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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW 1 OZNACZEN

AJCC (ang. American Joint Committee on Cancer)
BA — kation benzalkoniowy

BF, — tetrafluoroboran

c. — carcinoma

CK — cytokeratyna

DDA - kation didecylodimetyloamoniowy

DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy

EBV (ang. Epstein-Barr Virus) — ludzki herpeswirus
HPV (ang. Human Papilloma Virus) — wirus brodawczaka ludzkiego
H&E — hematoksylina i eozyna

IL (ang. lonic Liquid) — ciecz jonowa

ISO — International Standardization Organization

LDso — medialna dawka Smiertelna

MBC (ang. Minimal Bacterial Concentration) — minimalne st¢zenie bakteriobojcze

MFC (ang. Minimal Fungal Concentration) — minimalne stezenie grzybobojcze

MHB (ang. Mueller-Hinton Bouillon) — podtoze Mueller’a-Hinton’a

MIC (ang. Minimal Inhibitor Concentration) — minimalne st¢zenie hamujace

NBF (ang. Neutral Buffered Formalin) — roztwor buforowanej formaliny
NMR — magnetyczny rezonans jadrowy
RNA — kwas rybonukleinowy

rtg — zdjecie radiologiczne

RTIL (ang. Room Temperature lonic Liquids) — cieklte ciecze jonowe w temperaturze

pokojowe;j
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TGA (ang. Thermal Gravimetric Analysis) — analiza termiczna

TNM (ang. Tumor, Nodus, Metastasis) — guz, wgzet, przerzut

T — temperatura topnienia

T, — temperatura wrzenia

UICC (ang. Union for International Cancer Control) — migdzynarodowa unia do
walki z rakiem

USG — badanie ultrasonograficzne

WHO (ang. Word Health Organization) — §wiatowa organizacja zdrowia
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1. WSTEP

W patomorfologii, w celu utrwalenia materiatu do diagnostyki
histopatologicznej i cytologicznej, stosuje si¢ agresywne, lotne i toksyczne zwigzki
chemiczne. W 1868 roku niemiecki chemik, Hoffman odkryt rozpuszczalny w
wodzie gaz — formaldehyd (rys. 1), ktérego roztwdér wodny zwany jest formaling.
Obecnie 10% wodny roztwor buforowanej formaliny jest najpopularniejszym

utrwalaczem.

Rysunek 1. Tréjwymiarowa, kulowa struktura formaldehydu z zaznaczonym rozktadem
tadunku elektrycznego.

Coraz wigksza $wiadomo$¢ koniecznosci ochrony zdrowia ludzi, zwierzat i
srodowiska stala si¢ motorem w poszukiwaniu bezpiecznych i mniej toksycznych
substancji. W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost zainteresowania
,»zlelong chemia” (ang. green chemistry), w ktorej istotng role odgrywaja ciecze
jonowe (ang. lonic Liquids — ILs). Sa to zwigzki organiczne, zbudowane z kationu i

anionu.
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Sole te majg temperature topnienia nizszg niz temperatura wrzenia wody, a w
temperaturze pokojowej najczesciej sa ciekle dzigki niskiej energii sieciowe;.
Posiadaja budowe jonowa, dlatego nie paruja; s3 niepalne i uznawane za ,,zielone

rozpuszczalniki”.

Wiele o$rodkéw naukowych i1 przemystowych na catym $wiecie prowadzi
intensywne badania nad zastosowaniem tych niezwyktych i1 wszechstronnych
zwigzkow, o czym $wiadczy stale wzrastajaca liczba publikowanych prac na ich
temat [1, 2], co zestawiono na schemacie 1. W 2006 roku ukazato si¢ prawie 2

tysigce prac, a liczba ta w kolejnych latach nadal wzrasta.

-~

-

Lczba opebiibowarmych grac

ol:ololl4lllllllllllll000000'0".'

|
Lata

Schemat 1. Wykres przedstawia liczbg opublikowanych prac na temat cieczy jonowych w
latach od 1968 do roku 2006.
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Ciecze jonowe sa przede wszystkim stosowane, jako alternatywne
rozpuszczalniki w  syntezie organicznej, reakcjach katalitycznych czy
biokatalitycznych. Sa wykorzystywane réwniez w chromatografii cieczowej i
gazowej, w elektrochemii czy w technikach elektromigracyjnych. W medycynie po
raz pierwszy zostaly zastosowane przez zespot prof. Majewskiego jako alternatywny

utrwalacz — zamiennik 10% roztworu buforowanej formaliny.

To, co czyni te zwigzki tak wszechstronnymi, to mozliwos¢
,»zaprojektowania” ich wlasciwosci przez odpowiedni dobor kationu i anionu.
Szacuje sig¢, ze ilos¢ kombinacji kation-anion jest olbrzymia i moze ona osiagaé

rr 18
nawet wartos¢ 10°.
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2. WPROWADZENIE

2.1. PODZIAL NOWOTWOROW GLOWY I SZY1

Guzem nazywa si¢ kazde obrzmienie tkanki, narzadu lub jego czgsci, o rézne;j
etiologii. Terminem tym okresla si¢ wigc wszelkiego rodzaju guzowate zmiany o
charakterze wrodzonym, zapalnym, pourazowym i nowotworowym. Stwierdzenie
obecnosci zgrubienia czy guza w obrebie tkanek glowy i szyi jest zawsze objawem
niepokojacym i wymaga przeprowadzenia szczegdtowej diagnostyki roznicowej oraz

leczenia adekwatnego do rozpoznania.

Blona gy : Dno jamy
A Jezyk Podniebienie Dzigsto ustnej

Powierzchnia
grzbietowa
(2/3 przednie)

Sluzéwka warg

Sluzowka
policzkow

Okolica
zatrzonowcowa

Schemat 2. Podziat topograficzny okolic wystepowania rakoéw jamy ustne;.

Swiatowa Organizacja Zdrowia WHO (ang. Word Health Organization)
podzielita guzy gltowy i szyi ze wzgledu na ich lokalizacj¢ i cechy histologiczne

(schemat 2). Po ustaleniu lokalizacji guza wykonuje si¢ badanie palpacyjne oraz
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wziernikowanie lub przeprowadza si¢ badanie endoskopowe. Nastgpnie ocenia si¢
wielko$¢ guza, a jego rozlegtos¢ naciekania tkanek sasiednich diagnozuje si¢ przy
pomocy tomografii komputerowej oraz rezonansu magnetycznego i badania
ultrasonograficznego (USG) w przypadku weztéw chlonnych. Wykorzystanie efektu
Dopplera w badaniu USG pozwala oceni¢ drozno$ci naczyn krwiono$nych
przebiegajacych w obrebie lub sasiedztwie guza. Te informacje pozwalajg ustali¢
prawdopodobny rodzaj guza i wykona¢ zabieg chirurgiczny z zachowaniem

odpowiedniego marginesu zdrowych tkanek.

Pobrany od pacjenta materiat z odpowiednio przygotowanym zatacznikiem
trafia do zaktadu patomorfologii w celu ustalenia rozpoznania typu histologicznego,
stopnia zrdéznicowania (stopnia zlosliwosci histologicznej) 1 stopnia zaawansowania
nowotworu. W celu ustalenia diagnozy histopatologicznej czgsto, oprocz rutynowego
badania histologicznego, konieczne jest wykonanie badan histochemicznych i

immunohistochemicznych.

Analiza mikroskopowa materialu tkankowego pozwala na okreslenie stopnia
zrdéznicowania (ztosliwosci histologicznej) nowotworu. Stosowane podziaty uwzgled-
niaja najczesciej trzy lub cztery stopnie zto§liwosci, oznaczone cyframi rzymskimi I,
IL, 1I lub GI, GII, GIII. Wyzszy stopien zto§liwosci w praktyce klinicznej oznacza
gorsze rokowanie, ale lepsza promienioczulo$¢ nowotworu. Okres$lenie stopnia
ztosliwosci nowotworu ma znaczenie dla prognozowania przebiegu pooperacyjnego
oraz wyboru metody leczenia. Histologiczna ocena ztosliwosci raka

ptaskonabtonkowego opiera si¢ na trzech kryteriach:

1) stopniu zréznicowania,

10
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2) wskazniku wzrostu,
3) wielopostaciowosci komorek i jader komoérkowych.

Miarg stopnia zrdznicowania raka jest jego podobienstwo do wielo-
warstwowego nabtonka plaskiego. Zgodnie z tym zatozeniem, np. wysoko
zrdznicowany rak plaskonablonkowy GI to nowotwor, ktorego komoérki tworza
keratyne i posiadaja mostki cytoplazmatyczne - carcinoma planoepitheliale

keratodes).

Wskaznik wzrostu opiera si¢ na ocenie liczby figur podziatu komérkowego
w polu widzenia mikroskopu $wietlnego. Ta cecha najsilniej jest wyrazona w
obwodowej strefie nowotworu, a wigc w obszarze intensywnego naciekania
otoczenia. Najbardziej miarodajng ocen¢ wskaznika wzrostu uzyskujemy stosujac
tzw. niezalezne markery proliferacyjne, z uzyciem znakowanej tymidyny lub jej
analogu. Dodatnia warto§¢ wskaznika wzrostu obserwujemy w reakcjach
immunohistochemicznych wykazujacych biatka bedace kofaktorami polimeraz DNA.

Zawarto$¢ tych biatek narasta zwlaszcza w fazie S cyklu komorkowego.

Wielopostaciowo$¢  komodrek  nowotworowych cechuje  najwydatniej
nowotwory o wysokim stopniu zlosliwosci (np. carcinoma planoepitheliale
akeratodes, GIII) 1 polega na roéznorodnosci rozmiaréw 1 ksztaltu jadra
komorkowego oraz jego nadbarwliwo$ci. Cytoplazma tych komorek jest o réznej
obfitosci, uboga w organella komodrkowe. Zatracone s3 zupelie wiezi

migdzykomorkowe [3].

11
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Histologiczna ocena stopnia zto$liwosci opiera si¢ na badaniu wycinkow
pobranych z réznych obszaréw guza. W przypadku niejednorodnosci utkania pod
wzgledem stopnia ztosliwosci bierzemy pod uwage cechy najbardziej ujemne.

Bowiem te obszary zadecyduja o dalszym przebiegu badanego nowotworu.

W celu okreslenia stopnia zaawansowania nowotworu stosuje si¢ podziat
TNM (ang. Tumor, Nodus, Metastasis), gdzie T oznacza guz nowotworowy, N stan
weztdw chtonnych a M obecno$¢ przerzutow odleglych. Kazdej z trzech liter
towarzyszy liczba lub litery wskazujace odpowiednio na wielkos$¢ guza, jego miejsce
1 zasigg. Odpowiednie sklasyfikowanie cech nowotworu i ich wzajemne zestawienie
pozwalaja na ustalenie stopnia jego zaawansowania. Przyktadowe zastosowanie
podzialu TNM do okreslenia stadium zaawansowania proceséw nowotworowych
przedstawiono na schemacie 3.

W obrgbie klasyfikacji TNM mozna wyrdzni¢ pi¢¢ réznych rodzajow, ktore
zestawiono w tabeli 1.

Mnogos¢ tkanek wystepujacych w okolicy glowy 1 szyi wplywa na
réznorodno$¢ nowotworéw rozwijajacych si¢ w tej okolicy. Najczestszym
nowotworem zto§liwym jest rak, guz pochodzenia nabtonkowego, stanowigcy 90%
wszystkich nowotworéw zlosliwych tego regionu. Raki ptaskonabtonkowe glowy i
szyi stanowig okoto 6% wszystkich nowotwordéw ztosliwych i wystepuja zwykle w 6—
7 dekadzie zycia. Raki s3 nowotworami o udowodnionym podlozu egzogennym.
Czynnikami zewnetrznymi sg przede wszystkim kancerogeny (papierosy, rzadziej

narkotyki), kokancerogeny (alkohol) oraz wirusy onkogenne (HPV i EBV).

12
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Schemat 3. Klasyfikacja TNM wargi i jamy ustnej wg AJCC z 2002 roku.
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Rodzaj
klasyfikacji

Pochodzenie danych

Wykorzystanie danych

TNM (kliniczna)

Dane diagnostyczne, w tym objawy,
badanie fizykalne, obrazowanie,
endoskopia, biopsja; resekcja jednego
wezta z klinicznym T; badanie
chirurgiczne bez resekcji oraz inne
stosowne badania

Prognoza wstepna i leczenie
poczatkowe

Poréwnania populacyjne

Dane diagnostyczne i chirurgiczne
usunietego guza oraz dane po ocenie

Najbardziej doktadna ocena
prognozy

pTNM cznej o .
(patologiczna) patologiczne] Okreslenie sposobu leczenia
Dane kliniczne i patologiczne po Okreslenie dalszego sposobu
ye/ypTNM radioterapii lpb leczeniu uktadowym | leczenia
(postterapeutyczna) przed operacja Ustalenie stopnia odpowiedzi na
,y¢” - kliniczna, ,,yp” — patologiczna | leczenie
Dane kliniczne i patologiczne w Okreslenie sposobu leczenia
I'TNM (po momencie ponownego leczenia
WZnowie) nawrotu lub progresji
Dane kliniczne i patologiczne Identyfikacja i ocena stopnia
uzyskane w trakcie badania procesu nowotworowego
aTNM posmiertnego wykrytego w trakcie badania
(autopsyjna) po$miertnego

Tabela 1. Zestawienie rodzajow klasyfikacji TNM opublikowanej przez AJCC w 2009 r.

Druga grupe stanowig stabiej poznane czynniki endo i egzogenne, do ktorych

zaliczy¢ nalezy

uwarunkowania

genetyczne,

uposledzenie

funkcji  ukladu

odporno$ciowego, czynniki hormonalne, srodowisko pracy i zycia oraz inne.

Cechy guzow ztosliwych:

1) wzrost

2) szybkos$¢ wzrostu
3) przebieg wzrostu

4) zmiany wsteczne

- naciekajacy 1 niszczacy tkanki, brak otorbienia,

- stale postepujacy,

- szybki wzrost z wieloma figurami podziatow,

- czesto rozpad 1 owrzodzenie powierzchni guza,

14
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5) nawroty - czeste,
6) przerzuty - wystepuja.
Opierajac  si¢ na poréwnaniu obrazu mikroskopowego z przebiegiem
klinicznym, w 1920 roku Broders zaproponowat 4-stopniowy podziat ztosliwosci
rakow ptaskonabtonkowych na podstawie procentowego stosunku pomiedzy ko-

moérkami dojrzatymi i niedojrzatymi, co przedstawia schemat 4.
- medojrzalych, niezroznicowanych komorek
do 25%, dojrzalych okolo 75%

- niedojrzalych, niezroznmcowanych komorek
od 25% do 50%, dojrzalych od 50% do 75%

- niedojrzalych, niezroznicowanych komorek
od 50% do 75%, dojrzatych od 25% do 50%

- niedojrzalych, niezroznicowanych komaérek
od 75% do 100%, dojrzatych od 25% do 0%

Schemat 4. Stopnie histologiczne zlosliwosci rakow.

Na podstawie klasyfikacji stworzonej przez Miedzynarodowa Uni¢ do Walki
z Rakiem (UICC) nowotwory zostaly zaszeregowane wedhlug ich przynalezno$ci

tkankowej. Stworzono trzy grupy:

L. Grupa guzow ztosliwych wywodzacych si¢ z tkanki nablonkowe;:

1) rak ptaskonabtonkowy (carcinoma planoepitheliale) o réznym stopniu

zroznicowania,

15
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2) rak rogowaciejacy, zaliczany do grupy [ wg WHO,
3) rak brodawczakowaty (carcinoma verrucosum),

4) rak niezréznicowany (dawniej transitional cell carcinoma), obecnie okreslany

jako grupa III wg WHO.

IL. Grupa nabtonkowych guzéw wywodzacych si¢ z tkanek zgbotwoérczych:
szkliwiak zto§liwy (ameloblastoma malignum), pierwotny rak $rodkostny
zgbopochodny (carcinoma intraosseum primarium odontogenes) oraz rak

wywodzacy si¢ z nabtonka torbieli zgbopochodne;.

II. Grupa guzéw wywodzacych si¢ z tkanki gruczotowej matych i duzych gruczotow
slinowych:

1) rak gruczotowato-torbielowaty (carcinoma adenoides cysticum, cylindroma),
2) rak sluzowo-naskorkowy (carcinoma mucoepidermalis),

3) gruczolakorak §liniankopochodny (adenocarcinoma sialogenes).

2.2. UTRWALANIE MATERIALU BIOLOGICZNEGO

Utrwalenie materiatu biologicznego, w celu zrozumienia jego funkcji i
struktury, w ciagu ostatniego stulecia doprowadzito do stworzenia wielu utrwalaczy.
Mechanizmy 1 zasady, na podstawie ktorych dzialaja poszczegdlne utrwalacze tak,
aby zachowa¢ strukture tkanek i zmniejszy¢ utrate ich substancji, dzielg si¢ na
ogblne kategorie. Naleza do nich: tworzenie grup kowalencyjnych, wigzania

krzyzowe, odwodnienie, wytrawianie kwasami, wysalanie oraz utrwalanie termiczne.

16
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Ztozone utrwalacze dzialaja dzigki wykorzystaniu kilku z powyzszych

mechanizmow.

Kazdy utrwalacz ma zalety i wady. Do najczgstszych wad zaliczamy utrate
czasteczek utrwalanej tkanki, jej obkurczenie lub spgcznienie. Innymi spotykanymi
problemami s3 zmiany, jakosci w  barwieniach  histochemicznych i
immunohistochemicznych, utrudnione przeprowadzenie dokladnej analizy

biochemicznej oraz rdznice w strukturach organelli komérkowych.

Jednym z gléwnych problemdéw zwigzanych z utrwalaniem materiatlu w
formaldehydzie i zatapianiem go w bloczkach parafinowych byla utrata antygenow
immunorozpoznawalnych [4, 5]. Podobnie przeprowadzenie analizy mRNA i DNA z
materiatu utrwalanego w formalinie i zatopionego w parafinie bylo skomplikowane

[6-8].

Wszystkie powszechnie uzywane utrwalacze sa stosowane na drodze
kompromisu. Chodzi bowiem oto, aby pozytywne cechy utrwalonego materiatu

réwnowazyly te mniej pozadane.

Gléwny cel utrwalania tkanek w patologii to utrzymanie wyraznych i
zgodnych morfologiczne cech [4, 6]. Rozwojowi wigkszo$ci utrwalaczy towarzyszyt
przypadek, a zrozumienie sposobu ich dziatania bylo oparte na informacjach
uzyskanych z produkcji szczepionek czy barwienia skor. Aby mozna byto ogladaé
komorki w mikroskopie, barwione odcinki tkanki musza zachowa¢ prawidtowe
struktury takie jak cytoplazma czy jadra komorkowe. Poza tym istotne jest rOwniez
zachowanie prawidlowej struktury zewnatrzkomorkowej wraz ze skladem

chemicznym badanej tkanki. Wiele sktadnikéw tkanek jest rozpuszczalnych w jej

17



lek. stom. Agnieszka Pernak — Rozprawa Doktorska

wodnym S$rodowisku i dlatego istotne jest maksymalne zmniejszenie mozliwos$ci

utraty sktadnikow komérkowych w trakcie utrwalania.

Do chwili obecnej uniwersalny czy idealny utrwalacz nie zostat jeszcze
opracowany. Utrwalacze sa wybrane tak, aby mozna byto oceni¢ konkretne struktury
komoérkowe odpowiedniej tkanki. W diagnostyce patomorfologicznej utrwalaczem z

wyboru dla wigkszosci patologow jest 10% roztwor buforowanej formaliny [9].

Najwazniejsza cecha utrwalacza jest uzyskanie wysokiej, jakosci obrazu
mikroskopowego barwionego hematoxyling i eozynag (H&E) zaréwno poczatkowo,
jak 1 w trakcie przechowywania materiatu w bloczku parafinowym przez co najmniej
10 lat jak to wymagaja obowigzujace w Polsce przepisy. Utrwalacz musi posiadac
umieje¢tnos¢ zabezpieczenia, krotko jak i dlugoterminowego materiatu przed utrata
rozpuszczalnych w wodzie substancji komorkowych oraz zahamowa¢ zdolnos$ci
kataboliczne enzymow. Inng rownie wazng cechg dobrego utrwalacza jest
zniszczenie czynnikéw zakaznych, dzigki czemu mozliwe jest utrzymanie
integralnosci tkanek i komorek. Ponadto $rodki utrwalajace powinny umozliwic¢
odzyskanie makroczasteczek w tym bialek, RNA i DNA bez zmian biochemicznych

w materiale zatopionym w parafinie.

Kolejng wazng cechg idealnego utrwalacza jest przydatno$¢ w utrwalaniu
réznych tkanek, w tym tkanki tluszczowej, limfatycznej czy tkanki nerwowe;.
Powinien zachowywa¢ mate i duze fragmenty tkanek oraz umozliwia¢ wykonanie
badan histochemicznych, immunohistochemicznych, hybrydyzacji in situ oraz
innych procedur specjalistycznych. Powinien penetrowa¢ 1 utrwala¢ tkanki
maksymalnie jak najszybciej oraz zachowywa¢ kompatybilno$¢ z automatycznymi

procesorami tkankowymi. Jego przydatno$¢ nie powinna by¢ krotsza niz rok i
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powinien by¢ cenowo dostepny. Obecnie dodatkowo zwraca si¢ uwagge na
toksyczno$¢ wobec cztowieka i srodowiska naturalnego, jak i tatwg degradowalno$¢

utrwalacza [10].

2.2.1. Metody utrwalania

Utrwalanie tkanek mozna osiaggnaé poprzez stosowanie metod fizycznych
i/lub chemicznych. Metody fizyczne, takie jak podgrzewanie klasyczne czy
mikrofalowe oraz liofilizacja, sa niezaleznymi procesami i nie sg wykorzystywane
powszechnie w badaniach patomorfologicznych. Wigkszos¢ metod fiksacji
uzywanych w utrwalaniu tkanek do celéw histopatologicznych polega na utrwalaniu
chemicznym przeprowadzanym przez ciecz utrwalajaca. Najwazniejszym wymogiem
stawianym przed utrwalaczami do diagnostyki patomorfologicznej jest
powtarzalno$¢ obrazoéw mikroskopowych barwionych H&E i oddalonych od siebie w
czasie. Metody utrwalania uzywane w protokotach badawczych moga by¢
réznorodne, zaczynajac od utrwalania przy uzyciu opardw czy utrwalania catych
zwierzat poprzez perfuzje uktadu naczyniowego zwierzecia zwigzkiem utrwalajagcym

(4, 5].

Wiele substancji chemicznych Iub ich kombinacji moze dziata¢ rdéwnie
dobrze, jako dobry utrwalacz i bedzie realizowac stawiane przed nimi zlozone
wymagania. Niektore utrwalacze maja dodane reaktywne grupy kowalencyjne, ktore
moga wywotywac reakcje krzyzowe pomiedzy biatkami, pomigdzy poszczegdlnymi
czasteczkami biatek w kwasach nukleinowych oraz pomiedzy kwasami

nukleinowymi a biatkami [4, 5, 11-13]. Najlepszym przyktadem takich utrwalaczy
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(cross-linking fixatives) sa formaldehyd oraz aldehyd glutarowy. Innym podejéciem
do utrwalania moze by¢ wyodrgbnienie utrwalaczy, ktére usuwaja wolng wode z
tkanki przyspieszajac utrwalanie i powodujac koagulacj¢ biatek. Do substancji
odwadniajacych tkanki zaliczamy etanol, metanol i1 aceton. Natomiast utrwalacze,
takie jak kwas octowy, kwas trichlorooctowy, chlorek rteci oraz octan cynku,
dzialajg na drodze denaturacji biatek i kwaséw nukleinowych poprzez zmiang pH lub
poprzez tworzenie soli. W tym miejscu nalezy rowniez wymieni¢ utrwalacze
ztozone, ktore s3 mieszaninami odczynnikow. I tak na przyklad dziatanie
alkoholowego roztworu formaldehydu utrwala tkank¢ za sprawa dodania
kowalencyjnych grup hydroksymetylowych, reakcja krzyzowa oraz przez koagulacje

1 odwodnienie.

2.2.1.1. Fizyczne metody utrwalania

2.2.1.1.1. Utrwalanie termiczne klasyczne 1 mikrofalowe

Najprostszym utrwalaczem tkanek jest wysoka temperatura. Gotowanie lub
precypitacja jajka powoduje $ciecie si¢ biatka i1 zoltka, dzigki czemu mozna tatwo
bada¢ te elementy oddzielnie. Kazdy sktadnik jajka, po jego termicznym utrwaleniu,
jest mniej rozpuszczalny w wodzie anizeli taki sam sktadnik $§wiezego materiatu. Po
umieszczeniu, na podgrzanym szkietku podstawowym, skrawka mrozeniowego
dochodzi do jego umocowania i czg¢sciowego utrwalenia poprzez ciepto oraz
odwodnienie. Ciepto jest wykorzystywane przede wszystkim do przyspieszenia
utrwalania, pomimo uzyskania, w badaniu histopatologicznym, odpowiedniej

morfologii tkanki przez jej gotowanie w soli fizjologiczne;.
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Ogrzewanie mikrofalami przyspiesza utrwalanie i redukuje czas potrzebny do
utrwalenia duzych preparatow i skrawkow histologicznych, z 12 godzin do mniej,
niz 20 minut [14-16]. Podgrzewanie tkanki utrwalanej w formalinie powoduje
uwolnienie si¢ duzej iloSci niebezpiecznych opardéw, ktore w przypadku
nieprawidlowego  zabezpieczenia moga  stanowi¢ powazne  zagrozenie
bezpieczenstwa. Ostatnio, firma Glyoxal wprowadzila utrwalacze, ktore nie
produkuja niebezpiecznych oparéw przy podgrzewaniu mikrofalowym utrwalonego

w nich materialu, w temperaturze 55°C.

2.2.1.1.2. Liofilizacja 1 zamrazanie

Liofilizacja jest przydatng metoda w ocenie rozpuszczalnych czastek i
molekut tkankowych. Badany materiat jest skrawany na cienkie skrawki, ktore
nastepnie zanurzane sg w cieklym azocie, a woda jest usuwana w komorze
prozniowej, przy temperaturze -40°C. Tkanki nastgpnie mogg by¢ utrwalone przy

uzyciu oparow.

Zamrazanie polega na umieszczaniu tkanki w schtodzonych (do -40°C)
utrwalaczach, takich jak aceton czy alkohol o niskiej masie molowej. Te schtodzone
utrwalacze powoli usuwaja wodg przez rozpuszczenie krysztatow lodu, przy czym
biatka nie ulegaja denaturacji. Nastepnie stopniowe podwyzszenie temperatury do

4°C konczy proces utrwalania [17].
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2.2.1.2. Chemiczne metody utrwalania

Utrwalenie chemiczne wykorzystuje organiczne i nieorganiczne zwigzki w
celu otrzymania odpowiedniego efektu konserwujacego morfologi¢ tkanki.
Utrwalacze chemiczne mozna podzieli¢ na trzy grupy: koagulanty, cross-linking oraz

utrwalacze ztozone.

Organiczne i nieorganiczne roztwory moga koagulowaé biatka, czynigc je
nierozpuszczalnymi. Struktura komorkowa jest utrzymywana gléwnie przez
lipoproteiny i przez wtdkna kolagenowe. W mikroskopii §wietlnej obraz strukturalny
komorki jest wystarczajacy dla celow histologicznych, jednakze w przypadku
analizy ultrastrukturalnej bedzie niewystarczajacy, poniewaz dochodzi do
niedostatecznego  zachowania  struktury — mitochondriow czy  ziarnistosci

wydzielniczych.

Najczgsciej stosowanymi utrwalaczami koagulujacymi sg alkohole (np.
etanol, metanol) oraz aceton. Istotna jest réznica pomiedzy metanolem a etanolem.
Etanol przy stezeniu 50-60% rozpoczyna koagulacje, a metanol dopiero przy

stezeniu powyzej 80% [18].

Do utrwalaczy koagulujacych zaliczamy réwniez kwasy, takie jak: kwas

pikrynowy, octowy czy trichlorooctowy.

Utrwalacze ztozone to mieszaniny réznych zwiazkow posiadajace rozne
wlasciwosci fizykochemiczne np. formalina zawierajaca jony metali. Najczesciej
stosowane jony metali to: Hg*", Pb*", Co*", Cu**, Cd*" i Zn*" lub kompleksy [UO,]*
i [PtClg]*. Rteé, lit i cynk sa obecnie najczesciej uzywanymi metalami. Formaldehyd

zawierajacy jony cynku jest uwazany za lepszy utrwalacz dla celow
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immunohistochemicznych niz czysty formaldehyd [4, 19]. Utrwalacze zlozone na
bazie formaliny, charakteryzuja si¢ powtarzalno$cia i dobra, jakoscig obrazu

histomorfometrycznego.

Osmolarno$¢ bufora i utrwalacza jest wazna, poniewaz hipertonicznos¢ i
hipotoniczno$¢ wplywa na skurcz lub obrzek utrwalanego materiatu. Najlepsze
rezultaty uzyskuje si¢ przy uzyciu roztwordw nieznacznie hypertonicznych (400 -
450 mOsm), jednakze osmolarno$¢ dla 10% NBF wynosi okolo 1500 mOsm.
Podobnie, zachowuja si¢ niektore jony (Na, K, Ca*", Mg>"), ktére moga wplywaé
na ksztaltt i struktur¢ komorek niezaleznie od efektu osmotycznego. Jonowy sktad

utrwalaczy powinien by¢ mozliwie jak najbardziej izotoniczny.

Kwasy octowe i inne kwasy dziataja gtownie przez obnizenie pH i zakldcanie
trzeciorzedowej struktury biatek. Bufory sa uzywane, aby utrzymaé¢ pH przy
optimum. Wybdr konkretnego buforu zalezy od typowego przykladu utrwalacza i

analitu. Powszechnie uzywane bufory to fosforan, kakodylat, diweglan, Tris i octan.

2.2.2. Czynniki wplywajace na utrwalanie

2.2.2.1. Czas utrwalania oraz wielko$¢ preparatow

Czynniki, ktore rzadza dyfuzja utrwalacza do tkanki zostaly zbadane przez
Medawara 1 opisane w 1941 roku [20]. Stwierdzil on, Ze glebokos¢ penetracji

utrwalacza — d jest wprost proporcjonalny do pierwiastka kwadratowego czasu

fiksacji — ¢ 1 zwigzek ten mozna wyrazi¢ wzorem:

d =k Vt
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Stala — k to wspodtczynnik dyfuzji, ktéry jest charakterystyczny dla kazdego

utrwalacza. Wspodlczynnik ten wynosi 0,79 dla roztworu 10% buforowanej
formaliny, a 1,0 dla 100% etanol i 1,33 dla 3% dichromianu(VI) potasu [21]. Czas
utrwalania jest rowna kwadratowi odlegto$ci, na jakg utrwalacz ma spenetrowac.
Wiekszos¢ utrwalaczy, takich jak NBF, wolno penetruje tkanke na glebokos¢ okoto

1 mm.

2.2.2.2. Temperatura fiksacji

Dyfuzja czasteczek wraz ze wzrostem ich temperatury z powodu szybszego
ruchu i wibrowania, powoduje szybsze penetrowanie na przyktad formaldehydu w
glab tkanki. Mikrofale zostaly uzyte, by przyspieszy¢ fiksacj¢ formaldehydu przez
zardwno podnoszenie temperatury jak i molekularne ruchy. W trakcie podgrzewania
mikrofalowego uwalniajace si¢ opary sa powaznym problemem zwigzanym z
bezpieczenstwem na stanowisku pracy [9, 22]. Podwyzszenie temperatury zwigksza

szybko$¢ reakcji chemicznej, dlatego formaldehyd reaguje szybciej [23].

2.2.2.3. Stgzenie utrwalacza

Skuteczno$¢ utrwalania zalezy od jego st¢zenia. St¢zenia formaliny wyzsze
niz 10% powoduja zwickszone obkurczenie utrwalanej tkanki [24]. Natomiast

stezenie etanolu ponizej 70% nie usuwa skutecznie wolnej wody z tkanek.

Dodanie do utrwalaczy elektrolitow badz zwigzkéw niebedacych

elektrolitami poprawia morfologi¢ utrwalonej tkanki. Stosowanymi dodatkami sa:
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chlorek wapnia, rodanek potasu, siarczan(VI) amonu i diwodorofosforan(V) potasu.
Elektrolity moga reagowac bezposrednio z biatkami (powodujac ich denaturacje) lub
indywidualnie z utrwalaczem i elementami komoérkowymi [25]. Do utrwalenia tkanki
mozna wybra¢ rézne elektrolity w zalezno$ci od zadanego efektu. Dodatkowo
stwierdzono, iz dodanie zwigzkéw chemicznych (takich jak sacharoza i dekstryna)
czy zwiazkéw powierzchniowo czynnych réwniez poprawia wtasciwosci utrwalajace

[25].
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2.3. CIECZE JONOWE

2.3.1. Historia

Intensywne badania nad cieczami jonowymi trwaja zaledwie od kilku lat.
Historia tych zwigzkow sigga XIX wieku, kiedy to po raz pierwszy otrzymano
,czerwony olej” w reakcji Friedel’a-Crafts’a. Struktura tego oleju zostala
zidentyfikowana dopiero niedawno, poniewaz wczesniej nie posiadano odpowiednich

metod analitycznych.

R ALCL

Bylo to mozliwe dopiero wtedy, kiedy spektroskopia magnetycznego

rezonansu jadrowego (NMR) stala si¢ ogdlnie dostgpna [26].

W 1911 roku Ray i Rakshit [27] otrzymali azotany(IIl) etyloamoniowy,
dimetyloamoniowy oraz trimetyloamoniowy. Sole te, jako pierwsze ciecze jonowe,
byly jednak nietrwale i spontanicznie si¢ rozktadaty. Uzyteczng ciecz jonowa —
azotan(V) etyloamoniowy otrzymal natomiast, w 1914 roku, P. Walden,
przeprowadzajac reakcje etyloaminy ze stezonym kwasem azotowym(V) [28]. Jest to

pierwsza opisana stabilna protonowa ciecz jonowa.

Major dr Lowell A. King z Air Force Academy w Colorado Springs w 1963
roku zainicjowal projekt badawczy majacy na celu znalezienie nowych elektrolitow

zastgpujacych stopione sole w bateriach cieplnych. Okazaty si¢ nimi chlorogliniany
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w formie eutektycznej mieszaniny AlCly/ALCl;. Efektem tych badan sg patenty z
1948 roku [29]. Hurley i Wier otrzymali ciecze jonowe w reakcji trichlorku glinu z
bromkiem I-etylopirydyniowym. Podstawowa wada syntezowanych pirydyniowych
cieczy jonowych jest ich wrazliwo$¢ na kontakt z woda, w efekcie czego zachodzi
hydroliza z wydzieleniem gazowego chlorowodoru. W 1990 roku M. Zaworotko
[26], podczas stazu naukowego w Air Force Academy, otrzymal nowa generacje
cieczy jonowych. Jego odkryciem byly — ciekle w temperaturze pokojowej, stabilne
w kontakcie z powietrzem i woda — sole 1,3-dialkiloimidazoliowe z anionami BF,
PF¢, NOs™ i SO, [26]. Ostatnie wazne wydarzenie w historii cieczy jonowych miato
miejsce w 1996 roku — ukazuje si¢ wowczas publikacja K. Seddon’a pod tytutem:
Room temperature ionic liquids - neoteric solvents for clean catalysis [30]. Jednakze
dopiero w 2 lata pdzniej na konferencji w Ziirichu pt.: Molten salt chemistry and
technology prof. Seddon zwraca uwage badaczy na te grupe zwigzkow [31].
Omawiana grupa zwigzkow chemicznych zostaje nazwana w literaturze anglojezycznej
jako ionmic liquids, usystematyzowujac dotychczasowe pojecia: molten salts, liquid
organic salts, fused salts, room-temperature ionic liquids, nonaqueous ionic liquids. W

$lad za literaturg anglojezycznag ustalono polskie stowo kluczowe — ciecze jonowe.

2.3.2. Nazewnictwo 1 budowa

Ciecze jonowe to zwigzki chemiczne skladajace si¢ z kationu i anionu.
Posiadaja budowg jonowa, a ich temperatura topnienia jest nizsza niz temperatura

wrzenia wody.
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Ciecze jonowe wykazuja sktonno$¢ do tworzenia struktur metastabilnych
(przechtodzonych cieczy i1 standw szklistych). Ich temperatury topnienia sg rdzne,
najczesciej oscyluja pomiedzy -20°C a 100°C. Przyjeto, ze ciecze jonowe, ktore w
temperaturze pokojowej pozostaja ciekte, sa okreslane skrétem RTIL (ang. Room
Temperature lonic Liquids). Natomiast zwigzki, ktore w temperaturze 25°C sa
cialami stalymi, a ich temperatura topnienia jest nizsza niz 100°C, okreslamy

skrotem IL (ang. lonic Liquid).

Nazwa ciecze jonowe po raz pierwszy pojawita si¢ w latach 70-tych
ubieglego wieku [32], a w literaturze powszechnie zaczgto ja stosowaé dopiero w
polowie lat 90-tych. Wczesniej bowiem uzywano okreslenia - stopione sole (ang.
molten salts) [33, 34]. W literaturze angielskiej synonimami ionic liquids sa np.:

ambient temperature ionic liquids czy low temperature molten salts.

Nieustajace  olbrzymie  zainteresowanie  §rodowisk  naukowych i
przemystowych cieczami jonowymi powoduje szybkie powigkszanie si¢ tej grupy o
kolejne nowe zwigzki. Konieczne okazato si¢ wprowadzenie klasyfikacji dzielacej
ciecze jonowe ze wzgledu na rodzaj kationu i anionu oraz ze wzgledu na stan

skupienia [35], co przedstawia schemat 5.

W literaturze przedmiotu najbardziej popularny i jednoczesnie uproszczony

funkcjonuje podziat na sole amoniowe, iminiowe, fosfoniowe i sulfoniowe.
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Amoniowe ciecze jonowe charakteryzuja si¢ hybrydyzacja sp’, a iminiowe
hybrydyzacja sp”. Do iminiowych cieczy zaliczamy miedzy innymi imidazoliowe i

pirydyniowe. Przykladowe kationy cieczy jonowych przedstawiono na schemacie 6.

4
2 4 3 - fl{ .
= R, +-R 2 4
g o L, I
R—N—R e SR o R o A
|4 R }1 R R N R
R R R1
aminiowy imndazoliowy purydyniowy
R R
1 | & 3 1 1+ 3
R—P—R R—S—R
| 4
R

fosfoniowy sulfoniowy
Schemat 6. Kationy cieczy jonowych.

Zaznaczone grupy R', R% R’, R*, R’, R® moga by¢ protonem lub grupa

alkilowa lub innymi grupami np. alkoksymetylowa czy alkilotiometylowa.

W obecnie prowadzonych badaniach najpopularniejsze sg ciecze jonowe z
kationami: amoniowym, imidazoliowym, pirydyniowym i fosfoniowym [36].
Natomiast sulfoniowe ciecze jonowe, ze wzgledu na nieprzyjemny zapach

wyjsciowych tioli, nie s3 wdzigcznym obiektem badan.

Interesujacym przykladem sa imidazoliowe ciecze jonowe. Dzigki plaskiej
strukturze pierscienia imidazolu tatwo zachowa¢ symetrie w czasteczce, gdy grupy
R' i R? sg identyczne. Natomiast réznica w budowie pomigdzy alkilami R' a R?

decyduje o asymetrycznos$ci kationu. Wedtug Seddon’a ta wilasnie asymetryczno$¢
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gwarantuje niska temperature topnienia, dzigki czemu sg one cieczami. Pozniejsze
badania nie potwierdzaja tej $mialej hipotezy. Syntezowano symetryczne
imidazoliowe ciecze jonowe, ktdre sg réwniez cieczami w temperaturze pokojowe;j

[37, 38].

Przeciwjonem kationu jest anion, ktory moze by¢ pochodzenia
nieorganicznego o budowie prostej takiej jak:
Cl, Br, I', NO,", NO3", SO4*
czy ztozonej, wérdd ktéorych w zalezno$ci od ilosci atomoéw centralnych, mozna
rozroznic:
jednordzeniowe:

BF4-, PF(,-, ZnC13-, CllClz-, Sl’lCl3-, AICL‘-

1 wielordzeniowe:
Al zc 1 7-, A13CI]()-, F@zle.
Anion moze mie¢ rowniez charakter organiczny, czego przykladem sa: octany, mleczany,

salicylany, benzoesany, acesulfamiany czy sacharyniany, jak i tiazolany:

NO,  O,N O,N ON
N— N N N
/lK/* \<N Zi “N /‘ »\ -’4_ \)

O2N" N N’ N~ NO;  ON" ™y

NC O,N
N Z—N aH;l
\ \
: N

Ciecze jonowe z anionem tiazolanowym sg zaliczane do energetycznych cieczy

jonowych.
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2.3.3. Synteza

Ciecze jonowe mozna otrzyma¢ w reakcji jednoetapowe lub dwuetapowe;.
Synteza jednoetapowa polega na reakcji aminy z czynnikiem czwartorzgdujacym,
takim jak trifluorometylosulfonian metylu lub siarczan(VI) dialkilowy. Synteza
trifluorometylosulfonianu  l-etylo-3-metyloimidazoliowego  jest  klasycznym
przyktadem reakcji jednoetapowej [39]:

. . H;C—N
N=\ CF,S0,CH, =Ty -
(N Cemy — e 7 (N7 cH;  CRSO;

.,

Produktem reakcji jest aprotonowa ciecz jonowa. Reakcja przebiega z wysoka

wydajnos$cig i charakteryzuje si¢ brakiem produktu ubocznego.

W jednoetapowej syntezie mozna roOwniez otrzymaé protonowe ciecze
jonowe w wyniku reakcji aminy trzeciorzgdowej z kwasem, co przedstawiono na

schemacie 7 [40].

! +-H

N HX /RN
—_— [/
s ot D

) )

CH; CH;

OH | N OH

= e kcoo' oo =0

Schemat 7. Synteza protonowej imidazoliowej cieczy jonowe;j.
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Ostatnio wyraznie wzroslo zainteresowanie $§rodowisk badawczych
protonowymi cieczami jonowymi i to za sprawg obecnosci ,.kwasnego” protonu w

kationie.

Aktualnie uniwersalng metodg otrzymywania cieczy jonowych jest synteza
dwuetapowa przedstawiona na schemacie 8. W pierwszym etapie amina reaguje z
czynnikiem czwartorzedujacym, w wyniku ktorej otrzymuje si¢ czwartorzedowy
chlorek lub bromek amoniowy. Jest to typowy przyklad reakcji Menschutkina.
Powstaty halogenek jest czesto traktowany, jako prekursor cieczy jonowej. W
drugim etapie zachodzi reakcja wymiany halogenku na inny anion w roztworze lub na

wymieniaczu jonowym, a takze w reakcji z kwasem Lewisa lub Bronsteda [39].

reakcja metatezy

. L
ZyWica jonowymiemna R-=—=N-—R

Schemat 8. Metoda dwuetapowej syntezy cieczy jonowych.
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Waznym elementem w procesie otrzymywania cieczy jonowych jest ich
sposob oczyszczania. Ze wzgledu na budowe jonowa destylacja nie moze by¢

traktowana, jako skuteczna metoda oczyszczania, aczkolwiek jest mozliwa [40].

Reakcja wymiany jonowej, czgsto nazywana reakcja metatezy, zachodzi z
wysoka wydajnoscia, na ktorag ma wptyw rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika oraz
temperatura. Gtownym zanieczyszczeniem cieczy jonowych s3 sole nieorganiczne,
powstatle w wyniku reakcji wymiany anionu. Najbardziej popularng metoda
oczyszczania hydrofobowych cieczy jonowych jest kilkukrotne wyplukiwanie
halagenkéw woda destylowang az do zaniku jonéw halogenkowych monitorowanych
azotanem(V) srebra. Metoda ta sprawdza si¢ najlepiej w przypadku
tetrafluoroboranow, heksafluorofosforandéw i bis(trifluorometylosulfonylo) imidkow.
Ostatecznie bezwodng ciecz otrzymuje si¢ dzigki prostemu rozdzieleniu faz,

przemyciu woda i koncowemu osuszeniu produktu pod proznig.

Trudniejszy jest sposodb oczyszczania hydrofilowych cieczy jonowych. Naleza
do nich ciecze zawierajace aniony: CF3COO", CF3SOj5°, N(CN),". Oczyszczanie polega
na rozpuszczeniu hydrofilowej cieczy w bezwodnym acetonie lub metanolu. W tym
przypadku s6l — produkt uboczny — nie rozpuszcza si¢ w bezwodnym
rozpuszczalniku organicznym, dlatego oddziela si¢ ja na drodze filtracji. Po
oddestylowaniu rozpuszczalnika powstala ciecz suszy si¢ w warunkach obnizonego
ci$nienia w temperaturze 60 -80°C, przez co najmniej 8 godzin. [41]. Drugim po soli
nieorganicznej zanieczyszczeniem jest woda. Przyjeto, ze w wysuszonych cieczach
jonowych w zalezno$ci od ich struktury zawarto$¢ wody powinna wahaé si¢

pomiegdzy 200 a 400 ppm [42]. Obecnie najlepszym sposobem usuni¢cia wody jest
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suszenie cieczy jonowych pod obnizonym ci$nieniem, w podwyzszonej temperaturze,

w czasie co najmniej 8 godzin, a nastepnie przechowywanie ich nad P4O .

2.3.4. Wlasciwosci

Ciecze jonowe s3 ciekle w szerokim zakresie temperatur, maj3
charakterystyczng lepko$¢, sa niepalne i1 maja niemierzalng prezno$¢ par.
Rozpuszczaja zwigzki nieorganiczne oraz organiczne, katalizatory (np. kompleksy
metali przejSciowych) i enzymy. Sg stabilne termicznie i chemicznie. Zwilzaja
powierzchni¢ metali, polimerdw i mineralow oraz maja wilasciwosci smarujace.
Wykazuja dzialanie katalityczne oraz absorbuja zwiazki siarki. Ponadto zwiazki z
jonami BF4, PFs, (CF3S80,),N" wykazuja ograniczong mieszalno$¢ z woda, moga

by¢ uzyte jako ekstrahenty.

Znajomos¢ whasciwosci fizykochemicznych cieczy jonowych jest niezwykle
istotna, bowiem wskazuje na réznic¢ pomi¢dzy nimi a szeroko stosowanymi

rozpuszczalnikami organicznymi.

2.3.4.1. Temperatura topnienia

Jest to jedyna wielko$¢ fizykochemiczna, jaka znalazta miejsce w definicji
cieczy jonowej. Jednoczes$nie nalezy do wielkosci dos¢ trudnych do wyznaczenia z

powodu silnej higroskopijnosci lub tendencji cieczy jonowych do przechtodzenia.

Ciecze jonowe rozpuszczalne w wodzie czegsto sa higroskopijne, krysztaty

momentalnie chlong wode z otoczenia, w ktorej si¢ rozpuszczaja. Pomiar
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temperatury topnienia musi by¢ wykonany szybko i w warunkach o niskiej

wilgotnosci.

Obnizajac temperatur¢ cieczy jonowej ponizej 0°C, uzyskujemy ciecz
przechlodzona, ktora moze przej$¢ w stan szklisty. Na rysunku 2 przedstawiono
zmierzone temperatury topnienia dla trzech szeregow homologicznych
tetrafluoroboranu, heksafluorofosforanu i bis(trifluorosulfonylo)imidku 3-alkilo-1-

metyloimidazoliowego [43].

Wyr6zni¢ mozna trzy obszary. Pierwszy dla podstawnika metylowego i
etylowego, drugi dla alkilu od 3 do 9 atomow wegla, a trzeci powyzej 10 atomoéw
wegla. Temperatury topnienia ponizej 0°C obserwuje si¢ dla cieczy zawierajacych
podstawnik alkilowy od 3 do 9 atomow wegla. Zwiazki te w temperaturze pokojowe;j

s cieczami.

w [NTH)

* [BF]

Temperatura topnienia °C
[
%

[P

liczba atoméw wegla w podstawniku

Rysunek. 2. Temperatura topnienia dla tetrafluoroboranu [BF,], heksafluorofosforanu [PF¢]
1 bis(trifluorosulfonylo)imidku [NTT;] 3-alkilo-1-metyloimidazoliowego.
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Omawiane szeregi homologiczne posiadajg ten sam kation o ogdlnym wzorze:

Z przedstawionego materialu wynika, Zze temperatura topnienia cieczy
jonowych silnie zalezy od dtugosci podstawnika alkilowego przy czwartorzedowym
atomie azotu. Jednoczes$nie ujawnito si¢, ze rodzaj anionu ma réwniez wplyw na
omawiang wielko$¢. Zaobserwowano, ze rozgalezienie podstawnika alkilowego
istotnie zmienia temperatur¢ topnienia. Dla heksafluorofosforanu 3-butylo-1-

metyloimidazoliowego uzyskano nastgpujace wartosci:

alki temperatura topnienia [°C]
n-butyl [CH3CH,CH,CH>] 6,4
sec-butyl [CH3CH,(CH3)CH] 83,3
tetr-butyl [(CH3)3C] 159,7

Strukture cytowanych alkili zamieszczono na rysunku 3.

Rysunek 3. Struktury trzech butylowych podstawnikow.
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Im bardziej rozgat¢ziony podstawnik alkilowy, tym temperatura topnienia jest
wyzsza. Przez rozgalezienie podstawnika mozemy przekroczy¢ temperature powyzej

100°C 1 wtedy otrzymamy sole, ktére nie bgda cieczami jonowymi.

2.3.4.2. Gestosc

Gestos¢ cieczy jonowych najczesciej wystepuje w przedziale od 0,9 do 1,6
g/em’. Przewaznie mamy do czynienia z cieczami 1zejszymi od wody. Temperatura i
ci$nienie nieznacznie wplywaja na gestos$¢; sa to zmiany ponizej 3%. Najwigkszy
wplyw na gesto$¢ ma dlugo$¢ podstawnika. Proces ten mozna dobrze zaobserwowac

na przyktadzie soli 3-alkoksymetylo-1-metyloimidazoliowej o strukturze:

—\ A
" (_A_,,,_\'\j.\‘\v/ - €H .

PR N

Jezeli przeciwjonem A jest chlor, to zwigzek jest silnie higroskopijny. Wymiana
anionu chlorkowego na aniony BF4 czy PF¢ powoduje utrate higroskopijnosci soli

wowczas powstaja ciecze lub substancje krystaliczne zestawione ponizej, w tabeli 2.

Tabela 2. Stan skupienia soli 3-alkoksymetylo-1-metyloimidazoliowych.

Liczba atoméw wegla w podstawniku C H,, .,

Anion
3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
BF. ciecz clecz ciecz clecz ciecz ciecz ciecz 56-57*  61-62*  62-64*
PF, clecz clecz ciecz ciecz ciecz ciecz 47-49*  46-47*  52-53  61-63

* Temperatura topnicnia w °C,
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Z dwudziestu soli trzynascie jest cieczami w temperaturze pokojowej, a
pozostate sg cialami stalymi. Wraz ze wzrostem atomow wegla w podstawniku

alkilowym gesto$¢ maleje. Jest to zalezno$¢ liniowa zgodna z rownaniem:

d=ax+b

gdzie x oznacza liczb¢ atomow wegla, natomiast a i b sg wielko$ciami stalymi.

Graficzny obraz zaleznosci przedstawia rysunek 4. Z przebiegu prostych widac jak

duzy wptyw na gestos¢ ma dhugos¢ podstawnika i rodzaj anionu.

1,5
1,4
1,3
1.2
i 5

1 : : ; . .

1

1
—

Gestosc¢ g/lecm?

Rysunek 4. Gesto$¢ cieczy jonowych dla dwdch soli 3-alkoksymetylo-1-
metyloimidazoliowych: 1- dla heksafluorofosforanéw, 2- dla tetrafluoroboranow.

Dysponujac zaleznoscig gestosci od liczby atomow wegla w podstawniku
alkilowym mozna z duza dokladno$cia wyliczy¢ gestos¢ cieczy jonowej i

jednoczesnie ustali¢, czy bedzie to zwiazek ciezszy czy lzejszy od wody.
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2.3.4.3. Lepkos¢

Lepkos¢ cieczy jonowych zalezy gtownie od rodzaju anionu, co obrazuje
rysunek 5 [44]. Obserwuje si¢ tu odwrotng zalezno$¢ anizeli w przypadku gestosci.
Wraz ze wzrostem masy molowej wzrasta lepkos¢. Jednoczesnie, nie jest to

zaleznos¢ liniowa.

Niewielki dodatek wody lub rozpuszczalnika organicznego wptywa
drastycznie na zmiang¢ lepkosci. Temperatura ma réwniez silny wptyw. Dodatek soli
nieorganicznej zmienia natomiast najsilniej lepkos¢ uktadu. Wykazano,ze 2% wody
w tetrafluoroboranie 3-butylo-1-metyloimidazoliowym redukuje lepkos¢ o 50%,
natomiast na przykladzie heksafluorofosforanu 3-butylo-1-metyloimidazoliowego

spadek temperatury o 5 stopni z 25 do 20°C powoduje wzrost lepkosci o 27% [45].

400¢
300¢ ]
=
=,
2 200¢7
=
5}
]
100K
0 — . , ’ 1

1 2 3 4 5

Rodzaj anionu

Rysunek 5. Lepko$¢ dynamiczna soli 3-butylo-1-metyloimidazoliowych w temperaturze
20°C z nastgpujacymi anionami:
1- I’l-C4FL)SO3_, 2 - I’Z-C3H7COO_, 3 - CF3SO3_, 4 — CF3COO_, 5- (CF3SOz)N_.
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Generalnie wzrost lepkosci obserwuje si¢ w cieczach jonowych dla ré6znych anionéw

w nastepujacej kolejnosci:

(CF3SOQ)N_ < BF4; < CF;COO < CF3;SO5 < (CszSOz)zN_ < GF,COO™ <

CH3;COO™ < CH3S0;5™ < C4F9SO5™ (najwyzsza lepkose).

2.3.4.4. Stabilno$¢ termiczna

Istotng wielkos$cig fizykochemiczng cieczy jonowych jest ich temperatura
rozkltadu. Ze wzgledu na jonowa budowe zwigzki te powinny mie¢ wysokie
temperatury rozkladu. Przyjeto, iz stabilno$¢ termiczng najdokladniej obrazuje
analiza TGA (ang. thermal gravimetric analysis). Analiza ta ma przewage nad
innymi, poniewaz jest dobrze definiowalna, mierzalna oraz jest powtarzalna. Z
termogramu TGA jasno wynika, kiedy nastgpuje rozklad mierzonej cieczy.
Najczesciej w literaturze podaje si¢, Tonset, czyli temperature, w ktérej nastepuje 50%
rozktad zwigzku. Na stabilno$¢ termiczng ma wplyw zaré6wno rodzaj kationu, jak i

anion. Najbardziej stabilny to kation bis(trifluorometylosulfonylo)imidkowy.

Znane s3 juz ciecze, ktorych Tonseet przekracza 400°C. W procesach
przemystowych, w ktérych prowadzi si¢ reakcje w rozpuszczalnikach istotng rolg
odgrywa stabilno$¢ uzytego medium. Natomiast dla proceséw biotransformacji
przebiegajacych z udzialem enzymow nie jest wymagana tak wysoka stabilno$¢
termiczna. Praktycznie kazda ciecz jonowa moze by¢é uzyta w reakcjach

enzymatycznych; wystarczy wzig¢ pod uwage kryterium jej stabilno$ci termiczne;j.
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2.3.4.5. Aktywnos$¢ powierzchniowa

Ciecze jonowe wykazuja aktywnos$¢ powierzchniowa. Dla rozpuszczalnych w

wodzie cieczy jonowych, mozna tatwo wyznaczy¢ napigcie powierzchniowe.

N+ HO

Hac H ] b-,’H O
[DDA][t-mleczan) H;C
[BA][L-mleczan]

0O
R CH, ©—\ ,CHs 0
N HO o N+
H,C R P H,C \R1 HO%O.

[BA][D,L.-mleczan]
[DDA][D,L.-mleczan]

74 -
& F . " [DDA][L-mleczan] (¢ )
e 69 - L | [DDA][D.L- mleczan] ()
2 64 - * U ¢ ¢ [BA][ L- mleczan] (A)
£ v @ A [BA][ D.L- mleczan] (m)
q; 59 i z .\\\‘\\
: S
= :’\‘1 N \ “
£ o A
& 49 - 5
] P \
o ¥ N
L ‘\ N

g 44 7 ‘\\‘ ‘\ \\
(=8 \“‘ .\\ \‘
@ 4 . \\ \w e s m e - —-———--
=l 39 AN N W S
§' 3‘1 1 ‘\\\}\

29 A ‘:\::‘.‘g::?.':::::_‘;::*::

24 B :

) 55 5 45 4  -35 3 25 2 15 1
log C

Rysunek 6. [zotermy napigcia powierzchniowego mleczanéw didecylodimetyloamoniowych
[DDA] i benzalkoniowych [BA].
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Wyznaczone wartosci [46] dla mleczanow didecylodimetyloamoniowych
[DDA] i benzalkoniowych [BA] przedstawiono na rysunku 6. Przebieg izoterm
napigcia powierzchniowego badanych cieczy jonowych wskazuje, ze sg to typowe
kationowe zwigzki powierzchniowo czynne. Nie zaobserwowano zmian w przebiegu
krzywych dla formy optycznej - L-mleczanu i racematu - D,L-mleczanu. W badanym

przypadku forma anionu nie spowodowala zmian aktywnos$ci powierzchniowe;.

2.3.5. Toksykologia

Czwartorzedowe halogenki amoniowe, prekursorzy cieczy jonowych, znane
sa ze swoich wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Wykazuja one wzglednie
niskg toksyczno$¢ w stosunku do organizméw statocieplnych i od lat znajduja
zastosowanie w sterylizacji, dezynfekcji oraz preparatach bakterio- i grzybobojczych.
Najczgsciej stosowane w antyseptyce s3: chlorek i bromek benzalkoniowy, chlorek

didecylodimetyloamoniowy oraz chlorek heksadecylopirydyniowy.

Czwartorzedowe chlorki i bromki amoniowe maja pewna wad¢ — sa gorzkie
w smaku. Wymiana anionu chlorkowego na acesulfamianowy czy sacharynianowy
powoduje, ze taka sol staje si¢ w smaku stodka [47, 48]. Acesulfamiany i sacharniany
moglyby zatem z powodzeniem zastapi¢ chlorki wszedzie tam, gdzie wystepuje
kontakt z zywnoscia, w preparatach przyjmowanych doustnie oraz antybakteryjnych
ptukankach do jamy ustnej. Wykazano, ze acesulfamiany alkoksymetylo(2-
hydroksyetylo)dimetyloamoniowe oraz acesulfamiany alkoksymetylo(2-etanoil-
oksyetylo)dimetyloamoniowe sg rozpuszczalne w wodzie i posiadaja silne dziatanie

biologiczne [35].
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Zwiazki chemiczne, wykorzystywane, jako substancje czynne w $rodkach
dezynfekcyjnych, majg znacznie szerszy zakres dziatania niz antybiotyki. Zwykle sa
stosowane w wyzszych stezeniach, sa3 mniej wybidrcze i niejednokrotnie atakuja
wiele miejsc docelowych w komodrkach drobnoustrojow. Wyrdznia si¢ cztery

podstawowe mechanizmy dziatania zwigzkéw chemicznych na komoérke bakteryjna:

denaturacja biatek i rozerwanie komplekséw nukleoproteidowych,

uszkodzenie btony komoérkowe;,

utlenienie grup sulfydrylowych,
* reakcje z grupami aminowymi.

Na schemacie 9 przedstawiono oddziatywanie zwigzkéw chemicznych na

strukture komorki bakterii.

Wyplyw skladnikow cytoplazmy
(zwigzki powierzchniowo czynne, fenol,
chlorheksydyno, alkohole)

S)‘.\lCIl) prlcnuszcniu pmmm’n\'

4-dini nol, salicyloamidy,

Koagulacja cytoplazmy ;2“(:.‘:;:;; ;',',;_f“(y b
fenol, chlorheksydyna,
aldehyd glutarowy, Hg?*)

Sciana komorkowa
“[fenol, formaldehyd,
chioron(l) sodu, Hg'*)

DNA

(okrydyna)

Grupy NH,
(formaldehyd, oksiran,
aldehyd glutarowy)

Blona cytoplazmatyczna
czwortorzedowe hologenki amoniowe)

o ! Grupy SH

System transportu elektronow foksivon, aldeRind gkitiarown

f tar rof { ' g
(pentachiorofenol) chloran(l) sodu, jod, H,0,, Cu®, Ag’)

Schemat 9. Oddziatywanie r6znych zwigzkdéw chemicznych na struktury komorki bakteryjne;.
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Czwartorzedowe  halogenki amoniowe odpowiadaja  gléwnie za
dezorganizacj¢ btony cytoplazmatycznej bakterii i btony plazmatycznej grzybow.
Mechanizm dziatania jest kilkuetapowy. W pierwszym etapie nastepuje
oddziatywanie kationu z posiadajacymi tadunek ujemny biatkami strukturalnymi
blony zewnetrznej bakterii. Zaadsorbowane na powierzchni komorki kationy
penetruja przez $ciang komorkowa, tacza sie¢ z blong cytoplazmatyczng, uszkadzajac
w sposOb wybidrezy jej strukture potprzepuszczalng, a nastgpnie wnikaja do wnetrza
komorki. W wyniku tych proceséw dochodzi do wyptywu z komorki jonéw potasu,

sodu, fosforanowych(V) oraz puryn, pirymidyn i pentoz.

Zahamowana zostaje aktywno$¢ enzymoéw oddechowych, w tym
dehydrogenazy bursztynianowej i oksydazy cytochromowej, oraz spada zuzycie
tlenu w komorce. Dochodzi do zakldcenia proceséw glikolizy oraz syntezy kwasow
nukleinowych 1 biatek. Moze takze doj$¢ do lizy komorek w wyniku aktywacji
enzymOw autolitycznych. Wszystkie przedstawione zmiany wystepuja, kiedy
stezenie czwartorzedowych halogenkoéw amoniowych jest wysokie. Sg to przemiany
nieodwracalne i doprowadzaja do $mierci komorki. Niskie stezenia omawianych
zwigzkéw powoduja odwracalne zaktocenia podziatéw komodrkowych, procesow
enzymatycznych oraz glikolizy. Procesy zachodzace wewnatrz komoérki moga sie
r6zni¢ w zalezno$ci od rodzaju czwartorzedowego halogenku amoniowego oraz

rodzaju drobnoustroju [49, 50].

Czwartorzedowe  halogenki amoniowe wykazuja  szeroki  zakres
przeciwdrobnoustrojowego dziatania obejmujacy bakterie 1 grzyby [49-51].
Aktywnos$¢ bakteriobojcza wystepuje jedynie wobec form wegetatywnych, wérod

ktérych na dziatanie tych soli bakterie Gram-dodatnie sa bardziej wrazliwe niz
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Gram-ujemne. Najwyzsza aktywno$¢ wykazujg w stosunku do ziarenkowcéw Gram-
dodatnich (np. z rodzaju Staphylococcus, Streptococcus) oraz innych bakterii Gram-
dodatnich, w tym pateczek z rodzaju Lactobacillus 1 wegetatywnych form laseczek

Bacillus subtilis.

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa w istotny sposob zalezy od dtugosci
tancucha alkilowego oraz liczby tancuchéw alkilowych w czasteczce; jest najwigksza
dla zwiazkow, ktore zawieraja od 10 do 16 atomow wegla w tancuchu alkilowym lub

od 8 do 14 atomow wegla w grupie alkoksymetylowej [52-55].

Nie obserwuje si¢ réznic w dzialaniu na drobnoustroje halogenkéw
zawierajacych czwartorzedowy atom azotu o hybrydyzacji sp’ czy sp>. W zwiazku z
tym aktywno$¢ czwartorzedowych halogenkéw amoniowych jest poréwnywalna z

dziataniem halogenkow pirydynowych czy imidazoliowych.

400 A
350 A
300 A
250 -
200 A
150 A
100
50 A
0 . l . T T |
5 6 8 10 12 14 16

MIC [ppm]

Liczba atomow wegla w podstawniku alkilowym

Rysunek 7. Aktywnos$¢ biologiczna wyrazona warto$cia MIC dla chlorku 3-alkoksymetylo-
1-imidazoliowego wobec Bacillus subtilis.
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Na rysunku 7 przedstawiono zalezno$¢ MIC (minimalne stezenie hamujace)
od dlugosci podstawnika alkilowego w chlorkach  3-alkoksymetylo-1-
imidazoliowych wobec Bacillus subtilis [56]. Wysoka aktywnos$¢ biologiczng
obserwuje si¢ do 12-tu atomoéw wegla w obu podstawnikach. Wzrost liczby atoméw
wegla powyzej 12 powoduje wyrazny spadek aktywnos$ci, ktéry mozna thumaczy¢

wzrostem hydrofobowosci badanego chlorku.

Sposrod grzybow wrazliwe na dziatanie czwartorzedowych halogenkéw
amoniowych okazaly si¢ drozdzaki (w tym Candida albicans) [52-54] oraz grzyby
strzepkowe (np. Aspergillus niger, Chaetomium globosum, Myrothecium verrucaria,

Trichoderma viridae, Coniophora puteana, Trametes versicolor) [57].

W  poréwnaniu z dobrze opisanymi wlasciwosci mikrobiologicznymi
czwartorzedowych halogenkéw alkilowych, prekursorow cieczy jonowych, badania
nad wiasciwosciami bakterio- 1 grzybobdjczymi cieczy jonowych sa dopiero

rozpoznawane.

Wykazano, 7e wymiana anionu na anion nieorganiczny taki jak
tetrafluoroboranowy czy heksafluorofosforanowy nie powoduje zmian w aktywnosci
wobec mikroorganizméw. Zalezno$¢ $redniej wartosci MIC i MBC od dlugosci
podstawnika alkoksymetylowego w soli 3-alkoksymetylo-1-metyloimidazoliowej
zestawione na rysunku 8 wobec 9-ciu bakterii [56]. Przebieg krzywych jest
praktycznie identyczny. Nalezy zaznaczy¢, ze nie jest to regula i w przypadku anionu
organicznego jego wplyw bedzie zmienia¢ aktywno$¢ biologiczng. Pierwsze prace o

wplywie anionu o charakterze organicznym pojawity si¢ juz w literaturze [58]. Zespot
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Seddon’a wykazal, ze ciecze jonowe sa skuteczne w zwalczaniu biofilmu

bakteryjnego [59, 60].
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Rysunek 8. Wartosci §rednie MIC i MBC dla wybranych dziewigciu mikroorganizmow.

Toksykologia i ekotoksykologia cieczy jonowych jest obecnie intensywnie

badana. Pierwsza praca przegladowa z tej dziedziny ukazata si¢ w 2007 roku [61].
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Wykazano, ze kation w cieczy jonowej decyduje gtownie o biodegradowalnos$ci oraz
toksyczno$ci wobec organizméw wodnych [62-68]. Ciecze jonowe z krétkimi
podstawnikami od 1 do 5 atomow wegla sg stosunkowo mniej toksyczne niz ciecze z
podstawnikami od 7 1 wigecej atomow wegla. Zalezno$¢ ta rowniez obowigzuje w
przypadku biodegradowalnos$ci. Lepiej biodegradowalne sg ciecze jonowe z krotkimi
podstawnikami alkilowymi. Badania dotyczace doustnej toksyczno$ci cieczy
jonowych, prowadzone sa na szczurach. Uzyty do badan acesulfam
didecylodimetyloamoniowy [70] oraz sacharynian didecylodimetyloamoniowy [71]
podawane nawet w wyzszych dawkach okazaly si¢ nie toksyczne. Natomiast
zarejestrowane nieznaczne odchylenia w morfologii krwi nie wymagaty leczenia.
Ukazata si¢ juz publikacja przegladowa podsumowujaca obecny stan wiedzy o
toksycznosci i ekotoksycznos$ci cieczy jonowych [69].

Nie zmienia to faktu ze obecny stan wiedzy o cieczach jonowych jest na tyle

ubogi, ze trudno zaplanowac¢ syntezy zwigzkow catkowicie bezpiecznych.

2.3.6. Zastosowanie

Reakcja wymiany anionu pozwala dowolnie sterowa¢ wiasno$ciami cieczy
jonowych. Mozliwe jest wigc projektowanie zwigzkéw o pozadanych
wiasciwosciach. To wlasnie wyrdznia ciecze jonowe i sprawia, ze s3 one niezwykle

atrakcyjne dla nauki i stanowig przedmiot zainteresowania ze strony nauki i przemystu.
Ciecze jonowe charakteryzujg si¢:

* szerokim zakresem temperatury, w ktorej istnieja w stanie ciekltym,

polaczonym z wysoka stabilno$cig termiczng (dolng granice stanowi
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temperatura topnienia lub zeszklenia wynoszaca nawet -80°C, natomiast
gorna granica to temperatura rozktadu termicznego siegajaca dla niektérych
cieczy nawet 450°C),

* zdolnoscig rozpuszczania substancji organicznych, nieorganicznych, a nawet
niektorych polimerow,

* wysoka polarnos$cia, zblizong do polarnosci etanolu i DMF-u,

* wysokim  przewodnictwem  elektrycznym i1 szerokim  oknem
elektrochemicznym,

* bardzo niska pre¢zno$cia par, nawet w podwyzszonej temperaturze i pod
obnizonym ci$nieniem,

* mozliwo$cig wielokrotnego wykorzystania poprzez recykling.

Poczatkowo ciecze jonowe w formie soli chloroglinianowych wykorzystali
elektrochemicy, stosujac je jako elektrolity do ogniw o duzej ggstosci energii [72].
Chlorogliniany byly réwniez uzywane, jako kapiele elektrolityczne do nanoszenia
glinu 1 jego stopow oraz innych metali. Otrzymane w ten sposob powloki okazaty sie
zwarte, gladkie i odporne na korozje [73]. Wada cieczy jonowych z anionem
chloroglinianowym jest ich wrazliwo$¢ na dziatanie wody i1 powietrza, co znacznie
ogranicza ich stosowanie. Istotnym postgpem byto otrzymanie nowej generacji cieczy
jonowych zbudowanych z anionéw, ktére spowodowaly, ze zwiazki staly si¢
niewrazliwe na wode 1 powietrze [74]. Szczego6lnie interesujace okazaly si¢ ciecze
jonowe zawierajace stabo  kompleksujace aniony: tetrafluoroboranowy,
heksafluorofosforanowy oraz bis(trifluorometylosulfonylo)imidkowy. Ciecze te
zostaly uzyte, jako elektrolity w  wysokonapigciowych kondensatorach

elektrochemicznych [75].
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Amoniowe ciecze jonowe wykazujg wlasciwosci antyelektrostatyczne [76] i
moga by¢ z powodzeniem stosowane zaréwno, jako antyelektrostatyki zewngtrzne,
jak 1 wewnetrzne. Wiasciwos$ci antyelektrostatyczne cieczy jonowych moga by¢
wykorzystane przy impregnacji drewna. Samo drewno nie posiada wilasciwosci
antyelektrostatycznych, natomiast zaimpregnowane drewno cieczami jonowymi

pozwala na obnizenie oporno$ci i wzrost przewodnictwa elektrycznego [77, 78].

Ciecze jonowe charakteryzuja si¢ wlasciwosciami bakteriobdjeczymi i
bakteriostatycznymi [58-60, 79-82], a takze grzybobdjczymi [77, 83]. Mozna je
réwniez wykorzysta¢ do balsamowania i utrwalania tkanek migkkich [84, 85], co
zostalo potwierdzone podczas diagnostyki histopatologicznej. Wykorzystanie cieczy
jonowych powoduje, iz obraz mikroskopowy tkanek w nich przechowywanych jest
wyrazniejszy niz w przypadku zastosowania popularnych preparatéw, tj. 10%-go
roztworu formaliny. W przysztosci cecha ta moze wptyna¢ na szybsza i1 bardziej

precyzyjna diagnostyke schorzen, takich jak sthuszczenie czy zapalenie watroby.

Okazalo sie, ze jest mozliwa synteza nowej grupy tzw. energetycznych cieczy
jonowych. Sa to ciecze zawierajace w swej budowie anion azolanowy, np. 3,5-dinitro-
1,2,4-triazolowy [86]. Ze wzgledu na obecnos$¢ duzej ilosci azotéw, a przy tym grup
nitrowych, zwiazki te kumuluja duze porcje energii i moga zosta¢ zastosowane, jako

potencjalne wysokoenergetyczne dodatki do paliw ptynnych.

Wykazano, ze mozna rozpusci¢ polimer naturalny, jakim jest celuloza w
cieczy jonowej. Swatloski i wspotpracownicy [87, 88] rozpuscili pulpg celulozowa w
kilku cieczach jonowych, z ktérych najlepszym rozpuszczalnikiem okazaly si¢
bezwodny  chlorek  1-butylo-3-metyloimidazoliowy 1  octan  1-etylo-3-

metyloimidazoliowy. Rozpuszczona celuloza wytraca si¢ z roztworu po dodaniu
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wody, bez utraty swoich wiasciwosci wyjsciowych [87, 89, 90]. Wazne jest

natomiast, iz nie zaobserwowano degradacji fancucha polimerowego.

Ukazalo si¢ wiele doniesien o przemyslowym wykorzystaniu cieczy
jonowych. Firma BP Chemicals opracowala ekstrakcje¢ kerogenu tupkow
bitumicznych [91]. Wyekstrahowany kerogen pozwala oznaczy¢ wiek powstania

ztoza roponosnego.

Przemyslowe zastosowanie cieczy jonowych jest mozliwe przy odzysku
paliwa jadrowego z odpadéw z reaktorow atomowych. W procesie tym
nierozpuszczalne tlenki uranu(IV) i plutonu(IV) utlenia si¢ do rozpuszczalnych
tlenkow w azotanie(V) 1-butylopirydyniowym [92, 93]. Ekstrakcja zwigzkow siarki z
oleju napgdowego przez ciecze jonowe okazata si¢ bardzo skuteczna, a proces ten jest
zalecany w oczyszczaniu oleju napgdowego. Tak oczyszczony olej napgdowy spetnia

obowiazujace europejskie normy dotyczace paliw pltynnych [94, 95].

Kolejnym przemystowym zastosowaniem cieczy jonowych jest proces Difasol
[96]. Polega on na dimeryzacji propendéw i butenéw do izoheksenow oraz
izooktenow, z  wykorzystaniem  katalizatorow  typu  Zieglera-Natty.

Rozpuszczalnikiem jest chloroglinian 1-butylo-3-metyloimidazoliowy.

Instalacja pilotowa BP Chemicals pozwala produkowac etylobenzen,
surowiec do produkcji polistyrenu z udziatem cieczy jonowej. W technologii tej
chloroglinian l-alkilo-3-metyloimidazoliowy, jako ciecz jonowa petni podwojna role:
jest katalizatorem 1 rozpuszczalnikiem réwnocze$nie. Aktywno$¢ katalityczna
rozpuszczalnika utrzymuje si¢ nawet do trzystu cykli [92]. Opracowana metoda jest

zaliczana do technologii przyjaznych dla srodowiska naturalnego.
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Firma BASF uruchomita proces o nazwie BASIL. Reakcje prowadzi sig¢
periodycznie w temperaturze 75°C, z udzialem protonowej cieczy jonowej. W
procesie tym powstaja dwie fazy: dolna — chlorowodorek 1-metyloimidazoliowy
(protonowa ciecz jonowa) oraz gorna — oczekiwany produkt. Po rozdzieleniu warstw

chlorowodorek zoboj¢tnia si¢ i zawraca do ponownego uzycia [97].

Popularnym  kierunkiem zastosowania cieczy jonowych stala  si¢
biotechnologia. Zaleta stosowania omawianych cieczy jest zwigkszona stabilnos¢
enzymOw w cieczach jonowych niz w tradycyjnych mediach, tj. wodzie czy
rozpuszczalnikach organicznych [98]. W biotechnologii gtéwne reakcje prowadzone
z uzyciem cieczy jonowych to: synteza Z-aspartamu [99], estryfikacje i
transestryfikacje [100-104] oraz chemiczny rozdziat racematéw [105] czy tez
solwoliza [106]. W reakcjach enzymatycznych najczgstszym katalizatorem sg lipazy,
szczeg6lnie lipaza B Candida antarctica [107, 108], ktora jest wykorzystywana
glownie do reakcji transestryfikacji 1 kinetycznego rozdzialu racematéw. Pozostale
enzymy to: proteazy np. stosowana w syntezie Z-aspartamu a-chymotrypsyna, S-

galaktozydaza, a takze oksydoreduktazy, dehydrogenaza mréwkowa i inne [109-111].

Dokonany przeglad zastosowania cieczy jonowych pokazuje, jak duzy
potencjat aplikacyjny ma omawiana grupa zwigzkow. W tym wiasnie nalezy
upatrywac¢ tak duze zainteresowanie srodowisk naukowych i przemystowych cieczami

jonowymi.
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3. CEL PRACY

Podstawowym celem pracy byta ocena przydatnos$ci zastosowania utrwalania
tkanek w  cieczach  jonowych dla  diagnostyki  patomorfologiczne;j.
Wyselekcjonowane ciecze jonowe zostaly wykorzystane do utrwalania materialu
tkankowego pobranego do badania histopatologicznego nowotworéw glowy 1 szyi,

jako efektywne i bezpieczne zamienniki formaliny.

Zatozenia pracy realizowano przy pomocy nastepujacych celow czastkowych:

1. Zaprojektowanie i syntetyzowanie cieczy jonowej, ktéra bedzie tatwo
penetrowa¢ tkanki, utrwala¢ materiat do badania histopatologicznego 1

jednoczes$nie posiada¢ wlasciwos$ci bakteriobodjcze 1 grzybobdjcze.

2. Ocena przydatno$ci zsyntetyzowanych cieczy jonowych dla wykonywania
badan histologicznych, histochemicznych 1 immunohistochemicznych, na
materiale przekazywanym do badania histopatologicznego, nowotwordéw

glowy i szyi.

3. Ocena porownawcza materiatu utrwalonego w 10% roztworze buforowane;j

formaliny i wybranej cieczy jonowe;.

Spodziewano si¢, ze ciecze jonowe charakteryzujace si¢ unikalnymi
wlasciwosciami bedg dobrymi zamiennikami szeroko stosowanego obecnie 10%
roztworu buforowanej formaliny. Poniewaz wybrane ciecze jonowe s3 zwigzkami
nielotnymi, w miejscu pracy zostanie ograniczona do minimum toksycznos$¢

zwigzana z uwalniajagcymi si¢ oparami formaldehydu.
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4. MATERIAL 1 METODA

4.1. CIECZE JONOWE

4.1.1. Synteza eteru chlorometylowoalkilowego

1 mol alkoholu umieszczono w kolbie reakcyjnej o pojemnosci 500 cm’,
zaopatrzonej w dipol magnetyczny i termometr. Nastepnie dodano stechiometryczng
ilo§¢ formaldehydu w postaci stalej (paraformaldehyd) i 400 cm’ toluenu. Tak
przygotowana mieszaning reakcyjng nasycano gazowym chlorowodorem.
Chlorowodér byl wytwarzany za pomoca wkraplania st¢zonego kwasu
siarkowego(VI) do stgzonego kwasu solnego. Reakcje prowadzono w temperaturze
10-15°C, chtodzac kolbe reakcyjng lodem. Chlorowodor przepuszczano przez
mieszaning reakcyjng, intensywnie mieszajac do momentu zaniku jego absorpcji.

Nieprzereagowany chlorowodoér byt absorbowany w wodnej ptuczce.

Schemat stanowiska syntezy przedstawia rysunek 9. Po zakonczeniu reakcji
oddzielono dolng warstw¢ wodng. Goérna warstwa organiczna byla suszona nad

bezwodnym siarczanem(VI) sodu. Nastgpnie odparowano toluen.

Otrzymany produkt zawieral eter chlorometylowoalkilowy i acetal dialkilowy

formaldehydu. Zawarto$¢ procentowg eteru oznaczono alkacymetrycznie.

Nawazke 1 g produktu, o doktadnie oznaczonej masie (£0,01 g), umieszczono
w kolbie stozkowej o pojemnosci 250 cm’. Nastepnie dodano 20 cm® acetonu
wychtodzonego do temperatury -18°C i szybko odmiareczkowano wolny

chlorowoddér 0,2 molowym metanolowym roztworem wodorotlenku sodu.
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Miareczkowanie prowadzono wobec lakmoidu, ktéry postuzyl jako wskaznik do

zmiany zabarwienia z czerwonego na niebieskie.

r-t HCI

Rysunek 9. Schemat instalacji do syntezy eteru chlorometylowoalkilowego. 1-kolba
reakcyjna, 2-spiek ceramiczny, 3-dipol magnetyczny, 4-mieszadto magnetyczne, S5-taznia
lodowa, 6-termometr, 7-bateria pluczek, 8-kolba ze stezonym kwasem solnym, 9-wkraplacz ze
stezonym kwasem siarkowym(VI), 10-ptuczka wodna.

Nastepnie dodano 50 cm’ goracej wody destylowanej. Powstajacy w wyniku
hydrolizy chlorowodér odmiareczkowano 0,2 molowym metanolowym roztworem
wodorotlenku sodu az do uzyskania trwatego niebieskiego zabarwienia roztworu.

Procentowa zawarto$¢ eteru chlorometylowoalkilowego w produkcie obliczono ze

wzoru:
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w ktorym:
Xg — procentowa zawartos¢ eteru chlorometylowoalkilowego [%],
V; —ilos¢ 0,2 molowego NaOH zuzytego na zmiareczkowanie wolnego HCl
[em’],
V, — calkowita objeto$é 0,2 molowego NaOH [cm’],
Mg — masa molowa eteru chlorometylowoalkilowego [g/mol],
mg — nawazka produktu [g],
Craon — stezenie metanolowego roztworu NaOH [mol/dm’].

Doktadno$¢ metody byta na poziomie + 1%.

4.1.2. Synteza 1-butyloimidazolu

Do kolby reakcyjnej wprowadzono 1 mol imidazolu, 300 cm® odwodnionego
THEF 1 porcjami 1 mol sodu metalicznego. Po rozpuszczeniu sodu wkroplono 1 mol
bromku butylu. Reakcje prowadzono w temperaturze 60°C przez 2 godziny. Z
mieszaniny reakcyjnej odpedzono rozpuszczalnik i oddestylowano pod obnizonym
ci$nieniem 1-butyloimidazol. Otrzymano czysty 1-butyloimidazol z wydajnoscia

80%.
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4.1.3. Synteza chlorku 3-alkoksymetylo-1-butyloimidazolio-
wego

Do kolby reakcyjnej wprowadzono syntezowany 1-butyloimidazol,

stechiometryczng ilo$¢ eteru chlorometylowoalkilowego i odwodniony heksan.

Reakcja byla prowadzona przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie

oddestylowano heksan. Pozostato$¢ ptukano 2-krotnie porcjami heksanu. Otrzymano

chlorek 3-alkoksymetylowo-1-butyloimidazoliowy z wydajnoscig powyzej 90%.

4.1.4. Synteza tetrafluoroboranu 3-alkoksymetylo-1-butylo-
imidazoliowego

Do kolby reakcyjnej wprowadzono chlorek 3-alkoksymetylowo-1-
butyloimidazoliowy, wodg i stechiometryczng ilo$¢ tetrafluoroboranu sodu. Reakcja
wymiany byla przeprowadzona w temperaturze 50°C przez 2 godziny. Nastepnie
rozdzielono warstwy. W dolnej warstwie wodnej zawarty byl produkt uboczny
chlorek sodu. Warstwe¢ organiczng osuszono w suszarce prézniowej w temperaturze
60°C 1 rozpuszczono w bezwodnym acetonie. Produkt uboczny chlorek sodu nie
rozpuszcza si¢ w bezwodnym acetonie, dlatego mozna go byto catkowicie usunac.
Po odparowaniu acetonu otrzymano tetrafluoroboran  3-alkoksymetylo-1-

butyloimidazoliowy z 95-99% wydajnoscia.

Zsyntezowane zwiazki byly analizowane spektralnie. Widma protonowe i
weglowe magnetycznego rezonansu jadrowego wykonano w Srodowiskowym
Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej, dzialajacym przy Uniwersytecie im.

Adama Mickiewicza w Poznaniu. Uzyto w tym celu spektrometru Mercury Gemini
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300 o czgstotliwosci generowania 300 MHz dla widm protonowych i 75 MHz dla

widm weglowych. Jako standardu wewnetrznego uzyto tetrametylosilanu.

Tetrafluoroboran 1-butylo-3-propoksymetyloimidazoliowy "H NMR (DMSO-ds) &
ppm 9,34(t, 1,5Hz, 1H), 7,88(t, 1,8Hz, 1H), 7,85(t, 1,8Hz, 1H), 5,57(s, 2H), 4,25(t,
7Hz, 2H), 3,48(t, 6,4Hz, 2H), 1,84(m, 2H), 1,58(m, 2H), 1,31(m, 2H), 0,94(t, 7,4Hz,
3H), 0,86(t, 7,4Hz, 3H); >CNMR (DMSO-ds) & ppm 136,5, 122.9, 122,1, 78,3, 70.9,

48,9,31,2,22,0, 18,8, 13,2, 10,2.

Tetrafluoroboran 3-butoksymetylo-1-butyloimidazoliowy 'H NMR (DMSO-dg) &
ppm 9,35(t, 1,4Hz, 1H), 7,88(t, 1,8Hz, 1H), 7,85(t, 1,8Hz, 1H), 5,56(s, 2H), 4,25(t,
7Hz, 2H), 3,52(t, 6,5Hz, 2H), 1,85(m, 2H), 1,51(m, 2H), 1,44(m, 4H), 0,93(t, 7,4Hz,
3H), 0,87(t, 7,3Hz, 3H); °C NMR (DMSO-ds) & ppm 136,3, 122,7, 122,0, 78,2, 68.9,

48.,8,31,2, 30,7, 18,8, 18,6, 13,5, 13,3.

Tetrafluoroboran I1-butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowy "H NMR (CDCls) & ppm
8,98(t, 1,5Hz, 1H), 7,53(t, 1,8Hz, 1H), 7,50(t, 1,8Hz, 1H), 5,56(s, 2H), 4,27(t, 7,4Hz,
2H), 3,56(t, 6,5Hz, 2H), 1,92(m, 2H), 1,59(m, 2H), 1,41(m, 2H), 1,27(m, 8H), 0,98(t,
7,3Hz, 3H), 0,89(t, 6,9Hz, 3H); >*C NMR (CDCls) & ppm 135,6, 122.9, 121,4, 79.2,

70,5, 49,9, 31,7, 28,7, 27,8, 22,2, 19,2, 13,8, 13,2.

Tetrafluoroboran 1-butylo-3-oktyloksymetyloimidazoliowy "H NMR (CDCl3) & ppm
8,96(t, 1,5Hz, 1H), 7,55(t, 1,8Hz, 1H), 7,51(t, 1,9Hz, 1H), 5,56(s, 2H), 4,28(t, 7,4Hz,
2H), 3,56(t, 6,4Hz, 2H), 1,95(m, 2H), 1,58(m, 2H), 1,41(m, 2H), 1,25(m, 10H),
0,98(t, 7,4Hz, 3H), 0,89(t, 6,7Hz, 3H); "C NMR (CDCls) & ppm 135,5, 1229, 121,3,

79,1, 70,5, 49,8, 31,65, 31,57, 29,1, 28,99, 28,97, 25,6, 22,4, 19,1, 13,9, 13,1.
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Tetrafluoroboran 1-butylo-3-nonyloksymetyloimidazoliowy "H NMR (CDCls) & ppm
8,97(t, 1,5Hz, 1H), 7,52(t, 1,8Hz, 1H), 7,50(t, 1,8Hz, 1H), 5,56(s, 2H), 4,27(t, 7,4Hz,
2H), 3,55(t, 6,4Hz, 2H), 1,92(m, 2H), 1,58(m, 2H), 1,41(m, 2H), 1,25(m, 12H),
0,98(t, 7,4Hz, 3H), 0,90(t, 6,7Hz, 3H); ?C NMR (CDCls) & ppm 135,6, 1229, 121,3,

79,2,70,6,49,9, 31,7, 29,3, 29,2, 29,11, 29,07, 25,7, 22,5, 19,3, 14,0, 13,2.

W pracy doswiadczalnej wykorzystano odczynniki i rozpuszczalniki

handlowe, produkcji krajowej i zagraniczne;.

4.1.5. Aktywnos$¢ biologiczna

Aktywno$¢ Dbakteriostatyczng oraz grzybostatyczng badanych zwigzkow
okreslono metodg seryjnych rozcienczen w podltozu pltynnym, wyznaczajac
minimalne stezenie hamujace (MIC) wzrost wzorcowych szczepow bakterii i
grzybéw oraz minimalnego st¢zenia biobdjczego (MBC). Na rysunku 10

przedstawiono kolejne etapy postgpowania w metodzie seryjnych rozcienczen.

Badania przeprowadzono na nastgpujacych szczepach: bakterii z rodziny
pateczek: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris NCTC 4635,
Escherichia coli ATCC 25922, Serratia marcescens ATCC 8100, Moraxella
catarrhalis ATCC 25238, bakterii z rodziny laseczek: Bacillus subtilis ATCC 6633,
bakterii z rodziny ziarniakoéw: Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecium
ATCC 49474, grzybow: Candida albicans ATCC 10231, Rhodotorula rubra kolekcja

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
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Wszystkie szczepy byly przechowywane na stupkach agarowych w
temperaturze 4°C. Badania wykonano uzywajac 24-godzinnej hodowli szczepow
wzorcowych na plynnym podtozu o gestosci 2 w skali McFarlanda, rozcienczonych
w stosunku 1:1000 w 0,9% NaCl. Oznaczenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
zwigzkéw wykonano na ptynnych podtozach firmy bio Merieux: Mtiller-Hinton
(MHB) dla bakterii i Sabourand dla grzybow. Podloza byly sterylizowane w

temperaturze 117°C przez 20 minut.
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Rysunek 10. Schematyczne przedstawienie seryjnych rozcienczen.
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4.1.5.1. Okres$lenie wartosci minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost
drobnoustrojow (MIC)

Przygotowano roztwér badanej cieczy jonowej o stezeniu 4 g/dm’. W
kolejnym etapie wykonano szereg rozcienczen, ktéry przebiegal w nastepujacy
sposob: pobierano 2 cm’ roztworu i dodawano jatowo do 2 cm® ptynnego podtoza.
Po dokladnym wymieszaniu przenoszono 2 cm’ do ponownego rozcieficzania w
nastepnej probowce z 2 cm’ podioza. Ponownie mieszano, przenoszono 2 cm’
kolejnego rozcienczania do nastgpnej probéwki z pozywka itd. Do kazdej probdéwki
szeregu rozcienczeniowego dodawano 0,1 cm’ zawiesiny bakteryjnej. Proby
inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny (bakterie) lub 28-30°C przez 48
godziny (grzyby). Jako wartos¢ MIC okres§lano najmniejsze rozcienczenie badanego

zwigzku, w ktéorym nie obserwowano wzrostu drobnoustrojow.

4.1.5.2. Okres$lenie wartosci minimalnego st¢zenia biobojczego (MBC)

Do okreslenia MBC uzywano takich samych szczepow, jak przy ocenie MIC.
Szczepy przechowywane na agarach i przesiewane raz w miesigcu. Do badania
uzywano 22-24-godzinnych hodowli bulionowych o takich stezeniach, jak przy
okreslaniu MIC. Bulion przygotowywano na wyciagu miesnym, dodajac do 1000 cm’
wyciagu 20 g peptonu i 10 g chlorku sodu. Roztwor gotowano przez 30 minut,
nastepnie ozigbiano, uzupetniano woda destylowang do 1000 cm’ i doprowadzano
odczyn do pH = 7,6. Bulion wyjalawiano w autoklawie w temperaturze 120°C przez
20 minut, po czym rozlewano aseptycznie do jalowych probowek w ilosci 0,5 cm’ na

kazde 5 cm’ wodnego roztworu badanego zwiazku. Probowki inkubowano w
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temperaturze 20°C i po 5, 10 1 15 minutach pobierano z kazdej probowki pelne oczko
ezy standardowej, posiewajac jej zawartosé do probowki zawierajacej 5 cm® jatowego
bulionu z odpowiednim inaktywatorem. Posiewy umieszczano w cieplarce o
temperaturze 37°C i inkubowano przez 48 godzin (bakterie) lub w temperaturze 28-
30°C przez pig¢ dni (grzyby). Najmniejsze rozcienczenie badanego zwiazku, w
ktéorym nie obserwowano rozwoju kolonii drobnoustrojow, przyjmowano, jako

wartos¢ MBC.
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4.2. NOWOTWORY GLOWY I SZYI

4.2.1. Material badawczy

Do badan uzyto material operacyjny pobrany od pacjentdw leczonych z
powodu nowotworéow gltowy i1 szyi w Katedrze 1 Klinice Chirurgii Szczekowo-
Twarzowej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Zebrano 62 przypadki, z ktérych
38 zakwalifikowano do badan poréwnawczych. Zdecydowang przewage stanowili
mezczyzni w liczbie 25 przypadkow; reszta — 13 przypadkéw — to kobiety. Srednia
wieku pacjentow, od ktérych pobrano material badawczy, wynosita 56 lat. Granica
wieku rozciagata si¢ od 26 do 95 roku zycia. Najstarszym pacjentem byta 95 letnia
pacjentka z guzem litym wielko$ci 4 cm, u ktorej w badaniu histopatologicznym
rozpoznano Lymphoma malignum diffusum macrocellulare (wg WHO — diffuse large
B-cell lymphoma, anaplastic variant). Zestawienie poréwnawcze materiatu tej

pacjentki przedstawiono ponize;j:

§ %’k‘;’
g (a7
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Utrwalacz: 10% roztwoér buforowanej Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: H&E, Barwienie: H&E,

Powigkszenie: 10x. Powigkszenie: 10x.

65



lek. stom. Agnieszka Pernak — Rozprawa Doktorska

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z Barwienie: reakcja immunohistochemi-
uzyciem przeciwciata przeciwko czna z uzyciem przeciwciata
Ki-67, przeciwko Ki-67,

Powiekszenie: 10x. Powigkszenie: 10x.

Najmtodszym pacjentem byta natomiast 26 letnia pacjentka, u ktérej w
badaniu histopatologicznym rozpoznano Granuloma gigantocellulare — zestawienie

porownawcze badanego materialu przedstawiono ponizej:

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: H&E, Barwienie: H&E,

Powigkszenie: 10x. Powigkszenie: 10x.

Z zebranego materiatu wybrano: 30 przypadkéw raka ptaskonablonkowego, 1
przypadek chioniaka ztosliwego, 1 przypadek sarkomatycznej postaci raka

ptaskonablonkowego, 1 przypadek gruczolakoraka, 1 przypadek gruczolaka
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wielopostaciowego, 1 przypadek raka podstawnokomoérkowego, 1 przypadek
wtokniakomigsaka szczeki oraz 1 przypadek wtokniakowatosci.

Przeprowadzone badania miaty charakter por6wnawczy i byly prowadzone in
vitro. Grupe kontrolng stanowit material utrwalony w 10% buforowanym roztworze
formaliny, a grupe badang material utrwalony w wybranej cieczy jonowe;.
Utrwalony materiat zostat nast¢gpnie poddany rutynowym badaniom histologicznym,
a zastosowane procedury byly identyczne dla obu grup.

Przeprowadzono barwienie histochemiczne hematoksyling i eozyna (H&E)
oraz reakcje immunohistochemiczne z wuzyciem markeréw btonowych,
cytoplazmatycznych i jadrowych (panel cytokeratyn i Ki-67). Wszystkie preparaty
zostaly poddane ocenie histopatologicznej w mikroskopie $§wietlnym przez dwoch

specjalistow patomorfologii.

4.2.2. Metodologia pracy badawczej

Pobrany od pacjentdow material po opisaniu byl nastgpnie skrawany w
pracowni histopatologicznej, gdzie przygotowano dwa zestawy preparatow. Pierwszy
zestaw stanowit podstawowg grupe, ktora byla oceniana przez patomorfologa w celu
diagnostyki przestanej zmiany. Drugi zestaw to material przeznaczony do badania, w
ktérym wyrdzniono grupe kontrolng utrwalong w 10% roztworze buforowanej

formaliny i grupe badang utrwalang w cieczy jonowe;.

Po utrwaleniu badany material ptukano, a nast¢pnie odwadniano. Proces
odwadniania polegat na przeprowadzeniu materialu przez szereg wodnych roztworow

alkoholi o stopniowo wzrastajacych st¢zeniach (np. 50, 70, 80, 90%). Phukanie
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bezwodnym alkoholem absolutnym byto wykonywane dwukrotnie. Kolejnym etapem

byto przepojenie materialu ptynem posrednim. W tym celu uzyto roztworéw ksylenu.

Tak przygotowane tkanki umieszczono w roztworze pltynu posredniego i
parafiny (w stosunku 1:1), w temperaturze 37°C, w celu wstepnego wprowadzenia
parafiny do tkanki. Nastgpnie materiat przeprowadzono przez dwie zmiany czyste]
parafiny, w celu usunigcia pozostatych, §ladowych ilosci plynu posredniego. Po
przepojeniu tkanki parafing, badany materiat zatapiano w kostkach parafinowych, ktore
nastgpnie ozigbiano w zimnej wodzie.

Po zespoleniu si¢ parafiny uzyskane bloczki skrawano na mikrotomie
saneczkowym. Uzyskane wstegi skrawkow grubosci 3 um wstgpnie rozprostowywano
na powierzchni wody ogrzanej do temperatury 40°C 1 naklejano na szkietka
podstawowe SuperFrosty. Kolejnym etapem bylo suszenie skrawkow przez jedng
godzine w temperaturze 37°C.

Przed przystapieniem do barwienia, szkietka podzielono na dwie grupy:

pierwsza — barwienie rutynowe H&E,
druga — badanie immunohistochemiczne.

W pierwszej grupie, przeznaczonej do barwienia H&E, najpierw usuwano
parafing poprzez ptukanie w ksylenie, a nastgpnie nawadniano tkanki, przeprowadzajac
je przez szereg roztwordéw alkoholu o coraz nizszych stezeniach (90, 80, 70 oraz 50%).
Ostatecznie skrawki byty ptukane w czystej wodzie, a nastgpnie barwione rutynowo
hematoksyling 1 eozyng oraz znowu plukane, tym razem w celu wyptukania
niezwigzanego barwnika. Po zabarwieniu i wyptukaniu preparatow przeswietlano je i
nakladano naturalng zZywice - balsam kanadyjski oraz zamykano szkietkami

nakrywkowymi. Tak przygotowane preparaty byly porownywane w mikroskopie
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$wietlnym. Obraz rejestrowano kamerg cyfrowa Nikon, sprz¢zong z mikroskopu Nikon
Eclipse TE2000-E.

W drugiej grupie, przeznaczonej do badan immunohistochemicznych,
nakladano przeciwciata przeciwko cytokeratynie i Ki-67. Tak przygotowane preparaty
byly réwniez poréwnywane w mikroskopie $wietlnym, a obraz byt rejestrowany

kamerg cyfrowa Nikon, sprz¢zong z mikroskopu Nikon Eclipse TE2000-E.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

5.1. SYNTEZA CIECZY JONOWYCH

Przeprowadzone badania z nastgpujacymi cieczami jonowymi: amoniowymi,
imidazoliowymi, pirydyniowymi, morfoliniowymi i fosfoniowymi wykazaty, ze
najlepsze efekty w balsamowaniu tkanek migkkich uzyskuje si¢ dla cieczy
imidazoliowych. W  grupie tej rodzaj podstawnika alkilowego przy
czwartorzedowym atomie azotu wplywa na efekt balsamowania. Grupa

alkoksymetylowa okazata si¢ zdecydowanie lepsza niz grupa alkilowa.

N™(CH ) CH, HyC—N

H3C_N\/ s

+
\%N CH,0 (CHZ)y CH3
Wprowadzenie tlenu do grupy alkilowej spowodowalo, ze sztywny podstawnik stat

si¢ ,,ruchliwy” na atomie tlenu. Imidazoliowe ciecze jonowe o wzorze ogélnym

N+/\OR BF -

H3C_N\% 4

sa cieczami dostepnymi w handlu (oferowane przez firm¢ POCH). W oparciu o
dotychczasowe badania postanowiono zsyntezowaé nowe analogii szeregu 1-
alkoksymetylo-3-metyloimidazoliowych soli. W celu zwigkszenia hydrofobowosci
cieczy jonowej uznano za zasadne dokonanie zamiany grupy metylowej na butylowa.

Zaplanowane struktury cieczy jonowych mozna przedstawi¢ wzorem ogolnym

N+/\OR BF -

H9C4_N\/ 4
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W pierwszym etapie wychodzac z imidazolu, otrzymano 1-butyloimidazol w reakcji

[\ Nal /T \

N\/NH * C4H9 Br —> N\/N_C4H9

Deprotonizacj¢ przeprowadzono przy uzyciu sodu, a nast¢gpnie dodano bromek
butylu. W literaturze ta reakcja jest opisywana z udziatem chlorku butylu. Zamiana
chlorku na bromek okazala si¢ trafna, poniewaz brom o wigkszej masie molowej

okazat si¢ tatwiejsza grupa odchodzaca.

W drugim etapie syntezowany 1-butyloimidazol poddano reakcji czwartorzedowania

eterem chlorometylowoalkilowym

N—C4Hg + ROCH CI —> OR NS

N N2 %

N N—C4Hg CI-

Wychodzac z substratow niejonowych, powstata ciecz jonowa. Eter
chlorometylowoalkilowy otrzymano w reakcji chlorometylowania liniowych

alkoholi o r6znych podstawnikach alkilowych
ROH + CH20 + HClI — ROCHCI + H20
jednoczesnie w kolbie reakcyjnej zachodzita reakcja uboczna
2ROH + CH20 — (RO)2CH2 + H20

z utworzeniem acetalu dialkilowego formaldehydu.

Zsyntezowane etery zestawiono w tabeli 3. Wydajno$¢ reakcji byta wysoka i

przekraczata 90%. W tabeli 3 podano rowniez czysto$¢ eteru w produkcie reakc;ji.
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Pozostato§¢ do 100% stanowil produkt uboczny acetal dialkilowy, ktory jest

niereaktywny chemicznie.

Tabela 3. Zsyntezowane etery chlorometylowoalkilowe (ROCH,Cl).

CsHy C4HoClO 108,56 90 95
C4Ho CsHy; CIO 122,59 91 96
CsHiy CeHi3 CIO 136,61 92 95
CeHiz C;H;5 CIO 150,64 91 95
C-His CgHy7 CIO 164,67 93 96
CsHiz CoHy9 CIO 178,69 91 97
CoHiog CioHa: CIO 192,72 93 98
CioHz: Ci1Ha3 CIO 206,75 95 97
CiiHas Ci2Hys CIO 220,77 96 97
Ci2Hos Ci3Hy;7 CIO 234,80 96 98

Reakcje¢ czwartorzedowania prowadzono w warunkach bezwodnych, ze wzgledu na

latwos¢ hydrolizy wyjs$ciowego eteru

ROCH2CI + H,O — ROH + CH20 + HCI
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Mogacy powsta¢ HCI reagowalby natychmiast z anionem,

N

N—C,Hg + HCl —— H—NX

\/N _C4H9 a-

dajac chlorowodorek.

W tabeli 4 zestawiono zsyntezowane chlorki 3-alkoksymetylo-1-
butyloimidazoliowe. Wydajnos¢ reakcji byta wysoka i przekraczata 90%. Otrzymano

higroskopijne chlorki, ktére uznano za prekursory cieczy jonowych.

Tabela 4. Zsyntezowane sole imidazoliowe.

73



lek. stom. Agnieszka Pernak — Rozprawa Doktorska

Na etapie trzecim prekursor poddano reakcji wymiany anionu chlorkowego

na tetrafluoroboranowy.

+
N—C4Hy CI + NaBF, —> OR_ N
479 acr, N

+
OR N

N—C4H + Na Cl
\/\/ 49B|: aC

Reakcja zachodzita w wodzie z wydajno$cia powyzej 95%. Otrzymane
tetrafluoroborany byty na tyle hydrofobowe, ze wypadly z wody. Produkt uboczny
chlorek sodu zostal usuniety przez rozpuszczenie osuszonego produktu w
bezwodnym acetonie. Otrzymano nowe ciecze jonowe (zestawione w tabeli 4),
ktorych struktury oznaczono za pomoca widm protonowych i weglowych
magnetycznego rezonansu jadrowego. Opis wykonania syntez zamieszczono w

podrozdziale 4.1. natomiast widma protonowe i wgglowe zamieszczono w aneksie 2.

5.1.1. Wybor cieczy jonowej

Syntezy byly prowadzone w skali 0,1 mola. Po selekcji dziatania
balsamujacego, wybrano dwie imidazoliowe ciecze jonowe do dalszych badan.
Tetrafluoroboran 1-metylo-3-oktyloksymetloimidazoliowy zakupiono w firmie
POCH, a tetrafluoroboran 1-butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowy syntezowano
w skali 1 mola. Wszystkie syntezy wykonano w laboratorium specjalistycznym
zlokalizowanym w Zakladzie Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskie;j.

Merytoryczng opieke nad prowadzonymi badaniami sprawowat dr Jozef Weglewski.
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5.2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA TETRAFLUOROBORANOW 3-AL-
KOKSYMETYLO-1-BUTYLOIMIDAZOLIOWYCH

Tetrafluoroborny  3-alkoksymetylo-1-metyloimidazoliowe s3  znanymi
zwigzkami, a ich wilasciwosci mikrobiologiczne sa opisane [61]. Wyznaczone
warto$ci MIC 1 MBC dla cytowanego szeregu sa niskie, co wskazuje na wyjatkowo

wysoka aktywno$¢ wobec bakterii i grzybow.

Tetrafluoroborany  3-alkoksymetylo-1-butyloimidazoliowe s3 nowymi
zwigzkami, dlatego tez postanowiono wyznaczy¢ ich aktywno$¢ mikrobiologiczng.
Korzystajac z metodologii opracowanej przez dr Ilong Mirska z Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, wyznaczono wartosci MIC i MBC dla chlorkéw i
tetrafluoroboranéw. Wartosci liczbowe zestawiono w tabelach 5 i 6. Material ten
wskazuje, ze zarowno prekursory, jak i1 badane ciecze jonowe wykazuja stabg
aktywnos$¢ biologiczng. W poréwnaniu z wartosciami MIC 1 MBC dla
tetrafluoroboranu 1-metylo-3-oktyloksymetyloimidazoliowego (tabela 6),
przedstawiciela szeregu tetrafluoroboranu 3-alkoksymetylo-1-metyloimidazoliowego

sa to ciecze jonowe praktycznie nieaktywne wobec badanych mikroorganizmow.

Zamiana grupy metylowej na butylowa poprawita wlasciwosci hydrofobowe
imidazoliowe] cieczy jonowej jednocze$nie zahamowata aktywno$¢ wobec
drobnoustrojéw. Obserwowana zalezno$¢ aktywnos$ci biologicznej od budowy
kationu 1 rodzaju anionu [61] zostata potwierdzona. Wymiana anionu chlorkowego
na tetrafluoroboranowy nie wptyneta na zmiane aktywnos$ci biologicznej, ktora

zalezy jedynie od wielkosci kationu.
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Tabela 5. Wyznaczone wartosci MIC* i MBC* dla chlorkéw 3-alkoksymetylo-1-butylo-
imidazoliowych

MIC | 250 | 62 31 8 2 2 2 1 0,5
MBC | 250 125 125 31 8 8 4 2 1

MIC | 500 |>500 |>500 | 500 | 250 125 125 | 62 8
MBC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | 500 |62

MIC | 250 | 250 125 | 62 31 16 16 8 2
MBC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 125 31

MIC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | 250 125 62
MBC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | 500 | 250 125

MIC | 250 | 500 | 250 125 62 31 31 16 4
MBC | 500 | >500 | >500 | 62 125 125 31 31 4

MIC | 250 |500 | 250 | 125 |62 31 16 8 4
MBC | 250 | 500 |250 | 125 |62 62 16 16 8

MIC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | 250
MBC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>500 | >500

MIC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
MBC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>500 | >500

MIC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
MBC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>500 | >500

MIC | >500 | >500 | >500 | 250 | 250 | 250 125 125 62
MBC | >500 | >500 | >500 | 250 | 250 | 250 125 125 62

MIC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | 500 | 500 125
MBC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>500 | >500 | 250

MIC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | 500 | 250 125
MBC | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>500 | 500 | 250

*w ppm.
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Tabela 6. Wyznaczone wartosci MIC* i MBC* dla tetrafluoroboranéw 3-alkoksymetylo-1-
bu-tyloimidazoliowych

“w ppm; “tetrafluoroboran 1-metylo-3-oktyloksymetyloimidazoliowy [55].
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5.3. WLASCIWOSCI BALSAMUIJACE

Balsamowanie to zabieg polegajacy na zabezpieczeniu narzadow przed
postepujacymi  przemianami posmiertnymi. Pierwsze doniesienia dotyczace
balsamowania datowano na okoto 3000 lat p.n.e. Przez lata uwazano, iz
prekursorami w tej dziedzinie byli Egipcjanie, ktorzy uzywali do balsamowania sody
oczyszczonej, ziol oraz soli o réznych stgzeniach. Przeprowadzone przez prof.
Bernardo Arriaza badania na mumiach poludniowoamerykanskich, ludu Chinchorro
wykazaly, ze sa one starsze od mumii egipskich o co najmniej 2000 lat. Wiek
najstarszej mumii, obliczony na podstawie rozktadu izotopu promieniotworczego, w

metodzie datowania radioweglowego, okreslono na 5050 lat p.n.e. [112].

W $redniowieczu najpopularniejszym srodkiem do balsamowania byt alkohol
etylowy, ziota i skrawki materiatu nasgczone smotg lub woskiem. W XVI wieku do
balsamowania stosowano mieszaniny skladajace si¢ z soli rtgci, terpentyny, alkoholu
etylowego, kamfory, olejku lawendowego 1 soli kuchennej [113]. Natomiast w XVII
wieku plyny balsamujace zawieraly metale cigzkie, takie jak arszenik, otoéw, miedz,
ktére przez wiele lat byly jedyna uznawang metoda utrwalania tkanek. Od 1868 roku

najpopularniejszym $rodkiem balsamujacym, stat si¢ wodny roztwor formaldehydu.

Formalina jest zwigzkiem bakteriobdjczym i niebezpiecznym dla srodowiska.
Biodegradacja tego zwiazku jest dlugotrwala, a opary, ktore sa uwalniane podczas
pracy z jej roztworami, sg niezmiernie niebezpieczne dla zdrowia. Przez wiele lat nie
zdawano sobie sprawy z wysokiej toksycznosci formaliny. Obecnie wiadomo, ze
bezposredni kontakt z tym prostym aldehydem lub jego oparami moze doprowadzic¢

do rozwoju powaznych choréb, takich jak nowotwory gornych droég oddechowych
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czy biataczki [114]. Wiele o$rodkéw na catym $§wiecie prowadzi badania nad
zamiennikami formaliny, takimi jak roztwory wodne: aldehydu glutarowego i
formaldehydu oraz metanol, etanol i aceton [115]. Pomimo wcigz prowadzonych
badan nie udato si¢ zsyntetyzowaé takiego zwiazku, ktéry bylby idealnym

zamiennikiem formaliny.

Idealny s$rodek balsamujacy posiada szereg witasciwosci fizykochemicznych
takich jak, np.: balsamuje, czyli utrwala materiat biologiczny przez rownomierng i
szybka penetracje, utrwala tkanki migkkie jak i tkanki twarde, jest nietoksyczny w
miejscu pracy i nieszkodliwy dla §rodowiska naturalnego, a takze tatwo ulega

utylizacji.

Wydaje sie, ze idealnym utrwalaczem jest uzyty tetrafluoroboran 1-butylo-3-
pentyloksymetyloimidazoliowy. Posiada wszystkie wyzej wymienione cechy oraz
szereg dodatkowych. Zaliczamy do nich: niska prezno$¢ par, dzigki czemu nie
paruje, a tym samym nie stwarza zagrozenia w $rodowisku pracy; jest tatwo
degradowalny i nie zalega w $rodowisku. Nie obkurcza tkanek migkkich, a zarazem
prezerwuje tkanki twarde, co zostalo po raz pierwszy opisane w 2010 roku [116].
Materiat utrwalony w tetrafluoroboranie  1-butylo-3-pentyloksymetyloimid-
azoliowym zachowuje naturalny kolor tkanki, ktora nie blednie tak, jak ta utrwalona
w 10% roztworze buforowanej formaliny. Zarejestrowane zmiany makroskopowe w
trakcie procesu balsamowania zestawiono w tabeli 7. Ponadto wybrany
tetrafluoroboran moze by¢ wielokrotnie recyklingowany 1 wykorzystywany w celu
utrwalania materialu biologicznego bez konieczno$ci przestrzegania objgtosci
potrzebnej do utrwalenia danej wielkosci tkanki. Wystarczy, ze balsamowany

material bedzie catkowicie zanurzona w cieczy jonowej. Dlugoterminowe
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przechowywanie preparatow w wybranej cieczy jonowej, jako eksponaty medyczne,

jest rowniez mozliwe.

Tabela 7. Porownawcze zestawienie zmiany w trakcie utrwalania tkanki w 10% roztworze
formaliny i tetrafluoroboranie 1-butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowymi

30 min bez zmian brak bez zmian bez zmian
- 1 godzina bez zmian | brak bez zmian bez zmian
&2 . . . .
= 2 1,5 godziny | bez zmian brak bez zmian bez zmian
R
'f é 2 godziny bez zmian brak bez zmian bez zmian
£33 . . . .
S > 4 godziny bez zmian brak bez zmian bez zmian
2o
g § 12 godzin bez zmian brak bez zmian bez zmian
wn
B 4
% _4‘; 24 godziny | bez zmian brak bez zmian + osad | bez zmian
=
- =
D= . . .
-2 1 rok bez zmian brak bez zmian + osad | bez zmian
5 lat bez zmian brak bez zmian + osad | bez zmian
30 min bez zmian brak bez zmian bez zmian
1 godzina zblednigcie | brak bez zmian bez zmian
>~. . . . . .
é 1,5 godziny | zblednigcie | brak bez zmian bez zmian
<
g 2 godziny zblednigcie | brak bez zmian bez zmian
=
X} 4 godziny szara nieznaczne bez zmian bez zmian
g
S 12 godzin szara zauwazalne bez zmian bez zmian
X
S 24 godziny | szara zauwazalne bez zmian bez zmian
—
1 rok szara zauwazalne bez zmian zmniejszona
5 lat szara zauwazalne bez zmian zmniejszona

*osad — luzne fragmenty tkanki, ktore ulegly oddzieleniu od materialu badanego.
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5.4. BADANIA PATOMORFOLOGICZNE NOWOTWOROW GLOWY I
SZYI1

5.4.1. Typy histologiczne zmian

W badaniach poréwnawczych uzyto material pobrany od 38 pacjentow
leczonych z powodu nowotwordéw glowy 1 szyi. Materiat zostat utrwalony w 10%
roztworze buforowanej formaliny i wybranej cieczy jonowej (tetrafluoroboran 1-
butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowy). Na podstawie przeprowadzonych badan
histopatologicznych ustalono ostateczne rozpoznanie dla wszystkich zebranych
przypadkéw. W tabeli 8 zestawiono pte¢ pacjenta, wiek w chwili pobrania materiatu,

rodzaj nowotworu oraz jego stopien zto§liwosci.
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Tabela 8. Charakterystyka analizowanych przypadkéw nowotworow glowy i szyi.

1 0 1 49 Fibrosarcoma maxille

2 1 0 26 Granuloma gigantocellulare

3 0 1 59 Carcinoma planoepitheliale akeratodes G2
4 0 1 58 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
5 0 1 59 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
6 0 1 51 Fibromatosis

7 0 1 60 Carcinoma planoepitheliale keratodes G1
8 1 0 66 Carcinoma planoepitheliale keratodes G2
9 1 0 69 Carcinoma planoepitheliale keratodes G1
10 1 0 70 Carcinoma planoepitheliale akeratodes G2
11 0 1 50 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
12 1 0 95 Lymphoma malignum diffusum macrocellulare

13 1 0 59 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
14 0 1 47 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G1
15 0 1 48 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
16 1 0 62 Carcinoma planoepitheliale keratodes G2
17 0 1 60 Carcinoma planoepitheliale akeratodes G3
18 0 1 62 Carcinoma planoepitheliale keratodes G1
19 0 1 57 Carcinoma planoepitheliale akeratodes G1
20 0 1 50 Carcinoma planoepitheliale keratodes G1
21 0 1 54 Adenocarcinoma papillare G1
22 1 0 57 Carcinoma planoepitheliale fusocellulare G3
23 0 1 60 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
24 0 1 36 Carcinoma planoepitheliale akeratodes G2
25 0 1 71 Carcinoma planoepitheliale keratodes G1
26 0 1 57 Carcinoma planoepitheliale keratodes G1
27 1 0 64 Carcinoma planoepitheliale keratodes G1
28 0 1 52 Carcinoma planoepitheliale keratodes G2
29 1 0 50 Adenoma pleomorphum (utkanie gruczolaka)

30 0 1 61 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
31 0 1 57 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
32 1 0 33 Carcinoma planoepitheliale keratodes G2
33 0 1 53 Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2
34 1 0 32 Ameloblastoma cysticum

35 0 1 60 Carcinoma planoepitheliale keratodes G1
36 0 1 39 Carcinoma planoepitheliale akeratodes G2
37 1 0 83 Carcinoma basocellulare

38 0 1 58 Carcinoma planoepitheliale keratodes G2
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5.4.2. Badania por6wnawcze materiatlu utrwalonego w
cieczy jonowej i formalinie

5.4.2.1. Opis wybranych przypadkéw nowotworéow glowy i
szyi

Przypadek 1. Rak ptaskonabtonkowy rogowaciejacy (carcinoma planoepiteliale
keratodes)

Fotografia 1. Guz jezyka, 66 letniej pacjentki, przed zabiegiem chirurgicznym.

Pacjentka Elzbieta L., lat 66, zostata przyjeta do szpitala z powodu duzej
zmiany na jezyku, umiejscowionej po stronie prawej i przekraczajacej lini¢ symetrii.
Zmiana zlokalizowana byla w 1/3 $rodkowej czesci jezyka, wielkosci 2,8 cm
szerokosci 1 3,3 cm dlugosci, wyniosta nad jego powierzchni¢ z pepkowatym
wceiggnieciem 1 owrzodzeniem w czgsci centralnej. W badaniu klinicznym

stwierdzono znaczne naciekanie migéni oraz powigkszone wezty chtonne po stronie
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prawej. W wywiadzie pacjentka podata brak dolegliwosci bolowych, a jedynie
skarzyla si¢ na utrudniong mowe. Bezposrednig przyczyna rozwoju choroby byto
palenie papierosow. Wykonano hemiglosektomi¢ wraz z usunieciem weziow
chlonnych. Pobrany materiat zostat przestany do pracowni histopatologicznej w celu
dalszej diagnostyki.

Przygotowano preparaty, ktoére nastgpnie utrwalono w 10% roztworze
buforowanej formaliny — grupa kontrolna, oraz w cieczy jonowej — grupa badana. Po

okresie utrwalania wykonano skrawki, ktore nastepnie wybarwiono hematoksyling i

eozyna.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: H+E, Barwienie: H+E,

Powigkszenie: 10x. Powiekszenie: 10x.
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Przeprowadzono badanie immunohistochemiczne z uzyciem CK i Ki67.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
CK,

Powiekszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciala przeciwko
CK,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
Ki-67,

Powiekszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciala przeciwko
Ki-67,

Powigkszenie: 10x.

Wyniki badania histopatologicznego byt nastepujacy:

Metastases carcinomatosae

lymphnodis - carcinoma

planoepitheliale keratodes G2 /mat. I/.

Carcinoma planoepitheliale keratodes. G2.
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Material usuniety w granicach zdrowych tkanek /mat. II/.
Naevus pigmentosus intradermalis partim diunctionalis.

Excisio completa /mat. III/.

Na podstawie analizy porownawczej obrazu mikroskopowego stwierdzono, iz
material utrwalony w tetrafluoroboranie  1-butylo-3-pentyloksymetyloimid-
azoliowym posiada intensywniejsze kolory niz materiat utrwalony w 10% roztworze
buforowanej formaliny, co wykazano we wszystkich trzech typach barwienia.
Szczegolnie intensywnie wybarwily si¢ perly rogowe, ktore posiadajg intensywny
karmazynowy kolor, natomiast komorki nacieku zapalnego wybarwily si¢ na

intensywny niebieski kolor.

Ponadto oba utrwalacze wykazuja prawidlowy stopien utrwalenia materialu
badanego, co wida¢ w postaci jednolitego wybarwienia i prawidlowego zachowania
struktur komorkowych. Dodatkowo materiat utrwalony w cieczy jonowej wykazuje
mniejszy stopien obkurczenia komoérek w poréwnaniu z materiatem utrwalonym w

formalinie.

Badania immunohistochemiczne potwierdzity obecno$¢ nowotworu w
badanym materiale, a reakcja barwna (DAB) dla przeciwcial przeciwko CK 1 Ki-67
jest intensywniejsza w przypadku materialu utrwalonego w badanym

tetrafluoroboranie 1-butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowym.
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Przypadek 2. Rak plaskonabtonkowy czesciowo rogowaciejacy (carcinoma
planoepiteliale partim keratodes)

Fotografia 2. Pacjent, lat 57, z guzem j¢zyka i dna jamy ustnej, przed zabiegiem
chirurgicznym.

Pacjent Bogustaw W., lat 57, zostal przyjety do szpitala z powodu duzej
zmiany zlokalizowanej na dnie jamy ustnej i przechodzacej na prawg strone jezyka.
Zmiana na jezyku zlokalizowana byla na prawym brzegu w jego czesci przedniej.
Klinicznie wielko$¢ guza byla trudna do ustalenia ze wzgledu na znaczny obrzek
tkanek. W badaniu klinicznym stwierdzono znaczne naciekanie migéni oraz
powickszone wezty chlonne po stronie prawej. W wywiadzie pacjent nie zglaszat
dolegliwosci bolowych. Mowe mial utrudniong i niewyrazng. Pacjent przyznat, ze od
18 roku zycia pali papierosy (okoto 1 paczki dziennie) oraz naduzywa alkoholu.
Przeprowadzono rozlegly zabieg chirurgiczny, w trakcie ktérego wykonano

hemiglosektomi¢ wraz z usunigciem fragmentu zuchwy i weztéw chlonnych.
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Pobrany materiat zostal przestany do pracowni histopatologicznej w celu dalszej
diagnostyki.

Przygotowano dwa zestawy preparatow, ktore nastgpnie utrwalono w 10%
roztworze buforowanej formaliny — grupa kontrolna, oraz w cieczy jonowej — grupa
badana. Po okresie utrwalania wykonano skrawki, ktére nastgpnie wybarwiono

hematoksyling i eozyna.

Utrwalacz: 10% roztwoér buforowanej Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: H+E, Barwienie: H+E,

Powigkszenie: 10x. Powigkszenie: 10x.

Nastepnie przeprowadzono badanie immunochistochemiczne z uzyciem

markerow przeciwko cytokeratynie CK oraz przeciwcial monoklonalnych Ki-67.
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Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
CK,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna
z uzyciem przeciwciala
przeciwko CK,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
Ki-67,

Powiekszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciala przeciwko
Ki-67,

Powigkszenie: 10x.

Wyniki badania histopatologicznego byt nastepujacy:

Carcinoma planocepitheliale partim keratodes G2 /mat. I/.

Metastase carcinomatosae in lymphonodis/mat.

II/.
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Materiat  utrwalony w  wybranym tetrafluoroboranie  1-butylo-3-
pentyloksymetyloimidazoliowym posiada intensywniejsze kolory niz materiat
utrwalony w  10%  roztworze buforowanej formaliny. W  badaniu
immunohistochemicznym reakcja barwna dla przeciwciala przeciwko Ki-67 jest
intensywniejsza w przypadku materialu utrwalonego w badanej cieczy jonowe;.
Ponadto komorki wraz z jadrami w trakcie podziatu sg mniej obkurczone i tatwiejsze

do identyfikac;ji.

Poréwnawcza ocena grupy kontrolnej wzgledem grupy badanej wykazata

prawidlowy stopien penetracji i utrwalenia materialu badanego.

Przypadek 3. Rak ptaskonabtonkowy rogowaciejacy (carcinoma planoepiteliale
keratodes)

Fotografia 3. Pacjent, lat 60, z guzem okolicy trojkata zatrzonowcowego, po stronie prawe;.
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Pacjent Jan L., lat 60, zostal przyjety do szpitala z powodu zmiany wielkosci
4,0 cm w okolicy prawego trdjkata zatrzonowcowego o charakterze rozrostowym,
wypukly o brodawkowatej powierzchni. W badaniu klinicznym stwierdzono
nacieczenie wyrostka zebodotowego po stronie prawej oraz rozlang zmiang na
powierzchni policzka w wielkosci okoto 3,0 cm. Wezty chtonne po stronie prawe;j
powiekszone, niebolesne i nieprzesuwalne wzgledem podiloza. W wywiadzie pacjent
podatl, ze zmiana znajdowala si¢ pod proteza i nie bolata. Zglosit si¢ do lekarza
stomatologa w celu dopasowania luznej protezy. Pacent nie pali, a alkohol spozywa
okazjonalnie. Przeprowadzono rozlegly zabieg chirurgiczny, w trakcie ktorego
wycigto fragment zuchwy w wielkosci 11,0 x 7,0 x 6,0 cm z towarzyszaca btong
$luzowa, tkankami migkkimi wraz z fragmentem migdatka, §linianka podzuchwowa
oraz cztery wezly chtonne, z ktorych najwigkszy mial $rednicg 2,5 cm. Pobrany
material zostat przestany do pracowni histopatologicznej w celu dalszej diagnostyki.
Przygotowano preparaty, ktoére nastgpnie utrwalono w 10% roztworze buforowane;j
formaliny — grupa kontrolna, oraz w cieczy jonowej — grupa badana. Po okresie

utrwalania wykonano skrawki, ktore nast¢gpnie wybarwiono hematoksyling i eozyna.

e

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: H+E, Barwienie: H+E,

Powigkszenie: 10x. Powigkszenie: 10x.
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Nastepnie przeprowadzono badanie immunochistochemiczne z uzyciem

ocenianych markerow.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
CK,

Powiekszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciala przeciwko
CK,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
Ki-67,

Powiekszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciala przeciwko
Ki-67,

Powigkszenie: 10x.
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Wyniki badania histopatologicznego byt nastgpujacy:
Carcinoma planoepitheliale keratodes G2.
Zmiana usunieta w granicach tkanek niezmienionych -
najmniejszy margines zdrowych tkanek  wynosi 0,8cm
(margines tylny) i 0,5cm (margines boczny) .
W towarzyszacych dwdéch weztach chionnych wyktadniki
reaktywnego pobudzenia (hyperplasia follicularis). W
utkaniu migdatka zwracaja  uwage poszerzone krypty
zawierajace kolonie Promieniowca promienicy.
Slinianka podzuchwowa oraz drobne gruczoly $linowe =z
wyktadnikami przewlektego zapalenia oraz zanikiem
wtdknistym i tituszczakowatym. /mat. III —-guz zuchwy/
Hyperplasia follicularis et sinus  histiocytosis in
lymphonodis No 2 /mat. I wezel chlonny, pietro gdbrne/
Metastasis carcinomatosa in uno lymphonodo.
Hyperplasia follicularis et sinus histiocytosis in wuno

lymphonodo. /mat. II wezly chtonne/

Poréwnawcza  ocena  mikroskopowa  materialu  utrwalonego w
tetrafluoroboranie 1-butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowym i 10% roztworze
buforowanej formaliny posiada wykazata zdecydowane réznice w rutynowym
barwieniu H+E. Komodrki nie sa obkurczone tak jak w przypadku materialu
utrwalonego w formalinie. Dodatkowo lepiej widoczny jest podziat komérkowy w
materiale utrwalonym w cieczy jonowej. Natomiast intensywniejsze kolory widoczne

w materiale utrwalonym w wybranym tetrafluoroboranie sa rowniez obserwowane w
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pozostatych typach barwien. Badanie immunohistochemiczne w reakcji barwnej
przeciwko CK oprocz reakcji dodatniej obecno$¢ przeciwciat monoklonalnych
przeciw cytokeratynie wykazalo intensywniejsze wybarwienie komorek nacieku

zapalnego w materiale utrwalonym w badanej cieczy jonowe;j.

Oba utrwalacze wykazuja prawidlowy stopien utrwalenia badanego

materiatu.

Przypadek 4. Rak plaskonabtonkowy czesciowo rogowaciejacy (carcinoma
planoepiteliale partim keratodes)

Fotografia 4. Pacjent, lat 62, guz zuchwy po stronie lewej, sytuacja po pobraniu wycinka
diagnostycznego.
Pacjent Stefan K., lat 62, zostal przyjeta do szpitala z powodu zmiany
zlokalizowanej po lewej stronie w bezzebnej Zuchwie. Zmiana miata charakter

wygorowany z owrzodzeniem w cze$ci centralnej, wielkosci okoto 5,0 cm. W
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badaniu klinicznym stwierdzono wyrazne ograniczenie zmiany do wyrostka
zgbodotowego z jego nacieczeniem. Wezly chtonne po stronie lewej wyczuwalne,
nieznacznie powickszone i niebolesne. Z wywiadu nie udato si¢ ustali¢ przyczyny
powstania zmiany, poniewaz pacjent rzucit palenie pare lat wczesniej, a alkoholu
prawie nie spozywa. W badaniu histopatologicznym pobranego wczesniej wycinka
ze zmiany, stwierdzono Carcinoma planoepitheliale partim keratodes Gl.
Przeprowadzono zabieg chirurgiczny, w trakcie ktérego wycigto fragment trzonu
zuchwy wraz z towarzyszacymi tkankami miekkimi w wielkos$ci 7,0 x 3,5 x 2,5 cm.
Pobrany materiat zostat przestany do pracowni histopatologicznej w celu dalszej
diagnostyki.

Przygotowano preparaty, ktoére nastgpnie utrwalono w 10% roztworze
buforowanej formaliny — grupa kontrolna, oraz w cieczy jonowej — grupa badana. Po

okresie utrwalania wykonano skrawki, ktore nastepnie wybarwiono hematoksyling i

eozyna.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowanej Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: H+E, Barwienie: H+E,

Powigkszenie: 10x. Powiekszenie: 10x.
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Nastepnie przeprowadzono badanie immunochistochemiczne z uzyciem

markerow przeciwko cytokeratynie CK oraz przeciwcial monoklonalnych Ki-67.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
CK,

Powickszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciala przeciwko
CK,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
Ki-67,

Powiekszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciala przeciwko
Ki-67,

Powigkszenie: 10x.
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Wyniki badania histopatologicznego byt nastgpujacy:
Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2 /mat. I/.

Zmiana usunieta w granicach tkanek niezmienionych.

Materiat utrwalony w tetrafluoroboranie 1-butylo-3-
pentyloksymetyloimidazoliowym posiada intensywniejsze kolory we wszystkich

trzech typach barwienia.

Mikroskopowa ocena poréwnawcza obu utrwalaczy wykazuje prawidtowy
stopien utrwalenia struktur komorkowych. Jednakze material utrwalony w cieczy
jonowej wykazuje mniejszy stopien obkurczenia komoérek w pordwnaniu do
materialu utrwalonego w formalinie, co jest to szczegOlnie dobrze widoczne w
zestawieniu badan immunohistochemicznych. Jadra komorkowe sa wyraznie

zaznaczone o zaokraglonym ksztatcie z widocznymi procesami mitozy.
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Przypadek 5. Rak ptaskonabtonkowy rogowaciejacy (carcinoma planoepiteliale
keratodes)

Fotografia 5. Pacjent, lat 53, guz szczeki obejmujacy wyrostek zebodotowy, podniebienie
twarde, po stronie prawej.

Pacjent Henryk N., lat 53, zostal przyjety do szpitala z powodu guza
zlokalizowanego na podniebieniu w wielkosci 5,0 x 6,0 cm. Zmiana miata charakter
wygorowany z ogniskowymi owrzodzeniami na jej powierzchni. W badaniu
klinicznym stwierdzono znaczng deformacje wyrostka zebodotowego prawego,
podniebienia twardego w czesci centralnej spowodowanego masa guza. Wezly
chlonne po stronie prawej powigkszone i niebolesne. Z wywiadu ustalono, iz
przyczyna powstania zmiany bylo naduzywanie alkoholu i palenie papierosow.
Pacjent skarzyt si¢ na problemy z przetykaniem. Przeprowadzono rozleglty zabieg
chirurgiczny, w trakcie ktérego usunig¢to guz wraz fragmentami kosci szczeki i
tkankami  migkkimi. Pobrany material zostal przestany do pracowni

histopatologicznej w celu dalszej diagnostyki.
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Przygotowano preparaty, ktére nastepnie utrwalono w 10% roztworze

buforowanej formaliny — grupa kontrolna, oraz w cieczy jonowej — grupa badana. Po

okresie utrwalania wykonano skrawki, ktore nastgpnie wybarwiono hematoksyling i

eozyna.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,
Barwienie: H+E,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: H+E,
Powigkszenie: 10x.

Nastepnie przeprowadzono badanie immunochistochemiczne z uzyciem

markerow przeciwko cytokeratynie CK oraz przeciwcial monoklonalnych Ki-67.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
CK,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
CK,

Powigkszenie: 10x.
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Utrwalacz: 10% roztwoér buforowanej Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko uzyciem przeciwciata przeciwko
Ki-67, Ki-67,

Powigkszenie: 10x. Powigkszenie: 10x.

Wyniki badania histopatologicznego byt nastepujacy:
Carcinoma planoepitheliale partim keratodes G2 /mat. I/.
W obrebie tkanek miekkich dominuje proces zapalny o duzym
nasileniu, czeéciowo ziarninujacy, czes$ciowo martwiczy.
Na obrzezu tkanki obecny naciek zapalny o dos$¢ duzym

nasileniu.Lymphonodulitis reactiva /mat. IV - wezel szyi/

Wybrany tetrafluoroboran utrwalit materiat w réwnym stopniu jak 10%
roztwor buforowanej formaliny. Kolory uzyskane w kolejnych trzech barwieniach sa
intensywniejsze w przypadku materialu utrwalonego w cieczy jonowej, o czym
$wiadczy intensywny karmazynowy kolor perty rogowej oraz brazowe zabarwienie
przeciwcial monoklonalnych. Ponadto material utrwalony w tetrafluoroboranie 1-
butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowym wykazuje mniejszy stopien obkurczenia
komorek w pordwnaniu z materialem utrwalonym w formalinie. Jadra komoérkowe sa

wyraznie widoczne wraz z elementami podzialu we wszystkich trzech barwieniach.
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Przypadek 6. Rak plaskonabtonkowy nierogowaciejacy (carcinoma planoepiteliale
akeratodes)

Fotografia 6. Pacjentka, lat 70, guz podniebienia po stronie prawe;j.

Pacjentka Agata J., lat 70, zostal przyjeta do szpitala z powodu guza
podniebienia po stronie prawej, wielkosci 4,5 cm. W badaniu klinicznym
stwierdzono oddzielajaca si¢ mas¢ guza od podniebienia twardego. Zmiana nie
przekroczyta linii symetrii i nie naciekata szczytu wyrostka zgbodotowego. Wezly
chlonne po stronie prawej — wyczuwalne i niebolesne. Z wywiadu pacjentka podaje
dlugoletnie palenie papierosow. Badana nie skarzyla si¢ na problemy =z
przelykaniem, ani wystgpowaniem bolu. Przeprowadzono zabieg chirurgiczny z
usuni¢ciem fragmentu podniebienia twardego i wyrostka zebodotowego po stronie
prawej. Pobrany materiat zostal przestany do pracowni histopatologicznej w celu
dalszej diagnostyki.

Przygotowano preparaty, ktoére nastgpnie utrwalono w 10% roztworze

buforowanej formaliny — grupa kontrolna, oraz w cieczy jonowej — grupa badana. Po
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okresie utrwalania wykonano skrawki, ktore nastgpnie wybarwiono hematoksyling i

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,
Barwienie: H+E,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: H+E,
Powigkszenie: 10x.

Nastepnie przeprowadzono badanie immunochistochemiczne z uzyciem

markerow.

Utrwalacz: 10% roztwor buforowane;j
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
CK,

Powigkszenie: 10x.

Utrwalacz: ciecz jonowa,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko
CK,

Powigkszenie: 10x.
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Utrwalacz: 10% roztwoér buforowanej Utrwalacz: ciecz jonowa,
formaliny,

Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z Barwienie: reakcja immunohistochemiczna z
uzyciem przeciwciata przeciwko uzyciem przeciwciata przeciwko
Ki-67, Ki-67,

Powigkszenie: 10x. Powigkszenie: 10x.

Wyniki badania histopatologicznego byt nastepujacy:
Carcinoma planoepitheliale akeratodes G2 /mat. I/.
Zmiana nowotworowa usunieta w granicach zdrowych tkanek.

Mikroskopowa ocena poréwnawcza wykazata, iz material utrwalony w
tetrafluoroboranie 1-butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowym charakteryzuje si¢
mniejszym stopniem obkurczenia komoérek w poréwnaniu z materiatem utrwalonym
w formalinie. Komorki posiadaja okragly ksztatt z wyraznie wybarwionymi jadrami
komorkowymi. Natomiast komoérki nowotworowe wraz z jadrami w trakcie podzialu
s lepiej widoczne i intensywniej wybarwione w preparatach utrwalonych w cieczy
jonowe;j.

Dodatkowo wybarwienie erytrocytow jest intensywniejsze w przypadku
materialu utrwalonego w cieczy jonowej, co szczegodlnie jest widoczne w przypadku
badania H+E. Natomiast komorki nacieku  zapalnego w  badaniu

immunohistochemicznym wybarwity si¢ na intensywny niebieski kolor.
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.

5.4.2.2. Zestawienie roéznic w reakc
utrwalacz

1 na zastosowany

Preparaty  utrwalone w cieczy jonowej charakteryzowaly  si¢
intensywniejszym  wybarwieniem oraz slabszym  obkurczeniem  struktur
komorkowych w stosunku do materialu kontrolnego utrwalonego w 10% roztworze

buforowanej formaliny, co zestawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Zestawienie obserwowanych réznic w materiale utrwalonym w 10% roztworze
buforowanej formaliny i cieczy jonowe;j.

Rozni Materiat utrwalony w Materiat utrwalony w
6znica . . . ;
10% roztworze buforowanej cieczy jonowej
formaliny
Carcinoma planoepitheliale keratodes G2, H+E, powigkszeniel0x
Barwa
Barwa
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Rozni Materiat utrwalony w Materiat utrwalony w
6znica . . . ;
10% roztworze buforowanej cieczy jonowej
formaliny
Carcinoma planoepitheliale keratodes G1, H+E, powigkszeniel0x
S
e RN
AR K g
obkurczenie ]
materialu f
Carcinoma planoepitheliale keratodes G2,
barwienie H+E, powigkszenie 100x + olejek imersyjny
{ATSRS 5 o LSRN ¥ z 2
» ’ s - N <
ISP b | R
obkurczenie
materialu

Dodatkowo warto nadmieni¢, iz opisane badania poréwnawcze z
wykorzystaniem cieczy jonowych, w celu utrwalania materialu biologicznego sa

nowatorskie w skali $wiatowe;.
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6. WNIOSKI

Badania opisane w pracy wykazaly, iz ciecz jonowa o nazwie chemiczne;j:

tetrafluoroboranie  1-butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowym moze by¢ =z

powodzeniem stosowana w utrwalaniu materialu biologicznego, a co wazniejsze

moze by¢ stosowana, jako bezpieczny zamiennik 10% roztworu buforowanej

formaliny. Ponizej wyszczegolniono najwazniejsze wnioski:

1.

Dzigki tatwej penetracji w glab tkanki zsyntezowana ciecz jonowa szybciej i
skuteczniej utrwala badany material. Mikroskopowa ocena poréwnawcza

wykazala, iz stopien utrwalenia tkanki jest taki sam.

Wykazano mozliwos$¢ zastosowania materiatu utrwalonego w cieczy jonowej
do rutynowych badan histopatologicznych, jak réwniez do badan
immunohistochemicznych. Uzyta do utrwalania ciecz jonowa nie zmienia

wlasciwos$ci chemicznych tkanki.

Wykazano, iz tkanki utrwalone w cieczy jonowej z powodzeniem moga by¢
wykorzystane w diagnostyce nowotworow gltowy i szyi. Zachodza reakcje

barwne z stosowanymi w immunohistochemii przeciwciatami.

Materiatl utrwalony w cieczy jonowej nie ulega obkurczeniu. Jest to wazna
cecha pozwalajaca porowna¢ wielko§¢ materiatu otrzymanego z materialem

utrwalonym i przygotowanym do skrawania.

W obrazie mikroskopowym komorki wraz z jadrami nie ulegaja obkurczeniu.

Posiadaja owalny ksztalt, a ich jadra sg latwiejsze w identyfikacji.
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6. Utrwalony w cieczy jonowej material wybarwia si¢ intensywniej. Kolory

wybarwionych struktur sg bardziej soczyste i z czasem nie bledng.

7. Wykazano dlugoterminowa skuteczno$¢ utrwalania 1 przechowywania
materiatu biologicznego, powyzej 5 lat, przy uzyciu tetrafluoroboranu 1-
butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowego. Utrwalona 1 przechowywana
tkanka w tym tetrafluoroboranie nie ulega zmianom makroskopowym, jak i

mikroskopowym.

8. Srodowisko pracy jest bezpieczne dla czlowicka, poniewaz uzyta ciecz

jonowa ma niska pr¢znos¢ par, jest wigc zwigzkiem nielotnym.
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pentyloksymetyloimidazoliowymi.

TABELA 8 Charakterystyka analizowanych przypadkéw nowotworéw str. 82
glowy 1 szyi.

TABELA 9 Zestawienie obserwowanych rdéznic w materiale utrwalonym w  str. 104
10% roztworze buforowanej formaliny i cieczy jonowe;j.

FOTOGRAFIA 1 Guz jezyka, 66 letniej pacjentki, przed zabiegiem str. 83
chirurgicznym.
FOTOGRAFIA 2 Pacjent, lat 57, z guzem jezyka i dna jamy ustnej, przed str. 87

zabiegiem chirurgicznym.

FOTOGRAFIA 3 Pacjent, lat 60, z guzem okolicy trojkata zatrzonowcowego, po str. 90
stonie prawe;j.

FOTOGRAFIA 4 Pacjent, lat 62, guz zuchwy po stronie lewej, sytuacja po str. 94
pobraniu wycinka diagnostycznego.

FOTOGRAFIA 5 Pacjent, lat 53, guz szczgki obejmujacy wyrostek zebodotowy,  str. 98
podniebienie twarde, po stronie prawe;j.

FOTOGRAFIA 6 Pacjentka, lat 70, guz podniebienia po stronie prawe;j. str. 101
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STRESZCZENIE

Praca dotyczy wykorzystania nowej grupy zwigzkéw chemicznych - cieczy
jonowych w diagnostyce histopatologicznej. Wyselekcjonowana ciecz jonowa, o
nazwie chemicznej: tetrafluoroboran 1-butylo-3-pentyloksymetyloimidazoliowy,
byta wykorzystana do utrwalania wybranych nowotworéw gltowy i szyi jako

efektywny i bezpieczny zamienniki formaliny.

W 1868 roku niemiecki chemik, William Hoffman odkryt rozpuszczalny w
wodzie gaz znany obecnie, jako formaldehyd. Od tego momentu formalina stala si¢
powszechnie uzywanym prezerwantem. Przez wiele lat nie dostrzegano problemu
wysokiej toksyczno$ci formaliny. Obecnie wiadomo, ze bezposredni kontakt z tym
prostym aldehydem lub jego oparami moze doprowadzi¢ do rozwoju powaznych
chordb, takich jak nowotwory gérnych drog oddechowych czy biataczki.

Wiele o$rodkow na caltym $wiecie prowadzi badania nad zamiennikami
formaliny, takimi jak: roztwory wodne aldehydu glutarowego i formaldehydu oraz
zwigzki, takie jak: metanol, etanol i aceton. Pomimo nieustannie prowadzonych
poszukiwan, nie udalo si¢ zsyntetyzowaé takiego zwiazku, ktory bylby idealnym
zamiennikiem formaliny.

ZainteresowaliSmy si¢ wykorzystaniem nowej grupy zwigzkoéw chemicznych
— cieczy jonowych w diagnostyce histopatologicznej. Ciecza jonowa nazywamy
organiczny zwigzek chemiczny zawierajacy wigzanie jonowe. Sklada si¢ on z
kationu organicznego oraz anionu nieorganicznego lub organicznego. Jest to czysta
s6l organiczna o temperaturze topnienia ponizej 100°C.

Badania byty prowadzone in vitro, na materiale nowotworowym pobranym

od pacjentow Katedry i Kliniki Chirurgii Twarzowo Szczgkowej UM w Poznaniu.
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Grupe kontrolng stanowil material utrwalony w 10% buforowanym roztworze
formaliny, a grupe badang materiat utrwalony w wybranej cieczy jonowe;j.

Prowadzone badania mialy charakter poréwnawczy. Utrwalony materiat byt
nastgpnie poddany rutynowym badaniom histologicznym. Wykonano roéwniez
badania immunohistochemiczne ekspresji cytokeratyny i markera proliferacji Ki-67.
Preparaty byly oceniane przy uzyciu mikroskopu swietlnego.

Przeprowadzone badania wykazaty, iz ciecze jonowe moga by¢ zastosowane
w diagnostyce patomorfologicznej, jako skuteczne zamienniki formaliny. Utrwalany
w cieczy jonowej material nie zmienia swojej objetosci, kolor tkanki pozostaje
niezmieniony, natomiast wybarwienie materialu utrwalonego w cieczy jonowej jest
intensywniejsze niz materialu utrwalanego w 10% roztworze buforowanej formaliny.
Zastosowane ciecze jonowe s3 nietoksyczne i nie parujg, tym samym nie powoduja
zagrozen dla zdrowia.

Cel pracy zostal osiagnigty. Ciecz jonowa (tetrafluoroboran 1-butylo-3-
pentyloksymetyloimidazoliowy) jest skutecznym zamiennikiem formaliny w

diagnostyce histopatologicznej nowotwordéw glowy i szyi.
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ABSTRACT

This work describes the use of a new group of chemical compounds - ionic
liquids in histopathological diagnosis. A selected ionic liquid, presented with a
chemical name: 1-butyl-3-pentyloxymethylimidazolium tetrafluoroborate, was used
for fixation of examined head and neck cancers as an effective and a safe alternative
for formalin.

In 1868, German chemist, William Hoffman discovered a water-soluble gas,
which is now known as formaldehyde. Since then, formalin, become a commonly
used fixative. For many years a high toxicity of formalin was not perceived as a
problem. It is now known that a direct contact with this simple aldehyde or its vapors
can lead to a development of serious diseases such as cancers of the upper respiratory
tract and leukemia.

Many facilities around the world conduct research on formalin substitutes,
such as: aqueous solutions of glutaraldehyde and formaldehyde as well as
compounds like methanol, ethanol and acetone. Although the research continues, it
failed to synthesize a compound, which could be an ideal replacement for formalin.

We were interested in using a new group of chemical compounds - ionic
liquids in histopathological diagnosis. lonic liquid is an organic compound, which
contains ionic bonding. It consists of an organic cation and inorganic or organic
anion. This is a pure, organic salt with a melting point below 100°C.

The tests were conducted in vitro, on a material collected from patients from
Department of Maxillo-Facial Surgery, University of Medical Sciences in Poznan.
For a control group a cancer tissue was fixated in 10% buffered formalin, as for the

study group a cancer tissue from the same patient was fixated in the selected ionic
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liquid.

Ongoing studies were comparative. The fixed material was then subjected to
a routine histological examination. Immunohistochemical analysis of cytokeratin
expression and the proliferation marker Ki-67 was also performed. The specimens
were evaluated using light microscopy.

The study showed that ionic liquids can be used in pathomorphological
diagnostics, as an effective replacement for formalin. Material fixed in ionic liquid
does not change its volume nor the color of the tissue, which remains unchanged.
The staining color of the tissue fixed in ionic liquid is more intense than the color of
the tissue fixed in 10% buffered formalin. Used ionic liquids are non-toxic and do
not evaporate and that is why they are health hazards free.

The aim of the study was achieved. Ionic liquid (1-butyl-3-
pentyloxymethylimidazolium tetrafluoroborate) is an effective substitute for formalin

in diagnostics of head and neck cancer.
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ANEKS 1 — ZGODA KOMISJI BIOETYCZNEJ

Uchwata nr 486/07, z dnia 10 maja 2007 roku, Komisja Bioetyczna przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, zatwierdzita

badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskie;j.
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ANEKS 2 - WIDMA

Widmo 1. "H NMR tetrafluoroboranu 1-butylo-3-propoksymetyloimidazoliowego.
Widmo 2. °C NMR tetrafluoroboranu 1-butylo-3-propoksymetyloimidazoliowego.
Widmo 3. "H NMR tetrafluoroboranu 3-butoksymetylo-1-butyloimidazoliowego.
Widmo 4. °C NMR tetrafluoroboranu 3-butoksymetylo-1-butyloimidazoliowego.
Widmo 5. "H NMR tetrafluoroboranu 3-pentyloksymetylo- 1-butyloimidazoliowego.
Widmo 6. °C NMR tetrafluoroboranu 3-pentyloksymetylo-1-butyloimidazoliowego.
Widmo 7. "H NMR tetrafluoroboranu 1-butylo-3-oktyloksymetyloimidazoliowego.
Widmo 8. °C NMR tetrafluoroboranu 1-butylo-3-oktyloksymetyloimidazoliowego.
Widmo 9. "H NMR tetrafluoroboranu 1-butylo-3-nonyloksymetyloimidazoliowego.

Widmo 10. °C NMR tetrafluoroboranu 1-butylo-3-nonyloksymetyloimidazoliowego.
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