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Mgr Joanna Watly uzyskala stopienn magistra chemii na Uniwersytecie Wroctaw-
skim w 2012 roku. Jej praca magisterska skupiata si¢ na oddziatywaniu jondéw metali
z fragmentem biatka opiekunczego HypA z H. pylori. Obecnie konczy swoja prace
doktorskg pod nadzorem prof. H. Kozlowskiego na tym samym uniwersytecie,
badajac zachowanie domen z motywami polihistydylowych tagéw wigzacych jony
metali. Jej naukowe zainteresowania obejmujg gléwnie rownowagi tworzenia kom-
plekséw pomiedzy jonami metali i waznymi biologicznie ligandami, ze szczegdlnym
zwrdceniem uwagi na zrozumieniu roli ‘nietypowych’ sekwencji biatkowych w wia-
zaniu metali, zrozumieniu homeostazy jonéw metali u bakterii i grzybow, a takze
roli metali w biologicznym i farmakologicznym dziataniu hemopresyny.

Prof. dr hab. Henryk Kozlowski jest zwigzany z Wydziatem Chemii Uniwersytetu
Wroclawskiego. Wywodzi si¢ ze szkoly chemii koordynacyjnej prof. Jezowskiej-
-Trzebiatowskiej i jest tworca polskiej chemii bionieorganicznej. Na Uniwersytecie
Wroctawskim uzyskat tytul zawodowy magistra (1968) oraz stopnie naukowe dok-
tora (1973), doktora habilitowanego (1979) oraz profesora (1989). Lata 1974-75
to czas stazu podoktorskiego w Tokio. W 1979 roku stworzyl na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Wroclawskiego zespo6t odnoszacy migdzynarodowe sukcesy (do 1992
zespol nosil nazwe Bionieorganicznej Chemii Strukturalnej, obecnie jest to Zespot
Chemii Bionieorganicznej i Biomedycznej). Tematyka badan prof. Henryka Kozlow-
skiego obejmuje zagadnienia z pogranicza chemii, biologii i medycyny, koncentru-
jac sie m.in. wokot takich zagadnien jak: termodynamika, struktura i wlasciwosci
biologiczne ukladéw zawierajacych jony metali; struktura i funkcje biomolekut
(aminokwasow, peptydéw i ich analogéw fosfonowych, oksymowych i hydroksa-
mowych; kwaséw nukleinowych i ich podjednostek, kwasow peptydonukleinowych
oraz nukleozydéw modyfikowanych; cukréw i polisacharydéw) i ich oddzialywanie
z jonami metali; wpltyw jondéw metali na chemie i biochemie lekéw (m.in. tetracy-
klin, antracyklin, famotydyny) i pestycydow; elektrochemia uktadéw bionieorga-
nicznych; chemia bionieorganiczna metali toksycznych (m.in. Ni, Cd, Pb, Cr, Al)
oraz molekularne mechanizmy toksyczno$ci metali (m.in. karcynogenezy wywota-
nej zwiazkami metali); homeostaza jonéw metali w bialkach bakteryjnych, a takze
oddziatywanie jonéw metali z biatkami zawierajacymi sekwencje polihistydylowe
o motywie His-tag. Profesor Henryk Koztowski jest réwniez §wiatowym autoryte-
tem w dziedzinie chemii bionieorganicznej proceséw neurodegeneracyjnych. Zaj-
muje si¢ badaniem oddzialywania jonéw metali (m.in. Cu, Zn) z fragmentami bia-
tek istotnych w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych.
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ABSTRACT

His-tags are specific sequences containing six to nine subsequent histydyl resi-
dues and they are used commercially in immobilized metal affinity chromatography
(IMAC) as molecular ‘anchors’ that bind to a metal ion (usually nickel), immobilized
by chelation with nitrilotriacetic acid (NTA) bound to a solid support [37, 38]. Con-
secutive histidines are the common denominator for both His-tags used in mole-
cular biology and for quite remote biological phenomena - more than 2000 histi-
dine-rich proteins (HRPs) are found in microorganisms including 60% and 82% of
archaeal and bacterial species, respectivelyand their roles are not well characterized
[73]. The physicochemical properties of histidine make it a versatile amino acid that
influences protein conformation and enzymatic activity [15]. Many natural proteins
with a His-tag domain are assigned to different functions, for example: most bac-
terial proteins, containing this motif are probably involved in the homeostasis of
nickel ions [68, 76], while others, e.g. newly isolated peptides from the venom of the
snake genus Atheris contain poly-histidyl-poly-glycyl sequences (pHpG) can act on
the cardiovascular system by inhibiting snake venom metalloproteinases and affect
its function by acting on specific receptors [58, 62]. His-rich motifs have been found
also e.g. in Zn®" transporters, prion proteins, His-rich glycoproteins, transcription
factors or numerous copper-binding proteins [56, 67, 84].

Binding mode and the thermodynamic properties of the system depends on
the specific metal ion and the histidine sequence. Despite the wide application of
the His-tag for purification of proteins, little is known about the properties of metal-
binding to such tag domain. Recent experimental and theoretical studies have shown
that metal ions, e.g. Cu®* can bind to various sets of imidazoles depending on the
number of histidine residues that are located in His-rich sequences. The occurrence
of polymorphic binding states and the formation of an a-helical structure induced
by metal ion coordination suggest that proteins with a His-tag domain may serve
as the dynamic site able to ‘move’ metal ions along the tag sequence [99, 100]. This
might explain the frequent occurrence of such sequences in bacterial Ni** chaper-
ones, which transfer the metal ion between different proteins.

Keywords: histidine, His-tag motif, metal ions, proteins
Stowa kluczowe: histydyna, motyw His-tag, jony metali, biatka
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ADAM — adamalizyny — biatka spokrewnione z SVMPs (ang.
a disintegrin and metalloproteinase)

ATCUN — amino-terminalny motyw wigzacy jony Cu*" i Ni** (ang.
amino terminal Cu’* and Ni** binding site)

CDh — spektroskopia dichroizmu kotowego (ang. circular
dichroism spectroscopy)

DFT — teoria funkcjonalu gestosci — podstawa wielu metod

kwantowo-mechanicznych, uzywanych do modelowania
struktury (ang. density functional theory)

EPR — spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycz-
nego (ang. electron paramagnetic resonance spectroscopy)

His-tag — sekwencja zawierajaca cigg sasiadujacych reszt histy-
dylowych

Hpn — polihistydylowe biatko wiazace nikiel w H. pylori (ang.
H. pylori nickel-binding protein)

HRPs — biatka bogate w reszty histydylowe (ang. histidine rich
proteins)

IDA — kwas iminodioctowy (ang. iminodiacetic acid)

IMAC — chromatografia powinowactwa na unieruchomio-
nych jonach metali (ang. immobilized metal affinity chro-
matography)

MD — metoda symulacji komputerowej do badania oddzialy-
wan atomow i czasteczek (ang. molecular dynamics)

MID — ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3, choroba
Machado-Josepha (ang. Machado-Josepha disease)

NTA — kwas nitrylotrioctowy (ang. nitrilotriacetic acid)

pHpG — sekwencja zawierajaca polihistydylowy i poliglicylowy
motyw

SBMA — opuszkowo-rdzeniowy zanik mig$ni, choroba Kennedy-
’ego (ang. spinal and bulbar muscular atrophy)

SPR — technika powierzchniowego rezonansu plazmowego
(ang. surface plasmin resonace)

SRRs — sekwencje bogate w jeden rodzaj aminokwasu (ang.
single residue rich sequences)

SVMPs — metaloproteinazy jadu weza (ang. snake venom metallo-
proteinases)

UV-Vis — spektroskopia absorpcji elektronowej w zakresie widzial-
nym i nadfioletowym (ang. ultraviolet-visible spectro-
scopy)

Zastosowane skroty jedno- i trojliterowe dla nazw aminokwasow w sekwen-
cjach wszystkich opisywanych peptydow oraz badanych ligandow przedstawiono
zgodnie z zaleceniami IUB-IUPAC.
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WPROWADZENIE

Polihistydylowe tagi (poli-His-tag) to peptydy zawierajace wielokrotne powto-
rzenia reszt histydylowych, powszechnie stosowane w biologii molekularnej do
oczyszczania rekombinowanych biatek od ponad czterech dekad. Ich rozpowszech-
nienie oraz niezwykla skuteczno$¢ sg przypisane wlasciwosciom reszt histydylo-
wych, ktore maja zdolno$¢ do efektywnego wigzania jonéw metali. Takie motywy
zostaly rowniez zidentyfikowane w kilkuset naturalnych biatkach. Mozna je znalez¢
m.in. w bialkach transportujacych jony metali, bakteryjnych biatkach chaperono-
wych, biatkach prionowych oraz jadach niektérych afrykanskich wezy. Pomimo, iz
oddzialywania migdzy histydyna i jonami metali przejsciowych w ukladach bio-
logicznych sg badane od dziesigcioleci, wiedza na temat wlasciwosci termodyna-
micznych i strukturalnych komplekséw metali przejsciowych z peptydami zawiera-
jacymi motywy His-tag oraz rola polihistydylowych domen w naturalnych biatkach
jest wciaz znikoma.

1. POWTORZENIA AMINOKWASOWE W SEKWENCJACH BIALKOWYCH

Aminokwasy sa podstawowa jednostkg strukturalng budujacg bialtka. Czestos¢
wystepowania roéznych aminokwaséw wsréd proteomoéw réznych organizmoéw
zywych uwaza si¢ za podobna i waha si¢ w granicy od 1 do 10% [1]. Jednakze,
w niektérych przypadkach dany aminokwas moze by¢ wielokrotnie powielony
w pewnym odcinku biatka, w celu osiggniecia unikalnych funkcji. Takie specyficzne
fragmenty o malej ré6znorodnosci reszt aminokwasowych lub zawierajace powto-
rzenia tylko jednego rodzaju aminokwasu zostaly nazwane SRRs (ang. single resi-
due rich sequences). Ich najwieksza procentowa zawarto$¢ zostala zidentyfikowana
w proteomach komorek eukariotycznych (okolo 5%) [2], zas okolo 1,4% wszystkich
naturalnych bialek zawiera regiony z co najmniej szesciokrotnym powtdrzeniem
jednego aminokwasu [3, 4].

Do najczesciej wystepujacych SRRs naleza odcinki zawierajace reszty, takie jak:
Leu, Ala, Asp, Ser, Gly, Glu i Gln [5, 6]. Czgsto s one istotne z funkcjonalnego
i medycznego punktu widzenia. Na przyklad bialka zawierajace dlugie powtdrze-
nia glutamylowe (poly-Q) sa zwigzane z chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi
jak np. choroba Huntingtona, choroba Kennedyego (SBMA), czy ataksja rdzeniowo-
-mozdzkowa typu 3 (choroba Machado-Josepha, MJD) [7-9]. Choroby te sg wywo-
tywane agregacja poliglutamylowych bialek, co przyczynia si¢ do neurotoksycznosci
i stopniowej $mierci neuronéw [10-12]. Natomiast sekwencje zawierajace powto-
rzenia reszt arginylowowych, obecne w wirusowych biatkach Tat i Rev, sg zwig-
zane z chorobami uktadu odpornosciowego czlowieka [13]. Inne reszty, takie jak
cysteinylowa czy histydylowa wystepuja w sekwencjach bialek ze wzglednie niska
czestotliwoscig (< 2,5%) [5], mimo iz najcze$ciej pelnig kluczowg role w miejscach
aktywnych enzymoéw i/lub miejscach wigzacych jony metali w biatkach [14].
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2. HISTYDYNA

Sposréd dwudziestu naturalnych aminokwaséw histydyna (His, H) jest najbar-
dziej wielofunkcyjnym aminokwasem, dzigki swojej unikalnej strukturze czastecz-
kowej [15]. Histydyna w taiicuchu bocznym posiada imidazolowa grupe funkcyjna,
ktora zawiera dwa atomy azotu, z ktérych oba moga by¢ protonowane przy warto-
$ciach pKa ~ 6 oraz 14 dla wolnego aminokwasu. Warto$ci te moga by¢ zmieniane
przez $srodowisko biatka oraz koordynacje jonéw metali. Utrata pierwszego protonu
skutkuje obojetnym donorem azotu imidazolowego, podczas gdy utrata drugiego
protonu prowadzi do utworzenia anionu imidazolowego [16].

Histydyna, dzigki obecnoséci dwdch atomoéw azotu w pierscieniu jest zaliczana
do aminokwasow zasadowych. Jeden z wodoréw w imidazolu jest labilny, dzigki
czemu moze by¢ polozony na jednym z atomoéw azotu, tworzgc réwnowazne formy
tautomeryczne. Dzigki mozliwosciom protonowania i deprotonowania atoméw
azotéw w pierscieniu imidazolowym w sposéb zalezny od wartoséci pH, histydyna
jest idealnym kandydatem do wigzania si¢ z jonami metali w sposob odwracalny,
w odpowiedzi na niewielkie zmiany pH $rodowiska (Rys. 1) [17].

N

NH2
O. OH +HN X
F—3
NH,,
N H
' \H N
H,N

Rysunek 1. Protonowanie i deprotonowanie bocznego tancucha histydyny. Imidazolowy tanicuch boczny histy-
dyny moze by¢ protonowany, gdy warto$¢ pH ulega obnizeniu, podczas gdy warto$¢ pH zwieksza sie
(do pH okoto 8) dochodzi do deprotonowania. Po zwigzaniu z jonem metalu, pKa reszty histydy-
lowej moze by¢ obnizone ze wzgledu na charakter jonow metali (kwasy Lewisa)

Figure 1. Protonation and deprotonation of the side chain of histidine. The imidazole side chain of histidine
may be protonated when the pH is lowered, while the value of pH is increased (to about pH 8)
comes to the deprotonation. After binding of a metal ion, pKa of histidyl residue may be lowered
due to the nature of the metal ions (Lewis acids)

Oddzialywania histydyny z innymi aminokwasami oraz kationami metali
w biatkach zostaly podzielone na kilka typéw. Do najwazniejszych z nich naleza:
(i) oddzialywania kation-m (miedzy resztami aromatycznymi a histydyng - jej
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forma uprotonowana w kwasnym pH) [18]; (ii) oddzialywania 7-7 (nazywane réow-
niez ‘stakingiem’ — mozliwe podczas oddzialywania z aromatycznymi tancuchami
bocznymi aminokwasdw, takich jak: His, Phe, Tyr i Trp) [19]; (iii) oddzialywania
wodor-7 (polarny atom wodoru w histydynie moze tworzy¢ wigzanie wodorowe
z innymi aromatycznymi aminokwasami w orientacji “I”) [20]; (iv) oddzialywania
prowadzace do powstania wigzania o charakterze koordynacyjnym (zasadowy atom
azotu w pier$cieniu imidazolowym, posiadajacy wolna pare elektronowa jest ideal-
nym ligandem dla jonéw takich jak: Zn*', Cu®, Ni**, Fe’*) [21].

Znaczenie oddzialywania histydyny z jonami metali przej$ciowych jest inten-
sywnie badane od lat [22-29]. Obecno$¢ reszty histydylowej w dowolnej pozycji
taricucha peptydowego stanowi doskonaty punkt kotwiczenia dla jonéw Cu**, Zn**
oraz Ni*". Sposéb koordynaciji jest silnie uzalezniony od potozenia i ilosci reszt
histydylowych w sekwencji bialkowej oraz od obecnosci sgsiadujacych reszt ami-
nokwasowych, a takze od struktury lancucha peptydowego, co znacznie wplywa
na stabilizacje lub przeciwnie — destabilizacje miejsca wigzania jonu metalu, dzieki
bezposrednim lub posrednim oddziatywaniom [17]. Szczeg6towa wiedza na temat
chemii tych oddzialywan jest kluczem do zrozumienia ich biologicznych skutkow.

Biologicznie istotne jony metali, takie jak miedz, nikiel, cynk, czy Zzelazo,
zazwyczaj koordynuja do jednego z imidazolowych atoméw azotu N'-Im (tzw. atom
‘pyrrole-like’) lub N°-Im (tzw. atom ‘pyridine-like’) (jak np. w ureazie, karboksy-
peptydazie, niebieskich biatkach miedziowych, czy w biatkach zawierajacych hem).
Inng mozliwoscig koordynacji jest funkcjonowanie imidazolu jako liganda mostku-
jacego, w ktérym zaréwno atomy N' (z grupy N'H) oraz N’ uczestnicza w wigzaniu
jonéw metali, jak np. w cynkowo-miedziowej dysmutazie ponadtlenkowej (Cu-Zn
SOD) [30, 31].

Istotny wplyw na tworzenie kompleksow oraz ich wlasciwosci termodyna-
miczne oraz strukturalne ma lokalizacja histydyny w taficucha peptydowym. Szcze-
golowe badania zostaly przeprowadzone dla uktadéw, w ktorych histydyna zajmuje
pozycje 1, 2 lub 3 (Rys. 2).

H,N-HXXXX-NH,
HN-XHXXXANH,| oo
H,N-XXHXX-NH,

Rysunek 2. Rozmieszczenie reszt His w sekwencji biatkowej istotnie wpltywa na wlasciwosci wiazace jony me-
tali. Najwazniejsze wlasciwosci His w pozycji 1, 2 lub 3 zostaly opisane ponizej

Figure 2. Location of His residues in the protein sequence significantly affect the binding properties of the
metal ions. The most important characteristics of His in position 1, 2 or 3 are described below

Usytuowanie histydyny jako N-terminalnego aminokwasu skutkuje tworze-
niem komplekséw, w ktdrych jony niklu i miedzi sg zwigzane przez imidazolowy
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azot Hisl oraz azot z grupy aminowej Hisl. Taki sposob koordynacji nosi nazwe
tzw. ‘histamine-like. Jest dobrze udokumentowane, ze w przypadku gdy jon Cu®'
lub Ni** jest zwigzany do reszty histydylowej, wraz ze wzrostem pH dochodzi do
dysocjacji protonu i koordynacji kolejnych amidowych atoméw azotu, zmieniajac
sposob koordynacji z {NH,, N, } na {NH,, 3N___}, tworzagc kompleks z szescioczlo-
nowym pierécieniem. W przypadku jonéw cynku, sposéb koordynacji ‘histamine-
-like” wystepuje w catym zakresie pH, dodatkowo w wigzanie jonu metalu moga
by¢ zaangazowane donory tlenowe (z grupy karbonylowej lub otaczajacych czaste-
czek wody) [32, 33]. Peptydy, w ktorych grupa aminowa histydyny w pozycji 1 jest
zablokowana, wigza jony Ni** oraz Cu** do imidazolowego azotu oraz do dwéch lub
trzech azotéw amidowych lezacych po prawie stronie, prowadzac do utworzenia
mniej stabilnego, siedmioczlonowego pierscienia chelatowego i jednego lub dwoch
stabilnych pierscieni pigciocztonowych [25].

W przypadku, gdy reszta His jest na drugiej pozycji w tanicuchu bocznym pep-
tydu, jony niklu i miedzi tworza wyjatkowo stabilne termodynamicznie kompleksy
z pigcioczionowymi {NH,, N .} i sze$ciocztonowymi {N,_, N, .} pier§cieniami
chelatowymi, stabilizujacymi struktur¢ kompleksu. W wigzanie jonu metalu zaan-
gazowane s3 wowczas atomy azotu zaréwno z pierscienia imidazolowego, wigzania
peptydowego przy His2, jak i grupy aminowej z N-konca peptydu. Sfera koordyna-
cyjna jonu metalu jest uzupelniona w pozycji ekwatorialnej atomem tlenu z czas-
teczki wody lub np. grupy karbonylowej [33]. Natomiast gdy peptyd jest blokowany
na N-koncu i posiada His w pozycji 2, zwykle dochodzi do utworzenia kompleksow
z koordynacja {N, , 2N_ .} w zakresie pH 6-10, a czwarta pozycja w tym komplek-
sie o geometrii plaskiego kwadratu moze by¢ zajeta przez czasteczke wody lub inng
grupe peptydowa [22].

Biatka z His w pozycji trzeciej sa okreslane jako biatka z motywem ATCUN
(ang. amino terminal Cu’* and Ni** binding site). Ze wzgledu na to, iz takie motywy
wystepuja naturalnie w niektdrych rodzajach albumin (np. albumina surowicy krwi
ludzkiej, HSA - ang. human serum albumin, surowicza albumina wolowa, BSA -
ang. bovine serum albumin oraz albumina krélicza, RSA - ang. rabbit serum albu-
min), neuromedynach C i K, protaminie P2A ludzkiej spermy oraz histatynach, sa
nazywane réwniez ‘albumin-like’ [35]. Sekwencje z motywem ATCUN posiadajg
wyjatkowe powinowactwo do jonéw Cu** oraz Ni*', tworzgc kompleksy z trzech
polaczonych ze sobg pierscieni chelatowych o sposobie koordynacji: {IN,_, 2N_ .,
NH_}. Imidazolowy atom azotu jest gléwnym miejscem kotwiczenia jonu metalu,
a wraz ze wzrostem pH, dochodzi do wigzania jonu metalu przez dwa amidowe
atomy azotu oraz azot z grupy aminowej. Taki sposéb koordynaciji jest scharakte-
ryzowany przez utworzenie trzech termodynamicznie stabilnych pierscieni che-
latowych - jednego szescioczlonowego pomiedzy jonem metalu, imidazolowym
atomem azotu i azotem z grupy amidowej His3 oraz dwdch pigciocztonowych pier-
$cieni pomiedzy metalem, kolejnym amidowym atomem azotu oraz azotem z grupy
aminowej [24]. Do deprotonowania dwoch grup amidowych i wigzania jonu metalu
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dochodzi w bardzo waskim zakresie pH; w przypadku jonu Cu®* proces ten zacho-
dzi zazwyczaj przy wartosci pH pomiedzy 4 i 5. Kompleks z czteroma atomami
azotu skoordynowanymi do jonu metalu w sposéb: {IN,_, 2N_ ., NH }, charakte-
ryzuje si¢ najwyzsza stabilno$cig sposréd wezesniej opisanych kompleksow z His
w réznych potozeniach. W przypadku peptydéw N-terminalnie blokowanych z His
w pozycji 3, jon metalu przy wyzszych warto$ciach pH jest skoordynowany przez
imidazolowy azot oraz trzy azoty amidowe [33].

Niezwykle wysoka skutecznos$¢ wigzania jondéw metali przez histydyne wywo-
tala lawine pytan, na przyktad: czy dostepno$¢ wiekszej iloéci reszt histydylowych
w sekwencji aminokwasowej moze prowadzi¢ do utworzenia jeszcze bardziej stabil-
nych komplekséw?; czy kompleksy z jonami cynku(II), ktdére nie s3 w stanie depro-
tonowac azotow amidowych, ale moga wigza¢ nawet kilka reszt histydylowych, beda
najbardziej stabilne? Jaki jest wptyw ilosci reszt histdylowych oraz ich rozmieszcze-
nie w sekwencji na skuteczno$¢ wigzania jondéw metali? Znalezienie odpowiedzi na
te, 1 wiele innych pytan stanowi ogromne wyzwanie dla wspdtczesnego badacza.

3. CHROMATOGRAFIA POWINOWACTWA NA
UNIERUCHOMIONYCH JONACH METALI (IMAC)

Reszta histydylowa, a wlasciwie peptyd z wielokrotnym powtdrzeniem tego
aminokwasu, jest nieodzownym elementem w inzynierii biomedycznej. Syntetyczne
peptydy, bogate w reszty histydylowe, nazywane His-tagami, s powszechnie stoso-
wane od ponad 40 lat do oczyszczania rekombinowanych biatek w chromatografii
powinowactwa na unieruchomionych jonach metali (IMAC) [36]. Takie peptydy
posiadaja specyficzng sekwencje od dwdch do dziesigciu sgsiadujacych reszt histy-
dylowych i sg przyczepiane do C- lub N-konca rekombinowanego bialka w procesie
oczyszczania tg metoda. Polihistydylowa sekwencja His-tag jest tatwa do usuniecia
po oczyszczeniu, a otrzymane biatko uzyskuje bardzo wysoka czystos¢ [37].

Ideologia techniki IMAC jest oparta na tworzeniu wigzan koordynacyjnych
pomiedzy imidazolowymi azotami w resztach histydylowych His-tagu (przyczepio-
nego do oczyszczanego bialka) i jonami metali (zazwyczaj Ni**, ale moga to by¢ réw-
niez: Zn*', Co®", Fe™, Cu®"). Wybrany jon metal jest cze$ciowo skoordynowany za
pomocg kwasu iminodioctowego (IDA) [38] lub kwasu nitrylotrioctowego (NTA)
[39] (Rys. 3), przyczepionego do podioza w kolumnie chromatograficznej. His-tagi
nie sg ustrukturyzowane, dzigki czemu posiadajg duza zdolno$¢ do tatwego tworze-
nia kompleksow chelatowych [39].



10 J. WATLY, H. KOZLOWSKI

o Ni-NTA
senmmnes NI anaanans
// (:I:].:Z ..'.. - o
: >3 CH,
y—C o=
O —

Rysunek 3. Sposdb oddziatlywania imidazolowych azotéw w resztach histydylowych His-tagu z jonem metalu,
unieruchomionym w podtozu za pomoca chelatujacego liganda NTA w technice IMAC. W zapro-
ponowanym modelu koordynacji jonéw Ni** do NTA, dochodzi do utworzenia kompleksu o geo-
metrii oktaedrycznej. Chelatowany jon niklu(II) posiada cztery miejsca koordynacyjne zajmo-
wane przez ligand NTA oraz dwa wolne miejsca, zdolne do oddziatywania z imidazolowymi
azotami w His-tagu [36]

Figure 3. Interaction mode between imidazole nitrogens in histidine residues of His-tag and the metal ion
immobilized by the chelating ligand NTA in IMAC technique. In the proposed model, the coor-
dination of Ni** ion to the NTA leads to the formation of the octahedral complex. Chelated Ni(II)
ion have four coordination sites occupied by the ligand NTA and two sites, capable of interacting
with the imidazole nitrogens in the His-tag [36]

W 1988 roku Hochuli i wspotpracownicy w swojej pionierskiej pracy nad roz-
wojem technologii His-tag zastosowali tagi zawierajace piec¢ i sze$¢ sasiadujacych
reszt histydylowych, uwazajac iz takie sekwencje rzadko wystepuja w naturalnych
biatkach i bedg stanowi¢ gwarancj¢ wysokiej selektywnosci [40]. Po dzien dzisiej-
szy, His-tag z szeScioma resztami histydylowymi jest najpowszechniej stosowanym
tagiem w chromatografii IMAC, a niezwykle skuteczne wigzanie jonéw Ni** przez
histydyne zostalo wykorzystane w oczyszczaniu bialek i zyskalo wielki sukces na
rynku komercyjnym.

Technika IMAC jest stosowana réwniez do oczyszczania niezmodyfikowanych
bialek, zawierajacych histydylowe reszty [38], a takze w celu okreslenia powino-
wactwa metal-biatko (réwniez bialek etykietowanych fluorescencyjnie lub innych
czasteczek w warunkach in vitro oraz in vivo), we frakcjonowaniu oraz wykrywaniu
bialek, a takze w oczyszczaniu immunoglobulin oraz izolacji kwaséw nukleinowych
(36].
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W zaleznosci od zastosowania, tagi w chromatografii powinowactwa muszg
spelnia¢ okres$lone wymagania. Gdy s3 one przewidziane do zastosowania w testach
wigzacych ligand niezbedna jest silna interakcja. Z drugiej strony, gdy tagi stoso-
wane sg do oczyszczania, jedynie umiarkowane stale dysocjacji s3 wymagane w celu
umozliwienia tagodnego wymywania z kolumny [41].

Doktadny mechanizm wigzania jonéw metali do tagéw, stosowanych w IMAC
nie jest znany. Istnieje jedynie kilka doniesien, opierajacych si¢ gtéwnie na symula-
cjach dynamiki molekularnej. Badania przeprowadzone przez Liu i wspolpracowni-
kéw wykazaly, ze jony metali takie jak: Ni**, Zn**, Cu*" oraz Co™" wigzg sie z dwiema
resztami histydylowymi: n i n+2 w przypadku, gdy tag zawiera trzy lub wiecej reszt
His [42, 43].

Rysunek 4. Schematyczny mechanizm wigzania His-tagu, zawierajacego sze$¢ reszt histydylowych, do fazy
stacjonarnej — uktadu Ni*-NTA w chromatografii powinowactwa z unieruchomionym jonem
metalu (IMAC). Ni** jest unieruchomiony w podlozu przez ligand chelatujacy NTA. His-tag
oddzialuje z jonem metalu w kilku etapach: A: wolny His-tag; B: pierwszy kontakt z Ni** i utwo-
rzenie kompleksu z jedng reszta histydylowa; C-E: tworzenie komplekséw z dwiema resztami
histydylowymi, w ktérych n i n+2 lub n i n+5 reszty sg skoordynowane do Ni*'; E, G: oddysocjo-
wanie Ni** z His-tagu [37]

Figure 4. Schematic mechanism of His -tag binding to Ni*"-NTA in IMAC chromatography. Ni** is im-
mobilized to the surface by an NTA chelator. His -tag interacts with the metal ion in few steps:
A: unbound His-tag; B: first contact with Ni** - monovalent complex, C-E: divalent complexes in
which n and #+2 or n and n+5 imidazole nitrogens are coordinated to Ni*"; EG: dissociation of
Ni** from a His,-tag [37]

Pierwsze proby eksperymentalnego scharakteryzowania mechanizmu oddzia-
tywania jonéw metali z His-tagami, o r6znej kombinacji reszt histydylowych i ala-
nylowych, zostaly podjete przez Knecht i wspotpracownikéw w 2009 roku [37]. Spo-
s6b wigzania jonéw Ni** zostal okreslony przez warto§¢ pozornej stalej dysocjacji
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(Kd) = 14+1 nM, za pomocg techniki powierzchniowego rezonansu plazmowego
(SPR). W tych badaniach, His-tag zawierajacy sze$¢ reszt histydylowych okazat sie
najskuteczniejszym tagiem, wiazac jon metalu z najwyzszym powinowactwem, gdy
dwie reszty His (oddzielone od siebie jedng lub czterema histydynami) byly zaan-
gazowane w wigzanie metalu (Rys. 4). Wykazano réwniez zalezno$¢ miedzy liczba
reszt His w His-tagu i ich wlasciwosciami wiazacymi - wydluzenie polihistydylo-
wej sekwencji z sze$ciu do siedmiu lub dziesi¢ciu reszt His, powoduje zmniejszenie
powinowactwa, prawdopodobnie ze wzgledoéw na efekt entropowy (Rys. 5).
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Rysunek 5. Powinowactwo wigzania KA (1/KD) réznej dtugosci polihistydylowych tagéw do fazy stacjonar-
nej Ni**-NTA w eksperymencie SPR. Peptyd szesciohistydylowy wykazuje najwyzsze powinowac-
two (3 x 10° M™), spoéréd wszystkich poréwnywanych peptydéw. Peptydy zawierajace dwie lub
trzy reszty His wykazujg do$¢ niskie powinowactwo w stosunku do peptydéw o dtugosci od pieciu
do o$miu reszt His. Dla dwdch najdluzszych peptydow (zawierajacych dziewiec i dziesie¢ reszt
histydylowych), powinowactwo spada znacznie ponizej 10° M™' [37]

Figure 5. Binding affinity KA (1/KD) of different oligohistidine tags in surface plasmon resonance experi-
ment (SPR). The hexahistidine peptide shows the highest affinity (3 x 10°M™), among the com-
pared peptides. Peptides containing two or three His residues exhibit a rather weak affinity com-
pared to the peptides with a length of five to eight His residues. For the two longest peptides
(containing nine and ten His), the affinity drops substantially below 10° M [37]

Chociaz technika IMAC z wykorzystaniem polihistydylowych tagow jest stan-
dardowa procedurg oczyszczania, mechanizm wigzania jonéw metali przez peptydy
z motywami His-tag nie jest wciaz w pelni poznany. W przypadku projektowania
nowych tagéw na podstawie technologii zaproponowanej przez Hochuli (polihisty-
dylowy tag/Ni**-NTA), wymagane jest lepsze zrozumienie molekularnych podstaw
tych oddziatywan.

Niezwykle interesujace jest rowniez powszechne zjawisko wystepowania poli-
histydylowych motywéw w wielu naturalnych biatkach. Dlaczego natura wyksztat-
cita takie domeny? Jakie petnig funkcje? Czy oddzialywanie z jonami metali jest
podobne do tego obserwowanego w przypadku His-tagéw stosowanych w IMAC?



POLIHISTYDYLOWE SEKWENCJE Z MOTYWEM HIS-TAG 13

4. NATURALNE BIALKA BOGATE W RESZTY HISTYDYLOWE

Bialka bogate w reszty histydylowe (ang. histidine rich proteins, HRPs) mozna
podzieli¢ na takie, ktére posiadaja duzg ilos¢ reszt His, oddzielonych od siebie
innymi aminokwasami lub takie, ktore zawieraja dlugie fragmenty sasiadujacych
reszt His. HRPs sg obecne w organizmach, nalezgcych zaréwno do archeonoéw, bak-
terii jak i eukariontéw. W proteomach organizmoéw prokariotycznych wystepuje
ponad 2000 takich biatek. Wiele z nich bierze udzial w réznych procesach biologicz-
nych, zwigzanych miedzy innymi z homeostaza jonéw metali, ich transportem oraz
przechowywaniem [14, 32]. Bialka obecne w organizmach eukariotycznych moga
petni¢ réwniez inne funkcje, np. histatyny (rodzina malych bialek HRPs obecna
w $linie) posiadajg dzialanie przeciwdrobnoustrojowe w jamie ustnej [44-46], nato-
miast biatko HRP-2 (ang. histidine-rich protein 2) z Plasmodium falciparum jest
zaangazowane w polimeryzacje hemu [47-49].

Szczegdlng grupe HRPs stanowig biatka zawierajace sekwencje z bardzo dlu-
gimi powtdrzeniami histydylowymi lub z kilkoma domenami krétszych polihisty-
dylowych odcinkéw. Wystepuja one miedzy innymi w bakteryjnych biatkach opie-
kunczych (ch peronach), transporterach jonéw metali, bialkach prionowych, jadach
niektoérych wezy oraz ludzkich czynnikach transkrypcyjnych (Tab. 1) [50]. W wiek-
szoéci przypadkéw niewiele wiadomo na temat dokladnej roli oraz mechanizmu
dzialania takich biatek, ale pewnym jest, ze s3 one niezbedne do ich prawidtowego
funkcjonowania.

Tabela 1. Przyklady bialek z motywami His-tagéw zawierajagcymi co najmniej cztery sasiadujace reszty
histydylowe
Table 1. Examples of proteins with His-tag motifs having at least four consecutive histidine residues
Bialko Organizm Sekwencja ammokwasgwa peptydu Zrédlo
z motywem His-tag
(Ni-sNt:i(R;lczn PDB ID:
cz niik);r n ' Esche- 1Q5Y
Y . A0S ichia coli UniProtKB:
krypeyjny) [51] POA6Z6
motyw:His,-tag Dlugo$¢ biatka: 133 reszty aminokwasowe
nella : 40 : . 60 : 2QED
i typhimu- | | EAAPVLKAIA i EHKWMPEAIF | LTHHHHDHVG @ | UniProtKB:
. rium Q8ZRM2
motyw:His,-tag
(regulator Strepto- 100 : : 120 PDB ID:
‘_FanSkrYP' coceus ©  RVIFYQLTDL | ARPIAEEHHH | HHEHTLLTYE ! 3TGN
CJIZrOleny pneumo_ UanrOtKBI
MarR) [53] niae D39 Dlugo$¢ biatka: 146 reszt aminokwasowych Q04102
motyw:His -tag
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Sekwencja aminokwasowa peptydu

Biatko Organizm 2 motywem His-tag Zrédlo
- UreE 160 161
(biatko pomoc- Proteus | b i : UniProtKB:
nicze ureaz ro PEPGAYGGSS | GGHHHHHDHH ! H :
Y) o . :
mirabilis | e e P17090
(54]
motyw:His -tag
MTP1
(biatkowy prze- Arabi- UniProtKB:
no$nik jonéw dopsis '
metalil)[55] thaliana QIZTe3
motyw:His -tag
: 110 120 130
{ SPQDVAQFHM | HDHSFPHNRD | HHHHHHKDPG !
ZIp :
(przypuszczalny :
transporter Crypto- 140 150 160 :
cynku)[56] | dium || CVGVSNSDVY | SIVNGEKKSH | YHHHHRNDNN | UniProtKB:
P ; ; ;
motywy: ; i Q5CXM3
. parvum
His,-tag :
His,-tag 420 430 : 437 ¢
His,-tag TINIIQHKLG | GCTLHHHHHG | HSHIHTH |
330 |
LIV1
(Ctr:ll(sup)?;;?r Danio
o, rerio UniProtKB:
.ywy. (Zebra- Q6LSF3
2xHis,-tag fish)
His,-tag
His,-tag
Npun_AR245 Nostoc
(transporter uncti-
owysokim | UniProtKB:
Wy forme
powinowactwie ATCC B2JAZ6
P 2+
do jonéw Ni™) 29133 Dlugos$¢ biatka: 488 reszt aminokwasowych

motyw: His-tag
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Sekwencja aminokwasowa peptydu

Biatko Organizm : Zrédlo
z motywem His-tag
MIO2DO1 | | : s §
.SV. . 02Do1 260 : 270 : 280 :
(inhibitor meta- Echis | ; ; | UniProtKB:
loproteinaz jadu cis DHDHDHHHHH | HPGSSVGGGG | GGGGGGARRL :| MProtkb:
. Ocellatus ............................................ B H A8YPR6
weza) [58]
motyw: His -tag Dtlugo$¢ biatka: 308 reszt aminokwasowych
10 20 0
HypB
(biatko chape- Brady- MCTVCGCSDG KASIEHAHDH | HHDHGHDHDH
oo 1;’[';1;‘]) rbh_lzo_ UniProtKB:
genazy o 40 50 6 Q45257
motywy: diazoeffi- |;
His,-tag ciens GHDGHHHHHH GHDQDHHHHH DHAHGDAGLL :
His,-tag '
Dtlugo$¢ biatka: 302 reszty aminokwasowe
Hpn : 10 20 30
(polihistydy- ; ; ;
lowe bialko | MAHHEEQHGG | HHHHHHHTHH | HHYHGGEHHH
ol | acer ? | UniProri;
‘ 40 : 50 6 POAOV6
motywy: pylori ; :
His,-tag HHHSSHHEEG CCSTSDSHHQ EEGCCHGHHE
His,-tag '
His -tag Dtugos¢ biatka: 60 reszt aminokwasowych
NLK
(serynowo-tre- : 30 40 50 |
oninowa kinaza H H H ; UniProtKB:
biatkowa)[61] omo | SAAAAGHHHH | HHHHLPHLPP . PHLHHHHHPQ | UniPTOtKE:
sapiens | : : ‘I QYUBES
motywy:
His5-tag, Dlugo$¢ biatka: 527 reszt aminokwasowych
His8-tag
p,Hp,G_l . Atheris
(poli-His-poli- sauami-
-Gly peptyd-1) qgem. UniProtKB:
m[06t2] . Atheris POC7K4
O chlorechis
His,-tag
CACNAIA
(podjednostka e
a-1A kanatu PDB ID:
wapniowego Homo PPPPDKDRYA 3BXK
typu P/Q)[63, SAPIENS [ oo UniProt KB:
64] Dlugo$¢ biatka: 24 reszty aminokwasowe 000555
motyw:

His -tag
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Sekwencja aminokwasowa peptydu

His13-tag

Biatko Organizm : Zrédlo
z motywem His-tag
60 70 80
Hox-Al DRELVGRGVQ - IGSPHHHHHH = HHHHPQPATY
biatko home- : :
oboksowe[65] Homo ; ; UniProtKB:
motywy: sapiens 140 150 16 P49639
His,-tag YSGNLSSPMV | QHHHHHQGYA | GGAVGSPQYI |
His -tag : : :
Dlugo$¢ biatka: 335 reszt aminokwasowych
. i PDB ID:
(biatko represo-
rowe transkryp- Homo 1UBD
. ii)[66] P . UniProtKB:
cji sapiens P25490
motyw:
His, -tag
HMA4
(przypuszczalne PDB ID:
bialko transpor- Arabi- 2KKH
tujace Cd/Zn) dopsis UniProtKB:
[67] thaliana 064474
motyw: Dtugos¢ biatka: 1172 reszty aminokwasowe
His, -tag
Hpn-like
(Hpnl, biatko
bogate w reszty
Ii—hs 1AG1n w1q_— IZelz;:o— UniProtKB:
gce Jory e acter A3RDS2
tali)[68] pylori
motywy:
His,-tag
His, -tag
Dlugo$c¢ biatka: 1172 reszty aminokwasowe
pHpG-2 .
(poli-His-poli- 10 20 ¢ 30
“Glypeptyd2) | Atheris | pppUDHHHHH | HHHHHHHGVG | GGGGGGGGGA | UMiProtKB:
[62] nitschei o POC7K6
motyw: Co . :
His, -tag Dtlugo$¢ biatka: 30 reszt aminokwasowych
DYRKIA
(ki,r?azja o po- 600 610 620 PDB ID:
dwojnej specy- H i i 2WO6
ficznosci) [69] oMo |\ VAPQQNALHH ;| HHGNSSHHHH | HHHHHHHHHG | | UniProtKB:
motywy: sapiens 1 Q3627
His,-tag Dlugo$¢ biatka: 763 reszt aminokwasowych
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Sekwencja aminokwasowa peptydu

Biatko Organizm : Zrédlo
z motywem His-tag
CDF
(transporter Acineto- ; ; ;
dwuwartoscio- bacter | i 160 : 170 620 ;
wych kationow | baumannii |\ yspQNALHH | HHGNSSHHHH | HHHHHHHHHG . | UniProtKB:
metali) [70] ATCC H H H A3M8Y6
t : 17978
mowy Dlugo$¢ biatka: 328 reszt aminokwasowych
His,-tag
His ,-tag

4.1. Hpn I Hpnl

Doskonalymi przykladami polihistydylowych bialek sa Hpn oraz Hpn-like
(z ang. podobne do Hpn, Hpnl) z Helicobacter pylori, bakterii, ktéra kolonizuje §lu-
zowke zoladka u ponad polowy populacji $wiata, powodujgc m.in. wrzody zotadka
[68]. Biatko Hpn jest 60-aminokwasowym biatkiem, w ktérym 47% wszystkich
aminokwaséw stanowia reszty histydylowe, tworzace trzy diugie polihistydylowe
odcinki: z czteroma, szeScioma i siedmioma resztami His (Tab. 1). Badania in vitro
wykazaly, ze cale biatko Hpn tworzy bardzo stabilne kompleksy z jonami Cu** [71],
jednakze badania in vivo sugeruja, iz to biatko odgrywa kluczowa role w home-
ostazie jonow niklu (preferencje biatka wzgledem jonéw metali zmniejszajg sie w
kolejnosci: Ni** > Bi** > Cu** = Zn™") [72].

Badania eksperymentalne na kilku krétszych fragmentach Hpn: THHH-
HYHGG [73], MAHHEEQHG [72] oraz EEGCCHGHHE [74] z réznymi jonami
metali wykazaly, ze kazdy z nich jest zdolny wigza¢ jony Ni** z wysokim powino-
wactwem, jednakze sekwencja zawierajaca motyw Cys-Cys jest prawdopodobnie
najbardziej korzystnym miejscem wigzania jonéw niklu w calym biatku i moze by¢
kluczowa dla przezycia H. pylori [73].

Bialko Hpnl zawiera 72 reszty aminokwasowe, przy czym 18 z nich to histy-
dyny (25%). W sekwencji biatka Hpnl wystepuja réwniez liczne reszty glutami-
nowe, ktére stanowig az 43% wszystkich aminokwaséw (Tab. 1) [75]. Biatko Hpnl
posiada bardzo wysokie powinowactwo wzgledem jonéw Cu** (K, = 2,5 uM) oraz
Ni** (K, = 3,8 uM), wigzac 1,4 atomu miedzi i 2 atomy niklu na monomer. Biatko
to jest réwniez skuteczne w wigzaniu jonéw cynku (K, = 10,6 uM) oraz kobaltu
(K,=12,4 uM) [76].

Oba cytoplazmatyczne biatka, Hpn i Hpnl, sg zaangazowane w homeostaze
jonéw niklu - magazynowanie oraz ochrone przed jego bardzo wysokim, toksycz-
nym stezeniem. Wsp6lng cecha charakterystyczng jest rowniez zdolnos¢ do wia-
zania jondéw niklu w sposéb odwracalny, umozliwiajac tym samym dostarczenie
jonéw Ni** do innych biatek. W przypadku, gdy srodowisko jest ubogie w nikiel,
Hpn i Hpnl konkuruja o ten metal z biatkami zaangazowanymi w dojrzewanie ure-
azy [68]. Motywy polihistydylowe w sekwencjach biatek Hpn oraz Hpnl prawdopo-
dobnie odgrywaja role regulacyjng w zdolnosciach wigzacych jony metali [73].
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4.2. AdcR

Innym przykladem bakteryjnych bialek bogatych w reszty histydylowe jest
bialko AdcR (ang. adhesin competence repressor), wyizolowane ze Streptococcus
pneumoniae D39, patogenu kolonizujacego gorne drogi oddechowe [53, 77]. AdcR
jest bialkiem regulatorowym nalezagcym do rodziny MarR, ktérej wspdlna cecha
jest m.in. ekspresja czynnikéw wirulencji oraz odpowiedz na antybiotyki oraz inne
srodki przeciwbakteryjne [53]. AdcR jest represorem operonu acdRCBA, obec-
nego u wszystkich paciorkowcéw, kodujacego transporter ABC (system wychwytu
z wysokim powinowactwem do jonéw Zn®'), a takze kodujacego geny bialek z
rodziny Pht (ang. pneumococcal histidine triad, zawierajacych w swojej sekwencji
kilka motywow HxxHxH) oraz adcAll [78]. Geny te, w swoich regionach promo-
torowych kodujg mozliwe miejsce wigzace AdcR z DNA. Biatko AdcR z S. pneu-
moniae jest homodimerem, a jego C-konicowy fragment zawiera polihistydylowy
fragment z piecioma sasiadujgcymi resztami His (Tab. 1). Badania in vitro oraz in
vivo wykazaly, ze dwie reszty z polihistydylowego odcinka: His108 oraz His112 oraz
reszta His42 (obecna w domenie wigzacej DNA) s3 zaangazowane w wigzanie jonow
cynku i s3 niezbedne do prawidiowego funkcjonowania tego biatka [79]. Te reszty
aminokwasowe s3 konserwatywne we wszystkich znanych regulatorach z rodziny
MarR. Biatka z rodziny Pht zostaly znalezione jedynie u patogennych gatunkow
paciorkowcow. Ze wzgledu na wlasciwosci regulacyjne geny pht oraz acdAll, biatko
AdcR ma potencjalny wplyw na zdolno$¢ S. pneumoniae do wywolywania stanu
chorobowego [78].

4.3. AtHMA I AtMTP

Niezwykle interesujgcymi biatkami, zawierajacymi sekwencje z dtugimi poli-
histydylowymi regionami sa: AtHMA2, AtHMA4, AtMTP1 wystepujace w roslinie
Arabidopsis thaliana.

Bialka AtHMA2, AtHMA4 naleza do rodziny transporteréw metali ci¢zkich,
P , ATP-az, wykorzystujacych ATP jako zZrédto energii do transportu jonéw cynku
i kadmu [80]. Sekwencje tych biatek zawierajg regiony bogate w reszty histydylowe
- jedenascie sasiadujacych reszt His w ich C-konicowym odcinku (Tab. 1). Ten poli-
histydylowy region, razem z motywem -Cys-Cys-X-X-Glu-, zlokalizowanym na
N-konicu bialka jest zaangazowany w wigzanie jonu metalu [81]. Badania wykazaly,
ze polihistydylowy region jest niezbedny do prawidlowego funkcjonowania tych
biatek — mutacje lub usunigcie tego fragmentu biatka skutkuja utratg zdolnosci wia-
zania jonow metali [67].

Odcinki zawierajgce jedenascie sasiadujgcych reszt histydylowych wystepuja
réwniez w innych P ,-APTazach, np. w HMAI1 z Arabidopsis thaliana i BXA1
z Oscillatoria brevis, ktére s3 odpowiedzialne za transport kationéw zaréwno jedno-
jak i dwu-wartosciowych. Jednakze w tych przypadkach, polihistydylowa domena
jest zlokalizowana w N-koncowej czgsci tych biatek [82].
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Bialko MTP1 z A. thaliana (AtMTP1) nalezy natomiast do transporterdéw
CDF (ang. cation diffusion facilitator), odpowiedzialnych za eksport jonéw metali
ciezkich i odgrywaja istotng role w homeostazie i tolerancji jonéw metali. Biatko
AtMTPI1 jest zlokalizowane w blonie wakuolarnej i bierze udzial w transporcie
jonéw cynku (grupa Zn-CDF) [83]. AtMTP1 posiada szes¢ transblonowych domen,
diugi N- i C-koficowy ogon oraz hydrofilowy region bogaty w reszty histydylowe
pomiedzy czwartg i pigta domeng [55]. Badania przeprowadzone przez Kawachi,
majgce na celu wyjasnienie mechanizmu transportu jonéw cynku przez AtMTP1
wykazaly, ze polihistydylowa petla z piecioma resztami His nie pelni kluczowej roli
w transporcie, moze pelni¢ natomiast funkcje ‘kieszeni buforujacej, pochlaniajgc
nadmiar jonéw Zn**, odgrywajac tym samym role ‘czujnika’ poziomu cynku w cyto-
plazmie [55].

Podobny region wystepuje rowniez w biatku MTP4 z Cucumis sativus, ktdre jest
funkcjonalnie wazne w komorkach ogorka, wptywajac na homeostaze jonéw cynku
oraz kadmu [82].

4.4. CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Unikalna grupa biatek z odcinkami powtdrzen histydylowych zostata ziden-
tyfikowana rowniez w ludzkim genomie. Ponad osiemdziesigt takich biatek
posiada regiony zawierajace co najmniej pie¢ sgsiadujacych reszt histydylowych
[84]. Wiekszos¢ z nich jest zlokalizowana w jagdrowych strukturach, okreslanych
jako ang. speckles (cetki, tatki) i odgrywa role w funkcjonowaniu DNA i RNA.
Moga one posiada¢ jeden lub kilka polihistydylowych fragmentéw w swojej
sekwencji, np. biatko HOXA1 posiada jeden region z dziesi¢cioma resztami His:
65-HHHHHHHHHH-74, a biatko MAFA kilka regiondéw o réznej iloéci reszt His:
184-HHHGAHHAAHHHHAAHHHHHHHHHSH-GGAGHGGGAGHH-219.
Badania wykazaly, ze prawdopodobnie wigkszy wplyw na funkcjonalng role
tych biatek moze mie¢ odstep pomiedzy resztami, a nie ilos¢ reszt histydylowych
w sekwencji [84].

Niezwykle interesujgce jest bialko DYRKI1A, ktdre zawiera w swojej sekwen-
cji regiony z czterema i trzynastoma sasiadujacymi resztami histydyny (Tab. 1).
DYRKI1A nalezy do rodziny kinaz odpowiedzialnych za kluczowg role w rozwoju
mozgu, regulacje splicingu oraz apoptozy, a takze stanowig potencjalne miejsca
dzialania lekéw w terapii choréb neurodegeneracyjnych oraz raka. Biatko DYRK1A
bierze udzial w komdrkowym szlaku sygnalizacyjnym, regulowaniu waznych proce-
séw komorkowych, np. proliferacji komorek oraz jest zwigzane z patologia zespotu
Downa i choréb neurodegeneracyjnych [85, 86].

Innym przykladem jest biatko NLK, nalezgca do grupy kinaz biatkowych sery-
nowo-treoninowych. W swojej sekwencji posiada dwa polihistydylowe odcinki
zawierajace 5 oraz 8 sasiadujacych reszt His. Biatko to jest zwiazane z regulacja
liczby czynnikéw transkrypcyjnych, petnigcych kluczowa role w okreslaniu loséw
komérki.
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Dokfadny mechanizm dzialania oraz przekazywania sygnalu przez powto-
rzenia histydylowe nie jest jeszcze jasny, ale na pewno jest zwigzany z unikalnymi
wlasciwo$ciami chemicznymi histydyny. Bardzo interesujacy jest rowniez fakt, ze
lokalizacja w cetkach jadrowych jest utracona, podczas gdy histydylowe powtorze-
nia zostajg usunigte, udowadniajac, ze His-powtdrzenia sa niezbedne do lokalizacji
tych biatek w cetkach jadrowych. Z drugiej zas strony, usunigcie polihistydylowych
regionéw z bialek DYRK1A oraz NLK nie wplywa na podstawowe wlasciwosci bio-
chemiczne tych biatek [87].

4.5. pHpG

Jady wezy sa mieszaning bioaktywnych zwigzkow, takich jak, np. metalopro-
teinazy, wielodomenowe biatka oraz ponad 100 enzymatycznie aktywnych toksyn
biatkowych [88]. Metaloproteinazy jadu weza (ang. snake venom metalloproteases,
SVMPs) stanowig okoto 30% wszystkich bialek w jadach wezy i s3 jednym z klu-
czowych enzymow wplywajacych na toksycznosé jadow. Ich aktywno$¢ jest zwia-
zana z wystepowaniem u ofiary m.in. krwotoku (miejscowego lub ogélnoustrojo-
wego), obrzekdw, zapalenia czy martwicy [89]. SVMPs sa spokrewnione z biatkami
z rodziny ADAM (ang. a disintegrin and metalloproteinase). Adamalizyny (ADAM)
nalezg do nadrodziny bialek zaleznych od obecnosci jonéw cynku oraz wapnia.
SVMPs zostaly podzielone na trzy klasy (PI, PII i PIII) w oparciu o sklad domen.
Z kolei w ramach kazdej z klas wyroznia si¢ podklasy, ktore sg pogrupowane
w zaleznosci od tego czy s monomerami, homo- lub hetero dimerami. Zmiany
w sktadzie domen pomiedzy réznymi klasami SVMPs majg znaczenie w mechani-
zmie dzialania toksyn wywoltujacych krwotok. Szczegétowa analiza biochemicznej
charakterystyki SVMPs zostala opisana w doskonalych publikacjach, dotyczacych
tego zagadnienia [90-92].

Wszystkie SVMPs posiadaja domene z motywem HEXXHXXGXXH, ktdra
jest odpowiedzialna za wigzanie jonu cynku [93]. Kilka dostepnych struktur krysta-
licznych SVMPs pokazuje, ze jon cynku jest skoordynowany w tej czgsteczce tetra-
edrycznie przez trzy reszty His oraz tlen z czasteczki wody (polaryzowany przez
reszte Glu). Jony wapniowe natomiast znajduja sie po przeciwnej stronie miejsca
aktywnego i najprawdopodobniej odgrywaja role strukturalna [94].

Metaloproteinazy sg syntezowane i przechowywane w gruczole jadowym wezy
w formie nieaktywnej [95]. Gruczot jadowy jest chroniony przed uszkodzeniem
przez synergistyczne dzialanie kilku réznych czynnikéw obecnych w jadzie, ktére sa
w stanie zahamowac¢ aktywno$¢ metaloproteinaz in situ: (i) niskie pH, (ii) chelatacje
jonéw wapnia cytrynianem, (iii) konkurencyjne hamowanie enzymatyczne przez
tripeptydy [96, 97]. Aktywnos¢ ta moze zostaé calkowicie przywrdcona poprzez
rozcienczenie lub fizykochemiczne zmiany, do ktérych dochodzi podczas, gdy jad
jest wstrzykiwany do ciata ofiary [98].
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Ostatnie doniesienia wykazaly, ze jady wezy z rodziny Atheris oraz Echis zawie-
rajg nowa grupe peptydow z motywami powtarzajacych sie reszt histydyny i glicyny
(Tab. 1) [62]. Poli-His i poli-Gly (pHpG) sekwencje peptydowe z Atheris squamigera
oraz Atheris chlorechis posiadaja dziewie¢ sgsiadujacych reszt His oraz dziesiecio-
krotne powtorzenie reszty Gly. Natomiast jad z Atheris nitschei zawiera peptyd az
z dwunastoma sgsiadujacymi resztami His. W jadzie weza Echis ocellatus zidentyfi-
kowano domeng z krétszym motywem, zawierajacym szes$¢ sasiadujacych reszt His,
obok réwnie interesujgcego motywu z naprzemiennie utozonymi resztami kwaso-
wymi (Asp) i histydylowymi (His) [58] (Tab. 1). Obecnos¢ sekwencji poli-His i poli-
-Gly w jadach wezy jest prawdopodobnie zwigzana z ich aktywnoscig biologiczng.
Istnieje hipoteza, ze takie peptydy moga odgrywa¢ kluczowa role w oddzialywaniu
z jonami metali, hamujac dzialanie metaloproteinaz, podczas przechowywania jadu
w gruczole jadowym [62, 89].

5. TERMODYNAMICZNE I STRUKTURALNE ASPEKTY WIAZANIA
JONOW METALI PRZEZ SEKWENCJE BIALKOWE Z MOTYWEM HIS-TAG

W ostatnim czasie podjeto probe okreslenia roli domen zawierajacych motyw
His-tag w wigzaniu dwuwarto$ciowych jonéw metali (Cu™, Zn*", Ni*"), a takze
pordéwnania termodynamicznej trwalosci tworzacych sie komplekséw oraz ich
struktury. Zostaly przeprowadzone szczegétowe badania dotyczgce szesciohistydy-
lowego peptydu His-tag, powszechnie stosowanego w biotechnologii do oczyszcza-
nia rekombinowanych biatek oraz naturalnie wystepujacych sekwencji z motywem
His-tag w peptydach z jadéw wezy z rodzaju Atheris oraz Echis przy uzyciu technik
eksperymentalnych (spektrometria mas, potencjometria oraz metody spektrosko-
powe: UV-Vis, CD, EPR) oraz obliczeniowych (DFT oraz symulacji MD). Badania
wykazaly, ze sekwencje z motywem His-tag bardzo skutecznie wigzg jony metali
(Cu® >> Ni** > Zn™). Polihistydylowy fragment z jadu weza Atheris squamigera
zawierajacy ciag dziewigciu reszt histydylowych (pHG) wykazywal najwyzsza sku-
teczno$¢ w wigzaniu jonéw metali w pordwnaniu z peptydem zawierajacym sze-
$ciohistydylowy motyw His-tag oraz peptydem, ktory obok tej domeny zawiera
dodatkowe dwie reszty His w sekwencji. Autorzy wykazali, ze wigzanie jonu metalu
indukuje tworzenie struktury a-helisy (regularna a-helisa w przypadku pHG),
a dzieki zdolnosci tworzenia stanéw ‘polimorficznych’ metal moze ‘porusza¢ si¢’
wzdluz dlugiej polihistydylowej domeny z motywem His-tag. Sekwencje zawierajace
ciag sasiadujacych reszt His wigza jony metali znacznie silniej niz inne sekwencje
biatkowe bogate w histydyny, rozdzielone innymi aminokwasami. Dzi¢ki zrozumie-
niu chemii bionieorganicznej komplekséw Cu’*, Ni** i Zn** z sekwencjami zawie-
rajagcymi motywy tagéw polihistydylowych, zaproponowano hipoteze odnoénie ich
roli w syntetycznych i naturalnych biatkach: ze wzgledu na wysoka trwato$¢ two-
rzonych kompleksow takie biatka stanowig idealne miejsce przechowywania jonéw
metali, pelniac funkcje ‘gabki, natomiast obecno$¢ standéw ‘polimorficznych’ moze
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$wiadczy¢ o ich roli w dystrybucji metali w i migdzy biatkami. Takie biatka moga
réwniez determinowac strukture bialek ze wzgledu na indukcje struktury a-helisy
pod wplywem wigzania metali [99-101].

UWAGI KONCOWE

Sekwencje aminokwasowe, w ktérych jeden rodzaj aminokwasu jest wielokrot-
nie powtdrzony, czesto sa nie tylko kuszacym miejscem wigzania jonéw metali, lecz
takze niejednokrotnie, razem ze zwigzanym metalem, determinujg strukture catego
biatka i wplywaja na jego funkcje. Zrozumienie podstawowych korelacji pomiedzy
dana sekwencjg i wlasciwosciami jego kompleksu z jonem metalu jest pierwszym
krokiem w kierunku wyjasnienia wielu istotnych proceséw biologicznych. Klu-
czowy jest rodzaj i ilo$¢ poszczegdlnych reszt aminokwasowych wigzacych jon
metalu w sekwencji oraz obecnos¢ sasiadujgcych tancuchow bocznych.
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ABSTRACT

Biomembranes play many structural and functional roles in both prokaryotic
and eukaryotic cells [10]. They define compartments, the communication between
the inside and outside of the cell. The main components of biomembranes are
lipids and proteins, which form protein-lipid bilayer systems [10]. A structure and
physicochemical properties of protein-lipid membranes, which determines biolo-
gical activities of biomembranes, are strongly dependent on interactions between
lipid and protein components and external agents such as a temperature, pH, and
a membrane hydration [4]. A lipid bilayer matrix serves as a perfect environment
for membrane proteins (Fig. 1), and it assures activities of these proteins. Because
biomembranes are composed of many different groups of lipids and proteins and
have a complex structure, it is difficult to study in details their physicochemical
properties using physicochemical methods. For these reason, lipid membranes of
liposomes are used in many scientific laboratories for studding processes associated
with a lipid phase transition, a membrane hydration, or protein-membrane inte-
ractions. The structure of liposomes (Fig. 5), and an influence of pH and an ionic
strength on a lipid bilayer structure are discussed in the presented work. The role
of membrane proteins in determination of biological activities of biomembranes is
highlighted. A high variety of a structure and an enzymatic activity of membrane
proteins is responsible for a high diversity of biological functions of cell membra-
nes [2]. a-Lactalbumin («-LA) is a peripheral membrane protein (Figs 8 and 9), its
biological function is strongly related to its conformational structure and interaction
with lipid membranes [49]. The complex of a-LA in a molten globule conformatio-
nal state with oleic acid, termed as a HAMLET complex, are disused in a context of
its anti-tumor activity.

Keywords: lipid-protein interactions, DPPC liposomes, phase transitions,
a-lactalbumin, complex HAMLET/BAMLET, molten globule state
Stowa Kkluczowe: odziatywania biatko-lipid, liposomy DPPC, przejscia fazowe,
a-laktoalbumina, kompleks HAMLET/BAMLET, stopiona globula
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a-LA
BAMLET

CMC
DPPC

FRET

GUV

GT
HAMLET

LUV

MG
MLV

MVV

O,

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

a-laktoalbumina (ang. alactalbumin)

kompleks bydlecej a-laktoalbuminy i kwasu oleino-
wego indykujacego apoptoze komoérek nowotwo-
rowych (ang. bovine a-lactalbumin made lethal to
tumor cells)

krytyczne stezenie micelizacji (ang. critical micelle
concentration)

dipalmitoilofosfatydylocholina (ang. dipalmitoilpho-
sphatidylcholine)

fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii,
homoFRET — efekt wystepujacy migdzy flourofo-
rami jednego rodzaju (ang. fluorescence resonance
energy transfer)

gigantyczne jednowarstwowe liposomy (ang. giant
unilamellar vesicles)

galaktozylotransferaza (ang. galactosyltransferase)
kompleks ludzkiej alactoalbuminy i kwasu oleino-
wego indykujacego apoptoze komodrek nowotwo-
rowych (ang. human alactalbumin made lethal to
tumor cells)

heksagonalna symetria upakowania (ang. hexagonal
packing)

normalna faza heksagonalna (ang. normal hexagonal
phase)

odwrocona faza heksagonalna (ang. inverted hexago-
nal phase)

lamelarna faza cieklokrystaliczna (ang. lamellar
liquid crystalline)

lamelarna faza zelowa (ang. lamellar gel phase)
lamelarna faza krystaliczna (ang. lamellar crystalline
phase)

duze jednowarstwowe liposomy (ang. large unila-
mellar vesicles)

stopiona globula (ang. molten globule)
wielowarstwowe liposomy (ang. multilamellar vesic-
les)

wieloperzechykowe liposomy (ang. multivesicular
vesicles)

ortorombowa symetria upakowania (ang. orthorhom-
bic packing)
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OLV — kilkuwarstwowe liposomy (ang. oligolamellar vesic-
les)

P, — pofalowana faza zelowa (ang. rippled gel phase)

P, — pofalowana faza zelowa (ang. rippled gel phase)

PC — fosfatydylocholiny (ang. phosphatidylcholines)

S — parameter upakowanie czasteczki lipidu

SDS — dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SUV — male jednowarstwowe liposomy (ang. small unila-
mellar vesicles)

T, — temperatura glownego przejscia fazowego (ang. main
phase transition temperature)

T, — temperature przedprzejécia (ang. pretransition tem-
perature)

T — temperature subprzejscia (ang. subtransition tempe-
rature)

T, — trojskos$na symetria upakowania (ang. triclinic pac-
king)

UDP-Gal — urydynodwufosforan galaktozy (ang. uridine dipho-

sphate glucose)
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WPROWADZENIE

Obecnos$¢ blon komoérkowych jest wspdlna cechg organizmoéw eukariotycznych
i prokariotycznych. Blony plazmatyczne izoluja komoérki i nadaja im indywidualny
charakter. Dodatkowo, u eukariotow, btony wewnatrzkomorkowe otaczajg orga-
nelle, takie jak, mitochondria, jadro komorkowe, chloroplasty i lizosomy. Tworza
przedziaty migdzykomorkowe utrzymujace indywidualny sktad jonéw i okreslong
warto$¢ pH wydzielonej przestrzeni. Dzieki obecnosci specyficznych biatek btono-
wych dzialajacych jako kanaty, przekazniki, receptory, pompy czy transformatory
energii i enzymow, dwuwarstwy biatkowo-lipidowe uczestnicza w kontrolowanym
transporcie migdzy oddzielanymi obszarami i tym samym umozliwiajg ich integral-
no$¢. Odgrywaja takze zasadniczg role w komunikacji biologicznej uczestniczac
w przekazie informacji lub samodzielnie generujac sygnaty o charakterze chemicz-
nym lub elektrycznym. Tak réznorodne funkcje biologiczne jakie pelnig blonowe
uktady biatkowo-lipidowe wystepuja dzieki ich specyficznej budowie, w ktorej lipi-
dowa macierz blonowa stanowi idealne $srodowisko dla funkcjonowania biatek bto-
nowych o szerokim spektrum dziatania. Duza réznorodno$¢ w strukturze i sktadzie
chemicznym btonowych dwuwarstw lipidowych ogranicza ich szczegdtowa analize
strukturalng w badaniach z wykorzystaniem metod fizykochemicznych. Z tego
powodu, w badaniach ztozonych uktadow bton biologicznych powszechnie stosuje
si¢ liposomowe modele bton lipidowych. Na ich podstawie zostang omowione
przejs$cia fazowe dwuwarstw lipidowych, ich hydratacja oraz wptyw kwasowosci
i sity jonowej na strukturg¢ bton lipidowych. W kolejnych rozdziatach pracy zosta-
nie podkreslona rola biatek btonowych, ktérych duza roznorodnos¢ w aktywnosci
jest odpowiedzialna za ztozone funkcje biologiczne bton komorkowych. Rola pery-
feryjnych bialek btonowych, zalezna od struktury modyfikowanej stanem fizyko-
chemicznym dwuwarstwy lipidowej i czynnikami zewngtrznymi zostanie opisana
na przyktadzie a-laktoalbuminy.

1. LIPIDOWE MATRYCE BLON

W 1925 r. Gorter i Grendel [1] na podstawie badan nad czerwonymi krwin-
kami dowiedli, ze blony biologiczne zawieraja lipidy zorganizowane w dwuwar-
stwy. Pt wieku pdzniej, Singer i Nicolson [2], zaprezentowali model btony biolo-
gicznej okreslany mianem ,,pltynnej mozaiki> W modelu tym rdzeniem blony jest
plynna dwuwarstwa lipidowa penetrowana przez biatka (Rys. 1). Blony biologiczne
cechuje asymetrycznos$¢ wynikajaca z obecnosci odrebnego typu lipidoéw i biatek
w wewnetrznej i zewnetrznej warstwie lipidowej. Biatka i niektore lipidy tworzace
zewnetrzng powierzchnie blony, dodatkowo zawierajg krotkie fancuchy cukrowe
i nazywane sa odpowiednio glikoproteinami i glikolipidami. Integralno$¢ sklad-
nikéw biatkowo-lipidowych blony biologicznej zapewniajg stabe oddzialywania
miedzyczgsteczkowe. Model ,,plynnej mozaiki” podkresla dynamiczno$¢ struktury
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blony biologicznej, ktorej komponenty wykazujg silng mobilnos¢ i zdolnos¢ do
wykonywania ruchéw lateralnych w obrebie blony [1].

Zgodnie z przedstawionym schematem blony biologiczne stanowig bardzo
zlozony i wieloskladnikowy uktad. Z tego powodu, w badaniach nad ich wlasciwo-
$ciami i oddziatywaniem z innymi czgsteczkami, powszechnie stosuje sie modelowe
sztuczne blony, w ktérych macierz lipidowa przedstawiona jest poprzez zoriento-
wang dwuwarstwe lipidowa, najczesciej jedno- lub dwusktadnikows [3].

Oligosacharydy

\

v

Glikolipid

\

V i~

1 533 SRR ITLLL38L
-

Rysunek 1. Schemat budowy blony biologicznej jako ,,ptynnej mozaiki”

™ Biatka bonowe
Figure 1. A fluid mosaic model of a structure of biological membrane

Glikoproteiny
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Lipidy budujgce rdzen blony biologicznej stanowig heterogenna grupe bioczga-
steczek, ktdre praktycznie nie rozpuszczajg sie¢ w wodzie, natomiast dobrze w roz-
puszczalnikach niepolarnych [4, 5]. Pomimo znacznego zréznicowania skiadu
lipidowego blony, $cisle zaleznego od miejsca jej wystepowania, w strukturze dwu-
warstwy lipidowej wystepuja trzy gtéwne typy lipidow: fosfolipidy, glikolipidy i cho-
lesterol. Wsrod fosfolipidow wystepujacych w blonach plazmatycznych najliczniej-
szg grupe stanowig fosfatydylocholiny (PC), gdzie cholina jest potagczona wigzaniem
estrowym z grupa fosforanowsy [6, 7].

Jednym z najczesciej stosowanych fosfolipidéw w preparacji sztucznych blon
lipidowych jest dipalmitoilofosfatydylocholina (DPPC) (Rys. 2). Uzyskane modele
w znacznym stopniu odzwierciedlaja wlasciwosci naturalnych bton biologicznych,
z tego powodu s3g chetnie wykorzystywane zaréwno w badaniach eksperymental-
nych, jak i obliczeniowych [8].

Kolejng klasg czgsteczek lipidéow wchodzacych w sklad blon biologicznych,
reprezentowang w mniejszej liczbie, sg zawierajace jednostki cukrowe glikolipidy.
Zwiazki te wystepuja przede wszystkich w tkankach ukfadu nerwowego, np. 21%
glikolipidow buduje otoczke mielinowa szczurzego moézgu [6, 7]. Ponadto, w blo-
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nach komorkowych zwierzat wystepuje réwniez cholesterol, ktory dzieki swojej
sztywnej strukturze reguluje ptynnos¢ blon biologicznych.

Reszta Reszta Reszta
Reszty kwasu palmitynowego glicerynowa  fosforanowa cholinowa
S,

(o]

sn-2 Q
||:!
O/X\O//'\O\/\Ni
/

sn-1 \/\/\/\/\/\/\/\[/O H
!

|\ N\ J
Y Y

Cze$é hydrofobowa Czes¢ hydrofilowa

Rysunek 2.  Schemat budowy czasteczki DPPC
Figure 2. A structure of DPPC molecule

1.1. AGREGATY LIPIDOWE

Lipidy wykazuja amfifilowy charakter wynikajacy z obecnosci w jednej cza-
steczce zaréwno fragmentu o wlasciwoséciach hydrofilowych (,,polarna gtéwka”)
jak i hydrofobowych (,,ogon weglowodorowy”). Amfifilowos¢ powoduje, ze lipidy
w rozpuszczalniku organizujg si¢ spontanicznie [7, 9, 10]. Przy niskich stezeniach,
czasteczki amfifilu w $rodowisku wodnym pozostajg zwykle w postaci monome-
rycznej. Wzrost stezenia lipidu powyzej warto$ci tzw. krytycznego stezenia miceli-
zacji (ang. critical micelle concentration, CMC) powoduje samoorganizacje lipidow
w przestrzenne struktury o réznej morfologii [11, 12]. Zasadnicza silg tego pro-
cesu s3 oddzialywania hydrofobowe. Ograniczenie kontaktéw czesci hydrofobowej
z polarnymi czgsteczkami wody powoduje znaczny wzrost uporzadkowania calego
ukladu. Ponadto, korzystne oddzialywania van der Waalsa migdzy tancuchami
weglowodorowymi oraz oddzialtywania przez wigzania wodorowe i elektrostatyczne
czesci polarnej czasteczki lipidu, dodatkowo stabilizuja powstate formy [5, 10]. Sita
oddzialywan miedzyczasteczkowych, ktéra odzwierciedla sposob agregacji zalezny
od ksztaltu czasteczki lipidu (Rys. 3).

Typ formowanej struktury przestrzennej mozna przewidzie¢ na podstawie
wartosci tzw. parametru upakowania S, wyrazonego wzorem:

\%

al

gdzie V oznacza objetos¢ czesci hydrofobowej, a — powierzchnie przekroju poprzecz-
nego czgsci polarnej, | - dlugos¢ fancucha weglowodorowego. Czasteczka amfifilu,
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ktdrej grupy czesci polarnej zajmuja wiekszy obszar niz tancuchy alifatyczne (S < 1),
ma ksztalt klinu i w $rodowisku wodnym tworzy micele. Natomiast, forma odwro-
conej miceli jest charakterystyczna dla czgsteczek o ksztalcie stozka, w ktérych czes¢
hydrofobowa zajmuje wigkszg objetos¢ niz polarna gtowa (S > 1). Obie struktury
organizuja si¢ w cylindryczne nielameralne fazy, odpowiednio: heksagonalng H,
i heksagonalng odwr6cong H,. Czasteczki lipidu, ktorych czes¢ polarna i apolarna
zajmuja podobne obszary (S ~ 1), w wodzie grupuja si¢ w lamelarng strukture
dwuwarstwy, a przy wigkszych stezeniach tworza wielowarstwe [11, 13]. Przykta-
dem zwigzkow, ktorych czasteczka ma ksztalt klina sg lizofofsolipidy i detergenty.
Natomiast, odwrdcone micele sa charakterystyczne dla fosfatydyloetanoloaminy
[13]. Wartosci CMC dla ich form micelarnych znajduja si¢ w granicach od 10~ do
10 mol/dm’ [11]. Dla dwuwarstw tworzonych przez czasteczki lipidu np. fosfaty-
dylocholiny (PC) stingomieliny [13], parametr CMC przyjmuje wartosci z zakresu
od 107" do 10° mol/dm’ [11]. Natomiast, uwodnienie czgsteczek PC w znacznym
nadmiarze wody, prowadzi do powstania zawiesiny dwuwarstwowych agregatow,
zwanych liposomami [11].

Ksztatt
czasteczki
S<1 S~1
:-?zf-’ % oo
micela micela odwrocona dwuwarstwa

Rysunek 3. Zalezno$¢ struktury agregatéw lipidowych od ksztaltu czasteczki amfifilowej lipidu przedsta-
wiona na podstawie danych z literatury [11-13]

Figure 3. The dependence of a shape of lipid molecules on the aggregation structure based on the literature
data [11-13]

Sposdb agregacji mozna kontrolowa¢ poprzez zmiang czynnikéw zewnetrz-
nych. Kwasowos$¢ srodowiska determinuje strukture przestrzenng czasteczek
lipidu PC i PS. Przy pH obojetnym czasteczki te organizuja sie w dwuwarstwy, po
zakwaszeniu probki agreguja w posta¢ odwréconej fazy heksagonalnej H,. Wolna
czgsteczka kardiolipiny chetnie przyjmuje strukture dwuwarstwy, jednak po koor-
dynacji kationu wapnia, preferuje formowane odwroconej miceli. W zaleznosci od
rodzaju lipidu, czynnik temperaturowy moze powodowac zmiang typu agregacji lub
wlasciwosci fizycznych agregatu przy zachowaniu jego ogélnej struktury. Wraz ze
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wzrostem temperatury dwuwarstwy fosfatydyloetanoloaminy przechodza w odwro-
cong faze heksagonalng H, [13].

1.2. LIPOSOMY

Niski stosunek liczby czasteczek amfifilu do czgsteczek rozpuszczalnika
utrudnia powstanie ciaglej fazy lameralnej [11]. W obszarze swobodnych krawe-
dzi dwuwarstw dochodzi do niekorzystnych energetycznie kontaktéw tancuchow
weglowodorowych z czasteczkami wody. Dazac do zminimalizowania energii
uktadu, dwuwarstwy reorganizujg si¢ spontanicznie, zamykajac struktury lamelarne
w szczelny pecherzyk lipidowy [15-17]. Nanopecherzyki zawierajace wewnetrzny
rdzen wodny otoczony przez koncentrycznie rozmieszczone dwuwarstwy lipidowe
okresla si¢ jako liposomy (Rys. 4).

dwuwarstwa lipidowa

b
S \\\3\.’%‘& 4’

§§ wewnetrzny &=
% %’ rdzen wodny .;b\_%\\.
% %m S
Uiy g&‘&

Rysunek 4. Przekroj pecherzyka lipidowego zbudowanego z pojedynczej dwuwarstwy lipidowej
Figure 4. The cross-section of single bilayer lipid vesicle

W latach 60. ubieglego wieku, Bangham jako pierwszy zaobserwowal tworze-
nie liposoméw w trakcie prowadzonych badan nad fosfolipidami i skrzepami krwi
(16, 18, 20, 21]. Od tego momentu, sg one przedmiotem szerokich badan w dziedzi-
nie biochemii, medycyny, farmacji, kosmetologii i w technologii zywnosci. Lipo-
somy z powodu podobienstwa strukturalnego i funkcjonalnego do naturalnych
blon komodrkowych, staly sie nosnikami lekow, antygendw, bialek bfonowych, sond
diagnostycznych i innych zwigzkéw chemicznych w transporcie do komorki doce-
lowej [16-19].
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Liposomy klasyfikuje si¢ na podstawie rozmiaru i liczby dwuwarstw (Rys. 5):

« male jednowarstwowe liposomy (ang. Small Unilamellar Vesicles, SUV), kto-
rych $rednica przyjmuje wartosci z zakresu od 20 do 100 nm,

o duze jednowarstwowe liposomy (ang. Large Unilamellar Vesicles, LUV)
o $rednicy powyzej 100 nm,

o olbrzymie jednowarstwowe liposomy (ang. Giant Unilamellar Vesicles,
GUV) o $rednicy powyzej 1000 nm,

o kilkuwarstwowe liposomy (ang. Oligolamellar Vesicles, OLV), w ktdérych
rdzen wodny jest otoczony przez kilka centrycznie utozonych dwuwarstw
o $rednicy 100-500 nm,

» wielowarstwowe liposomy (ang. Multilamellar Vesicles (MLV) zawierajace
znacznie wigkszg liczbe dwuwarstw niz OLV, a ich $rednica przekracza
500 nm,

o wielopecherzykowe liposomy (ang. Multivesicular Vesicles, MVV) o $red-
nicy przekraczajgcej 1000 nm, we wnetrzu ktorych wystepuje kilka mniej-
szych liposomow.

&)0@@

SUV  Luv

>
Rozmiar

Rysunek 5. Klasyfikacja liposoméw ze wzgledu na rozmiar i liczbe dwuwarstw
Figure 5. The classification of liposomes based on a size and a number of bilayers

1.3. PRZEJSCIA FAZOWE DWUWARSTWY LIPIDOWE]

Dwuwarstwy lipidowe wykazuja duzy polimorfizm strukturalny w funkcji
temperatury. Temperaturowe przejsScia fazowe sg uwarunkowane cechami budowy
czasteczki lipidu, i tak np. wydtuzenie tancuchéw weglowodorowych podwyzsza
temperature przej$cia fazowego. Zasadnicze znaczenie w determinacji temperatury
przejscia fazowego maja rowniez: stopien nasycenia acylowych tancuchow lipido-
wych, stopien hydratacji dwuwarstwy, kwasowo$¢ oraz obecno$¢ jonow, czaste-
czek cukréw, aminokwasow i cholesterolu. W petni uwodniona dwuwarstwa DPPC
przechodzi przez trzy przej$cia fazowe przy zmianie temperatury od 18 do 42°C
(Tab. 1 i Rys. 6 A), podczas ktorych dochodzi do zmiany parametréw upakowa-
nia (Rys. 6 B). W trakcie grzania wzrostowi swobody ruchu czasteczek towarzyszy
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wzrost uwodnienia. Proces ten wynika mi¢dzy innymi z ostabienia oddzialywan
elektrostatycznych i van der Waalsa [22].

A)

P

Rysunek 6.

Figure 6.

Tabela 1.

Table 1.

B)

i
lTs

Tp

sy o ’
| %ﬁ”gjﬂfﬁ/ H I CH H I CH

le
H,. H H CH,

33332 H H
&&&é}& trans gauche

(A) Graficzna projekcja przej$¢ termotropowych uwodnionych dwuwarstw DPPC, przedsatwiona
na podsatwie danych z literatury [28-30]. (B) Rodzaje bocznego upakowania czgsteczek lipi-
dowych w dwuwarstwie lipidowej: tréjskosne (T,), ortorombowe (O ), heksagonalne (H) [26].
(C) Typy konformacji wigzan C-C tancuchéw alkilowych dwuwarstw lipidowych [31]

(A) Graphical representation of thermotropic transitions in fully hydrated DPPC bilayers based
on the literature data [28-30]. (B) Lateral lipid chain-packing in a lipid bialayre: the triclinic (T ),
the orthorhombic (O ), the hexagonal (H) [33]. (C) Conformations of C-C bonds in the lipid alkyl
chains [31]

Parametry termodynamiczne przejé¢ fazowych dla uwodnionych dwuwarstw DPPC przedsa-
twione na podsatwie danych z literatury [14]

The thermodynamic parameters of phase transitions in fully hydrated DPPC bilayers based on the
literature data [14]

Typ przejscia fazowego L—->L L,>P, P,—>L

by g p

Temperatura (°C) 18,8 + 3,1 34,4 +25 41,3 3,1

AH (kcal/mol) 34+1,1 1,3+1,0 82+ 1,4
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W zakresie niskich temperatur, dwuwarstwa DPPC znajduje si¢ w fazie kry-
stalicznej oznaczanej w nomenklaturze Luzzatiego symbolem L_ (ang. lamellar
crystalline phase) [23]. Faza L_charakteryzuje si¢ uporzagdkowanymi, wydtuzonymi
i sztywnymi lipidowymi fancuchami weglowodorowymi, ktérych nachylenie wzgle-
dem normalnej dwuwarstwy wynosi 28°. Ponadto, wszystkie fancuchy weglowodo-
rowe znajdujg si¢ w konformacji typu all-trans. Sztywna tréjskosna (T,) symetria
upakowania lancuchéw weglowodorowych efektywnie utrudnia rotacje wzdiuz
wigzan wegiel-wegiel [24, 25]. Ciasne ulozenie polarnych gtéwek lipidowych ogra-
nicza ich ruch i uniemozliwia penetracje czasteczek wody w glab dwuwarstwy
[25]. Dalszy wzrost temperatury powoduje przemiane z fazy krystalicznej do fazy
zelowej (ang. lamellar gel phase, Lﬁ,), tzw. subprzejécie (T) [14]. Dochodzi wéwczas
do spadku uporzadkowania i zmiany symetrii bocznego upakowania czasteczek
lipidowych na ortorombowe (O,), gdzie kat nachylenia fancuchéw alifatycznych
wzgledem normalniej dwuwarstwy wynosi 32° [25-27]. W wyniku rozluznienia
struktury ro$nie poziom hydratacji czesci polarnej i przyrasta grubos¢ dwuwarstwy
259 A do 64 A [28]. Kolejny wzrost temperatury wywoluje pojawienie sie w obrebie
dwuwarstwy domen zawierajacych czasteczki DPPC bogate w konformacje gauche
tancuchoéw alifatycznych (Rys. 6 C). Powoduje to dalszy wzrost nieuporzadkowania
prowadzacy do heksagonalnej symetrii upakowania (H). Stan ten charakteryzuje
wzrost hydratacji, swobody rotacji w tancuchach alifatycznych oraz zwiekszenie
grubosci dwuwarstwy do wartosci 67 A [35]. Tak przedstawiong faze okresla sie
mianem pofaldowanej fazy zelowej (ang. rippled gel phase, P,), a przemiang z L, do
P, przedprzejéciem [14, 25].

W temperaturze okolo 41°C dwuwarstwa DPPC ulega gtéwnemu przejsciu
fazowemu i przechodzi do fazy cieklokrystalicznej (ang. liquid-crystalline phase, L )
[14]. Ta przemiana jest zdominowana topnieniem tancuchéw alkilowych. Wzrost
liczby zagie¢ taficucha alifatycznego (okolo 4-5 wigzan gauche na taicuch) powo-
duje skrocenie ich diugosci i wzrost zajmowanej objetosci [25], a takze zaburzenie
symetrii heksagonalnego upakowania lateralnego. W wyniku bocznego rozprezenia
dwuwarstwa staje si¢ cieisza (60 A) [28]. Ponadto, faza L, cechuje si¢ najwiekszym
stopniem nieuporzgdkowania, swobodg ruchu, rozluznieniem warstw oraz duzg
plynnoscia [25].

Blony biologiczne komorek zywych organizmoéw najczesciej wystepuja w fazie
cieklokrystalicznej. Ich pltynnos¢ jest regulowana zawarto$cig réznych substancji
takich jak: cholesterol lub woda. Ptynno$¢ determinuje ruchliwo$¢ czasteczek budu-
jacych blone, ktorych ruch moze odbywac si¢ na drodze dyfuzji rotacyjnej i late-
ralnej [14]. Dodatkowo, fosfolipidy moga ulega¢ ruchowi typu ,flipflop”, podczas
ktérego moga przemieszczad si¢ miedzy sasiednimi monowarstwami [5].
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1.4. HYDRATACJA WARSTWY LIPIDOWE]

Rodzaj i liczba faz termotropowych silnie zalezy od stopnia uwodnienia dwu-
warstwy lipidowej. Dehydratacja powoduje zanik fazy P, 1 znaczne podwyzszenie
temperatury glownego przejscia fazowego (T ), ktora dla catkowicie odwodnionej
dwuwarstwy zwanej takze suchym filmem, wynosi 99,3°C + 3,3°C [14]. Podwyz-
szenie T o blisko 58°C jest wynikiem powstania sieci wigzan wodorowych w czesci
polarnej dwuwarstwy. W oddzialywanie przez wigzanie wodorowe zaangazowany
jest atom wodoru pochodzacy od cholinowej grupy metylowej pierwszej czasteczki
DPPC i atom tlenu grupy drugiej czasteczki DPPC. Konsekwencja utworzenia sieci
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych, jest reorientacja fragmentu cholino-
wego, ktory w suchym filmie DPPC ustawiony jest rownolegle do powierzchni
dwuwarstwy [32, 33].

W trakcie uwadniania suchego filmu, czasteczki wody penetruja czes$¢ polarna.
Badania nad oddzialywaniem czgsteczek wody z fosfolipidami sg zazwyczaj pro-
wadzone z wykorzystaniem metod obliczeniowych [4, 33-35]. Czasteczki wody
zrywaja sie¢ oddzialywan wodorowych miedzy atomem wodoru czgéci cholinowej
i atomem tlenu czesci fosforanowej kolejnych czasteczek lipidu. W wyniku uwol-
nienia, grupa cholinowa zmienia polozenie i uklada si¢ prostopadle do powierzchni
blony [34]. Obliczenia teoretyczne dla dwuwarstwy w fazie zelowej wykazaly, ze
tlen grupy fosforanowej moze tworzy¢ maksymalnie trzy wigzania wodorowe.
Natomiast, z powodu bliskosci czesci hydrofobowej, kazdy atom tlenu fragmentu
COPOC i grup C=0 moze tworzy¢ maksymalnie jedno wigzanie z woda [35].

Jedna czgsteczka PC wchodzgca w sktad dwuwarstwy w fazie L, moze teo-
retycznie utworzy¢ do 11 wigzan wodorowych. Natomiast, dwuwarstwa w fazie
ciektokrystalicznej charakteryzuje si¢ niemal dwa razy wicksza zawarto$cig wody,
20,5 czasteczek wody przypada na jedng czgsteczke PC. Z kolei, czgsteczki wody
moga tworzy¢ mostki wewnatrzczasteczkowe i miedzyczasteczkowe. Pierwszy typ
mostkow powstaje poprzez oddziatywanie z dwoma atomami tlenu grupy fosfora-
nowej jednej czasteczki. Natomiast, w drugim przypadku formowany jest mostek
typu PC-woda-PC [35]. Oddzialywania przez wigzanie wodorowe miedzy woda
a czasteczkami PC sg stale zrywane i tworzone na nowo. Powstala w ten sposob
dynamiczna sie¢ wigzan wodorowych stabilizuje struktur¢ przestrzenng warstwy
lipidowej. Wystepowanie ,,mostkow wodorowych” w strukturze dwuwarstwy PC
potwierdzono w badaniach krystalograficznych [4, 34].

1.5. WPELYW KWASOWOSCI I SIEY JONOWE] NA STRUKTURE DWUWARSTWY
LIPIDOWE]

Struktura i wlasnosci fizyczne blon lipidowych sa modyfikowane przez zmiang
kwasowosci i sity jonowej otaczajacego je medium [36]. W obrebie dwuwarstwy zbu-
dowanej z czgsteczek PC, gesto$¢ elektronowa jest ulokowana na atomie tlenu czesci
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fosforanowej, natomiast w czesci cholinowej wystepuje deficyt elektronéw. Taka
separacja fadunkéw powoduje, ze cze$¢ polarna czasteczki PC przy pH neutralnym
wystepuje w postaci jonu obojnaczego (zwitterjonu) [37]. Obnizenie wartosci pH
prowadzi do zniesienia zwitterjonowej postaci czasteczek PC w wyniku protonacji
grupy PO, (pK = 3,8-4,0) [38, 39]. Czasteczki PC staja si¢ wowczas dodatnio nata-
dowane na atomie azotu grupy cholinowej, co powoduje ich wzajemne odpychanie
[40]. Te niekorzystne sily odpychajace sa kompensowane przez wigzania wodo-
rowe typu PO--HOP, tworzone miedzy sprotonowanymi grupami fosforanowymi
kolejnych czgsteczek PC [14]. Powstala sie¢ wigzan wodorowych stabilizuje btone
lipidowa poprzez zmniejszenie efektywnos$ci odpychania miedzy dodatnio natado-
wanymi gtéwkami [40], to z kolei prowadzi do zwigkszenia sily oddziatywan van
der Waalsa miedzy hydrofobowymi fanicuchami alifatycznymi. O dominacji oddzia-
tywan przyciagajacych nad odpychajacymi w obrebie dwuwarstwy PC $wiadczy fakt
podwyzszenia temperatury gtéwnego przejscia fazowego blony lipidowej w wyniku
wzrostu kwasowosci uktadu [14]. Jednym z dowod6w na obecnoé¢ wigzan wodoro-
wych typu PO---HOP jest ograniczenie dyfuzji czasteczek PC w obrebie dwuwarstwy
lipidowej [41].

Waznymi czynnikami zmieniajacymi wlasciwosci fizykochemiczne btony
sg jony jedno- i dwuwarto$ciowe, ktore wystepuja w naturalnej blonie lipidowe;j.
Sposdb oddziatywania btona-jony jest regulowany m.in. przez zmian¢ wartosci
pH. Zmiany warto$ci pH cytosolu stymulujg wzrost i rozwoj komorki oraz regu-
luja oddziatywania elektrostatyczne matrycy lipidowej z jonami (m.in. Ca®*, Na*
i CI') w wielu procesach biologicznych. Przyktadowo, gdy warto$¢ pH medium
jest wigksza od pK | czasteczki DPPC, jon Ca”* wchodzi w oddzialywanie z btong
1 inicjuje jej fuzjg. Kation wapnia wypiera czgsteczki wody z mostka pomigdzy
dwoma grupami PO, sgsiednich czasteczek PC i prowadzi do reorientacji polarnej
gtowki [42]. Powstaty kompleks PC-Ca** powoduje lokalna dehydratacje i zwick-
szenie uporzadkowania struktury lipidowej. Wplyw kationu wapnia na wlasno$ci
fizyczne dwuwarstwy silnie uwarunkowany jest jego stezeniem [43], i tak, przy
stezeniach jonu Ca®* wigkszych od 10 mM nastepuje zanik przedprzejécia i wzrost
temperatury glownego przej$cia fazowego do 43°C w wyniku stabilizacji struktury
blony lipidowej [44]. Jony jednowarto$ciowe (np. Na* i CI") maja znacznie mniej-
szy wptyw na btong i zaburzajg struktur¢ warstwy dopiero przy stezeniach powyzej
300 mM [45, 46]. Z powodu niewielkiego promienia van der Waalsa, jony sodu
penetrujg dwuwarstwe i akumulujg sie w czesci glicerynowej. Oddzialywanie Na*
z tlenem grupy karboksylowej redukuje mobilno$¢ kompleksu. Jony CI™ pozostaja
w oddzialywaniu z atomem azotu czgsci cholinowej [45, 46]. Wykazano, ze obec-
no$¢ jonu chloru na powierzchni dwuwarstwy lipidowej zmienia ustawienie czg$ci
hydrofilowej, jednak nie ma wptywu na jej wlasnosci fizyczne [46].
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2. BIALKA BLONOWE

Strukture blony biologicznej okresla dwuwarstwa czasteczek lipidowych, nato-
miast w jej charakterystycznych funkcjach takich jak np. transport czasteczek, prze-
kazywanie informacji biologicznej i przemiana energii, uczestnicza biatka btonowe
[1, 10]. Powszechnie w literaturze [1, 6, 10] stosuje si¢ podzial bialek blonowych na
biatka integralne oraz biatka powierzchniowe (peryferyjne), ktére réznia si¢ sposo-
bem zwigzania z blong lipidowa (Rys. 7).

Peryferyjne Integralne
biatko btonowe biatka btonowe

Rysunek 7. Sposdb oddziatywania bialek blonowych z blong lipidowa
Figure 7. Interactions of the membrane proteins with the lipid membrane

2.1. BIALKA INTEGRALNE

Bialka integralne r6znicuja si¢ pod wzgledem stopnia osadzenia w matrycy lipi-
dowej. Liczng grupe stanowig bialka transbtonowe, ktore przechodzg jeden lub kilka
razy poprzez dwuwarstwe lipidowa, w taki sposob, ze ich fragmenty hydrofilowe
maja kontakt z plynem zewnatrzkomérkowym i cytosolem, natomiast fragmenty
hydrofobowe oddzialuja z apolarnym wnetrzem dwuwarstwy lipidowej. Niektdre
biatka blonowe sg osadzone czesciowo jedynie w monowarstwie btony. Najbardziej
powszechnym blonowym motywem strukturalnym wystepujacym w biatkach inte-
gralnych jest amfipatyczna ahelisa. Jej hydrofobowa powierzchnia utworzona z apo-
larnych reszt bocznych otacza szkielet polipeptydowy spiety wigzaniami wodoro-
wymi w spiralny ksztalt 1, 6, 10]. Z powodu wspotzawodnictwa czasteczek wody
w tworzeniu wigzan wodorowych pomiedzy grupami -NH i -C=0, a-helisa jest
bardziej stabilna w srodowisku weglowodorowym niz wodnym. Obecnos¢ btono-
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wego fragmentu heliakalnego mozna przewidzie¢ na podstawie sekwencji amino-
kwasow w tancuchu polipeptydowym biatka. Do jej identyfikacji stuzy zmiana war-
tosci wolnej energii przeniesienia danego aminokwasu ze srodowiska apolarnego do
wodnego. Jej dodatnia warto$¢ wskazuje, ze przeniesienie helisy zbudowanej tylko
z np. fenyloalaniny z hydrofobowego wnetrza blony do srodowiska wodnego byloby
termodynamicznie niekorzystne. Natomiast, transfer do $rodowiska polarnego
bylby bardzo korzystny energetycznie dla helisy zbudowanej wylacznie z argininy,
poniewaz warto$¢ wolnej energii przeniesienia jest w tym przypadku ujemna [47].

2.2. PERYFERYJNE BIALKA BLONOWE: a-LAKTOALBUMINA

W odréznieniu do biatek integralnych, bialka peryferyjne mozna wydzieli¢
z blony stosujac czynniki, ktére nie niszczg struktury dwuwarstwy lipidowej (np.
zmiana wartosci pH). Bialka powierzchniowe wiazg si¢ z blong najczesciej w wyniku
oddziatywania elektrostatycznego z polarng czescia fosfolipidéw [1, 6, 10].

Do bialek peryferyjnych nalezy a-laktoalbumina (a-LA) [48]. Ta metalopro-
teine cechuje globularna struktura trzeciorzedowa oraz niska masa czgsteczkowa:
14,2 kDa [49]. a-Laktoalbumina odgrywa zasadnicza role w wielu procesach bio-
logicznych. Przede wszystkim, uczestniczy w konicowym etapie biosyntezy laktozy
w gruczolach sutkowych ssakéow. Na bloniastej powierzchni aparatu Golgiego,
a-laktoalbumina tworzy kompleks enzymatyczny z galaktozylotransferaza (GT),
ktory katalizuje reakcje urydynodwufosforanu galaktozy (UDP-Gal) z glukozg. Pro-
duktem tej reake;ji jest laktoza [49, 50].

2.2.1. Natywna postac a-laktoalbuminy

Pierwszorzedowa struktura bydlecej a-laktoalbuminy stanowi tancuch poli-
peptydowy zbudowany z 123 aminokwasow, zakonczony reszta kwasu glutamino-
wego (koncowa grupa aminowa przy N-koniec) i reszta leucyny (koncowa grupa
karboksylowa, C-koniec). W sekwencji aminokwasowej bydlecej a-laktoalbumina
wystepuje osiem reszt cysteinowych $wiadczacych o obecnosci wigzan disiarczko-
wych (Rys. 8), ktére utrzymujg globularng strukture biatka [51, 52].
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Rysunek 8.  Sekwencja reszt aminokwasowych natywnej a-laktoglobuliny pochodzacej z krowiego mleka
(Zrédlo: RCSB Protein Data Bank, PDB ID: 1F6S) [52]. Elementy struktury drugorzedowej:
ahelisa (kolor czerwony), B-kartka (kolor niebieski), 3-zgiecia (kolor pomaraficzowy), helisa 3
(kolor zielony), petle (kolor fioletowy), mostek dwusiarczkowy (czerwona linia przerywana)

Figure 8. The amino acid sequence of the native bovine a-lactoglobulin (RCSB Protein Data Bank, PDB ID:
1F6S) [52]. Secondary structural elements: ahelix (red), B-sheet (blue), -turn (orange), 3, -helix
(kolor green), loop (violet), disulfide bond (red dotted line)

a-Laktoalbumina jest genetycznie i strukturalnie homologiczna do lizozymu
typu c. Tréjwymiarowa struktura wyznaczona na podstawie rentgenografii struktu-
ralnej potwierdzita podobienstwo drugorzedowych struktur a-laktoalbuminy i lizo-
zymu typu c. Pomimo tego, ich struktura pierwszorzedowa jest identyczna jedynie
w 40%. Ta odmiennos¢ jest $cisle zwigzane ze specyficzng rolg a-laktoalbuminy
w syntezie laktozy [49, 51, 52].

Posta¢ natywnej a-laktoalbuminy jest zdefiniowana przez dwie domeny
(Rys. 9A). Wigksza jest domeng ahelikalng, ktérej reszty aminokwasowe nalezace do
obu koncowych odcinkéw tancucha polipeptydowego (tj. reszty od pozycji 1 do 34
iod 86 do 123) ukladajg si¢ w przestrzenne formy czterech klasycznych ahelis typu
3,6,, (H1: reszty 511, H2: 2334, H3: 8698, H4: 105109) i trzech krétszych helisy typu
3,, (hl:reszty 1820, h3: 101104, h4: 115118). Mniejsza domeng jest f-domena, ktora
buduja reszty aminokwasowe od pozycji 35 do pozycji 85 zorganizowane w nastepu-
jace struktury: tréjsegmentowsa, antyréwnolegla -kartke (S1: reszty 4144, S2: 4750,
§3: 5556) oraz krotka 3, -helise (h2: reszty 7780). Te dwie domeny spinajg cztery
mostki cysteinowe utworzone miedzy resztami: 6120, 6177, 7391 i 28111. Obec-
no$¢ wigzan CysCys oraz koordynacja kationdw metali stabilizuje strukture aLA.
Miejsce wigzania jonu wapnia stanowi petla utworzona przez dwa mostki disiarcz-
kowe (Cys73-Cys91 i Cys61-Cys77) pomiedzy ahelisg (H3, adomena) i 3, -helisa
(h2, B-domena). Motyw wiazacy wapn w czasteczce a-laktoalbuminy jest krotszy
od typowego fragmentu helisa-petla-helisa charakterystycznego dla rodziny biatek
typu ,,EFhand” [49, 52, 53]. Stata asocjacji jonu Ca** dla bydlecej a-laktoalbuminy
wyznaczona w temperaturze 20-25°C przy pH 7 wynosi 3 x 10° M™" [49].

Rysunek 9B przedstawia fragment struktury a-laktoalbuminy stanowigcy
miejsce wigzania jonu Ca**. Bezposrednio w koordynacji biorg udziat tleny grup
karboksylowych reszt Asp82, Asp87 i Asp88 oraz tleny grup karbonylowych reszt
Lys79 i Asp84 tworzacych szkielet polipeptydowy. Ponadto, w wigzaniu kationu
wapnia uczestnicza dwie czasteczki wody, ktére sg rozlokowane przestrzennie for-
mujac zaburzong bipiramide pentagonalng. Odleglosci pomiedzy jonem wapnia i
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atomami tlenu bialkowego liganda znajduja sie w przedziale 2.302.40 A. Czasteczka
a-laktoalbuminy z jonem Ca** okreslana jest jako forma holo [49, 52].

Usuniecie jonu wapnia z czasteczki holo a-laktoalbuminy np. za pomoca
odczynnika EDTA, powoduje pojawienie si¢ niekorzystnych oddzialywan reszt
Asp w kieszeni koordynacyjnej. Lokalny nadmiar tadunku wymusza zmiang struk-
turalng, podczas ktorej dochodzi do reorganizacji a-helisy H3 i uformowania tzw.
formy apo [52,54]. Oba izomery roznig si¢ pod wzgledem stabilnosci termicznej,
ktorg odzwierciedla temperatura przejscia (T ) ze stanu natywnego do zdenaturo-
wanego. Warto$¢ Tm dla formy apo wynosi 34°C, z kolei dla formy holo jest o 30°C
wyzsza i wynosi 64°C [54].

domena a domena 8

Rysunek 9.  (A) Wizualizacja drugorzedowej struktury natywnej holo a-laktoalbuminy pochodzacej z kro-
wiego mleka (Zrédto: RCSB Protein Data Bank, PDB ID: 1F6S) [52]. (B) Wyodrebniony frag-
ment struktury a-laktoalbuminy stanowigcy miejsce koordynowania jonu wapnia. Atomy tlenu
z terminalnych grup reszt aminokwasowych uczestniczacych w koordynacji oznaczono kolorem
czerwonym. W projekcji nie uwzgledniono czasteczek wody [52]

Figure 9. (A) A visualisation of secondary structure of the native bovine a-lactoglobulin (RCSB Protein
Data Bank, PDB ID: 1F6S) [52]. (B) Th calcium ion-building side of the a-lactoglobulin. Oxygens
from terminal groups of amino acid residues involved in the coordination of Ca’* are marked in
red. The projection does not include water molecules [52]

2.2.2. Forma ,,stopionej globuli”

Natywna czasteczke a-laktoalbuminy zaréwno w postaci holo jaki i apo, mozna
przeprowadzi¢ w forme nazywang potocznie ,,stopiong globulg” (z ang. molten glo-
bule, MG) lub postacia czesciowego statystycznego klebka globuli dzialajac takimi
czynnikami, jak: silne czynniki denaturacyjne (np. mocznik, chlorowodorek guani-
dyny) w $rednich stezeniach, wysoka temperatura czy zakwaszenie srodowiska.
Forma stopionej globuli posiada kompaktowa strukture drugorzedowg zblizong do
postaci natywnej oraz jedynie zarys struktury trzeciorzedowej z nieuporzadkowa-
nymi i ruchliwymi fancuchami bocznymi [49]. Konsekwencja braku upakowanej
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struktury trzeciorzedowej jest wzrost promienia czasteczki biatka, ktéry podczas
przejcia z postaci natywnej do stanu stopionej globuli zmienia si¢ od 15.7 A do
17.2 A. Rozluznienie biatka w stanie stopionej globuli ulatwia penetracje czasteczek
wody w glab jego struktury powodujac znaczny wzrost uwodnienia [53].

W wyniku dzialania czynnika denaturujacego, natywna forma biatka ulega
cze$ciowemu rozpleceniu. Wzrost odlegtosci migdzy tanicuchami bocznymi ostabia
site oddzialywan van der Waalsa, ktdre stabilizuja strukture trzeciorzedowa biatka.
Zwigzany z tym procesem wzrost energii ukladu jest bilansowany przez przyrost
entropii towarzyszacy zwigkszeniu amplitudy ruchéw miedzyczasteczkowych. Jed-
nocze$nie w wyniku dziatania sit hydrofobowych, apolarne fancuchy boczne sg izo-
lowane od $rodowiska wodnego. Oddziatywania hydrofobowe stabilizujg strukture
stopionej globuli [49, 55]. Posta¢ stopionej globuli jest uwazana za trzeci stan ter-
modynamiczny oddzielony bariera energetyczng od postaci natywnej (N) i rozfal-
dowanej (U) bialka [56]:

NeoMGeo U

Podobna sytuacja moze zachodzi¢ w zotadku noworodka karmionego piersia,
gdzie a-laktoalbumina pochodzaca z mleka matki przechodzi w $rodowisku kwa-
sow zoladkowych w forme kwasowej stopionej globuli i wigze sie z kwasem ole-
inowym powstalym w wyniku hydrolizy tréjglicerydow katalizowanej przez lipazy.
W tak utworzonym kompleksie stabilizowanym kwasem oleinowym forma stopio-
nej globuli a-laktoalbuminy w okreslonych warunkach selektywnie indukuje apop-
toz¢ komorek nowotworowych i jest szczegélnie skuteczna w walce z czerniakiem i
biataczka [53, 57-59]. Kompleks ten jest znany pod nazwg HAMLET (ang. human
a-lactalbumin made lethal to tumor cells) i poréwnywany jest do mitycznej Hydry
Lernejskiej, poniewaz atakuje jednoczes$nie najwazniejsze organelle komorki nowo-
tworowej. Dziatanie przeciwnowotworowe wykazuje réwniez kompleks kwasu ole-
inowego z a-laktoalbuming otrzymana z krowiego mleka, ktory okresla si¢ mianem
BAMLET (ang. bovine alactalbumin made lethal to tumor cells) [60]. Stwierdzono, ze
decydujagcym momentem w procesie apoptozy jest wigzanie kompleksu HAMLET
z powierzchnig blony komdrkowej, po ktérym nastepuje jego szybka internalizacja
przez komoérke nowotworows, gdzie wyniszcza strukture chromatyny oraz powo-
duje fragmentacje DNA.

Oddzialywanie btona - biatko w stanie stopionej globuli, ktére zachodzi tylko
na poziomie zewnetrznej hydrofilowej warstwy blony, jest traktowane jako czyn-
nik, ktéry w gltéwnej mierze decyduje o ataku kompleksu HAMLET na organelle
komorki nowotworowej [59]. Za stusznoscig przedstawionej tezy przemawia fakt,
ze natywna posta¢ a-laktoalbuminy wyizolowana z serwatki ludzkiego mleka, nie
wywoluje apoptozy komoérkowej. Autorzy pracy [59] wskazuja, ze réznice pomiedzy
aktywnoscia biologiczna formy natywnej i stopionej globuli wynikajg z odmienne;j
struktury trzeciorzedowej. Przypuszcza sie wiec, ze dzigki stabilizacji stanu stopio-
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nej globuli czasteczka kwasu oleinowego, biatko aLA moze skutecznie oddziatywaé
z blong lipidowg komoérki nowotworowe;j.

2.2.3. Oddzialywanie a-laktoalbuminy z modelowa blong lipidowa

Kluczowym momentem apoptozy komorek nowotworowych przez kom-
pleks HAMLET oraz regulacji laktogenezy jest specyficzne oddzialywanie
a-laktoalbuminy w formie stopionej globuli z btong biologiczna. Powinowactwo
a-laktoalbuminy do btony moze by¢ modyfikowane odmiennym sktadem lipido-
wym bton komdrek nowotworowych, jak rowniez czynnikami zewngtrznymi, np.
kwasowos$cig i temperaturg [61, 62]. W neutralnym pH «-laktoalbumina zacho-
wuje si¢ jak biatko peryferyjne, ktoére z powodu niskiej aktywno$ci powierzch-
niowej oddziatuje jedynie z zewngtrzng powierzchnig dwuwarstwy lipidowej
w wyniku sit elektrostatycznych. W tej sytuacji penetracja blony jest jedynie
mozliwa w temperaturze bliskiej temperaturze glownego przejscia fazowego
charakterystycznej dla fosfatydylocholin. Redukcja wartosci pH, prowadzi
do przejscia biatka ze stanu natywnego do stanu kwasowej stopionej globuli,
podczas ktorego a-helisy stajg si¢ coraz bardziej wyeksponowane w kierunku
powierzchni blony. Woéwcezas, dominujgcg role odgrywajg oddzialywania hydro-
fobowe, ktore promujg integracj¢ biatka z wnetrzem dwuwarstwy lipidowej [62].

Warto podkresli¢ fakt, ze w pewnych zakresach stezen a-laktoalbumina prowa-
dzi do rozbicia dwuwarstwy lipidowej w wyniku oddzialywan ahelisy z apolarnym
wnetrzem blony. W literaturze przedstawiono dwie koncepcje dotyczace hipote-
tycznego ksztaltu powstatych systemow. Wedltug Hanssens i wspdtpracownicy [63]
a-laktoalbumina solubilizuje blone lipidowa i uczestniczy w powstaniu malych
micelarnych ukladéw, w ktérych hydrofobowa powierzchnia a-helisy jest odsepa-
rowana od roztworu wodnego monowarstwg lipidowg. Swojg teorie oparli na obser-
wacji znacznej redukeji rozproszenia $wiatla dla probki liposomy/a-laktoalbumina
o pH 4 i 2 przy stosunku molowym obu komponentéw w zakresie od 50 do 200.

Dla poréwnania, Segrest [64] w swoich rozwazaniach nad prawdopodobna geo-
metrig asocjatu amfipatycznych ahelis z pecherzykami lipidowymi zaproponowat,
ze powstaly kompleks ma ksztalt dysku. W centrum tarczy znajduje si¢ dwuwarstwa
lipidowa a na jej krawedziach hydrofobowe tancuchy alkilowe sg ekranowane przez
amfipatyczne a-helisy.

UWAGI KONCOWE

Blonowe uklady biatkowo-lipidowe wykazujg réznorodno$¢ w swej struktu-
rze. Stan konformacyjny bialek blonowych oraz struktura dwuwarstw lipidowych
silnie na siebie wplywajg, modyfikujac sie¢ wzajemnie. To determinuje wlasciwo-
$ci biologiczne uktadéw blonowych oraz umozliwia ich regulacje. Blonowe biatko
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a-laktoalbuminy wykazuje zdolno$¢ do przyjmowania réznych form struktural-
nych, m.in. stopionej globuli, ktére okreslajg jego aktywnos¢ biologiczna, np. prze-
ciwnowotworowa w kompleksie HAMLET/BALMET. Specyficzne oddzialywanie
kompleksu kwasowej stopionej globuli a-laktoalbuminy z kwasem oleinowym na
komorki nowotworowe jest najprawdopodobniej podyktowane odmienng i specy-
ficzna dla komoérek nowotworowych strukturg i sktadem lipidowym blon komor-
kowych. Dodatkowo, zmienajac czynniki zewnetrzne, takie jak temperatura, pH,
uwodnienie, sila janowa itd., nastepuje regulacja aktywnosci biologicznej uktadow
blonowych poprzez zmiane ich wlasciwosci fizykochemicznych.
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ABSTRACT

However, the infrared radiation has been discovered more than 200 years
ago, near-infrared spectroscopy (NIRS), as a useful method, was recognized in the
1960s. Currently, under the influence of technological development, quantitative
and qualitative methods require short time and precision of measurements. NIRS
has a growing recognition in the industry, particularly pharmaceutical where each
component of the finished product has impact on the quality and safety of the pro-
duct. Freeze-dried immunological veterinary medicinal products (IVMPs), despite
high specificity, contain not too complicated matrices for analysis. Karl Fischer
titration is routinely used as accurate and effective method to determine the water
content in the IVMPs, but the use of near-infrared spectroscopy allows to avoid the
adverse impact of environmental factors on the measurements. However, for NIRS,
there is a need to create a calibration model which will be precise for high diversity
of samples. The most important is the optimization of the model by eliminating
the factors that might influence the measurement of water content. Quantification
methods most frequently used are: MLR, PLS and PCR, which are preceded by the
appropriate pretreatments (derivatives of Savitzky Golay).

Keywords: near infrared spectroscopy, Karl Fischer titration, quantitative models,
residual water determination

Stowa kluczowe: spektroskopia w zakresie bliskiej podczerwieni, miareczkowanie
Karla Fischera, modele ilo$ciowe, oznaczanie wody sladowej
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NIRS
PLWI
IR
tion)
MIR
FIR
KFT

SNV
MSV

MLR
PCR

PLS

PCA

R2
RMSEC
RMSECV

RER
SEP

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

spektroskopia w zakresie bliskiej podczerwieni (ang.
near infrared spectroscopy)

produkty lecznicze weterynaryjne immunologiczne
(ang. IVMPs)

promieniowanie podczerwone (ang. infared radia-

$rednia podczerwien (ang. mid infrared)

daleka podczerwien (ang. far infrared)
miareczkowanie Karla Fischera (ang. Karl Fischer
titration)

transformacja SNV (ang. Stadard Normal Variate)
trasformacja MSV (ang. Multivariate Stochastic Vola-
tility)

wielokrotna regresja liniowa (ang. multiple linear
regression)

regresja gtownych sktadnikow (ang. principal compo-
nent regression)

regresja cze$ciowych najmniejszych kwadratéw (ang.
partial least squares)

analiza gléwnych skltadowych (ang. principal compo-
nent analysis)

wspotczynnik determinacji (ang. coefficient of deter-
mination)

$redni btad kwadratowy kalibracji (ang. Root Mean
Square Error of Calibration)

$redni blad kwadratowy walidacji krzyzowej (ang.
Root Mean Square Error of Cross-Validation)

blad zakresu (ang. response- error relationship)
standardowy blad predykcji (ang. standard error of
prediction)
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WSTEP

Spektroskopia jest to nauka a zarazem metoda analityczna zajmujaca sie
analiza widm powstajacych w wyniku oddzialywania promieniowania elektro-
magnetycznego z materig. Opiera si¢ na zjawisku selektywnej absorpcji promie-
niowania przez prdobke. Jedng ze szczegdlnych metod spektroskopowych jest
spektroskopia w bliskiej podczerwieni. Promieniowaniem podczerwonym (IR)
okresla si¢ promieniowanie elektromagnetyczne, o dlugosciach fali wigkszych od
widzialnych promieni czerwonych i mniejszych od najkrétszych fal radiowych.
Przyjmuje si¢ umownie, Ze obszar promieniowania podczerwonego obejmuje fale
o dlugosciach od okoto 0,74 um do 2000 pm. IR dzieli si¢ na: bliska podczerwien
(NIR) 14 300-4000 cm™ (700-2500 nm), $rednig (wlasciwg) podczerwien (MIR)
4000-700 cm™' (2500—14 300 nm) oraz daleka podczerwien (FIR) 700-200 cm™
(14 300-50 000 nm) (Rys. 1) [1].

Odkrywca IR byl fizyk i kompozytor William Frederik Herschel (1800 r.)
[2]. Badajac temperature promieniowania stonecznego w réznych pasmach $wia-
tla widzialnego — od fioletowego do czerwonego — zauwazyl, ze najwyzsze wska-
zania uzyskuje sie dla termometréw ustawionych tuz za czerwonym krancem
widma sfonecznego. To odkrycie opisal w pracy ,,Experiments on the refrangibi-
lity of the invisible rays of the Sun” (Doswiadczenia dotyczace zalamywania sie
niewidzialnych promieni stonecznych). Eksperyment doprowadzit do odkrycia
promieniowania IR. Po raz pierwszy zauwazono istnienie formy $wiatla nie-
widzialnego dla ludzkiego oka. Krokiem milowym dla rozwoju spektroskopii
bliskiej podczerwieni byto odkrycie i zarejestrowanie przez Abneya i Festinga
w 1881 r. widma organicznych zwigzkéw w zakresie 700-1200 nm [3]. Badacze ci
wykazali obecno$¢ organicznych grup funkcyjnych, szczegdélnie wodoru, w wid-
mie NIR. Prawdziwy rozwoj spektroskopii bliskiej podczerwieni nastapil jednak
po drugiej wojnie $wiatowej. W 1960 r. Karl Norris z Amerykanskiego Departa-
mentu Rolnictwa wykazat mozliwoé¢ stosowania spektroskopii NIR do oznaczania
zawarto$ci wody w produktach rolnych. Spektroskopia w zakresie bliskiej podczer-
wieni (NIRS) obecnie jest jednym z gléwnych narzedzi analitycznych we wspot-
czesnych laboratoriach. Wykorzystywana jest do analizy fizykochemicznej zaréwno
produktow, jak i surowcow. Istota dziatania tej metody jest absorpcja promienio-
wania podczerwonego przez badany material, dzieki ktérej mozliwa jest analiza
zawartosci takich skltadnikéw jak woda, weglowodany czy biatka. NIRS jest tech-
nikg o szerokim zastosowaniu w przemysle kosmetycznym, petrochemicznym, spo-
zywczym i farmaceutycznym. Z uwagi na fakt, iz przemyst farmaceutyczny posiada
bardzo restrykcyjne wymagania dotyczace kontroli jakosci, zaréwno surowcow jak
i gotowych produktéw, oczywistym jest coraz wigksze zainteresowanie NIRS [4, 5].
Liofilizaty produktow leczniczych weterynaryjnych immunologicznych (PLWI) ze
wzgledu na posiadane wtasciwosci fizykochemiczne sg bardzo dobrym przykladem
pokazujacym szerokie mozliwosci zastosowania bliskiej podczerwieni. Liofilizacja
jako proces suszenia sublimacyjnego zamrozonych substancji, podczas ktérego
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rozpuszczalnik jest usuwany pod wplywem niskiego ci$nienia i zmniejszonej tem-
peratury to proces bardzo dobrze poznany. W jego efekcie wzrasta stabilnos¢ prze-
chowywania produktéw niestabilnych hydrolitycznie. Przykladem tego sa produkty
lecznicze weterynaryjne immunologiczne, ktére po procesie liofilizacji zawieraja
niewielka ilo§¢ wody (0,5-5%). Wilgotnos¢ to parametr, ktéry wplywa nie tylko na
wyglad i jakos¢ szczepionki, ale roéwniez na jej okres waznosci. Istnieje wiele donie-
sien potwierdzajacych wplyw wilgotnosci sladowej na stabilno$¢ wiruséw i protein.
Wykazano, ze zaréwno zbyt wysoka, jak i zbyt niska zawarto$§¢ wody negatywnie
wplywa na miano wirusa grypy, co potwierdzajg pdzniejsze badania dotyczace
stabilnosci innych wiruséw i biatek. Zaobserwowano réwniez, ze ekspozycja liofi-
lizowanego ludzkiego fibrynogenu na wilgo¢ powoduje jego zmiany strukturalne.
W zalezno$ci od wartosci wilgotnosci wzglednej obserwowano zmiany w strukturze
a-helisy i p-kartki [6—11]. Majac na uwadze szerokie mozliwosci spektroskopii bli-
skiej podczerwieni zasadniczym celem ponizszej pracy bylo zestawienie mozliwych
jej zastosowan w analizie sladowej wody. Szczegdlnie wazne jest podkreslenie istot-
nej roli NIRS we wspolczesnej analityce, bioragc pod uwage zaréwno aspekty prak-
tyczne, jak i doniesienia naukowe opisujace zastosowanie réznych matryc w ozna-
czaniu zawartosci wody i narzedzi matematycznych analizujgcych zebrane dane.

1. TEORETYCZNE PODSTAWY SPEKTROSKOPII NIR
Istota spektroskopii bliskiej podczerwieni jest zjawisko pochtaniania promie-

niowania elektromagnetycznego przez zwiazki chemiczne. Dzigki temu mozliwe
jest okreslenie parametréw ilosciowych i jakosciowych badanego produktu.

Gamma x| Ultrfiolet  |Podczerwien | Mikrofale | Fale radiowe

Bliska Srednia Daleka

| | |

lum 10um I0um

Rysunek 1. Widmo promieniowania elektromagnetycznego
Figure 1. The spectrum of electromagnetic radiation

Teoretyczne podstawy spektroskopii oscylacyjnej, w tym réwniez w zakresie
NIR, opisuje mechanika kwantowa. W wyniku absorbowanego promieniowania
w zakresie podczerwieni nastepuje wzbudzenie elektronéw w czasteczce, co skutkuje
zmiang energii oscylacyjnej i rotacyjnej. Powyzsza sytuacje dobrze opisuje oscylator
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harmoniczny. Prezentuje jednak model, w ktérym sita przeciwdzialajaca odksztalce-
niom wigzania jest proporcjonalna do wartosci tego odksztalcenia. Trudno powyz-
sz sytuacje odnies¢ do warunkow rzeczywistych, gdzie oscylacja jest thumiona,
a drgania czasteczek wraz z uplywem czasu posiadaja coraz mniejsza amplitude.
Wobec powyzszego lepszym modelem jest oscylator aharmoniczny, ktéry obra-
zuje rzeczywiste oscylacje czasteczek. Absorpcja promieniowania podczerwonego
nastepuje, gdy uklad bedacy dipolem oscylujac zmienia moment dipolowy. Wodér
bedac najlzejszym atomem oscyluje z najwiekszg amplitudg. Na widmach w zakresie
podczerwieni wystepuja pasma absorpcyjne pochodzace od drgan podstawowych,
nadtonéw i kombinacyjnych. Dla zakresu bliskiej podczerwieni charakterystyczne
s3 dwa ostatnie. Pasma nadtonéw s wynikiem przejscia ukladu drgajacego ze stanu
podstawowego na drugi lub wyzszy poziom energetyczny. Oddzialtywanie co naj-
mniej dwoch oscylatoréw dajacych wspdlny pik na widmie absorpcyjnym charakte-
ryzuje pasma kombinacyjne [6].

Do pomiardw uzywany jest spektrofotometr zbudowany ze zrédla $wiatla,
monochromatora, ktéry emituje promieniowanie elektromagnetyczne o odpowied-
niej dtugosci fali, kuwety pomiarowej i detektora polaczonego z systemem rejestru-
jacym i obliczeniowym. Obecnie duza cze$¢ przyrzadéw pomiarowych dla zakresu
NIR oparta jest na trasformacie Fouriera i nie posiadaja monochromatora. Badana
probka jest umieszczona w celi pomiarowej pomiedzy zrdédlem promieniowania
a detektorem. Istnieja trzy tryby pomiaru: transmisyjny, odbiciowy i transflektancji.
Tryb transmisyjny opiera si¢ na pomiarze spadku natezenia promieniowania o danej
dtugosci fali w wyniku przejscia promieniowania przez badang probke. W tym try-
bie najczesciej badane sg tabletki, zawiesiny, zele i ciecze. Probka umieszczona jest
pomiedzy zrédtem promieniowania i detektorem. Tryb odbiciowy mierzy stosunek
natezenia $wiatta odbitego od probki do natezenia $wiatta odbitego od tla lub prébki
o zdefiniowanych wiasciwo$ciach odbiciowych. Promieniowanie bliskiej podczer-
wieni przenika w glab probki i jest cze$ciowo absorbowane, a nastepnie ulega odbiciu
w kierunku detektora. Technika odbiciowa wykorzystywana jest gtéwnie do badania
past, zawiesin, proszkow i tabletek. Potaczeniem techniki odbiciowej z transmisyjna
jest tryb transflektancji. Promieniowanie przechodzac przez prébke jest odbite za
pomoca zwierciadta w kierunku prébki. W tym trybie bada si¢ najczesciej zawiesiny
i substancje ciekte [12—-17].

2. WIDMA ABSORBCYJNE A WIGOTNOSC SLADOWA

Dla czasteczki wody charakterystycznych jest 5 pasm absorpcji o dlugosci:
760 nm, 970 nm, 1190 nm, 1450 nm i 1940 nm. Pasma te pochodzg od pierwszego
nadtonu O-H wigzan rozciggajacych oraz od kombinacyjnych wigzan rozcigga-
jacych oraz zginajacych: pierwszy nadton 1450 nm i drugi nadton 970 nm drgan
rozciagajacych O—H oraz pik w zakresie 1887-1960 nm (rozciagajace i zginajace
drgania kombinacyjne) [18, 19].
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Zakres promieniowania bliskiej podczerwieni, dla ktérego woda wykazuje
wlasciwosci absorpcyjne jest szeroko wykorzystywany w przemysle NIRS umoz-
liwia badanie zawartosci wody w proszkach, granulatach, tabletkach, kapsutkach
oraz w roztworach i fiolkach zawierajacych liofilizat [17, 20-25]. Wyniki opisujace
zawarto$¢ wody w liofilizatach potwierdzajg korelacje wynikéw otrzymywanych za
pomoca kulometru Karla Fischera a NIRS, w szerokim zakresie bliskiej podczer-
wieni. Dalsze badania udowodnily, Zze za pomocg NIRS mozliwe jest rowniez obra-
zowanie zmiany polozenia i orientacji wody w sieci krystalicznej [26-28]. Analiza
liofilizatow zawierajacych rozne proporcje mannitolu, sacharozy i wody potwier-
dzita mozliwo$¢ analizy zréznicowanych matryc za pomocg NIRS oraz mozliwo$¢
oznaczania zawartos$ci niewielkich ilo$ci wody w skomplikowanych matrycach
[29-31].

3. METODA REFERENCYJNA KARLA FISCHERA A NIRS

Metodg referencyjna, uzywang do okreslenia wilgotnosci sladowej w PLWT jest
metoda kulometryczna Karla Fischera (KFT). Miareczkowanie kulometryczne wody
oparte jest na ilo§ciowej reakcji wody z dwutlenkiem siarki i jodem w bezwodnym
srodowisku w obecnosci zasady o wystarczajacej pojemnosci buforowania. Jod jest
wytwarzany elektrochemicznie na anodzie przez utlenienie jodku, reagujac z obecng
wnaczyniureakcyjnym wodg idwutlenkiem siarki. llo§¢ wody w substancjijest wprost
proporcjonalna do zuzytej ilosci tadunku elektrycznego. Osiagniecie koncowego
punktu nastepuje w chwili zuzycia calej ilosci wody w komorze reakcyjnej i pojawie-
nia si¢ nadmiaru jodu. Jeden mol jodu odpowiada jednemu molowi wody, natomiast
fadunek 10,71 C odpowiada 1 mg wody. Wspolczesne kulometry Karla Fischera
umozliwiajg szybkie wykonanie analizy z duzg dokladnoscig lecz niezbedne jest uzy-
cie drogich odczynnikéw chemicznych [13, 31, 32]. Badanie wilgotnosci ta metoda
moze ponadto stwarza¢ wiele probleméw proceduralnych np. przyleganie wody
do $cianek naczynia pomiarowego powodujace przeszacowanie zawarto$ci wody $la-
dowej w liofilizatach. Ponadto pecherzyki powietrza powstate w wyniku zbyt inten-
sywnej pracy mieszadta mogg zakldca¢ pomiar poprzez zmiane przewodnictwa roz-
tworu. Dlatego tez, istotnym staje si¢ poszukiwanie nowych metod, ktére umozliwiajg
redukcje wplywu srodowiska na badang probke. Spektroskopia w zakresie bliskiej
podczerwieni spelnia te wymagania. NIRS jako metoda alternatywna, uwazana jest za
jedna z najbardziej efektywnych i zaawansowanych. Powierzchnie szklane opakowan
nie wplywajg znaczaco na przeprowadzone pomiary w bliskiej podczerwieni, dzigki
czemu mozliwe jest badanie probek bez ich otwierania [21, 28, 33, 34]. Wyniki
pomiaréw otrzymanych z uzyciem NIRS s3g uzaleznione od czynnikéw chemicz-
nych i fizycznych takich jak: wilgotno$¢, temperatura, stan skupienia, wlasciwosci
optyczne probki, pozostatosci rozpuszczalnikow i grubos¢ probki [15, 26, 35-38].
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4. BUDOWA MODELU KALIBRACYJNEGO

Kalibracja jest procesem budowania modelu matematycznego w oparciu
o widma prébek i wyniki uzyskane z uzyciem metody referencyjnej. Pomiar wlasci-
wej probki jest procesem bardzo prostym i niezbyt czasochfonnym. O wiele bardziej
skomplikowanym aspektem pomiaréw w spektroskopii bliskiej podczerwieni jest
zbudowanie modelu kalibracyjnego. Kluczowa w procesie projektowania doswiad-
czenia jest decyzja, czy istotniejszy jest doktadny pomiar, czy silny model odporny
na wysokie zréznicowanie prob. Najwazniejszym za$ elementem jest obrébka suro-
wych widm NIR. Badana préobka zostawia unikalne widmo (tzw. odcisk palca)
zalezny od wielu czynnikéw np. wlasciwosci fizykochemicznych, form krysta-
licznych czy stanu fazowego. Niezbedne s3 zatem odpowiednie algorytmy obli-
czeniowe, ktdre pozwolg na uzyskanie istotnych informacji. Widma absorpcyjne,
oprocz danych interesujacych z punktu widzenia analityka, posiadaja réwniez
tzw. szum fotometryczny. Powstaje on w wyniku interferencji czynnikéw fizycznych
i chemicznych oraz niedoskonalosci sprzetu pomiarowego. Nadmierny szum foto-
metryczny negatywnie wplywa na rozdzielczo$¢ widm, doktadno$¢ modeli kalibra-
cyjnych i zaburza stosunek sygnatu do szumu [5, 7, 38].

Oznaczanie iloSciowe badanej substancji na podstawie widma opiera si¢ na
odpowiednim modelu matematycznym. Bardzo popularnym rozwigzaniem jest
zastosowanie liniowej kalibracji wielowymiarowej, ktéra pokazuje zalezno$¢ mie-
dzy zawartoscig badanego skladnika, a wartosciami absorbancji przy réznej diu-
gosci fali. Do zbudowania modelu kalibracyjnego potrzebne sg trzy zbiory danych:
budujacy (zestaw kalibracyjny zawierajacy 2/3 widm ujetych w modelu), spraw-
dzajacy (zestaw walidacyjny zawierajacy 1/3 widm ujetych w modelu) i oceniajacy
jako$¢ modelu w oparciu o probki, ktdre nie zostaty uzyte przy kalibracji i walidacji
(zestaw testowy). Kluczowe jest zbudowanie odpowiedniej strategii obrobki danych,
gdyz kazde dziatanie nie pozostaje bez konsekwencji dla ostatecznej wersji modelu.
Liczba préobek ujetych w modelu kalibracyjnym zalezy od ztozono$ci prébki i zakio-
cen zwigzanych np. z temperaturg pomiaru i zawartoscig wody. Podczas budowa-
nia modelu kalibracyjnego dla metody ilosciowej wszystkie probki powinny dawa¢
wyniki ilo$ciowe w zakresie metody. Najbardziej pozadane jest, aby zakres wartosci
probek w modelu kalibracyjnym obejmowat réwniez wartosci skrajne tzn. posiadat
wartosci mozliwie najnizsze i najwyzsze w odniesieniu do probek badanych w opar-
ciu o model. Najlepiej aby byly one ponizej, jak i powyzej oczekiwanej wartosci.
Reprezentacyjno$¢ probek moze by¢ poprawiona poprzez laboratoryjne wykreowa-
nie okreslonych wlasciwosci np. poprzez zwiekszenie lub zmniejszenie zawartosci
wody. Powigkszy to zakres, w ktorym model bedzie dziatal wlasciwie (Rys. 2).
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Rysunek 2. Oryginalne widma PLWI z r6zng zawarto$cig wody — zestaw kalibracyjny (zielony) i walidacyjny
(niebieski)
Figure 2. The original spectrum PLWI with different water content - calibration set (green) and validation
set (blue)

Obrobka widm sklada si¢ z kilku etapow. Pierwsza faza jest wstgpna obrébka
surowych widm (ang. pre-processing) np. przy uzyciu pierwszej pochodnej
Savitzkyego Golaya (usuwanie przesuniec linii bazowej) oraz drugiej pochodne;j
Savitzkyego Golaya (korekcja przesunigcia oraz nachylenia linii podstawowej).
Kolejnym etapem jest wybdr metody kalibracji. W oparciu o liczbe zmiennych
i wystepujaca miedzy nimi korelacje stosuje si¢ odpowiednie algorytmy kalibracji
ilo$ciowej. Wielokrotna regresja liniowa (MLR) najlepiej sprawdza si¢, gdy wyste-
puje mala liczba zmiennych i brak jest korelacji miedzy nimi. Przy duzej liczbie
zmiennych i silnej korelacji stosuje si¢: regresje glownych sktadnikéw (PCR), regresje
czg$ciowych najmniejszych kwadratéw (PLS) i analize gtéwnych skltadowych (PCA)
[34, 39—44]. Ostatnim etapem w tworzeniu modelu jest jego optymalizacja i spraw-
dzenie. Istotny jest dobér odpowiedniej liczby czynnikéw w oparciu o ktére model
bedzie dokonywal analizy. Zbyt duza ich liczba powoduje maly btad w badaniu
zbioru kalibracyjnego, ale traca na tym mozliwosci predykcyjne modelu. Mata liczba
czynnikéw utrudnia odpowiednie dopasowanie modelu do danych. Do sprawdzenia
wydajnosci modelu kalibracyjnego czesto wykorzystywana jest walidacja krzyzowa
(cross validation). Istotne jest sprawdzenie dopasowania modelu do uzyskanych
danych oraz blad tego dopasowania w oparciu o odpowiednie parametry staty-
styczne takie jak: wspdtczynnik determinacji (R2), sredni bfad kwadratowy kalibracji
(RMSEC), $redni blad kwadratowy walidacji krzyzowej (RMSECV) oraz zaleznos¢
odpowiedzi od btedéw (RER). Im mniejsza warto§¢ RMSEC i RMSECYV, a wartos$¢
RER wigksza (powyzej 20) tym model jest lepszej jakosci [5, 7, 9, 10, 45, 46]. Temat
opracowania modelu kalibracyjnego i jego optymalizacji jest szeroko opisany w lite-
raturze (Tab. 1).
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Tabela 1.
Table 1.

Przyktadowe oznaczenia zawarto$ci wody w réznych typach produktow
Examples of determining the water content of various types of products

Typ probki

Typ transformacji widma

Mieso

Do zbudowania modelu uzyto 294 probek miesa na NIR system 6500 Silver Sping MD w zakresie
400-2500 nm. W obrdbce wstepnej zastosowano pierwsza pochodng log1/R. Efekt rozproszenia
w widmie skorygowano poprzez transformacje SNV i przesuniecie linii bazowej (detrend cor-
rection). Zastosowano regresje cze$ciowych najmniejszych kwadratéw (PLS), ograniczajac liczbe
czynnikéw do 16. Otrzymano RPD = 5,0 [47].

Oliwa

Do zbudowania modeli uzyto 159 prébek wyttoczyn z oliwek, w tym 108 przydzielono do wa-
lidacji. Dane byly zbierane w zakresie 1000-2500 nm przy uzyciu transflektacyjnej techniki
pomiarowej. Grawimetryczna metoda utraty masy byla metodg referencyjng. Zawarto$¢ wody
w granicach 55,4-83,4%. Dwa modele stworzono w oparciu o regresje cze$ciowych najmniej-
szych kwadratéw (PLS). W celu zmniejszenia bledu predykcji do obrébki wstepnej uzyto trans-
formacji SNV oraz pierwszg i druga pochodng Savitskyego-Golay’a. RMSECV 8,3-9,4% RMSEP
0,9-1,14% [48].

Heparyna

W modelach uzyto 44 probek z trzech serii produkcyjnej heparyny API, dla zakresow spektral-
nych 1100-2300 nm, zakres zawartosci wody 1,8—2,3%. Probki przebadano na Brimrose Luminar
5030 AOTF-NIR. Metoda referencyjng byfa utrata masy poprzez suszenie. Stworzono 5 modeli
W oparciu o regresje czesciowych najmniejszych kwadratéw (PLS): bez obroki wstepnej (4 czyn-
niki PLS, RMSECV = 1,24 RMSEP = 1,11), pierwsza pochodna Savitskyego-Golay’a (6 czynni-
koéw PLS, RMSECV= 0,73 RMSEP = 0,49), druga pochodna Savitskyego-Golay’a (2 czynniki PLS,
RMSECV = 1,28 RMSEP = 0,99), transformacja SNV (5 czynnikéw PLS, RMSECV = 1,14 RMSEP
=1,38), transformacja MSC (1 czynnik PLS, RMSECV = 1,23 RMSEP = 1,13) [49].

Alkohol
etylowy

Probki stanowily wysokiej czysto$ci bezwodny etanol i metanol. Zastosowano transflektancyjny
model pomiarowy w zakresie zawarto$ci wody 1-19%. Regresja czeSciowych najmniejszych kwa-
dratéw (PLS), 3 czynniki PLS dla spectrum 1120-1730 nm. SECV = 0,16%, SEP = 0,16% [50].

Liofilizat
mleka

Do stworzenia modelu uzyto dwie serie mleka w proszku. Pierwsza zawierala 24 probki z refe-
rencyjng metoda suszenia, a druga 81 prébek — referencyjna metoda — wolumetryczna metoda
Karla Fischera. Zakres wody 2,0-6,5%. Powtarzalnos¢ 0,018% wyzsza niz uzyskana metodami
referencyjnymi. Model stworzony w oparciu o regresje czesciowych najmniejszych kwadratow
(PLS) dla réznych dtugosci fali: 1425-1475 nm (5 czynnikéw PLS), 1900-1950 nm (3 czynniki
PLS). Walidacja krzyzowa przy zastosowaniu metody ,,wyrzu¢ jeden obiekt” [51].

Liofilizaty
farmaceu-

tyczne

Przy wuzyciu probek liofilizatow farmaceutycznych zawierajagcych API stworzono trzy
modele kalibracyjne oparte o regresje cze$ciowych najmniejszych kwadratéw (PLS):
a) bez obrobki wstepnej z dziewiecioma czynnikami PLS dla regionéw: 1320-1635 nm
i 1850-2030 nm, RMSEC(%) = 0,175, RMSEP(%) = 0,193 b) przy obrébce wstgpnej za po-
mocg pierwszej pochodnej z pigcioma czynnikami PLS dla regionéw: 1320-1635 nmyj
1850-2030 nm; ¢) przy obrébee wstepnej z uzyciem Multiplicative Scatter Correction i pigcioma
czynnikami PLS dla regionu: 1639-2355 nm (FT-NIR MPA, Bruker Optics). Zakres zawartosci
wody 1-8%. Referencyjnie uzyto wagi grawimetrycznej, przy precyzji metody 0,1% wilgotnosci
[46].

W oparciu o pig¢ serii produkcyjnych stworzono dwa modele bazujace na regresji czesciowych
najmniejszych kwadratéw (PLS) w zakresie widma 1822-1948 nm: dla pierwszego zakresu 1-40%
(w/w) i SEP = 1,85% oraz dla drugiego zakresu 1-10% (w/w), SEP = 0,42%. Metodg referencyjna
bylta metoda Karla Fischera [52].
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PODSUMOWANIE

Zastosowanie spektroskopii bliskiej podczerwieni w analizie produktéw lecz-
niczych weterynaryjnych immunologicznych to obiecujacy kierunek w poszuki-
waniu alternatywnych metod fizykochemicznych, co znajduje swoje potwierdzenie
w danych literaturowych. Obecnie w Zakladzie Farmacji Weterynaryjnej Panstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego prowadzone
s3 badania nad opracowaniem modeli kalibracyjnych spektroskopii bliskiej pod-
czerwieni, ktére moga by¢ uzywane do badan fizykochemicznych produktéw lecz-
niczych weterynaryjnych immunologicznych. Przedstawiona praca stanowi wstep
do tematyki dotyczacej NIRS w pomiarach ilosciowych wody sladowej w PLWI.
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ABSTRACT

Pressure-sensitive adhesives (PSAs) represent a system that actually dates back
to the invention of the self-adhesive articles in 1935 when R. Stanton Avery produ-
ced the first coating unit using a wooden cigar box with two holes cut in the bottom.
PSAs can be defined as a special category of adhesive which in dry form are perma-
nently tacky at room temperature [2, 6-8]. Since 1960s, silicone pressure-sensitive
adhesives have found many uses. They are used in industrial plants, as tapes for
joining materials with low surface energy, as well as in the sectors of electrical and
electronic, medical care, health care and automotive industry. For about 10 years
there has been great interest in new uses for the silicone PSA, particularly for medi-
cal and industrial belts. The above examples describe a growing range of potential
commercial applications of silicone pressure-sensitive adhesives [2, 7, 9-11].

In contrast to the pressure-sensitive adhesives organic silicone pressure-sensi-
tive adhesives show much better performance by this well known it happened that
are used to obtain self-adhesive materials for special purposes. Si-PSA usually con-
sist of large segments of the silanol-functional silicone polymers, and silicone resins.
Polymeric chains comprising the silicone resins include methyl and phenyl groups
thus are very little reactive chemicals. In order to obtain the best adhesion-cohe-
sion balance are used crosslinked thermally in a temperature range of 120-150°C
by using organic peroxides. Peroxides most commonly used in industry benzoyl
peroxide (BPO) and 2,4-dichlorobenzoyl peroxide (DCIBPO). Silicone pressure-
-sensitive adhesives are characterized by high flexibility of connections Si-O-Si, low
impact intermolecular, low surface tension, excellent thermal stability and transpa-
rency for UV radiation, excellent electrical properties, high chemical resistance and
weather resistance [2, 6, 7, 14].

In the available literature the montmorillonite and kaolin modified silicone
pressure-sensitive adhesives which exhibited increased thermal resistance are repor-
ted. The thermal properties of adhesives compositions are better to compared with
“pure” silicon composition without any filler [6, 12-14].

Keywords: pressure-sensitive adhesives, kaolin, montmorilonite, silicone pressure-
-sensitive adhesives

Stowa Kluczowe: kleje samoprzylepne, kaolin, montmorylonit, silikonowe kleje
samoprzylepne
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WSTEP

W roku 1935 R. Stanton Avery otrzymal samoprzylepny produkt wykorzy-
stujac do jego produkcji pudetko po cygarach z dwoma wycigtymi otworami. Od
tego momentu przyjmuje si¢ rozpoczecie historii klejow samoprzylepnych (PSA).
Aktualnie uzywa si¢ wiele rodzajow klejow samoprzylepnych charakteryzujgcych
sie dobrg adhezja, kohezjg oraz kleisto$cig — spelniajacg wymogi przemystowe. Pod-
stawowymi réznicami pomiedzy PSA a innymi rodzajami klejéw sa niezmienne
wlasciwosci klejace w szerokim zakresie temperaturowym w czasie uzytkowania,
doskonata odporno$¢ na starzenie oraz staly poziom wytrzymatosci na odrywanie.
Sposrdéd wielkoczgsteczkowych polimerdéw uzywanych do produkeji PSA na szcze-
golng uwage zastugujg silikony; powszechnie wiadomo, ze samoprzylepne kleje na
bazie silikondw (Si-PSA) sa specjalistycznymi wyrobami o szczeg6lnym zastosowa-
niu [1-5].

1. SILIKONOWE KLEJE SAMOPRZYLEPNE

W 1960 roku na rynek zostaly wprowadzone silikonowe kleje samoprzylepne;
od tamtego momentu znalazly one wiele zastosowan w przemysle. Z racji swoich
unikalnych wilasciwosci jakimi sg wysoka elastycznos¢ potaczen Si-O-Si, niewiel-
kie oddzialywania miedzyczasteczkowe, niskie napiecie powierzchniowe, dosko-
nala stabilno$¢ termiczna oraz transparentnos$¢ dla promieniowania UV. Ponadto,
doskonate wlasciwosci elektryczne, duza odpornosé¢ chemiczna oraz odpornosé na
warunki atmosferyczne sprawiaja, ze kleje silikonowe s3 uwazane za grupe mate-
rialéw samoprzylepnych stosowanych do specjalistycznych technologii. Posiadaja
lepsze wlasciwosci w poréwnaniu do typowych polimerowych samoprzylepnych
klejow organicznych. Si-PSA s3 wykorzystywane przemysle medycznym, m.in.
wchodzg w sktad plastrow samoprzylepnych, w tym plastréw z lekami przezskor-
nymi; w przemysle ciezkim i samochodowym jako tgcznik elementéw pracujacych
w podwyzszonych temperaturach; w przemysle elektrycznym jako tasmy nieprze-
wodzace; w kosmonautyce do klejenia baterii stonecznych na pokladach satelitow
oraz stacji kosmicznych; jako taémy maskujace [2, 6-8].

Fenomen silikonowych klejow samoprzylepnych jest gtéwnie zwigzany z ich
budowg. Si-PSA skladajg si¢ zazwyczaj z duzych segmentéw silano-funkcyjnych
polimerdéw silikonowych oraz zywic silikonowych (MQ). Silikonowe kleje samo-
przylepne zawierajg grupy fenylowe i metylowe przez co sa bardzo malo reaktywne
chemiczne. W celu uzyskania najlepszych wlasciwosci kohezyjno adhezyjnych sa
one sieciowane termicznie w zakresie temperaturowym 120-150°C za pomocg nad-
tlenkow organicznych. Najczesciej stosowanymi nadtlenkami w przemysle jest nad-
tlenek benzoilu (BPO) oraz nadtlenek 2,4-dichlorobenzoilu (DCIBPO). Pozwalaja
one na kontrole reakcji sieciowania (a tym samym na réwnowage pomiedzy adhezjg
i kohezja) poprzez odpowiednie dozowanie nadtlenku, co determinuje stopien usie-
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ciowania otrzymanego filmu klejowego. W zaleznosci od potrzeb i zastosowania
otrzymywanych tasm samoprzylepnych na bazie samoprzylepnych klejow siliko-
nowych uzywa si¢ od 0 do 4% mas. nadtlenku w przeliczeniu na mas¢ polimeru
w kompozyciji [2, 7, 9-11].

2. NAPEENIACZE KRZEMOWE

W dostepnej literaturze znalez¢ mozna odniesienia do otrzymywania kompo-
zycji samoprzylepnych klejow silikonowych modyfikowanych napelniaczami krze-
mowymi takimi jak montmorylonit czy kaolin [12-14].

Montmorylonit zostal odkryty w polowie XIX w. w miejscowo$ci Montmoril-
lon we Francji. Jest kopaling pochodzenia wulkanicznego o gestoéci wahajacej si¢
miedzy 1,9-2,7 g/cm®. Jest materiatem ilastym wchodzacym w sklad skal o nazwie
bentonity, wystepujacych rowniez w Polsce. Ten silnie hydrofilowy mineral, jest
uzywany jako napelniacz (wprowadzany do matrycy polimerowej w iloéci ok. 5%
mas.). Niewielka ilo$¢ tego glinokrzemianu wprowadzonego do polimeru powo-
duje wzrost modutu i polepszenie wlasciwosci mechanicznych, zmniejszenie prze-
puszczalnosci gazoéw, poprawe odpornosci termicznej oraz zmniejszenie palnosci.
W przypadku dodania go do polimeréw biodegradowalnych poprawie ulega bio-
degradowalnos¢ calego kompozytu. Montmorylonit jest krzemianem warstwowym
o strukturze plytkowej. Grubo$¢ plytki montmorylonitu wynosi 0,96 nm, pozostate
jej wymiary mieszczg si¢ w granicach 200 do 1000 nm. Montmorylonit sklada si¢
z trzech warstw: dwdch zewnetrznych tetraedrycznych (czworoécian krzemowo-
-tlenowy) zawierajgcych miedzy sobg jedna warstwe oktaedryczng (o$mioscian
powstajacy w wyniku otoczenia jonéw glinu, zelaza czy magnezu atomami tlenu
i grupami hydroksylowymi), przy czym warstwy te sa ze soba polaczone poprzez
uwspolnienie atomoéw tlenu. Sg one polaczone miedzy sobg sitami Van der Waalsa,
zachowujac miedzy sobg (kolejnymi plytkami) odlegtosci okoto 0,3 nm. Pie¢ do
dziewigciu réwnoleglych plytek tworzy czastke pierwotng montmorylonitu o gru-
bo$ci 7-12 nm [15-17].

Kaolin w ok. 99% stanowi mieszanine glinokrzemianow, gtéwnie kaolinitu
i illitu z niewielky ilo$cia skalenia oraz kwarcu. Moze by¢ stosowany m.in. do pro-
dukeji ceramiki, widkien szklanych, materiatéw budowlanych, nawozéw i produk-
tow rolnych. Znalazt réwniez zastosowanie w kosmetyce i farmacji. Uzywa si¢ go,
obok kredy, talku czy krzemionki powszechnie w przetworstwie tworzyw sztucz-
nych jako napelniacz proszkowy. Klasyczne mineralne napetniacze proszkowe maja
za zadanie gldwnie podwyzszenie sztywnos$ci oraz obnizenie ceny otrzymywanego
materiatu polimerowego, jednak skutkuje to réwnoczesnym nieznacznym obnize-
niem jego wytrzymatosci [18, 19].
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3. WPEYW NAPEENIACZY KRZEMOWYCH NA WEASCIWOSCI SI-PSA

W ostatniej dekadzie obserwuje si¢ duze zainteresowanie samoprzylepnymi
klejami na bazie klejow silikonowych i mozliwosciami ich modyfikacji. Ich uni-
kalne wlasciwo$ci wynikajace z budowy sprawity, ze niemodyfikowane kompozycje
klejowe znalazly wiele zastosowan. Sq uzywane zwlaszcza do otrzymywania tasm
medycznych oraz przemystowych. Modyfikacja kompozycji klejowych napelnia-
czami krzemowymi pozwala na zwigkszenie maksymalnej temperatury pracy tasm
samoprzylepnych powyzej 200°C, co w poréwnaniu do zwyklych tasm samoprzy-
lepnych na bazie polimerdéw organicznych jest bardzo wysoka wartoécia. Ponadto
napelniacze krzemowe zapewniaja doskonala kohezj¢ zaré6wno w temperaturze
pokojowej jak i podwyzszonej, kosztem spadku adhezji i kleistosci filmow klejo-
wych [2, 6,7, 12-14].

3.1. ADHEZJA

Na Rysunku 1 przedstawiono wptyw napetniaczy krzemowych takich jak kaolin
i montmorylonit na adhezje silikonowych klejow samoprzylepnych. W obydwu
przypadkach zwigkszanie stezenia napelniacza powodowalo pogorszenie tej wtasci-
wosci. W poréwnaniu z kaolinem gdzie spadek adhezji nastepowal dos¢ fagodnie
juz niewielki dodatek montmorylonitu powodowal raptowny spadek adhezji, nato-
miast dalsze zwigkszanie ilosci napelniacza utrzymywato wartos¢ adhezji oscylujaca
pomiedzy 7 a 8 N/25mm co jest graniczng akceptowalng wartoscia dla jednostron-
nie klejacych tasm samoprzylepnych [7, 12-14].
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Rysunek 1. Wplyw iloéci krzemowego napetniacza na adhezj¢ samoprzylepnych klejow silikonowych
Figure 1. Effect of silicium filler content on the adhesion of silicone pressure-sensitive adhesives
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3.2. KOHEZJA

W Tabelach 1-2 przedstawiono wplyw kaolinu (Tab. 1) i montmorylonitu
(Tab. 2) na kohezje oraz maksymalng temperature pracy silikonowych klejow samo-
przylepnych. W obydwu przypadkach zwigkszanie st¢zenia napelniacza wykazalo
stabilno$¢ termiczng badanych kompozycji zaréwno w temperaturze pokojowej jak
i temperaturze podwyzszonej. Juz niewielki dodatek montmorylonitu spowodo-
wal wyrazne polepszenie si¢ maksymalnej temperatury pracy silikonowych klejow
a nastepnie jego spadek. W przypadku kaolinu maksymalna temperatura pracy rosta
wraz z zwiekszaniem si¢ ilosci napelniacza osiagajac najwyzsza warto$¢ przy 5% mas.
w przeliczeniu na suchg mase zywicy klejowej [6, 12-14]. W obydwu przypadkach
obniZenie maksymalnej temperatury pracy silikonowych klejéw samoprzylepnych
moze by¢ spowodowane skfonnoscia do aglomeracji napetniacza, a tym samym nie
réwnomiernym rozltozeniem w filmie klejowym.

Tabela 1. Wplyw iloéci kaolinu na kohezje oraz maksymalng temperature pracy samoprzylepnych klejow
silikonowych
Table 1. Effect of kaolin content on the cohesion and maximum working temperature of silicone pressure-

sensitive adhesives

Kohezja [h] Maksymalna
Kompozycja Zawarto$¢ [% mas.] temperatura prac

pose) ’ 20°C 70°C ey P
[°C]
0 >72 >72 133
1 >72 >72 147

Q2-7566
1,5% mas. DCIBPO > > 72 > 72 223
5 >72 >72 226
7 >72 >72 220
Tabela 2. Wplyw iloci montmorylonitu na kohezj¢ oraz maksymalng temperature pracy samoprzylepnych
klejow silikonowych
Table 2. Effect of montmorillonite content on the cohesion and maximum working temperature of silicone
pressure-sensitive adhesives
Kohezja [h -
Kompozycja Zawarto$¢ [% mas.] ja [b] Maksymalna tezn

20°C 70°C peratura pracy [°C]
0 >72 >72 133
1 >72 >72 242

Q2-7566

1,5% mas. DCIBPO > > 72 > 72 220
5 >72 >72 216
7 >72 >72 216
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3.3. KLEISTOSC

Wplyw kaolinu i montmorylonitu na kleisto$¢ silikonowych klejow samoprzy-
lepnych przedstawiono na Rysunku 2. W obydwu przypadkach zwigkszanie stezenia
napelniacza powodowalto pogorszenie tej wtasciwosci, nawet o ponad polowe juz
dla 1 % mas. napelniacza w przypadku montmorylonitu [2, 12-14]. Przyczyna zaist-
nialej obserwacji moze by¢ punktowe ,,przebijanie” napelniacza przez film klejowy
a tym samym zmniejszenie zwilzalno$ci powierzchni przez warstwe klejaca.
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Rysunek 2. Wptyw ilosci krzemowego napelniacza na kohezj¢ samoprzylepnych klejow silikonowych
Figure 2. Effect of silicium filler content on cohesion of silicone pressure-sensitive adhesives

PODSUMOWANIE

W odréznieniu od samoprzylepnych klejow organicznych, silikonowe kleje
samoprzylepne wykazuja o wiele lepsze wlasciwosci uzytkowe dzieki czemu sg uzy-
wane do otrzymywania materialéw samoprzylepnych o specjalnym przeznaczeniu.
Si-PSA zazwyczaj sktadaja si¢ z duzych segmentéw silano-funkcyjnych polimeréw
silikonowych oraz zywic silikonowych. Polimerowe tanicuchy wchodzace w skitad
zywic silikonowych zawieraja grupy fenylowe i metylowe przez co sa bardzo mato
reaktywne chemiczne. W celu uzyskania najlepszych wtasciwosci kohezyjno adhe-
zyjnych sg one sieciowane termicznie w zakresie temperaturowym 120-150°C za
pomocg nadtlenkéw organicznych. Najczesciej stosowanymi nadtlenkami w prze-
mysle jest nadtlenek benzoilu (BPO) i nadtlenek 2,4-dichlorobenzoilu (DCIBPO).
Silikonowe kleje samoprzylepne charakteryzuja sie wysoka elastycznoscia polaczen
Si—O-Si, niewielkim oddzialywaniem mig¢dzyczasteczkowym, niskim napieciem
powierzchniowym, doskonalg stabilnoscig termiczng oraz transparentnoscia dla
promieniowania UV. Ponadto wykazujg doskonale wlasciwosci elektryczne, duzg
odpornos¢ chemiczng oraz odpornos¢ na warunki atmosferyczne (2, 6-8, 14].

Spoéréd osmiu przedstawionych kompozycji silikonowych samoprzylep-
nych tasm modyfikowanych rézng ilo$cia montmorylonitu lub kaolinu wszystkie
wykazaly stabilnos¢ kohezyjng w temperaturze pokojowej oraz podwyzszonej. We
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wszystkich przypadkach wzrost zawarto$ci napelniacza krzemowego powoduje
pogorszenie si¢ wlasciwoéci adhezyjnych oraz kleistosci. We wszystkich przypad-
kach odnotowano znaczny wzrost maksymalnej temperatury pracy (tylko w jednym
przypadku ponizej 200°C). Opisane odpornie termiczne jednostronne klejace tasmy
samoprzylepne moga znalez¢ zastosowanie w przemysle samochodowym, maszy-
nowym oraz kosmonautyce. W codziennym zastosowaniu moglyby by¢ stosowane
jako taczniki rur rozprowadzajacych cieple powietrze.
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to$¢ metabolicznie spokrewnionych zwigzkéw siarki” Jej zainteresowania naukowe
obejmuja opracowywanie nowych metody wykrywania i oznaczania zwigzkéow
siarki w probkach biologicznych oraz zastosowanie tych metod do monitorowania
przemian metabolicznych w organizmach, zaréwno w stanach fizjologicznych jak
i patologicznych.
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ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is a method used to deter-
mine inorganic and organic substances in biological samples. Nevertheless, many
analytes cannot be detected using HPLC method, because they do not contain
a necessary chromophoric or fluophoric groups. Derivatization is the solution of
this problem. This process can be defined as a conversion of analyte to correspon-
ding derivative which possesses in its structure a moiety compatible with suitable
detector [1, 2]. Reagent responsible for conversion of analyte to a derivative needs
to meet a lot of requirements. It needs to be selective e.g. to react only with analysed
substances and it should not generate by-products. The derivatization reagent sho-
uld react rapidly, quantitatively, at lowest possible temperature and weakly pH, and
the excess of reagent should be easily removable from reaction medium [1, 3, 5]. The
derivatization can be carried out in pre-column, post-column and on-column mode.
In the pre-column derivatization, analytes are derivatized before injection on HPLC
system, and the reaction products are separated and detected. In the post-column
derivatization, the reaction is performed automatically by adding the derivatization
reagent after separation but before detection. The third method is based on reaction,
which simultaneously proceeds with column separation [2, 3, 5, 6].

The derivatization processes in gas and liquid chromatography are subject
matter among researcher from all over the world. The Polish literature has only
few review articles on derivatization process in liquid chromatography [2, 4, 55].
The present article reviews derivatization techniques used in HPLC. Derivatization
techniques used in gas chromatography are classified due to the chemical nature of
derivatization reagent [3, 56]. Our attention is focused on the analyte and deriva-
tization reagent, which can be react with various functional groups such as amino,
sulfhydryl, hydroxyl or carboxyl groups, occurring in the examined molecules. By
chemically modification compounds into derivatives, they obtain necessary proper-
ties for chromatographic separation and accurate analysis.

Keywords: high performance liquid chromatography, derivatization, chromophoric
group

Stowa Kkluczowe: wysokosprawna chromatografia cieczowa, derywatyzacja, grupa
chromoforowa
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2-CA
2-HAP
2-ME
APDS

AQC

BCPB

BCETS

CMQT
DNFB
DPPH
DTNB
EAHC

EDC

ESI

FLC
FLD
FMOC

Hcey
HPLC

LA
LOD
LOQ
MASC

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

2-cyjanoacetamid (ang. 2-cyanoacetamide)
2-hydroksyacetofenon (ang. 2-hydroxyacetophenone)
2-merkaptoetanol (ang. 2-mercaptoethanol)
karbaminian 3-aminopirydylo-N-hydroksysukcyno-
imidylu (ang. 3-amino-pyridyl-N-hydroxysuccinimi-
dyl carbamate)

karbaminian 6-aminochinolinylo-N-hydroksysukcy-
noimidylu (ang. 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccini-
midyl carbamate)

bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (ang. I-ben-
zyl-2-chloropyridinium bromide)
2-(11H-benzo[a]-karbazol-11-ilo)etylo-4-metyloben-
zenosulfonian (ang. 2-(11H-benzo[a]carbazol-11-yl)-
-ethyl-4-methylbenzenesulfonate)

tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (ang.
2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate)
2,4-dinitrofluorobenzen (ang. 2,4-dinitrofluoroben-
zene)

2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (ang. 2,2-difenylo-1-pi-
crylhydrazyl)

kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy) (ang. 5,5-dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid)

chlorowodorek etoksyaminy (ang. ethoxyamine hydro-
chloride)

chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimidu (ang. I-ethyl-3-(3-dimethylaminopro-
pyl)carbodiimide hydrochloride)

jonizacja poprzez elektrorozpylanie (ang. electrospray
ionization)

fluoreskamina (ang. fluorescamine)

detektor fluorescencyjny (ang. fluorescence detector)
chloromrowczan 9-fluorenylometylu (ang. 9-fluore-
nylmethylchloroformate)

homocysteina (ang. homocysteine)

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high
performance liquid chromatography)

kwas liponowy (ang. lipoic acid)

granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)
granica oznaczalno$ci (ang. limit of quantification)
chlorek 10-metyloakrydyno-2-sulfonylu (ang. 10-methyl-
acridone-2-sulfonyl chloride)
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MS/MS
NAC
NBD-COCI
NBD-F
NDA

NQS
N-Hcy

OPA
TMBB-EDAN

tHey
UV-Vis

tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass
spectrometry)

N-acetylo-L-cysteina (ang. N-acetyl-L-cysteine)
4-(N-chlorometyloformylo-N-metyloamino-7-nitro-
2,1,3-benzoksadiazol (ang. 4-(N-chloroformylmethyl-
N-methylamino)-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole)
4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol (ang. 4-fluoro-
-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole)
naftaleno-2,3-dikarboksyaldehyd (ang. naphthalene-
-2,3-dicarboxaldehyde)

1,2-naftochinono-4-sulfonian sodu (ang. sodium
1,2-naphthoquinone-4-sulfonate)

homocysteina zwigzana z biatkami wigzaniem ami-
dowym (ang. homocysteine bound to protein by an
amide linkage)

o-dialdehyd ftalowy (ang. o-phthaldialdehyde)
1,3,5,7-tetrametylo-8-butyretylenodiaminodifluoro-
boradiaza-s-indacen (ang. 1,3,5,7-tetramethyl-8-butyre-
thylenediaminedifluoroboradiaza-s-indacene)
homocysteina catkowita (ang. total homocysteine)
spektrofotometria UV-Vis (ang. ultra violet visible

spektrophotometry)
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WPROWADZENIE

Wiele substancji bedacych przedmiotem zainteresowania analitykéw wyko-
rzystujacych technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) nie jest
kompatybilnych ze stosowanymi detektorami takimi jak spektrofotometryczny czy
spektrofluorymetryczny, poniewaz w swojej strukturze nie zawierajg aktywnych
grup chromo- lub fluoroforowych. Ponadto niektdre zwigzki obecne w probkach
materialu biologicznego wystepuja na poziomie poréwnywalnym lub wyzszym od
poziomu analitow przez co przeszkadzaja i niekiedy uniemozliwiajg przeprowadze-
nie analizy. W rozwigzaniu takich probleméw moze poméc zastosowanie reakeji
derywatyzacji. Jest to proces polegajacy na przeprowadzeniu analitu w pochodna,
ktéra w swojej strukturze posiada ugrupowanie dobrze rozpoznawane przez okre-
$lone detektory. Wprowadzenie odpowiednich grup funkcyjnych do analitu, wsku-
tek procesu derywatyzacji, moze dodatkowo zmienia¢ wlasciwosci fizykochemiczne
zwiazku takie jak polarno$¢ czasteczki i jednoczesnie jej rozpuszczalnosé. Nadanie
nowych wtasciwosci pozwala zatem na odréznienie analitu od innych substancji
obecnych w prébce i dodatkowo ulatwia a niekiedy wrecz umozliwia rozdzielenie
sktadnikow w mieszaninie [1, 2].

Odczynnik derywatyzujacy wykorzystywany do przeksztalcania analitu
w pochodng winien spelnia¢ wiele kryteriéw. Przede wszystkim powinien by¢
selektywny, tj. reagowac tylko z oznaczang substancja, a stechiometria reakcji oraz
struktura powstajacego w reakcji produktu powinna by¢ dokladnie znana [3].
Reakcja pomiedzy odczynnikiem a analitem powinna zachodzi¢ szybko, ilo§ciowo,
powtarzalnie i najlepiej przebiega¢ w fagodnych warunkach [1, 3]. Z analitem
odczynnik powinien tworzy¢ tylko jedna pochodna, ktérej maksimum absorpcji
byloby przesunigte w stosunku do maksimum odczynnika w kierunku fal dtuzszych
(w przypadku detekcji UV). Dzigki czemu wystepujace zjawisko przesunigcia bato-
chromowego umozliwitoby stosowanie duzych nadmiaréw odczynnika derywaty-
zujacego w stosunku do analitu, skracajac jednoczesnie czas reakeji derywatyzacji
[4]. Niezwykle istotne jest, aby powstajace w czasie reakcji produkty uboczne, nie
wykazywaly absorpcji promieniowania UV czy fluorescencji, ewentualnie maksima
absorpgji tych zwigzkow znaczaco réznily sie. Nadmiar odczynnika, jesli przeszka-
dza w analizie, powinien by¢ tatwo eliminowany ze srodowiska reakeji [1, 3].

Odczynniki derywatyzujace mozna podzieli¢ na cztery grupy [5]: (1) absorbu-
jace $wiatto w zakresie UV-Vis, ktdre w reakcji z analitem wprowadzajg do czasteczki
grupe chromoforows, np. chlorek benzoilu, tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylo-
chinoliniowy (CMQT); (2) odczynniki fluorogeniczne, ktére same nie fluoryzuja,
ale reagujac z okreslonymi zwigzkami przeksztalcajg sie w emitujace $wiatlo czas-
teczki, np. fluoreskamina; (3) odczynniki fluorescencyjne, ktdre posiadaja wysoce
fluorescencyjna grupe aromatyczng (fluorofor) i grupe reaktywna; (4) odczynniki
o wlasciwosciach redoks, wykorzystywane w elektrochemii. Wybdr odpowiedniego
odczynnika derywatyzujacego jest uzalezniony od stosowanego detektora.
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1. TECHNIKI DERYWATYZAC]I

Proces derywatyzacji znany jest od ponad szes¢dziesieciu lat i stosowany nie-
mal w kazdym laboratorium analitycznym. Zarys historyczny i gtéwne kierunki
rozwoju tego procesu wykorzystywanego w polaczeniu z technika HPLC zostaly
przedstawione w Tabeli 1.

Derywatyzacja w polaczeniu z technikg HPLC jest bardzo przydatnym narze-
dziem w nowoczesnym laboratorium analitycznym, poniewaz umozliwia oznacza-
nie zwigzkow, ktore sg trudno wykrywalne nawet przy pomocy zréznicowanych
detektoréw. Zastosowanie derywatyzacji umozliwia znaczne obnizenie warto$ci
granicy wykrywalno$ci (LOD) oraz oznaczalnosci (LOQ), a takze eliminacje inter-
ferencji pochodzacych od sktadnikéw matrycy. Derywatyzacja w HPLC moze by¢
prowadzona w trybie przedkolumnowym (ang. pre-column), pokolumnowym (ang.
post-column) oraz w kolumnie (ang. on-column). Wyzej wymienione techniki rézni-
cuje si¢ w oparciu o ,,miejsce” prowadzenia reakcji derywatyzacji (Rys. 1). W przy-
padku derywatyzacji przedkolumnowej odczynnik dodawany jest do probki przed
jej wprowadzeniem do ukladu HPLC. W derywatyzacji pokolumnowej odczynnik
dodaje sie do strumienia eluatu pomiedzy kolumne a detektor [6]. Z kolei w przy-
padku derywatyzacji w kolumnie do ukladu HPLC wprowadza si¢ mieszanine
odczynnika derywatyzujacego i probki, a reakcja pomiedzy nimi zachodzi w kolum-
nie chromatograficznej w trakcie rozdzielania [2]. We wszystkich trzech sposobach
prowadzenia derywatyzacji, reakcja moze by¢ zakldcona przez wplyw skladni-
kéw matrycy probki. Na wybor sposobu przeprowadzenia derywatyzacji wptywa
zaréwno posiadana aparatura, jak i parametry w ktorych prowadzona jest reakcja
(pH buforu, czas trwania reakcji czy temperatura) [1, 3].

Tabela 1. Kamienie milowe w rozwoju technik derywatyzacyjnych faczonych z chromatografia cieczows,
ktore znalazty zastosowanie w praktyce analitycznej.
Table 1. Milestones in development of field of application of derivatization supported liquid chromatogra-

phy in analytical practice.

Rok Opis Lit.
1957 | Derywatyzacja matych iloéci zwigzkéw karbonylowych. [7]
Derywatyzacja tioli za pomocg izocyjanianu trichloroacetylu w celu uproszczenia interpre-
1966 . (8]
tacji widm NMR.
1973 Zastosowanie reakcji benzoilowania do derywatyzacji hydroksysterydow. Oznaczanie po- [9]

wstalych pochodnych za pomocg chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz.

Zastosowanie 1-benzylo-3-p-tolilotriazenu do derywatyzacji kwasow ttuszczowych w anali-
1973 | zie HPLC z detekcja UV. Potwierdzenie struktur powstatych pochodnych za pomoca spek- | [10]
trometrii mas.

1976 | Pokolumnowa derywatyzacja nonapeptydow. [11]

1977 | Pierwsza opublikowana ksigzka na temat zastosowania derywatyzacji w chromatografii. [12]
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Rok Opis Lit.
1978 | Automatyzacja procesu derywatyzacji przedkolumnowe;. [13]
1995 | Zastosowanie derywatyzacji w kolumnie do oznaczania amin. [14]
2002 | Derywatyzacja na wioknie (SPME) w polaczeniu z uktadem HPLC. [15]
2008 Automatyzacja procesu derywatyzacji chemicznej oraz techniki mikroekstrakeji do fazy sta- [16]

cjonarnej w postaci filmu pokrywajacego wewnetrzng $cianke rurki.
Jednoczesne zastosowanie derywatyzacji in situ oraz mikroekstrakcji poprzez membrane do
2009 fazy cieklei . . . . ‘s [17]
azy cieklej w celu oznaczenia amin w prébkach Zywnosci.
Zastosowanie dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz-ciecz wspomaganej promieniowaniem
2011 | mikrofalowym z wykorzystaniem cieczy jonowych oraz procesu derywatyzacji do oznacza- | [18]
nia sulfonamidéw w wodach rzecznych, miodzie, mleku i osoczu zwierzat.

odczynniki
A) derywatyzacja analiza HPLC
prébka

pompa (faza pompa (odczynnik
ruchoma) derywatyzujacy)

B)

D

derywatyzacja
w petli

pompa (faza ruchoma +
odczynnik derywatyzujacy)

O——— 11} detektor

derywatyzacja w
kolumnie

prébka

Rysunek 1. Schemat ilustrujacy sposoby prowadzenia derywatyzacji: A) przedkolumnowej, B) pokolumno-
wej, C) w kolumnie
Figure 1. The scheme of possible derivatization procedures A) pre-column, B) post-column, C) on-column
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Wiekszo$¢ odczynnikow derywatyzujacych mozna stosowac tylko dla jednego
sposobu prowadzenia derywatyzacji. Jednakze sg i takie, jak na przyklad o-dialde-
hyd ftalowy (OPA), ktéry jest szeroko stosowany zaréwno w derywatyzacji przed-
kolumnowej, jak i w derywatyzacji pokolumnowej i w kolumnie. W tym przypadku
wybdr trybu prowadzonej reakcji uzalezniony jest tylko od dostepnego sprzetu,
badz efektywnosci rozdzielania.

Proces konwersji chemicznej analitow w ich pochodne mozna réwniez pro-
wadzi¢ podczas pobierania probek, w przypadku derywatyzacji in situ. Ten rodzaj
derywatyzacji stosuje sie, aby polepszy¢ wlasciwosci fizykochemiczne analitow,
a takze dezaktywowac¢ ich reaktywne grupy funkcyjne, jak np. grupy tiolowe. Ze
wzgledu na to, iz grupe —SH charakteryzuje duza aktywno$¢ oksydoredukcyjna,
dodanie akrylanu metylu zabezpiecza t¢ grupe w plynach biologicznych. Nalezy
mie¢ jednak na uwadze, ze wydluzenie czasu reakeji derywatyzacji czy tez dodanie
zbyt duzej ilosci odczynnika derywatyzujacego do matrycy, moze spowodowac roz-
cieniczenie probki, a niekiedy nawet powstanie produktéw ubocznych [19].

Ciekawym rozwigzaniem przeksztalcania analitu w pochodne jest pofaczenie
techniki mikroekstakeji do fazy stalej (SPME) z procesem derywatyzacji chemicz-
nej. Konwersje chemiczng analitu na wtoknie mikroekstrakcyjnym mozna prowa-
dzi¢ jednoczesnie z procesem ekstrakeji poprzez umieszczenie wtdkna nasyconego
odczynnikiem derywatyzujacym w roztworze analizowanej probki. Przykltadem
takiej derywatyzacji jest przeprowadzenie w pochodng metyloaminy w probkach
wody [20]. W przypadku konwersji chemicznej analitu prowadzonej po procesie
ekstrakeji, anality najpierw sa adsorbowane na wldknie, a nastepnie derywatyzo-
wane przez zanurzenie tych wldkien w roztworze zawierajagcym odczynnik dery-
watyzujacy. Zaletg derywatyzacji chemicznej na widknie mikroekstrakcyjnym jest
wyeliminowanie duzej ilo$ci rozpuszczalnikéw stosowanych podczas przygotowa-
nia prébki oraz czasochtonnego i pracochtonnego etapu obrdbki probki. Wadg tej
metody jest jednak niska dokladnos¢ i precyzja.

W mysl koncepgji ,,zielonej chemii analitycznej” coraz wigkszy nacisk ktadzie
sie na automatyzacje i miniaturyzacje technik analitycznych. Procesy te sa kluczem
w projektowaniu bardziej ekologicznych procedur derywatyzacyjnych. Konstrukcja
plaskich urzadzen o bardzo malych rozmiarach tzw. chipéw, stanowi alternatywe
dla konwencjonalnych kapilar w elektroforezie, czy tez kolumn w chromatografii.
Glowna cecha tego typu urzadzen jest wysoki poziom automatyzacji procesow,
ktére moga na nim zachodzi¢. Dzigki czemu na jednym urzadzeniu mozliwe jest
pobieranie probki, derywatyzacja, separacja oraz detekcja. Chipy sg powszechnie
stosowane w elektroforezie kapilarnej, a rzadziej w chromatografii cieczowej [21].

»Zielony” charakter derywatyzacji chemicznej w laboratoriach chemicznych
przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2.
Table 2.

Zielona chemia analityczna w derywatyzacji chemiczne;.
Green chemistry in chemical derivatization.

Idea zielonej chemii Rozwiazanie Lit.
redukcja czasu, pracy i energii derywatyzacja w kolumnie [52-54]
automatyzacja czynnosci laboratoryjnych, réwnocze-
sne oznaczanie wielu analitow podczas pojedynczej | derywatyzacja w ukltadzie on-line [23-27]
analizy
jednoczesna derywatyzacja i ekstrakcja derywatyzacja na wtoknie SPME [20]
miniaturyzacja proceséw analitycznych derywatyzacja na chipie [21]

W niniejszej pracy zostang oméwione tylko te techniki derywatyzacji, ktore w
polaczeniu z technikg HPLC przyczynily sie do rozwoju chemii analitycznej. Nie-
stety, w tak krotkim artykule nie jest mozliwe szczegdtowe omowienie wszystkich
sposobow prowadzenia derywatyzacji, dlatego naszg uwage skupiliémy gltéwnie na
technikach derywatyzacji przedkolumnowej, pokolumnowej i w kolumnie wykorzy-
stywanych w chromatografii cieczowej. Gléwne wady i zalety tych technik zostaly
zebrane i przedstawione w Tabeli 3.

Tabela 3. Mocne i stabe strony technik derywatyzacji stosowanych w HPLC
Table 3. The advantages and drawbacks of derivatization techniques used in HPLC
Rodzaj .. Zalety Wady Lit.
derywatyzacji
- mozliwo$¢ stosowania wszystkich | - czasochlonno$é; (1,2,
rodzajow odczynnikéw derywa- | - mozliwo$¢ wystapienia interferen- | 22-40]
tyzujacych, nawet jesli wymagaja ¢ji sygnalu analitycznego pocho-
zastosowania wysokiej tempera- dzacego od zanieczyszczen z pi-
tury lub dlugiego czasu reakc;ji; kami analitow;
mozliwos¢ stosowania odczyn- nieprawidfowy dobdr optymalnych
przedkolumnowa nikéw d.erywatyzuja{cych zgako— warunkow de.rywatyzjacji, valywa
wanych izotopowo, jako uniwer- na pogorszenie wydajnoéci reak-
salnego wzorca wewnetrznego, cji, wystapienie produktéw ubocz-
eliminuje bfedy popelniane na nych, badz degradacje powstajacej
etapie przygotowania probki; pochodnej;
automatyzacja procesu pozwala
zmniejszy¢ czasochtonno$¢ i pra-
cochtonnos¢ procedury




DERYWATYZACJA CHEMICZNA W WYSOKOSPRAWNE] CHROMATOGRAFII CIECZOWE]

781

Rodzaj .. Zalety Wady Lit.
derywatyzacji
wyeliminowanie wieloetapowego aparat pomiarowy wyposazony jest |  [6, 40,
procesu derywatyzacji przedko- w duzg petle reakcyjna, co zmniej- | 41-51]
lumnowej, ktéry moze by¢ zro- sza efektywno$¢ separacji;
dlem mniejszej powtarzalnosci koszty zwigzane z koniecznoscig
wynikow; zakupu  dodatkowej aparatury
pokolumnowa moiliwo%c’ stosowania  kilku -~ pompy dozujacej odczynnik
detektorow; derywatyzujacy;
tworzenie si¢ pochodnych tuz duza ilos¢ zuzywanych
przed ich detekcjg -zniwelowa- odczynnikéw;
nie ryzyka rozkladu pochodnej
podczas  prowadzonej analizy
chromatograficznej;
mozliwos¢ prowadzenia reakcji nieprawidlowy dobér ilosci od- | [52-54]
derywatyzacji podczas rozdziela- czynnika wplywa znaczaco na po-
nia chromatograficznego; gorszenie czulosci metody;
nie wymaga zastosowania do- niekiedy wymaga zastosowania ko-
w kolumnie datkowej aparatury, tak ja'lf ll%mny, kto'réj wypelnienie jest sta-
w  przypadku  derywatyzacji bilne w skrajnych warunkach pH.
pokolumnowej;
- znaczaco upraszcza procedure
analityczng - skraca calkowity
czas analizy.

2. DERYWATYZACJA PRZEDKOLUMNOWA

Derywatyzacja przedkolumnowa wymaga dodatkowych operacji podczas
przygotowania probki do analizy, w konsekwencji czego jest procesem bardziej
czasochlonnym. Oznaczany zwigzek przeksztalcany jest w pochodng przed wpro-
wadzeniem go na kolumne chromatograficzna, co moze wiazaé sie z ryzykiem
destabilizacji probki podczas wykonywanej analizy chromatograficznej, badz wrecz
przeciwnie, zwiekszy¢ jej stabilnos¢ [6]. Jednak, mimo ograniczen derywatyzacja
przedkolumnowa znajduje szerokie zastosowanie w przypadku kiedy przebieg
reakcji wymaga dlugiego czasu, mieszania czy uzycia wysokiej temperatury [1, 3].
Reakcje derywatyzacji prowadzone sa poprzez przylaczenie odczynnika derywaty-
zujacego w wyniku jego reakeji z réznymi grupami funkcyjnymi: aminows, sulfhy-
drylowg, hydroksylowa czy karboksylowa, wystepujacymi w badanych czasteczkach.

2.1. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE AMINOWA

Do derywatyzacji amin biogennych zawartych w winie ryzowym Cai wraz
z grupa badaczy [22] wykorzystali chlorek d -10-metyloakrydono-2-sulfonylu
(d,-MASC) oraz chlorek d,-10-metyloakrydono-2-sulfonylu (d,-MASC). Zasto-
sowanie tej pary odczynnikéw derywatyzujgcych znakowanych izotopowo, ktdra



782 A. KAMINSKA, M.J. KRAWCZYK, G. CHWATKO

petnila role uniwersalnego wzorca wewnetrznego, pozwolilo zniwelowaé bledy
popelniane na etapie przygotowania probki, a takze pozytywnie wplynelo na skro-
cenie czasu analizy chromatograficznej. Przebieg reakcji derywatyzacji ilustruje
Schemat 1.

e N
N N
+ HN—R H
/G /N—R
I o7 ol
(e} (e} (e} O
X=H dO-MASC
X=D d,MASC
Schemat 1
Scheme 1

Do oznaczania aminokwaséw w probkach osocza czlowieka procedure dery-
watyzacji przedkolumnowej poddano automatyzacji, co niewatpliwie pozytywnie
wplynelo na jej precyzje i powtarzalnos¢ oraz zwigkszenie ilo$ci probek, ktdre moga
by¢ jednoczes$nie analizowane w krotszym czasie [23]. Anality przeprowadzano
w pochodne, stosujac 3-aminopyridylo-N-hydroksysukcynoimid (APDS) jako
odczynnik derywatyzujacy (Schemat 2).

H /O
N 0 H H
| lo + HN—C—COOH — || \||/ Y
N o FL NP 0 R

APDS

Schemat 2
Scheme 2

Automatyczng procedure derywatyzacji wykorzystano réwniez do oznaczenia
zawarto$ci aminokwasow pierwszo- i drugorzedowych [24]. Do oznaczenia ami-
nokwasow pierwszorzedowych jako odczynnik derywatyzujacy zastosowano OPA
w obecnosci 2-merkaptoetanolu (2-ME). Natomiast do derywatyzacji przedkolum-
nowej aminokwaséw drugorzedowych wykorzystano chloromréwczan 9-fluore-
nylometylu (FMOC). Réwnania reakcji z udzialem powyzszych odczynnikow ilu-
struja odpowiednio Schematy 3 i 4. Automatyzacja procedury derywatyzacji, niskie
zuzycie rozpuszczalnikow oraz krotki czas analizy (< 19 min), skutkowaly znaczaca
liczbg analiz o wysokiej przepustowosci. Ograniczeniem stosowania OPA i FMOC
byla ich niestabilno$¢ w temperaturze pokojowej. W swojej pracy Ezquer-Garin
i in. wykazali, ze OPA w temperaturze otoczenia jest trwaly tylko przez co najmniej
4 godziny [25]. OPA i FMOC przechowywane w temperaturze okofo 5°C nadawaty
sie do uzytku tylko przez 7 dni.
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COH
HS—R
@i M ——— ~ N—R
COH =

OPA
Schemat 3
Scheme 3
. RR'-NH o' .
+ lub — lub
R-NH,
Q 0
% I
FMOC )\ NRR' NHR
cl o o
(0]
Schemat 4
Scheme 4

OPA zastosowano réwniez do oznaczenia amikacyny - antybiotyku nalezacego
do grupy aminoglikozydéw. W odréznieniu od metody opisanej przez Buha i in.
[24] odczynnikiem sprzegajacym w reakcji derywatyzacji z OPA byla N-acetylo-
-L-cysteina (NAC) (Schemat 3) [25]. Wyniki badan wykazaly, Ze wzrost stezenia
NAC zwigkszal stabilno$¢ powstajacej pochodnej fluorescencyjnej, hamujac kine-
tyke reakcji jej rozpadu i jednoczesnie spowalniajac kinetyke reakcji tworzenia.
Konsekwencjg tego bylo wydtuzenie czasu potrzebnego do uzyskania maksymalne;j
wydajnosci reakgji.

CN
COH
—
+ H2N—R + CN- _— N—R
-
COH

NDA

Schemat 5
Scheme 5

W roku 2016, aby oznaczy¢ $ladowe iloéci amin alifatycznych reakcje dery-
watyzacji prowadzono z naftaleno-2,3-dikarboksyaldehydem (NDA) w obecnosci
jonu cyjankowego (Schemat 5) [26]. Podczas opracowania procedury derywatyza-
cji bardzo wazny byt dobdér odpowiedniej ilosci NDA, poniewaz jego zbyt wyso-
kie stezenie sprzyjalo powstawaniu produktéw ubocznych. Stosowany odczynnik
derywatyzujacy charakteryzowal si¢ wysoka trwaloscig. Mogl by¢ przechowywany
w lodéwece przez kilka tygodni w postaci roztworu w brazowej butelce, owinietej
folig aluminiowa. Jedynym ograniczeniem stosowania NDA jest jego cena, ponie-
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waz jest to jeden z drozszych odczynnikéw wykorzystywanych w derywatyzacji
przedkolumnowe;j.

Innym odczynnikiem derywatyzujacym wykorzystywanym do przeksztal-
cenia zwigzkéw, zawierajacych grupy aminowe pierwszorzedowe i drugorzedowe
w pochodng fluoryzujaca byl wysoce reaktywny 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksa-
diazol (NBD-F) (Schemat 6). NBD-F zostal zastosowany do oznaczenia proliny w
miodzie [27]. W wyniku reakcji derywatyzacji tworzace si¢ pochodne byly stabilne
przez co najmniej 24 godziny w temperaturze pokojowej. Ograniczeniem procesu
derywatyzacji byt dobdr odpowiedniej masy probek miodu. Poniewaz w przypadku
ciezszych nawazek, NBD-F nie mdgl w pelni reagowa¢ z oznaczanym analitem, co
byto prawdopodobnie spowodowane faktem, iz podobnie jak prolina, réwniez inne
zwiazki mogly reagowac¢ z NBD-E.

F )\
\ R HN COOH
— '\
o + H2N+COOH —_— N
~ / — '\
N H O
~ /
NO,
NO,
NBD-F
Schemat 6
Scheme 6

Derywatyzacje przedkolumnowsa zastosowano réwniez do oznaczenia lena-
lidomidu (LND), ktérego stezenie monitorowano w osoczu czlowieka [28]. Kon-
wersje analitu (Schemat 7) z utworzeniem wysoce fluorescencyjnej pochodnej pro-
wadzono z fluoreskaming (FLC). FLC po rozpuszczeniu w acetonitrylu mogta by¢
przechowywana w temperaturze —-20°C w ciggu 7 dni bez dost¢pu $wiatla.

0 NH,
NH
(6] N
O
LND

Schemat 7
Scheme 7
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Odczynnikiem derywatyzujacym, ktdéry zastosowano do oznaczania amino-
kwasow w osoczu krwi pacjentéw bedacych w ostrych stanach chorobowych byt
karbaminian 6-aminochinolinylo-N-hydroksysukcynoimidylu (AQC) (Schemat 8)
[29]. Zalet tego odczynnika byt fakt, ze tworzace si¢ pochodne mogly by¢ ozna-
czane z wykorzystaniem detektora UV-Vis oraz detektora FLD. Wybér podwdéjne;j
detekcji podyktowany byt ograniczeniami opracowanej metody. Znaczng ilos¢
oznaczen wykonano za pomoca detektora UV-Vis. Poniewaz niektére zderywaty-
zowane aminokwasy, z uwagi na ich zbyt niskie st¢zenie, byly stabo widoczne na
chromatogramie detektora FLD.

H H
|!| le) 7 = l!l X H O\ //O
N
= | \|]/ N , RRANH_ | \ﬂ/ . N
~ lo) Y lub NS (0]
N o RNH_ N o}
AQC

X=N-RR'lub NH-R

Schemat 8
Scheme 8

Uniwersalnym i niedrogim odczynnikiem wykorzystywanym w derywatyzacji
przedkolumnowej aminokwaséw pierwszo- i drugorzedowych jest takze 2,4-dini-
trofluorobenzen (DNFB) (Schemat 9) [30]. Zaleta tego odczynnika derywatyzuja-
cego byla wysoka stabilno$¢ tworzacych sie pochodnych aminokwaséw w tempe-
raturze pokojowej. Natomiast ograniczeniem procedury derywatyzacji byl dobor
odpowiedniej ilosci DNFB, poniewaz nadmiar tego odczynnika derywatyzujacego
powodowal sygnat analityczny, ktory interferowal z sygnalem analitu.

Fﬁ Ff
F NO, + H_Cl:_NH —> HC—HN NO, + HF
COOH COOH
O,N O,N
DNFB
Schemat 9
Scheme 9

2.2. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE SULFHYDRYLOWA

W 2014 roku do derywatyzacji kwasu 3-merkaptopropionowego zastosowano
monobromobiman (MBBr) (Schemat 10) [31]. Wybor tego odczynnika derywatyzu-
jacego podyktowany byl wysoka wydajnoscia i stabilno$cig tworzacej sie pochodne;
fluorescencyjnej. Dzigki temu probki mogly by¢ przechowywane w temperaturze
4°C, przez co najmniej jeden rok przy zaledwie okoto 3-5% straty analitu.
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CHs CH, CH3
_
ONF 0=\ L N 0
Br S
CHg CH, CH,4
MBBr
Schemat 10
Scheme 10

Samara wraz z grupg badaczy derywatyzacje endogennych tioli (Schemat 11)
prowadzili z uzyciem propiolanu metylu (MP) [32]. Jak podkreslajg autorzy dobér
optymalnych warunkéw do reakcji derywatyzacji zapewnil odpowiednig czulosé
metody oraz wyeliminowal powstanie produktéw ubocznych.

(e}
PN I
HC CH H
S 07 % + HS—R —> R_ /C\vlk ~CH,
S (@)
MP
Schemat 11
Scheme 11

Proces konwersji chemicznej analitu wykorzystano takze do oznaczenia kwasu
liponowego (LA) w moczu oraz suplementach diety [33]. Reakcje derywatyzacji
poprzedzono etapem redukcji wigzania disiarczkowego, w celu przeksztalcenia LA
do kwasu dihydroliponowego (DHLA). Zredukowana forma LA byta nastepnie
przeprowadzana w pochodng za pomocg bromku 1-benzylo-2-chloropirydynio-
wego (BCPB) (Schemat 12). W odréznieniu do innych odczynnikéw derywatyzuja-
cych, BCPB z DHLA reagowal bardzo szybko w temperaturze pokojowej i z dobra
wydajnoscia.
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OH
O~_ _OH O 0"
= xn
redukcja N |
. + 2 N Cl N+/ B
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SH Br
S
/
J SH NN
LA DHLA —
Br
Schemat 12
Scheme 12

2.3. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE HYDROKSYLOWA

Przykladem analitu zawierajacego w swojej czasteczce grupe -OH jest euge-
nol. Do derywatyzacji tego zwigzku zastosowano dwa odczynniki derywaty-
zujace. Jak wynika z danych literaturowych, metoda analityczna oznaczania
eugenolu z wykorzystaniem 4-(N-chlorometyloformylometylo-N-amino-7-nitro-
2,1,3-benzoksadiazolu (NBD-COCI) (Schemat 13) [34] charakteryzowala sie
6,7-krotnie wyzszg czulo$cia w poréwnaniu do tej, w ktorej derywatyzacje pro-
wadzono z 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu (NBD-F) (Schemat 14) [35].
Reakcja derywatyzacji eugenolu z NBD-COCI zachodzita w bardzo krétkim czasie
w temperaturze pokojowej. Dzieki temu etap przygotowania probek do analizy nie
byt czasochtonny, a opracowana metoda oznaczania eugenolu w oleju gozdzikowym
moze by¢ z powodzeniem stosowana do rutynowych analiz.

NO, NO,
N srodowisko /N\
- \O + R-OH zasadowe 0
—_—
R N
|
cl o N
N ~
0 o)
NBD-COCI
Schemat 13

Scheme 13
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R
F
N srodowisko N
— N zasadowe PN
o + ROH ——>
~ 7/ ~ /
N N
NO, NO,
NBD-F
Schemat 14
Scheme 14

2.4. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE KARBOKSYLOWA

Derywatyzacja przedkolumnowa zastosowana zostala rowniez do oznacza-
nia fitohormonéw - zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze grupe karbok-
sylowa [36]. Odczynnikiem, ktéry wykorzystywano do przeksztalcenia analitow
w pochodne fluoryzujace byl 2-(11H-benzo[a]-karbazol-11-ilo)etylo-4-metyloben-
zenosulfonian (BCETS). Reakcje (Schemat 15) prowadzono w obecnosci wspoét-
rozpuszczalnika N,N-dimetyloformamidu i katalizatora K,CO,, aby zwigkszy¢ jej
wydajnos¢ i selektywno$¢, poprawi¢ czutosé detekeji oraz zapobiec wytrgcaniu sie
produktéw ubocznych.

Schemat 15
Scheme 15

Grupe innych fitohormondw, ktéra stanowilo 8 giberelin oznaczono réwniez
w pomidorach i gruszkach [37]. W tym celu derywatyzacje przedkolumnowa prowa-
dzono z1,3,5,7-tetrametylo-8-butyretylenodiaminodifluoroboradiaza-s-indacenem
(TMBB-EDAN) w obecnosci chlorowodorku 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimidu (EDC) i pirydyny (Schemat 16). Autorzy w swojej pracy podkreslili,
ze TMBB-EDAN reagowal selektywnie z grupa karboksylowa tylko w tagodnych
warunkach, co wplynelo na wydluzenie czasu reakeji derywatyzacji.
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pirydyna

RCOOH E0C

TMBB-EDAN

Schemat 16
Scheme 16

2.5. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE ALDEHYDOWA

W roku 2015 opracowano metod¢ oznaczania formaldehydu w prébkach piwa
[38]. Do reakcji derywatyzacji zastosowano chlorowodorek etoksyaminy (EAHC),
ktorego pochodne byly stabilne tylko przez 2 dni. Procedura przeksztalcenia analitu
w pochodna byta relatywnie szybka i przebiegata w fagodnych warunkach.

I o
CH,CH,OH,N -HCI + HCH C|:H2 +  HCI HCH + HCl + H,0
NHOCH,CH, NOGH,CH,
EAHC
Schemat 17
Scheme 17

2.6. INNE SPOSOBY DERYWATYZAC]JI ANALITU

W celu okre$lenia zawartosci 2-cyjanoacetamidu (2-CA) w probkach farma-
ceutycznych, optymalizacji poddano dwie procedury przeprowadzania analitu
w pochodng fluoryzujacg — derywatyzacje przed- i pokolumnowa [39]. Reakcje
wykonywano stosujac jako odczynnik derywatyzujacy 2-hydroksyacetofenon
(2-HAP) (Schemat 18). Dousa i in. wykazali, ze metoda oznaczania 2-cyjanoaceta-
midu oparta na derywatyzacji przedkolumnowej charakteryzowata si¢ wyzsza czu-
toscig w poréwnaniu do metody z zastosowaniem derywatyzacji pokolumnowej, ale
nieco mniejszg precyzja i doktadnoscia. Autorzy podkreslali, ze ograniczeniem pro-
cedury derywatyzacji przedkolumnowej byta bardzo wysoka temperatura, ktéra nie
mogta by¢ przekroczona, poniewaz dochodzilo wéwczas do degradacji powstajacej
pochodnej. Z kolei duzy nadmiar odczynnika derywatyzujacego powodowal spadek
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intensywnosci fluorescencji, dlatego tez bardzo wazne byto dobranie odpowiedniej
objetosci 2-HAP do reakcji derywatyzacji, w wyniku ktorej tworzace si¢ pochodne
byty stabilne przez okoto 24 godziny.

OH
(0]
C -
4 _>:o 0
+ > 0) S
H,N
NH

2-HAP

Schemat 18
Scheme 18

W ostatnich latach opracowano metode oznaczania tiosiarczanéw w moczu
czlowieka z wykorzystaniem tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego
(CMQT). Odczynnik ten byl réwniez szeroko stosowany do oznaczania egzo-
i endogennych tioli w probkach biologicznych [4]. Ze wzgledu na to, iz reakeji
CMQT z tiosiarczanami towarzyszy silne przesunigcie batochromowe, mozliwe byto
zastosowanie duzych nadmiaréw odczynnika derywatyzujacego wzgledem analitu,
co rowniez wplynelo na skrécenie czasu reakeji derywatyzacji [40].

N - =2. N . _ -
+ 8,07+ H,0 pH=2-8 + SOZ + oH + o+ BF,
- .
MCRN s

CH B CH,

Schemat 19
Scheme 19

W Tabeli 4 zebrano informacje dotyczace prezentowanych w pracy zwiazkow,
ktdre oznaczane sg z zastosowaniem derywatyzacji przedkolumnowej.
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3. DERYWATYZACJA POKOLUMNOWA

Derywatyzacja pokolumnowa posiada wiele zalet oraz wad (Tab. 3). Do jej nie-
watpliwych atutéw mozna zaliczy¢ skrdocenie czasu przygotowania probki, ponie-
waz odczynnik derywatyzujacy wprowadzany jest do uktadu. Zostaje zatem wyeli-
minowany wieloetapowy proces derywatyzacji przedkolumnowej, ktory moze by¢
zrodtem zmniejszonej powtarzalnosci uzyskiwanych wynikéw. Kolejna zaletg jest
tworzenie si¢ pochodnych tuz przed ich detekcja, co utatwia prace z analitami, ktdre
tworza malo stabilne pochodne. Mocng strong tej metody jest takze mozliwos¢ sto-
sowania kilku detektordw, ktore wykorzystywane sg do oznaczania zaréwno powsta-
tych po reakeji pochodnych, jak i zwigzkéw przed derywatyzacja. Niestety, jak kazda
procedura analityczna, réwniez derywatyzacja pokolumnowa posiada swoje wady.
Najwigkszym minusem jest koniecznos¢ czestego stosowania dtugich petli reakeyj-
nych, co wplywa niekorzystnie na efektywnos¢ rozdzielania. Dodatkowo ten rodzaj
derywatyzacji wigze si¢ z wigkszymi kosztami zakupu sprzetu, poniewaz konieczne
jest wyposazenie chromatografu w dodatkowa pompe dozujacg odczynnik derywa-
tyzujacy. Zastosowanie derywatyzacji pokolumnowej wiaze si¢ rowniez z zuzyciem
wigkszych ilosci odczynnika derywatyzujacego. Odczynnik ten, z uwagi na szybko$¢
przeptywu analitu z kolumny do detektora, musi charakteryzowac¢ sie wysoka reak-
tywnoscia [6].

3.1. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE AMINOWA

Do oznaczania amin biogennych technika HPLC najczesciej stosuje si¢ jako
odczynnik derywatyzujacy OPA, ktory reaguje z grupa aminowg analitu w obecnosci
grup sulfhydrylowych (Schemat 3) [41-45]. W $wietle derywatyzacji pokolumno-
wej odczynnik ten charakteryzuje sie szybka kinetyka reakcji w temperaturze poko-
jowej, a takze tworzeniem wysoce fluorescencyjnej pochodnej. Co jest wazne, odpo-
wiedni dobér czynnika nukleofilowego np. 2-ME, jak rowniez ograniczony dostep
$wiatla zapobiegaja degradacji odczynnika derywatyzujacego. Natomiast dodanie
srodka powierzchniowo czynnego (np. Brij 35) znacznie poprawia stabilnos¢ two-
rzacych sie pochodnych. Innym odczynnikiem derywatyzujgcym, ktory reaguje ze
zwigzkami zawierajacymi grupe aminowsg jest 1,2-naftochinono-4-sulfonian sodu
(NQS) [46]. W przeciwienstwie do OPA jest jednym z rzadziej stosowanych odczyn-
nikéw, mimo, iz cechuje si¢ niskimi kosztami. NQS reaguje z grupami aminowymi
w roztworze alkalicznym tworzac pochodna fluorescencyjng. Ze wzgledu na ten fakt
odczynnik derywatyzujacy rozpuszczano w fazie ruchomej, a dopiero eluat mieszal
sie z NaOH w petli reakcyjnej. NQS zostat zastosowany do derywatyzacji pokolum-
nowej streptomycyny wystepujacej w ogorku i kapuscie pekinskiej.
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3.2. DERYWATYZACJA Z WYKORZYSTANIEM NANOCZASTEK

Proces derywatyzacji pokolumnowej mozna réwniez prowadzi¢ z zastosowa-
niem nanoczgstek tlenku terbu (Tb,0_NPs) jako odczynnika derywatyzujacego do
oznaczania pozostalo$ci antybiotykow chinolonowych w prébkach mleka [47]. Etap
derywatyzacji opieral si¢ na tworzeniu luminescencyjnych chelatéw chinolonéw
z Tb,O,NPs. Derywatyzacje pokolumnowg prowadzono réwniez z wykorzystaniem
nanoczastek ztota (AuNPs) pokrytych niejonowym surfaktantem - Zonylem. Indu-
kowana przez analit agregacja AuNPs mierzona byla kolorymetrycznie. Zaletg takiej
reakcji jest niezwykle szybka kinetyka agregacji nanoczastek oraz wysoka selektyw-
no$¢ wigzania si¢ z homocysteing [48].

3.3. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE SULFHYDRYLOWA

Derywatyzacje zwiazkow zawierajacych w swojej czasteczce nukleofilowa
grupe —SH w obecnosci odpowiedniej aminy pierwszorzedowej w srodowisku zasa-
dowym prowadzono z uzyciem OPA [49]. Jony amonowe niezbedne do utworzenia
wysoce fluorescencyjnej pochodnej rozpuszczone byly w fazie ruchomej. Innym
odczynnikiem derywatyzujacym, ktory zastosowano do derywatyzacji zwigzkow
tiolowych byl odczynnik Ellmana (kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy)) (DTNB)
[50]. Reakcje derywatyzacji biotioli z DTNB prowadzono w obecnos$ci metylo--
cyklodekstryny. Dodanie tego zwigzku cyklicznego do odczynnika derywatyzuja-
cego ulatwialo jego reakcje z tiolami. Ozyiirek wraz z wspot. zaobserwowali rowniez,
ze DTNB uprzednio rozpuszczony w roztworze metylo-f-cyklodekstryny zwiekszat
stabilnos¢ tworzacych si¢ pochodnych.

3.4. INNE SPOSOBY DERYWATYZAC]I ANALITU

Jak opisano wcze$niej w podrozdziale 2.6, odczynnik derywatyzujacy 2-HAP
moze by¢ stosowany do derywatyzacji 2-cyjanoacetamidu zaréwno w reakcji pro-
wadzonej przedkolumnowo, jak i pokolumnowo (Schemat 18) [40]. Autorzy wyka-
zali, ze w przeciwienstwie do metody opartej na derywatyzacji przedkolumnowej,
metoda wykorzystujaca derywatyzacje pokolumnowg charakteryzowata si¢ wyzsza
precyzja i dokladnoscig. W 2015 r. opublikowano prace, w ktorej derywatyzacje
pokolumnowg z 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylem (DPPH) wykorzystano do ozna-
czania szeregu homologicznego skondensowanych polifenoli w niepalonych ziar-
nach kakaowca [51]. Niewatpliwie zaleta tego odczynnika derywatyzujacego jest
fakt, iz umozliwia oznaczanie polifenoli, a takze okreslenie zdolnos$ci przeciwutle-
niajacej wydzielonych skondensowanych polifenoli.

Zestawienie omawianych metod oznaczania wybranych zwigzkow z zastosowa-
niem derywatyzacji pokolumnowej przedstawiono w Tabeli 5.
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4. DERYWATYZACJA W KOLUMNIE

Spoéréd trzech rodzajow prowadzenia reakcji derywatyzacji ta w kolumnie
jest najrzadziej stosowana. W polaczeniu z technikg HPLC umozliwia prowadzenie
szybkich i prostych analiz z uzyskaniem waskich i ostrych pikéw w poréwnaniu do
analiz z wykorzystaniem derywatyzacji pokolumnowej [1].

Na przestrzeni lat 2010-2016 zostaly opublikowane 3 artykuly, dotyczace
zastosowania derywatyzacji chemicznej biegnacej w kolumnie chromatograficznej
(Tab. 6).

Tabela 6. Wybrane przyklady metod wykorzystujacych derywatyzacje w kolumnie

Table 6. The selected methods using on-column derivatization
. Odczynnik . A A, LOD LOQ .
Analit derywatyzujacy Matryca Detekcja (nm] [umol/l] [umol/l] Lit.
zred. Hey b.d. 0,025
mocz , (52]
tHey b.d. 0,025*
tiolakton bd. 0,02°
Hey mocz
tHey OPA FLD 370/480 bd. 0,25 (53]
tHey b.d. 0,25"
osocze
N-Hcy b.d. 0,25°
tHcy wino 0,05" 0,1° [54]

* Obliczone dla roztworéw standardowych.
b.d. - brak danych.

Opisane analizy prowadzono technikg HPLC z detekcjg FLD [52-54]. Odczyn-
nikiem, ktéry wykorzystywano do przeksztalcania badanych analitéw w pochodna
fluoryzujaca byt OPA (Schemat 20). Opracowane metody pozwolily na oznaczanie:
formy zredukowanej (Hcy) i catkowitej homocysteiny (tHcy) w moczu cztowieka
[52]; tiolaktonu homocysteiny, homocysteiny zwigzanej z proteinami wigzaniem
amidowym (N-Hcy) oraz tHcy w osoczu i moczu czlowieka [53]; jak réwniez tHcy
w winie [54]. Do fazy ruchomej dodawano OPA oraz 0,1 M NaOH, w konsekwen-
cji czego pH fazy bylo silnie zasadowe. Wykonanie analizy o wysokiej wydajnosci
w drastycznych warunkach umozliwilo zastosowanie kolumny PRP-1 Hamilton
C18. Z uwagi na jej stabilno$¢ w zakresie pH 1-13, reakcja derywatyzacji mogta by¢
prowadzona przy wysokich wartoéciach pH (8-13). Dzieki temu nie dochodzito do
degradacji wypelnienia kolumny i utraty jej sprawnosci.
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HN CHO COOH

Schemat 20
Scheme 20

Derywatyzacja w kolumnie uproscita procedure, umozliwiajgc tym samym bez-
posrednie oznaczenie hydrolizatéw bialek osocza [54], co znaczaco przyspieszyto
réwniez oznaczenie formy N-Hcy. Dodatkowo pozwolila ona obnizy¢ wartosci LOD
tHcy w moczu, w poréwnaniu do wczesniej opisanej metody [53]. Przedstawione
powyzej metody oparte na derywatyzacji w kolumnie z OPA, przede wszystkim eli-
minujg ograniczenia derywatyzacji pokolumnowej. Skracaja catkowity czas analizy
oraz pozwalaja uzyskac¢ waskie piki chromatograficzne.

PODSUMOWANIE

Koncepcja zielonej chemii propaguje dzialania zmierzajace do wyeliminowa-
nia, badz ograniczenia stosowania procesu derywatyzacji. Dostepne sa procedury
analityczne stosowane do rozdzielania analitdw bez ich uprzedniego przeprowa-
dzenia w pochodne. Jednakze cze¢sto sg one bardzo pracochtonne, bagdz wymagajg
specjalistycznej aparatury. Dlatego tez alternatywa wobec tych ograniczen staje
sie proces derywatyzacji, ktéry przede wszystkim zwigksza selektywnos$¢ i czu-
to$¢ oznaczen. Poprzez wprowadzenie odpowiednich grup funkcyjnych, poprawia
wlasciwosci separacyjne analizowanych zwigzkéw oraz umozliwia ich detekcje.
Przeprowadzenie analitu w pochodng z wykorzystaniem powszechnie dostepnych
odczynnikow derywatyzujacych mozna tatwo zautomatyzowaé, zmniejszajac ilosé
etapOw przygotowania probki i tym samym poprawi¢ powtarzalno$¢ uzyskiwanych
wynikéw. Liczne zalety oraz szeroka gama odczynnikéw derywatyzujacych warun-
kuja nieustanny rozwoj technik derywatyzacji i opracowywanie nowych procedur
oznaczania.
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ABSTRACT

Covalent attachment of a thermoresponsive polymer to solid support leads to
layers exhibiting temperature-dependent properties. Below the cloud point tempe-
rature (T_,) of the thermoresponsive polymer the layer is hydrophilic - it is hydra-
ted and polymer chains adopt an expanded conformation. Above T, the polymer
chains collapse due to dehydration and the surface becomes hydrophobic. This is
a reversible process, lowering the temperature cause hydration and swelling of the
layer. Such thermoresponsive layers can be obtained via reactions of entities present
on the surface (e.g. functional groups, radicals etc.) with complementary functiona-
lities in the polymer chains (grafting to) or with monomer subjected to polymeri-
zation (grafting from). Thermoresponsive layers may be used in many biomedical
applications such as separation of molecules or cell sheet engineering.

In this work, well-defined thermoresponsive (co)polymers of glycidol and ethyl
glycidyl carbamate (mPGl), 2-ethyl and 2-nonyl-2-oxazoline (PENOx) as well as
homopolymers of 2-isopropyl-2-oxazoline (PIPOx) were grafted to functionali-
zed glass and silica substrates with the aim to obtain thermoresponsive layers for
potential application in cell sheet engineering. Presence of polymers covalently
bonded to substrates was confirmed by FT-IR and XPS studies. The polymer lay-
ers were 5-50 nm thick, depending on the molar mass and polymer concentration.
Microscopic techniques indicated a smooth surface of mPGl layers, slightly rough
texture of PENOX layers and fibrille-like fibers surface of PIPOx layers. Ellipsome-
try and contact angle studies revealed the response of layers to temperature chan-
ges. Biocompatibility of layers with dermal fibroblasts was confirmed by toxicity
tests. Thermoresponsive surfaces were employed as substrates for skin cell culture
and harvesting. Fibroblasts adhesion and proliferation on investigated surfaces was
comparable with control sample. A confluent cell sheet was formed after 24 hours
of culture. The influence of surface properties on cell adhesion and proliferation
was examined. Detachment of cells from surfaces was controlled by variation of the
temperature. An intact monolayer of cultured dermal fibroblasts was detached. No
mechanical or enzymatic methods were required to harvest the cell sheets. Skin cell
sheets, detached from thermoresponsive polymer layers may be applied in the cell
sheet engineering that is highly desirable in tissue regeneration.

Keywords: thermoresponsive polymer surfaces, biomaterials, cell sheet engineering,
intelligent polymers

Stowa kluczowe: termowrazliwe powierzchnie polimerowe, biomaterialy, inzynieria
warstw komorkowych, inteligentne polimery
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach duze zainteresowanie wzbudzaja polimery wrazliwe na
bodzce srodowiska, tak zwane polimery inteligentne. Wsrdd nich szczegdlnie inte-
resujgcg grupe stanowia polimery termowrazliwe, poniewaz ich wlasciwosci fizyko-
chemiczne mogg by¢ kontrolowane jedynie poprzez zmiany temperatury.

Termowrazliwe polimery rozpuszczone w wodzie wraz ze wzrostem tempera-
tury przestajg si¢ rozpuszczac i ulegajg wytraceniu. Obserwowana separacja fazowa
miedzy termowrazliwym polimerem a rozpuszczalnikiem jest odwracalna - po
obnizeniu temperatury polimer powraca do stanu poczatkowego. Temperatura,
w ktdrej nastepuje separacja fazowa okreslana jest jako punkt zmetnienia (ang. the
cloud point temperature, T,). Zaobserwowano, ze T, polimeréw termowrazliwych
jest zalezne od ich stezenia. Na wykresie przedstawiajagcym zaleznos¢ temperatury
od stezenia polimeru, najnizsza temperatura, w ktdrej nastepuje separacja fazowa
miedzy polimerem a rozpuszczalnikiem, okreslona jako dolna krytyczna tempe-
ratura rozpuszczania (ang. the lower critical solution temperature, LCST) stanowi
minimum krzywej [1].

Termowrazliwy polimer naniesiony na podloze stale tworzy warstwe, ktorej
wlasciwosci fizykochemiczne takie jak zwilzalnos$¢ i grubos¢ mozna kontrolowa¢
wykorzystujac zmiany temperatury otoczenia [2]. Takie warstwy umieszczone
w wodzie o temperaturze ponizej T, polimeru peczniejg i wykazujg whasciwosci
hydrofilowe. Zmiana konformacji tancuchéw na podtozu, spowodowana podwyz-
szeniem temperatury, prowadzi do odwracalnej dehydratacji tancuchéw i ich kur-
czenia sie, warstwa polimerowa staje si¢ hydrofobowa, zmniejsza swojg zwilzalnos¢
i przylega do podloza (Rys. 1).

T = Tep polimeru T =Tep polimeru

Rysunek 1. Pecznienie i kurczenie faicuchéw polimerowych na podfozu indukowane zmianami temperatury
Figure 1. Swelling and shrinking of polymer chains on the surface induced by temperature changes

Szczegdlne zainteresowanie wzbudzajg stabilne warstwy polimerowe przycze-
pione do podioza za pomocy wigzan kowalencyjnych. Moga by¢ one otrzymane na
drodze polimeryzacji monomeru inicjowanej grupg funkcyjng, ktora znajduje sie na
podlozu (tak zwana metoda ,,szczepienia 0d”) lub poprzez immobilizacje na pod-
tfozu wczesniej zsyntetyzowanych fancuchéw polimerowych (metoda ,szczepienia
do”). W zaleznosci od metody, mozliwe jest otrzymanie warstw o grubosci od nano-
do mikrometréw, o okreslonej gestosci szczepienia.

Termowrazliwe, biokompatybilne warstwy polimerowe moga by¢ wykorzystane
wmedycynieibiotechnologii, na przyklad jako elementy bioreaktoréw. Od 1990 roku
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termowrazliwe warstwy polimerowe na podtozach statych badane sa jako rusztowania
do hodowli komérkowych i bezinwazyjnego odczepiania komoérek w postaci arku-
sza [3]. Do otrzymania takich powierzchni wykorzystano dotychczas tylko poli(N-
-izopropyloakrylamid) (PNIPAM) i jego pochodne [4, 5]. Warstwy PNIPAM uzy-
skano gléwnie poprzez radiacyjne szczepienie tego polimeru na powierzchniach
modyfikowanego polistyrenu.

Hodowla komoérkowa na termoczulych warstwach polimerowych prowadzona
jest powyzej temperatury przejscia fazowego polimeru, kiedy podioze jest hydro-
fobowe. Komorki ulegaja wtedy adhezji, dzielg si¢ i namnazaja tworzac integralng
monowarstwe spojona przez tak zwana macierz zewnatrzkomoérkows, wypetniajaca
przestrzen miedzy komorkami. Obnizenie temperatury ponizej T, dzigki zmianie
charakteru warstwy na hydrofilowy, prowadzi do odczepienia komoérek w postaci
arkusza. Zbedne jest stosowanie mechanicznych czy enzymatycznych technik
oddzielania komoérek od podloza i pozwala unikng¢ uszkodzenia wyhodowanego
arkusza. Arkusze komodrek wyhodowane na termowrazliwym podlozu mogg zna-
lez¢ zastosowanie w hodowli tkanek koniecznych w terapii narzadow.

Niniejszy artykul oparty jest na wyréznionej pracy doktorskiej, w ktorej otrzy-
mano i badano wlasciwosci termowrazliwych warstw (ko)polimeréw glicydolu
i oksazolin na szklanych i krzemowych podlozach statych. Warstwy polimerowe
na podiozach uzyskano stosujac technike ,,szczepienia do” podloza, w ktdrej wyko-
rzystano reakcje chemiczne pomiedzy grupami funkcyjnymi wprowadzonymi
na podloze a komplementarnymi grupami obecnymi w tancuchu polimerowym.
Istotne dla potrzeb pracy bylo sprawdzenie, czy poprzez kontrole warunkéw syntezy
polimeréw i ich szczepienia do podtoza mozna wpltywaé na wlasciwosci warstw,
zwlaszcza na termowrazliwo$¢. Na otrzymanych warstwach hodowano modelowe
komorki skory. Termowrazliwos¢ podlozy wykorzystano do bezinwazyjnego odcze-
piania wyhodowanego arkusza komorek. Zbadano, ktore wlasciwosci warstwy poli-
merowej i w jaki sposdb wplywaja na adhezje i odczepianie fibroblastéw w postaci
arkusza. Taka analiza pozwolila na weryfikacje otrzymanych warstw pod katem ich
przydatnoséci w medycynie w stosunku do powierzchni stosowanych dotychczas.

1. CEL ROZPRAWY DOKTORSKIE]

Celem badan bylo opracowanie nowych, osadzonych na staltym podlozu ter-
moczulych warstw polimerowych do hodowli komérek skory i bezinwazyjnego ich
odczepiania w postaci arkusza.

Do otrzymania warstw wybrano termowrazliwe (ko)polimery glicydolu
i kopolimery oksazolin ze wzgledu na ich nietoksyczno$¢ wzgledem komorek skory,
tatwos¢ sterowania wilasciwosciami i fatwos¢ immobilizacji do podioza. Postano-
wiono, ze warstwy tych polimeréw na podlozu stalym zostang otrzymane technika
»szczepienia do’, ktéra pozwala na uzyskanie warstwy o dobrze zdefiniowanych
wiasciwosciach.
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2. OPIS UZYSKANYCH WYNIKOW

Praca byla podzielona na nastepujace etapy:

- synteza, charakterystyka i zbadanie cytotoksycznosci wrazliwych na tempe-
rature polimerdw opartych na glicydolu i 2-podstawionych-2-oksazolinach,

- immobilizacja termowrazliwych polimeréw na funkcjonalizowanym pod-
tozu statym (szklanym i krzemowym),

- charakterystyka warstwy polimerowej (badanie morfologii, powinowactwa
do wody, grubosci, reakeji na zmiany temperatury),

- hodowla fibroblastow na otrzymanych powierzchniach oraz préby ich
odczepienia w postaci arkusza pod wplywem obnizonej temperatury,

- okreslenie wplywu wlasciwosci podloza na adhezje, proliferacje i odczepia-
nie komorek skory.

2.1. SYNTEZA I CHARAKTERYSTYKA TERMOWRAZLIWYCH POLIMEROW

Liniowy poliglicydol otrzymano na drodze polimeryzacji koordynacyjnej
eteru 2,3-epoksypropylo-(1-etoksy)etylowego, inicjowanej czesciowo zhydrolizo-
wanym dietylocynkiem (ZnEt,/H,O, 1:0,8). Grupy etoksyetylowe, zabezpieczajace
grupy hydroksylowe podczas polimeryzacji glicydolu, zostaly usuniete przez hydro-
lize¢ w $rodowisku kwasnym. Tak otrzymany polimer nie wykazuje termowrazliwo-
$ci. Wiadomo, ze hydrofobowa modyfikacja poliglicydolu grupami octanowymi
i etylokarbaminowymi prowadzi do otrzymania polimeréw termowrazliwych [6].
Przeprowadzono wiec reakcje modyfikacji grup hydroksylowych poliglicydolu izo-
cyjanianem etylu, wprowadzajac do tancucha grupy etylokarbaminowe (Rys. 2).

_( CHZ—CIZH—Og— MCH,CH,NCO

CHy~CH—0+—CH,~CH-0
" DBTL, DMF, 40°C _( Z ] -)“_< 2] );
CH,  DVF, CH, CH,

[ | 1
OH OH o

Rysunek 2. Schemat modyfikacji poliglicydolu za pomoca etyloizocyjanianu
Figure 2. Modification of polyglycidol with ethyl isocyanate

(Ko)polimery 2-oksazolin otrzymano na drodze kationowej polimeryzacji
z otwarciem pierScienia 2-izopropylo-2-oksazoliny (IPOx) oraz 2-etylo- (EOx)
i 2-nonylo-2-oksazoliny (NOx) stosujac 4-nitrobenzenosulfonian metylu jako ini-
cjator, zgodnie z procedurg opisang w literaturze [7, 8] (Rys. 3).
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Rysunek 3. Otrzymywanie homopolimeru 2-izopropylo-2-oksazoliny (A) oraz kopolimeru 2-etylo- i 2-no-
nylo-2-oksazoliny (B)
Figure 3. Synthesis of 2-isopropyl-2-oxazoline (A) and copolymer of 2-ethyl- and 2-nonyl-2-oxazoline (B)

Otrzymano szereg kopolimeréw glicydolu (mPGlI) i 2-oksazolin (PENOx,
PIPOx) o réznym skladzie i masach molowych. Masy molowe otrzymanych polime-
réw wyznaczone technika chromatografii zelowej z detekcja wielokatowego rozpra-
szania $wiatta (GPC MALLS) byly zgodne z wartosciami teoretycznymi. Obserwo-
wano waski i monomodalny rozktad mas molowych. Strukture i sktad otrzymanych
kopolimeréw potwierdzono technika 'H NMR. Oznaczony eksperymentalnie sktad
kopolimerdéw byl zgodny z zalozeniami teoretycznymi. Otrzymane kopolimery
wykazywaly termowrazliwo$¢ — obserwowano zmiane transmitancji ich roztworéow
wodnych i w pozywce do hodowli komoérek w funkcji temperatury (Rys. 4).
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Rysunek 4. Transmitancja w funkcji temperatury dla wybranych polimeréw rozpuszczonych w pozywce
hodowlanej (5 g/L, A = 700 nm)
Figure 4. Transmittance — temperature curves for chosen polymers dissolved in cell culture medium

Otrzymane termowrazliwe (ko)polimery glicydolu i 2-oksazolin nanoszono
w dalszym etapie prac na podloze state.
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2.2. SYNTEZA I CHARAKTERYSTYKA TERMOWRAZLIWYCH WARSTW
POLIMEROWYCH NA PODLOZACH

Termowrazliwe warstwy otrzymano metoda ,szczepienia do”. W tym celu
uprzednio syntezowane i scharakteryzowane polimery nanoszono na podloze
zawierajace odpowiednie grupy funkcyjne. Funkcjonalizacja podlozy obejmowata
hydroksylacje (Rys. 5A), aminosililowanie (Rys. 5B) oraz immobilizacje tzw. war-
stwy posredniej poli(etylenu-alt-bezwodnika maleinowego) (PE-MA) (Rys. 5C).
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Rysunek 5. Etapy modyfikacji podloza: hydroksylacja (A), aminosililowanie (B), wprowadzenie warstwy poli-
(etylenu-alt-bezwodnika maleinowego) (C)

Figure 5. Surface modification steps: hydroxylation (A), aminosililation (B), the intermediate layer of poly-
(ethylene-alt-maleic anhydride) (C)

Pokazdym etapie modyfikacjiobecno$¢é grup funkcyjnychnapodtozach potwier-
dzono technikg spektroskopii fotoelektronéw w zakresie promieniowania X (XPS)
oraz spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR). Wraz z poste-
pem modyfikacji obserwowano wzrost chropowatosci i zwilzalnosci podtoza.

W wypadku termowrazliwych polioksazolin, Zyjacy koniec tanicucha polimeru
terminowano grupami aminowymi na podlozu (Rys. 5B). Otrzymano w ten sposob
warstwe o strukturze szczotek (Rys. 6A). Natomiast warstwa PE-MA (Rys. 5C) stu-
zyta do zwigzania z podlozem termowrazliwej pochodnej poliglicydolu, w wyniku
czego otrzymano warstwy polimerowe o tanicuchach wielokrotnie przyczepionych
do powierzchni (Rys. 6B).
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Rysunek 6. Warstwa poli(2-oksazolin) o strukturze szczotek (A), warstwa pochodnej poliglicydolu (B)
Figure 6. Poly(2-oxazoline) layer of “brush” structure (A), layer of polyglycidol derivative (B)

Analiza sktadu powierzchni technikg FT-IR potwierdzila obecno$¢ termow-
razliwych polimerdw szczepionych na podlozu. Morfologi¢ warstw badano za
pomoca mikroskopu sit atomowych (AFM). Warstwy poliglicydolu mialy strukture
gladkiego, regularnego filmu (Rys. 7A) o grubosci od 20 do 60 nm. Ze wzrostem
stezenia roztworu polimeru nanoszonego na podloze zwiekszala si¢ chropowato$¢
powierzchni oraz grubos¢ warstwy.

Stosujac kopolimer PENOx otrzymano warstwy o chropowatej strukturze
(Rys. 7B). Chropowatos$¢ warstwy zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem masy molowej
kopolimeru oraz z zawarto$cig hydrofobowej 2-nonylo-2-oksazoliny w fancuchu.
Na powierzchniach warstw PIPOx wystepowaly zaréwno gtadkie obszary, jak
i podluzne struktury - pojedyncze lub polaczone w wigksze skupiska, ksztaltem
przypominajace fibryle (Rys. 7C). Wykazano, ze fibrylarne struktury utworzone
zostaly przez krystality PIPOx zaadsorbowane na powierzchni warstwy. Zawartos$¢
krystalitow na powierzchni kontrolowano poprzez zmiany czasu polimeryzacji
2-izopropylo-2-oksazoliny.

A B C

Rysunek 7. Morfologia otrzymanych warstw mPGl (A), PENOx (B) i PIPOx (C)
Figure 7. The morphology of obtained layers: mPGl (A), PENOx (B) and PIPOx (C)
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Badano termowrazliwo$¢ otrzymanych warstw polimerowych na podlozach
stalych. Zmiana konformacji termowrazliwych makroczasteczek na podiozu, spo-
wodowana podwyzszeniem temperatury, prowadzi do odwracalnej dehydratacji
tancuchéw, w wyniku czego warstwa polimerowa zmniejsza swoja zwilzalno$¢, kur-
czy sie i przylega do podtoza. Badano grubos¢ warstwy oraz jej zwilzalnos¢ w tem-
peraturze ponizej i powyzej temperatury przej$cia fazowego immobilizowanego
polimeru. Do tego celu wykorzystano elipsometri¢ i pomiar kata zwilzania.

Wszystkie warstwy inkubowane w wodzie w temperaturze 20°C wykazywaly
zwiekszone powinowactwo do wody przy jednoczesnym zwigkszeniu grubosci
warstwy w poréwnaniu z warstwami suchymi. Woda przenika w obszary miedzy-
czasteczkowe polimeru i solwatuje fancuchy. Warstwa polimeru wykazuje wyso-
kie powinowactwo do niej i pecznieje. Warto$¢ kata zwilzania dla inkubowanych
w wodzie warstw mPGI wynosita od 30 do 60° w zaleznosci od grubosci warstwy
polimerowej, dla warstw PENOx od 50 do 56° w zaleznosci od zawartoéci hydrofo-
bowej 2-nonylo-2-oksazoliny w kopolimerze tworzacym warstwe oraz dla warstw
PIPOx od 54 do 61° w zaleznosci od stopnia pokrycia krystalitami. Jednoczesnie
obserwowano zwiekszenie grubosci wszystkich warstw podczas inkubacji w wodzie
w temperaturze 20°C.

Po okreslonym czasie inkubacji w wodzie zwi¢kszono temperature powyzej
T, immobilizowanych kopolimeréw. Spowodowalo to zmniejszenie si¢ grubosci
warstw PIPOx i PENOx wywolane kurczeniem si¢ fancuchéw polimerowych na
powierzchni. Najwieksza zmiane grubosci wykazywaly warstwy PIPOx o zawartosci
krystalitéw do 40%. Dla wszystkich warstw zaobserwowano réwniez zmniejszenie
powinowactwa do wody. Powyzej temperatury przejscia fazowego woda usuwana
jest z wnetrza warstwy, powierzchnia staje sie hydrofobowa, czemu towarzyszy pod-
wyzszenie kata zwilzania.

Nietypowo na zmiane¢ temperatury reagowaly warstwy mPGIl. Wzrost tempe-
ratury powyzej punktu zmetnienia polimeru powodowat dalszy, cho¢ nieznaczny
wzrost grubosci warstw. Badany w pracy termowrazliwy tancuch kopolimeru zawie-
rajacy wiele grup funkcyjnych wiaze sie z podlozem w wielu miejscach (Rys. 6B).
Taka warstwa moze zupelnie inaczej reagowac¢ na zmiany temperatury niz warstwy
o strukturze szczotek [9]. Pomimo ze warstwy mPGl w temperaturze powyzej T,
ulegaja dehydratacji i zmieniaja swoja filowo$¢, to jednak usuwaniu wody z ich wne-
trza musi towarzyszy¢ czesciowe rozcigganie fancuchéw prowadzace do wzrostu
grubosci warstwy.

Zmiany katow zwilzania i grubosci warstw pod wplywem temperatury potwier-
dzily, ze otrzymane warstwy s3 termowrazliwe.
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2.3. ODDZIAEYWANIE POLIMEROW I WARSTW POLIMEROWYCH
Z KOMORKAMI SKORY

W pracy jako modelowe komorki do badan oddzialywania z termowrazliwymi
warstwami polimerowymi zastosowano komorki skory. Hodowle komorek skory
w formie arkuszy mogg znalez¢ potencjalne zastosowanie w leczeniu ran i oparzen.
Istotnym postepem w leczeniu oparzen jest mozliwo$¢ stosowania arkuszy komorek
spojonych macierzg zewnatrzkomoérkows, a nie zawiesiny pojedynczych komorek.
Wyhodowanie in vitro komorek naskorka lub skory wlasciwej w postaci plata i jego
nalozenie bezposrednio na rane to alternatywa, ktéra moglaby znacznie skracaé
proces gojenia.

W pracy przeprowadzono hodowle i proby odczepiania arkusza komdrek skory
- fibroblastow, z wykorzystaniem termowrazliwych powierzchni mPGIl, PENOx
i PIPOx. W pierwszym etapie zbadano wplyw tych polimeréw na zywotnos¢ komo-
rek. W pracy do oceny przezywalnosci fibroblastow w obecnosci termowrazliwych
pochodnych poliglicydolu i polioksazolin zastosowano standardowy test metabo-
liczny Alamar Blue [10]. Wykazano, ze badane polimery nie byly toksyczne w sto-
sunku do fibroblastéw w szerokim zakresie stosowanych stezen, co pozwolilo na ich
wykorzystanie do hodowli tych komoérek.

Nastepnie fibroblasty wysiewano na termowrazliwe warstwy mPGl, PENOx
i PIPOx w temperaturze 37°C (powyzej T, polimeréw). Po okreslonym czasie
hodowli obliczano odsetek komorek, ktére ulegly adhezji do termowrazliwej war-
stwy kopolimeru. Prébe kontrolng stanowila hodowla fibroblastéow na podtozu
stosowanym standardowo w laboratoriach medycznych i biologicznych - mody-
fikowanym polistyrenie (TCPS). W temperaturze prowadzenia hodowli fibro-
blasty ulegaly adhezji i rozplaszczaniu na badanych podltozach. Po 24 godzinach
hodowli na wszystkich badanych warstwach komorki osiagnely pelng konfluencje
(cala powierzchnia wzrostowa warstw bylfa porosnigta przez komorki). Utworzony
zostal zwarty arkusz komorek, w obrebie ktorego komorki $cisle przylegaly do sie-
bie i byly polaczone macierza zewnatrzkomorkows. W wypadku warstw PIPOx
obecnos¢ krystalitow na warstwach sprzyjata adhezji komorek. Fibrylarne krystality
podobne sg ksztattem do wtdknistych bialek macierzy zewnatrzkomorkowej, takich
jak kolagen, elastyna, fibronektyna czy laminina, przez co moga imitowac naturalne
warunki wzrostu komorek. Przestrzenna sie¢ krystalitow, na ktorej rosna fibrobla-
sty, moze dodatkowo ulatwiaé przeplyw substancji odzywczych do komorek oraz
metabolitow z komorek do macierzy, co sprzyja proliferacji komorek. Na Rysunku 8
poréwnano przykladowy arkusz komoérek wyhodowany na TCPS po 24 godzinach
oraz arkusze wyhodowane na termowrazliwych warstwach mPGI, PENOx i PIPOx.
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TCPS mPGl PENOx PIPOx

Rysunek 8. Poréwnanie arkusza komoérek wyhodowanego na TCPS, PENOx i PIPOx i po 24 godzinach
hodowli
Figure 8. Comparison of cell sheets cultured on TCPS PENOx and PIPOx after 24 hours of culture

Po osiagnieciu przez fibroblasty pelnej konfluencji przeprowadzono préby
indukowanego termicznie odczepienia jednolitego arkusza fibroblastow od ter-
mowrazliwych warstw. W tym celu obnizono temperatur¢ hodowli do 20°C
w wypadku warstw mPGI i PIPOx oraz do 15°C w wypadku warstw PENOXx.
W tych warunkach warstwy sa dehydratowane. Pod wptywem fizykochemicznych
zmian wlasciwosci podloza, na ktérym znajduja si¢ komdrki, zmienia si¢ charak-
ter oddziatywan biatek i innych skltadnikéw ECM z podlozem, co jest koniecz-
nym bodZcem zapoczatkowujagcym proces odczepiania komoérek od podloza. Dla
zadnej z badanych warstw mPGl po obnizeniu temperatury hodowli do 20°C nie
zaobserwowano efektu samoczynnego odczepiania arkusza fibroblastéw. Bylo
to najprawdopodobniej spowodowane specyficzng reakcja warstwy na zmiane
temperatury. Sposrdd wszystkich otrzymanych warstw PENOx, tylko dla jednej
powierzchni zaobserwowano samoczynne, indukowane termicznie odczepianie
arkusza komorek. Powierzchnia ta charakteryzowala sie najbardziej chropowatg
strukturg i najmniejszym powinowactwem do wody i wykazywata najwigkszg
roznice w katach zwilzania pomiedzy stanem hydratowanym a dehydratowanym.
W wypadku warstwy PIPOx o stopniu pokrycia krystalitami 40%, natychmiast
po obnizeniu temie peratury zaobserwowano odczepianie si¢ fragmentu arkusza
fibroblastow. Po okofo 15 minutach fibroblasty ulegly calkowitemu odczepieniu,
tworzac oddzielony, zwiniety arkusz (Rys. 9). W wypadku warstw PIPOx o stopniu
pokrycia krystalitami 70%, a takze warstw, z powierzchni ktérych usunieto krysta-
lity, nawet po calonocnej inkubacji w temperaturze 20°C nie obserwowano efektu
odczepiania arkusza fibroblastéw. Zaobserwowano, ze doszlo jedynie do odklejenia
pojedynczych komorek i fragmentéw arkusza. Przeprowadzone badania wskazuja,
ze obecnos¢ pewnej liczby krystalitow sprzyja odczepianiu arkusza.

Arkusz fibroblastow podczas samoczynnego odczepiania ulegal zwijaniu
(Rys. 9). Aby zapobiec zwijaniu si¢ arkusza uzyto narzedzi do wspomagania odcze-
piania i przenoszenia komodrek. W tym celu zastosowano trzy rézne opatrunki bio-
logiczne w postaci membran: krazek kolagenowy, syntetyczny naskorek ,,Suprathel”
skladajacy si¢ z kopolimeru laktydu, weglanu trimetylenu i e-kaprolaktonu oraz
opatrunek hydrozelowy ,,Aqua-Gel”, w skfad ktérego wchodza poliwinylopirolidon,
glikol polietylenowy i agar.
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Rysunek 9.  Odklejanie arkusza fibroblastow od warstwy PIPOx w temperaturze 20°C (rysunek lewy) oraz
zwiniety arkusz fibroblastow odczepiajacy si¢ od tej warstwy (rysunek prawy)

Figure 9. Detachment of fibroblast sheet from PIPOx layer at temperature 20 °C (left) and rolling of fibro-
blast sheet during detachment (right)

Membrany nanoszono na arkusz fibroblastéw wyhodowany na termowrazliwej
warstwie w temperaturze 37°C. Po przyczepieniu si¢ komdrek do danej membrany
obnizono temperature hodowli ponizej T . Po 15 minutach podnoszono membrane
z przyczepiong warstwa komorek i przenoszono arkusz do wyjatowionych naczyn
hodowlanych. Doswiadczenia z wykorzystaniem membran dowiodly, ze ich uzycie
ulatwia odczepienie i umozliwia przeniesienie arkusza fibroblastow w nienaruszo-
nej formie.

WNIOSKI

W ramach pracy opracowano termowrazliwe warstwy wykorzystujac pochodne
poliglicydolu i (ko)polimery oksazolin na podlozach statych do hodowli i bezinwa-
zyjnego odczepiania komoérek skory w postaci arkusza.

Termowrazliwe kopolimery glicydolu i etylokarbaminianu glicydylu, 2-etylo-
i 2-nonylo-2-oksazoliny oraz homopolimery 2-izopropylo-2-oksazoliny nie wyka-
zywaly toksycznos$ci wzgledem fibroblastow.

Funkcjonalizacja powierzchni krzemu i szkla pozwolila na wprowadzenie
na podloze reaktywnych grup funkcyjnych, zdolnych do reakeji z polimerem.
W wyniku reakeji kompatybilnych grup podioza i polimeru metoda ,szczepienia
do” utworzone zostaty stabilne warstwy. Warstwa poliglicydolu sktadata si¢ z fancu-
chéw polimerowych, przyczepionych do podloza w wielu miejscach wzdtuz fancu-
cha. Warstwy polioksazolin mialy strukture szczotkows.

Ustalono, ze struktura i grubos¢ warstwy poliglicydolu zalezy od warunkéw
szczepienia i stezenia roztworu polimeru stosowanego podczas nanoszenia poli-
meru. Otrzymano warstwy o grubosci od 20 do 60 nm. O chropowato$ci warstw
kopolimerdw 2-etylo- i 2-nonylo-2-oksazoliny i ich powinowactwie do wody decy-
dowala zawartos¢ hydrofobowej NOx w tancuchu. Warstwy poli(2-izopropylo-2-
oksazoliny) byly pokryte zaadsorbowanymi krystalitami w ksztalcie fibryli, a ich
liczba zalezala od czasu polimeryzacji PIPOx w acetonitrylu. Stopien pokrycia



TERMOWRAZLIWE POWIERZCHNIE POLIMEROWE DO HODOWLI I UWALNIANIA KOMOREK SKORY 817

powierzchni krystalitami mozna kontrolowa¢ stosujac odpowiednie procedury
(stopienie, zamorfizowanie i wymycie). Powinowactwo warstw PIPOx do wody
zmniejszalo si¢ ze zwiekszajaca iloscig krystalitow na podlozu.

Wszystkie otrzymane nanometrowe warstwy byly termowrazliwe i zmienialy
swoj charakter z hydrofilowego na hydrofobowy wraz ze wzrostem temperatury
powyzej temperatury zmetnienia immobilizowanych (ko)polimeréw. Dzigki tym
wlasciwosciom otrzymane warstwy mogly by¢ zastosowane do hodowli i odczepia-
nia komorek.

W temperaturze hodowli, 37°C, fibroblasty dokonywaly adhezji do wszystkich
warstw, i w ciggu 24 godzin tworzyly jednolity, zwarty arkusz, w obrebie ktérego
Scisle przylegaly do siebie i byly polaczone macierza zewnatrzkomoérkows. Po
obnizeniu temperatury ponizej T, gdy warstwy wykazywaly wlasciwosci hydro-
filowe, arkusz fibroblastow samoczynnie odczepil si¢ od warstw (ko)polioksazolin.
Najszybciej (w czasie 15 minut od obnizenia temperatury) arkusz fibroblastow
odczepial si¢ od warstwy poli(2-izopropylo-2-oksazoliny), ktdrej powierzchnia byta
w 40% pokryta krystalitami. Badania wykazaly, ze obecnos¢ pewnej liczby krystali-
tow sprzyja odczepianiu arkusza fibroblastow od warstw poli(2-izopropylo-2-oksa-
zoliny). Arkusz nie odczepia si¢ samoczynnie ani od w pelni amorficznej warstwy
PIPOx, ani wtedy, gdy na powierzchni znajduje si¢ zbyt wiele hydrofobowych
krystalitow. Sposrod warstw PENOX, najszybsze odczepianie fibroblastow obser-
wowano w wypadku powierzchni o najwyzszej chropowatosci oraz najmniejszym
powinowactwie do wody. Nie obserwowano samoczynnego odczepiania arkusza
fibroblastow od warstw poli(glicydolu-co-etylokarbaminianu glicydylu).

Stwierdzono, ze zastosowanie narzedzi w postaci syntetycznego naskorka, opa-
trunku hydrozelowego lub krazka kolagenowego wspomaga odczepianie i umozli-
wia przenoszenie arkuszy fibroblastéw w niezmienionej formie.
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Oddzial Wroctawski Polskiego Towarzystwa Chemicznego obchodzit w 2016
roku swoje siedemdziesi¢ciolecie. Jego utworzenie zostalo formalnie zatwierdzone
podczas posiedzenia Zarzadu Gléwnego Towarzystwa w dniu 17 czerwca 1946 roku.
Pierwszym prezesem Oddzialu zostal prof. Wlodzimierz Trzebiatowski, a w sktad
zarzadu weszla ponadto inz. (pdzniej profesor) Zofia Skrowaczewska, pelniaca
funkcje skarbnika. W czasie swojej dotychczasowej dziatalnosci Oddzial dziatat
aktywnie na rzecz krzewienia wiedzy chemicznej, organizujac wyklady, odczyty,
wycieczki do zakladéw pracy, patronujac réznorodnym projektom edukacyjnym
i konkursom. Oddzial wspdtorganizowat szereg konferencji naukowych, w tym
5 zjazdéw PTChem: w 1948 (piaty zjazd w ogdle, a pierwszy po wojnie), 1967, 1979,
1998 i 2004 roku. Roéwniez najblizszy, jubileuszowy, 60 Zjazd Naukowy Polskiego
Towarzystwa Chemicznego zaplanowany jest we Wroclawiu.

Uroczyste spotkanie czlonkéow Oddzialu poswiecone jubileuszowi siedem-
dziesigciolecia odbylo si¢ 15 grudnia 2016 roku w budynku H-14 Politechniki
Wroctawskiej. Wziglo w nim udzial ok. 40 oséb, obecnych i bylych pracowni-
kow wroctawskich uczelni i nauczyciele. Przybytych powitata prezes Oddzialu,
dr hab. inz. Elzbieta Wojaczynska (Wydzial Chemiczny PWr). Glos zabral nastep-
nie prof. dr hab. inz. Andrzej Trochimczuk, prorektor Politechniki Wroctawskiej
ds. Badan Naukowych i Umiedzynarodowienia, pelniacy w poprzedniej kadencji
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funkcje dziekana Wydzialu Chemicznego PWr, ktéry odczytal list gratulacyjny
wystosowany przez rektora uczelni, prof. dr. hab. inz. Cezarego Madryasa, ale takze
podzielil si¢ osobistymi przemys$leniami. Okolicznosciowe wystgpienia wygtosili
réwniez obecny dziekan Wydzialu Chemicznego PWr, prof. dr hab. inz. Andrzej
Ozyhar, dziekan Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, prof. dr hab. Anna
Trzeciak oraz dziekan Wydziatu Nauk o Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroclawiu, dr hab. Anna Czubaszek, prof. UP. Prezes oddzialu przedstawita nastep-
nie list gratulacyjny, jaki na jej rece przestal prezes Zarzadu Giéwnego Polskiego
Towarzystwa Chemicznego, prof. dr hab. inz. Jerzy Blazejowski. Glos zabral z kolei
czlonek Zarzadu Gléwnego, dr hab. Rafal Latajka, prof. PWr, ktory skupit sie gtow-
nie na wyzwaniu stojacym przed Oddziatem, czyli organizacji 60. Zjazdu PTChem.

Rysunek 1. Prof. Lucjan Sobczyk w towarzystwie przewodniczacej Oddzialu Wroclawskiego PTChem, dr hab.
inz. Elzbiety Wojaczynskiej

Historie Oddzialu przypomniala zebranym w krotkiej prezentacji
dr hab. inz. E. Wojaczynska, ktdra nastepnie wreczyta okolicznosciowe dyplomy
osobom pelnigcym funkcje prezeséw Oddzialu Wroctawskiego (prof. dr hab.
Lucjan Sobczyk, prof. dr hab. Henryk Ratajczak, prof. dr hab. inz. Zygmunt Sadow-
ski; prof. dr hab. Florian Pruchnik nie mogt wzig¢ udzialu w spotkaniu). Listy
gratulacyjne odebrali takze prof. dr hab. inz. Pawet Kafarski, ktory petnil w latach
2005-2009 funkcje prezesa Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Chemicz-
nego, oraz redaktor naczelny ,Widomosci Chemicznych”, prof. dr. hab. Zdzistaw
Latajka. Krotkie wystapienia wygtlosili prof. Lucjan Sobczyk, prof. Zygmunt Sadow-
ski oraz prof. Pawet Kafarski, ktdry zilustrowal swoje wspomnienia kilkoma slaj-
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dami. Cze$¢ historyczno-wspomnieniowa spotkania zakonczylo przedstawienie
historii i dnia dzisiejszego czasopisma ,Wiadomosci Chemiczne”, przygotowane
i przedstawione przez prof. Zdzistawa Latajke.

W czesci naukowej spotkania zebrani mieli przyjemnos¢ wystucha¢ wykladu
laureata Nagrody Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej, prof. dr. hab. inz. Marka Samo-
cia. Mozna bylo pozna¢ jego droge ,,Od krysztaléw molekularnych do nieliniowe;j
nanobiofotoniki’, jaka przebyl wyruszywszy niegdys z Politechniki Wroctawskiej, by
poprzez Kanade, Stany Zjednoczone i Australie powrdci¢ na macierzysty Wydziat
Chemiczny, na ktérym stworzyt prezny zesp6t badawczy.

Spotkanie jubileuszowe zakonczyla cze$¢ towarzyska. W $wigteczny nastrdj
wprowadzily zgromadzonych koledy w wykonaniu wroctawskiego zespotu ,Za
Horyzontem”. Nie zabraklo optatka i gwiazdkowych zyczen. Po poczestunku trwaty
jeszcze rozmowy i wspomnienia z dawnych lat. Wielu sposrdd obecnych od dawna
aktywnie uczestniczylo lub nadal bierze udzial w pracach Oddzialu, a staz czlon-
kowski w Polskim Towarzystwie Chemicznym kilku os6b przekracza pie¢dziesiat lat
(prof. Lucjan Sobczyk, dr Andrzej Puszynski, dr Jan Starosta). Dzigki ich do$wiad-
czeniu i wskazéwkom przekazywanym kolejnym pokoleniom 0séb zaangazowanych
w dzialanie Oddzialu Wroctawskiego funkcjonuje on juz od 70 lat.

Wigcej zdjecé ze spotkania jubileuszowego, a takze informacji o historii Oddzialu,
mozna znalaezc na stronie internetowej http://ptchem.pwr.edu.pl/
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Redakcja naukowa Robert J. Whitehurst, Maarten Van Oort, Enzymy w technologii spozywczej, Wydaw-
nictwo Naukowe PWN, Warszawa 2016, wyd. pierwsze, oprawa miekka, s. 478

W 2016 roku ukazala si¢ na polskim rynku wydawniczym ksigzka pt. ,Enzymy w technologii
spozywczej’, pod redakcja naukowa Roberta J. Whitehursta oraz Maartena Van Oorta wydana przez
Wydawnictwo Naukowe PWN. Zgodnie ze stowem wstepnym stanowi ona uzupelnienie i uaktualnienie
pierwszego wydania tej ksigzki, ktore ukazato si¢ na poczatku XXI w. w Stanach Zjednoczonych, a celem
jej powstania jest przedstawienie podstaw zastosowania enzymow i aktualnego stanu wiedzy dotyczacej
produkcji enzymoéw stosowanych w przemysle spozywczym. O obszernoéci zawartego materiatu $wiad-
czy¢ moze takze liczba wspotautoréw: 28. Ksigzka zawiera 15 rozdzialéw, w kolejnosci: 1) Wprowadze-
nie: enzymy w przemysle spozywczym, 2) GMO a inzynieria bialek, 3) Wytwarzanie enzyméw prze-
mystowych, 4) Asparaginaza — enzym redukujacy zawarto$¢ akryloamidu w produktach spozywczych,
5) Zastosowanie enzymow w produkcji wyrobéw mleczarskich, 6) Enzymy w piekarnictwie, 7) Enzymy
w produkgji Zywnosci innej niz pieczywo, opartej na pszenicy, 8) Warzenie piwa z udzialem enzymow,
9) Wykorzystanie enzymoéw w produkeji alkoholi spozywczych oraz win, 10) Enzymy w przetwdrstwie
ryb, 11) Wykorzystanie enzyméw w przetwodrstwie owocow i warzyw oraz ekstrakeji sokéw, 12) Enzymy
w przemysle migsnym, 13) Wykorzystanie enzymow w modyfikacji bialek, 14) Enzymy stosowane w prze-
tworstwie skrobi, 15) Wykorzystanie lipaz w produkgji skladnikéw zywnosci. Redaktorzy naukowi i wigk-
sz0$¢ sposrod Autoréw poszczegélnych rozdzialéw to osoby pracujgce w osrodkach badawczo-rozwo-
jowych firm zwigzanych z przemystem spozywczym, np. AB Mauri, Novozymes, DSM Food Specialties,
Kerry Ingredients.

Poniewaz w intencji Autoréw odbiorcami ksiazki beda m.in. studenci oraz specjalisci nie zwigzani
bezposrednio z inzynieria spozywcza, bardzo cenny jest rozdzial pierwszy wprowadzajacy w temat. Roz-
dzial ten to przypomnienie w bardzo przystepny sposob podstawowych definicji, wiadomosci o historii
odkrycia enzyméw, mechanizmie i specyficznoéci ich dzialania, kinetyce reakcji enzymatycznych poprzez
czynniki wplywajace na aktywnos$¢ enzymow, tj. stezenie enzymu i substratu, obecnosci kofaktordw,
koenzymow i inhibitoréw. Dalsza cze$¢ tego rozdziatu to przeglad enzymoéw wykorzystywanych w réz-
nych galeziach przemystu spozywczego (np. w piekarnictwie, produkcji seréw, tenderyzacji miesa). Jest
to potwierdzenie sukcesu, jaki odniosty enzymy jako preferowane i uzyteczne katalizatory, wynikajacego
z ich przewagi nad substancjami chemicznymi: integracji funkeji katalitycznych, a takze specyficzno$ci
i mozliwosci dziatania w tagodnych warunkach. Autorzy nie poprzestajg jednak tylko na zastosowaniu
enzymow w przemysle spozywczym i przypominaja o ich roli w produkeji detergentéw, wyrobéw wio-
kienniczych, biopaliw i paszy dla zwierzat; ogolnie: uzyciu enzymoéw w procesach chemicznych, fizycz-
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nych i mechanicznych, czego modelowym przykladem jest zastosowanie enzyméw degradujacych lub
modyfikujgcych celuloze zamiast pumeksu przy $cieraniu dzinséw.

Zastosowanie biotechnologii w produkeji produktéw spozywczych pozwala na modernizacje prze-
ksztatcania surowcéw w produkty koncowe, takie jak np. sery, jogurty, pieczywo i napoje alkoholowe
poprzez zastosowanie enzyméw pochodzacych z réznych mikroorganizmow jako alternatywe dla che-
micznych technologii. Autorzy donoszg, Ze obecnie w przetwOrstwie zywnosci stosuje si¢ ponad 55 enzy-
mow, ktdrych ilo$¢ naturalnie bedzie sie zwiekszaé wraz z postepem spozytkowania bogactwa mikroor-
ganizmow i inzynierii genetycznej. Kolejny rozdzial jest tego potwierdzeniem i krok po kroku prezentuje
procesy produkeji enzyméw przemystowych wraz z zawartym krotkim rysem historycznym, bo przeciez
do produkeji zywnosci enzymy byly uzywane od wiekéw.

Kolejne rozdzialy to ciekawie napisane, poparte danymi naukowymi w postaci licznych tabel,
wykresow, schematéw analizy zastosowania enzymoéw w produkcji najwazniejszych produktéw spozyw-
czych: od produktéw mleczarskich, piekarniczych, poprzez produkcje piwa, wina, sokéw owocowych
i warzywnych, do produktéw miesnych i rybnych az do enzymatycznego modyfikowania biatek, skrobi
i tluszczéw. Podane informacje zaciekawig nie tylko studentéw, technologdéw zywnosci czy chemikow,
ale i szersza publiczno$¢ zainteresowang szczegotami nowoczesnej produkeji zywnosci. Kazdy rozdziat
zakoniczony jest bibliografig, w ktdrej mozna réwniez znalez¢ rozwiniecie interesujgcych watkow techno-
logicznych. Jest to cenne, poniewaz ksigzka stara si¢ laczy¢ funkcje ogolnego podrecznika z elementami
monografli przy opisie konkretnych proceséw podajac nieraz szczegélowe dane dotyczace wydajnosci czy
warunkdw transformaciji.

Ciekawym aspektem prezentowanej ksiazki jest rowniez oméwienie biokatalizatoréw i koicowych
produktoéw zwigzanych z coraz czesciej spotykanymi w populacjach dysfunkcjach uktadu pokarmowego,
np. produkeje syropu serwatkowego jako zamiennika w produkcji lodéw i deseréw mlecznych dla cho-
rych z nietolerancja laktozy spowodowanej niedoborem laktazy w przewodzie pokarmowym. Innym
przyktadem jest wykorzystanie hydrolizy bialek w celu zmniejszenia alergennoéci produktow spozyw-
czych - cenna metoda stosowana przy produkgji substytutow mleka matki dla niemowlat uczulonych na
krowie mleko oraz dla dzieci obcigzonych ryzykiem wystapienia takiej alergii.

Ksigzka jest ciekawie napisana i estetycznie wydana. Mimo ze zastosowanie koloru podniostoby
przejrzystos¢ schematéw biochemicznych i czytelno$¢ wykresow, zastosowanie druku czarno-bialego
wydaje sie wystarczajgce. Zachowano réwnowage miedzy Scistoscig jezyka naukowego a atrakcyjnoscig
przekazu popularnonaukowego. Przedstawiona ksigzka to rzeczowy podrecznik dla licznych odbiorcéw,
nie tylko ze wzgledu na kompendium wiedzy o katalitycznym podstawowym zastosowaniu enzymow, ale
io0ich uzyciu w coraz bardziej rozwijajacym si¢ przemysle spozywczym.

Anna Panek

Katedra Chemii,

Wydziat Nauk o Zywnosci,

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu



NOWE WYDAWNICTWA 825

Praca zbiorowa pod redakcjg Kamilli Matek, Spektroskopia oscylacyjna. Od teorii do praktyki,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2016, str. 300, oprawa migkka.

W tym roku ukazata sie ksigzka pt. ,,Spektroskopia oscylacyjna. Od teorii do praktyki” bedaca praca
zbiorowa pod redakcjg dr hab. Kamilli Matek. Autorami poszczegdlnych rozdzialéw ksigzki sg wybitni
specjaliSci z zakresu spektroskopii w podczerwieni i spektroskopii ramanowskiej, w wiekszo$ci podob-
nie jak dr hab. Kamilla Matek, pracownicy Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie.
Zaproszeni zostali rowniez do wspotpracy przy tworzeniu ksigzki naukowcy z Uniwersytetu Warszaw-
skiego, Polskiej Akademii Nauk, AGH w Krakowie oraz Politechniki Wroctawskiej. Ksigzka zawiera sie-
dem rozdziatéw, z ktorych pierwsze pig¢ (Podstawy spektroskopii absorpcyjnej w zakresie podczerwieni
(FT-IR), Podstawy spektroskopii rozpraszania ramanowskiego, Techniki spektroskopii absorpcyjnej
w zakresie podczerwieni, Techniki spektroskopii ramanowskiej i Analiza chemometryczna widm FT-IR
i ramanowskich) podaje w zwigzly i jasny sposoéb najwazniejsze informacje dotyczace podstaw teoretycz-
nych, aparatury i stosowanych technik spektroskopii w podczerwieni i ramanowskiej. Oprécz najbardziej
popularnych technik stosowanych w obu spektroskopiach bardzo cieszy fakt, Ze w ksigzce znalazly sie
réwniez informacje o mniej znanych ich odmianach. W rozdziale po$wieconym spektroskopii w podczer-
wieni oméwione zostaly miedzy innymi takie metody jak spektroskopia fotoakustyczna, spektroskopia
emisyjna w podczerwieni, mikroskopia i obrazowanie FT-IR oraz niezwykle cenny przy badaniu chiral-
nosci, oscylacyjny dichroizm kolowy. Z kolei, oprocz normalnego efektu ramanowskiego przedstawione
zostaly: rezonansowy efekt ramanowski, powierzchniowo wzmocnione rozpraszanie ramanowskie, obra-
zowanie ramanowskie oraz jedna z metod chiralooptycznych, ramanowska aktywnos¢ optyczna.

Dwa ostatnie rozdzialy ksigzki zawieraja przyklady zastosowan spektroskopii FT-IR oraz spektro-
skopii ramanowskiej, przedstawione w postaci instrukcji do ¢wiczen. Kazda z instrukeji zawiera czes¢ teo-
retyczng obejmujaca zakres materiatu przydatnego do zrozumienia i wykonania ¢wiczenia, jego cele oraz
sposob wykonania. Opisane zastosowania obejmuja szeroki zakres zagadnien. Oprocz ¢wiczen pozwala-
jacych na utrwalenie wiedzy teoretycznej, sa réwniez tematy z dziedziny ochrony $rodowiska i dziedzic-
twa kulturowego. Najobszerniejszg cze$¢ stanowig badania FT-IR i ramanowskie dotyczace: identyfikacji,
struktury, konfiguracji oraz dystrybucji zwigzkéw czynnych biologicznie w rolinach, tkankach, ptynach
ustrojowych czy preparatach farmaceutycznych. Moim zdaniem, ta czes¢ ksigzki, zawierajaca tak liczny
i réznorodny zbidr ¢wiczen z zakresu spektroskopii FT-IR i ramanowskiej jest unikatowa. Jestem prze-
konana, ze okaze si¢ ona niezwykle przydatna pozycja zarowno dla studentéw jak i dla pracownikéw
naukowo-dydaktycznych wydziatéw chemicznych i biotechnologicznych.

Wielka zaleta omawianego wydawnictwa jest fakt, ze rOwnocze$nie z jego polska wersja ukazala sie
wersja w jezyku angielskim ,\Vibrational spectroscopy. From theory to practice” Ksigzka taka niewatpliwie
stanowi¢ bedzie doskonaly podrecznik dla studentéw i wykladowcow coraz liczniejszych w naszym kraju
chemicznych studiow anglojezycznych.

Pragne zauwazy¢, ze cho¢ zaréwno spektroskopia w podczerwieni jak i ramanowska znane sg od
dawna, przedstawione w ksigzce zagadnienia i problematyka sa wciaz aktualne, co obok skfadu zespotu
autorskiego i wysokiego poziomu naukowego poszczegoélnych rozdziatéw stanowi o wyjatkowych zale-
tach ksigzki.

Ksigzka jest fadnie i starannie wydana, a liczne rysunki i czytelne wykresy stanowia znakomite uzu-
pelnienie jej interesujacej tresci.

Maria Wierzejewska
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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Gottfried W. Ehrenstein, Zaneta Brocka-Krzeminska, Materialy polimerowe. Struktura, wlasciwosci,
zastosowanie, Wydawnictwo Naukowe PWN SA, Warszawa 2016, wydanie I polskie, oprawa twarda,
s. 348.

W 2016 roku staraniem Wydawnictwa Naukowego PWN ukazata sie ksigzka pt. ,Materialy polime-
rowe. Struktura, wlasciwosci, zastosowanie”, autorstwa Gottfrieda W. Ehrensteina oraz Zanety Brockiej-
-Krzeminskiej. Jest to najnowsze, zaktualizowane, pierwsze polskie wydanie tej pozycji, ktora jest obecna
od 40 lat na rynku wydawniczym jako ceniony na caltym $wiecie podrecznik z zakresu technologii poli-
merdw. Przez te lata ksigzka zostala przetlumaczona na wiele jezykow oraz byta uhonorowana nagroda
Choice Magazine jako Wybitny Tytul Roku. Autor podrecznika profesor Gottfried Wilhelm Ehrenstein
jest wybitnym naukowcem oraz praktykiem specjalizujacym sie w technologii i przetworstwie tworzyw
sztucznych. Byt m.in. kierownikiem katedry Materiatoznawstwa Tworzyw Sztucznych na Uniwersytecie
w Kassel, nastepnie na Uniwersytecie Erlangen-Norymberga. Podobnie autorka prezentowanej ksigzki dr
inz. Zaneta Brocka-Krzeminska jest cenionym specjalista w zakresie technologii polimeréw, ktéra sku-
tecznie taczy kariere akademicka z praktyka przemystowa.

Materialy polimerowe sa podstawa szeregu tradycyjnych oraz zawansowanych, innowacyjnych
technologii stosowanych w interdyscyplinarnych aplikacjach. Aspekty wiedzy o polimerach sg istotne nie
tylko dla chemikéw czy technologéw, ale réwniez dla specjalistow z zakresu inzynierii materialowej, elek-
troniki, medycyny, farmacji, nanomateriatow.

Ksiazka ,Materialy polimerowe. Struktura, wlasciwosci, zastosowanie” jest na polskim rynku
wydawniczym uzupelnieniem pozycji literaturowych dotyczacych chemii i fizyki polimeréw. Autorzy
szczegolnie koncentrujg si¢ na gruntownej analizie wlasciwosci mechanicznych i termicznych polime-
roéw oraz ich modyfikacji w odniesieniu do dedykowanych zastosowan i technik przetworstwa. Ksigzka
zawiera osiem rozdziatéw, w ktérych przedstawiono analize struktury i wiasciwosci gtéwnie polimero-
wych materialéw konstrukcyjnych oraz wynikajace z tych danych aplikacje przemystowe. Interesujacy
jest pierwszy rozdzial prezentujacy przeglad rynku tworzyw sztucznych, ktéry jest réwniez wprowadze-
niem w praktyczne aspekty chemii polimeréw. W kolejnych rozdziatach przedstawiono podstawy budowy
materialéw polimerowych, bardziej w kontekscie technologii niz chemii polimeréw. Prawdopodobnie
dlatego polireakcje sa ograniczone do polikondensacji i poliaddycji. Podobnie, rozwazania z zakresu
struktury makroczasteczek sg przedstawione fragmentarycznie. Pomimo to, ten krétki zarys dotyczacy
budowy i struktury klasycznych polimeréw umozliwia zrozumienie tresci zwiazanych z analiza wlasci-
wosci tych materialéw przedstawiona w nastepnych rozdzialach. Wiecej uwagi natomiast poswigcono
aspektom z zakresu fizyki polimerdw i materiatéw kompozytowych w tym charakterystykom wytrzyma-
tosciowo-odksztatceniowym, starzeniu i degradacji tworzyw. Szczegdlnie wyczerpujaco przedstawiono
analize wladciwosci mechanicznych i termicznych oraz techniki przetworstwa, ktére majg istotny wplyw
na parametry wyrobow z tworzyw sztucznych. Duza zaleta ksigzki jest kompendium w postaci tabel
zawierajacych syntetyczne informacje dotyczace struktury, charakterystyki i wlasciwosci uzytkowych kla-
sycznych tworzyw sztucznych.

Ksigzka jest skierowana gtéwnie do inzynierdw i technikéw pracujacych w branzy polimeréw/kom-
pozytow, ale stanowi réwniez cenny podrecznik dla studentéw wydziatow chemicznych, inzynierii mate-
riatowej, technologii chemiczne;.

Jolanta Ejfler
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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Witold M. Lewandowski, Robert Aranowski, Technologie ochrony srodowiska w przemysle i energetyce,
Wydawnictwo Naukowe PWN SA, Warszawa 2016, wydanie 1, oprawa migkka, s. 483.

Wydawnictwo Naukowe PWN w 2016 wydalo ksigzke ,,Technologie ochrony $rodowiska w prze-
mysle i energetyce’, autorstwa Witolda Lewandowskiego i Roberta Aranowskiego. Podrecznik ten jak
uzasadniajg Autorzy jest odpowiedzig na rosnace zapotrzebowanie studentow kierunkéw nauk $cistych
i przyrodniczych oraz kadry technicznej zaktadéw przemystowych na holistyczne przedstawienie techno-
logicznych aspektow ochrony srodowiska.

Technologie ochrony §rodowiska sg intensywnie rozwijanym, interdyscyplinarnym zagadnieniem,
obecnym na rynku wydawniczym.

Przedstawienie tematu, szczegélowej oceny konkretnej technologii, na odpowiednim poziomie
zawansowania w danej dziedzinie, z odniesieniem do filaréw zroéwnowazonego rozwoju, nie jest fatwe,
jesli opracowanie ma stuzy¢ szerokiemu gronu czytelnikéw. Nie mniej jednak, w ksigzce wybrane zagad-
nienia ochrony $rodowiska, opisane pod katem systematyzowania i popularyzacji wiedzy, w zakresie zna-
nych technologii a przedstawione w ujeciu holistycznym; mozna uzna¢ za walor publikacji.

Wszystkie omawiane zagadnienia sg poprzedzone wstgpem zawierajagcym podstawy teoretyczne,
nastepnie prezentowane sg techniczne i technologiczne rozwigzania z uwzglednieniem metodyki pomia-
rowej, zastosowania odpowiednich aparatow i urzadzen. Podsumowanie kazdego z rozdzialéw zawiera
charakterystyke srodowiskowa i ekonomiczna proekologicznych technologii facznie z podaniem miejsca
ich realizacji. Ksiazka zawiera siedemnascie rozdziatow, pierwsze dotycza ogélnej charakterystyki antro-
pogenicznego zanieczyszczenia Srodowiska (atmosfery, wody, gleby) z uwzglednieniem analiz dotycza-
cych szkodliwych emisji na terenie Polski. Podsumowanie tej czesci to przedstawienie skutkéw emisji
i zrzutéw do $rodowiska generowanych przez energetyke oparta na nie-ekologicznych paliwach i surow-
cach kopalnych. W nastepnych rozdziatach konsekwentnie w aspekcie ochrony srodowiska sa opisywane
technologie adekwatne do antropogenicznych zanieczyszczen generowanych przez przemyst energe-
tyczny. Stad tez jak wspominaja Autorzy wywodzi si¢ tematyka ksiazki, ktéra poprzez analize tych zjawisk
propaguje metody redukcji zanieczyszczen energetyczno-przemystowych. W kolejnych rozdziatach opi-
sywane sg klasyczne technologie stosowane w ochronie srodowiska. Wprowadzenie w dang tematyke jest
niezwykle uproszczone, daje to oczywisty poglad w sensie popularnonaukowym, jednak nie na poziomie
akademickim, ale wlasnie taki byl zamiar Autoréw. Opis przytaczanych technologii ochrony powietrza,
wody, gleby jest prosty, klarowny, bez zawansowanego aparatu matematycznego co pozwala na dobre
zobrazowanie problemu dla czytelnika réwniez spoza obszaru nauk $cistych. Podrecznik zawiera szereg
schematycznych rysunkéw ulatwiajacych zrozumienie prezentowanych technik oraz sposobu dziatania
aparatow technologicznych, ponadto dolaczono wiele zdje¢ z realnych rozwiazan przemystowych.

Ksigzka jest skierowana gléwnie do inzynieréw i technikdéw pracujacych w branzy energetycznej
oraz wybranych zakladach oczyszczania i ochrony srodowiska, ale stanowi réwniez uzupelniajacy pod-
recznik dla studentéw wydzialéw chemicznych, technologii chemicznej i ochrony $rodowiska/

Jolanta Ejfler
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego



828 NOWE WYDAWNICTWA

Praca zbiorowa pod redakcja; Anny Swiderskiej-Srody, Witolda Lojkowskiego, Malgorzaty Lewandow-
skiej i Krzysztofa J. Kurzydtowskiego, Swiat nanoczgstek, PWN Warszawa 2016, wyd. pierwsze, oprawa
miekka, str. 420

Na polskim rynku wydawniczym jest stosukowo mato publikacji ksigzkowych poswigconych nano-
technologiom. Powszechnie uwaza sie, ze dyscypliny naukowe z przedrostkami bio, info i nano sg wioda-
cymi na poczatku XXI wieku. Dlatego z olbrzymia przyjemnoscia przeczytatem ksigzke pt. Swiat nano-
czgstek, bedaca pracg zbiorowa pod redakcja: Anny Swiderskiej-Srody, Witolda Lojkowskiego, Malgorzaty
Lewandowskiej i Krzysztofa J. Kurzydlowskiego.

Ksigzka jest niezwykle obszerna i trudno ja omowi¢ w szczegdtowej recenzji. Pierwszy rozdziat
jest poswiecony definicji i jak pisza autorzy ,,postrzegania nanotechnologii” W nastepnych rozdzialach,
w sposOb kompetentny opisano: technologie otrzymywania nanoczastek, nanomaterialy weglowe oraz
nanoczastek tlenkéw, zastosowanie nanoczastek w katalizie heterogenicznej, zwiekszajacych przewod-
nos¢ elektryczng oraz w zastosowaniach biomedycznych. Niezwykle wazne sg rozdzialy skoncentrowane
na metodach i procedurach morfologii nanoczastek, obrazowaniu nanoczatek metodami mikroskopii sit
atomowych i mikroskopii elektronowej. W ksigzce przedstawiono rézne sposoby opisu ksztaltu i wielko-
$ci nanoczastek za pomocg réznorodnych metod do$wiadczalnych (np. rozpraszania laserowego, stabil-
nosci koloidéw a takze dyfrakcji promieniowani rentgenowskiego) a ponadto, czego wg. mojej wiedzy
dotychczas nie bylo a co jest niezwykle istotne — nanotoksycznosci (czyli rozdzialy poswiecone bhp pracy
z nanoczasteczkami a takze regulacjom prawnym Unii Europejskiej). Na dodatek, jeden z rozdziatow jest
poswiecony polityce i aktywnoséci Unii Europejskiej w odniesieniu do nanomateriatow.

Uwazam, ze jest to pierwsza ksiazka na polskim rynku ksiegarskim z tak szeroko przedstawiona
tematyka poswigcong nanotechnologiom w chemii. Moim zdaniem, kilku rzeczy zabraklo w tej ksiazce.
W pierwszym rozdziale oczekiwatbym odniesienia do fundamentalnego wystapienia Richarda P. Feyn-
mana (noblisty) wygloszonego w dniu 29 grudnia 1959 roku w Caltech do czlonkéw Amerykanskiego
Towarzystwa Fizycznego, ktére uwaza si¢ za zapowiedz pojawienia si¢ nanotechnologii [R. P. Feynman,
»Jest bardzo daleko od dna”, w ,,Przyjemnos¢ poznania’, rozdziat 5, str. 107 — 125, wyd. Prészynski i s-ka] .

Roéwniez zabraklo rozdzialu poswigconego nanomaszynom. Ale przeciez nie mozna w jednym
opracowaniu monograficznym uwzgledni¢ wszystkich mozliwych aspektéw poruszanych zagadnien.

Ksigzke polecam studentom studiéw magisterskich i doktorantom wydziatéw chemicznych oraz
wszystkim osobom zainteresowanym rozwojem nanotechnologii.

Zdzistaw Latajka
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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INFORMACJE

PATRONAT MEDIALNY

»Wiadomosci Chemiczne” objely patronatem medialnym ostatnie publikacje
ksigzkowe Wydawnictwa Naukowego PWN SA, ktére moga by¢ niezwykle interesu-
jace i przydatne dla spolecznosci polskich chemikéw:

Wiktor Kubinski
»Wybrane metody badania materiatéw. Badanie metali i stopow.”

Praca zbiorowa pod redakcjg Kamilli Matek
»Spektroskopia oscylacyjna. Od teorii do praktyki”

Zdzistaw Migaszewski, Agnieszka Galuszka
,Geochemia $§rodowiska”

Robert J. Whitehurst, Marten Van Oort
»Enzymy w technologii spozywczej”

Jan F. Rabek
~Wspolczesna wiedza o polimerach. Tom 1. Budowa strukturalna polimeréw
i metody badawcze”

Jan F. Rabek
~Wspolczesna wiedza o polimerach. Tom 2. Polimery naturalne i syntetyczne,
otrzymywanie i zastosowania.”

Praca zbiorowa pod redakcja Anny Swiderskiej-Srody, Witolda Wojkowskiego,
Malgorzaty Lewandowskie i Krzysztofa J. Kurzydlowskiego
»Swiat nanoczastek”

Praca zbiorowa pod redakcjg Kamili Zelechowskiej
»Nanotechnologia w praktyce”

W najblizszych numerach czasopisma ukaza si¢ recenzje wyzej wspomnianych
ksigzek.
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Il Konferencja Naukowa Doktorantow i Mtodych Naukowcow

M£.ODZI DLA TECHNIKI 2017

Plock, 7-8 wrzesnia 2017 roku

KONFERENCJA NAUKOWA MLODZI DLA TECHNIKI 2017

EDYCJA TRZECIA
Organizator: Politechnika Warszawska Wydzial Budownictwa,
Mechaniki i Petrochemii w Plocku
Data: 7-8 wrzesnia 2017.
Miejsce: Politechnika Warszawska Filia w Plocku

ul. Lukasiewicza 17, Plock

Konferencja Mlodzi dla Techniki 2017 stanowi integralna czes¢ obchodow
50-lecia Filii Politechniki Warszawskiej w Ptocku.

Celem Konferencji jest prezentacja dorobku naukowego mlodych pracow-
nikéw nauki, doktorantéw i studentéw. Konferencja dedykowana jest nie tylko
poczatkujgcym, ale takze doswiadczonym mtodym badaczom, dziatajagcym w szero-
kim obszarze budownictwa i inzynierii ladowej, inzynierii srodowiska, inzynierii
mechanicznej i materialowej, jak réwniez inzynierii chemicznej i petrochemiczne;j.

Zalozeniem organizatordéw jest stworzenie okazji do wymiany doswiadczen,
pogladéw, jak réwniez integracji $rodowiska zainteresowanego wspdlczesnymi
problemami techniki.

Tematyka Konferencji Mlodzi dla Techniki 2017 obejmuje nastepujace zagad-
nienia:

+ konstrukcje budowlane i inzynierskie

 technologia i organizacja budowy

o mechanika budowli

o fizyka budowli

o+ cieplownictwo, ogrzewnictwo, wentylacja, gazownictwo

« inZynieria wodna i sanitarna

+ konwencjonalne i alternatywne zZrédla energii
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technologia chemiczna i petrochemiczna
inzynieria mechaniczna i materialowa
urzadzenia i systemy mechaniczne,
budowa maszyn,

ochrona $rodowiska.

Terminarz konferencji

1 grudnia 2016-31 stycznia 2017: rejestracja, przestanie abstraktu on-line
(wylacznie po rejestracji)

10 lutego 2017: akceptacja abstraktow

31 marca 2017: ostateczny termin nadsytania prac

05 maja 2017: ostateczna kwalifikacja referatow

15 maja 2017: termin uiszczenia oplaty konferencyjnej

7-8 wrzesnia 2017: KONFERENCJA

Przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego — dr inz. Anna Krawczynska-Piechna
Przewodniczacy Komitetu Naukowego — prof. nzw. dr hab. inz. Roman Marcinkowski

Kontakt: mdt2017@pw.plock.pl
Wiegcej informacji na: www.mdt2017.pw.plock.pl
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INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2017

Redakcja miesiecznika PTChem ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomos$ci Chemicznych” za 2017 r. bedzie wyno-
sifa 231 zt dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych. Dla
cztonkéw PTChem 20 z1. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywac na konto:

Bank PEKAO SA
Oddzial we Wroclawiu
pl. Powstancéw SL. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,Wiadomosci Chemiczne”
48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla czlonkéw PTChem, polaczona

z oplaty skladek czlonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujaco:

- prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” na rok 2017 wraz ze skladka

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

- emeryci, doktoranci oraz studenci placg 35 zt (skladka - 15 zI, prenume-

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

Cztonkowie PTChem, ktorzy zechcg zaprenumerowac ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie opfat na konto:

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

ERRATA

Redakcja czasopisma informuje, ze w wersji drukowanej zeszytu 9-10/2016, na
zewnetrznej stronie okladki oraz na stronie 613 brakuje nazwiska jednego ze wspot-
autoréw pracy pt. ,,Aktywnos¢ biologiczna zwigzkow acetylenowych pochodzenia
naturalnego” — Stanistawa Boryczki. Wszystkie nazwiska autoréw pracy ukazaly sie
w wersji elektronicznej ww. zeszytu.

Jednoczesnie wyjasniamy, ze blad nie jest wynikiem pomylki Redakeji.



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia
nastepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

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

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

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

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

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

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

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

cena 15 zt

1.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierws:za,
cena 18 zt

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwosé¢ jonow w podwaojnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zt.

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

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

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

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

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setng rocznice uro-
dzin, cena 12,00 z1.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czegs¢ I. Naktad wyczerpany, dostgpna wersja
elektroniczna.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ Il. Naktad wyczerpany, dostepna wersja
elektroniczna

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

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

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



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

1. Informacje ogolne

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

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowi seria, ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych’, gdzie publikowane sa
dluzsze artykuly przegladowe lub monografie poswiecone waznym i aktualnym problemom wspoétczesnej che-
mii. Autorzy, ktorzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wezeéniej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie
przesta¢ wstepnie przygotowana publikacje (redagowang na wzor artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Che-
micznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul przygotowywanej publikacji, przyblizona
liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada srodkéw na finansowanie prac w serii
»Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” W zaleznosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega
sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

sWiadomosci Chemiczne” wydawane s3 zaréwno w wersji drukowanej jak i elektronicznej. Wersja elektro-
niczna udostepniana jest bezplatnie w Internecie.

Czasopismo jest indeksowane/abstraktowane w kilku bazach danych: Chemical Abstracts, Polska Bibliografia
Naukowa, BazTech, Polska Bibliografia Lekarska, Index Copernicus, Baza ARIANTA.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

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

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



3. Koszty

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

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

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych’, Redakcja nie posiada srodkéw na finanso-
wanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

o Glowny tekst nadsylanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy sto-
sowaé numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity sposéb numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zar6éwno przy numerowaniu rozdzialéw, przy przytaczaniu pismiennictwa cytowanego oraz odwolywaniu
sie do tabel rysunkoéw itp., nie nalezy stosowa¢ odsylaczy hipertekstowych).

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

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

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

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

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

- notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dofaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autor6éw (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji),



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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

Tabele i rysunki powinny by¢ zamieszczone w przesylanym tekscie oraz dodatkowo (po zatwierdzeniu

pracy do druku, na etapie przygotowywania szczotki) dotaczone w postaci osobnych plikéw zapisanych

w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

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

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

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

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

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczosci co najmniej 300 dpi.

« Pi$miennictwo cytowane

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

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dostepu, np.

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

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

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji

Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji.

Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastepujacej postaci:

o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;

« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);

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

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

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

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesytania prac z kolorowymi stronami prosimy o zaznacze-
nie stron, ktére w formie druku majg by¢ kolorowe Brak tej czynnos¢ bedzie skutkowal czarno-biatym wydru-
kiem wersji papierowej. W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na czarno-biafe,
prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkéw.



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

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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