wlasciwej, zwanej rowniez latorosla winng (Vitis vinifera L.).
Uprawna winoro$] zostala prawdopodobnie wyhodowana z dzikiego euroazjatyc-
kiego podgatunku winorosli lesnej, wystepujacego do dzisiaj m.in. na Krymie, Kau-
kazie i Zakaukaziu [1]. Uprawe winorosli prowadzono juz kilka tysiecy lat p.n.e.,
poczatkowo na Bliskim Wschodzie, skad przedostala si¢ do Grecji, a nastgpnie do
Italii. Od Rzymian przejeli ja Galowie zamieszkujacy potudniowg Francje. W czasach
nowozytnych odmiany europejskiej winorosli uprawnej przewieziono do Ameryki,
a pozniej do potudniowej Afryki i Australii. W $redniowieczu i na poczatku czaséw
nowozytnych uprawa winorosli rozpowszechnila si¢ réwniez w Polsce, czego dowo-
dem mogg by¢ dawne nazwy ulic i dzielnic w wielu miastach, takie jak ,Winnice”
lub ,Winogrady”. Podobnym reliktem jest herb Lublina przedstawiajacy koziotka
skaczacego na krzew winny. Ostre zmiany klimatyczne w XVII wieku (nadejscie
tzw. malej epoki lodowej) doprowadzily do upadku winnic i winiarstwa w naszym
kraju. Obecne zlagodzenie klimatu przyczynia sie¢ do odrodzenia uprawy winoro-
§li na Podkarpaciu [2]. Co wigcej, Uniwersytet Jagiellonski oferuje ostatnio studia
podyplomowe w zakresie enologii (winiarstwa) [3].

W sklad $wiezych owocéw winorosli, czyli winogron wchodza cukry (do
20%), pektyny, garbniki oraz kwasy organiczne: jabtkowy, winowy, cytrynowy i glu-
kuronowy, jak réwniez niektdre aminokwasy. Zawieraja one réwniez flawonoidy
i inne zwigzki fenolowe, witaminy A, B , B, i C, jak i antocyjanidyny (tylko ciemne
odmiany) [4]. Najwiekszg ilo§¢ winogron wykorzystuje sie jako surowiec do wyrobu
wina. W krajach $rédziemnomorskich wino stato sie juz w starozytnosci powszech-
nie uzywanym napojem. Nie dziwi zatem, Ze wiele odniesien do wina zawiera Biblia.
We wczesnym chrzescijanstwie chleb i wino uchodzily za symbole jedzenia i picia.
Wino czgsto mieszano w réznych proporcjach z woda.

W starozytnosci i sredniowieczu wino znajdowalo zastosowanie jako $rodek
leczniczy, zaréwno do leczenia ran (wlasciwosci $ciggajace i antyseptyczne), o czym
donosi Biblia w przypowiesci o dobrym Samarytaninie, jak i do leczenia choréb
wewnetrznych. Do uzywania wina jako lekarstwa zachecal réwniez $w. Pawel piszac
w Pierwszym Liscie do Tymoteusza: ,Samej wody juz nie pij, uzywaj natomiast po
trosze wina ze wzgledu na Zoladek i czgste twe slabosci!” [5].

Do produkeji wina wykorzystuje sie zaréwno biale, jak i czerwone winogrona.
Wina biale otrzymuje si¢ przez fermentacje soku wycisnigtego za pomocg prasy
(réwniez z czerwonych winogron) i oddzielonego od miazgi. Wina czerwone uzy-
skuje si¢ z czerwonych winogron poddawanych wstepnej maceracji. Zmiazdzone
jagody pozostaja w kontakcie z sokiem przez ponad osiem dni. Wskutek tego barw-
niki i substancje biologicznie aktywne zawarte w skorce przechodzg do moszczu sta-
jac si¢ skltadnikami wina. Skracajac czas pozostawania moszczu razem z miazgg, np.
do jednej doby, mozna otrzyma¢ wino rézowe. Fermentacja wina trwa dosy¢ dtugo,
do kilku tygodni. W zaleznosci od potrzeb prowadzi si¢ ja do konca lub przerywa
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w odpowiednim momencie, np. przez podgrzanie moszczu. Fermentacja alkoholowa
jest procesem anaerobowym polegajacym na przetworzeniu cukréw, w tym gltéwnie
glukozy i fruktozy, w alkohol etylowy i ditlenek wegla wedlug prostego réwnania

C,H,0, +H,0 >4 CHOH + 4 CO, (1)

127722711

W rzeczywisto$ci proces ten jest bardziej skomplikowany, gdyz sklada sie
z wielu reakcji, z ktérych czes¢ prowadzi do wytworzenia produktéw ubocznych.
Zestawienie reakcji mozna znalez¢ w artykule Churcha [6]. Obecnos¢ produktow
ubocznych jest bardzo istotna, gdyz wplywa na tzw. bukiet wina, a wigc jego barwe,
smak i zapach.

Przed rozpoczeciem fermentacji (dodaniem drozdzy winiarskich) wprowa-
dza si¢ do moszczu stabo zakwaszony roztwoér disiarczanu(IV) potasu (K,S,0,) lub
wodorosiarczanu(IV) potasu (KHSO,). Substancje (oznaczone odpowiednio sym-
bolami E224 i E228) pelnig funkcje konserwantéw i stuza do wyzwalania SO, [7].
Dodatek siarczanu(IV) stuzy przy produkcji wina do zniszczenia niepozadanej flory
bakteryjnej i dzikich szczepdéw drozdzy. Po zakoniczeniu dojrzewania wina a przed
jego butelkowaniem wprowadza si¢ ponownie SO, aby zapobiec utlenianiu zawar-
tych w nim antyoksydantéw tlenem powietrza.

Winami nazywane s3 réwniez napoje alkoholowe otrzymywane w wyniku fer-
mentacji innych owocdéw, tzw. wina owocowe, np. jabtkowe. W ponizszym artykule
bedziemy zajmowali si¢ wylacznie winami tradycyjnymi, tzw. gronowymi.

Mimo wytwarzania i spozywania wina od tysiecy lat nauka o jego wartosciach
zdrowotnych jest stosunkowo mloda. Przelomowym momentem stalo si¢ odkrycie
pewnego zjawiska zwanego francuskim paradoksem (ang. French paradox). Polega
ono na tym, ze sposob odzywiania mieszkancéw potudniowo-zachodniej Francji
oraz Wloch pozostaje w zupelnej niezgodzie z tym, co zalecata do niedawna ofi-
cjalna medycyna, zwlaszcza amerykanska. Mimo spozywania duzej ilosci thuszczow
nasyconych wskaznik zachorowalno$ci na chorobe wienicowg serca jest w tym regio-
nie wielokrotnie nizszy niz w krajach pdéinocnej Europy [8], nie wspominajgc juz
o Stanach Zjednoczonych Ameryki i Kanadzie. Kiedy w latach 90. ubieglego stulecia
zauwazono to zjawisko, zaczeto doszukiwac sie jego przyczyny nie tylko w jadtospi-
sie bogatym w warzywa i owoce, lecz réwniez w regularnym spozywaniu znacznych
ilosci czerwonego wina [9, 10].

1. FLAWONOIDY

Podstawowymi sktadnikami wina sa: woda i etanol. Oprocz nich kazde wino
zawiera nawet do kilkudziesieciu innych skladnikéw, ktdre warunkujg wlasciwo-
$ci organoleptyczne, a przede wszystkim smak. Sg wsrdd nich nie tylko produkty
uboczne fermentacji alkoholowej, jak glicerol i inne alkohole, lecz réwniez substan-
cje biologicznie aktywne pochodzace ze skorki winogron. W wigkszosci sg to natu-
ralne fenole i polifenole o wlasciwosci antyoksydantow (przeciwutleniaczy).
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Antyoksydanty sg zwigzkami chronigcymi komorki zwierz¢ce przed nadmia-
rem reaktywnych form tlenu (RFT), takich jak tlen singletowy 'O, oraz wolne rod-
niki: anionorodnik ponadtlenkowy O,", rodnik wodoronadtlenkowy HO;™ i rodnik
hydroksylowy ‘OH. Wynikiem braku réwnowagi miedzy RFT i antyoksydantami
jest stres oksydacyjny, prowadzacy do uszkodzenia komorek przez niekorzystne
oddzialywanie z DNA, biatkami i lipidami [11]. Ze stresem oksydacyjnym wigze
sie proces starzenia oraz szereg chordb, jak miazdzyca, choroby reumatoidalne,
choroby zwyrodnieniowe systemu nerwowego (Parkinsona i Alzheimera) oraz cho-
roby nowotworowe. Przed szkodliwym nadmiarem RFT bronig organizm enzymy
antyoksydacyjne oraz substancje niskoczgsteczkowe nazywane antyoksydantami. Te
ostatnie s3 reduktorami, ktére wchodza w reakcje z czynnikami utleniajacymi (ang.
preventive antioxidants) lub przejSciowymi produktami utlenienia, zwykle wolnymi
rodnikami (ang. chain-breaking antioxidants). Niektore antyoksydanty, nazywane
endogennymi, sg wytwarzane przez organizm ludzki. Sg to m.in. glutation, koenzym
Q,,» estron, estradiol, melatonina oraz kwas moczowy. Wigkszos$¢ antyoksydantow
jest dostarczana z pozywieniem, a wigc ma charakter egzogenny. Opis metod ozna-
czania aktywnosci antyoksydacyjnej mozna znalez¢ w dostepnych opracowaniach
monograficznych [12, 13].

Flawonoid R, R,
kwercetyna OH H
mirycetyna OH OH
Flawonole

Flawonoid R, R, R,
katechina (+)C OH H OH
epikatechina (-)EC OH H OH

OH Flawan-3-ole (katechiny)
Flawonoid R, R,
cyjanidyna OH H
delfinidyna OH OH
malwidyna OCH, OCH,
petunidyna OCH, OH
Antocyjanidyny

Rysunek 1. Struktury czasteczkowe flawonoidéw: flawonoli, flawan-3-oli i antocyjanidyn
Figure 1. Molecular structures of flavonoids: flavonols, flavan-3-ols and anthocyanidins
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Najliczniejsza grupe antyoksydantéw o charakterze polifenoli tworza flawono-
idy. Zwigzki te wystepuja licznie w réznych czesciach wiekszosci roélin, zwlaszcza
w owocach i nasionach, a stad tez znajduja si¢ w produktach spozywczych. Struk-
tura czasteczek wszystkich flawonoidéw opiera sie na szkielecie 2-fenylochromanu.
Flawonoidy réznig si¢ miedzy sobg rodzajem, liczba i polozeniem podstawnikéw.
W winach wystepuja flawonoidy nalezace do trzech grup: flawonoli, flawan-3-oli
oraz antocyjanidyn [14]. Struktury tych zwiazkow wraz z przykladami sg przedsta-
wione na Rysunku 1. Najbardziej interesujaca grupe stanowia antocyjanidyny, kto-
rych obecnos¢ warunkuje barwe wina. Cecha odrézniajaca je od innych flawono-
idéw jest dodatni tadunek czgsteczki, zwykle rGwnowazony przez jony chlorkowe.
W srodowisku kwasnym i obojetnym barwa antocyjanidyn zalezy od pH, natomiast
w $rodowisku zasadowym tracg zabarwienie w wyniku przemian w formy chalko-
nowe. Podczas dojrzewania barwa mlodego czerwonego wina nastgpuje zmiana
barwy jako wynik reakcji kondensacji z udziatem antocyjanidyn oraz tworzenie si¢
adduktéw antocyjanidyn i flawan-3-oli [15].

Czes¢ flawonoiddw znajduje sie w winach jako glikozydy, w ktérych sa zwigzane
przez grupe hydroksylowa za pomocg wigzania -glikozydowego z monosachary-
dami (glukozg lub galaktozg) [16]. Antocyjanidyny tworzg oprocz 3-O-glukozydow,
nazywanych antocyjanami, réwniez 3,5-O-diglukozydy. W wiekszej jeszcze propor-
cji w stosunku do aglikonéw wystepuja glikozydy w soku winogronowym. Flawo-
noidy sa w tej postaci lepiej rozpuszczalne w wodzie od aglikonéw. Przylaczone cza-
steczki monosacharyddw sa zdolne do tworzenia licznych wigzain wodorowych, a to
prowadzi w konsekwencji do lepszego uwodnienia i zwiekszonej rozpuszczalnosci
w poréwnaniu z wyjsciowym aglikonem. Jak wykazali Shimizu i in. [17] na przykla-
dzie galaktozyddéw mirecetyny, dolaczenie kolejnych jednostek piranozowych (do
czterech) powoduje zwiekszenie rozpuszczalnosci ponad 1000 razy. Glikozydy sg
trwale w $rodowisku obojetnym, ale w srodowisku kwasnym wigzanie glikozydowe
tatwo ulega hydrolizie. Dlatego czes¢ aglikondw jest uwalniana podczas fermentacji
alkoholowej, a wytwarzany etanol ufatwia ich rozpuszczanie. Flawan-3-ole moga
wystepowaé w winie rowniez w postaci estréw z kwasem galusowym.

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna flawonoidéw jest uzalezniona od ich struktury
oraz od potencjatu redoks powstajacych rodnikéw [18-23]. Podsumowujac wnioski
zawarte w cytowanej literaturze Makris i in.[24] stwierdzili, Ze najwiekszy wplyw na
aktywno$¢ antyoksydacyjng flawonoidéw majg trzy nastepujace czynniki struktu-
ralne: (a) obecnos¢ struktury katecholu (3,4’-dihydroksy) w pierscieniu B; (b) wigza-
nie podwdjne w pozycji 2,3 w zestawieniu z grupa karbonylowa w pozycji 4, powodu-
jace delokalizacje¢ tadunku ujemnego w pierscieniach A i C; (c) dodatkowa obecnosé
grup OH w pozycjach 3 i 5.0becnos¢ grup metoksylowych powoduje niekorzystne
efekty steryczne i zwigksza hydrofobowo$¢ czasteczki. Wedlug wezesniejszej opinii
Amicia i in. [25], opartej na badaniu 29 flawonoidéw nalezacych do réznych grup,
obecnos¢ wigzania podwdjnego C2-C3 nie jest konieczna do osiaggnigcia wysokiej
aktywnosci antyoksydacyjnej. Omawiany model wyjasnia, dlaczego flawonole (np.
kwercetyna) sg skuteczniejszymi antyoksydantami niz flawan-3-ole (np. katechina).
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Badania kwantowo-mechaniczne nad gesto$cia elektronowa oraz geometrig czaste-
czek flawonoidéw prowadzili van Acker i in. [26]. Podstawy molekularne mechani-
zmu dzialania antyoksydantow o charakterze fenoli omoéwili obszernie Leopoldini
iin. w artykule przegladowym [27].

Flawonoidy wykazujg réwniez zdolnosci do tworzenia kompleksow chelato-
wych z jonami metali, np. z Fe’* oraz z Cu®* [28, 29]. Z cytowanej literatury wynika,
ze do flawonoidéw najsilniej kompleksujgcych jony Fe*" nalezg te, ktére zawierajg
uktad 6,7-dihydroksy (w pierscieniu A), podczas gdy uklad 5-hydroksy-4-keto jest
pod tym wzgledem mniej aktywny. Zgodnie z zaobserwowana regulg kwercetyna
i rutyna, wystepujace w winach, tworzg chelaty o $redniej trwalosci. Nalezy podkre-
sli¢, ze chelatowanie zelaza(II) moze zapobiega¢ powstawaniu rodnikéw hydroksy-
lowych w wyniku ich udzialu w reakcji Fentona.

2. RESWERATROL

Wiréd antyoksydantéw zawartych w winie za najbardziej aktywny uwazany
jest resweratrol (3,5,4’-trihydroksystilben), polifenol nalezacy do grupy stilbenow.
Substancja ta wystepuje w kilkudziesieciu roslinach, w tym réwniez jadalnych.
Najbardziej obfitym jej zrodtem jest rdest japonski (Yac. Polygonum cuspidatum)
rosngcy gtéwnie na Dalekim Wschodzie, lecz rozprzestrzeniajacy si¢ w ostatnich
latach réwniez w Europie jako uporczywy chwast. W $wiecie rolin resweratrol spet-
nia role substancji obronnej (fitoaleksyna), ktéra wytwarzana jest po uszkodzeniu
tkanki, a zwlaszcza po ataku patogennych grzybow, np. szarej plesni. Przeciwdziata
on réwniez skutkom innych czynnikéw stresowych, jak nadmiar promieniowania
UV. W medycynie Dalekiego Wschodu resweratrol byl stosowany od dawna jako
substancja przeciwgrzybicza (fungicyd).

Resweratrol rozpuszcza si¢ dobrze w etanolu, DMSO i innych rozpusz-
czalnikach organicznych, natomiast wykazuje stabg rozpuszczalno$¢ w wodzie.
W wodnych roztworach zawierajacych 10% etanolu jego rozpuszczalnos¢ wynosi
40 mg/l (1,8-10™ M) w temperaturze 20°C [30]. Resweratrol tworzy dwa izomery
geometryczne: cis i trans (Rys. 2), ktore roznig sie wlasciwo$ciami chemicznymi
i fizykochemicznymi. Trela i Waterhouse [31] zarejestrowali widma absorpcyjne
etanolowych roztworéw obydwu izomeréw w zakresie UV i wyznaczyli molowe
wspdlczynniki absorpcji jako ¢ = 1,26-10" 1 mol™ cm™ przy A = 288 nm oraz
e =3010"1 mol' cm™ przy A = 308 nm, odpowiednio dla cis- i trans-reswe-
ratrolu. Widma absorpcyjne obydwu izomerdw, zaréwno w postaci aglikonéw jak
i glikozyddw, w mieszanym rozpuszczalniku woda-acetonitryl-metanol (90:5:5 v/v)
badali Goldberg i in. [32].

W materiale ro§linnym mamy zwykle do czynienia z mieszaning obu izomeréw,
jednak ze znaczng przewaga formy trans. Przejawia on wigksza aktywno$¢ biolo-
giczng od izomeru cis i dlatego stanowi przedmiot zainteresowania chemikéw. Teore-
tyczne obliczenia gestosci elektronowej trans-resweratrolu przeprowadzili Cao i in.
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[33]. Autorzy stwierdzili, ze najwigksza reaktywnos$¢ powinna przejawia¢ grupa OH
w pozycji 4’ w pierScieniu B, a mniejszg grupy hydroksylowe w pozycji meta w piers-
cieniu A. Caruso i in. [34] przedstawili strukture molekularng trans-resweratrolu
na podstawie wynikéw badan krystalograficznych i obliczen teoretycznych metoda
ab initio. Autorzy wykazali, Ze obydwa pierécienie szkieletu stilbenowego znajduja
sie prawie w tej samej plaszczyznie. Struktura ta zostala potwierdzona przez Billesa
iin. [35] na podstawie zarejestrowanych widm absorpcyjnych w podczerwieni oraz
widm ramanowskich. Przewidywaniem wlasciwosci spektralnych resweratrolu na
podstawie obliczenn kwantowych zajmowali si¢ Del Nero i de Melo [36]. Wedtug
Deaka i Falka [37] trans-resweratrol przejawia w roztworze wodnym stabe wlasci-
wosci kwasowe, charakterystyczne dla fenoli, i wykazuje trzy skoki na krzywej mia-
reczkowania mocng zasada. Na podstawie ich polozenia autorzy wyznaczyli stale
dysocjacji kwasowej jako pK = 9,3, pK , = 10,0 oraz pK , = 10,6. Najwiekszg stalg
dysocjacji autorzy przypisali dysocjacji protonu z grupy OH w pozycji 4” w pier-
$cieniu B, co jest zgodne z przewidywaniami teoretycznymi. Nieco inne wartos$ci
statych (pK, = 8,8, pK, = 9,8 oraz pK , = 11,4) zostaly podane przez Lopez-Nikoldsa
iin. [38], ktorzy oparli sie na analizie widm absorpcyjnych w zakresie UV-VIS oraz
widm fluorescencyjnych.

Trans-resweratrol ujawnia w roztworach duza wrazliwo$¢ na promieniowanie
nadfioletowe przeksztalcajac si¢ w izomer cis. Trela i Waterhouse [31] wykazali, ze
izomer trans jest trwaly bez dostepu $wiatta w roztworach o pH 1-7. Przy pH 1
zachodzi samorzutne przeksztalcanie izomeru cis w trans, ktéry jest bardziej sta-
bilny pod wzgledem sterycznym. Szybkos$¢ przemiany formy cis w trans w metanolu
zbadali Bernard i in. [39] uzywajac promieniowania o dtugosci fali 350 nm. Postep
reakcji byl monitorowany niezaleznie za pomocg trzech metod doswiadczalnych:
spektrofotometrii absorpcyjnej UV, 'H NMR i HPLC. Autorzy wykazali, ze prze-
miana jest I rzedu ze stalg szybkosci k, = 7,9-10™ s™' i czasem polowicznej przemiany
t,, = (14,7 = 0,7) min. Dosy¢ zaskakujacy jest fakt, Ze zaréwno aglikon, jak i glu-
kozyd trans-resweratrolu w stanie statym (krystalicznym) nie ulegaja izomeryzacji
nawet przy dlugotrwalym naswietlaniu promieniami UV [40].

W owocach winorosli (winogronach) resweratrol wystepuje gtéwnie w postaci
glikozyddw, zwanych piceidami (Rys. 2). Zwieksza to ich rozpuszczalnosé¢ w wodzie,
podobnie jak jest w przypadku flawonoidéw. Romero-Pérez i in. [41] oznaczyli
zawarto$¢ cis- i trans-resweratrolu oraz odpowiadajgcych im glikozydéw w sokach
z 36 odmian winogron pochodzacych z Hiszpanii. Okazalo si¢, ze w tym srodowi-
sku resweratrol tworzy gléwnie glikozydy. W sokach z czerwonych winogron prze-
cigtna zawarto$¢ izomeru trans w postaci glikozydu wynosita 14,8 uM, a izomeru cis
w tejze postaci 3,46 uM. Przecigtne stezenie odpowiednich aglikonéw oznaczono
jako 2,2 i 0,26 uM. Stezenie obydwu izomeréw resweratrolu w postaci glikozydow
byto znacznie mniejsze w sokach z bialych winogron i wynosito odpowiednio 0,79
i1,14 uM. Skrajnie mate byto stezenie aglikonu trans-resweratrolu (Srednio 0,05 mg/1,
czyli 0,22 uM), natomiast nigdy nie stwierdzono obecnosci izomeru cis w tej postaci.
Autorzy zbadali wczesniej zawarto$¢ izomerdw resweratrolu oraz ich glikozydow
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w réznych gatunkach czerwonych win hiszpanskich [42]. Srednia warto$¢ ogdlnego
stezenia resweratrolu wyniosta w nich 5,65 mg/l (24,8 uM). Podobnie jak w soku
winogronowym stwierdzono przewage zawartoséci izomeru trans nad cis, zar6wno
w postaci aglikonow (stosunek jak 4,43:1), jak i glikozydow (stosunek jak 2,43:1).
Ten sam zespol [43] oznaczyl tez izomery resweratrolu w biatych i rézowych winach
hiszpanskich. Calkowita zawartos¢ resweratrolu wynosita w bialych winach srednio
0,48 mg/1 (2,10 uM). Stosunek stezen izomeru trans do cis byl w przypadku agliko-
néw jak 2,41:1, a w przypadku glikozydéw 1,33:1. W poréwnaniu z sokiem wino-
gronowym wieksza jest w winach wzgledna zawarto$¢ aglikonéw, ktére powstaly
w wyniku hydrolizy odpowiednich glikozydéow w trakcie fermentacji alkoholowe;j.
Resweratrol moze réwniez tworzy¢ oligomery, a przede wszystkim dimery.

OH HO
X
@ OH

OH

OH

trans-Resweratrol cis-Resweratrol

OH

Glukozyd trans-resweratrolu

Rysunek 2.  Wzory strukturalne diastereoizomeréw resweratrolu (aglikonow) oraz glukozydu trans-reswe-
ratrolu
Figure 2. Molecular structures of resveratrol diastereoisomers (aglycones) and trans-resveratrol-glucoside

Jedna z najlepiej opisanych wiasciwosci fizjologicznych resweratrolu jest kar-
dioprotekcja. Resweratrol wykazuje dziatanie ochronne srodblonka wyscielajacego
tetnice od wewnatrz. Jest to zwigzane z hamowaniem utleniania lipoprotein, zwlasz-
cza frakcji LDL cholesterolu oraz apolipoproteiny A1 (ApoAl), ktora jest gléwna
proteing frakcji HDL. Tym samym obecno$¢ resweratrolu wpltywa na wzrost steze-
nia frakcji HDL cholesterolu w tkankach [44, 45].
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Resweratrol hamuje agregacje¢ trombocytow (plytek krwi) przez co skutecznie
zapobiega powstawaniu skrzepdw w naczyniach wienicowych i zmniejszaniu §wiatla
naczyn [46].Wykazano réwniez, ze poza dziataniem ochronnym przed chorobami
ukladu sercowo-naczyniowego resweratrol przejawia dzialanie przeciwzapalne oraz
hamuje inicjacje i rozwdj nowotworéw [47, 48]. Mechanizmy biochemiczne oddzia-
tywania resweratrolu na organizm ludzki zostaly szczegétowo oméwione w artykule
Pervaiza [49].

3. INNE SUBSTANCJE BIOAKTYWNE

Do naturalnych antyoksydantéw zawartych w réznych sktadnikach zywnosci,
w tym réwniez w winie, naleza kwasy fenolowe. Zwigzkom tym, mimo ich skutecz-
nego dzialania antyoksydacyjnego, pos§wigcono w literaturze znacznie mniej uwagi
niz flawonoidom. Mozna je podzieli¢ zasadniczo na dwie grupy, z ktérych jedna
pochodzi od kwasu benzoesowego, a druga od kwasu cynamonowego. Z substancji
nalezacych do pierwszej grupy znajduja si¢ w winach kwasy: galusowy (3,4,5-tri-
hydroksybenzoesowy) i wanilinowy (4-hydroksy-3-metoksybenzoesowy). Do grupy
drugiej naleza kwasy: ferulowy (4-hydroksy-5-metoksycynamonowy), kawowy (3,4-
dihydroksycynamonowy) i p-kumarynowy (4-hydroksycynamonowy), réwniez
obecne w winach. Dla przykladu przedstawiono na Rysunku 3 wzory strukturalne
kilku z omawianych zwigzkéw. Zalezno$¢ aktywnosci antyoksydacyjnej kwasow
fenolowych od ich struktury badali Rice-Evans i in. [19] oraz Natella i in. [50]. State
dysocjacji kwasowej tych zwigzkéw w srodowisku wodnym wyznaczyli Beltran i in.
[51]. Z uwagi na strukture fenolowa lub polifenolows ich oddzialywanie z wolnymi
rodnikami jest podobne jak w przypadku flawonoidéw oraz resweratrolu.

COOH COOH
OCH, HO OF
Kwas wanilinowy Kwas galusowy
HO

CH — CH —COOH

HO

Kwas kawowv
Rysunek 3. Wzory strukturalne wybranych kwaséw fenolowych
Figure 3. Molecular structures of some selected phenolic acids
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Znanymi substancjami wystepujacymi w winie, a wykazujacymi silne dzialanie
antyoksydacyjne, antybiotyczne i przeciwzapalne, sg tyrozol (4-(2-hydroksyetylo)
fenol) i hydroksytyrozol (4-(2-hydroksyetylo)-1,2-benzenodiol) (Rys. 4). Gtéwnym
zroédlem tych zwigzkéw w zywnosci jest olej z oliwek [52]. Hydroksytyrozol moze
tam by¢ obecny réwniez w postaci estru z kwasem eleonowym, zwanego oleuro-
peing. Hydroksytyrozol jest efektywnym zmiataczem RFT, przerywajacym fancuch
peroksydacji lipidow. Fernandez-Mar i in. [53] podkreslaja, ze hydroksytyrozol
moze réowniez posrednio wplywaé na zwigkszenie aktywnoséci ukladu immunolo-
gicznego. Dudley i in. [54] wyrazili poglad, ze gatunki biatego wina zawierajace duze
ilosci tyrozolu i hydroksytyrozolu moga wykazywa¢ tak znaczne dzialanie kardio-
protekcyjne, jak wino czerwone.

m“ OH
HO HO

OH

Tyrozol Hydroksytyrozol

Rysunek 4. Struktury czasteczkowe tyrozolu i hydroksytyrozolu
Figure 4. Molecular structures of tyrosol and hydroxytyrosol

Kolejnym bioaktywnym zwigzkiem chemicznym, ktérego obecnos¢ zostala
niedawno odkryta w winie, jest melatonina [55]. Jest to znany hormon (wzdr
strukturalny na Rysunku 5) wytwarzany przez szyszynke, ktdra stanowi czes¢ cen-
tralnego systemu nerwowego. Hormon ten odgrywa wazna role w regulacji zegara
biologicznego i normowaniu okreséw snu i czuwania. W medycynie stosowana jest
jako $rodek ulatwiajacy zasypianie. W przeciwienstwie do srodkéw uspokajajacych,
usmierzajgcych lub nasennych melatonina nie wywoluje uzaleznienia i nie powo-
duje skutkéw ubocznych. Dzigki obecno$ci melatoniny wino moze dziata¢ jako
lekki $rodek uspokajajacy i ulatwiajacy zasypianie.

|CH , o
N
| =
\@\C\H CH,
N
H

Melatonina

Rysunek 5. Wzdr strukturalny melatoniny
Figure 5. Molecular structure of melatonin

Do substancji biologicznie aktywnych zawartych w winie trzeba zaliczy¢ row-
niez jego podstawowy skladnik - alkohol etylowy, ktéry uzyty w duzej dawce jest
$rodkiem odurzajacym. Ponadto powszechnie wiadomo, ze przewlekle uzywanie
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etanolu, zwlaszcza w duzych ilo$ciach, moze by¢ bardzo niebezpieczne, prowadzac
do uszkodzenia watroby, trzustki, nerek i moézgu [56]. Nie powinno to przestaniaé
faktu, ze alkohol etylowy spozywany w umiarkowanych ilo$ciach, chociazby wtasnie
w postaci wina lub piwa, ma réwniez korzystne dzialanie zdrowotne. Z danych zebra-
nych przez Klatskyego i Udaltsova [57, 58] wynika, ze alkohol zmniejsza zagrozenie
chorobg niedokrwienng serca, gdyz poprawia metabolizm lipidéw (obniza stezenie
frakcji LDL, zwanego potocznie ztym cholesterolem, w osoczu krwi). W konsekwen-
cji ogranicza to odkladanie si¢ zlogdw cholesterolu, czyli blaszek miazdzycowych
w tetnicach. Wedlug cytowanych autoréw alkohol dziala réwniez przeciwzakrze-
powo przez zakldcenie ztozonego cyklu reakeji biochemicznych warunkujacych
agregacje plytek krwi. Umiarkowane spozycie alkoholu moze tez obniza¢ ryzyko
choroby naczyn wienicowych w sposob posredni — przez zmniejszenie zagrozenia
cukrzycg typu II. Nalezy podkresli¢, ze picie duzych ilosci alkoholu nie zabezpie-
cza przed chorobami krazenia w stopniu wiekszym niz picie umiarkowane. Czeste
spozywanie duzych jego ilosci moze mie¢ zgubne skutki wywolujac choroby nie-
zwigzane z uktadem krazenia, o czym wspominali$my wczesniej. Sprawdza sie tutaj
znana regufa Paracelsusa: ,Tylko dawka odrdznia trucizne od lekarstwa”

Obok omoéwionych substancji korzystnych dla zdrowia wina moga zawiera¢
réwniez takie, ktore s niepozadane, a nawet wrecz szkodliwe. W pierwszym rze-
dzie nalezy zaliczy¢ do nich mykotoksyny wytwarzane przez niektore gatunki plesni
z rodzajow Aspergillus i Penicillum namnazajacych sie na powierzchni skorki wino-
gron [59]. Do najcze$ciej wystepujagcych w winie nalezy ochratoksyna A (OTA),
ktdrej struktura jest przedstawiona na Rysunku 6. Substancja ta, wytwarzana przez
gltéwnie przez plesn Aspergillus carbonarius, zakldca dzialanie uktadu odporno-
$ciowego, jest potencjalnie rakotwdrcza dla ludzi i prawdopodobnie wywiera stabe
dzialanie mutagenne. Jej obecno$¢ w winie jest uwarunkowana przez czynniki
klimatyczne i kulture uprawy winorosli. OTA jest wytwarzana przede wszystkim
w warunkach duzej wilgotno$ci i malego nastonecznienia. Interesujgce sg wyniki
badan poréwnawczych, ktére przeprowadzili Brera i in. [60] nad zawartoscia OTA
w 267 gatunkach win, gléwnie czerwonych i bialych, pochodzacych z Wegier
i z Wtoch. Okazalo sig, ze Zadne z win wegierskich nie bylo zanieczyszczone tg tok-
syna, co zapewne wynika z uprawy winorosli suchym klimacie, ktéry nie sprzyja
rozwojowi plesni. W przeciwienstwie do tego w wiekszosci win wloskich stwier-
dzono obecno$¢ OTA w stezeniu zawartym w przedziale od 0,01 do 4,00 pg/l, przy
czym najbardziej skazone byly wina z poludniowych regionéw. Wina czerwone
zawieraly znacznie wieksze ilo$ci toksyny niz wina biate. Przyczyna tych réznic tkwi
w technologii produkeji.
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Ochratoksyna A

Rysunek 6. Wzér strukturalny ochratoksyny A
Figure 6. Molecular structure of ochratoxin A

Do substancji szkodliwych dla zdrowia zalicza si¢ tez siarczany(IV). Jak wyka-
zaliSmy we wstepie, sg one celowo wprowadzane do wina. Dopuszczalna ich ilos¢
w przeliczeniu na SO, wynosi 160 mg/l w czerwonym wytrawnym winie i 210 mg/1
w bialym. Wina stodkie mogg zawiera¢ je w znacznie wiekszym stezeniu. Nalezy
wspomnie¢, ze pewna ilos¢ siarczanow(IV) powstaje tez w sposob naturalny w cza-
sie fermentacji przez przemiany aminokwasoéw zawierajacych siarke, a zawartych
w winogronach.

UWAGI KONCOWE

Z powyzszego przegladu wynika, ze wina zawieraja nawet do kilkudziesieciu
substancji w niewielkich stezeniach, ktére jednak moga wywiera¢ istotny wplyw na
zdrowie czlowieka. Identyfikacja oraz ilo$ciowe oznaczenie tych substancji stalo si¢
mozliwe dzieki ogromnemu postepowi w rozwoju technik analitycznych, zwlaszcza
chromatograficznych, ktéry obserwujemy w ostatnich latach. Nalezy réwniez wska-
za¢ na znaczenie metod elektroanalitycznych przy ocenie wlasciwosci antyoksyda-
cyjnych wina i jego skfadnikow [61-64].

Podczas przechowywania wina bardzo istotne jest zachowanie odpowiedniego
poziomu kwasowo$ci. W wiekszosci win warto§¢ pH zawarta jest w granicach od
2,8 do 3,8, przy czym bogatsze w kwasy sg owoce winorosli uprawianych w bardziej
poinocnych regionach. Zbyt kwasne wina nie nadaja si¢ do picia. Z drugiej strony,
przy wyzszych wartosciach pH wino staje si¢ nietrwate, gdyz zawarte w nim antyok-
sydanty (w tym réwniez barwniki antocyjaninowe) fatwiej ulegaja utlenieniu tlenem
powietrza. Stad tez w celu zwigkszenia trwalo$ci win wprowadza sie do nich doda-
tek kwasu winowego lub cytrynowego. Podczas dojrzewania wina zachodza réwniez
reakcje estryfikacji, nie tylko z udzialem etanolu, lecz takze substancji fenolowych.
Z kolei dtugotrwate przechowywanie wina przy bardzo nawet ograniczonym doste-
pie powietrza, np. w korkowanych butelkach, prowadzi do powolnego brunatnienia,
ktore jest szczegolnie dobrze widoczne w przypadku win biatych. Przyczyna jest
utlenianie zwigzkéw fenolowych do chinonéw [65].
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W poprzednich rozdziatach tego przegladu wskazali$my na to, ze liczne fenole
i polifenole petnigce funkcje antyoksydantow, ktdre sa obecne w winie, zwlaszcza
czerwonym, wplywajg korzystnie na stan zdrowia. Obserwacje epidemiologiczne
i kliniczne badania eksperymentalne dowiodly, ze regularne i dlugoterminowe spo-
zywanie umiarkowanych ilosci czerwonego wina zapobiega ischemii (niedokrwie-
niu) i niewydolnosci serca [66]. Dominuje poglad, ze dzialanie kardioprotekcyjne
wywiera zaréwno etanol, jak i fenole zawarte w winie, lecz kazdy z tych skladnikow
na inny sposob [67]. Na synergetyczne dzialanie tych sktadnikéw wskazuje fakt, ze
ani systematyczne picie umiarkowanych iloéci napojéw alkoholowych pozbawio-
nych antyoksydantéw, ani znacznych ilosci samego soku winogronowego nie przy-
nosi tak znacznych skutkéw zdrowotnych jak spozywanie czerwonego wina [68, 69].
Warto przypomnie¢ na podstawie informacji zawartych w poprzednich rozdziatach,
ze antyoksydanty znajdujace si¢ w winie moga zapobiega¢ réwniez innym choro-
bom degeneracyjnym. W ostatnich latach zwrdcono tez uwage na antyseptyczne
wlasciwos$ci wina, ktore byly przeciez wykorzystywane w starozytnej i Sredniowiecz-
nej medycynie [30, 70].
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Wedtug opublikowanych protokotéw Akademii Francuskiej w Paryzu raport
Jedrzeja Sniadeckiego profesora chemii z Imperialnego Uniwersytetu w Wilnie
o odkryciu nowego metalu w surowej platynie, ktory nazwal Vestium od odkrytej
rok wczesniej planetoidy Vesta, dotart do Akademii. Byl zgtoszony na posiedzeniu
Akademii w dn. 11 lipca 1808 r. przez starszego brata chemika, astronoma i Rektora
Uniwersytetu Wileiskiego, Jana Sniadeckiego, ktéry takze przedstawil na tymsze
posiedzeniu swoje obserwacje astronomiczne. Przewodniczacym posiedzenia klasy
nauk matematyczno-fizycznych byt wybitny matematyk i astronom francuski Jean-
Baptiste Joseph Chevalier Delambre (1749-1822), wybrany na to stanowisko przez
Napoleona Bonaparte. Tydzien pozniej, na posiedzeniu w dn. 18 lipca 1808 r.,
przewodniczacy Delambre zarzadzil odczytanie raportu Jedrzeja Sniadeckiego
oraz wybrano 4-osobowg komisje do oceny naukowej odkrycia zgloszonego przez
Jedrzeja Sniadeckiego. W sktad komisji weszto czterech wybitnych chemikéw pary-
skich: Claude Louis Berthollet, Antoine Francois comte de Fourcroy, Louis-Bernard
Guyton de Morveau i Louis Nicolas Vauquelin, uczen de Fourcroya [1].

Tym dzialaniom na terenie Akademii towarzyszyty dwie publikacje w znanym
czasopismie popularno-naukowym, mianowicie w wydaniu z lipca 1808 r. - notatka
o odkryciu nowego metalu w surowej platynie nazwanego Vestium oraz krotsza
notatka w edycji ze stycznia 1809 r. — o braku potwierdzenia odkrycia Vestium
i koniecznosci dalszych badan [2, 3].

Opisana sytuacja sprzed dwu wiekéw pozostawia istotne znaki zapytania, ktore
pobudzajg ciekawo$¢ badacza. Przede wszystkim wydaje sie interesujace ustalenie,
jaka droga raport naukowy Profesora Jedrzeja Sniadeckiego znalazt si¢ w Paryzu
w rekach Przewodniczacego Delambre na posiedzeniu klasy matematyczno-fizycz-
nej Instytutu Narodowego. Przeciez Paryz od Wilna dzieli okoto 1700 km, a tak dale-
kie podrdze byty bardzo kosztowne i dlugotrwate. Nie ma zadnych podstaw sadzi¢,
ze Profesor Jedrzej Sniadecki przyjechat do Paryza i przywiozt swéj raport. Z tekstu
zapisu protokolow Akademii Francuskiej nie jest wykluczone, ze moze raport przy-
wi6zt osobiscie Rektor Uniwersytetu, Profesor Jan Sniadecki? W protokotach zano-
towano jedynie, ze przedstawil wyniki swoich obserwacji astronomicznych. Nie jest
wiadomo, czy wybrana czteroosobowa komisja podjeta jaka$ prace nad weryfikacja
doswiadczalng wynikéw umieszczonych w raporcie Jedrzeja Sniadeckiego. Miano-
wicie, w protokotach Akademii Francuskiej nie ukazaly sie Zadne doniesienia w tej
sprawie w terminie pdzniejszym niz lipiec 1808 roku, kiedy najpierw zgloszono,
a p6zniej odczytano raport Jedrzeja Sniadeckiego. I wreszcie nadal nurtuje pyta-
nie zasadnicze, czy Profesor Jedrzej Sniadecki przestat do Paryza prébke swojego
nowego metalu do zbadania przez chemikéw francuskich?
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Sa to pytania, ktérych nie stawiali sobie zwykle liczni komentatorzy faktu zglo-
szenia odkrycia nowego metalu przez Jedrzeja Sniadeckiego na przestrzeni dwoch
wiekdw, a ktore to od ogloszenia odkrycia na Uniwersytecie Wileriskim wg obec-
nego kalendarza w dniu 10 lipca 1808 roku uplynely [4]. Zatem warto si¢ zastano-
wi¢, dlaczego pytan tych nie poruszano. By¢ moze nie uwazano je za istotne? Albo
sadzono, ze nie ma mozliwosci odpowiedzi na nie? Czy tez uwazano, ze odpowiedz
jest trywialnie prosta? Badz uwazano, ze sg dziesiatki, a nawet setki pytan wazniej-
szych, na ktdre nalezy najpierw odpowiedzie¢? Albo... itd., itd.??

Jednakze dla wspodlczesnego, z poczatku 21-ego wieku, badacza historii chemii,
takie pytania sg jak najbardziej zasadne. Jest tez nadzieja na znalezienie odpowie-
dzi, bioragc pod uwage nowe mozliwoéci zdobywania informacji chociazby poprzez
ogromne zasoby informacji dostepnej w sieci polaczen internetowych.

Autor niniejszego artykulu stawial sobie podobne pytania mniej wiecej od
okolo jednego roku, kiedy pracowal nad swoja pierwszym listem po$wigconym tej
tematyce, opublikowanym we wrzeéniu 2010 r. [5]. Poszukiwal odpowiedzi w 7ré-
dfach dostepnych w bibliotekach w Kraju, a kiedy ta droga zdawala si¢ wyczerpywa¢
z powodu braku nowych informacji, stalo si¢ naturalne, aby sprobowac uzyskaé
informacje u samego ,,zrédla” czyli w bibliotekach paryskich, a szczegélnie w biblio-
tece Akademii Nauk w Paryzu.

Dzialajac w tym kierunku, Autor zwrdcil sie o pomoc do swojego korespon-
dencyjnego znajomego w Paryzu, prof. Christiana Amatore na wybitnej uczelni
paryskiej, Ecole Normale Supérieure. Profesor Amatore byt przez kilka ostatnich
lat redaktorem waznego czasopisma naukowego, Journal of Electroanalytical Che-
mistry, wydawanego przez Elseviera. W tym czasopi$mie Autor wiele publikowal,
poczawszy od roku 1964 - wspolnie ze $p. profesorem Wiktorem Kemula, wybitnym
polskim chemikiem analitykiem, wedlug niektérych poréwnan, jednym z 10-ciu
najwybitniejszych chemikéw polskich w historii. Lgcznie, Autor opublikowal w tym
czasopi$mie 16 publikacji w ciggu czterdziestu pieciu lat (1963-2008) i uzyskat
46 cytowan, w kolejnym czasopi$mie, Electrochimica Acta — 12 publikacji w okresie
36 lat (1968-2004), 58 cytowan i nastepnym - Journal of Applied Electrochemistry —
7 publikacji w okresie 30 lat (1975-2005), 11 cytowan w ciagu ostatnich 5 lat.

Profesor Amatore zaproponowal jako wsparcie w zajeciu si¢ ciekawg tematyka
poszukiwani §ladéw dziatalnosci profesora Jedrzeja Sniadeckiego w naukowych
archiwach paryskich - emerytowanego profesora chemii nieorganicznej, w szcze-
golnosci chemii zwigzkéw kompleksowych na Uniwersytecie Piotra i Marii Curie
w Paryzu, czlonka Francuskiej Akademii Nauk, Pana Yves Jeannin.

Po wstepnej wymianie korespondencji, przedstawieniu tematyki poszukiwan
i przestaniu opracowan na ten temat przez Autora, prof. Jeannin odwiedzit Archiwa
Akademii Nauk w Paryzu, znajdujace si¢ w Instytucie Francuskim (Institut de
France) na 23 quai de Conti w centrum Paryza (lewy brzegu Sekwany w poblizu
mostu Pont des Arts). Juz pierwsze wizyty doprowadzily do ciekawego efektu poszu-
kiwan, mianowicie odnalazly sie oryginalne protokoty posiedzen Akademii Nauk
z 1808 r. oraz dwa listy Rektora Imperialnego Uniwersytetu Wilenskiego, Profesora
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Jana Sniadeckiego, wystane z Wilna (Vilna). Oba listy byly pisane odrecznie po
francusku. Pierwszy list, cztero-stronnicowy, byl datowany w Wilnie dn. 5 czerwca
1808 (nowego stylu, czyli obecnego kalendarza), natomiast drugi, dwu-stronnicowy
— dn. 6 pazdziernika 1808 roku. Fotokopie pierwszej strony pierwszego listu przed-
stawia Ilustracja 1. Oba listy skierowane sg do przewodniczacego klasy nauk mate-
matyczno-fizycznych Akademii Francuskiej, profesora Delambre.
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Tlustracja 1. Fotokopia pierwszej strony listu Rektora Imperialnego Uniwersytetu w Wilnie, Profesora Jana
Sniadeckiego, datowanego dn. 5 czerwca 1808 r., skierowanego do Profesora Delambre w Paryzu.
Reprodukowane za zgodg Archiwum Académie des sciences — Institut de France w Paryzu.

Pierwszy, dluzszy, list porusza szereg istotnych spraw. Na pierwszej stronie,
Rektor oswiadcza, ze Uniwersytet Imperialny w Wilnie na posiedzeniu dn. 15 kwiet-
nia (starego stylu), tj. 27 kwietnia (obecnego kalendarza) 1808 r. uchwalit, aby uho-
norowa¢ profesora Delambre czlonkostwem honorowym. Nastepnie, Rektor prosi
o przyjecie do Instytutu Francuskiego raportu swojego brata, ucznia stawnego
profesora Blacka z Edynburga. Jak pisze Rektor (w tlumaczeniu) na wspolczesny
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polski: ,,jest to streszczenie rezultatow otrzymanych dzigki diugiej pracy nad analiza
Platyny, gdzie Brat znajduje jeszcze jeden nowy metal, ktdrego opisal wyrdzniajace
wlasciwosci i nazwal Vestium od nowej planety Vesta” — a w oryginale: Cest le précis
des résultats obtenus par un long travail sur lanalyse du Platine, oii il trouve encore
un nouveau metal, dont il decrit les caractéres distinctifs, et qu’il nomme Vestium de
la nouvelle Planéte Vesta. Dalej pisze Rektor (w ttumaczeniu): ,,Autor zaprasza che-
mikéw francuskich, aby sprawdzili fakty zawarte w tym raporcie” (Lauteur invite les
chymistes francois a verifier les faits consignés dans ce mémoire) i kolejno ,Istnieja
dalsze fakty wytozone szczegdétowo w pismie w jezyku polskim” (Il en a encore dau-
tres exposés fort en detail dans un écrit polonaise) oraz dalej ,,Jest mozliwe, ze fakty te
s3 juz znane kilka lat i opublikowane w rocznikach chemicznych, jednakze od wie-
cej niz dwdch lat nie mamy tych rocznikéw tutaj. Obrét ksigzkami i czasopismami
zagranicznymi wstrzymany podczas wojny, nie zostal jeszcze wznowiony” (I se peut
que quelques uns soient déja connus et publiés dans les annals de chymie, mais depuis
plus de deux ans nous navons pas cet ouvrage ici. La circulatin des livres et papiers
etrangers entrouvée pendant la guerre, ne sétait pas encore retablie). Nastepnie, Rek-
tor Sniadecki przechodzi do opisu swoich spraw zwigzanych z astronomig [6].

Niestety, raport Profesora Jedrzeja Sniadeckiego zaginal i nie znajduje sie
w Archiwach Akademii Nauk w Paryzu [7].

Zdajac sobie sprawe z wagi odkrycia tego dokumentu, wspomnialem o nim
na wykladzie seminaryjnym, ktéry wyglositem w Instytucie Historii Nauki PAN
w Palacu Staszica w Warszawie w dn. 30 czerwca 2011 r. Temat wykladu byl naste-
pujacy: ,Jan i Jedrzej Sniadeccy i odkrycie nowego metalu Vestium/Rutenu na
Imperialnym Uniwersytecie Wileniskim w 1808 . Bylo to seminarium doktoranckie
sekeji historii o§wiaty, ktéremu przewodniczyta pani prof. dr hab. Kalina Bartnicka.
W seminarium wzigl udzial zespdét doktorantdw, tj. okoto 30 oséb. Specjalnie na
seminarium przyjechala pani dr Birute Railiené z Biblioteki Litewskiej Akademii
Nauk w Wilnie, autorka licznych artykuléw oraz ksigzki na temat Jedrzeja Snia-
deckiego [8]. Po wykladzie Autora, pani dr Railiené przedstawita koreferat zlto-
zony z pokazu slajdow fotograficznych obrazujacych miejsca, budynki i koscioly,
pomieszczenia, zwigzane z dziatalnoscig profesora Jedrzeja Sniadeckiego. Nastepnie
miata miejsce dyskusja, w ktorej padly liczne zapytania. Wyklad zostal zapisany
przez Autora na CD [9].

PODZIEKOWANIE

Panu prof. Christian Amatore oraz panu prof. Yves Jeannin (Paryz) jestem
bardzo wdzieczny za okazang uprzejmos¢ i pomoc w odnalezieniu w Archiwach
Akademii Nauk w Paryzu listu Rektora Imperialnego Uniwersytetu Wileniskiego,
istotnego dla badani dorobku naukowego Jedrzeja Sniadeckiego. Jednoczesnie ser-
decznie dzigkuje Archiwum Académie des sciences — Institut de France w Paryzu za
zgode na opublikowanie tego listu. Ponadto jestem zobowigzany za dyskusje panu
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dr Zbigniewowi Wielogérskiemu oraz prof. Yves Jeannin za obszerng koresponden-
cje w tym temacie.

(1]

(2]
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