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Dr Adrian Zajac ukonczyt Wydzial Matematyczno-Przy-
rodniczy Akademii im. Jana Diugosza w Cz¢stochowie
w 2005 roku. Tytul doktora nauk chemicznych nadano
mu w Centrum Badan Molekularnych i Makromoleku-
larnych Polskiej Akademii Nauk w Lodzi w 2011 roku po
obronie rozprawy doktorskiej zatytutowanej: ,Wybrane
polaczenia siarkoorganiczne z nisko- i/lub wysokoko-
ordynacyjnym atomem siarki” wykonanej pod kierun-
kiem prof. dr hab. Jézefa Drabowicza. Obecnie pracuje
w Zakladzie Chemii Heteroorganiczej CBMiM PAN.
W kregu jego zainteresowan znajduje sie chemia prochi-

ralnych i chiralnych zwigzkéw heteroorganicznych, w szczegélnosci siarko- i fosfo-
roorganicznych, w tym zwigzkéw hiperwalentnych. Jest wspdtautorem kilkunastu
publikacji, zaréwno oryginalnych, przegladowych, jak i rozdziatéw w ksiazkach,
takich jak Science of Synthesis czy Patai’s Chemistry of Functional Groups.
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ABSTRACT

The compounds presented herein are sulfuranes 10-S-3 and 10-S-4 containing
hypervalent sulfur atom. They have been known for a relatively long time. Never-
theless, they, and especially 10-S-4 species, are still of great interest due to their
unique properties. The review presents recent approaches to the synthesis of these
compounds, their selected structural, physical, chemical, stereochemical and elec-
tronic properties and their use as reagents and catalysts in several reaction types.
The presence of structures of these types as intermediates, which explains selected
reaction mechanisms, will also be shown.

Keywords: hypervalency, 3c-4e bond, sulfurane 10-S-3, sulfurane 10-S-4, Berry
pseudorotation, trigonal bipyramid, synthesis, chirality, optical activity, isomeriza-
tion, ligand coupling, ligand exchange

Stowa kluczowe: hiperwalentno$¢, wiazanie 3c-4e, sulfuran, pseudorotacja Berryego,
bipiramida trygonalna, synteza, chiralnos¢, czynnos¢ optyczna, izomeryzacja, sprze-
ganie ligandow, wymiana liganda
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Historia badan nad organicznymi hiperwalentnymi zwigzkami siarki siega lat
70. XX wieku. Od tamtej pory chemia tej grupy organicznych zwiazkow siarki bar-
dzo sie rozwinela i stala si¢ przedmiotem kilku artykuléw przegladowych [1, 2].
W tym podrozdziale przedstawie najnowsze wyniki badan nad synteza, stereoche-
mig, wlasciwosciami, reaktywnoscig i zastosowaniami tych polaczen siarkowych.

1. SULFURANY 10-S-3

Z tej grupy hiperwalentnych zwigzkéw siarki prawdopodobnie najbardziej zna-
nymi sg tiatioften i jego analogi 1a-c (Rys. 1). Posiadaja one 3c-4e wiazanie intra-
molekularne miedzy centralnym atomem siarki a dwoma heteroatomami, ktérego
diugos¢ zalezy od elektroujemnosci podstawnikéw [3].

X_|S_X
W
1aX=S

1b X=0
1c X =NR

Rysunek 1
Figure 1

Na Schemacie 1 przedstawiona jest synteza analogéw zwigzkéw lc zawiera-
jacych dodatkowe skondensowane pierscienie elektronoakceptorowe stabilizujace
wigzanie hiperwalentne 2. Potraktowanie pochodnych 2-aminopirymidyny 3a tio-
fosgenem w obecnosci wodoroweglanu sodu dostarczyto odpowiednich symetrycz-
nych tiomocznikéw 4. Reakcja 3b z izotiocyjanianami 5 prowadzita do otrzymania
odpowiednich niesymetrycznych tiomocznikéw 4. Cyklizacja tych ostatnich za
pomoca chlorku sulfurylu oraz N-bromo- lub N-chloroimidu kwasu bursztynowego
skutkowala otrzymywaniem pochodnych tetraazatiapantalenu 2 (Schemat 1) [3].

Dane rentgenostrukturalne zebrane dla zwiagzkéw 6 i 7 (Rys. 2) $wiadczg o tym,
ze dtugo$¢ wigzania S-N (1,90-1,96 A) jest wieksza od typowego wigzania miedzy
tymi atomami (1,74 A) o ok. 10%, co sugeruje istnienie wlasciwego dla potaczen
hiperwalentnych wigzania 3c-4e miedzy tymi atomami [4].

Tego typu zwiazki tworzg ,,karbenowe kompleksy” palladowe i rodowe w reak-
cji, odpowiednio, z tetrakis(trifenylofosfinylo)palladem, Pd(PPh,),, i chlorkiem tris-
(trifenylofosfinylo)rodu, RhCI(PPh,),, w odgazowanym benzenie w temperaturze
pokojowej przez 48 h (Schemat 2) [5].
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Schemat 1
Scheme 1
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Scheme 2
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2. SULFURANY 10-S-4

Jest to jedna z najlepiej poznanych grup hiperwalentnych zwiazkéw siarki.
Szczegélnie dobrze znane sg bicykliczne spirosulfurany.

Trwale chemicznie struktury tego typu zawieraja z reguty w pozycjach apikal-
nych atomy pierwiastkow elektroujemnych, jak halogenowce, a takze ligandy tle-
nowe, azotowe, siarkowe, a nawet weglowe.

Dialkiloaminotrifluorosulfurany 8 zostaly otrzymane w reakcji dialkiloamino-
trimetylosilanéw 9 z tetrafluorkiem siarki w eterze dietylowym jako rozpuszczalniku
i w temperaturze od -75°C do -45°C (Schemat 3), a takze w tych samych warunkach
z uzyciem drugorzedowych amin 10 i tetrafluorku siarki w obecnoéci trietyloaminy
jako akceptora fluorowodoru (Schemat 3) [6].

Me F
RQN\ I _Me Et20 |/F Et20
Si + SF, RoN—S{ ~ <—————— SF, + RNH
[ 75 - -45°C L -75 - -45°C
Me F TEA
9 8 10
R, = Mey, Ety, Et(Ph), E> Q o >
Schemat 3
Scheme 3

Inng drogg syntezy 8 byla reakcja sulfinamidéw 11 z tetrafluorkiem siarki
w temperaturze 20°C przy uzyciu autoklawu (Schemat 4) [6].

(0] F
g SF 20°C, autkolaw RN é/ F
+ > —
R NAlk, N 25N
F
11 R = AlkoN, EtO, p-MeCgHy4 8
Schemat 4
Scheme 4

Reakcja disulfidow (disiarczkow) 12 z chlorem w obecnos$ci nadmiaru fluorku
potasu prowadzi do powstawania odpowiednich trifluorosulfuranéw 13 (Sche-
mat 5) [6].
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Schemat 5
Scheme 5

Zwiazki 8 zostaly z powodzeniem zastosowane jako odczynniki fluorujace
aldehydy i ketony oraz organiczne zwiazki chloru [6].

Sulfurany 8 reagowaly z dialkiloaminotrimetylosilanami 14 dajac odpowiednie
bis(dialkiloamino)difluorosulfurany 15 z ilo§ciowa wydajnoscia; podobny efekt data
reakcja 8 z drugorzedowymi aminami w obecno$ci trietyloaminy, jednak wydajno-
$ci byly w tym wypadku niskie, a proces oczyszczania trudny (Schemat 6) [6].

Me F
RN Me Et,0, benzen I_NR', TEA
Si RoIN—S <~— 8 + R,NH
| lub chlorofluorometany I .
Me F
14 15
a, R2 = R'2 ={
b,R,=R,=0 >

C, R2 =O, R'z =0 /
d, R2=O /i R‘2=Et

Schemat 6
Scheme 6

Bisaminosulfurany 15 (R = pirazol, imidazol lub triazol) zostaty takze otrzy-
mane z wysokimi wydajnosciami (89-96%) w reakcji odpowiednich sililowych
pochodnych azacykli 16 z tetrafluorkiem siarki prowadzonej w n-pentanie jako
rozpuszczalniku w temperaturze od -196°C do —-40°C (Schemat 7). Analiza widm
'H i "F NMR wykazata dla 15g istnienie w roztworze w niewielkiej ilosci (6-8%)
niesymetrycznego izomeru 15g. Badania rentgenograficzne potwierdzily geometrie
bipiramidy trygonalnej otrzymanych zwigzkow [7].
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Schemat 7
Scheme 7

Reakcja 3-podstawionych cyklopentenéw z chlorkiem metanosulfenylowym
dostarczyta syn- i anti-monochlorosulfuranéw 17 jako produktéw addycji chlorku
sulfenylowego do wiazania podwojnego (Schemat 8) [8].

cl H H
\S H H
MeSCI Me/ W& . -
S
H . Me/| R
R H cl
R =Me, OH, N3
anti-17 syn-17
Schemat 8
Scheme 8

Potraktowanie sulfotlenku 18 chlorkiem tionylu w suchym benzenie jako
rozpuszczalniku prowadzilo do powstania odpowiedniego silnie higroskopijnego
chlorku monochlorosulfuranu 19 z prawie ilosciowa wydajnosciag (Schemat 9).
Przeprowadzenie go w odpowiednie sole z anionami heksachloroantymonianowym

lub heksafluorofosforanowym spowodowato zwigkszenie trwaloéci tworzacych si¢
struktur sulfuranowych [9].
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Schemat 9
Scheme 9

Otrzymano takze kilka stabilnych chlorooksasulfuranéw. Poddajac sulfotlenek
20 reakcji z chlorkiem acetylu otrzymano podstawiony pierscieniem cyklopropano-
wym chlorooksasulfuran 21 (Schemat 10). Na podstawie eksperymentéw C NMR
stwierdzono, ze hydrolizuje on 2 x 10 razy szybciej niz jego analog nie posiadajacy
w swojej budowie pier$cienia cyklopropylowego 22 [10].

Schemat 10
Scheme 10

Sulfuran 22 zsyntetyzowano jako enancjomerycznie wzbogacony (ee = 95%)
wychodzac z alkoholu o-bromokumylowego 23 i poddajac go dziataniu metalicz-
nego magnezu w eterze dietylowym, co skutkowalo tworzeniem di(halogenoma-
gnezo)pochodnej 24, ktéra nastepnie reagowala z diastereomerycznie czystym
(S,)-benzenosulfinianem O-mentylowym dostarczajgc z inwersjg konfiguracji sulfo-
tlenek (S)-(-)-25. Sulfotlenek ten transformowano do sulfuranu (+)-22 za pomoca
chlorku acetylu (Schemat 11). Jego czystos¢ enancjomeryczng oznaczono metoda
Pirkla uzywajac (S)-(+)-1-(10-metylo-9-antrylo)-2,2,2-trifluoroetanolu w deutero-
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chloroformie i analizujagc widmo 'H NMR powstajacego in situ dynamicznego
uktadu diastereomerycznego [11].

o
.S.
Br MgX 1) @ 4 OMenty
Mg, Etzo
—_— o
OH OMgX  2) NH,CI, H,0
Me Me Me Me
23 24
L, 10
- )
L Me Gl |
. g
d DCM, -78°C |
HO 0
Me
Me Me Me
(Sy(-)-25 (+)-22
Schemat 11
Scheme 11

Koizumi i wspolpracownicy otrzymali z ilosciowymi wydajno$ciami diastereo-
meryczne chlorooksasulfurany 26 traktujac odpowiednie hydroksypodstawione
sulfidy 27 nadmiarem chloranu(I) tert-butylu, w suchym dichlorometanie jako roz-
puszczalniku w temperaturze 0°C w atmosferze azotu (Schemat 12). Szczegétowo
zbadali tez ich hydrolize do acyklicznych sulfotlenkéw, stwierdzajac ze przebiega
ona z retencja konfiguracji na atomie siarki [12, 13].

OH
t-BuOCl
s — >
) \
/ DeM,0C ST
R 100% Cl R
27 (S)-26

R = Me, Et, Ph, p-MeCGH4, p-MeOC6H4, p-ClCSH4, p-FC6H4

Schemat 12
Scheme 12

Tetraoksysulfurany 28 otrzymano w reakcji litopochodnych odpowiednich
fenoli mono- lub dihydroksylowych 29 z tetrafluorkiem siarki w suchym eterze die-
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tylowym jako rozpuszczalniku przy -78°C w atmosferze suchego azotu (Schemat 13,
Tab. 1). Otrzymane z wysoka wydajnoscig produkty 28 sa skrajnie wrazliwe na wil-
go¢, niemniej jednak ich przechowywanie w suchej atmosferze w -5°C wydluza ich
czas zycia do kilku tygodni [14].

t,0
Ar(OH), + SF4 S(OpAN M
29 28
Schemat 13
Scheme 13
Tabela 1
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Kolejna grupa sulfurandéw 10-S-4 stanowig dioksasulfurany 10-S-4(02C2).
Wychodzgc z alkoholu perfluorokumylowego, a dokltadniej z jego dilitopochodnej
i traktujac ja nadmiarem chlorku tionylu w temperaturze 0°C otrzymano dioksasul-
furan 30 z wydajnoscig 62% (Schemat 14). Uzycie ditlenku siarki i dichlorku siarki
zamiast chlorku tionylu skutkowalo znacznym obnizeniem wydajnosci, odpowied-
nio, do 8% lub 16%. Zwiazek 30 charakteryzuje si¢ duzg trwaloécig ze wzgledu na
obecnos¢ elektronoakceptorowych grup perfluorometylowych [15].

FsC
CFs
OLi
FsC_| _CF3 o)
1) SOCly, 0°C |
Li > S—
2) NH4Cl |
o)
CF
FsC °
30
Schemat 14
Scheme 14

Bornylodioksasulfurany 31 zostaly otrzymane z wysokimi wydajnosciami
(80-98%) jako stosunkowo trwale czyste diastereomeryczne produkty z odpowied-
nich sulfidéw 32 (Schemat 15) wedlug procedury przedstawionej na Schemacie 12
z uzyciem trietyloaminy. Ich hiperwalentne struktury o geometrii bipiramidy try-
gonalnej zostaly potwierdzone metodami rentgenografii strukturalnej. Badania
hydrolizy tych zwiazkéw, takze z uzyciem znaczonej izotopowo wody H,"* O i H,"0,
pozwolily na otrzymanie obu diastereoizomeréw odpowiednich sulfotlenkow
(w zaleznosci od pH $rodowiska reakeji) oraz opisanie stereochemii tego procesu
[16, 17].

Optycznie czynne sulfotlenki 33-35 przeprowadzono w odpowiednie optycznie
czynne sulfurany 36-38 poprzez przemiany zestawione na Schemacie 16 (w przy-
padku sulfotlenku 33 byla to reakcja z chlorkiem acetylu w N,N-dimetyloforma-
midzie jako rozpuszczalniku przy -60°C w obecnosci trietyloaminy, a nastepnie
ogrzewanie w temperaturze wrzenia w 1,2-dichloroetanie.
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Natomiast w przypadku sulfotlenkéw 34 i 35 odwadnianie przy uzyciu dicy-
kloheksylokarbodiimidu w dichlorometanie jako rozpuszczalniku w temperaturze
20°C. Konfiguracja absolutna produktéw zostata ustalona na podstawie analiz rent-
genostrukturalnych lub, w przypadku 38, na podstawie poréwnawczej analizy CD
[18]. Opisano transformacje pofaczen 36-38 do odpowiednich tetrafluoroboranéw
sulfoniowych [19].

Sulfurany 39-41 posiadajace dwa ugrupowania C(O)O w pozycjach apikalnych
zostaly zsyntetyzowane z odpowiednich ,dikarboksylowych” sulfidéw 42-44 przy
uzyciu chloranu(I) tert-butylu w obecnosci pirydyny w chloroformie (Schemat 17)
(20].

0]
COOH
§ Qi
S — —> S—
| 66% |
| o
COOH
42 0 O
39
COOH
| S
t-BuOCl, pyr |
S > S—
CHCl3 69% |
(0]
COOH
(0]
43
40 o
Me COOH Me
X 7
S —— S—:
48% |
O
COOH
44 41 0O
Schemat 17
Scheme 17

Dokonano takze syntezy sulfuranéw 45a i 45b zawierajacych jeden lub dwa
apikalne ligandy z ugrupowaniem -N=O-. Podobnie jak powyzej, odpowiednie
sulfidy 46a i 46b poddano dziataniu chloranu(I) tert-butylu, ale w tym przypadku
w obecno$ci wodoroweglanu sodu zawieszonego w suchym dichlorometanie (Sche-
mat 18) [21].



HIPERWALENTNE ZWIAZKI STARKT, SELENU I TELLURU. CZESC I1. 607

II":
S — — Sl—
X '
O
COOH @
46a )
t-BuOCI, NaHCO3 45a

DCM
N : T/N\
\ (@]
OH

Schemat 18
Scheme 18

Bicykliczne spirosulfurany zawierajace w swej strukturze pierscien piecio-
i czterocztonowy 45 otrzymano w reakcji odpowiednich dihydroksysulfidow,
pochodnych alkoholu perfluorokumylowego z bromem w obecnosci trietyloaminy
w tetrachlorku wegla jako rozpuszczalniku (Schemat 19). Wyizolowano zaréwno
izomery cis, jak i trans. Obecnos¢ produktéw 47a potwierdzono jedynie metodami
spektroskopowymi, poniewaz struktury okazaly sie nietrwalymi i wrazliwymi na
wilgo¢. Pozostate zwiazki 47b-f byty stabilne. W trakcie termolizy zwiazkéw trans-47
zaobserwowano ich izomeryzacje do izomeru cis. Przeprowadzono takze reakcje ich
utleniania, co bedzie opisane pdzniej [22].
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Schemat 19
Scheme 19

Toutchkine i Clennan badajgc reakcje utleniania singletowym tlenem podsta-
wionego ditiacykloheksanu 48 otrzymali sulfuran 49 z ugrupowaniem nadtlenko-
wym i zaproponowali mechanizm jego tworzenia z udziatem ylidu peroksysulfonio-
wego, ktory, poddany dzialaniu perdeuterowanego metanolu, dostarczyl finalnego
produktu (Schemat 20) [23].

1

Z 7\coovv|e _ 92 [ Tcoonvl _CDs0D _ MeTT™s7~coome

S—O0O0D
Me
OCD3
48 49
Schemat 20
Scheme 20

Generowanie in situ monooksysulfuranu posiadajacego weglowy ligand
w pozycji apikalnej 50 zaproponowano dla reakcji dimetylosulfotlenku z (trifluoro-
metylo)trimetylosilanem prowadzonej w obecnosci katalitycznej ilosci fluorku
tetra(n-butylo)amoniowego w tetrahydrofuranie jako rozpuszczalniku (Sche-
mat 21). Reakcja silnie zalezala od uzytego rozpuszczalnika oraz zrédla jonow
fluorkowych. W acetonitrylu i cyjanobenzenie reakcja nie zachodzifa. Przy uzyciu
fluorku potasu jako zrodta jonow F reakcja takze nie zachodzila niezaleznie od uzy-
tego rozpuszczalnika [24].
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Scheme 22
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Diazasulfuran 51 oraz azooksysulfurany 52 i 53 zostaly otrzymane z odpowied-
nich sulfidéw 54 i 55 na drodze utleniajacej cyklizacji za pomocg dichloroaminy T
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w pirydynie jako rozpuszczalniku w 20°C lub 0°C, i z sulfotlenku 56 poprzez jego
cyklizacje przebiegajaca w obecnosci bezwodnika octowego w pirydynie w pod-
wyzszonej temperaturze (Schemat 22). Analiza rentgenostrukturalna potwierdzita
geometrie bipiramidy trygonalnej tych struktur. Dtugosci wigzan S-N w zwigzku 51
(1,93 A) s3 typowe dla potgczen hiperwalentnych, natomiast w polaczeniach 52 i 53
wigzania S-N (odpowiednio, 1,80 A i 1,73 A) traktowane s3 jako wydluzone wigza-
nia kowalencyjne, natomiast wigzania S-O (odpowiednio, 2,07 A i 2,23 A) - jako
silnie spolaryzowane wigzania hiperwalentne. Zaobserwowano tu takze wyrazne
intramolekularne oddzialywanie typu 1,4 miedzy atomem siarki a atomami tlenu
grupy karbonylowej [25].

Amoniosulfuran 57, posiadajacy grupe metylowa w pozycji apikalnej, zsyntety-
zowano ze zwigzku 19, traktujac go litodimetylomiedzig w -78°C w tetrahydrofura-
nie jako rozpuszczalniku i izolujac jako heksafluorofosforan. Etylowa pochodng 58
otrzymano z 57 generujac ylid siarkowy za pomocg n-butylolitu w —-78°C w tetrahy-
drofuranie i ,,metylujac” go jodkiem metylu (Schemat 23) [9].

Merkaptosulfid 59, poddany dziataniu N-bromoimidu kwasu bursztynowego
w obecnodci trietyloaminy w tetrachlorku wegla w 0°C dostarczyl z wydajnoscia
42% oksatiasulfuran 60 (Schemat 24). Badania rentgenograficzne potwierdzity jego
sulfuranowg strukture z zajmujacym apikalng pozycje sulfanowym atomem siarki.
Zwiazek 60 byt odporny na dzialanie tlenu atmosferycznego, ulegat jednak natych-
miastowemu rozkladowi w obecnosci wilgoci [26].

Me I|Et
. o S ) S
1) LiMe,Cu, THF, -78°C | 1) n-BuLi, THF, -78°C ,
2) KPFg, NH,CI e 2) Mel, THF, -78°C @
NS | Y pE®
Me "6 Me *'©
57 58
Schemat 23
Scheme 23

Stosunkowo niedawno udalo sie takze wyizolowad i w pelni scharakteryzowaé
sulfuran posiadajacy cztery ligandy weglowe 61. Reakcja S-tlenku dibenzotiofenu 62
ztrifluorometanosulfonianem trimetylosililowym w tetrahydrofuranie jako rozpusz-
czalniku w temperaturze -78°C skutkowala tworzeniem przejsciowego triflanu 63,
ktory z kolei reagowal in situ z 2,2’-dilitobifenylem dajgc spirosulfuran 61 (Schemat
25). Ustalenie struktury krystalicznej pozwolilo na wyznaczenie dlugosci wigzan.
Dlugosci wigzan ekwatorialnych sa réwne, odpowiednio, 1,823 A i 1,814 A, nato-
miast apikalnych - 1,926 A i jest to jak dotad najdtuzsze znane wigzania S-C(aryl).
Analiza widm 'H i "C NMR zarejestrowanych w temperaturze pokojowej oraz
w obnizonej (-100°C) wykazala réwnocennos¢ pierscieni aromatycznych. Autorzy
wyjasnili ten fakt zakladajac obecnos¢ proceséw pseudorotacji w obu wypadkach
[62]. W reakgji sulfuranu 61 z difluorkiem ksenonu w mieszaninie dichlorometanu
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i eteru dietylowego w -78°C otrzymano odpowiedni dikation sulfoniowy i zbadano
jego strukture i reaktywnos¢ [27].

CF FsC
3Cf:g : CF3
OH
. NBS, TEA ’|S _:th
—_—
CCly, 0°C / | Ph
Ph>‘)\Ph 42% S ’,,
Ph Ph
SH
59 60
Schemat 24
Scheme 24
Li
/ \ e [ | OF
—_—
THF, -78° c ? T THF, -78°C
OSiMe;
62 63
Schemat 25
Scheme 25

Cho¢ przedstawione powyzej struktury zostaly wyizolowane i opisane jako
trwale polaczenia, wigkszo$¢ sulfurandw jest nietrwata i ekstremalnie wrazliwa na
warunki $rodowiska. Wiele z nich to wykrywane in situ produkty przejsciowe zna-
nych reakgji.

Chlorooksasulfurany 64 zostaly zaproponowane jako produkty przejsciowe
reakcji kwasowej hydrolizy grupy cyjanowej f-cyjanosulfotlenkéow (Schemat 26)
[28, 29].

HN 0

Ho, CN O R 0 HoN Sp-Tol
Sy, —_ P e —_— "
R1>Y N HO < R
R? p-to | ~p-Tol HO R?
RZ Cl
64
Schemat 26

Scheme 26



612 A. ZAJAC

W reakcji chlorkéw arenosulfinylowych 65 z pochodna pirolidyny 66 tworzyt
sie jako produkt przejsciowy amoniochlorooksysulfuran 67, ulegajacy szybkiej pseu-
dorotacji Berryego, wynikiem ktdrej jest utworzenie produktu — sulfinamidu 68
(Schemat 27) [30].

i
- S\"’Ar (|:I Ar, Cl A
(0] o Ar . “ / ', l
65 '_?\o ¥ : ?_O ¥ CI/?_O ¥
H H,,'®ll\l H,,'®l)l Hy, ON
Ph Ph Ph Ph
Ph OH OH OH
OH g 67
A Y
. M o
¥, 97970 ke $
H., ON H.,
th Ph>(<_7
Ph
Pl OH
68
Schemat 27
Scheme 27

Traktowanie N-alkoksykarbonylo-f-sulfinyloamin o znanej konfiguracji chlor-
kiemoksaliluwobecnoscisym-kolidynywdichlorometaniejakorozpuszczalniku przy
-50°C skutkowalo szybkim i stereoselektywnym tworzeniem -chlorosulfenamidéw.
Proces ten nazwano nieoksydatywng reakcja chloro-Pummerera, a w zapropono-
wanym przez autoréw mechanizmie kluczowg role odgrywa azochlorosulfuran 69
(Rys. 3) [31].

\ /A" COOR*
Cl—S—N
R1\l‘ & R2
R R®
69
Rysunek 3
Figure 3

Udzial dioksasulfuranu 70 zaproponowano, aby wyjasni¢ stereospecyficznosé
reakcji siarczanu (IV), pochodnej mannitolu, z chlorkiem fert-butylomagnezowym
(Schemat 28) [32].

Struktura dioksasulfuranu 71 (Rys. 4) zostala zaproponowana jako produkt
posredni w reakcji utleniania alkilowych i arylowych sulfidow do sulfonéw za
pomoca dioksiranéw [33-35].
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Opisywana wczes$niej hydroliza grupy nitrylowej f3-cyjanosulfotlenkéw (patrz:
Schemat 26) biegla przez oksaoksysulfuran 72 (Rys. 4) prowadzac do odpowied-
nich f-sulfinylo-a-hydroksyamidéw; jesli reakcja byta prowadzona w metanolu jako
rozpuszczalniku.”

Niejednokrotnie wykazano, ze w reakcjach typu Pummerera produktem
posrednim sg odpowiednie struktury sulfuranowe. I tak, w indukowanych bezwod-
nikiem octowym reakcjach Pummerera lub typu Pummerera optycznie czynnych
zwigzkow sulfinylowych jako produkt posredni sugerowano diacetyloksysulfuran
73 (Rys. 4).%%7%

Me HN
e R RV /9 (|)AC\\\
Rres o HO S RS
e | ~p-Tol | TR’
RZ O OAc
R? ~Me
71 72 73
Rysunek 4
Figure 4

W podobnego typu reakcjach cyklicznych sulfotlenkéw 74 i 75 z bezwodni-
kiem trifluorooctowym zaproponowano przejéciowe tworzenie sie posrednich diok-
sysulfuranéw 76 i 77. Co wiecej, na podstawie eksperymentéw 'H, “C i "F NMR
w niskich temperaturach (od -90 do -60°C) udowodniono istnienie réwnowagi
miedzy strukturami sulfotlenkowymi a sulfuranowymi (Schemat 29) [39].

Badajac reakeje fotoutleniania symetrycznych i niesymetrycznych sulfidéw do
odpowiednich sulfotlenkéw i sulfonéw stwierdzono, ze w przypadku prowadzenia
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tych proceséw w metanolu jako rozpuszczalniku kluczowymi produktami posred-
nimi sg sulfurany 78 (Rys. 5), z apikalnym podstawnikiem nadtlenkowym [40-44].

)

F3C/[AO SiMe3
A (CF4C0),0 =
Me;Si SiMe; = = —S =

S
- (CF5€0),0
1 (CF4COD | SiMe;

FsC— O
\‘27

74 6

Jz
FsC o
= = —S§’

i - (CF4C0)0 N\
o 0
F3C
B

75 7
Schemat 29
Scheme 29
(l)OH
W R=H, Me
R*¥—S
| TR R', R? = Me,Et,Ph
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78
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Figure 5

W przypadku reakeji znaczonego izotopem 'O sulfotlenku difenylowego
z tlenkiem «,a,a-trifluoroacetofenonu prowadzacej do tworzenia ketonu trifluoro-
metylofenylowego, sulfidu dimetylowego, sulfonu difenylowego oraz sulfotlenku
difenylowego wolnego od izotopu "*O przyjeto, ze produktem przejéciowym byl
monocykliczny sulfuran 79 z ,ekwatorialnym podstawnikiem nadtlenkowym”
(Schemat 30) [45].
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Analizujac przebieg reakcji alkilowania anionu 80 solami alkilodifenylosul-
foniowymi 81 w dichlorometanie jako rozpuszczalniku wysnuto wniosek, ze pro-
duktem posrednim musiat by¢ tu sulfuran 82 posiadajacy trzy wigzania S-C (Sche-
mat 31) [46].

o 0"
0 Ph Ph~ —_ OMe
(OC)Cr=< + S—MeBFe DM | e —_— (0C)Cr=<
s / 4 o) Cr(CO)s °
Me  Ph \[4 Me
Me
80 81 82
Schemat 31
Scheme 31

W reakcji kondensacji racemicznych chlorosulfinylo- (83) [47, 48], jak row-
niez di(chlorosulfinylo)alkanéw [49, 50] z czynnym optycznie alkoholem - diace-
tono-D-glukoza (DAG) otrzymywano czyste optycznie sulfiniany (R,)-84 i (S,)-84.
Co interesujace, obydwa diasaterozimery otrzymano uzywajac réznych amin jako
czynnikéw kondensujacych: stosujac diizopropyloetyloamine otrzymano (S,)-84,
natomiast uzycie pirydyny dostarczylo (R,)-84. Takie rezultaty autorzy tlumacza
tworzeniem odpowiednich azodioksysulfuranéw i procesami ich pseudorotacji
(Schemat 32) [47].

Zasugerowano réwniez, ze dioksyazosulfuran 85 (Rys. 6) byt produktem przejs-
ciowym w prowadzacej do odpowiednich kwaséw sulfonowych i amin pierwszorze-
dowych reakcji kwasowej hydrolizy N-podstawionych sulfonamidéw. Mechanizm
ten potwierdzono uzywajac zwigzkéw znaczonych izotopem *O [51].

Obecnos¢ zawierajacych cztero- [52-55] lub pieciocztonowe [56] pierscienie
azooksysulfuranéw 86 (Rys. 6) jako produktéow posrednich zaproponowano dla
indukowanej kwasem trifluorooctowym, nieoksydatywnej reakcji Pummerera f-
lub y-aminosulfotlenkéw, prowadzacej do odpowiednich trifluorooctanow.

Sulfuranowe zwiazki przej$ciowe 87 zaproponowano dla reakcji przeksztalcenia
B-cyjanowinylosulfotlenkéw w odpowiednie cykliczne sulfiniminy (Rys. 6) [57].



616 A. ZAJAC
R.__ODAG
e .
4% ‘
< (Ss)-84
2 Ny N ¢
T "o "o+ - \\\<o 1
RS e °
o o 0
.~ 0 .~ 0 Ro/ fe)
@ S 0 PR o eI @ O
SN A( @? \. A( HO |\® A(
L DAG DAG
® ®
. ® < O o
R”Na @ d /%
83 :
DAG DAG
= SN SN SN SN
®< ® 0. ——x o @ o) o
@ o) @Gi o 0 o)
—~ 0 - 0 —~ 0 HOL s 0
/:S o) \"S [e) /:S o \vs (¢]
H0 T AR e (L S G D A
-
R.__ODAG
47
o =
(Rs)-84
Schemat 32
Scheme 32
R2
3
R R o)
R* N” @ OH
i L R 2 R, |
5 S e ny,,
H,0—S—OH R nl p-Tol S\ —
/" P Np-Tol R/|
R'HN <. (0] CF3
n=0,1 \”/ OH SR’
O
85 86 87 88
Rysunek 6
Figure 6

Z kolei tworzenie oksytiosulfurandéw 88 (Rys. 6) posiadajacych apikalng grupe
alkilosulfanowg zaproponowano, aby wyjasni¢ przebieg reakcji redukcji sulfotlen-
kéw przy uzyciu tioli. Tworzace si¢ sulfurany ulegaly natychmiastowemu atakowi
drugiej czasteczki tiolu, co prowadzito, odpowiednio, do sulfidu RS i disulfidu

RSSR [58].
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Dla reakcji redukcji S-tlenkow ditiiarnow 89 odczynnikiem Lawessona 90 pro-
wadzacej do odpowiednich ditiiranéw 91 przyjeto udziat posredniego oksyditiosul-
furanu 92 (Schemat 33) [59].
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Schemat 33
Scheme 33

Wykorzystujac techniki NMR zaobserwowano tez istnienie przejsciowego sul-
furanu 93, powstajacego po potraktowaniu sulfotlenku(2,6-bismetylotiometylo)
fenylowo-fenylowego 94 kwasem siarkowym(VI). Autorzy wykazali, ze sulfuran ten,
zawierajacy dwa apikalne ligandy sulfoniowe, ulegal odwracalnemu dysproporcjo-
nowaniu do mieszaniny odpowiedniego tetrakationu 95 i trisulfidu 96. Mieszanina
ta po dodaniu wody dala monosulfotlenek 97 i bis-sulfotlenek 98 oraz trisulfid 96
(Schemat 34) [60].
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Scheme 34

Tworzenie analogicznego sulfuranu 99 przyjeto, aby wyjasni¢ tworzenie si¢
tylko jednego produktu 101 w reakcji 1,5-migracji atomu tlenu w sulfotlenku 100
po potraktowaniu go bezwodnikiem octowym (Schemat 35) [60].

Interesujacy tetratiosulfuran 102 zaproponowano jako produkt posredni reak-
cji interkonwersji odpowiednich symetrycznych tri- i tetrasulfidéow. Jego rozpad
prowadzit do utworzenia mieszaniny di- i pentasulfidow (Schemat 36) [61].
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Prébowano takze wyizolowac tetrafenylosulfuran 103 [6] oraz 2,2’-bifenylylo-
difenylosulfuran 104 [62, 63] (Schemat 37), jednak udato si¢ tylko potwierdzi¢ ich
istnienie jako nietrwatych produktéw posrednich w oparciu o analize widm 'H, °C,
HH- i CH-COSY NMR zmierzonych w niskich temperaturach [62, 63].

@\ /@ 1) TIOSiMes, THF, -78°C '
s 2) 2 eq.PhLi, -100°C } @
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Cl

104

Schemat 37
Scheme 37
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Analizujac reaktywnos¢ polaczen 10-S-4 mozna wyrdzni¢ dwie reakcje bardzo
charakterystyczne dla tego typu zwigzkow:

o wymiana liganda (ligand exchange),

« sprzeganie ligandow (ligand coupling).

Reakcja wymiany liganda jest prawdopodobnie jedng z najlepiej poznanych
reakcji zwigzkow hiperwalentnych. Przebiega z utworzeniem produktu posred-
niego, jak w przypadku wymiany atomu tlenu przedstawionej na Schemacie 38 lub
przez produkt posredni ulegajacy najpierw pseudorotacji, a potem eliminacji grupy
odchodzacej z utworzeniem produktu z retencja konfiguracji, co przedstawia Sche-
mat 39 [64].
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180 180AC | Ar
80Ac
?AC o I
- S Ac®0” =—= _S.. + Ac™®OAc
Ar” @ Ar Ar Ar
Schemat 38
Scheme 38
Me
T_Tc’lm _l w p-Tol
-Tol —ge : ~ -Tol
p-io Me_ _Me BN T ¥ | Yo p-to Me_ _Me
:——S\TMe + S - Me S/Me = 18 | - — ‘\Me + S
ant n
o 1l ol S—m o 180
[odp =+ 144 Me I\,/Ie [oJp =+ 143
Schemat 39
Scheme 39

Proces sprzegania ligandéw jest reakcja uzgodniong i zachodzi przez oddzia-
tywanie orbitali liganda apikalnego i ekwatorialnego, a biorgce w niej udziat grupy
zachowuja swoja konfiguracje absolutng na centrum stereogenicznym. Przyktadem
moze by¢ reakcja przedstawiona na Schemacie 40 [64].
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ABSTRACT

As demonstrated in recent years, one of the major factors of oxidative stress,
generated in the circulatory system, in both acute and chronic pathological con-
ditions, is peroxynitrite (ONOO") [4]. Peroxynitrite is a strong biological oxidant
and nitrating compound, generated in vivo from a rapid reaction of two relatively
less reactive, but commonly found, of free radicals: nitrogen monoxide (NO) and
superoxide (O27) [8]. This reaction occurs spontaneously and is not catalyzed by
any enzyme. A fundamental reaction of ONOO" in biological systems is its fast reac-
tion with carbon dioxide (k= 5,7 - 10 M™' s™') and yields a short-lived intermediate,
nitrosoperoxycarbonate (ONOOCO)), which homolyzes leads to the formation of
carbonate (CO;) and nitrogen dioxide (NO,) radicals (yield ~35%) [29, 30] (Fig. 1),
which are one-electron oxidants. ONOO' is responsible for oxidative modifications
in a wide variety of biomolecules and is capable to induce of nitrative changes in sul-
fur and aromatic amino acids, especially 3-nitrotyrosine and dityrosine formation
[17] (Fig. 2). This article describes the formation, reactivity and biological action of
peroxynitrite.

Kemords: peroxynitrite, oxidative stress, 3-nitrotyrosine
Stowa kluczowe: nadtlenoazotyn, stres oksydacyjny, 3-nitrotyrozyna
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WSTEP

Jednym z nieodiacznych elementéw tlenowego metabolizmu komorki jest
generowanie reaktywnych form tlenu (RFT) i reaktywnych form azotu (RFA). Moga
to by¢ zaréwno jony, jak i zwiazki bez tadunku elektrycznego, ze sparowanymi elek-
tronami, jak réwniez wolne rodniki, ktdrych cechg wspolng jest duza reaktywnosé.
Zrodtem RFT/RFA s produkty posrednie utleniania przenosnikéw elektronéw,
zwigzki generowane w czasie rozwoju reakcji zapalnych, peroksydacja lipidow oraz
reakcje katalizowane przez oksydazy i jony metali (Fe**, Cu®) [1]. RFT i RFA stano-
wig wazny element proceséw zwigzanych z odpowiedzia immunologiczna, dzialaja
jako bezposrednie czynniki bakteriobdjcze (wybuch tlenowy fagocytéow), a takze
uczestnicza w szlakach przekazywania sygnaléw w komorkach [2]. Stan, w ktérym
zostaje zaburzona réownowaga pomiedzy szybkoscig powstawania RFT i RFA, a bio-
logiczng zdolnoscig do szybkiej detekeji i unieczynnienia reaktywnych produktow
posrednich i/lub naprawy powstalych uszkodzen przez uklady antyoksydacyjne
nosi nazwe stresu oksydacyjnego, ktory w skrajnych przypadkach moze powodowa¢
nieodwracalne uszkodzenia komorek. Istotne znaczenie zaburzonej réwnowagi sta-
tusu oksydacyjnego zaobserwowano w wielu jednostkach chorobowych zwigzanych
z ukladem krazenia: miedzy innymi w nadci$nieniu tetniczym, miazdzycy czy reste-
nozie po zabiegach angioplastyki [3]. Wolnorodnikowe uszkodzenia bialek, lipidow,
weglowodanow oraz DNA stanowig jeden z gtéwnych czynnikdw etiopatologii wielu
chorob [4]. Jak wykazano w ostatnich latach, jednym z gléwnych czynnikéw stresu
oksydacyjnego powstajacych w uktadzie krazenia w ostrych i przewlektych stanach
zapalnych oraz niedokrwienno-reperfuzyjnych jest nadtlenoazotyn [5,6]. Nadtle-
noazotyn (ONOO") jest silnym zwigzkiem utleniajacym i nitrujacym, tworzonym
przez komorki $rédblonka, aktywowane makrofagii oraz neutrofile [7]. W ciagu
ostatnich lat bardzo szybko wzrasta liczba publikacji zwigzanych z okresleniem
tizjologicznej i patofizjologicznej roli nadtlenoazotynu w organizmie, co $wiadczy
o duzym zainteresowaniu tym czynnikiem stresu oksydacyjnego.

1. POWSTAWANIE I OGOLNA CHARAKTERYSTYKA
NADTLENOAZOTYNU

Beckman i in. [8] w 1990 roku opisali reakcje powstawania nadtlenoazotynu
w warunkach in vivo. W uktadach biologicznych ONOO™ jest tworzony w wyniku
reakcji dwdch stosunkowo mato reaktywnych, lecz powszechnie wystepujacych wol-
nych rodnikéw: anionorodnika ponadtlenkowego (O,") i tlenku azotu (NO"). Reak-
cja ta zachodzi spontanicznie i nie jest katalizowana przez zaden enzym. Stala szyb-
kosci reakeji powstawania nadtlenoazotynu jest okolo 3-8 razy wieksza niz rozklad
anionorodnika ponadtlenkowego katalizowany przez dysmutaze ponadtlenkowg
(SOD) i wynosi k = 6,7 x 10° mol/l x s [9, 10]. W zwigzku z tym, ze obydwa prekur-
sory nadtlenoazotynu maja bardzo krétki okres pottrwania (NO* - 1-30 sekund; O;"
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- milisekundy), nadlenoazotyn moze powstawa¢ w tym samym przedziale komor-
kowym przy jednoczesnym generowaniu jego prekursorow. Wewnatrz komorek ste-
zenie rodnika tlenku azotu i anionorodnika ponadtlenkowego wynosi odpowiednio
10-100 nM i 0,1-1 nM, co jest niewystarczajace, aby mogla zajs¢ synteza nadtle-
noazotynu. Zupelnie odmienne warunki panujg w poblizu komoérek generujacych
rodniki (np. komorki srédblonka, aktywowane makrofagi, neutrofile), wtedy ich
lokalne stezenie wzrasta az do 1-10 uM [11]. Hydrofobowy tlenek azotu moze prze-
nika¢ swobodnie przez blony komdérkowe, natomiast posiadajacy fadunek O, jest
zdolny przemieszcza¢ si¢ jedynie poprzez kanaly jonowe. Dlatego powstawanie nad-
tlenoazotynu w gtéwnej mierze zalezne jest od miejsca generowania anionorodnika
ponadtlenkowego. Czas péltrwania nadtlenoazotynu w warunkach biologicznych
wynosi nieco mniej niz 1 s. Czas ten jest jednak na tyle wystarczajaco diugi aby
zwiazek ten mogl przenika¢ przez btony komoérkowe, dyfundujac na odleglos¢ jed-
nej do dwdch $rednic komoérkowych (~5-20 um), co oznacza, ze wytwarzany w jed-
nej komorce moze mie¢ wpltyw na inne, sasiadujace komorki [7, 12, 13]. Ponadto
nadtlenoazotyn moze przenika¢ przez blony biologiczne za posrednictwem kana-
téw anionowych. ONOO™ znajduje si¢ w stanie rOwnowagi ze swoja uprotonowana
formg - kwasem nadtlenoazotawym (ONOOH). W biologicznych warunkach sto-
sunek ten zalezny jest od lokalnego pH (w pH = 7,4 80% nadtlenoazotynu wystepo-
wacé bedzie w formie anionowej) [14].

Istnieje kilka laboratoryjnych metod syntezy nadtlenoazotynu. Zwigzek ten
mozna otrzymac w reakeji tlenku azotu z nadtlenkiem tetrametyloamonowym lub
nadtlenkiem potasu, jak réwniez poprzez fotolize i radiolize azotanu, utlenianie
hydroksyloaminy oraz utlenianie organicznych azotanéw [15]. Do badan chemicz-
nych powszechnie wykorzystuje sie metode szybkiej reakcji azotynu z nadtlenkiem
wodoru w kwasnym pH, gdzie medium jest zakwaszane kwasem solnym, azotowym
lub siarkowym, a nastepnie szybko uzasadawiane [16]. Ten rodzaj syntezy jest bar-
dzo szybki, wydajny i nieklopotliwy do przeprowadzenia, jednak pewien problem
stanowi pozostalo$¢ H,O, i efektywnos¢ jego usuwania z medium reakcyjnego. Do
badan biologicznych powszechnie stosowang jest metoda ozonowania roztworu
azydku sodu opisana w 1995 roku przez Pryora i in. [17]. Metoda ta pozwala na
uzyskiwanie preparatu nadtlenoazotynu o niskiej sile jonowej, bez zanieczyszczen
nadtlenkiem wodoru, ze $ladowa ilo$cig pozostatego azydku i o stosunkowo wyso-
kim stezeniu (do 80 mM).

Nadtlenoazotyn, zaliczany do reaktywnych form azotu, nie jest wolnym rodni-
kiem. Niesparowane elektrony, ktore pochodza od dwdch rodnikéw - tlenku azotu
i anionorodnika ponadtlenkowego formuja w czasteczce ONOO™ nowe wigzanie
[18]. Nadtlenoazotyn posiada dwa stany konformacyjne: cis i trans, a forma cis uwa-
zana jest za forme bardziej stabilng. Ma ona zdolno$¢ do przechodzenia w forme
trans podczas rozpadu ONOO™ do azotanu [19].
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2. PREKURSORY NADTLENOAZOTYNU

W warunkach fizjologicznych pewna czes¢ O, (ok. 1-5%) ulega w mitochon-
drialnym lancuchu oddechowym nie czteroelektronowej, a jednoelektronowe;j
redukcji. W wyniku takiej redukcji powstaje anionorodnik ponadtlenkowy (O;").
Przemiana ta polega na przylaczeniu elektronu do czasteczki tlenu i przeksztalceniu
jej w wolny rodnik. Enzymami, ktére biora udziat w tej reakeji sg dehydrogenaza
NADH i koenzym Q [20].

Duze ilosci O," s3 wytwarzane takze przy udziale oksydazy NAD(P)H fago-
cytow, oksydazy ksantynowej czy lipooksygenazy 12/15 leukocytéw - enzymu
odpowiadajgcego za powstawanie kwasu 12(S)-hydroksyeikozatetraenowego (12(S)
HETE) oraz kwasu 15(S)-hydroksyeikozatetraenowego (15(S)HETE) [2]. Aniono-
rodnik ponadtlenkowy moze takze powstawad podczas metabolizmu ksenobiotykow
w mikrosomach, w reakcji utleniania ksantyny do kwasu moczowego katalizowane;
przez oksydaze ksantynowa przy udziale reduktazy NADPH i cytochromu P-450.
W wyniku zachodzacej w erytrocytach autooksydacji hemoglobiny do methemo-
globiny powstaje 250 x 10" czgsteczek anionorodnika ponadtlenkowego w ciagu
doby [21, 22]. Zrodlem O;" moga takze by¢ plytki krwi, w ktorych obecna jest jedna
z izoform oksydazy NAD(P)H, a takze oksydaza ksantynowa czy cyklooksygenaza
(23].

Anionorodnik ponadtlenkowy moze zachowywac si¢ zaréwno jako utleniacz
jak i reduktor, w zaleznosci od charakteru substancji z jaka reaguje. Niskie steze-
nie anionorodnika ponadtlenkowego utrzymywane jest w ukfadach biologicznych
przez dysmutaze ponadtlenkowa (SOD), ktéra obecna jest w mitochondriach,
cytoplazmie i przestrzeni migdzykomoérkowej. Enzym ten powoduje przemiang O,"
w mniej szkodliwy nadtlenek wodoru, ktéry nastepnie ulega rozkladowi przez kata-
laze i peroksydaze [18, 24].

Tlenek azotu w temperaturze pokojowej jest bezbarwnym, trujacym gazem
[25]. Posiada jeden niesparowany elektron na atomie tlenu, stad jego niestabilno$¢
i wysoka reaktywnos$¢é. W powietrzu samorzutnie reaguje z tlenem tworzac ditlenek
azotu (NO,). Czas pdttrwania (t,,) czasteczki NO* wynosi 1-30 s [18, 24].

Tlenek azotu okazal si¢ by¢ bardzo wazng czasteczka sygnalowa w ukladach
biologicznych. Furchgott i Zawadzki zaobserwowali w 1980 roku nieznany wczes-
niej czynnik rozszerzajacy naczynia krwiono$ne, ktéry nazwali $rédblonkowym
czynnikiem relaksujagcym (EDRF) [26]. Siedem lat pdzniej odkryto, ze opisywany
jako EDREF, czynnik rozszerzajacy naczynia krwionoéne, to wlasnie tlenek azotu
[27]. Odkrycie faktu, ze tlenku azotu jest czasteczka powodujaca rozluznianie $ciany
naczyn krwiono$nych zaowocowato w 1998 roku przyznania w Nobla z dziedziny
medycyny i fizjologii trzem naukowcom (Furchgott, Ignarro, Murad). Tlenek azotu
powstaje z L-argininy przy udziale syntazy tlenku azotu (E.C. 1.14.13.39, ang. nitric
oxide synthase, NOS) — enzymu o aktywno$ci NADPH-zaleznej dioksygenazy wpro-
wadzajacej dwa atomy tlenu do czgsteczki L-argininy. Reakcja przebiega dwueta-
powo, zwigzkiem posrednim jest N“-hydroksy-L-arginina (NOH-L-Arg), a produk-
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tami koncowymi ‘NO i L-cytrulina. Dodatkowo do zajécia reakeji konieczna jest
obecnos¢ kofaktordw, tj.: FAD, FMN, tetrahydrobiopteryny oraz hemu [13, 28].

W ludzkim organizmie istniejg 3 izoformy syntazy tlenku azotu: neuronalna
nNOS (typ I), indukowalna iNOS (typ II) i endotelialna (srédblonkowa) eNOS
(typ III). Izoformy NOS rdznia si¢ miedzy soba masa czasteczkowa, strukturg, miejs-
cem wystepowania w komorce oraz kinetyka reakcji. Neuronalna i endotelialna NOS
uwazane s za enzymy konstytutywne, a jako kafaktor6w wymagaja jonéw wapnia
i kalmoduliny. Indukowalna NOS ulega ekspresji w makrofagach, neutrofilach,
komorkach srodblonka, fibroblastach, migsniach gtadkich naczyn krwiono$nych,
miocytach oraz hepatocytach, w odpowiedzi na cytokiny lub inne czynniki zapalne.
Jej aktywnos¢ nie zalezy od poziomu jonéw wapnia. iNOS wytwarza tlenek azotu
w 100-1000-krotnie wyzszych ilo$ciach niz formy konstytutywne [18, 22].

Tlenek azotu produkowany w komorkach §rédblonka w wyniku dziatania réz-
nych bodzcow (stres, trombina, ADP, serotonina, bradykinina, histamina) powo-
duje rozszerzanie naczyn krwionosnych i reguluje ci$nienie krwi. NO" hamuje
nadmierng aktywacje i agregacje plytek krwi, co zwigzane jest z jego dzialalnoscia
przeciwzakrzepowq i przeciwmiazdzycowa. W moézgu i obwodowym ukladzie
nerwowym, tlenek azotu pelni role neuroprzekaznika. Uczestniczy on w procesie
uczenia si¢ i zapamietywania, a takze reguluje wydzielanie hormonéw przysadki
mozgowej [10, 29].

3. REAKTYWNOSC NADTLENOAZOTYNU

Reakcje, w ktorych uczestniczy nadtlenoazotyn mozna podzieli¢ na: bezpo-
srednie reakcje redoks, reakcje z udzialem ditlenku wegla oraz reakcje zwigzane
z rozpadem sprz¢zonego z nadtlenoazotynem stabego kwasu — ONOOH. W tych
pierwszych nadtlenoazotyn bierze udzial w reakcjach jedno- lub dwu-elektrono-
wego utleniania. Reakcja CO, z nadtlenoazotynem zachodzi z duza szybkoscia
(k=4,6 x 10°-5,7 x 10* M 'xs™'; pH = 7,4, temp. 37°C) [30]. W wyniku tej prze-
miany powstaje nietrwaly produkt posredni — nitrozonadtlenowegglan (ONOOCO,)
(t,, = 1 ps), ktory ulega homolitycznemu rozpadowi dajac ditlenek azotu (NO,)
i rodnik weglanowy (CO;). Nitrozonadtlenoweglan moze ulegaé takze izomery-
zacji do O,0NCO,, a to prowadzi do odtworzenia ditlenku wegla oraz powsta-
nia azotanu (NO;). Wtérne wolne rodniki (NO, i CO;), ktére powstaja w reakcji
miedzy ditlenkiem wegla a nadtlenoazotynem przyczyniaja si¢ do az 4-krotnego
zwigkszenia potencjatu nitrujacego ONOO™ [31]. Wydajnos¢ tworzenia rodnikow
podczas rozpadu ONOOCO, wydaje sig by¢ dyskusyjna. Wigkszo$¢ autorow
podaje, ze addukt nadtlenoazotynu z CO, w okoto 65% rozpada si¢ bezposrednio
do NO; i CO,, natomiast w 35% do rodnikow CO; i'NO, [7, 32, 33].

Trzeci rodzaj reakcji zwigzany jest z powstawaniem rodnika hydroksylowego
i rodnika ditlenku azotu podczas rozpadu kwasu nadtlenoazotawego [15]. Nadtle-
noazotyn moze ulega¢ protonacji (pK, = 6,8), dajac kwas nadtlenoazotawy [34, 35].
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Uwaza sig, ze czasteczka ONOOH ulega homolizie z rozerwaniem wiazania O-O
tworzac pare rodnikéw - rodnik hydroksylowy ("OH) i ditlenek azotu (‘NO,)
[7, 33, 36]. Wczesniej uwazano, ze ditlenek azotu obecny jest w organizmie jedynie
po ekspozycji na dym papierosowy lub zanieczyszczenia powietrza [18].

Powstajaca para rodnikowa ‘OH/'NO, zamknieta jest w swoistej klatce, otoczo-
nej czasteczkami wody i moze dyfundowa¢ na zewnatrz klatki (zachodzi to w ok.
30% przypadkéw) lub rekombinowa¢ bezposrednio do NO; (takiej reakcji ulega
okoto 70% par rodnikowych) [18, 33, 37]. Ze wzgledu na wysokie stezenie ditlenku
wegla w komorkach i ptynach pozakomérkowych (1,3-1,5 mM, tj. okoto 10000 razy
wigksze niz stezenie jonéw wodorowych), jest on jednym z najwazniejszych substra-
tow dla nadtlenoazotynu [38]. Zatem najbardziej prawdopodobne jest, ze nadtle-
noazotyn w warunkach in vivo przereaguje wilasnie z ditlenkiem wegla, niz ulegnie
przeksztalceniu do HONOO, dajac z kolei rodniki hydroksylowe.

NO}, + CO; NO; + CO,

N/

[ONO,CO; ]

ch

H-I'
NO'+ Q;"—» ONOO" ¢ ) ONOOH

=

NO, €—— [NO;OH]

l

NO; + "OH

Rysunek 1. Reakcje nadtlenoazotynu
Figure 1. Reaction of peroxynitrite

4. BIOLOGICZNE DZIALANIE NADTLENOAZOTYNU

Nadtlenoazotyn jest czynnikiem o szerokim spektrum dzialania w stosunku
do biomolekul. Biologiczne skutki modyfikacji oksydacyjnych wywolanych przez
ONOO' s3 liczne, ale wazne jest, aby pamietaé, ze w duzym stopniu zaleza one
od stezenia tworzonego nadtlenoazotynu i jego komoérkowej lokalizacji. Zwigzek
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ten i jego pochodne reaguja zaréwno z aminokwasami (m.in. tyrozyng, cysteina,
metioning, tryptofanem), lipidami (fosfolipidy bton, lipoproteiny frakcji LDL), kwa-
sami nukleinowymi, a takze réznymi antyoksydantami. Nadtlenoazotyn powoduje
tworzenie grup karbonylowych, dimeryzacje, nitrowanie i nitrozylacje aminokwa-
sow, alkoholi, weglowodanow i zwigzkow tiolowych. Moze dziala¢ jako jedno- lub
dwuelektronowy utleniacz, z istotng rolg jonéw metali przejsciowych, spetniajacych
funkcje katalizatorow. Jego aktywno$¢, z jednej strony prowadzi do negatywnych
nastepstw, takich jak utrata funkcji biatek, a z drugiej, do powstawania zwigzkow
bedacych donorami tlenku azotu, odgrywajacych role w rozkurczaniu naczyn
krwionosénych [15].

Liczne badania dowodza, Ze powstajacy w naczyniach krwionosnych nadtleno-
azotyn jest zaréwno silnym oksydantem jak i czynnikiem nitrujacym. Modyfikacje
biatek spowodowane dziataniem nadtlenoazotynu powoduja zmiany w strukturze
i funkgcji tych biomolekut, ktorych wystepowanie stwierdzono w wielu stanach cho-
robowych [39].

Nadtlenoazotyn wywoluje nitrowanie reszt aminokwasow alifatycznych takich
jak: cysteina, metionina oraz aminokwaséw aromatycznych: tryptofan i tyrozyna.
Najbardziej podatne na utlenianie s3 aminokwasy siarkowe (cysteina, metionina),
a takze tyrozyna, tryptofan, fenyloalanina i histydyna [40]. Dzialanie nadtleno-
azotynu na bialka ma bardzo istotne znaczenie w modulowaniu funkcjonowania
enzymow. Szczegdlnie narazone na dzialanie ONOQO™ sg grupy prostetyczne zawie-
rajace jony metali przejsciowych badz hem. W wyniku ich utleniania dochodzi do
zahamowania aktywnosci enzymatycznej m.in. mieloperoksydazy, ceruloplazminy,
dysmutazy ponadtlenkowej [38]. Wolne rodniki powstajace w wyniku homolizy
nadtlenoazotynu, badz podczas jego reakcji z CO, (NO;, OH’, NO,, CO;), réwniez
majg zdolno$¢ do oddzialywania z biatkami, co prowadzi do ich modyfikacji. Utle-
nianie przez ONOO™ wolnych grup tiolowych prowadzi m.in. do zaburzenia funkeji
enzymow zaangazowanych w metabolizm energetyczny komorki (dehydrogenazy
bursztynianowej, reduktazy fumaranu) [10].

Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na udziat nadtlenoazotynu w procesie nitro-
wania tyrozyny (Rys. 2). Nitrowanie tyrozyny prowadzi do kowalencyjnej modyfi-
kacji biatka w wyniku dodania grupy nitrowej (-NO,) w s3siedztwie grupy hydrok-
sylowej w pierscieniu aromatycznym reszt tyrozynowych. Cho¢ nadtlenoazotyn
bezpoérednio nie moze reagowac z grupa fenolows, to produkty jego rozpadu -
rodnik hydroksylowy i ditlenek azotu wykazuja taka aktywno$¢. Dodatkowo, nie-
trwaly nitrozonadtlenoweglan (ONOOCO,), powstajacy w reakcji ONOO™ z CO,,
jest zrodtem silnie reaktywnego rodnika weglanowego, ktéry podobnie jak "“OH
moze powodowaé tworzenie rodnikéw tyrozylowych reagujacych dalej z NO..
ONOOCO, ma czas poltrwania krétszy niz 3 ms i reaguje z tyrozyna ze stalg reakcji
wiekszg od 2 x 10° M ' [41, 42]. Rodniki CO;" reaguja z resztg tyrozyny poprzez
oderwanie wodoru od grupy hydroksylowej, natomiast w odréznieniu od rodnikéw
‘OH, nie przylaczaja si¢ do pierscienia aromatycznego. Dzigki temu, moze powsta-
wac wiecej rodnikéw tyrozylowych, oddzialujacych nastepnie z ‘NO, do postaci
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3-nitrotyrozyny. Co prawda rodniki "NO, réwniez reaguja z resztg tyrozyny poprzez
oderwanie atomu wodoru z grupy hydroksylowej, jednak stata szybkosci tej reak-
cji jest 2-3 rzedy wielko$ci mniejsza od stalej szybkosci reakcji rodnikéw "“OH czy
CO; [43-45].

Wielu autoréw uwaza, ze markerem dzialania nadtlenoazotynu w organizmie
jest obecnos¢ znitrowanej tyrozyny w bialkach. W osoczu 0séb zdrowych poziom
3-nitrotyrozyny jest stosunkowo niski (< 0,1 nmol/mg biatka), ale znaczaco wzrasta
w przebiegu wielu choréb zwigzanych z ostrym lub przewleklym stanem zapalnym
(posocznica, zespol ostrej niewydolnosci ptuc, choroba niedokrwienna serca, chro-
niczna niewydolno$¢ nerek, reumatoidalne zapalenie stawdw, cukrzyca, nowotwory
pluc), a takze u 0séb palacych [46-49].

rodnik tyrozylowy
o s} 0 0
OH ;
2 CcoOL 3 [ — — — !
S
H—?—NH* \

CH CH CHa CHa
Coo" s e | | .
H—C—NH* H—C—NH] H—C—NH} H™ C—NH]
tyrozyna 3 | & ] |
(elelo} CoOo" coo" [ele)e)
XQ
.
OH NO; OH OH
NO, I: ::
?Hz ?Hz ?Hz
H G H—C—NH H-C—NH;
Coo” COO"  COO"
3-nitrotyrozyna 2,5-dityrozyna

Rysunek 2. Powstawanie nitrotyrozyny i dityrozyny przy udziale nadtlenoazotynu
Figure 2. Formation of nitrotyrosine and dityrosine by peroxynitrite

Nadtlenoazotyn nie tylko silnie dziata na tyrozyne, ale réwniez na aminokwasy
siarkowe (cysteing i metioning) [50]. W przypadku Cys ONOO™ jest odpowie-
dzialny za proces dwuelektronowego utleniania prowadzacy do wytworzenia wigzan
disiarczkowych, co moze by¢ waznym mechanizmem inaktywacji wielu enzymoéw.
W temperaturze pokojowej, w pH fizjologicznym nadtlenoazotyn utlenia grupy
-SH okolo 1000 razy szybciej niz nadtlenek wodoru. Reakcja ONOO™ z grupami
tiolowymi przebiega z wytworzeniem produktéw posrednich, gléwnie S-nitrotioli



NADTLENOAZOTYN - SILNY BIOLOGICZNY UTLENIACZ 633

(RSNO,) oraz niewielkich ilo$ci S-nitrozotioli (RSNO). Te drugie s3 waznym sklad-
nikiem metabolizmu tlenku azotu i odgrywajg istotng role w przeksztalcaniu tok-
sycznego ONOO™ do tlenku azotu [51].

Metionina jest utleniana przez nadtlenoazotyn [52], jak réwniez przez inne
reaktywne formy tlenu, takie jak nadtlenek wodoru, ozon, kwas chlorowy(I), do
sulfotlenku metioniny (MeSOX) i dalej do sulfonu metioniny (Me2SOX) (Rys. 3).
In vivo dzialanie nadtlenoazotynu na metioning ograniczone jest prawdopodobnie
do dwuelektronowego utleniania jej do MeSOX. Powyzsza reakcja zachodzi, jesli
w jej srodowisku nie wystepuje ditlenek wegla. Utlenianie metioniny hamowane jest
wigc przez obecno$¢ ditlenku wegla, niezaleznie od pH roztworu w przeciwienstwie
do reakgji nitrowania tyrozyny. Nitrowanie tyrozyny i utlenianie metioniny, sg zatem
reakcjami konkurencyjnymi i zalezg od dostepnosci ditlenku wegla [53, 54].

Gy g, o,
; 5=0  o=y-0
Gy, Gy O,
CH, CH, CH,
| | |
NC-G- NEGm NE-G-
H O HHO HH
Metionina Sulfotlenek metioniny Sulfon metioniny

Rysunek 3. Proces wywotanego przez nadtlenoazotyn utleniania metioniny
Figure 3. The process of peroxynitrite-induced oxidation of methionine

Nadtlenoazotyn powoduje takze modyfikacje zwigzkow lipidowych: fosfolipi-
déw btlon, liposoméw i lipoprotein [34]. Peroksydacja lipidéw z udziatem ONOO™
polega na odfgczeniu atomu wodoru od nienasyconych kwaséw tluszczowych. Nie
jest przy tym wymagana obecno$¢ jondéw metali przej$ciowych jako katalizatoréw
reakcji. Produktami utleniania lipidow sa wodoronadtlenki lipidéw, skoniugowane
dieny i aldehydy. Produkty posrednie peroksydacji (wodoronadtlenki lipidéw, dial-
dehyd malonowy, izoprostany, 4-hydroksynonenal) moga prowadzi¢ do dalszych
uszkodzen oksydacyjnych w komdrce. Utlenianie fosfolipidéw oraz cholesterolu jest
przyczyna zmian plynnosci i przepuszczalnosci bton komérkowych, co ma powazne
konsekwencje dla prawidtowego funkcjonowania komérki. Utlenianie lipidéw two-
rzacych otoczke mielinowa neurondéw prowadzi do demielinizacji i rozwoju chordéb
ukltadu nerwowego [13, 18, 55]. Nitrowanie fosfolipidéw blon wplywa na zaburze-
nie transdukcji sygnatu w komoree [7].

Lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL) sa szczegdlnie podatne na utleniajace
i nitrujace dziatanie nadtlenoazotynu. Akumulacja utlenionego cholesterolu i LDL
jest przyczyna rozwoju miazdzycy [56].

Nadtlenoazotyn jako silny zwigzek utleniajacy i nitrujacy jest w stanie wywo-
tywa¢ modyfikacje zasad azotowych. Sposréd 4 zasad azotowych nukleotydow
najwiekszg wrazliwo$¢ na jego toksyczne dziatanie wykazuje guanina. W wyniku
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jej utleniania powstaje 8-oksoguanina, ktdra nastepnie moze zosta¢ przeksztatcona
do kwasu cyjanurowego i oksazolonu. W konsekwencji dochodzi do rozerwania
pierscienia imidazolowego guaniny i powstania trwatej mutacji. Nadtlenoazotyn
powoduje réwniez nitrowanie guaniny, czego produktem jest 8-nitroguanina, trakto-
wana jako specyficzny marker uszkodzen DNA wywolanych przez ONOO™ [57, 58].
Nadtlenoazotyn poprzez swoje toksyczne dziatanie przyczynia si¢ do powstawania
jedno- i dwuniciowych peknie¢ DNA. W wyniku odlgczenia atomu wodoru od deok-
syrybozy dochodzi do rozerwania pierscienia cukrowego i przerwania nici DNA.
Powstawanie jednoniciowych peknie¢ DNA spowodowanych dziataniem ONOO™
obserwuje si¢ glownie w pH zasadowym, podczas gdy liczba uszkodzen w pH
kwasnym i obojetnym jest duzo nizsza. Jednoniciowe pekniecia DNA powstajace
na skutek uszkadzajacego wplywu nadtlenoazotynu mogg nadmiernie aktywowac
jadrowy enzym - polimeraze poli(ADP-rybozy) (PARP), co w konsekwencji prowa-
dzi do nekrotycznej $mierci komdrki w warunkach stresu oksydacyjnego [59-61].
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Mgr Karolina M. Werengowska ukonczyla studia w 2010 roku na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. Od
2010 roku odbywa studia doktoranckie na Wydziale Chemii UMK. Prace doktorska wykonuje pod kierunkiem
prof. dr hab. A.P. Terzyka. Jest wspotautorka dwoch publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz poste-
réw prezentowanych na konferencjach. Jej gtéwne zainteresowania naukowe koncentrujg si¢ wokot funkcjonalizacji
nanorurek weglowych do celéw biomedycznych (jako no$nikéw lekow) oraz syntezy i wlasciwosci uporzagdkowanych
materialéw weglowych.

Dr Marek Wisniewski ukonczyt studia w roku 1998 na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. Prace doktorska (2003)
pod tytulem Filmy weglowe jako materialy modelowe w badaniach mechanizmu katalitycznej redukcji tlenku azotu(II)
za pomocg amoniaku wykonal pod kierunkiem prof. dr hab. J. Zawadzkiego (rozprawa zostata wyrézniona). Jest wspot-
autorem ponad trzydziestu publikacji w czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym oraz ponad czterdziestu komuni-
katow konferencyjnych. Jego gléwne zainteresowania naukowe koncentrujg si¢ wokot kalorymetrii adsorpcyjnej oraz
syntezy nowych materiatow weglowych.

Prof. dr hab. Artur P. Terzyk ukonczyt studia w roku 1991 na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. Prace doktorska
(1995) pod tytutem Kalorymetryczne badanie oddziatywar miedzyczgsteczkowych w uktadzie: adsorbat: mikroporowaty
wegiel aktywny wykonat pod kierunkiem prof. dr hab. G. Rychlickiego (rozprawa zostata wyrézniona). Jest stypendysta
Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (1996 rok). Rozprawe habilitacyjng Wegle aktywne - nowoczesne metody charaktery-
zacji oraz zastosowanie do adsorpcji substancji biologicznie czynnych obronit (z wyréznieniem) w roku 2005. Rozprawa
zostala wyrézniona takze nagroda Prezesa Rady Ministréw. Tytut profesora zwyczajnego uzyskat w VII 2012 roku. Jest
wspoétautorem dwoch monografii: P.A. Gauden, A.P. Terzyk, Zarys teorii adsorpcji par gazow w mikroporach materiatow
weglowych, WIChiR, Warszawa, 2002; Artur P. Terzyk, Piotr A. Gauden i P. Kowalczyk (Eds.), Carbon Materials The-
ory and Practice, Research Signpost, 2008. Od 2008 roku pelni funkcje kierownika zespotu Fizykochemii Materialow
Weglowych. Jest cztonkiem komitetu naukowego konferencji ISSHAC, wspotautorem 160 publikacji w czasopismach
o zasiggu miedzynarodowym oraz 100 komunikatow konferencyjnych. Jest promotorem dwoch rozpraw doktorskich.
Jego gléwne zainteresowania naukowe koncentruja si¢ wokot zagadnien zwigzanych z adsorpcjg z roztwordw, kalory-
metrig adsorpcji oraz teoretycznym opisem proceséw sorpcji zachodzacych na materialach weglowych z zastosowa-
niem modeli analitycznych i symulacji komputerowych.

Mgr Natalia Gurtowska w 2009 r. ukoriczyta studia magisterskie na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Mikotaja Koper-
nika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy, kierunek - biotechnologia. W tym samym roku rozpoczeta studia
doktoranckie z zakresu nauk medycznych. Rozprawe doktorska przygotowuje pod kierunkiem prof. dr hab. Gerarda
Drewy. Wyniki pracy doktorantki zostaty opublikowane w czasopismach naukowych mieszczacych sie na liscie filadel-
fijskiej (6 publikacji) oraz zaprezentowane na kilku konferencjach naukowych w kraju i za granicg. Jest wspotautorem
jednej monografii. Jej zainteresowania naukowe koncentrujg si¢ wokot poszukiwania nowych zrédet komorek macie-
rzystych ze szczegdlnym uwzglednieniem tkanki ttuszczowej otrzymywanej podczas zabiegéw liposukcji.

Dr hab. Tomasz Drewa, prof. UMK dyplom lekarza otrzymal w 1996 r. w Akademii Medycznej w Gdansku. Od 1999
do 2009 roku pracowat w Katedrze i Klinice Urologii Ogolnej, Onkologicznej i Dzieciecej CM UMK w Bydgoszczy, pod
kierunkiem prof. Zbigniewa Wolskiego. Prace doktorska z onkologii eksperymentalnej pod kierunkiem prof. Mariusza
Wysockiego obronit na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej w Bydgoszczy, gdzie w 1999 roku otrzymal stopien
naukowy doktora nauk medycznych. Dyplom specjalisty w dziedzinie urologii oraz tytut Fellow of the European Board
of Urology (FEBU) otrzymat w 2006 r., kierownikiem specjalizacji byt prof. Zbigniew Wolski. W 2010 Rada Wydzialu
Lekarskiego CM UMK w Bydgoszczy przyznata mu tytul doktora habilitowanego w dziedzinie medycyna — urologia,
na podstawie pracy opisujacej Jego dorobek naukowy, pt. ,Hodowle komérek macierzystych, zréznicowanych i usta-
lonych linii w wybranych chorobach uktadu moczowo-plciowego. Badania eksperymentalne”. Od 2010 r. petni funkcje
kierownika Zaktadu Inzynierii Tkankowej CM UMK w Bydgoszczy. Od maja 2010 pracuje w Klinicznym Oddziale
Urologii Onkologicznej, Centrum Onkologii w Bydgoszczy, gdzie zajmuje si¢ nowoczesnymi technikami operacyjnymi
i robotyka w urologii. Jest autorem lub wspotautorem ponad 240 prac naukowych. Przedstawit facznie 37 doniesien na
konferencjach miedzynarodowych. Dr hab. Tomasz Drewa dwukrotnie otrzymal Nagrode Naukowa Polskiego Towa-
rzystwa Urologicznego (2001 i 2004) oraz Nagrode Naukowa Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego (2007). Jego
zainteresowania naukowe koncentrujg si¢ wokot roli enzymoéw lizosomalnych oraz prooksydacyjno-antyoksydacyjnych
w przebiegu réznych choréb, onkologii eksperymentalnej oraz toksykologii in vitro, etiologii i leczenia chorob stercza,
urologii rekonstrukcyjnej, regeneracji tkanek w chorobach skory, eksperymentalnych rekonstrukeji narzadéow uktadu
pokarmowego.

Mgr Joanna Olkowska w 2009 r. ukonczyta studia magisterskie na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Mikotaja Koper-
nika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy, kierunek - biotechnologia, w specjalnosci biotechnologia medyczna.
W tym samym roku rozpoczeta studia doktoranckie z zakresu nauk medycznych. Rozprawe doktorska przygotowuje
pod kierunkiem dr hab. n. med. Aliny Wozniak. Wyniki pracy doktorantki zostaly opublikowane w czasopismach
naukowych mieszczacych sie na liscie filadelfijskiej (5 publikacji) oraz zaprezentowane na kilku konferencjach
naukowych w kraju i za granicg. Jest wspotautorem jednej monografii. Jej zainteresowania naukowe koncentruja
sie na poszukiwaniu nowych zrodet komorek macierzystych ze szczegdlnym uwzglednieniem Zrédet ptodowych, gtow-
nie plynu owodniowego otrzymywanego podczas zabiegéw planowej amniopunkgji od kobiet ciezarnych.
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ABSTRACT

Traditional anticancer therapy is usually low effective. Popular and common
drugs applied in anticancer therapy are characterized by low solubility and nonspe-
cific biodistribution in an organism. The chemotherapy kills not only cancer but
also healthy cells [4]. Building of modern drug delivery systems based on nano-
carriers is a new method of anticancer treatment. The present study is directed
towards nanomaterials (as carbon nanotubes, liposomes, polymeric micelles) as
modern drug carriers. Thus, we characterized mechanisms of actions of traditional
chemotherapeutics: paclitaxel, cisplatin and doxorubicin (Figs. 3-5) [1, 15, 21]. The
purpose of this study is a description of the bioconjugation of drug-nanocarrier.
Chemotherapeutics can be connected to external or internal surfaces of nanocar-
riers (Fig. 6) [6]. We described two main methods of drug delivery from internal
space of nanocarriers: nanoextraction and nanocondensation (Fig. 7) [32]. The type
of drug-carrier bonding can be covalent or noncovalent. We report recent advances
in the field showing the formation of esters (Figs. 10-11) [28, 29, 53, 54], acethyl-
hydrazone (Fig. 12) [55-61], amides [62-64], and disulfides groups [12, 65]. These
reactions depend on functional groups in structures of drugs and require suitable
modification of nanocarrier surfaces. In practice, the functionalization of nanocar-
rier surface is associated with the covering with polymers including PEG, HPMA,
PG and PLGA [3]. Adsorption is the most popular process of bonding chemothe-
rapeutic and nanomaterials (Fig. 13) [66]. Special attention is paid to electrostatic
interaction between drugs: paclitaxel [74], cisplatin [59, 76, 77], doxorubicin [67-73]
and nanocarriers: carbon nanotubes and/or polymeric micells. By application of
modern anticancer therapy, drugs are preserved from lysosomal degradation and to
fast reaction in biological environment. Finally, nanocarriers improve adsorption of
drug and increase concentration of drug only in cancer tissues [6, 7].

Keywords: drug nanocarriers, anticancer drugs, covalent bonds, adsorption
Stowa kluczowe: nanonos$niki lekéw, leki przeciwnowotworowe, wigzania kowalen-
cyjne, adsorpcja
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AcOH
CNT
DDP
DMAP
DMF
DMSO
DOX
EDC
EDX
EELS
EPR

Fmoc-Osu

FTIR

GA

GEM

HMM
HPMA

HR-TEM

MWCNT
mPEG
NHS
PAGE
PAMAM

PBLA

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

kwas octowy (ang. acetic acid)

nanorurka weglowa (ang. carbon nanotube)
cisplatyna (ang. cisplatin)
N,N-dimetyloaminopirydyna (ang. N, N-dimethylami-
nopyridine)

dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)
dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)
doksorubicyna (ang. doxorubicin)
1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropyl) karbodiimid (ang.
I-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide)
rentgenowska spektroskopia z dyspersjg energii (ang.
Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy)

spektroskopia traconej energii elektronu (ang. Elec-
tron Energy-Loss Spectroscopy)

efekt zwiekszonej przepuszczalno$ci i retencji (ang.
enhanced permeability and retention)
9-fluorenylometoksykarbonyl-N-hydroksysukcyni-
midu (ang. 9-fluorenylmethoxycarbonyl-N-hydroxy-
succinimide)

spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Fouriera (ang. Fourier Transform Infrared Spectro-
scopy)

bezwodnik glutarowy (ang. glutaric anhydride)
chlorowodorek gemcytabiny (ang. gemcitabini hydro-
chloridum)

heksametylmelamina (ang. hexamethylmelamine)
kopolimer N-(2-hydroksypropylo)metakryloamidu
(ang. N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide copolymer)
wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia elek-
tronowa (ang. High-Resolution Tramission Electron
Microscopy)

wieloécienna nanorurka weglowa (ang. mutli-walled
carbon nanotube)

metoksy-glikol polietylenowy (ang. methoxy-poly-
ethylene glycol)

N-hydroksysukcynimid (ang. N-hydroxysuccinimide)
poli(allil glicydylu eter) (ang. poly(allyl glycidyl ether))
dendrymer poliamidoaminowy (ang. polyamidoamine
dendrimer)

poli(B-benzylo-L-asparginian) (ang. poly(B-benzyl-L-
aspartate))
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PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)

PG - poli-L-kwas glutaminowy (ang. poly(L-glutamic acid))

P-gp - P-glikoproteiny (ang. P-glycoprotein)

PLA - kwas polimlekowy (ang. poly(lactic acid))

PLGA - kwas poli(D,L-mlekowy-ko-glikolowy) (ang. poly(D,L-
lactic-co-glycolic acid))

PPS - poli(siarczek propylenu) (ang. poly(propylene sulfide))

PTX - paklitaksel (ang. paklitaxel)

PyBroP - bromo-tris-pyrrolidinio-fosfoniowy heksafluorofosfo-
ran (ang. bromo-tris-pyrrolidino-phosphonium hexaflu-
orophosphate)

SWCNT - jednoscienna nanorurka weglowa (ang. single-walled
carbon nanotube)

XPS - spektroskopia fotoelektronéw w zakresie promienio-

wania X (ang. X-ray Photoelectron Spectroscopy)
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WPROWADZENIE

Nowotworem okresla si¢ zaburzenia proliferacji i funkcji komodrek prowadzace
do nieograniczonego wzrostu tkanki objetej procesem patologicznym. Komorki
nowotworowe dzielg sie szybciej niz komorki prawidtowe. Stosowana terapia prze-
ciwnowotworowa obejmuje leczenie miejscowe, ktdre oprocz leczenia chirurgicz-
nego wykorzystuje techniki radioterapii, zamrazania lub waporyzacji tkanki badz
systemowe polegajace na podawaniu chemioterapeutykéw, antybiotykow, lekow
dziafajacych na uklad immunologiczny. Celem leczenia jest niszczenie komorek
nowotworowych wrazliwych na stosowane leki [1, 2]. Tradycyjne chemioterapeu-
tyki wprowadzane sa do organizmu droga doustng badz dozylng. Doustne poda-
wanie lekéw (w postaci tabletek) skutkowaé moze zaburzeniem profilu farmakoki-
netycznego leku i w konsekwencji powodowa¢ mniejsze lub wieksze niz wymagane
stezenie chemioterapeutyku w danej tkance lub narzadzie. Skutecznos¢ tej metody
jest niska i czgsto zwiazana z wystepowaniem skutkéw ubocznych [3].

Powszechnie dostepne leki charakteryzuja si¢ malg efektywnoscia zwigzana
m.in. z ich ograniczong rozpuszczalnoscig oraz stabg i niespecyficzng biodystry-
bucja w tkankach. W konsekwencji niszcza nie tylko patologiczne komorki, ale
takze uszkadzajg prawidtowe [4]. Podaza si¢ za udoskonaleniem technik leczenia.
Nowe metody obejmuja obszar tzw. nanomedycyny, w ramach ktdrej proponuje sie
dostarczanie chemioterapeutykéw za pomocg nanoczastek (np. liposoméw, miceli
polimerowych, nanorurek weglowych). System taki okreslany jest terminem: uklad
submikroskopijno koloidalny, ktéry moze zachowywac sie jako:

— noénik lekow;

- nanosfera — matryca, gdzie lek ulega dyspersji;

- nanokapsutka - zbiornik, w ktérym chemioterapeutyk jest ,uwieziony”

w koronie hydrofobowo/hydrofilowej otoczonej membrang polimerowa.

Od tego nowatorskiego sposobu dostarczania chemioterapeutykéw oczekuje
sie przezwycigzenia licznych barier: hydrostatycznych, hydrofilowych (hydrofobo-
wych), biofizycznych (biochemicznych) oraz opornosci lekowej wigkszosci komo-
rek nowotworowych [5].

Leki transportowane poprzez nanonosniki chronione sg przed przedwczesna
degradacja lizosomalng oraz zbyt szybka reakcja w biologicznym $rodowisku, co
ogranicza wystepowanie skutkoéw ubocznych. Charakteryzuja si¢ wydluzonym cza-
sem cyrkulacji w ukfadzie krwiono$nym [6, 7]. Nanoczastki polepszaja absorpcje
chemioterapeutyku w tkance nowotworowej i jego wewnatrzkomorkowg penetra-
cje. Nanonosniki stosowane sg tez w celu zwiekszenia miejscowego stezenia leku
poprzez mozliwo$¢ kontrolowania profilu farmakokinetycznego i dystrybucji che-
mioterapeutyku w organizmie [6].

Efektywno$¢ transportu lekéw za pomocg noé$nikéw bezposrednio zwigzana
jest z rozmiarem materiatu [8]. Male rozmiary oraz mobilno$¢ no$nikéw pozwalaja
na szybkie ich wnikanie do komorek nowotworowych poprzez charakterystyczne
defekty naczyniowe s$rédblonka (o $rednicy 100-1000 nm [8]) znajdujace sie
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w naczyniach krwiono$nych zaopatrujacych nowotwoér. W konsekwencji lek tatwiej
dostarczany jest do komdrek nowotworowych i nastepuje polepszenie efektu zwigk-
szonej przepuszczalnosci i retencji (EPR) [9]. Rozmiar nanono$nikéw pozwala na
efektywny wychwyt systemu dostarczania lekow przez rézne rodzaje komorek oraz
selektywng akumulacje w docelowym miejscu [10]. Nowoczesny uktad transportu
lekéw przeciwnowotworowych omija istniejace w organizmie bariery naturalne,
tj. bariere krew-mozg, kapilary krazenia ptucnego oraz system kapilar skornych [8].
Nanono$éniki z lekiem (< 5 pm), z powodzeniem moga by¢ podawane droga dozylna,
bowiem najmniejsze naczynia krwiono$ne w organizmie majg $rednice ok. 5-6 pm.
Zastosowanie takiego systemu wyklucza ryzyko powstawania zatoréw [10].

Zasadnicze znaczenie odgrywa takze natura chemiczna powierzchni nosnikow.
Wrhasciwie, hydrofobowos¢ determinuje stopien wigzania nanoczastki ze sktadnikami
krwi. Wymagania dotyczace minimalizacji opsonizacji oraz wydiuzenia czasu cyr-
kulacji w obiegu krwiono$nym, nanonos$niki spetniaja po pokryciu ich powierzchni
hydrofilowym polimerem, surfaktantem lub biodegradowalnym kopolimerem, np.
politlenkiem etylenu (PEG), poliksamerem czy polisorbatem 80 (Tween 80) [10].

Lek przenoszony za pomoca nano$nikéw wychwytywany jest przez komorki,
a nastepnie poddawany endocytozie, ktéra moze by¢ wspomagana fagocytoza lub
pinocytozg. Woéwczas nie nastepuje efekt ,szybkiego wypompowania” niewiel-
kich czasteczek leku z komorek w wyniku dzialania transblonowej pompy lekowej
(np. P-glikoproteiny), jak ma to miejsce podczas tradycyjnej terapii z uzyciem nie-
zwigzanych czastek. Nanonoéniki otaczane sg przez btone komérkowsy i nastepnie
transportowane w okolice pecherzykéw endosomalnych. Dopiero wtedy ma miejsce
uwalnianie chemioterapeutyku, z dala od blony komoérkowej i jej pomp zaleznych
od ATP. Efekt ten wzmacnia oddzialywanie leku z komérka docelowa [11, 12].

Szybko$¢ uwalniania leku z nanonoénika zalezna jest od wielu czynnikdw,
m.in. rozpuszczalnoéci chemioterapeutyku, jego dyfuzji przez matryce no$nika oraz
mozliwosci erozji i degradacji systemu przenoszenia czynnikéw przeciwnowotwo-
rowych. Zasadnicze znaczenie ma metoda wlaczenia leku do ukladu przenoszenia.
Podczas gdy, migedzy powierzchnig nanonosnika a chemioterapeutykiem powstaja
stabe wigzania, wowczas czynnik przeciwnowotworowy uwalniany jest stosunkowo
szybko. Profil uwalniania chemioterapeutyku z systemdéw impregnowanych poli-
merem kontrolowany jest szybkoscig dyfuzji leku przez membrane polimerows.
Dodatkowo, uwalnianie lekéw determinowane jest przez rozmiar noé$nika. Mniej-
sze nanono$niki charakteryzuja sie duzym stosunkiem powierzchni wlasciwej do
objetoséci oraz kumulacja leku bezposrednio przy lub bardzo blisko powierzchni, co
przyspiesza jego uwalnianie [10].

Nanonosénik usuwany jest z organizmu przez makrofagi systemu siateczkowo-
$rédbtonkowego, zazwyczaj nie dluzej niz w przeciagu godziny od podania leku.
Dodatkowe pokrycie nanono$nikéw rozpuszczalnymi polimerami, np. PEG wydluza
cyrkulacje leku w krwi zmniejszajac ich wychwyt przez makrofagi [7].
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Wspomniany system z powodzeniem moze zosta¢ zastosowany w celowanej
terapii przeciwnowotworowej, zgodnie z przestankami literaturowymi przedsta-
wionymi w pierwszej czesci pracy [13] po$wieconej tematyce chemicznych pota-
czen nanonosnik-ligand. Niniejsza praca stanowi uzupelniajaca cze$¢ chemicznych
aspektow celowanej terapii przeciwnowotworowej, opisujac metody biokoniugacji
lekéw przeciwnowotworowych do nanono$nikéw, jako finalnego etapu syntezy
ukladu ligand-nanonosnik-lek. Utworzony w ten sposob nowatorski system dostar-
czania lekdéw przeciwnowotworowych wydaje sie by¢ najefektywniejsza metoda
terapii, ktora pozwala na selektywny wychwyt komdrek nowotworowych.

1. LEKI W TERAPII CELOWANE]

Aktywnos¢ lekéw przeciwnowotworowych silnie zwigzana jest z fazami cyklu
komodrkowego (Rys. 1 [14]). Chemioterapeutyki moga wykazywaé¢ wzmozong
aktywno$¢ w stosunku do komoérek nowotworowych bez wzgledu na faze cyklu
zyciowego (leki nieswoiste) badz w jednej, konkretnej lub kilku fazach (leki swo-
iste). Komdrki nowotworowe w fazie spoczynkowej (G,) praktycznie w ogdle nie
reaguja na chemioterapeutyki ze wzgledu na fakt, iz wowczas DNA komorki nie
ulega replikacji. W fazie M cyklu komdrkowego ma miejsce podzial komorki, zas
fazy S, G,, G, skladaja si¢ na interfaze, w ktorej nastepuje wzrost komorki. Dziatanie
lekéw przeciwnowotworowych w interfazie zwigzane jest z ograniczeniem replikacji
DNA (faza S) oraz zaburzeniami transkrypcji RNA (fazy S, G, G,)[14].

s
10 - 20h
G2
G1
1-3h
do 24h
G, M

1h

Rysunek 1. Fazy cyklu komérkowego (rysunek wykonany na podstawie [14])
Figure 1. Cell cycle phases (the figure based on [14])

Najczesciej stosowanymi lekami w systemowym leczeniu konwencjonalnym sa:
doksorubicyna [15], paklitaksel [16] oraz leki syntezowane na bazie platyny [17]
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(Rys. 2). Rzadziej podawane sa takie chemioterapeutyki jak: metotreksat [18] czy
heksametylmelamina [19].

C)

D)

OH

Rysunek 2. Chemiczna struktura lekow: (A) paklitaksel, (B) doksorubicyna, (C) cisplatyna, (D) karboplatyna
(rysunki wykonane na podstawie [15-17])

Figure 2. Drug chemical structures: (A) paclitaxel, (B) doxorubicin, (C) cisplatin, (D) carboplatin (figures
based on [15-17])

1.1. PAKLITAKSEL

Paklitaksel nalezy do grupy diterpenoidéw. Jego strukturalna nazwa to:
5(,20-epoksy-1,2,4,7/3,10f3,13a-heksahydroksytax-11-en-9-jeden,4,10-dioctan-
2-benzoesan 13-ester z (2R,3S)-N-benzoilo-3-fenyloizoseryng (PTX). Paklitaksel
otrzymuje si¢ w sposob naturalny. Jest skladnikiem ekstraktu z kory cisu. Zwiazek
jest wysoce lipofilowy i praktycznie nierozpuszczalny w wodzie. Gléwnie orga-
niczne zwigzki stanowig grupe rozpuszczalnikow paklitakselu: polioksyetylowany
olej rycynowy EL (Cremophor EL), glikole polietylenowe, chloroform, aceton, eta-
nol oraz metanol. Ze wzgledu na fakt, iz paklitaksel wykazuje aktywnos¢ przeciwno-
wotworowa, stosowany jest jako lek (Taxol) w postaci roztworu 50% Cremophor EL
i 50% odwodnionego alkoholu. Wtasciwosci lecznicze paklitakselu zwigzane sa
z wystepowaniem w jego strukturze o$miocztonowego pierscienia taksanowego,
czteroczlonowego pierscienia oksetanowego oraz homochiralnego, estrowego lan-
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cucha przy weglu C13. Dodatkowo, dostepna grupa hydroksylowa w pozycji 2’ fan-
cucha estrowego polepsza aktywnos¢ terapeutyczng paklitakselu [1, 16].

Paklitaksel wplywa na polimeryzacje dimerdw tubulin bez koniecznosci hydro-
lizy guanozylotrifosforanu (GTP). W wyniku reakcji powstaja stabilne mikrotubule
przy jednoczesnym hamowaniu procesu depolimeryzacji. Paklitaksel wiaze sie
z B-podjednostka tubulin w mikrotubulach gtéwnie przez ugrupowania taksonowe.
Ostatecznie, w wyniku zaburzenia naturalnej, dynamicznej réwnowagi pomie¢dzy
procesami polimeryzacji i depolimeryzacji, ma miejsce $§mier¢ komdrek zwigzana
z zahamowaniem podzialéw komoérkowych [1, 2, 16]. Mechanizm dziatania pakli-
takselu schematycznie przedstawia Rys. 3 [1].

Polimeryzacja

» Stabilizacja
E _ mikrotubuli
o P
Dimery tubulin Paklitaksel Mikrotubule

4

o3

&

S

)

Depolimeryzacja

Rysunek 3. Mechanizm dzialania paklitakselu (rysunek wykonany na podstawie [1])
Figure 3. Mechanism of paclitaxel action (the figure based on [1])

Paklitaksel zaliczany jest do lekéw wykazujacych dwufazowg aktywnos¢, ponie-
waz wywoluje apoptoze komorek w fazie G, oraz M cyklu komoérkowego [1, 20]
(Rys. 1). Stosowany jest w leczeniu rakow piersi, jajnikéw, ptuc oraz wielu innych
nowotwordw. Paklitaksel indukuje skutki uboczne, miedzy innymi neurotoksyczno$¢
czy nefrotoksycznos¢. Toksycznos¢ leku zwigzana jest ze zbyt duza zawarto$cia oleju
rycynowego. W konsekwencji, pacjentom przyjmujacym lek na bazie paklitakselu
podaje sie sterydy oraz redukujace przeciwhistaminy [2, 20]. Obecnie trwaja bada-
nia nad udoskonaleniem terapii z wykorzystaniem paklitakselu, a przede wszystkim
nad zminimalizowaniem skutkéw ubocznych, ktore jej towarzyszg. Badania sku-
pione s3 na nowych metodach dostarczania leku, ktére jednoczesnie eliminowatyby
potrzebe stosowania polioksyetylowanego oleju rycynowego EL oraz zwigkszaly sta-
bilno$¢ chemioterapeutyku w organizmie. Alternatywa okazuje si¢ by¢ dostarczanie
paklitakselu za pomocg nanonosnikow (patrz tekst dalej) [1].
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1.2. ZWIAZKI KOMPLEKSOWE PLATYNY

Zwigzki kompleksowe platyny stanowia obszerng i wazng grupe lekow stoso-
wanych w tradycyjnej chemioterapii. Najpopularniejsze z nich to: cisplatyna oraz
karboplatyna [21]. Wlasciwosci lecznicze omawianych zwiazkow wynikaja z ich
specyficznej budowy. W strukturze wystepuja cztery ligandy, dwa z nich odznaczaja
sie charakterem obojetnym, za$ pozostale s aktywne i musza znajdowac si¢ w pozy-
cji cis. Pod wzgledem budowy chemicznej zwiagzki kompleksowe platyny naleza
do czynnikéw alkilujgcych. Leki na bazie platyny zaliczane sa do grupy zwigzkow
o dzialaniu nieswoistym. W konsekwencji ich efektywnos¢ jest niezalezna od fazy
rozwoju komorki nowotworowej [14].

Cisplatyna (DDP) - cis-diaminadichloroplatyna(Il) - jako pierwsza z grupy
analogéw zwigzkow platyny, stosowana byla i jest do tej pory w terapii przeciw-
nowotworowej [17]. Chemioterapeutyk jest swiattoczuly i ulega dekompozycji
w $rodowisku wodnym ze wzgledu na zmiany polozenia atoméw chloru [22]. DDP
najcze$ciej do organizmu pacjenta podawana jest drogg dozylng w postaci wodnego
roztworu soli. Wprowadzana forma cisplatyny jest nieaktywna, dopiero w orga-
nizmie nastepuje jej uaktywnienie [24].

Wrtasciwie, o mechanizmie dzialania DDP (Rys. 4 [21]) nie wiadomo jeszcze
wszystkiego. Lek wykazuje swoje wlasciwosci cytotoksyczne poprzez wigzanie
sie z DNA i nastepnie ingerowanie w naturalng transkrypcje i/lub replikacje nici
kwasu nukleinowego [17]. Aktywna forma DDP powstaje w organizmie pacjenta
poprzez podstawienie jednego anionu chlorkowego czasteczka wody. Proces ten
jest mozliwy poprzez warunki panujace w organizmie (niski poziom st¢zenia chlor-
kéw ok. 100 mM w komorce). Utworzone kationowe kompleksy wigzg si¢ z DNA,
a doktadniej z pozycja N7 zasady purynowej — guaniny badZ w mniejszym stopniu
adeniny. Powstajace wigzania poprzeczne znajduja si¢ zaréwno w obrebie jednej, jak
i obu nici DNA. Takie polaczenia gwarantujg aktywnos¢ przeciwnowotworowa leku
[21]. Powoduja wywijanie, zawijanie i zaginanie nici. Ograniczaja wewnatrzkomor-
kowe procesy, jak replikacje, transkrypcje oraz naprawe DNA, co w konsekwencji
wywoluje zahamowanie podzialéw i §mier¢ komdrki nowotworowej [21, 25]. Wia-
$ciwosci cytotoksyczne wzmagane sg poprzez wigzanie cisplatyny (przed wniknie-
ciem do komorki) m.in. z fosfolipidami wystepujacymi w blonie komorkowej [17].
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Rysunek 4.  Mechanizm dziatania DDP (rysunek wykonany na podstawie [21])
Figure 4. Mechanism of DDP action (the figure based on [21])
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W szerokim zakresie DDP stosowana jest w leczeniu raka pluc, jajnikow, jader,
pecherza moczowego oraz nerek [17]. Jednakze DDP nie jest lekiem selektywnym,
przez co uszkadza takze zdrowe tkanki. Toksycznie wplywa na komorki nerek,
ukladu nerwowego i narzad stuchu. Dodatkowo powoduje problemy zolagdkowe
oraz niewydolno$¢ krazenia [22, 24].

Karboplatyna (cis-diamina-[1,1-cyklobutandikarboksylato] platyna(II)) jest
jednym z analogéw cisplatyny. W swojej strukturze chemicznej zawiera ligandy
tworzace pier$cien chelatowy, ktory nadaje duza stabilno$¢ zwigzku. Charakteryzuje
sie stabym powinowactwem do biatek. Karboksylanowy ligand w strukturze leku
zwieksza jego rozpuszczalno$¢ w wodzie, co umozliwia fatwe przenikanie leku przez
bariere krew-mozg. Chemioterapeutyk wwiekszosci usuwanyjestzorganizmurazem
z moczem w niezmienionej postaci. Karboplatyna wykazuje mniejsza skutecznos¢
dziafania niz cisplatyna w stosunku do guzéw mozgu, rakéw glowy i szyi, przetyku
oraz bialaczek i chtoniakéw. Z kolei efektywnos¢ lekow jest zblizona w leczeniu raka
pluc czy jajnikéw [17]. Mechanizm dzialania leku na DNA jest praktycznie taki sam,
jak w przypadku cisplatyny. Reakcja z zastosowaniem karboplatyny jest wolniejsza
(ok. 10-krotnie) i wymaga zdecydowanie wigkszego stezenia (20-40 razy wigksze)
[21]. Okazuje sie, ze karboplatyna jest lepiej tolerowana przez nerki oraz uklad ner-
wowy niz cisplatyna. Powoduje wystepowanie nudnosci i wymiotéw o mniejszym
nasileniu, w konsekwencji polepsza komfort zycia pacjentéw. Najprawdopodobniej,
mniejsza toksyczno$¢ zwigzana jest z bardziej stabilnymi grupami opuszczajacymi
niz jony chlorkowe wystepujace w strukturze DDP [17, 21].

Oprocz karboplatyny, znanych jest wiecej analogéw cisplatyny o dziataniu cyto-
toksycznym. Jednakze, cisplatyna i karboplatyna, s3 najcz¢sciej wykorzystywane we
wspolczesnej onkologii z calej gamy zwigzkow platynowych wykazujacych aktyw-
no$¢ przeciwnowotworows [17].

1.3. DOKSORUBICYNA

Doksorubicyna ((7S,95)-7-[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metylook-
san-2-yl]oksy-6,9,11-trihydroksy-9-(2-hydroksyacetyl)-4-metoksy-8,10-dihy-
dro-7H-tertraceno-5,12 dion)) (DOX) zaliczana jest do grupy antybiotykow
antracyklicznych. W strukturze chemicznej DOX mozna wyrézni¢ dwa gléwne
ugrupowania: aglikonowe oraz cukrowe (tzw. daunozamina). Ugrupowanie agliko-
nowe sklada sie z czterech pierscieni oznaczonych odpowiednio: A, B, CiD (Rys. 2).
Cukier (3-amino-2,3,6-trideoksy-L-fukozyl) potaczony jest z pierScieniem A wigza-
niem glikozydowym [15]. Czteropierscieniowa struktura jest charakterystyczna dla
rodziny zwigzkéw antracyklin i powoduje ich zabarwienie w $rodowisku wodnym,
np. DOX barwi si¢ na czerwono. W warunkach fizjologicznych cze$¢ czasteczek
leku ulega dysocjacji, za$ okoto polowa pozostaje neutralna. Jednakze tylko niezyd-
socjowane czasteczki chemioterapeutyku wnikajg do komorek w ramach dyfuzji
pasywnej. Badania in vitro udowodnily znaczny wplyw wewngtrz- oraz zewngtrz-
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komorkowego pH na wychwyt i dystrybucje¢ antybiotykdw antracyklicznych [26].
Doksorubicyna nalezy do grupy lekéw najskuteczniej i najefektywniej dziatajacych
w fazie S cyklu komdrkowego [14, 27]. Dodatkowo jej najwieksza aktywnos$¢ ma
miejsce podczas monoterapii, czyli zaraz po zdiagnozowaniu nowotworu [27].

o
NAD(P)H + H* °
o o, NH,
Q 0, — H,0,
NAD(P)*
0_ P

Rysunek 5. Jednoelektrodowy cykl redoks antracyklin (rysunek wykonany na podstawie [15])
Figure 5. One-electron redox cycling of anthracyclines (the figure based on [15])

Antracykliny, w tym DOX, sg wysoce aktywnymi czgsteczkami, ktére wykazuja
duze powinowactwo do DNA. Mechanizm dzialania omawianej grupy lekéw polega
na interkalacji czgsteczki leku pomiedzy sgsiadujace zasady podwojnej helisy DNA
[9, 26, 27]. Zwigzanie chemioterapeutyku powoduje odsuniecie od siebie zasad
oraz lokalne skrecenie helisy DNA w kierunku odwrotnym do pierwotnego [26].
W konsekwencji nastepuje uposledzenie naprawy DNA, ograniczenie syntezy DNA
i RNA oraz zahamowanie aktywnoéci wielu enzyméw komorkowych. Zahamowa-
nie aktywnosci topolimerazy II inicjuje $mieré komorki [15, 26, 27]. Antracykliny
powoduja przerwanie nici DNA w wyniki powstawania wolnych rodnikéw, gene-
rowanych podczas jednoelektronowego podstawienia do grupy chininowej (,,piers-
cien C”) (Rys. 5 [15]). Proces wspomagany jest przez oksydoreduktazy. Semirod-
niki redukuja tlen do reaktywnej formy O, ktdéra nastepnie tworzy H,O,. Podczas
cyklu nastepuje rozerwanie wigzania pomig¢dzy ,pierscieniem A” a daunozamina.
Semirodniki wywotujg zahamowanie aktywnosci enzyméw oddechowych w mito-
chondriach i utlenianie blony lipidowej [15, 27]. W cyklu redoks DOX ma miejsce
uwolnienie zelaza z zapaséw wewnatrzkomorkowych. Wowczas tworzy sie uklad
lek-zelazo, ktéry zamienia O] oraz H,O, w silniej dziatajacg forme "OH [15]. Tak
generowane uszkodzenie blon komoérkowych odgrywa zasadniczg role w mecha-
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nizmie aktywnosci chemioterapeutykdw z rodziny antracyklin w stosunku do
komorek nowotworowych [15], jest jednak takze przyczyng toksycznosci lekow z tej
grupy [14].

Doksorubicyna stosowana jest najcze$ciej w leczeniu raka piersi, pluc, jajnikow,
pecherza moczowego, kosci, réznych nowotwordéw wieku dzieciecego, migsakow
tkanek miekkich, chtoniakéw oraz biataczek [15, 26]. Gléwnymi skutkami ubocz-
nymi DOX sg kardiotoksyczno$¢ i depresja szpiku [2].

2. POLACZENIA NANONOSNIK-LEK

Leki w celowanej terapii przeciwnowotworowej moga by¢ gromadzone zaréwno
na zewnatrz jak i we wnetrzu otwartych nanono$nikéw (Rys. 6 [6]), w sposéb nie-
specyficzny (np. adsorpcja) lub kowalencyjny [6].

Lek moze zosta¢ ,wlgczony” do nanono$nika podczas syntezy nosnika badz po
jego uformowaniu. Gromadzenie chemioterapeutyku uzaleznione jest od rozpusz-
czalnosci leku w substancji pomocniczej matrycy, masy czasteczkowej, oddzialywan
lek-nanono$nik, rodzaju wystepowania grup funkcyjnych na powierzchni nano-
no$nikéw [10]. Material, z ktérego zbudowany jest nanonosnik powinien charak-
teryzowac si¢ biernoscig chemiczng oraz duza czystoscig, co zapewni optymalne
warunki kontrolowanego dostarczania leku [3].

@ o
Przytaczenie leku @
@ JO

(@ ©
e EE——
Ligand-nanono$nik Uwewngtrznienie
leku o y

Rysunek 6. Przylaczenie leku do powierzchni nosnika oraz umieszczenie go wewnatrz (rysunek wykonany na
podstawie [6])
Figure 6. The drug conjugation to surface of a carrier and an entrapment process (the figure based on [6])

Bardzo czgsto nanono$niki poddawane sg wstepnej modyfikacji przed wpro-
wadzeniem na ich powierzchnie chemioterapeutykéw. Najpopularniejsza funk-
cjonalizacja obejmuje zastosowanie polimeréw. Kilka naturalnych i syntetycznych
polimeréw strukturalnie liniowych badz zwinietych stosowanych jest w praktyce
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medycznej, m.in.: glikol polietylenowy (PEG), kopolimer N-(2-hydroksypropylo)-
metakryloamid (HPMA), kopolimer polistyrenu z bezwodnikiem maleinowym,
poli-L-kwas glutaminowy (PG) oraz kwas poli(D,L-mlekowy-ko-glikolowy) (PLGA)
[3]. Biokoniugacja leku z polimerem ma na celu poza ogélnym polepszeniem dzia-
tania, wydluzenie cyrkulacji chemioterapeutyku w obiegu krwionosnym oraz jego
trwale i kontrolowane uwalnianie w $cisle okreslonym miejscu [7, 9, 28, 29]. Dodat-
kowymi atutami tego polaczenia jest biodegradowalna natura polimeréw, ktéra
w przypadku PLGA umozliwia degradacj¢ nanonosnikéw do form kwasu mleko-
wego oraz glikolowego, ktore nie wykazuja wlasciwosci toksycznych dla organizmu
[28]. Najpopularniejszy sposrod wymienionych polimeréw to PEG, ktéry charakte-
ryzuje si¢ duzg rozpuszczalnosciag w wodzie. Zastosowanie PEG w medycynie jest
bezpieczne, ze wzgledu na jego cechy, mianowicie: biodegradowalno$¢, minimalna
toksyczno$¢ oraz kontrolowane wlasciwosci mechaniczne [5, 7]. Polimery z jednej
strony polepszaja akumulacje leku w okreslonym miejscu, jednak stwarzajg bariere
sferyczng pomiedzy nanono$nikiem a komoérkg nowotworows, co utrudnia wychwyt
wewngtrzkomdrkowy [9].

2.1. LEK WEWNATRZ NANONOSNIKA

Wewnetrzne $ciany nanono$nikéw (np. CNTs) w przeciwienstwie do zewnetrz-
nych charakteryzuja si¢ wieksza energia oddzialywania w stosunku do adsorbowa-
nych molekul (wptyw krzywizny). W zwigzku z tym czasteczka leku przenoszona
w $rodku nanonoénika izolowana jest od wplywu otaczajacego srodowiska i jed-
noczesnie chroniona przed przedwczesng aktywacja i procesem degradacji. Unie-
mozliwione jest wowczas oddzialywanie chemioterapeutyku ze zdrowymi tkankami
(30, 31].

Chemioterapeutyk moze zosta¢ wprowadzony do wnetrza nanonosnika za
pomoca nanoekstracji i nanokondensacji (Rys. 7 [32]). Wowczas nosnik staje sie
tzw. ,nanokontenerem” [19, 31].

Nanoekstracja standardowo prowadzona jest z fazy cieklej i w temperaturze
pokojowej. Idea opiera si¢ na odpowiednim doborze rozpuszczalnika wzgledem
wprowadzanej czasteczki. ,,Go$¢” powinien wykazywaé stabe powinowactwo do
rozpuszczalnika oraz zdecydowanie wigcksze do nanonosnika. Staba rozpuszczalnos¢
wprowadzanych molekut w rozpuszczalniku umozliwia ich ,zawieszenie” w fazie
cieklej i stopniowg dyfuzje do wnetrza noénika [32].

Nanokondensacja, podobnie jak proces nanoekstrakcji, prowadzona jest
w fazie cieklej w temperaturze pokojowej. Jest stosunkowo prosta i szybka. W tym
przypadku wprowadzane czasteczki musza charakteryzowaé si¢ jednoczesnie
wysokim powinowactwem do rozpuszczalnika oraz nanono$nika. Ogélna zasada
nanokondensacji polega na adsorpcji czasteczek rozpuszczalnika na wewnetrznych
i zewnetrznych $cianach nosnika. Czasteczki ,goscia” przenikajg przez utworzona,
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cienkg warstwe i wigza si¢ ze $ciang nos$nika w najkorzystniejszym energetycznie
miejscu poprzez oddziatywania van der Waalsa [32].

Nanoekstrakcja Etanol

Rozpuszczalnik
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Rysunek 7. Nanoekstrakcja, nanokondensacja (rysunek wykonany na podstawie [32])
Figure 7. Nanoextraction, nanocondensation (the figure based on [32])

W zaleznosci od $rednicy nanono$nikow, wprowadzane czasteczki moga ukta-
da¢ sie m.in. w pojedyncze badz podwojne fancuchy lub tworzy¢ faze o utozeniu
zygzakowatym [32].

Metoda nanoekstrakeji zostata niedawno szczegdétowo opisana [19]. Proces pole-
gal na umieszczeniu leku przeciwnowotworowego — heksametylmelaminy (HMM)
wewngtrz CNTs. Umieszczono takze C  jako zamknigcie otwartych zakonczen
CNTs. Proces nanoekstracji poprzedzony byl potraktowaniem CNTs mieszaning
kwaséw (HNO,, H,SO,). Pozwolilo to na otwarcie CNTs oraz wytworzenie ugru-
powan karboksylowych, ktére stanowily bariere ,wejscia” dla innych czgsteczek.
Autorzy udowodnili, iz tak przygotowane CNTs s3 odpowiednimi kandydatami do
bycia nosnikami lekéw. Stabilna struktura CNTs oraz C, chronity lek. Dodatkowo
dobér odpowiednich komponentéw uszczelniajacych nanorurke pozwolit na kon-
trolowane uwalnianie leku z jej wnetrza [19].



654 K.M. WERENGOWSKA, M. WISNIEWSKI, A.P. TERZYK, N. GURTOWSKA, T.A. DREWA, J. OLKOWSKA

Tripisciano i wspotpracownicy [33] w swojej pracy zaprezentowali uklad jed-
nosciennych nanorurek weglowych (SWCNTs) wypelnionych cisplatyng stosowany
w badaniach raka prostaty. Wstepna faza przygotowywania ukladu obejmowata
otwarcie struktury SWCNTs poprzez zastosowanie mieszaniny HNO,:H SO, (1:2).
Lek wprowadzano do wnetrza przygotowanych SWCNTs metoda nanokondensacji
kapilarnej. Material weglowy rozproszono w roztworze dimetyloformamidu (DMF)
z DDP. DMF z uktadu po reakgeji zostal usuniety za pomocg mieszaniny acetonu
z metanolem, za$ pozostalo$ci DDP na zewnetrznej powierzchni SWCNTs odmyto
woda. Nanorurki weglowe ograniczyly wytracanie sie leku w $srodowisku wodnym
oraz zminimalizowaly jego degradacje. Obecnos¢ cisplatyny w nanorukach weglo-
wych potwierdzily badania, m.in. FTIR, spektroskopii Ramana, HR-TEM oraz
EDX. Autorzy przeprowadzili analizy oceniajace wplyw réznych stezen ,wolnego”
leku oraz cisplatyny wewnatrz nanonoénika na zywotno$¢ komorek nowotworo-
wych. Zaobserwowano wprost proporcjonalng zaleznos¢ niszczenia chorych tkanek
wraz ze wzrostem zawarto$ci no$nika SWCNTs-DDP. Dodatkowo, wyzsze stezenie
SWCNTs-DDP wywierato tak samo silny wplyw na komoérki nowotworowe jak
»wolny” lek, przy czym nowatorski uklad powodowal mniej skutkéw ubocznych.
W innej pracy Tripisciano i wspolpracownicy [34] wykorzystali takze metode
nanokondensacji kapilarnej, tym razem do napelnienia wielo$ciennych nanorurek
weglowych (MWCNTSs) rowniez cisplatyng. Metodyka uwewnetrznienia chemiote-
rapeutyku w strukturze MWCNTS byta taka sama jak dla SWCN'Ts. Jedyna réznica
polegala na zmianie czynnika oczyszczajgcego i otwierajacego nanorurki. Mianowi-
cie w przypadku wielosciennych nanonorurek weglowych zastosowano 12 M HCL
Wykorzystanie takiej samej metodyki wypelnienia materialéw weglowych charak-
teryzujacych si¢ odmienng ilo$cig $cian skutkuje inng efektywnoscig przenoszenia
czasteczek leku, zgodnie z wynikami zamieszczonymi w Tabeli 1.

Tabela 1. Efektywnos¢ dostarczania DDP przez SWCNTs [33] oraz MWCNT [34]
Table 1.  Effectiveness of DDP delivery by SWCNTSs [33] and MWCNTSs [34]

SWCNTs MWCNTs
Tlos¢ leku wewngtrz CN'Ts 21 ug/100 pug CNTs 13,6 ug/100 pug CNTs
Tlo$¢ uwolnionego leku 68% 95%
Szybko$¢ uwalniania leku Wolniej Szybciej
EIZ;LS; ;moaliée?gg V\1,1kaistqpi10 uwolnienie 72 h 48h

Praktycznie cata ilo§¢ zgromadzonego leku w MWCNTs jest uwalniania, co
wedlug autoréw moze $wiadczy¢ o ochronie struktury chemioterapeutyku. Praw-
dopodobnie w systemie DDP-MWCNTs nie wystepuja wzajemne oddzialywania,
ktére moga mie¢ miejsce dla ukladu DDP-SWCNTs i powodowaé dezaktywacje
leku. Wspomniane oddziatywania wynikaja z obecnosci wewnatrz CNTs grup funk-
cyjnych, ktére powstaly w wyniku traktowania SWCNTs czynnikiem utleniajgcym
(HNO,:H,SO,) i nie zostaly dostatecznie usunigte. W konsekwencji mimo wigkszej
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zawartosci DDP zgromadzonej wewnatrz SWCNTs niz w MWCNTs, zostata uwol-
niona mniejsza ilos¢ leku.

DDP wprowadzona zostala do wnetrza nanoczastki otoczonej kopolimerem
przez grupe badawczg Gryparis [35]. Uklad zastosowano przeciwko nowotworowi
prostaty. Lek zachowywal swoja aktywnos¢ po wprowadzeniu do nosnika. Selek-
tywne dostarczanie DDP przez nanoczastki do komoérek nowotworowych pozwolito
na uzyskanie lepszego efektu terapeutycznego w poréwnaniu do stosowania wod-
nego roztworu DDP w tradycyjnej terapii. Uzyskany system okazal si¢ bezpieczny.
Cisplatyna z powodzeniem wprowadzana jest takze do innych nanonosnikéw: miceli
polimerowych [36, 37] czy liposoméw [38, 39]. Badania in vivo oraz in vitro skiero-
wano przeciwko réznym typom linii nowotworowych: chtoniaka (J6456) [38], jelita
grubego (C26) [38, 39], pluc [39], zotadka (MKN 45) [37]. Prace jednoznacznie
potwierdzajg, ze enkapsulacja DDP wewnatrz nanono$nikdw polepsza aktywnosé
leku i zmniejsza skutki uboczne, poprzez lokalne uwalnianie odpowiedniej dawki
w chorych komorkach [36-39].

Grupa badawcza Hampela umiescita karboplatyne we wnetrzu nanorurek
weglowych [40]. Po otwarciu nanonosnika lek zostal wprowadzony tzw. metoda
»mokrg” Wyniki uzyskane z EELS oraz XPS wskazywaly na calkowite zachowanie
struktury karboplatyny. Cytotoksyczno$¢ nosnika wypelnionego lekiem analizo-
wano testem zywotnosci. Karboplatyna hamowata wzrost komorek nowotworo-
wych krwi. Praca potwierdza skuteczno$¢ stosowania nanorurek weglowych, jako
nanono$nikéw chemioterapeutykéw [40]. Wprowadzenie doksorubicyny do wne-
trza nanoczastek o §rednicy 100 nm przedstawita grupa Mitra [41]. Dodatkowo, lek
sprzezono z dekstranem, w celu zmniejszenia skutkéw ubocznych wywolywanych
przez DOX. Uktad przenoszenia leku nanoczgstka-DOX uzyskano metoda odwro-
conej mikroemulsji. Powierzchnia systemu pokryta byta polisacharydem - chito-
zanem, zwiekszajacym hydrofilowos¢ noénika. Autorzy [41] udowodnili nie tylko
minimalizacje toksycznych skutkow, ale takze polepszenie efektu terapeutycznego
chemioterapeutyku w nanoczastce w stosunku do ,wolnej” doksorubicyny. Zaob-
serwowano in vivo zmniejszenie si¢ objetosci guza po 4 tygodniach stosowania
ukladu nanoczgstka-DOX, co nie byto widoczne podczas terapii z wykorzystaniem
tylko leku. Dodatkowo, czas obiegu doksorubicyny w krwi oraz ilo$¢ jej akumulacji
w komorce nowotworowej ulegly polepszeniu.

Lince [42] oraz Park [43] takze opisali proces umieszczenia doksorubicyny
wewnatrz nanoczasteczek. Lince [42] opisal nanoczastki syntezowane na bazie
biodegradowalnego i biokompatybilnego kopolimeru. Zastosowanie nanonosnika
polimerowego wywolalo polepszenie aktywnosci leku umieszczonego wewnatrz
oraz minimalizacje jego mozliwych skutkdéw ubocznych. W zwigzku z tym zwigk-
szyl sie komfort zycia pacjentéw poddanych tej terapii. Park [43] podobnie jak Lince
[42] przedstawil umieszczenie doksorubicyny wewnatrz nanoczgstki polimerowej
z dodatkowg warstwg zlota (Rys. 8 [43]). Uzyskano interesujacy uklad, mianowicie
DOX wewnatrz nanoczastki otoczonej PLGA i warstwa Au, laczacy w sobie tra-
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dycyjna chemioterapig¢ i fototerapie. Jego skutecznos¢ zbadano wzgledem komorek
nowotworowych szyjki macicy. Nowatorska terapia charakteryzowala si¢ wysoka
efektywno$cig terapeutyczng oraz stosunkowo krétkim czasem leczenia. System
DOX-PLGA-Au selektywnie dostarczal nie tylko lek do komoérki nowotworowej,
ale takze powodowal wzrost temperatury, ktéry wzmagat niszczenie chorych tka-
nek. Cieplo generowane bylo w wyniku absorpcji promieniowania NIR przez nano-
czastki zlota.

warstwa Au

Rysunek 8. Schematyczny diagram DOX-PLGA-Au (rysunek wykonany na podstawie [43])
Figure 8. Schematic diagram of DOX-PLGA-Au (the figure based on [43])

Dokosorubicyna w terapii przeciwnowotworowej z powodzeniem byta réwniez
stosowana wewnatrz liposomdw przez m.in. Matsumura [44] oraz Gabizon [45]
oraz miceli przez Kataoka [46].

Paklitaksel takze moze zosta¢ z powodzeniem wprowadzony do wnetrza nano-
no$nikéw. Koziara i inni [47] zastosowali paklitaksel wewnatrz nanoczgstki w bada-
niach in vitro z uzyciem dwdch linii pochodzacych z guzéw moézgu U-118 oraz
HCT-15. Udowodniono zwigkszenie aktywnosci cytotoksycznej chemioterapeutyku
oraz ograniczenie dzialania transblonowej pompy lekowej, co pozwolito na polep-
szenie wychwytu leku przez komorki nowotworowe. Uzyskany system przenoszenia
PXL doskonale przenikal przez bariere krew-mozg, ktdra nastrecza wiele trudnosci
w tradycyjnej terapii. Analiza ukladu PXL-nanoczastka potwierdzita stabilizacje
struktury leku. Z kolei autorzy Ruan i Feng [48] dodatkowo udowodnili, Ze uwalnia-
nie paklitakselu z nanoczastki ulatwione jest poprzez pokrycie powierzchni nano-
nosénika kopolimerem PLA-PEG-PLA. Hydrofilowe ugrupowania PEG wewnatrz
hydrofobowych segmentéw PLA prawdopodobnie odpowiedzialne sg za polepsze-
nie uwolnienia chemioterapeutyku z nanoczastki [48]. Skutecznos¢ i efektywnos¢
umieszczenia paklitakselu wewnatrz nanoczastki polimerowej potwierdzil takze
Fonseca wraz ze wspolpracownikami [49].

Paklitaksel z powodzeniem przenoszony jest takze wewnatrz miceli polimero-
wych. Grupa badawcza Hamaguchi [50] zaprezentowala nowg forme¢ PXL, miano-
wicie — NK105, czyli lek przenoszony w miceli (Rys. 9 [50]).
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Rysunek 9.  Schematyczna struktura NK105 (rysunek wykonany na podstawie [50])
Figure 9. Schematic structure of NK105 (the figure based on [50])

Wprowadzenie NK105 do organizmu odbywalo si¢ bez dodatku Cremophor
EL oraz etanolu, co jest nieuniknione w tradycyjnym leczeniu. Nowa forma chemio-
terapeutyku wykazywala podobne kliniczne korzysci do wczesniej stosowanych.
Jednakze jej zdecydowana zaleta okazala si¢ mniejsza toksyczno$¢ wywolywana
w obwodowym ukladzie nerwowym oraz zdecydowanie mocniejsza aktywno$é
polepszajaca efekt EPR [50]. Podobne umieszczenie paklitakselu wewnatrz miceli
polimerowej w postaci Genexol-PM zaprezentowala grupa badawcza Kima [51],
ktora potwierdzila skutecznos¢ nowej formy.

2.2. LEK NA ZEWNATRZ NANONOSNIKA

Powszechnym sposobem dostarczania chemioterapeutykow jest chemiczne
badz fizyczne przylaczenie/gromadzenie leku na zewnetrznej powierzchni nano-
no$nika wykorzystujace jego wlasciwosci chemiczne oraz duzg powierzchnie [31].
Czasteczka leku moze by¢ sprzegana z grupami funkcyjnymi nanonosnika lub poli-
merem otaczajagcym nanono$nik za pomoca wigzan kowalencyjnych tworzacych
grupy: estrowe, amidowe, N-acetylohydrazonu. Polgczenia te powinny odznaczaé
sie niska trwaloscia, pozwalajaca na uwolnienie chemioterapeutyku [52]. Dodat-
kowo wigzanie no$nik-lek powinno charakteryzowa¢ sie wrazliwoscig na pH, kto-
rego warto$¢ musi by¢ nieznacznie wieksza (o 0,5-1 jednostke) niz pH panujgce
w przecietnych tkankach i krwi [12]. Leki o strukturze plaskiej i aromatycznej moga
by¢ takze adsorbowane na odpowiednio przygotowanej powierzchni nanonosénika,
najczesciej w wyniku oddziatywan 7-m [52].

2.2.1. Grupa estrowa

Wiazanie estrowe tworzone pomiedzy doksorubicyng a nanono$nikiem zazwy-
czaj osiggane jest w wyniku biokoniugacji pierwszorzedowej grupy hydroksylowe;j
(-C=0OCH,OH) chemioterapeutyku z grupg karboksylowa znajdujacg si¢ na zakon-
czeniach polimeru, np. PLGA otaczajacego nanonosnik (Rys. 10 [28]) bagdz pomie-
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dzy grupa aminowg DOX a hydroksylowa PLGA (Rys. 11 [29]). W pierwszym
przypadku proces zachodzi w obecnoséci PyBroP/DMAP. Podczas reakeji pierwszo-
rzedowa amina ugrupowania cukrowego w DOX chroniona jest przez Fmoc-Osu,
a nastepnie odbezpieczana [28]. Z kolei druga mozliwo$¢ polega na reakcji pierw-
szorzedowej aminy w czasteczce leku z terminalng grupa hydroksylowa w PLGA
uprzednio poddang aktywacji chloromréwczanem p-nitrofenylu [29].

Fmoc-OSu, DME

3h, 88%

NH
OH 2

PLGAS5005,PyBroP
DMAP,TEA, CH ,Cl,, 15h

NHFmoc
OH

NH,

OH

Rysunek 10. Schemat reakgji tworzenia wigzania estrowego DOX-PLGA (rysunek wykonany na podstawie
(28])
Figure 10. The scheme of the formation of ester bound DOX-PLGA (the figure based on [28])

Yoo i wspdtpracownicy w swoich pracach [28, 29] opisywali tworzenie wigza-
nia estrowego pomiedzy doksorubicyng a PLGA na nanonosniku. Oddzialywanie
bylo generowane odpowiednio miedzy grupami hydroksylowa-karboksylowg [28]
oraz aminowa-hydroksylowa [29]. Nowoczesne systemy dostarczania leku prze-
badano zaréwno in vivo jak i in vitro na linii komoérek nowotworowych HepG2.
Wykazano, iz w obydwu przypadkach, lek polaczony chemicznie z PLGA byl lepiej
wychwytywany przez chore tkanki, w poréwnaniu do chemioterapeutyku, ktéry
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byl umieszczony wewnatrz nanoczastki dekorowanej PLGA. Dodatkowo, przy-
aczenie doksorubicyny wigzaniem estrowym z polimerem charakteryzowalo si¢
wieksza pojemnoscig wzgledem leku. Chemicznie zwigzana DOX uwalniana byla
w sposob ciagly przez ponad miesigc, podczas gdy niezwigzany chemioterapeutyk
- w przeciagu ok. 5 dni (czyli znacznie szybciej) [28, 29]. Autorzy wykazali propor-
cjonalng zalezno$¢ szybkosci uwalniania leku z nanono$nika od masy czasteczkowej
polimeru pokrywajacego jego powierzchni¢. W badaniach in vivo, doksorubicyna
przenoszona za pomocg jedynie nosnika, podana jednorazowo wykazala zblizong
aktywno$¢ do ,wolnego” leku podawanego przez caly dzien [28].

o] TH3
O,N O0—C—Cl + HO CH o
< > I o ~
(o]
o]
o] CH, o CH,
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Rysunek 11.  Schemat reakcji tworzenia wigzania estrowego DOX-PLGA (rysunek wykonany na podstawie
(29])
Figure 11. The scheme of the formation of ester bound DOX-PLGA (the figure based on [29])

Inne leki przeciwnowotworowe, np. paklitaksel, rowniez moga oddzialywa¢
z nanono$nikiem poprzez wigzanie estrowe. Li i wspolpracownicy [53] przylaczyli
paklitaksel wigzaniem estrowym do powierzchni polimerowego nosnika otoczo-
nego poli-L-kwasem glutaminowym (PG). Zaobserwowano in vivo wzrost aktyw-
nosci terapeutycznej leku w stosunku do raka jajnika typu OCa-1, w poréwnaniu do
tradycyjnej terapii bazujacej na podawaniu ,,zwyktego” PTX. Dodatkowo, stezenie
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uwalnianego chemioterapeutyku z nanoczastki pozostawato wzglednie state w cho-
rych tkankach: 489, 949 oraz 552 ng/g podczas dozowania odpowiednio w czasie
5,48 i 144 h. Autorzy udowodnili, ze polaczenie PG-PTX wykazuje mniejszg tok-
syczno$¢ niz PTX. Wzrost aktywnosci nowatorskiego uktadu zwigzany jest z jego
lepszym wychwytem przez komoérki nowotworowe oraz dluzszym czasem biody-
strybucji poprzez poprawienie efektu EPR. Rezultat ten sugeruje, ze zastosowanie
labilnego wigzania estrowego pomi¢dzy nosnikiem polimerowym a chemiotera-
peutykiem jest uzyteczna metoda do projektowania nowatorskich systeméw dostar-
czania lekéw. Taki sam sposob lgczenia paklitakselu z nosnikiem polimerowym
zastosowala rowniez grupa badawcza Milasa [54], ktéra potwierdzila skuteczno$¢
metody.

2.2.2. Grupa N-acetylohydrazonu

Grupa N-acetylohydrazonu tworzona jest w wyniku sprzezenia grupy aldehy-
dowej z hydrazydowa. Takie polaczenie pomiedzy nanonosnikiem a lekiem wyka-
zuje zwigkszony poziom cytotoksycznosci w stosunku do niektdrych linii komoérek
nowotworowych [55]. Doksorubicyna zawiera w swojej strukturze ugrupowanie
aldehydowe pozwalajace na taczenie leku z terminalnymi grupami hydrazydowymi
znajdujgcymi si¢ na powierzchni odpowiednio przygotowanych nanono$nikéw.
Najczesciej grupy hydrazydowe pochodza od polimeréw otaczajacych noéniki [56],
np. poli(allil glicydylu eter) [57] (Rys. 12 [57]), poli(tlenek etylenu)-polilaktyd [58],
poli(tlenek etylenu)-poli(allil glicydylu eter) (PEO-PAGE) [56], HPMA [55].
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Rysunek 12. Schemat reakcji tworzenia grupy N-acetylohydrazonu DOX-polimer (rysunek wykonany na pod-
stawie [57])

Figure 12.  The scheme of the formation of acethyl-hydrazone group DOX-polimer (the figure based on
(57])
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Reakcja sprzegania leku z nanono$nikiem powinna by¢ przeprowadzana
w obecnosci buforu (np. octanowego [57], fosforanowego [56]) lub w warunkach
bezwodnych, (np. mieszanina dimetylsulfoksydu z metanolem [57], DMSO/AcOH
z dodatkiem bezwodnego siarczanu sodu [56]). Proces jest katalizowany kwasami,
co pozwala na uzyskanie wigkszej wydajnosci pofaczenia [57]. Uzyskane wigzanie
jest nieaktywne w $rednio kwasnym srodowisku. Cecha ta stanowi atut polaczenia,
gdyz wzmaga selektywno$¢ uwalniania chemioterapeutyku w guzie, gdzie panuje
nizsze pH niz w osoczu krwi. Niska warto§¢ pH w komoérkach nowotworowych
wywolana jest ich niedotlenieniem [57].

Uklad micelarny na bazie amfifilowego, diblokowego kopolimeru zawierajg-
cego hydrofilowy politlenek etylenu i blok hydrofobowy zawierajacy DOX zapro-
ponowany przez Vetvicka i wspdtpracownikéw [57] wykazywal 20 razy mniejsza
toksyczno$¢ niz ,wolny” lek oraz wydluzony czas cyrkulacji w obiegu krwiono$nym.
W stosunku do komorek chtoniaka typu EL-4 T zaobserwowano obiecujgcg aktyw-
nos¢ terapeutyczng. Mianowicie, 75% myszy ulegta catkowitemu wyleczeniu. Dodat-
kowo, traktowanie myszy systemem micelarnym wywotalo specyficzng odpornos¢
na powstawanie komérek nowotworowych [57].

Hruby iinni [56] opisali tworzenie grupy N-acetylohydrazonu pomi¢dzy dokso-
rubicyng a no$nikiem micelarnym dekorowanym PEO-PAGE. Autorzy wykazali, ze
lek uwalniany jest szybciej z nanonos$nika przy pH odpowiadajacym pH w endoso-
mach (pH 5,0) niz przy pH osocza krwi (pH 7,4). Prawdopodobnie, efekt ten zwia-
zany jest z przesunigciem réwnowagi pomiedzy wolnymi czasteczkami DOX a zwig-
zanymi z no$nikiem w kierunku uwalniania leku w pH 5,0 niz pH 7,4. Wieksza ilo§¢
wolnych molekul DOX przy pH 5,0 wywolana jest wzrostem stopnia protonizacji
ugrupowan aminowych i hydrazydowych kopolimeru. Yoo wraz z innymi [58] takze
zaprezentowali opisywany typ wigzania pomiedzy doksorubicyng a micelg polime-
rowg uzyskang na bazie poli(L-kwasu mlekowego) (PLA) oraz metoksy-glikolu
polietylenowego (mPEG). Lek zostal przylaczony do terminalnych grup PLLA-PEG
aktywowanych wstepnie hydrazyna tworzaca ugrupowanie hydrazydowe na nos$niku
reagujacym nastepnie z grupami hydroksylowymi doksorubicyny. Autorzy wysuneli
hipoteze stwierdzajacg, ze doksorubicyna polaczona wigzaniem charakteryzujacym
sie malg trwaloscig w kwasnym s$rodowisku, szybko dostarczana jest do wnetrza
komorek nowotworowych poprzez mechanizm endocytozy i tam uwalniana dziata
silnie cytotoksycznie [58].

Leki na bazie platyny, podobnie jak doksorubicyna wykazuja strukturalne
wlasciwosci umozliwiajace polaczenie nanonosnik-lek z wytworzeniem grupy
N-acetylohydrazonu. Zesp6t badawczy Aryala [59] zaproponowal biokoniu-
gacje kopolimeru PEG-PLA zakonczonego ugrupowaniami hydrazydowymi
PEG-PLA-NH-NH, z kwasem lewulinowym modyfikowanym analogiem cisplatyny
Pt(IV). W wyniku polaczenia dwéch komponentéw w stosunku 2:1 powstal uklad
polimer-cisplatyna tworzacy nastepnie nanoczasteczke o rozmiarze 100 nm. Zasto-
sowanie metody przylaczenia kowalencyjnego leku do powierzchni nanoczastki
umozliwito kontrolowanie ilosci gromadzonych molekul chemioterapeutyku na
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nanono$niku. Nanoczastki polimerowe przenoszace cisplatyng polepszyly jej wiasci-
wosci cytotoksyczne wzgledem komoérek nowotworowych jajnikéw w poréwnaniu
do tradycyjnej chemioterapii. Autorzy udowodnili mniejszg strate leku podczas kra-
zenia nanoczgstki w obiegu krwiono$nym w warunkach naturalnego pH. Sposdb
zaproponowany przez autoréw [59], majacy na celu szybkie uwalnianie duzej dawki
leku z nanonos$nikéw do komdrek nowotworowych zdecydowanie polepsza efek-
tywnos¢ terapeutyczng chemioterapeutyku i rokuje dobrze na przyszlos¢ leczenia.

Opisywany typ wigzania mozliwy jest takze pomiedzy molekulami paklitakselu
a nanonos$nikami, np. dendrymerem. Dendrymery poliamidoaminowe (PAMAM)
okazujg sie by¢ odpowiednimi nanono$nikami dla lekéw przeciwnowotworowych.
Rdzen zbudowany jest z alkilowanych czasteczek diamin polaczonych z trzeciorze-
dowymi aminami. Oddalone grupy aminowe nanonosnika umozliwiaja fatwg funk-
cjonalizacje z lekami. Modyfikacja powierzchni dendrymeru za pomocg paklitakselu
zostala zastosowana w leczeniu raka jajnikow. Dodatkowo nanono$nik sfunkcjona-
lizowano celowanym ligandem w postaci biatka LXW7 pozwalajagcym na wychwyt
konkretnych komorek nowotworowych. Metodyka okazala sie efektywna i spowo-
dowala eliminacje nowotworu. Dendrymer modyfikowany lekiem zostat wstrzyk-
niety w okolice guza. W kwasnym pH, wobec komdrek nowotworowych, wigzanie
lek-nanono$nik uleglo rozerwaniu, nastapito uwolnienie leku i jego aktywacja [60].
Rodrigues wraz ze wspdtpracownikami [61] zaproponowali biokoniugacje paklitak-
selu z polimerowym nosnikiem - glikolem polietylenowym PEG. Reakcja wyma-
gala wstepnej modyfikacji czasteczek chemioterapeutyku. Uzyskano maleimidowe
pochodne paklitakselu poprzez przylaczenie ugrupowania maleimidowego do cza-
steczkileku. Proces polegal poczatkowo na syntezie pochodnej estrowejleku w pozycji
C-2’-OH w wyniku zastosowania kwasu 4-acetylbenzoesowego. Powstaly produkt
posredni zapewnial obecnos¢ odpowiedniej grupy karbonylowej niezbednej do
polaczenia pochodnej kwasu maleiminowego zawierajacej ugrupowanie hydrazy-
dowe. Uzyskana maleimidowa pochodna paklitakselu reagowata szybko i selektyw-
nie poprzez podwojne wigzanie z grupa tiolowa PEG tworzaca tioeterowe wigza-
nie i finalny produkt. Autorzy dowiedli skutecznos¢ metody w sferze zachowania
struktury i jednoczesnego polepszenia aktywnosci leku w warunkach in vitro oraz
in vivo.

2.2.3. Grupa amidowa

Wigzanie amidowe powstaje w wyniku reakcji grupy karboksylowej z nukle-
ofilem zawierajgcym pierwszorzedowa aming. Tworzenie wigzania amido-
wego pomiedzy SWCNTs a zwigzkiem platyny zaproponowal Feazel wraz ze
wspotpracownikami [62]. Autorzy sfunkcjonalizowali jedno$cienne nanoruki
weglowe fosfolipidem z aming wewnatrz struktury. Lancuch glikolu poliety-
lenowego (PEG) pomigdzy grupa aminowa a zakotwiczonym fosfolipidem
polepszyl rozpuszczalnos¢ SWCNTs oraz oddalil grupy funkcyjne od powierz-
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chni nanorurek. Do tak przygotowanego materialu przylaczono zwiazek
6t-[Pt(NH,),CL(OEt)(O,CCH,CH,CO,H)], jako ,prolek” Mechanizm reakcji
opierat sie na zastosowaniu EDC oraz N-hydroksysukcynimidu (NHS). Utworzony
produkt posredni taczyl si¢ wigzaniem amidowym z PEG na powierzchni SWCNTTs.
Uzyskany uktad wychwytywany byl i uwewnetrzniany w endosomach organizmu,
w ktérych niskie pH pozwolilo na uwolnienie aktywnego zwigzku - cisplatyny
(DDP). Zastosowanie opisanej metodyki pozwolito na unikniecie m.in. stabej cyr-
kulacji i dystrybucji leku w krwi oraz zmniejszylo toksyczno$¢ DDP wzgledem
komorek zdrowych [62].

Dostarczanie przez SWCNTs paklitakselu, przylaczonego wigzaniem ami-
dowym, opisal w swojej pracy Liu wraz ze wspotpracownikami [63]. Poczatkowo
sfunkcjonalizowano nanorurki weglowe za pomoca glikolu polietylenowego z ugru-
powaniem aminowym (PEG-NH,). Z kolei do struktury czasteczki leku wprowa-
dzono grupe karboksylowa w pozycji C-2’-OH. Przylaczenie PTX do sfunkcjonali-
zowanych nanorurek weglowych miato miejsce w obecnosci czynnika aktywujacego
EDC/NHS. Lek przylaczony do nanonosnika wykazywal w badaniach in vivo
znacznie wigkszg rozpuszczalno$¢ niz kliniczna forma PTX - Taxol. Toksycznos¢
wspomnianych struktur PXL jest podobna. Uktad SWCNTs-PXL w poréwnaniu do
Taxolu charakteryzowal si¢ dtuzszym czasem przebywania w obiegu krwiono$nym,
wiekszym (ok. 10-krotnie) wychwytem przez komorki nowotworowe oraz silniej-
szym efektem terapeutycznym. Nowa formuta paklitakselu wykazywata zdolnos¢
powolnego zmniejszania objetosci guza przy niewielkich dawkach chemioterapeu-
tyku (5 mg/kg PTX). Wszystkie wspomniane wlasciwosci przyczynity si¢ do zmniej-
szenia skutkéw ubocznych [63].

Inny lek, jakim jest doksorubicyna, takze moze zosta¢ przylaczony do nano-
no$nika poprzez wigzanie amidowe. Liu wraz ze wspolpracownikami [64] zapro-
ponowali biokoniugacje DOX do powierzchni poliamidoaminowego dendrymeru.
Skuteczno$¢ oraz efektywno$¢ uzyskanego ukladu dostarczania leku okreslono
wzgledem komorek nowotworowych dzigsta linii Ca9-22. Cytotoksyczno$¢ przeno-
szonego chemioterapeutyku zwigkszyla sie w poréwnaniu do terapii z wykorzysta-
niem ,wolnego” leku.

2.2.4. Grupa disiarczkowa

Wiazanie disiarczkowe pomiedzy lekiem a nanono$nikiem jest odpowiednie
w celu selektywnego dostarczania i kumulowania wysokiego stezenia chemiotera-
peutyku. Wiekszos¢ lekdw i nanonos$nikow nie posiada w swojej budowie grup
tiolowych, jednakze odpowiednia ich modyfikacja pozwala na uzyskanie wigzania
disiarczkowego. Struktury chemioterapeutykdw zawierajace ugrupowania aminowe
badz karboksylowe wiaza np. peptydy, ktdre sa nosnikami grup tiolowych. Uktad
taki umozliwia utworzenie wigzania disiarczkowego [12].
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Paklitaksel polaczony wiazaniem disiarczkowym do powierzchni jednoscien-
nych nanorurek weglowych zastosowano w leczeniu biataczki linii L1210FR. Lacz-
nik disiarczkowy zostal przylaczony w pozycji C-2° leku. Z drugiej strony no$nik
- nanorurki weglowe poddano modyfikacji poprzez: utlenienie, wprowadzenie
ugrupowan amidowych oraz funkcjonalizacje ugrupowaniami aminowymi. Ponadto
autorzy zastosowali biotyne, jako celowany ligand. Traktowanie komorek biatacz-
kowych nowoczesnym ukladem dostarczania paklitakselu skutecznie je niszczyto.
Chemioterapeutyk uwalniany byl w postaci aktywnej poprzez rozerwanie wigzania
disiarczkowego po uwewnetrznieniu nowatorskiego ukladu [65].

2.2.5. Adsorpcja

Chemioterapeutyki gromadzone sg takze na zewnetrznej powierzchni nano-
no$nikéw w wyniku adsorpcji fizycznej, dzieki oddzialywaniom elektrostatycznym
pomiedzy powierzchnig no$nika a bioczasteczka (Rys. 13 [66]).

g L Iy
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Rysunek 13. Oddzialywanie elektrostatyczne nanoczgstka-bioczasteczka (rysunek wykonany na podstawie
[66])
Figure 13. Electrostatic interaction of nanomolecule-biomolecule (the figure based on [66])

Kataoka wraz ze wspdlpracownikami [67] opisali adsorpcje fizyczng dokso-
rubicyny na powierzchni no$nika micelarnego syntezowanego z kopolimeru
blokowego PEG-PBLA. Ukfad lek-nanonosnik uzyskano w wyniku oddzialy-
wan -7 pomiedzy ugrupowaniem antracyklinowym DOX a segmentami ben-
zylowymi PBLA. Lek przenoszony za pomoca polimerowej miceli wykazywal
wieksza aktywnos¢ w pordwnaniu do wolnego leku. Micele formowane na bazie
PEG-PBLA wydluzaly czas cyrkulacji DOX w krwiobiegu, prawdopodobnie dzigki
sterycznemu mechanizmowi stabilizujgcemu i maskujagcemu. Greisha wraz ze
wspotpracownikami [68] wykazali 13-krotny wzrost stezenia leku wewnatrz guza
S-180, podczas przenoszenia doksorubicyny adsorbowanej na powierzchni miceli
polimerowej w poréwnaniu do wolnego cytostatyku. Nowy system przenoszenia
leku charakteryzowal si¢ polepszeniem wlasciwosci terapeutycznych, przy jedno-
czesnym obnizeniu skutkéw ubocznych [67].

Z kolei grupa Ali-Boucetta [69] zaproponowala niekowalencyjne polaczenie
DOX z nanorurkami weglowymi. Wielo$cienne nanoruki weglowe funkcjonalizo-
wane za pomocg trdjblokowego kopolimeru (Pluronic F127) charakteryzowaly si¢
wiekszym rozproszeniem w srodowisku wodnym, co pozwolilo na uzyskanie supra-
molekularnego kompleksu z lekiem przeciwnowotworowym za sprawa oddziatywan
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n-7t. Autorzy udowodnili wzrost cytotoksycznosci DOX w polaczeniu z nanorur-
kami weglowymi wzgledem komorek raka piersi MCF7 niz w przypadku dziatania
samego chemioterapeutyku. Autorzy udowodnili, ze zastosowanie MWCNTs uta-
twito dostarczenie leku do chorych tkanek przez bariery biologiczne oraz polepszylo
jego aktywnos$¢. Skuteczno$¢ wykorzystania kompleksu MWCNTs-DOX determi-
nowana byla poprzez efektywne i nastepujace w odpowiednim momencie uwalnia-
nie leku [69]. Hester i inni [70], rdwniez zaprezentowali niekowalencyjny kompleks
DOX z jedno$ciennymi nanorurkami weglowymi. Dodatkowo do nanonos$nika
zawierajacego ugrupowania karboksylowe przylaczyli monoklonalne antyciato, jako
celowany ligand. Przeprowadzone badania przez autoréw udowodnity, ze SWCNTs
moga by¢ stosowane do usprawnienia przenoszenia lekéw przeciwnowotworowych
[70]. Efektywno$¢ i podwyzszona aktywnos¢ DOX adsorbowanej na powierzchni
nanorurek weglowych sfunkcjonalizowanych polisacharydem potwierdzila takze
grupa Hanga [71], modyfikowanych PEG - grupa Liu [72], za$ amfifilowym kopo-
limerem PEG, PPS, - grupa Crescenzo [73].

Paklitaksel, takze z powodzeniem adsorbowany jest na powierzchni odpo-
wiednio modyfikowanego nanonosnika. Tian wraz ze wspotpracownikami [74]
»0sadzili” PTX na powierzchni nanorurek weglowych poprzez oddzialywania 7-7.
MWCNTs wstepnie zmodyfikowano, aby uklad MWCNTs-PTX byt skuteczny
wzgledem komorek nowotworowych. Funkcjonalizacja obejmowata kowalencyjne
przylaczenie polietylenoiminy do utlenionej powierzchni nanono$nika i nastepnie
utworzenie wigzania amidowego pomiedzy sfunkcjonalizowanymi MWCNTs a kwa-
sem foliowym, jako celowanym ligandem. Przeprowadzone przez badaczy analizy
wykazaly wzrost rozpuszczalnosci leku przenoszonego w ukladzie MWCNTs-PTX
oraz docieranie chemioterapeutyku tylko do komdrek nowotworowych. Paklitaksel
przenoszony za pomocg sfunkcjonalizowanych nanorurek weglowych wykazywat
wiekszg aktywnos¢ in vitro w poréwnaniu do terapii wykorzystujacej sam lek. Polep-
szenie wlasciwosci cytotoksycznych pozwala na stwierdzenie, ze wlasciwie zmodyfi-
kowane CNTs s3 odpowiednimi no$nikami lekéw przeciwnowotworowych [74].

Adsorpcja kompleksow platyny zwiazana jest ze stabilno$cia ligandow azoto-
wych i mobilnoscia jonéw chlorkowych. Pozytywnie naladowany akwakompleks
cisplatyny jest dzigki temu silnie adsorbowany na nanono$nikach. Adsorpcja cispla-
tyny w duzej mierze zalezy od oddziatywan elektrostatycznych [75]. Grupa badaw-
cza Barrouga [76] zajmowata sig¢ adsorpcja cisplatyny na nanono$nikach. Autorzy
wykazali wzrost adsorpcji leku na powierzchni nosnika oraz nieznaczny wzrost
szybkosci uwalniania leku wraz z temperatura. Cytotoksyczno$¢ chemioterapeu-
tyku testowana byta in vitro na komoérkach nowotworowych kostniakomigsaka linii
K8. Oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy cisplatyna a powierzchnig nano-
czastki nie wptynety na pogorszenie aktywnosci stosowanego chemioterapeutyku.
Li i wspotpracownicy [77] adsorbowali cisplatyng na nanoczastkach hydroksyapa-
tytu (Fe5, Fe/Ca=5%). Dodatkowo wykonali probg poréwnawcza umieszczajac
uzyskany kompozyt DDP-Fe5 wewnatrz mikrosfery PLGA. Lek uwalniany byt
zdecydowanie szybciej z DDP-Fe5 (25 dni) niz z DDP-Fe5-PLGA (55 dni). Kom-
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pozyt Fe5/PLGA charakteryzowat si¢ korzystnymi wtasciwo$ciami pozwalajacymi
na odpowiednie uwalnianie DDP w poréwnaniu do samego polimeru, co wpty-
neto obiecujaco na zastosowanie tej nowej formy cisplatyny. Analog cisplatyny
jakim jest karboplatyna wprowadzita na powierzchnig nanorurek weglowych grupa
Haase [78]. Proces adsorpcji leku okazat si¢ pomys$iny, poniewaz chemioterapeutyk
skutecznie hamowal wzrost guza. Efektywno$¢ przenoszonego leku byta wigksza
w poréwnaniu do zastosowania ,,samej” karboplatyny.

Mimo wielu literaturowych opiséw oddzialywan elektrostatycznych lekow
przeciwnowotworowych z nanono$nikami, w praktyce bardziej preferowane sg wia-
zania kowalencyjne, ze wzgledu na mozliwo$¢ kontrolowania ilo$ci oraz orientacji
faczonych indywiduéw podczas prowadzenia reakeji [66].

PODSUMOWANIE

Opisane powyzej sposoby wprowadzania lekéw przeciwnowotworowych na
powierzchni¢ nanono$nikéw to tylko nieznaczna grupa mozliwosci. W literaturze
spotyka sie takze m.in. jonowe kompleksy cytostatykow z nosnikami, np. cisplatyny
z nanoczgsteczkg syntetyzowang na bazie kwasu hialuronowego [79] czy doksorubi-
cyny z kompleksem bloku jonomerowego i surfaktantem [80]. Autorzy udowodnili,
ze zastosowane przez nich nanonos$niki sa odpowiednimi uktadami do przenosze-
nia i dystrybucji lekéw przeciwnowotworowych [79, 80].

Funkcjonalizacja kowalencyjna nanonos$nikéow za pomocg 1,3-dipolarnej
cykloaddycji jest szeroko stosowanym mechanizmem w biokoniugacji ugrupo-
wan niezbednych do przenoszenia terapeutykéw. Terminalne grupy aminowe na
powierzchni nanono$nikéw stanowia idealne, reaktywne centra do przylaczenia
czasteczek funkcyjnych [81]. Pastorin wraz ze wspolpracownikami zaprezentowali
wykorzystanie reakeji 1,3-dipolarnej cykloaddycji w celu funkcjonalizacji MWCNTs
i wygenerowania odpowiednich grup laczacych sie z uaktywnionymi ugrupowa-
niami karboksylowymi leku - metotreksatem. Opisane polaczenie zmniejszylo
wewnatrzkomoérkowa bariere wychwytu czynnika cytotoksycznego i zwiekszylo
efektywnos¢ dziatania [18].

Ciekawe wydaja si¢ by¢ polaczenia dwoch lekdw przeciwnowotworowych z jed-
nym nanono$nikiem. Kilka no$nikéwlekéw wykazuje charakterystyczne wtasciwosci
pozwalajace na tgczenie réznych chemioterapeutykow, np. nanoczgstki polimerowe,
liposomy. Celem metodyki jest konkurencyjne dostarczanie chemioterapeutykoéw
do komoérek nowotworowych i jednoczesny wzrost efektywnosci terapii. Wazne
jest, aby leki laczone byly za pomoca wiazan latwo podlegajacych hydrolizie
w celu niezaleznego gromadzenia lekow wewnatrz komorek nowotworowych po
ich uwolnieniu [11]. Metodyka bazujaca na dostarczaniu wigkszej ilosci lekéw na
jednym nanonosniku moze wptywac na zniesienie opornosci lekowej i skutkowaé
zdolnos$cia do regulowania odpowiedniej i wystarczajacej dawki dostarczanego
chemioterapeutyku [82].



CHEMICZNE ASPEKTY CELOWANE] TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]. CZESC II 667

Aryal wraz ze wspolpracownikami [11] zaprezentowali gromadzenie pola-
czonych kowalencyjnie lekéw przeciwnowotworowych: paklitakselu z chlorowo-
dorkiem gemcytabiny (GEM) na powierzchni nanoczgstki. Podczas biokoniugacji
lekéw autorzy musieli zmierzy¢ sie z problemem réznicy hydrofobowosci pomiedzy
chemioterapeutykami. Paklitaksel modyfikowano poprzez przeksztalcenie najbar-
dziej reaktywnej grupy hydroksylowej 2’-OH na karboksylowa i nastepnie wpro-
wadzono bezwodnik glutarowy (GA). Grupa karboksylowa zwigzku posredniego
reagowala nastepnie z GEM. Cytotoksyczno$¢ lekow w poréwnaniu do ich wolnych
odpowiednikéw znacznie wzrosla wzgledem guza prostaty XPA3 [11]. Podobne
strategie moga by¢ takze stosowane dla innych rodzajow i potaczen lekow, tak jak
zaprezentowali Hang i inni taczac doksorubicyng z docetakselem [82].

WNIOSKI

Synteza nowoczesnych systeméw dostarczana lekow okazuje sie by¢ bardzo
wazna w dostarczaniu chemioterapeutykdow. Uzycie nanono$nikéw umozliwia
osiggniecie znacznie wigkszej aktywnosci lekéw w poréwnaniu do ich samodziel-
nego dziatania. Nanonos$niki calkowicie izoluja czasteczki leku przed srodowiskiem
biologicznym, co minimalizuje degradacje¢ enzymatyczng chemioterapeutyku [7].
Zastosowanie nanono$nikow w celu dostarczania lekdéw zwieksza ich rozpuszczal-
no$¢ i jednoczesnie wydluza czas dystrybucji w obiegu krwiono$nym. Przetamuje
typowe bariery biologiczne takie jak krew-moézg, co umozliwia docieranie leku
w miejsca stabo dostepne dla klasycznej chemioterapii. Nowatorski system dostarcza-
nia lekéw w postaci celowany ligand-nanonosnik-lek spelnia wszystkie wymagania
efektywnego i bezpiecznego leczenia przeciwnowotworowego: stezenie przenoszo-
nego leku jest adekwatne w organizmie i zapewnia efektywng dawke; cytotoksycz-
no$¢ chemioterapeutyku jest wysoka w stosunku do komérek nowotworowych [83].
Dostarczanie lekéw za pomocg nanonosnikéw otwiera droge do leczenia choréb
charakteryzujacych si¢ tzw. opornoscig wielolekowg [6].

Lek moze by¢ gromadzony na powierzchni nanonosnika badz w jego wnetrzu.
Odpowiednia modyfikacja no$nikéw pozwala na chemiczna biokoniugacje leku
w wyniku tworzenia grup m.in.: amidowej, estrowej, disiarczkowej czy N-acetylo-
hydrazonu. Kazdy typ reakcji wymaga wstepnego przygotowania powierzchni nano-
nosnika poprzez wygenerowanie odpowiednich grup funkcyjnych zapewniajacych
mozliwo$¢ danego polaczenia. Proces syntezy lek-nanonosnik uzalezniony jest
takze w duzej mierze od struktury stosowanego chemioterapeutyku. Mozliwe jest
takze niekowalencyjne oddzialywanie nanono$nika z czynnikiem cytotoksycznym,
ktore jednak nie zapewnia zbyt duzej stabilno$ci potgczenia oraz ilo$ciowej kontroli
gromadzonych czasteczek leku.

Aktualne badania nad funkcjonalizacja nanonosnikéw celowanymi ligan-
dami (przeciwcialami, kwasem foliowym, biatkami) oraz lekami cytostatycznymi
pozwalajg na selektywne dostarczenie odpowiedniego stezenia chemioterapeutyku
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do konkretnej komdrki nowotworowej [9, 31]. Na podstawie przytoczonych przy-
ktadéw zaréwno w czesci I pracy jak i II mozna stwierdzi¢, ze celowana terapia
przeciwnowotworowa stanowi przyszlosciowy kierunek rozwoju leczenia choréb
nowotworowych.

Praca jest finansowana z grantu NCN DEC-2011/01/B/ST5/01192.
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ABSTRACT

Two natural products are called ,,vitamin D”: (1) vitamin D, which is biosynthesized
in humans and animals and (2) vitamin D, which is generated in photochemical rear-
rangement of a sterol of fungy - ergosterol (Fig. 1 and 2). The vitamins D are further
metabolized (Scheme 1) first into 25-hydroxy- and then into 1a,25-dihydroxy derivatives
in various tissues. The compounds control the calcium transport and act as a cell growth
regulator important for tumor prevention.

The early history of vitamin D stems from outburst of rickets at the beginning of the
industrialization era. Rickets was a child bond disease that often led to a permanent disabil-
ity. A comprehensive description of the rickets was presented by D. Whistler (1619-1684)
and then E. Glisson (1597-1677) and coauthors. Jedrzej Sniadecki (1768-1838) was the first
who associated the rickets with the sunlight. In his book “On the Physical Education of
Children” Sniadecki stated that exposition of a child’s body to a direct action of sunlight
is the most efficient method for the prevention and the cure of rickets (Illustrations 1
and 2). T. A. Palm in 1890 observed that the rickets is rare in countries where sunshine
is abundant and prevalent whenever there is a little of sunlight. The first experimental
evidence on the sunlight effects in rickets were presented by J. Raczynski in 1912 who pos-
tulated that the sunlight affects metabolic processes in blood related to calcium transport
(Illustration 3 and 4). E. Mellanby showed (1919) that the disease is connected to the lack
of certain dietary factors and he recommended the use of cod liver - oil. K. Huldschinsky
experimentally proved that UV irradiation cures the rickets. The Mellanby’s and Huld-
schinsky’s observations were confirmed by clinical studies in 1922.

E.V. McCollum has developed efficient methods for “biological analysis” of food and
named anti-rachitic factor as vitamin D.H. Steenbock and A.E. Hess in 1924 found inde-
pendently that various food products gain anti-rachitic properties after being irradiated
with a UV lamp. A.F. Hees and A. Windaus showed that irradiation of ergosterol affords
a product with high anti-rachitic activity.

In 1919 the first structure for cholesterol has been proposed by A. Windaus (Scheme 2,
Fig. 3) and then with contribution of H. Wieland it was modified to the “Wieland-Win-
daus” structure (1928, Nobel Price lectures, Fig. 4). O. Diels” investigation on dehydrata-
tion of cholesterol (Fig. 5) and J.D. Bernals crystallographic measurements of ergosterol
challenged the Wieland-Windaus structure. Finally, the correct structure for cholic acid
and sterols was deduced by O. Rosenheim and H. King (Fig. 6).

In 1932 crystalline vitamin D, was prepared in the Windaus laboratory (Scheme 3).
In 1935 vitamin D, was isolated from a fish-oil and the same compound was synthesized
from cholesterol (Illustration 5). The structure of vitamin D, was elucidated by Windaus
in 1935 (Illustration 6) and confirmed by X-ray studies in 1948. Scientific contributions
of Adolf Windaus are associated with his highest ethical standards and non-conformist
political position in the national-socialist age.

Keywords: history, vitamin D, biosynthesis vs. nutrition, sterols, structural investigations,
ultraviolet light, anti-rachitic diet

Stowa Kluczowe: historia, witaminy D, biosynteza i zywienie, sterole, badanie struktury,
$wiatlo ultrafioletowe, dieta przeciwkrzywicza
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1. PODSTAWOWE WIADOMOSCI O WITAMINACH D

Dwa zwigzki pochodzenia naturalnego nosza laczna nazwe ,witamina D”:
witamina D, (kalciol, cholekalcyferol) oraz witamina D, (ergokalciol, ergokalcyfe-
rol, kalcyferol). Czasteczki witaminy D, i D, réznig sie tylko budowg taricucha bocz-
nego, jak zaznaczono we wzorach (Rys. 1, dla witaminy D, podano réwniez wzér
energetycznie bogatszego rotameru utworzonego przez obrét o 180° wokot wigzania
C-6-C-7). Sa to trojcykliczne alkohole, a ich znamiennag cechg jest obecnos¢ uktadu
sprzezonego trienu. W organizmie ludzkim witaminy D, i D, maja zblizong aktyw-
no$¢ biologiczna.

HO™
Witamina D3 Witamina D,
(kalciol, cholekalcyferol) (erkalciol, ergokalcyferol)

Rysunek 1. Wzory witamin D, i D,
Figure 1. Structural formulas of vitamin D, and D,

Prekursorem witaminy D, jest 7-dehydrocholesterol (prowitamina D,) (Rys. 2)
bedacy pochodng cholesterolu — gtéwnego sterolu w organizmach zwierzat (zoo-
sterole). Cholesterol pelni wiele funkgji fizjologicznych i stanowi wazne ogniwo
w biosyntezie szeregu mediatoréw proceséw biologicznych, m.in. kwaséw zétcio-
wych, hormondéw plciowych, hormondéw kory nadnercza. W czystej postaci zostat
wydzielony z kamieni Zdlciowych i opisany w koncu XVII w. (Chevreul). Wita-
mina D, jest wytwarzana w organizmach zwierzat z jednostek octanowych, a takze
pobierana z pozywienia. Sciezka biosyntezy obejmuje fotochemiczne przegrupowa-
nie prowitaminy indukowane promieniami ultrafioletowymi spektrum stonecznego
(280-350 nm).

Witamina D, tworzy si¢ w drodze fotochemicznego przegrupowania ergoste-
rolu (Rys. 2), ktdry jest podstawowym sterolem biosyntetyzowanym w organizmach
grzybow i drozdzy (mykosterole) bedacym takze czesto spotykanym ubocznym
sktadnikiem steroli roslin (sitosterole) i innych produktéw naturalnych izolowanych
z rodlin. Ergosterol zostal wydzielony ze sporyszu ryzu i po raz pierwszy opisany
przez paryskiego aptekarza Charlesa Tanreta w 1889 r. Organizmy zwierzece moga
przyjmowac witamine D, z pozywienia.
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Cholesterol 7-Dehydrocholesterol Ergosterol

Rysunek 2. Wzory cholesterolu, 7-dehydrocholesterolu (prowitaminy D,) oraz ergosterolu (prowitaminy D,)
Figure 2. Structural formulas of cholesterol, 7-dehydrocholesterol (provitamin D,) and ergosterol (provita-
min D,)

Fotochemiczna biosynteza witaminy D, w warunkach fizjologicznych przebiega
w zewnetrznych warstwach skory ludzkiej [1]. W umiarkowanej strefie klimatycz-
nej, w lecie, kilkanascie minut dzialania slonica na rece i twarz moze wystarczy¢ do
wytworzenia witaminy D, w ilo$ci wystarczajacej do pokrycia osobniczego dzien-
nego zapotrzebowania, ktore szacuje si¢ na 10 ug [2, 3]. Proces biosyntezy nie jest
tak efektywny u oso6b o ciemnej karnacji skory, a takze u ludzi starszych i wiele
poradnikéw medycznych zaleca suplementacje, np. zalecenia Health Kanada [4]
przedstawiaja si¢ nastepujaco: dla oséb w wieku 19-50 lat — 5 pg [5 pg = 200 IU
(international units)], 51-70 lat — 10 pg (400 IU) a tych majacych 71 i wigcej lat
15 ug (600 IU). W okresach braku o$wietlenia stonecznego moze by¢ konieczne
przyjmowanie wiekszych dawek witaminy D, w zakresie 25-50 pg (1000-2000 IU).
Odnosnie diety to szacuje sie, ze tluste ryby, takie jak fosos, makrela lub sledz, jak
réwniez suszone w stoncu grzyby, zawieraja 300-500 IU witaminy D, lub D, na
porcje. Obecnie dysponujemy metodami analitycznymi pozwalajacymi oznaczy¢
poziom witamin D w organizmie i ewentualnie, zakres suplementacji.

W wigkszych dawkach witamina D, jest toksyczna. Objawy toksycznosci odno-
towano u pewnych o0séb juz przy spozyciu 5 000 IU dziennie wowczas, gdy inne
nie wykazuja objawow toksycznosci przy 20 000 IU. Nalezy odnotowac, ze proces
fotochemicznego generowania witaminy w skorze jest wyposazony w mechanizmy
samoregulujace zapobiegajace przedawkowaniu i efektom toksycznym.

We wczesnych latach 1970-tych ustalono [5-7], ze witamina D, ulega dalszym
przemianom metabolicznym (Schemat 1). Najpierw w wyniku utlenienia z udzia-
tem cytochromu P-450, gtéwnie w watrobie, tworzy si¢ 25-hydroksy witamina D,
(kalcidiol). Jest to podstawowa posta¢ witaminy D obecna w krwioobiegu. Nastep-
nie kalcidiol ulega specyficznej 1a-hydroksylacji z utworzeniem 1a,25-dihydroksy
witaminy D, (kalcitriolu). Dopiero ten ostatni zwigzek jest czynng postacig wita-
miny D oddzialywujacg z receptorami. W analogiczny sposéb przebiega metabo-
lizm witaminy D,.
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OH OH

nerka, prostata,

watroba inne tkanki
Witamina D3 — —
HO™ HO™ OH
25-hydroksy witamina D3 1025-dihydroksy witamina D3
metabolit w krwioobiegu hormon komérkowy

Schemat 1. Metaboliczne przemiany witaminy D,
Scheme 1. Metabolic transformations of vitamin D,

Do niedawna uwazano, ze la-hydroksylacja przebiega specyficznie w nerce,
a podstawowa funkcjg ostatecznego metabolitu jest kontrola gospodarki wapniowe;j.
Obecnie zgromadzono dowody na to, ze kalcitriol jest wytwarzany w wielu typach
komorek, m.in. w prostacie, jelicie grubym, sutku. Uwaza sig, ze pelni on funkcje
hormonu komoérkowego i regulatora wzrostu komérek niezwykle waznego dla
zapobiegania zwyrodnieniom nowotworowym [8].

Zakres leczniczych i profilaktycznych zastosowan witamin D ulega ustawicz-
nemu poszerzaniu [9, 10]. Jednak odkrycie i barwna historia badan nad tymi bio-
regulatorami zwigzane sg z przyswajaniem wapnia i krzywicg, chorobg obecnie
W znacznym stopniu juz opanowana.

2. PIERWSZE OBSERWACJE

Krzywica pojawila sie jako choroba spoleczna w potowie XVIII w. ,,Epidemi¢”
obserwowano w Anglii na obszarach poludniowo-zachodnich, gdzie burzliwie
rozwijal sie przemyst tkacki i handel welng. Pierwszy szczegdtowy opis choroby
zostal zawarty w dysertacji ,De morbo puerili anglorum, quem patrio idiomate
indigande vocant the Rickets” (O chorobie dzieci angielskich, ktérg w mowie miej-
scowej nazywa si¢ the Rickets) Daniela Whistlera (1619-1684), lekarza ksztalco-
nego w Oxford i Leiden. Wkrotce potem ukazalo si¢, najpierw po lacinie a pdzniej
i w przektadzie angielskim, obszerne dzieto poswiecone krzywicy opracowane przez
Francisa Glissona (1597-1677) i wspotautoréw z College of Physicians w Londynie,
Georgea Bate i Assuerusa Regimortera. ,,Choroba angielska” (ang. English disease,
rickets lub rachitis) zostala rozpoznana jako dziecieca choroba kosci o powaznych
skutkach dla calego organizmu, ktéra czg¢sto prowadzi do trwalego kalectwa [11].

Stosunkowo wcze$nie odnotowano, ze na chorobe angielska zapadajg gléwnie
dzieci ze $rednich i wyzszych warstw spotecznych, wychowywane we wzglednym
dostatku. Mimo prawidlowego rozpoznania nie znaleziono remedium na te cho-
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robe, a np. John Floyer w 1702 r. zalecal zimne kapiele, a nawet uwazal, ze zanurzenie
niemowlecia w zimnej wodzie podczas chrztu moze mie¢ dziatanie zapobiegawcze.
»Zte powietrze” uwazano powszechnie za jedna z przyczyn epidemii. Z dzisiejszej
perspektywy wiemy, ze zadymienie, zapylenie i tzw. smog powoduja odciecie czesci
spektrum promieniowania stonecznego waznej dla biosyntezy witamin D.

Francuski medyk Levacher de la Feutrie (1738-1790) opisal przebieg i rozma-
ite postaci krzywicy, diagnoze i ogdlne rokowania dla chorych, a takze konstrukeje
ortopedycznych przyrzaddw, protez, gorsetow, itp., ulatwiajace funkcjonowanie jej
ofiarom.

0 FIZYCINEM .

- WYCHOWANID DEIECI

% n TREER
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Tlustracja 1. Jedrzej Sniadecki ,,O Fizycznym Wychowaniu Dzieci”, Wilno, 1856 r., strona tytutowa
Illustration 1. Jedrzej Sniadecki “On the Physical Education of Children”, Wilno, 1856, the title page

Pierwsze racjonalne spostrzezenia na temat przyczyn choroby poczynit Jedrzej
Sniadecki (1768-1838) ksztalcony w Krakowie, a takze w Pawii i Edynburgu pro-
fesor chemii i farmacji w Gléwnej Szkole Litewskiej (pdzniej Uniwersytet Wilen-
ski), lekarz, mistrz medycyny spolecznej i niezmordowany propagator higieny.
Sniadecki uwaznie analizowal europejskie statystyki lekarskie, a wskazywaly one na
zgubny wplyw miast i wielkich skupisk ludzkich na stan zdrowia ich mieszkancow.
W rozprawie ,,O fizycznym wychowaniu dzieci” datowanej z 1822 r. a wydanej naj-
pierw w ramach edycji zbiorowej ,,Dziela Jedrzeja Sniadeckiego”, Warszawa, 1840 r.
a nastepnie niezaleznie, Sanok, 1855 r. i Wilno, 1856 r. (Historyczne wydanie, Wilno,
1856 1., [lustracja 1 i Ilustracja 2) pisat [12]:
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»Najszczesliwsze byly i dotad sg te kraje, ktore albo zadnych miast nie mialy
i nie majg , albo bardzo malo; w takich tylko krajach czltowiek zachowuje pierwiast-
kowg swoja dzielnos¢, i wlasciwa sobie swobode. Mieszkaniec miasta nie tylko nie-
wiescieje i oslabia si¢ coraz bardziej, ale oswojony ze wszystkimi przygodami zycia
ludzkiego zatwardza si¢ i staje obojetnym dla drugich; czyli krocej mowigc, niewies-
cieje we wzgledzie fizycznym, a w moralnym tygrysem sie staje”

I dalej (str. 34) ,,Zwyczajna $miertelno$¢ dzieci (nieréwnie wieksza niz doro-
stych) jest taka, iz w przeciggu pierwszych o$miu lat z tysigca narodzonych umiera
464. ... Tymczasem w wielkich miastach umiera potowa przed koficem nie 6smego,
ale trzeciego roku; kiedy w szpitalu dziecinnym paryskim umierajg przeszlo dwie
trzecie czesci w przeciagu pierwszych trzech tygodni”
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Tlustracja 2. Jedrzej Sniadecki ,O Fizycznym Wychowaniu Dzieci’, Wilno, 1856 r., str. 234-235, cze¢$¢ opisu
objawow krzywicy

Tllustration 2. Jedrzej Sniadecki “On the Physical Education of Children”, Wilno, 1856, pp 234-235, part of the
symptoms of rickets description

Krzywica byla tylko jedna z wielu choréb cywilizacji przemystowej, ale wazna
i coraz bardziej rozpowszechniong na terenie Polski. Jedrzej Sniadecki spostrzegt, ze
w miastach dzieci zapadajg na nig cze$ciej niz na wsiach (str. 85).

»To atoli pewna, ze tylko w domach wygodnie, miekko, a nade wszystko rozpust-
nie zyjacych natrafi¢ ja mozna; ze nawet w familiach dostatnich nie jest tak pospolita
na wsi jak w miescie; Ze jej nie zna pracowity rolnik ani wiejski rzemieslnik, ale ze
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juz lubi dziatki przykutego — po miastach biednych - do warsztatu rzemieslnika lub
wyblaklego i niechlujnego rekodzielnika, dla czego chorobe te najpierw postrzezono
w miastach rekodzielnych zachodniej czesci Anglii”

Zalecenia dla zapobiegania i leczenia rachityzmu zostaty sformulowane w spo-
sob nastepujacy: (str. 85)

»Jezeli pora roku pozwala, wypada trzymac dzieci na otwartym powietrzu
i pozwala¢ pelza¢ na storicu w piasku lub trawie; jezeli nie — da¢ im petza¢ w pokoju
na posadzce, dywanach lub rogozach. Owszem, kapiele piaszczyste w samym slo-
necznym upale uwazajg sie za walne tej dolegliwo$ci lekarstwa. Jezeli majatek rodzi-
cow jest po temu, najlepiej wywie$¢ dzieci na wie$ i chowac ile mozna w suchym,
otwartym i czystym powietrzu. Jezeli nie, nalezy je przynajmniej nosi¢ lub wozi¢
w wolnym powietrzu, zwlaszcza na stonicu, ktérego bezposrednie dziatanie na cialo
nasze do najskuteczniejszych sposobdw zapobiezenia tej chorobie i jej wyleczenia
policzy¢ nalezy”

W przypisie dodanym jako uzupetnienie do wyzej przytoczonych zalecen czy-
tamy (str. 86, przypis):

»Tak mocny i oczywisty wplyw stonca na wyleczenie choroby angielskiej tudziez
jej okazywanie sie pospolite po miastach ludnych, gdzie ulice sg waskie i mieszkania
rzemieslnikow zle oswiecone, byly powodem, Zem te chorobe poréwnywat z wycie-
kaniem, czyli jak méwimy z francuskiego, etiolowaniem si¢ roélin. Lecz gdym ja
potem w domach dostatnich postrzegt tu i déwdzie na wsi, zdania tego odstgpié
musiatem.”

Jednoznaczne wskazanie, ze krzywice nalezy leczy¢ przez poddawanie dzieci
bezposredniemu dzialaniu promieni stonecznych i ze brak $wiatla slonecznego
jest przyczyna wystepowania tej choroby mialo charakter odkrycia pionierskiego
i wyprzedzilo o kilka pokolen rozumienie etiologii tej choroby. W rozmaitych
wczesniejszych zrodtach wiedzy medycznej wskazywano na korzystny wptyw pro-
mieniowania stonecznego, lecz tylko w rozumieniu poprawienia ogélniej kondycji
organizmu ludzkiego.

Obszerna rozprawa Sniadeckiego ,O fizycznym wychowaniu dzieci” (okoto
90 str. w wydaniu wznowionym) nie zostala przettumaczona na zaden z gléwnych
jezykow publikacji naukowych, w przeciwienstwie do szerzej rozpowszechnione;
»leorii jestestw organicznych”. Sygnal o historycznie waznych pogladach Jedrzeja
Sniadeckiego dotart do obiegu migdzynarodowego tylko dzieki krétkiej notce Mozo-
fowskiego [13] (Uniwersytet im. Stefana Batorego, Wilno) w czasopismie Nature,
w 1939 r., ,Jedrzej Sniadecki (1768-1838) on the Cure of Rickets” Tym niemniej,
priorytet Sniadeckiego uznaje sie w czesci wspdlczesnych monografii na temat krzy-
wicy i witamin D.

Wypada dodac¢, ze dopiero blisko 100 lat p6zniej Hess i Unger [14] opubliko-
wali wyniki dos§wiadczen w nowojorskiej klinice dzieciecej ,The Cure of Infantile
Rickets by Sunlight”, stanowigce formalne potwierdzenie obserwacji Sniadeckiego
(oczywiscie bez cytowania).
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Angielski lekarz dzialajacy w Japonii, Theobald A. Palm, spostrzegt, ze ten kraj
byt wolny od krzywicy. Po kontaktach ze swoimi kolegami pelniagcymi postannictwo
medyczne w réznych cze$ciach $wiata uznal, ze rozpowszechnienie krzywicy jest
w odwrotnej zalezno$ci od stopnia ekspozycji ludno$ci na promieniowane stoneczne.
Swoje obserwacje przedstawil w 1890 r. w artykule pt. ,The geographic distribu-
tion and etiology of rickets” [15]. Byly one zgodne z nieco wczesniejszym raportem
British Medical Association na temat geograficznych uwarunkowan wystgpowania
chorob. Artykut Palma nie znalazl szerszego oddzwigku, jednak w latach 1920-tych
zostal on Prezesem Ligi Swiatta Stonecznego (The Sunlight League) taczacej kilka
nurtéw pierwszych organizacji ekologicznych.

Wyniki badan doswiadczalnych nad przyczynami krzywicy i znaczeniem pro-
mieniowania stonecznego dla zwierzat doswiadczalnych zostaly przedstawione na
Pierwszym Kongresie Swiatowego Towarzystwa Pediatrycznego w Paryzu, w 1912 1.
Autorem wyktadu ,Recherches expérimentales sur le manque d’action du soleil
comme cause du rachitisme”, ktdrego streszczenie zostalo zamieszczone w materia-
tach Kongresu wydanych w 1913 r. [16] (Tlustracja 3), byl Jan Raczynski (1865-1918),
urodzony w Nowym Saczu i wyksztalcony w Krakowie profesor medycyny na Uni-
wersytecie Lwowskim.
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Ilustracja 3. Ksigzka abstraktow 1-szego Kongresu Miedzynarodowego Stowarzyszenia Pediatrycznego
w Paryzu, 1912 r., strona tytulowa
Illustration 3. Book of abstracts of the First Congress of the International Pediatric Association in Paris, 1912
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Paryski wyktad zostal rozwiniety w obszernym artykule w jezyku polskim
zamieszczonym w Przeglgdzie Lekarskim w 1913 r. [16, 17] (Ilustracja 4). Roczna
statystyka kliniki choréb dzieci Uniwersytetu Lwowskiego wskazywala, ze liczba
odnotowanych przypadkow krzywicy u dzieci (od 3 do 12 miesiecy) wzrasta w mie-
siagcach wiosennych, osigga maksimum w maju, a nastepnie obniza si¢ do stanu
minimalnego w pazdzierniku. Fakt sezonowego nasilenia wystepowania krzywicy
odnotowano wczesniej w literaturze medycznej aczkolwiek, jak sie wydaje, bez ade-
kwatnego wyjasnienia. Raczynski podjal przypuszczenie, ze to brak stonca jest przy-
czyna krzywicy u znacznej cze$ci dzieci urodzonych w miesigcach pdéznojesiennych
i zimowych.

__ Kralobw, deia 7. coorwen 1911 N 23,
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Tlustracja 4.  Przeglgd Lekarski, 1913 r., strona tytulowa artykutu J. Raczynskiego ,,Etiologia krzywicy” (drugiej
czesci)

Illustration 4. Przeglgd Lekarski, 1913 r., the title page of the article of J. Raczynski ‘Etiology of rickets” (the sec-
ond part)

Wykonat on nastepujace doswiadczenie: Dwa szczenieta z tego samego miotu
o podobnej masie hodowano jedno ,w ogrodzie, gdzie prawie od wschodu do
zachodu slonice przebywalo”, a drugie w cieniu, w przewiewnym miejscu, obydwa
karmione wylacznie przez matke. Po 6 tygodniach zwierzeta stracono i ilosciowo
oznaczono zawarto$¢ substancji mineralnych. Okazalo sie, ze na 100 g masy psa
hodowanego w stonicu przypada m.in. 1,578 g CaO oraz 1,192 g P,O,, a tego w cieniu
(o wigkszej catkowitej masie) — 0,978 g1 0,862 g, odpowiednio. Mozna odnotowac,
ze w praktycznej stronie do$wiadczen korzystano z rad Stanistawa Badzynskiego,
profesora najpierw higieny, a pdzniej chemii lekarskiej tego samego uniwersytetu.



682 J. WICHA

Oto trzy kroétkie fragmenty, ktére odzwierciedlaja poglady autora:

~Wiemy juz dzisiaj, ze przyczyna niewapnienia koéci nie lezy ani w braku wap-
nia w pozywieniu, ani w zmniejszonym wchlanianiu wapna z przewodu pokarmo-
wego, tylko najprawdopodobniej polega ona na utracie zdolno$ci osadzania wapna
krazacego we krwi przez nowowytworzong tkanke kostng.” (str. 328)

sWynik chemiczny naszego, jakkolwiek tylko jednego doswiadczenia, daje
nam podstawe do wypowiedzenia zapatrywania, ze brak dzialania stonca na ustréj
wplywa ujemnie na osadzanie soli wapniowych i fosforanowych w kosécu mlodo-
cianego ustroju, a gdy zubozenie ustroju w sole stanowi istote krzywicy, mozemy
przyjac, ze brak wplywu storica na ustrdj jest przyczyna tej choroby?” (str. 342)

»Przypusci¢ tu mozna bezposrednie dzialanie promieni stfonecznych na nowo-
wytworzong tkanke kostng w ten sposob, ze nabiera ona zdolnosci osadzania wapna
lub tez, ze ten wplyw stonca idzie drogg skomplikowanych proceséw w przemianie
materyj, np. przez dzialanie na biologiczne wlasnosci krwi, majace niewatpliwie
doniosle znaczenie dla czynno$ci komorek tkanki kostnej i chrzastki” (str. 342).

Jan Raczynski, wielce zastuzony dla pediatrii Iwowskiej i polskiej, pozostat $ci-
sle zwigzany ze srodowiskiem swoich studiéw i poczatkéw praktyki lekarskiej i kli-
nicznej. W zakonczeniu poswigconej mu noty posmiertnej w Przeglgdzie Lekarskim
[18] (pidra Stanistawa Rogulskiego) czytamy:

»Mial szczegdlne umitowanie i kult dla muzyki, ktdrej w wolnych chwilach sie
z przejeciem oddawal. Goscinny dom Jego, piastujacy tradycje przyjazni Wyspian-
skiego, Malczewskiego, Zelenskich, Rydla, Kasprowicza i wielu, wielu innych twér-
cow parnasu polskiego, byl przystania dla intelektu i sztuk pieknych, a promieniujac
wysoka kulturg duchows, stanowil jakby miniature umyslowosci Aten polskich
- Krakowa”

Odkrywcza praca Raczynskiego, niestety, nie doczekala si¢ odpowiadajacych
jej znaczeniu cytowan w literaturze $wiatowej, aczkolwiek jest znana polskiemu $ro-
dowisku pediatrycznemu [19].

Odmienne podejscie do badan nad krzywica przyjat brytyjski lekarz, fizjo-
log i organizator stuzby zdrowia Edward Mellanby [20]. Powtarzalnie hodowat
on rachityczne szczenigta na diecie skladajacej si¢ z platkéw owsianych, ryzu lub
chleba oraz odtluszczonego mleka i oleju Inianego - produktow, ktore stanowily
podstawe wyzywienia ludnosci wysp brytyjskich. Wykazal nastepnie, ze uzupetnie-
nie takiego pokarmu niewielka ilo$cig masta, toju, oleju z watroby dorsza (tranu),
itp. zapobiega wystepowaniu choroby. Tran okazal si¢ najbardziej skuteczny i na tej
podstawie zostal zalecony jako przeciwkrzywiczy dodatek do diety dzieci. Nalezy
odnotowa(, ze w pracach tego badacza czynnik $wiatla zostal calkowicie pominiety
(zwierzeta prawdopodobnie nie byly wystawiane na bezpo$rednie promieniowanie
stoneczne).

W okresie, gdy zostaly opublikowane badania nad rachitycznymi szczeniakami
(1919 r.) szybko zyskiwala na znaczeniu koncepcja Kazimierza Funka (sformufo-
wana w Londynie) o znaczeniu witamin w leczeniu choréb niezakaznych, do kto-
rych zaliczono m.in. krzywice. Poznano witaming B, ktora okazala si¢ mieszaning
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réznych zwigzkéw oraz przeciwszkorbutowa witamine C (obydwie rozpuszczalne
w wodzie). Praca Mellanby wy$mienicie miescila si¢ w tym nowym nurcie badan
fizjologicznych, a dotyczyla witamin rozpuszczalnych w tluszczach.

Skutecznos$¢ promieniowania w leczeniu krzywicy jednoznacznie wykazal nie-
miecki lekarz Kurt Huldschinsky [21]. Dysponowat on narzedziami jakich nie mieli
jego poprzednicy (zadnego z nich zreszta nie cytowal), wysokocisnieniowa lampa
rteciowg do generowania promieniowania ultrafioletowego oraz aparatem Ront-
gena do $ledzenia zmian kosci.

W 1922 r. ukazalo si¢ drukiem sprawozdanie ze skrupulatnych, kilkuletnich
badan nad krzywica prowadzonych przez ekipe brytyjskiego Medical Research
Council w Klinice Dziecigcej Uniwersytetu w Wiedniu ,,The aetiology of rickets in
infants: prophylactic and curative observations at the Vienna University Kinder-
klinik” [22]. Badania kliniczne dowiodtly, ze naswietlanie promieniami ultrafioleto-
wymi oraz tran, kazdy z tych srodkéw niezaleznie od siebie, maja dzialanie zapobie-
gawcze i lecznicze.

3. TROPEM SWIATLA

Wyijasnienie charakteru dzialania czynnika pokarmowego i naswietlania bylo
nie lada wyzwaniem. Szczegélnie tajemniczy wydawal si¢ czynnik naswietlania nie
majgcy odpowiednika w leczeniu innych schorzen. Czes¢ autoréw badan w Wieden-
skiej Klinice Dzieciecej podjela ,watek klimatyczny”. Odnosi si¢ on do przekonania,
ze powietrze w pewnych szczegélnych miejscowosciach ma dzialanie regenerujace
i uzdrawiajace. Moze to wlasnie jakis skladnik powietrza posredniczy w dziataniu
promieniowania na organizm zwierzecia? (Wiedziano, ze lampy rteciowe wytwa-
rzaja ozon). Zaplanowano nastepujgce doswiadczenie [23, 24]. W duzym pojem-
niku umieszczono rachitycznego szczura wyhodowanego na diecie pozbawionej
rozpuszczalnych w ttuszczach witamin i poddano go naswietlaniu lampa rteciows.
Po zakonczeniu naswietlania do pojemnika wstawiono drugiego takiego samego
szczura. Po pewnym czasie stwierdzono, ze objawy wyleczenia wykazywaly w row-
nym stopniu obydwa zwierzeta, i to napromieniowane i to dostawione. Wyko-
nano wiele innych do$wiadczen, facznie z przepompowaniem powietrza z jednego
pojemnika do drugiego i uznano, ze na$wietlone powietrze ma wlasciwosci lecz-
nicze. Ostatecznie okazalo sie, nie wnikajac zbytnio w szczegdly eksperymentalne
i zwyczaje szczurdw, ze dostawiony osobnik uzyskiwal czynnik przeciwrachityczny
nie z powietrza, a droga pokarmowa. Pozytywna strong tego obarczonego btedem
doswiadczenia [25, 26] byto wskazanie na wyleczenie zwierzecia, ktdre nie byto bez-
pos$rednio na$wietlane.

Szczur byl bardzo trudnym zwierzeciem do$wiadczalnym do badan nad roz-
puszczalnymi w tluszczach witaminami, zwlaszcza nad witaming D, ze wzgledu
na przystosowanie do zycia w ciemnosci. Odpowiednie rachityczne odmiany
tego zwierzecia, diety pozbawione okre§lonych skladnikéw pokarmowych i klatki
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zapewniajgce usuwanie nieczystosci zostaly opracowane przez Elmera V. McCol-
luma i wspdtpracownikéw (The University Wisconsin, Madison, a nastepnie John
Hopkins University, Baltimore). Ci badacze zdotali opracowaé caly zestaw metod
pozwalajacych na ,,biologiczng analiz¢” zywno$ci. McCollum byl jednym z odkryw-
cow witaminy A (m.in. czynnik wzrostu), bedacej skfadnikiem mieszaniny rozpusz-
czalnych w ttuszczach witamin. Struktura tego zwiazku nie byla wéwczas znana,
lecz poznano pewne jego wlasciwosci chemiczne, a w szczegolnosci to, ze w wyzszej
temperaturze ulega utlenieniu tlenem powietrza i deaktywacji. McCollum wykazat,
ze tran nie traci wlasciwosci przeciwrachitycznych w takim procesie napowietrza-
nia, a zatem ze czynnoscig tg obdarzony jest inny czynnik, ktéry zostal nazwany
witaming D [27, 28].

Golblatt i Soames [29] podjeli kwestie przeniesienia efektu naswietlania pro-
mieniami ultrafioletowymi z jednego zwierzecia wyhodowanego na diecie bezwita-
minowej na drugie. W szczegdlnosci badali czy, i jezeli tak to gdzie, akumuluje si¢
»witamina”. Stwierdzili oni, ze watroba rachitycznego szczura poddanego cyklowi
naswietlan promieniami UV, zawiera znaczace ilo$ci witaminy. Dodanie tej tkanki
do karmy innego rachitycznego zwierzecia powodowalo jego wyleczenie.

Obserwacje o tym, ze naswietlanie promieniami ultrafioletowymi rozmaitych
produktow zywieniowych moze zastgpi¢ naswietlanie rachitycznych zwierzat opu-
blikowali niemal w tym samym czasie, niezaleznie od siebie, dwaj fizjolodzy ame-
rykanscy, Harry Steenbock i Alfred F. Hess (wspomniany juz wyzej w kontekscie
traktatu Sniadeckiego). Dalsze drogi badawcze tych wybitnych uczonych jednak sie
rozeszly.

Steenbock przeszedt wszystkie szczeble kariery naukowej na Wydziale Chemii
Rolniczej Uniwersytetu Madison, Wisconsin, ktory specjalizowal si¢ w biochemii
i fizjologii Zywienia i tradycyjnie podejmowal zagadnienia wazne dla miejscowego
przemystu spozywczego. Wskutek rozpowszechnienia taniej margaryny, wynalezio-
nej w Europie i produkowanej w latach I wojny $wiatowej, pozycja masta, podstawo-
wego produktu mleczarstwa Wisconsin, zostala zagrozona. Steenbock badal wlasci-
wosci zywieniowe masta, a takze mozliwosci polepszenia margaryny przez dodanie
witaminy A (obecnej w masle) i, ewentualnie, innych dodatkéw uszlachetniajacych.
Odkryl on, Ze na$wietlanie promieniami ultrafioletowymi racji zywnosciowych
zwierzat zapobiega krzywicy. W pierwszym komunikacie Steenbock zapowiedziat, ze
jego wynalazek zostanie opatentowany [30, 31]. Rzeczywiscie uzyskal szereg paten-
tow, co wiecej w 1925 r. stworzyl organizacje, ktorej zadaniem byto administrowanie
patentami i ochrona intereséw ich wiasciciela, Uniwersytetu w Madison. Organizacja
ta — The Wisconsin Alumni Research Foundation - do dzi$ jest wzorcows instytucja
posredniczaca pomiedzy uczelnig a przemystem. Wedlug monografii Fieserow [32],
do roku 1945, gdy okres ochronny gléwnego patentu wygast, Fundacja zgromadzita
tytulem tantiem okoto 14 mln dolaréw amerykanskich (éwczesnych!).

W latach 20. ubieglego stulecia istnialo wiele kontrowersji wokoél patentowa-
nia niektérych odkry¢ naukowych ze wzgledu na rysujacy si¢ konflikt pomiedzy
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interesami wynalazcy i ewentualnego producenta, a tzw. dobrem wspdlnym. Zadna
z odkrytych wéwczas witamin nie zostata opatentowana. Konflikt ten w pewnym
stopniu znajduje odbicie w dzisiejszych dyskusjach na temat praw autorskich i tzw.
ustaw ACTA (ang. Anti-Counterfeiting Trade Agreement). W charakterze dygresji
mozna wspomnie¢, ze 1a,25-dihydroksy witamina D, zostala opatentowana jako
zwiazek przez t¢ wlasnie Wisconsin Alumni Research Foundation. Znaczy to, ze
gdybym chcial syntetyzowa¢ 1a,25-dihydroksy witamine D, na potrzeby wlasnego
organizmu z cholesterolu wyodrebnionego z wlasnych kamieni zéiciowych i postu-
gujac sie wlasna metoda, musial bym uisci¢ optate wlascicielowi patentu. Druga
strong tego paradoksu jest dos¢ powszechne dzi$ przekonanie, ze w epoce globa-
lizacji technologii ochrong produkcji moga zapewni¢ tylko patenty na konkretne
zwiazki chemiczne.

Hess uzyskal wyksztalcenie w Uniwersytetach Columbia i Harvarda, a nastgpnie
w College of Physicians and Surgeon of New York City. Po studiach odbyt dwu-
letni staz naukowy w Europie: Pradze, Wiedniu i Berlinie. Byl on praktykujagcym
lekarzem-pediatrg zaangazowanym w leczenie krzywicy i badaczem zwigzanym
z College of Physicians and Surgeones i University of Columbia. Powtorzyt on wyzej
opisane do$wiadczenie z naswietlaniem lampg ultrafioletowa powietrza, a takze
poddal naswietlaniu wode i ,szereg neutralnych” pltynéw m.in. oleje bawelniany
i Iniany, lanoline, rosngcg i zerwang zielong salate. Stwierdzil, Ze to oleje nabywaja
szczegolnie wysokiej aktywnosci [33].

Poszukiwania wlasciwego czynnika antyrachitycznego doprowadzily Hessa
i jego wspolpracownikéw do niehydrolizujacych i nierozpuszczalnych w wodzie
skladnikéw olei roslinnych, czyli do steroli roslinnych zwanych wéwczas fitoste-
rolami (sitosterole), a stad i do cholesterolu. Sukces tego zespotu polegal na spro-
wadzeniu aktywnosci biologicznej do zdefiniowanych substancji chemicznych i do
powigzania tej czynnosci z cholesterolem obecnym w duzej ilosci w wewnetrznych
warstwach skory. Jednakze rozpoznanie istoty przemiany fotochemicznych steroli
przekraczalo mozliwosci lekarzy i fizjologéw. W 1925 r. Hess zwrdcil si¢ o pomoc
w znalezieniu leku przeciw krzywicy do autorytetu w dziedzinie steroli, niemiec-
kiego chemika Adolfa Windausa.

4.710TY WIEK CHEMII

Windaus studiowal medycyne i chemi¢ w Berlinie, a nastgpnie w Freiburgu.
Jego praca doktorska wykonana pod kierownictwem Kilianiego po$wigcona byta
glikozydom nasercowym z roslin rodzaju naparstnica (Digitalis). Prace habilitacyjna
pt. ,Uber cholesterin” obronit w 1903 r. i dalszg dziatalno$¢ naukowsy, od 1915 r. jako
profesor w Getyndze, poswiecil gléwnie sterolom i zwigzkom pokrewnym.

Na przetomie XIX i XX wieku oprécz cholesterolu i ergosterolu znano jeszcze
sitosterole (czgsto zawierajg niewielkie ilosci ergosterolu) i kilka innych steroli. Wie-
dziano, ze zawierajg one w szkielecie weglowym od 27 do 29 atomdéw wegla (odpo-
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wiednie weglowodory C, H,, i C;H, ) s3 alkoholami (ferolami) o jednym, dwu lub
trzech wigzaniach etylenowych i o strukturze tetracyklicznej. Kluczowa pozycje ze
wzgledu na rozpowszechnienie i cze$ciowo poznane funkgje fizjologiczne zajmowat
cholesterol.

//

redukcja COzH
biologiczna

koprostanol (5p-cholestan-3-ol) kwas cholanowy
cholesterol H

Ho/Pd
HO" ) "“OH
cholestanol (5a-cholestan-3B-ol) kwas cholowy

Schemat 2. Biologiczna (w przewodzie pokarmowym) i chemiczna redukcja cholesterolu
Scheme 2. Biological (in digestion track) and chemical reduction of cholesterol

Cholesterol w przewodzie pokarmowym zwierzat ulega redukcji prowadzacej
do dihydro-pochodnej, koprostanolu (Schemat 2). Ten proces redukcji biologiczne;j
cholesterolu oraz koprostanol pierwszy opisal wspomniany juz lwowski lekarz i che-
mik Stanistaw Badzynski [34]. Wodorowanie na katalizatorze palladowym (opisane
wczesniej przez Willstitera) prowadzito do innego zwigzku nasyconego — cholesta-
nolu. Windaus prawidlowo rozpoznal, ze koprostanol i cholestanol to izomery roz-
nigce sie konfiguracja na zwornikowym atomie wegla, aczkolwiek nie bylo wowczas
odniesienia do jakichkolwiek innych nasyconych zwiazkéw bicyklicznych.

Przestrzenne struktury koprostanolu i cholestanolu zobrazowano na Schema-
cie 2. Zwigzki te rdznig si¢ ksztaltem ze wzgledu na obecnos¢ fragmentu ,wypukte;j”
cis- 1 ,plaskiej” trans-dekaliny. Nalezy odnotowa¢, ze czasteczki cholesterolu i ergo-
sterolu sg zblizone do cholestanolu (ptaskie).

Fundamentalne znaczenie miata przeprowadzona w laboratorium Windausa
korelacja koprostanolu (a zatem i cholesterolu) z kwasami cholowymi: grupe
hydroksylowa w koprostanolu usunieto, a nastepnie weglowodér poddano utlenie-
niu otrzymujgc kwas cholanowy (produktem komplementarnym byt aceton). Iden-
tyczny zwigzek otrzymano w laboratorium innego wielkiego chemika niemieckiego,
Heinricha Wielanda w drodze transformacji kwasu cholowego, gléwnego sktadnika
z06lci bydlece;.

Dalsze badania nad strukturg cholesterolu byly prowadzone réwnolegle na
dwoch frontach, poprzez degradacje steroli (Windaus) oraz kwaséw zdlciowych
(Wieland). Otrzymano i zidentyfikowano bardzo wiele produktéw utleniania, ktére
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identyfikowano dostepnymi wowczas metodami, gtéwnie przez tworzenie pochod-
nych i niezalezng syntez¢. Ustalenie budowy tych blokéw i ,,powtdrne” zestawienie
struktury zwigzkow wyjsciowych bylo pracg tytaniczng i benedyktynska.

W 1919 r. Windaus [35] na posiedzeniu Towarzystwa Naukowego w Getyn-
dze naszkicowal pierwszy wzor strukturalny cholesterolu (Rys. 3). Kontynuowano
intensywne prace nad weryfikacja tego wzoru i odpowiednich wzoréw kwasow
cholowych. Ergosterol pozostawal jednak poza zasiegiem badan w laboratorium
Windausa po czesci ze wzgledu na bardziej zlozony charakter transformacji che-
micznych (uklad dienowy).

OH
Cholesterol, wzor Windausa, 1919 .

Rysunek 3. 'Wzor cholesterolu zaproponowany przez Windausa w 1919 .
Figure 3. Structural formula of cholesterol proposed by Windaus in 1919.

Podejmujac poszukiwania czynnika antykrzywiczego Windaus wspoélnie z Hes-
sem wykazali, ze czynnos$¢ obserwowana podczas naswietlania probek cholesterolu
pochodzi nie od tego zwigzku lecz od jego drobnego zanieczyszczenia, nieusuwal-
nego podczas krystalizacji. Zanieczyszczenie to Windaus nazwal prowitaming D. Do
podobnych wnioskéw doszli i chemicy brytyjscy, Rosenheim i Webster z the Natio-
nal Institute for Medical Research (NIMR) w Londynie. Z dzisiejszej perspektywy
mozemy uznaé, ze tg prowitaming byl 7-dehydrocholesterol (prowitamina D,)
[36-38].

W konteksécie poszukiwania zanieczyszczenia cholesterolu fizyk z Getyngi,
Pohl [39], i prawie jednocze$nie z nim Heilbron i wspétpracownicy [40] (The Liver-
pool University, pdzniej The Imperial College of Science and Technology, Londyn)
zastosowali widma w ultrafiolecie. Bylo to pierwsze w historii zastosowanie spek-
troskopii do okreslania struktury zwigzkow organicznych. Widma zdejmowano
w $wietle ultrafioletowym w specjalnie skonstruowanym w tym celu spektrometrze.
Oczyszczony cholesterol byt transparentny, natomiast jego zanieczyszczenia charak-
teryzowaly pasma absorpcji przy 293, 280 i 269 nm (nieco pdzniej wykryto czwarte
pasmo absorpcji przy 262 nm). Podobne pasma zarysowaly si¢ rowniez w pomia-
rach roztworu tranu. Warto wspomnie¢, ze w Liverpool do jednego pomiaru stoso-
wano roztwor 2 g cholesterolu w 50 ml etanolu w kuwecie o szerokosci 4 cm, a sam
pomiar trwal kilka godzin, wprawdzie dlugo ale niewspdtmiernie krdcej od testow
biologicznych.
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Ergosterol jako jedyny wsrdd znanych wowczas steroli wykazywat analogiczne
pasma absorpcji w ultrafiolecie. Rzeczywiscie, naswietlanie ergosterolu w Getyndze
[41], jak rowniez w NIMR [42], prowadzilo do mieszaniny zwigzkéw o niespotyka-
nym wczeéniej dzialaniu przeciwkrzywiczym (100 000 razy wyzszym od dobrego
tranu). Wzgledng aktywno$¢ produktéw otrzymanych z naswietlania cholesterolu
i ergosterolu oceniano jak 1:2000.

W Getyndze skonstruowano aparaty i rozwigzano podstawowe problemy
techniczne prowadzenia procesu fotolizy. W koncu lat 20. w zasadzie mozna bylo
uznaé, ze stworzono nalezyte podstawy do produkeji ,witaminy przeciwkrzywiczej”,
chociaz ani nie wyodrebniono czystego zwigzku, ani nie odgadnieto jego struktury.
Wiszystkie znaki wskazywaly na to, ze klucz do rozszyfrowania struktury witaminy D
lezy w strukturze cholesterolu.

W 1928 r. w Sztokholmie zostaly wreczone dwie nagrody Nobla w dziedzinie
chemii. Laureatami byli Heinrich Wieland (wstecznie za 1927 r.) ,,for his investiga-
tion of the constitution of the bile acids and related substances” oraz Adolf Windaus
»for the services rendered through his research into the constitution of the sterols
and their connection with the vitamins”. Obydwaj ci uczeni w wyktadach noblow-
skich przedstawili w zasadzie zgodne struktury cholesterolu (Rys. 4, A i B). Struk-
tura Windausa (A) byta nieco bardziej konserwatywna od struktury Wielanda (B)
pozostawiajaca nieokreslono$¢ w obszarze ,,czwartego” pierScienia i pozycji zako-
twiczenia taiicucha bocznego. Natomiast Wieland przedstawit jeszcze jedng struk-
ture alternatywng do B (nie uwzgledniong na Rys. 4), co mozna uzna¢ za wskazanie,
ze nie uznawal tej kwestii za zamknieta. Struktura B jest czesto nazywana strukturg
Wielanda-Windausa.

CioHa1-CHy-CH(CHs), e’

OH A OH B
Windaus, 1928 Wieland 1928

Rysunek 4.  Wzory cholesterolu przedstawione na wykladach w 1928 r. z okazji przyznania Nagroéd Nobla
H. Wielandowi i A. Windausowi

Figure 4. Structural formulas of cholesterol presented in 1928 by H. Wieland and A. Windaus at the Nobel
Price lectures

W 1927 r. pojawil sie¢ nowy watek w publikacjach dotyczacych steroli. Mia-
nowicie, Otto Diels [43], wraz ze wspdlpracownikami opublikowal wyniki pierw-
szych doswiadczen nad ich dehydrogenacja. Diels mial juz znaczne osiagniecia
we wezesnych pracach nad strukturg cholesterolu, lecz od tej tematyki odstapil na
kilkanascie lat. Teraz zastosowal metode wprowadzong i szeroko stosowang przez
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Leopolda Ruzicke - konwersje terpenoidéw do ich odpowiednikéw aromatycznych
w celu ,,odslonigcia” szkieletu weglowego, tatwiejszej identyfikacji, taczenia w klasy,
itp. [44]. Dehydrogenacje prowadzono stosujagc w podwyzszonej temperaturze
(zwykle w temperaturze wrzenia) elementarng siarke lub pallad osadzony na weglu
aktywnym.

Ogrzewanie cholesterolu z ,,palladowanym” weglem w temperaturze ok. 400°C
doprowadzilo z dobrg wydajnoscia do krystalicznego i fatwego do rozpoznania
weglowodoru aromatycznego — chryzenu (Rys. 5). (Czg$¢ tych badan zostata zrefe-
rowana przez Dielsa w wykladzie z okazji przyznania mu Nagrody Nobla w 1950 r.
»Description and importance of the aromatic basic skeleton of the steroids”).
Wynikéw nie uznano jednak za konkluzywne ze wzgledu na wysoka temperature
procesu i szczegdlna trwalos¢ termodynamiczna chryzenu, co moglo powodowac
przegrupowania szkieletowe. W dalszych poszukiwaniach Diels odkryt, ze znacznie
lepszym srodkiem dehydrogenujacym jest elementarny selen. Ogrzewanie choleste-
rolu z selenem w umiarkowanej temperaturze (okoto 250°C) prowadzilo do innego
produktu, ktéry uzyskat nazwe weglowodoru Dielsa. Minelo jeszcze kilka lat zanim
strukture tego weglowodoru potwierdzono na drodze niezaleznej syntezy [45, 46]
(Rys. 5). Tym niemniej, wszystkie dane wskazywaly na to, ze jest to pochodna
cyklopentanofenantrenu. Doswiadczenia Dielsa rzucily cienn watpliwosci na wzor
Wielanda-Windausa.

g%
s OO"

Chryzen Weglowodér Dielsa
(3'-metylo-1,2-cyklopentanofenantren)

Rysunek 5. Produkty dehydrogenacji cholesterolu otrzymane przez Dielsa
Figure 5. Cholesterol dehydrogenation products obtained by Diels

Brytyjski fizyko-chemik, teoretyk i krystalograf, Bernal, badat krysztaty ergo-
sterolu i pewnych produktéw jego naswietlania. Zagadnienie struktury steroli nie
byto mu calkiem obce, gdyz od lat 20. wraz ze wspdtpracownicg, Dorothy Crowfoot-
Hodgkins (pdzniejsza laureatka Nagrody Nobla), podejmowal proby identyfikacji
ich metabolitéw wyodrebnionych z moczu (przez Marriana i wspdtpracownikéw
w Londynie). Technika analizy rentgenograficznej nie pozwalata jeszcze na umiej-
scowienie poszczegdlnych atomow szkieletu weglowego, lecz tylko na ogélne okre-
Slenie ksztaltu czasteczki. Bernal zaobserwowal, ze czasteczki ergosterolu w krysz-
tale ukladajg si¢ w podwdjne warstwy podobnie jak to ma miejsce w przypadku
diugotanicuchowych alifatycznych alkoholi. Rozmiary czgsteczki nie pokrywaly sie
z oczekiwanymi. Gtéwnym Zrédtem kontrowersji bylo to, ze pomiar wskazywal na
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wydluzong plaska czasteczke wowczas, gdy wzor Wielanda-Windausa implikuje
przestrzennie rozbudowang bryle ze wzgledu na obecnos¢ jednego atomu wegla
wspodlnego dla trzech pierécieni (C-9 na Rys. 4). Wyniki pomiaru oraz doniesienia
z laboratorium Dielsa sklonily Bernala do zaproponowania dla steroli (Scislej, dla
ergosterolu) nowego wzoru, opartego na szkielecie weglowym perhydrochryzenu
[47-49] (Rys. 6). Rownoczesnie z komunikatem Bernala ukazala si¢ bardzo podobna
propozycja Rosenheima i Kinga [50].

X HO
CO,H
A HO B
Bernal, Rosenheim i King, R osenheim i King,
maj, 1932 sierpien, 1932

Rysunek 6.  Ramowy wzdr steroli zaproponowany przez Bernala oraz Rosenheima i Kinga (A), wzér kwasu
dezoksycholowego zaproponowany przez Rosenheima i Kinga (B)

Figure 6. Framework structure of sterols proposed by Bernal and Rosenheim, and King (A), formula of
desoxycholic acid proposed by Rosenheim, and King

Ci ostatni autorzy po poglebionych studiach literaturowych jako pierwsi opu-
blikowali prawidlowy, obecnie powszechnie znany, wzér kwasu dezoksycholowego
[51] (Rys. 6). W ten sposob badacze, ktdrzy nie angazowali si¢ w mozolne doswiad-
czenia nad degradacjg i chemicznymi przeksztalceniami steroli i kwaséw zotcio-
wych i sami nie opublikowali ani jednej pracy w tej dziedzinie jako pierwsi wyde-
dukowali jakie wzory nalezy przypisa¢ tym zwigzkom. Nieco pdzniej na podstawie
powtornej analizy wlasnych danych eksperymentalnych do takiego samego wzoru
dotarli réwniez Wieland i Dane [52]. Ostatecznie Windaus [53] w obszernej publi-
kacji pt. ,Uber Konstitution des Cholesterins und der Gallensduren” podsumowat
caloksztalt prac nad tymi grupami zwiazkow.

W miedzyczasie intensywnie postepowaly prace nad optymalizacjg warunkéow
naswietlania ergosterolu i wyodrebnieniem przeciwkrzywiczej witaminy [54]. Che-
micy z NIMR oczyszczali produkt poprzez destylacje frakcyjna. Uzyskali oni na tej
drodze wysoce aktywng substancje krystaliczng, ktorg nazwali kalcyferolem [55]
(ergokalcyferol). Windaus i wspdlpracownicy wyizolowali material krystaliczny,
ktory nazwali witaming D, [56]. Okazalo si¢ jednak, ze jest to wspotkrystalizujaca
mieszanina witaminy oraz jednego z ubocznych produktéw fotolizy (lumisterolu).
Po wielu probach, w ktorych stosowano lampy do generowania promieniowania
o réznym zakresie i réZne metody izolacji, otrzymano czysta witamine D, (ergo-
kalcyferol). Wazne w tej metodzie postepowania bylo to, ze fotoliz¢ prowadzono do
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zuzycia okolo 60% ergosterolu, a niezmieniony substrat oddzielono (w postaci kom-
pleksu z digitoning). Oleistg mieszanine produktéw poddano dzialaniu bezwodnika
cytrakonowego w temperaturze pokojowej (10 dni) i, kolejno, hydrolizie i odmyciu
soli kwasu. Dopiero tak przygotowany produkt krystalizowal z eteru naftowego
(57].

Mimo sukceséw w dziedzinie izolacji struktura witaminy D, nadal pozostawata
zagadka, a korelacja ergosterolu z cholesterolem zostala opublikowana dopiero rok
pozniej [58]. Aby zrozumie¢ istote proceséw chemicznych w procesie izolacji pro-
duktu krystalicznego musimy wyprzedzi¢ rozwdj wypadkow.

lumisterol

HO

7-dehydrocholesterol prewitamina D3

R = CH,CH,CH,CH(CH3), bezwodnik cytrakonowy

Schemat 3. Fotochemiczne przemiany 7-dehydrocholesterolu
Scheme 3. Fotochemical transformations of 7-dehydrocholesterol

W latach 50. Vielluz i wspolpracownicy [59, 60] wykazali, ze naswietlanie
ergosterolu jak rowniez 7-dehydrocholesterolu powoduje rozerwanie wigzania
C-9,C-10 i utworzenie trienu, ,prewitaminy” (Schemat 3). Jest to fotochemiczna
reakcja odwracalna i prowadzi réwniez do utworzenia izomeru substratu, lumiste-
rolu. Prewitamina ulega termicznemu przegrupowaniu przebiegajacemu z przenie-
sieniem atomu wodoru od grupy metylowej C-19 do C-9. (W poprzednich bada-
niach naswietlanie prowadzono w wyzszych temperaturach i obydwa procesy,
fotochemiczny i termiczny, przebiegaly rownolegle). W warunkach transformacji,
cze$¢ produktu ulega izomeryzacji cis-trans wokot wigzania C-5,C-6 dajac ,trans-
witamine D,”. Obydwa zwiazKki, cis i trans, majg aktywny uklad dienu obejmujacego
pierscien sze$ciocztonowy (atomy wegla C-5, C-6, C-10, C-19). Dien ,trans” jest
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mniej ostaniany przestrzennie i fatwiej ulega reakcji Dielsa-Aldera z bezwodnikiem
cytrakonowym (lub maleinowym). Hydroliza adduktu do odpowiedniego kwasu
dikarboskylowego pozwala na usuniecie niepozadanego produktu. Nalezy wspom-
nie¢, ze wedlug badan Havingi i wspotpracownikow [61] fotochemiczna reakeja,
w zaleznosci od dlugodci fali, okresu naswietlania, itp., prowadzi do utworzenia bar-
dzo wielu produktéw, a przy dluzszym naswietlaniu prewitamina, witamina i inne
trieny ulegaja dalszym reakcjom fotochemicznym az do utworzenia produktéow
pozbawionych chromoforu.

W 1936 r. zostala opublikowana prawidfowa struktura witaminy D, [62].
Przypisanie miato czysto spekulatywny charakter, gdyz nie dysponowano zad-
nymi dowodami potwierdzajacymi utworzenie egzocyklicznej grupy metylenowej
(mozna bylo racjonalnie oczekiwa¢, ze fotolitycznemu rozerwaniu ulegnie naj-
bardziej ,,obcigzone” wigzanie C-9-C-10). Ciekawe odnotowa¢, ze przed publika-
cja struktury Windaus zasiggnal opinii Bernala. Kopia listu w tej sprawie zostala
zamieszczona we wspomnieniach Hodgkin [49] i jest przytoczona na Ilustracji 5.
Wedlug tych wspomnien, Bernal wzoru nie popart, lecz tez nie mial podstaw aby
oponowa¢. Nieco wczesniej konkurencyjny, jak sie okazalo bledny, wzér witaminy
D, zaproponowat Heilbron [63].
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g Adhan, day Aas HAamus 9y odles Celecprot
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Tlustracja 5. Kopia listu Windausa do Bernala dotyczacego proponowanej struktury witaminy D,. Skopiowano
z: D.M.C. Hodgkin ,,John Desmond Bernal. 10 May 1901-15 September 1971”, Biogr. Mems Fell.
R. Soc., 1980, 26, 16-84, s. 40, za zgoda the Royal Chemical Society

Illustration 5. A copy of the letter of Windaus to Bernal regarding the proposed structure of vitamin D,. Copied
from: D.M.C. Hodgkin “John Desmond Bernal. 10 May 1901-15 September 19717, Biogr. Mems
Fell. R. Soc., 1980, 26, 16-84, p. 40, with the permission of the Royal Chemical Society

Amerykanski biochemik Waddell [64] podsumowal czesto sprzeczne prace
nad poréwnaniem substancji przeciwkrzywiczej wytwarzanej ze ,,standardowego”
cholesterolu oraz z ergosterolu, a takze nad dzialaniem tych produktéw na rézne
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zwierzeta doswiadczalne. Wykonane przez niego testy na kurczetach wykazaly, ze
»witamina” przygotowana przez naswietlanie cholesterolu, a takze tran, jest znacz-
nie bardziej aktywna niz ta przygotowana przez naswietlanie ergosterolu.

W poszukiwaniu odpowiednika ergosterolu chemicy z Getyngi syntetyzowali
z cholesterolu 7-dehydrocholesterol [65]. Naswietlanie tego zwiazku i izolacja bio-
logicznie czynnego produktu doprowadzity do otrzymania witaminy D, — zwigzku
wytwarzanego w organizmach zwierzat na drodze biosyntezy [66]. Pierwsza strona
tej waznej publikacji zostala skopiowana na Ilustracji 6.

100

Uber das

aus T-Dehydro-cholesterin,
Tea
A Windans, Fr. Sehenek und ¥, v. Werder.

(A dem Algrmeines Chemdscken Unirenititsialoniosiom (n Gietmera.)
(Der Beliftieitong Tagepaacen s 30. MMl 131}

Vor ciniger Zeit haben A, W)nd.aus, H. Lutt:n lnd

Fr. 8chenck fiber die Darstellung des 7-Dehyiro.

berichtet ). Dm meue Blerin In.l im BingeB dﬂﬂl.lrinlhhﬂn

dieselbe der

unterscheidet sich vom dicsem nur dadurch, N ihm tllellelhj'l-

gruppe an C, uod die Doppelbindung zwischen C,, und C,, fohle.
CH,

Tlustracja 6.  Kopia strony tytulowej pracy Windausa i wspétautoréw dotyczacej otrzymywania witaminy D,
Ilustration 6. A copy of the first page of the publication of Windaus and coauthors on the synthesis of
vitamin D,

Niemal réwnoczes$nie, Brockmann [67], réwniez w Getyndze, wyizolowal
identyczny zwigzek ze oleju watroby tuniczyka. Gtéwng trudnoscig w dos¢ ztozonej
procedurze izolacji witaminy D, z materiatu biologicznego bylo oddzielenie wita-
miny A oraz cholesterolu (i 7-dehydrocholesterolu). Wielce pomocna okazala si¢
nowa, jeszcze raczkujgca metoda separacji zwigzkow organicznych - chromatogra-
fia kolumnowa na tlenku glinu, wczesniej stosowana tylko do rozdzialu substancji
barwnych.

Obydwa zwigzki, witaminy D, i D, charakteryzowaly podobne wtasciwo-
$ci fizyczne, m. in. silna absorpcja w ultrafiolecie (265 m), i zblizona aktywnos¢
w testach na szczurach. Jednakze, w testach na kurczakach witamina D, wykazata
mniej niz 3% aktywno$ci witaminy D..
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Badaniom poddano jeszcze jedng tkanke zwierzeca — $wieza skdre wieprzowa.
Ze 100 kg tego materialu wyizolowano 30 g surowych steroli. Stosujgc chromato-
grafie kolumnowa wykazano, ze gtéwnym sktadnikiem jest cholesterol lecz zdotano
takze wyodrebni¢ 7-dehydrochoesterol — naturalng prowitamine D, (4% surowej
mieszaniny steroli) [68].

Dla kompletnosci obrazu nalezy jeszcze odnotowaé zwigzek nazwany w labo-
ratorium Windausa witaming D, [69]. Jest to syntetycznie otrzymany 22-dihydro-
analog witaminy D, wykazujacy nizsza aktywnos$¢ przeciwkrzywicza od zwigzku
macierzystego (okoto 50% u szczura) i jak dotad uzywany tylko jako zwigzek
modelowy.

Struktura witamin D zostala ostatecznie potwierdzona w badaniach krystalo-
graficznych Crowfoot i Dunitza [70] w 1948 r (pomiary wykonano dla 4-jodo-5-
nitrobenzoesanu witaminy D,).

Badania nad strukturg steroli i witaminami D w laboratorium w Getyndze
znalazly odzwierciedlenie w pond 50 rozprawach doktorskich. Wielu ich autoréw
kontynuowalo badania na stanowiskach podoktorskich w Getyndze lub innych
osrodkach akademickich, lub przemystowych. Wiele innych o$rodkéw naukowych
uczestniczylo w programie badan inspirowanych i koordynowanych przez Win-
dausa, aczkolwiek publikacje nie zawsze byly firmowane jego nazwiskiem. Zespot
z Getyngi otrzymywal wsparcie finansowe jak rowniez pomoc techniczng w przygo-
towaniu surowcow od kilku niemieckich firm farmaceutycznych.

5. TRUDNA HISTORIA

W literaturze wspomnieniowej, a zwlaszcza w opracowaniach dotyczacych zycia
i dziatalnosci wybitnych chemikéw niemieckich, szczegdlne znaczenie ma watek
ich stosunku do wojny oraz do ideologii narodowego socjalizmu. Windaus zajmuje
pozycje wyjatkowa ze wzgledu na niekonformistyczng postawe oraz przeciwstawia-
nie si¢ polityce rezymu przy pelnej formalnej lojalnosci obowigzujacej wyktadowce
panstwowego uniwersytetu w Niemczech [71].

W przeciwienstwie do swoich licznych kolegéw, m.in. Wielanda, w czasie [ wojny
$wiatowej odmowil wziecia udzialu w zespole ekspertéw pracujacych w Kaiser-Wil-
helm Gesellschaft nad bronig chemiczng (niedozwolong przez konwencje Haskie).

Po 1933 r,, jako kierownik Instytutu Chemii Organicznej w Getyndze, sprze-
ciwil sie nagonce jaka czes¢ studentéow i doktorantéw podjeta przeciw Neisse-
rowi, doktorantowi pochodzenia zydowskiego oraz kilku ,,poplecznikom Zydow”.
W liscie do ministra napisal, ze nie jest jego zamiarem przeciwstawianie si¢ polityce
wladz, lecz ze wzgleddw etycznych nie moze zgodzi¢ sie na agitacje w Instytucie.
List zostal zrozumiany jako zapowiedz jego rezygnacji ze stanowiska, a w rezultacie
przywodce mlodych nazistow przeniesiono na inny uniwersytet, a Neisser z powo-
dzeniem ukonczyl prace doktorska i wyemigrowal. Podobne deklaracje Windaus
sktadal w kilku innych sprawach, m.in. wprost odmoéwil podpisania listu poparcia
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do Hitlera, ktéry w imieniu niemieckich laureatéw Nagrody Nobla napisal Prezy-
dent Niemieckiego Towarzystwa Chemicznego, ubiegat si¢ o zezwolenie na wzigcie
udziatu w spotkaniu upamietniajgcym Fritza Habera w 1935 1. [72].

MJéj niezyjacy juz przyjaciel, prof. Wolfgang Kreiser z Uniwersytetu w Dort-
mund, moéwil, ze pewnego razu wchodzac do pracy Windaus natknat si¢ na grupe
mlodziezy w brunatnych koszulach i ze swastykami na rekawach. Odwrdcit sie na
piecie i wiecej sie w Instytucie nie pokazal. Trudno powiedzie¢ czy tak bylo rzeczy-
wiscie, czy tez jest to jedna z legend, ktore otaczaly posta¢ Adolfa Windausa w $ro-
dowisku jego naukowych wnukow. Faktem jest, ze w 1938 r. przestat on przychodzi¢
do Instytutu (mial 62 lata) chociaz na emeryture przeszedt dopiero w 1944 r.
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Tematyka jej pracy doktorskiej jest zwigzana z wyko-
rzystaniem nanozeolitéw jako nosnikéw radionuklidéw
i ich potencjalnym zastosowaniem w celowanej terapii
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centrujg si¢ na otrzymywaniu nowych radiofarmaceutykéw dla medycyny nuklear-
nej, szczegolnie dla a-immunoterapii.
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ABSTRACT

Rapid and widespread growth in the use of nuclear medicine for both diagnosis
and therapy of disease has been the driving force for a design of novel radiophar-
maceuticals. Particularly, recent progress in nanotechnology gives the possibility of
designing new carriers for delivering radionuclides in a manner to overcome some
limitation such as nonspecific biodistribution and targeting, water insolubility, poor
oral bioavailability and others. There are several perspective therapeutic and diag-
nostic radionuclides which cannot be bound to biomolecule via chemical bonds.
Nanocarriers gives the opportunity for binding such radionuclides.

Nanoparticles have to be designed with an optimal size (above 100 nm) and
surface characteristic to easily penetrate the barriers in the body and prevent elimi-
nation by reticuloendothelial system. Among nanoparticles which are used for
delivery and targeting are polymers, lipids, viruses, organometallic compounds,
precious metals or metal oxides.

This article presents a brief review of the applications, advantages, difficulties
and future perspective of inorganic nanoparticles, which can be used as radionu-
clide delivery systems. The main direction of developing new nanostructures for
nuclear medicine is to create multimodal agents which are suitable for such com-
bined methods as PET/MRI or PET/NIRE. Also combination of diagnostic and
therapeutic agents in one nanocontainer is possible.

Keywords: nanoparticle, nuclear medicine, drug delivery system, drug carriers,
Stowa Kkluczowe: nanoczastki, medycyna nuklearna, system transportu lekow,
no$niki lekéw
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WSTEP

Nastepujacy w ostatnich latach gwaltowny rozwdj metod diagnostyki medycz-
nej, a szczegdlnie medycyny nuklearnej pozwala wykrywa¢ zmiany patologiczne,
zwlaszcza nowotworowe, w bardzo wezesnym stadium ich rozwoju, a zatem rozpo-
czyna¢ leczenie znacznie wcze$niej niz przy stosowaniu klasycznych metod diag-
nostycznych. Dzieki temu diagnostyczne metody medycyny nuklearnej szczegdl-
nie pozytonowa tomografia (PET) - sg dzi$§ niezastapionym narzedziem lekarza,
zaréwno diagnosty, jak i terapeuty, ktory fatwo moze kontrolowa¢ przebieg procesu
leczenia [1].

Takze toksyczny efekt promieniowania jonizujacego, znany juz od czasu
odkrycia promieniotwdrczosci przez Henri Bequerela i malzonkéw Curie, znalazt
zastosowanie medyczne. Rutynowa metoda leczenia nowotworéw jest naswietlanie
chorych tkanek zewnetrznymi zrédtami promieniowania. Metoda ta ma jednak
wiele ograniczen takich jak konieczno$¢ dokladnej lokalizacji guzéw, niemoznosé
leczenia bardzo drobnych i rozsianych przerzutéw, czy duze deponowanie dawki
promieniowania na sgsiednich zdrowych tkankach. Aby unikng¢ tych ograniczen,
w ostatnich latach, opracowano alternatywna metode celowanej radioterapii, w kto-
rej naswietlanie chorej tkanki nastepuje poprzez nakierowany na nig radionuklid.

Zaréwno w diagnostyce, jak i terapii aby selektywnie nakierowa¢ radionuklid
na chorg tkanke musi by¢ on przylaczony chemicznie do tzw. wektora — substan-
cji biologicznie aktywnej wykazujgcej powinowactwo do chorobowo zmienionych
komorek. W zaleznoéci od tego czy dany radiofarmaceutyk bedzie miat zastosowa-
nie diagnostyczne czy terapeutyczne, radioizotop wchodzacy w jego sklad powinien
charakteryzowac si¢ odpowiednimi wlasciwo$ciami radiochemicznymi. W diagno-
styce pojedynczego fotonu (SPECT) stosowane s3 radionuklidy emitujace promie-
niowanie gamma, o energii zawierajacej si¢ najlepiej w zakresie 100-250 keV, zas
w metodzie PET wykorzystuje sie radionuklidy emitujace czastki 8, ktore anihilu-
jac z napotkanymi elektronami powoduja powstanie dwdch fotonéw o energii 511
keV, emitowanych pod katem 180° [2]. Zaréwno fotony emitowane przez emitery
y, jak i powstale z anihilacji czgstek f* kwanty gamma majg mozliwo$¢ przenika-
nia przez tkanki i moga by¢ rejestrowane przez odpowiednie detektory na zewnatrz
organizmu. Celem podawania pacjentom radiofarmaceutykéw diagnostycznych
jest uzyskanie obrazu morfologicznego chorego organu, a takze zbadanie czynnosci
tkanki lub narzagdu, w ktérym zgromadzit si¢ radionuklid. Czesto rowniez radiofar-
maceutyki diagnostyczne uzywane sg do planowania terapii oraz monitorowania
efektywno$ci wybranej metody leczenia 3, 4].

W radioterapii wewnetrznej wykorzystuje sie radionuklidy, emitery promie-
niowania korpuskularnego, ktore przytaczone do czgsteczek biologicznie aktywnych
selektywnie akumuluja si¢ w chorej tkance. Wyjatkowa zaletg ,,celowanej” radiote-
rapii jest mozliwo$¢ niszczenia chorych tkanek bez uszkadzania zdrowych. Ma to
szczegOlne znaczenie w przypadku matych guzéw nowotworowych we wczesnym
stadium rozwoju, a takze drobnych przerzutéw nowotworowych. Ograniczeniem
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zastosowania ,celowanej” radioterapii jest koniecznos¢ znalezienia odpowiednich
receptordw na komoérkach nowotworowych oraz czasteczek biologicznie aktyw-
nych wykazujacych powinowactwo do tych receptoréw. Jednakze wedlug ostat-
nich danych literaturowych [5] mozna si¢ spodziewa¢ znalezienia dla mniej wiecej
polowy rodzajow nowotworéw odpowiednich czasteczek biologicznie aktywnych,
ktore moga by¢ wykorzystane w ,,celowanej” radioterapii.

W zaleznosci od wielkosci chorej tkanki, tak dobiera si¢ radionuklid, aby efekt
terapeutyczny byl optymalny. I tak dla duzych guzéw nowotworowych najodpo-
wiedniejsze okazaly si¢ radionuklidy emitujace wysokoenergetyczne promieniowa-
nie f~ (’Y,'"*Re). Jednak medycyna nuklearna zglasza takze duze zapotrzebowanie
na radiofarmaceutyki wykazujace efekt terapeutyczny w stosunku do matych zmian
nowotworowych rozsianych na duzej powierzchni tkanki, przerzutéw nowotworo-
wych lub nowotworéw we wczesnym stadium rozwoju. Te warunki moga spelnia¢
emitery miekkiego promieniowania f3°, elektronéw Augera oraz emitery promienio-
wania «.

Nowoczesne radiofarmaceutyki receptorowe skladajg sie z 4 czesci (Rys. 1):
radionuklidu, bifunkcyjnego liganda, czasteczki laczacej ligand z biomolekula
(linkera) oraz biomolekuly. Radionuklid, gdy jest kationem metalu, jest zwigzany
z chelatowym ligandem bifunkcyjnym, ktéry poprzez czasteczke linkera faczy sie
z biomolekuls.

| bifunkcyiny

v

j ligand e

Rysunek 1. Schemat nowoczesnego radiofarmaceutyku receptorowego
Figure 1. Scheme of the modern receptor radiopharmaceutical

i

hiomolekutz

Biomolekule moze stanowi¢ przeciwcialo monoklonalne, jego fragment lub
peptyd majacy powinowactwo do receptoréw komorek nowotworowych. Dzieki
temu, po wprowadzeniu radiofarmaceutyku do organizmu, biomolekuta zachowuje
sie jak wektor, ktory kieruje radiofarmaceutyk do komoérek nowotworowych i wiaze
sie z ich receptorem.

Celowana terapia radionuklidowa jest bardzo dynamicznie rozwijajacg sie
dziedzing. Istnieje wiele prac przegladowych, w ktérych zostaly szczegétowo omo-
wione terapeutyczne i diagnostyczne radiofarmaceutyki [2-8]. Przy projektowaniu
nowych radiofarmaceutykéw gléwnym zadaniem dla chemika jest opracowanie
metody, za pomoca ktérej mozna trwale zwigzac izotop promieniotwdrczy oraz
polaczy¢ go z biomolekula. Przewazajaca wigkszos¢ radionuklidéw stosowanych
w radiofarmacji to metale, ktére maja zdolno$¢ do tworzenia trwalych zwigzkow
kompleksowych. Zwigzane sg one z biomolekula zazwyczaj przez multidentne,
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gltéwnie poliamino-polikarboksylowe liniowe, badz cykliczne ligandy [9]. Takze
przylaczenie radionuklidéw z grupy fluorowcéw takich jak *°F, *”Br, '**"****P*!] nie
nastrecza wigkszych trudnosci. Istniejg jednak radionuklidy, ktore posiadajg bar-
dzo atrakcyjne dla medycyny nuklearnej wlasciwosci jadrowe, jednakze nie tworzg
one trwatych polaczen kompleksowych. Do tej grupy mozna zaliczy¢ diagnostyczne
radionuklidy takie jak *'Tl, *™%Rb czy, **Sr, ktore jako kationy pierwszej i drugiej
grupy nie tworza wystarczajaco trwalych polaczen chelatowych. Podobnie trudno
jest zwigza¢ z biomolekutg bardzo atrakcyjne radionuklidy terapeutyczne takie jak
B emitery '"Ag, **'”Au czy a emitery *''At, ****'Ra.

Wiegkszo$¢ a emiteréw w wyniku rozpadu tworzy inne stosunkowo dtugozyjace
radionuklidy i utrzymanie takich par w zwigzku kompleksowym jest bardzo trudne
(*’Pb>*"’Bi, *’Ac>*""Bi czy *’U->"°Th). Dlatego tez, poszukuje si¢ innych rozwig-
zan pozwalajacych trwale zwiaza¢ wymienione radionuklidy.

Tu z pomoca przychodzi nanotechnologia. Wykorzystujac nanoczastki mozna
zwigzac niektdre radionuklidy, ktore nie tworza trwatych zwigzkéw kompleksowych
[10,11]. W ostatnim dziesiecioleciu zostalo opracowanych wiele ukladow nanoczast-
kowych pozwalajacych na transport radionuklidéw. Do organicznych nanoczastek
wykorzystywanych w medycynie nuklearnej naleza lipidy, materialy polimerowe
w formie m.in. miceli, dendrymery. Sposréd nich najlepiej zbadane i najbardziej
perspektywiczne sg liposomy [10, 12-14]. W niniejszej pracy zostang omowione
nanoczastki nieorganiczne, ktdre znalazly zastosowanie w medycynie nuklearnej
takie jak, nanoczgstki zlota, nanoczastki tlenku zelaza, nanoczastki srebra, nanozeo-
lity oraz kropki kwantowe.

1. CHARAKTERYSTYKA NANOCZASTEK STOSOWANYCH
W MEDYCYNIE

Rozwdj nanotechnologii prowadzi do coraz szerszego wykorzystania nanoma-
teriatéw w medycynie. Sg one uzywane jako znaczniki badz platformy dla znaczni-
koéw diagnostycznych w obrazowaniu molekularnym, czynniki antybakteryjne oraz
noéniki do selektywnego dostarczania lekdw. Stosowane zaréwno w diagnostyce jak
i terapii nanoczastki majg $rednice mniejsze niz 100 nm, czyli posiadajg rozmiary
podobne do jednostek biologicznych takich jak wirusy, czgsteczki DNA czy biatka
[15].

W przypadku lekéw przeciwnowotworowych, aby leczenie bylo efektywne lek
musi pokona¢ wszystkie wewnetrzne bariery w organizmie i dotrze¢ do komoérek
nowotworowych, przy minimalnej utracie aktywnosci w krwioobiegu. Ponadto,
po dotarciu do chorej tkanki lek powinien selektywnie zniszczy¢ komoérki nowo-
tworowe z jak najmniejszym oddzialywaniem na komdrki zdrowe. Nanoczastki sg
strukturami, ktére potencjalnie moga spelnia¢ oba kryteria [11].

Nanoczastki, aby efektywnie pelni¢ role nosnika i dostarcza¢ dawke terapeu-
tyczng do komoérek nowotworowych, muszg mie¢ zdolnos¢ pozostawania w krwio-
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obiegu odpowiednio dlugo zanim zostana z niego wydalone. Przewaznie nanoczastki,
ktérych powierzchnia nie jest zmodyfikowana sg wytapywane w krwioobiegu przez
makrofagi ukladu fagocytarnego, gtéwnie komorki siateczkowo-$rédbtonkowe
gwiazdziste watroby i $ledziony. Czas przebywania we krwi takich niezmodyfiko-
wanych uktadéw zalezy od rozmiaru oraz ksztaltu czastek. Mozna zatem wplywac
na los nanoczastek we krwi poprzez modyfikacje¢ ich rozmiaru oraz powierzchni.

Jedna z istotnych zalet nanoczastek jest mozliwos¢ syntezy czastek o okreslo-
nych rozmiarach. Stosowane jako nos$niki lekéw musza mie¢ rozmiary na tyle duze,
aby unikna¢ gwaltownego przenikania przez naczynia krwionosne, ale réwniez na
tyle mate, aby makrofagi systemu fagocytarnego nie mogly ich wylapa¢. Rozmiar
sinusoid $ledziony oraz komoérek Kupffera watroby waha si¢ pomiedzy 150 a 200
nm, a wielko$¢ szczelin pomiedzy komoérkami wyscielajacymi wewnetrzna strong
naczyn krwiono$nych nowotworu wynosi od 100 do 600 nm. W zawigzku z tym
$rednica nanoczgstek powinna by¢ nie wieksza niz 100 nm, tak aby mogly one
przejs¢ przez obie struktury naczyniowe i dotrze¢ do komérek nowotworowych.

Jak juz wczeéniej wspomniano, poza rozmiarem réwnie waznym czynnikiem,
wplywajacym na farmakokinetyke i biodystrybucje¢ nanoczastek po wprowadzeniu
do krwioobiegu jest charakterystyka ich powierzchni. Nanoczastki, aby unikna¢
wychwycenia przez makrofagi musza mie¢ silnie hydrofilowg powierzchnie. Jedna
z mozliwosci zwigkszenia ich hydrofilowosci jest pokrycie powierzchni nanoczastek
hydrofilowym polimerem, takim jak np. polietylenoglikol [14].

2. MECHANIZMY KUMULOWANIA SIE NANOCZASTEK
W ZMIENIONYCH CHOROBOWO TKANKACH - TRANSPORT BIERNY
I CZYNNY

2.1. TRANSPORT BIERNY

Zastosowanie odpowiednich nanoczgstek umozliwia immobilizowanym w nich
substancjom aktywnym przenikanie bezpo$rednio do organéw i komoérek zmienio-
nych chorobowo. Osiaganie miejsc docelowych w organizmie przez nanoczastki
odbywa sie przy udziale mechanizméw transportu blonowego, zaréwno biernego,
jak i aktywnego. Nanoczgstki o pozadanych rozmiarach i odpowiednio zmodyfiko-
wanej powierzchni, zapobiegajacej ich wychwytowi przez uktad fagocytarny organi-
zmu, mogg pozostawaé w krwioobiegu przez odpowiednio diugi czas, zanim osiggng
docelowe miejsce dzialania. Z kolei selektywnemu gromadzeniu si¢ makromolekut,
w tym réwniez nanoczastek, w komdrkach nowotworu sprzyja specytika budowy
struktury naczyniowej guza oraz mechanizmy biernego transportu btonowego.

Szybki wzrost komérek nowotworowych mozliwy jest miedzy innymi dzieki
sprawnym procesom angiogenezy, tj. tworzenia nowych, lub rearanzacji juz istnie-
jacych naczyn krwionoénych w obrebie i poblizu masy guza w celu stalego zaopa-
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trywania ja w tlen i sktadniki odzywcze [16,17]. Jednak brak réwnowagi w dziataniu
regulatoréw angiogennych, takich jak czynniki wzrostu (VEGF) i metaloproteinazy
macierzy, pocigga za sobg duzg dezorganizacje¢ naczyn nowotworowych przejawia-
jaca si¢ wystepowaniem w ich strukturze wielu poréw, powiekszone przerwy srod-
weztowe pomiedzy komoérkami wewnetrznej §ciany naczyn krwiono$nych. Te cechy
powoduja, ze makromolekuly, takie jak nanoczastki, o ci¢zarze czasteczkowym
powyzej 50 kDa, moga przenika¢ przez pory naczyn nowotworowych i selektywnie
gromadzi¢ si¢ w nowotworowej tkance §rodmiazszowej. Ten typ transportu bier-
nego jest okredlany jako ,,podwyzszona przenikalno$¢ i retencja’ (ang. Enhanced
permeation and retention, EPR) [10, 14, 18].

Kolejnym czynnikiem wplywajacym na bierny transport nanoczastek jest
mikrosrodowisko nowotworowe. Szybki wzrost komdérek nowotworowych zwia-
zany jest z intensywnym metabolizmem. W guzach nowotworowych ilosci tlenu
i sktadnikéw odzywczych dostarczanych przez naczynia krwionosne zwykle nie
wystarczajg do pelnego zaspokojenia zapotrzebowania energetycznego komorek.
Do celéow energetycznych komoérki nowotworowe wykorzystuja przede wszystkim
glikolize, co z kolei powoduje zakwaszenie ich mikro$rodowiska. Nanoczastki wraz-
liwe na zmiany pH mozna projektowac w taki sposob, aby wykazywaly najwigksza
stabilno$¢ w pH fizjologicznym (o wartosci 7,4), natomiast rozpadaly si¢ i uwalnialy
aktywny lek dopiero w pH nizszym od fizjologicznego, czyli w warunkach charakte-
rystycznych dla mikro$rodowiska komoérek nowotworowych [18].

2.2. TRANSPORT CZYNNY

System dostarczania leku oparty na transporcie biernym posiada wiele ograni-
czen. Specyticznos$¢ transportu leku jest stosunkowo niska [18]. Ponadto, wigksze
zmiany nowotworowe wykazuja stabsze unaczynienie, zwlaszcza w obszarach mar-
twiczych, co uniemozliwia lokalizacje nanoczgstek w tym miejscu [15].

W celu przezwyciezenia tych ograniczen zostaly opracowane noéniki nanoczast-
kowe nowej generacji oparte na tzw. transporcie aktywnym. Nanoczastki, bedace
nosnikiem radionuklidu zostaly polaczone z czasteczky biologicznie aktywna,
ktéra ma mozliwo$¢ rozpoznania antygenéw lub receptoréw znajdujacych si¢ na
powierzchni komédrek nowotworowych. Przykladem czasteczki majacej powino-
wactwo do receptoréw wielu ludzkich nowotworéw jest kwas foliowy [13]. Takze
niektore peptydy takie jak analogi somatostatyny [19], bombezyna [20], czy sub-
stancja P [21] wykazujg duze powinowactwo do receptoréw na komdrkach nowo-
tworowych. Innymi czgsteczkami biologicznie aktywnymi cieszacymi si¢ duzym
zainteresowaniem sa przeciwciala monoklonalne lub ich mniejsze fragmenty [19],
a ostatnio takze nanociala (ang. nanobodies) — najmniejsze fragmenty naturalnie
wystepujacych, jednodomenowych przeciwcial, ktdre wykazujg pelng aktywnosé
mimo nieobecnosci lekkiego tancucha. Fragmenty te cechuje takie samo powino-
wactwo do antygenoéw, co dziesie¢ razy wigksze przeciwciala [22]. Zaréwno prze-
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ciwciala monoklonalne, ich fragmenty, jak i nanociala wykazuja duze powino-
wactwo do antygendw szeregu nowotwor6éw np. chloniakéw (ang. Non-Hodgking’s
Lymphoma) [15].

3. STRUKTURY NANOCZASTEK NIEORGANICZNYCH

Nanoczastki majace stuzy¢ jako noéniki radionuklidéw w celowanej terapii sa
projektowane tak, aby izotopy promieniotworcze mogly zosta¢ zamkniete we wne-
trzu nanoczastki, badz przylaczy¢ sie bardzo trwale do jej powierzchni. Do zapro-
jektowania odpowiednich systeméw mozna uzy¢ wielu zwigzkéw nieorganicznych,
do ktoérych naleza: nanoczastki zlota, kropki kwantowe, nanoczastki tlenku zelaza,
nanozeolity czy nanoczastki srebra.

3.1. NANOCZASTKI ZLOTA

Zaréwno warto$¢ energii promieniowania f3” jak i czas potowicznego zaniku
izotopu**Au (t,,= 2,7 dnia; E__ (") = 0,96 MeV) pozwalajg na wykorzystanie *Au
w terapii radionuklidowej do efektywnego niszczenia tkanek i komérek nowotworo-
wych. Juz w 50 latach ubieglego wieku radionuklid **Au byt stosowany w praktyce
medycznej, gtéwnie w brachyterapii raka prostaty. Radioaktywne ztoto bylo umiesz-
czane w cienkich platynowych kapsutach o $rednicy 0,1 mm, co niestety wptywalo
na ostabienie dostarczanej dawki. Rozwoj nanotechnologii dostarczyl narzedzi do
syntezy radioaktywnych nanoczastek zlota i wprowadzenia ich do terapii. Pozwolito
to na ustabilizowanie radioaktywnego zlota, bez konieczno$ci dodatkowej kapsula-
cji, co pozwolito na bezposrednie dostarczanie dawki promieniowania ~ o wysokim
natezeniu [23].

Nowatorska metoda syntezy nanoczgstek ztota zostata opracowana przez zesp6t
z Uniwersytetu w Missouri (University of Missouri Research Reactor) [23-25,].
Nanoczastki zlota otrzymywane byty na drodze reakcji radioaktywnego roztworu
Na'”AuCl, z inicjatorem - trimeryczng alaning (P(CH,NHCH(CH,)COOH),).
W ten sposob uzyskano nanoczastki o rozmiarze 15-20 nm. W wyniku reakcji, poza
nanoczgstkami zlota, powstaje biologicznie niegrozna alanina oraz kwas fosforowy.
Uzyskane nanoczastki byly stabilizowane za pomoca gumy arabskiej, co zapobiegato
aglomeryzacji. Nastepnie radioaktywne nanoczastki byly wstrzykiwane bezposred-
nio do ludzkiego guza prostaty wszczepionego myszom. Uzyskane wyniki dowio-
dty, ze radioaktywne nanoczastki ztota pozostaly w obszarze guza nowotworowego,
a aktywno$¢ ktora pojawila si¢ w zdrowych organach w 24 h od momentu aplikacji
byta zaniedbywalna [23].

Aby zwigkszy¢ specyficznos¢ receptorowg nanoczastek zlota, w kolejnym kroku
opracowano biokoniugat, gdzie sfunkcjonalizowane nanoczgstki potgczono z biomo-
lekulq. Peptydem majacym pelni¢ funkcje wektora byta bombezyna, ktéra charakte-



706 A. KASPEREK, A. BILEWICZ

ryzuje si¢ powinowactwem do receptoréw GRP. Nadekspresja tego typu receptoréw
wystepuje wlasnie w nowotworach prostaty. Podczas badan klinicznych radiofarma-
ceutyki oparte na bombezynie znakowane *"Tc zostaly podane pacjentom z rakiem
prostaty [26]. Badania te potwierdzity gromadzenie si¢ aktywnosci w guzie prostaty,
a tym samym gromadzenie si¢ bombezyny w tym miejscu, co w perspektywie moze
mie¢ zastosowanie w diagnostyce tego typu nowotworow [26].

Jezeli radionuklid *™Tc zastapimy "*Au mozemy skonstruowaé radiofarma-
ceutyk majacy zastosowanie rownoczesnie diagnostyczne i terapeutyczne. Badania
z wykorzystaniem radioaktywnych nanoczgstek zlota skoniugowanych z bombe-
zyng zostaly przeprowadzone na myszach. Zwierzeta te stanowia jeden z najlep-
szych modeli do badania, poniewaz posiadajg ogromna ilos¢ receptoréw na komor-
kach wydzielajacych gastryne, zlokalizowanych w trzustce. Spodziewano sie wiec
duzej kumulacji biokoniugatu w tym organie. Wyniki badania potwierdzity jego
gromadzenie si¢ we wszystkich organach posiadajacych receptory GRP. Obecno$é
radioaktywnos$ci w pozostalych organach byta nieznaczna. Wykazano zatem, ze bio-
koniugat radioaktywnych nanoczastek ztota i bombezyny wykazuje duza specyficz-
no$¢ w stosunku do receptoréw GRP guza prostaty [26].

Trzeba takze zaznaczy¢, ze ogromna zaletg nanoczastek zlota jest mozliwos¢
tatwej funkcjonalizacji ich powierzchni poprzez trwate polaczenia z grupami tio-
lowymi biomolekutl. Zbadano takze mozliwo$¢ wykorzystania nanoczateczek zlota
jako platformy dla "*F - znacznika w technice tomografii pozytonowej oraz przeciw-
ciala anti-metadherin wykazujacego specyficznos¢ do komorek raka piersi. Otrzy-
many radiobiokoniugat badano in-vitro na komoérkach raka piersi MCF7 i stwier-
dzono dodatkowo zwigkszenie apoptozy komorek z 2 do 20% [27].

W innej pracy, do pokrytej warstwa polietylenoglikolu nanoczastki zlota przy-
faczono chimeryczny peptyd zawierajacy motyw amino-kwasowy RGD (rozpozna-
jacy integryne a B,) oraz radionuklid '’I. W badaniach in-vivo SPECT/CT zaobser-
wowano, ze radiobiokoniugat gromadzit sie¢ w tkance guza nowotworowego juz po
10 min [28].

3.2. NANOCZASTKI TLENKU ZELAZA

Obrazowanie NMR (ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI) jest to nieinwazyjna
technika diagnostyczna pozwalajaca na uzyskanie obrazu wnetrza organu. Oparta
jest ona na zjawisku jadrowego rezonansu magnetycznego. Zjawisko to zachodzi
w prébce zawierajacej jadra atomoéw, ktorych spin jest rozny od zera. Poniewaz jadro
zelaza posiada niezerowy spin, dlatego jako $rodki kontrastowe nanoczgstki tlenku
zelaza s3 najczesciej wykorzystywane w technice MRI. Jedna czgstka zawiera tysigce
atomow zelaza, co daje bardzo wysoka wartos¢ relaksacji T, Ogromna zaleta metody
MRI jest uzyskiwanie znakomitych obrazow tkanek migkkich [11].

Jak wiadomo w badaniach metodg PET/CT otrzymujemy bardzo precyzyjny
obraz miejsc akumulacji radiofarmaceutyku. Jest to obraz zaréwno anatomiczny
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(CT), jak i czynno$ciowy (PET). Jednakze w przypadku lokalizacji radionuklidu
w tkankach np. podbrzusza obszar ten jest mato widoczny, ze wzgledu na brak moz-
liwych do zidentyfikowania struktur anatomicznych. Ten problem mozna wyeli-
minowac¢ poprzez polaczenie metod MRI z PET. Wykonujac jednocze$nie badanie
PET/MRI mozna nie tylko diagnozowa¢ nowotwory roznego typu, ale takze prze-
prowadza¢ badania neurologiczne i wiele innych [10]. Stad tez istnieje potrzeba
opracowywania innowacyjnych radiofarmaceutykoéw, ktore bedg stuzyty jako kon-
trast w tej dualnej metodzie obrazowania. Idealnie nadajg si¢ do tego nanoplatformy
tlenku zelaza polaczone z radionuklidem emitujgcym promieniowanie f3".

Ze wzgledu na magnetyczne przycigganie, nanoczastki tlenku zelaza maja
tendencje do tworzenia aglomeratéw. Aby nanoczastki te mozna bylo zastosowaé
w medycynie nuklearnej musza by¢ one stabilne, dobrze zdyspergowane w rozpusz-
czalniku wodnym. W celu ustabilizowania nanoczastek tlenku zelaza nalezy zmo-
dyfikowac¢ ich powierzchnig stosujac odpowiedni surfaktant powodujacy powstanie
podwojnej warstwy elektrycznej lub uzy¢ stabilizatora, ktéry wplynie na zmiane
punktu izoelektrycznego. Najcze$ciej stosowanymi modyfikatorami tlenkéw metali
sg silany z hydrofilowymi grupami funkcyjnymi [29]. Ponadto, czasteczki modyfi-
kujace pelnig role linkera, za pomoca ktérego mozna przytaczy¢ biomolekute oraz
zwiazek kompleksowy radionuklidu.

Zostalo opracowanych wiele metod syntezy oraz modyfikacji nanoczastek
tlenku zelaza [29, 30, 33]. Lee i in. [30] ustabilizowali nanoczastki tlenku zelaza
o rozmiarze 45+10 nm kwasem poliasparaginowym. Na zewnetrznej warstwie znaj-
dowaly sie grupy funkcyjne -COOH oraz -NH,, ktére nastepnie wykorzystano do
przylaczenia wektora naprowadzajacego i zwiazku kompleksowego z radionukli-
dem. Zastosowano peptyd: arginina-glicyna-kwas asparaginowy, ktory rozpoznaje
integryne o 3, oraz zwigzek kompleksowy DOTA-"Cu do wizualizacji procesu.
Bifunkeyjny ligand DOTA zostal przytaczony do grupy -COOH, natomiast grupa
-NH, zostata wykorzystana do wykonania aktywnego estru i przylaczenia peptydu.
Nastepnie zostaly przeprowadzone badania in vitro oraz in vivo, ktére potwierdzity
akumulacje radiobiokonjugatu w komdrkach nowotworowych. Nastapil jednak
wychwyt leku przez uktad fagocytarny. Przyczyna tego mogta by¢ zbyt duza $red-
nica hydrodynamiczna nanoczastek tlenku zelaza [30]. W innej pracy Patel i in. [31]
pokryli nanoczastki supermagnetycznego tlenku Zelaza cienkg warstwa krzemionki
do ktdrej przytaczono kompleks ““Cu-DOTA poprzez silanizacje. Ze wzgledu na
powolng farmakokinetyke Choi i in. [32] zastgpili “*Cu dluzej zyjacym radionukli-
dem "I Opisane bimodalne PET-MRI radiofarmaceutyki faczyty bardzo duza roz-
dzielczo$¢ techniki MRI z wyjatkowg czuloscia techniki PET (107°-107" M).

Innym radioizotopem, ktory posiada szerokie zastosowanie w metodzie PET
jest "°F. Radionuklid ten jest bardzo tatwo dostepny, poniewaz stuzy on do znakowa-
nia fluorodeoksyglukozy — najpopularniejszego radiofarmaceutyku PET. Jednakze
polaczenie "°F z czgsteczkami biologicznie aktywnymi jest do$¢ trudnym procesem.
Aby zwigzaé trwale "°F wymagane s3 stosunkowo ostre warunki syntezy, reakcja
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jest wieloetapowa co skutkuje otrzymaniem produktu z niska wydajnoscia [33, 34].
Alternatywnie zostala opracowana metoda wykorzystujaca podejscie tzw. ,click
chemistry”, czyli przeprowadzenie cykloaddycji azydkowo-alkinowej katalizowane;j
miedzig. Reakcje tego typu nie wymagaja ostrych warunkoéw, sa proste i chemose-
lektywne, i moga by¢ wykorzystane do przylaczenia "°F do powierzchni nanoczastek
W tym celu, nanoczastki tlenku zelaza zostaty zmodyfikowane za pomocg dekstryn,
ktére nastepnie zostaly usieciowane epichlorohydryna oraz aminowane. Na tak
zmodyfikowanej powierzchni wystepowaly grupy -N,, ktére postuzyly do wyko-
nania polaczenia z wczesniej przygotowanym "“F-PEG,. Niewykorzystane grupy
funkcyjne moga w pdzniejszym etapie postuzy¢ do przylaczenia peptydu lub prze-
ciwciala monoklonalnego [35].

3.3. KROPKI KWANTOWE

Kropki kwantowe sg to pojedyncze krysztaly o rozmiarach rzedu kilku nano-
metrow, ktorych ksztalt i wielko$¢ moga by¢ bardzo precyzyjnie kontrolowane
poprzez odpowiednio dobierane parametry syntezy (czas trwania, temperatura,
czasteczki liganda) [36]. Zbudowane s3 one z materiatéw pétprzewodnikowych:
rdzenia (CdSe, CdTe, InP lub InAs) otoczonego warstwa (np. ZnS). Rdzen kropek
kwantowych stanowi material posiadajacy nizsze wartosci przerwy energetycznej,
ktéra oddziela energetyczne pasmo walencyjne od przewodnictwa niz material,
z ktérego zbudowana jest warstwa zewnetrzna. Ma to odzwierciedlenie we wlasci-
wosciach optycznych kropek kwantowych. Widmo emisyjne ma ksztalt waskiego,
symetrycznego piku, co pozwala na uzycie podczas wzbudzenia takiej dtugos¢ fali,
ktora jest oddalona od maksimum emisji. Warto$¢ emitowanej dtugosci fali (kolor
kropek kwantowych) jest zalezna od rozmiaréw nanoczastek, zatem mozna jg fatwo
kontrolowa¢. Ponadto, w poréwnaniu z konwencjonalnymi zwigzkami fluorescen-
cyjnymi, kropki kwantowe posiadajg wyzsza fotostabilnoé¢, dluzszy czas zycia fluo-
rescencyjnego oraz wieksza czulos¢ [37].

Uzycie kropek kwantowych jako srodkéw kontrastowych do badan in vivo ma
wiele ograniczen. Tkanki polozone glebiej beda absorbowaly cze$¢ promieniowania
fluorescencyjnego emitowanego przez kropki kwantowe co spowoduje, ze uzyskane
dane nie beda w pelni ilosciowe. Jednym z wymogdéw badan diagnostycznych jest
pomiar ilosciowy, dlatego tez doskonalym rozwigzaniem jest wyznakowanie kropek
kwantowych radionuklidami emitujgcymi czastki §°, wowczas mogg one znalezé
zastosowanie w faczonych metodach obrazowania, jako srodki bimodalne podobnie
jak nanoczastki tlenku zelaza [37, 38].

Istnieje wiele kropek kwantowych dostepnych handlowo, o réznych rozmia-
rach oraz grupach funkcyjnych (m. in. aminowych, karboksylowych), zlokalizowa-
nych na powierzchni, za pomoca ktdrych mozna zmodyfikowaé powierzchnie tych
uktadow lub przylaczy¢ radioizotop. Dotychczas kropki kwantowe zostaly wyzna-
kowane "°F, ''C, ®Cu [28, 29]. Do wyznakowania kropek kwantowych o aminowych
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i karboksylowych grupach funkcyjnych uzyto ['*F]fluoroetylotosylu oraz [''CJjodku
metylu. W przypadku znakowania "°F uzyskano 5% wydajnos¢, natomiast dla radio-
izotopu ''C ten wynik byt znacznie lepszy i wynosit 45% [37].

Radionuklidem *Cu zostaly wyznakowane dostepne handlowo nanoczastki
CdSe/ZnS. Kropki kwantowe zostaly wczesniej zmodyfikowane przy uzyciu poli-
etylenoglikolu (MW 2000), tak aby przediuzy¢ ich czas pottrwania w krwioobiegu.
*Cu zostala zwigzana z bifunkcyjnym ligandem DOTA i nastepnie uzyskany zwig-
zek kompleksowy potaczono z polietylenoglikolem na powierzchni nanoczastek
(“*Cu-DOTA-PEG-QD). Tak przygotowany radiofarmaceutyk podano myszom.
Przeprowadzono badania biodystrybucji w zaleznosci od rozmiaru kropek kwanto-
wych (o $rednicy hydrodynamicznej 12 nm oraz 21 nm). Zbadano réwniez wpltyw
obecnosci polietylenoglikolu na powierzchni nanoczastek na szybko$¢ usuwania
radiofarmaceutyku z krwioobiegu. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly pra-
wie natychmiastowe pojawienie sie aktywnosci w watrobie i $ledzionie. Wielko$§¢
kropek kwantowych nie miala wpltywu na biodystrybucje, jedynie obecnosé¢ poli-
etylenoglikolu troche spowolnita gromadzenie sie kropek kwantowych w organach
ukladu fagocytarnego [38]. Uzyskane wyniki sugerowaly, iz zastosowanie kropek
kwantowych w badaniach in vivo metoda fluorescencji bedzie niemozliwe. W kolej-
nym kroku uzyto kropek kwantowych, w ktérych do uktadu *Cu-DOTA-PEG-QD
zostal przylaczony peptyd, skladajacy si¢ z trzech aminokwaséw: argininy, glicyny
i kwasu asparaginowego, wykazujacy powinowactwo do receptoréw na komorkach
nowotwordw centralnego uktadu nerwowego (glejakach). W tym przypadku row-
niez zaobserwowano kumulacje radiofarmaceutyku w watrobie oraz §ledzionie, przy
czym dodatkowo aktywno$¢ pojawila sie w nerkach, migéniach, a takze komdrkach
nowotworowych. Po raz pierwszy zostaly uzyskane wyniki ilosciowe z wykorzy-
staniem kropek kwantowych, co daje mozliwo$¢ wykorzystania tych uktadéw jako
srodkéw bimodalnych. Jedynym niekorzystnym efektem jest znaczna kumulacja
radiofarmaceutyku w watrobie oraz $§ledzionie. Podejrzewa sie, ze efekt ten mozna
zmniejszy¢ w znacznym stopniu poprzez uzycie kropek kwantowych o mniejszych
rozmiarach [39].

Kennel i in. [40] analizujac wyniki badan opisanych powyzej, podjeli probe
zbadania drogi, jakg przebywa radiofarmaceutyk oparty na kropkach kwantowych
wewngtrz organizmu. Wedtug autoréw, pojawienie si¢ aktywnosci w innych organach
niz docelowe, mogto $wiadczy¢ o rozpadzie zwigzku kompleksowego *Cu-DOTA,
badz wydzieleniu si¢ innych produktéw rozpadu radiofarmaceutyku po wprowa-
dzeniu do organizmu myszy. Aby uzyska¢ bardziej jednoznaczne wyniki, do znako-
wania kropek kwantowych uzyty zostat radionuklid '*"Te, ktéry stanowil integralng
cze$¢ uktadu CdTe. Wektorem w tym przypadku bylo przeciwcialo monoklonalne,
ktére mialo za zadanie nakierowanie biokoniugatu na receptory znajdujgce sie w
plucach myszy. Réwnoczeénie przeprowadzono badania z uzyciem Cd'*"Te, ktére
nie byly polaczone z przeciwcialem monoklonalne. Okazalo sig, Ze niezaleznie od
tego czy kropki kwantowe polaczone byly z wektorem czy nie, nastepowala bardzo
szybka lokalizacja radiofarmaceutyku w organach ukladu fagocytarnego [40].
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Polaczenie metod obrazowania PET z obrazowaniem optycznym moze umozli-
wi¢ zastosowanie metody bliskiej podczerwieni z sondg $wiattowodowa (NIRF) do
uzyskiwania obrazéw tkanek glebiej potozonych oraz uzyskiwanie danych iloscio-
wych w badaniach tych organdéw.

3.4. NANOZEOLITY

Zeolity s3 to nieorganiczne glinokrzemiany o strukturze krystalicznej. Pod-
stawowg jednostka budujacg strukture tych zwigzkéw sa tetraedry AlO, oraz SiO,,
ktore taczg si¢ ze soba poprzez wspdlne atomy tlenu w rézne struktury tréjwymia-
rowe. Atom glinu w strukturze zeolitow jest potaczony z 4 atomami tlenu, w zwigzku
z tym jest na nim gromadzony formalny tadunek ujemny, tak wigc siatka zeolitu
jest naladowana ujemnie. Aby skompensowa¢ ten ujemny tadunek, w sieci zeolitu
sa obecne przeciwjony o fadunku +1 lub +2, najczesciej sa to kationy I i II grupy
ukladu okresowego. Kationy te s3 labilne i moga swobodnie porusza¢ si¢ w sieci
zeolitu, co determinuje wlasciwosci jonowymienne tych zwigzkow. Zeolity zawie-
raja w swojej strukturze réwniez stabo zwigzane czasteczki wody. Sie¢ przestrzenna
zeolitdw tworzg kanaly oraz polaczone nimi komory, w ktérych zlokalizowane sg
czaysteczki wody oraz kationy.

Syntetyczne zeolity otrzymywane sg na drodze syntezy hydrotermalnej. Poprzez
dobranie odpowiednich warunkéw syntezy oraz stosunkéw molowych reagentow
otrzymuje si¢ zeolity o odpowiedniej strukturze, natomiast czas trwania takiej syn-
tezy rzutuje na rozmiar tych zwigzkéw. W ostatnim dziesiecioleciu zostato opraco-
wanych wiele syntez, podczas ktérych otrzymywane sg zeolity o rozmiarach nano-
metrowych, o réznych strukturach i wlasciwosciach [41-45].

Istnieja jedynie dwa doniesienia literaturowe dotyczace zastosowania nano-
zeolitdow w medycynie nuklearnej [46, 47]. Tsotsalas, i in. [46] Zbadali mozliwos¢
zastosowania biokompatybilnego nanozeoliti typu L o rozmiarach 30 nm do immo-
bilizacji diagnostycznego radionuklidu ''In. Powierzchnia nanozeolitu zostata
zmodyfikowana przy uzyciu pochodnej polietylenoglikolu, z grupami silanowymi
na jednym koncu. Grupy te postuzyly do przylaczenia czasteczki modytikujacej
do grup Si-OH wystepujacych na powierzchni nanozeolitu. Nastepnie nanozeolit
zmodyfikowany i nie zmodyfikowany zostal wyznakowany jonami ''In*", na drodze
wymiany jonowej z jonami K', po czym probki te zostaly zawieszone w roztworze
soli fizjologicznej. Okazalo sig, Ze znaczny procent aktywnosci pojawil si¢ w roztwo-
rze, co $wiadczylo o wycieku jonéw ''In** ze struktury nanozeolitu do roztworu soli
fizjologicznej. Aby temu zapobiec zostaly opracowane tzw. czasteczki zamykajace
(ang. stopcock molecules), ktore zostaly zaprojektowane tak, aby zamkna¢ kanaly
odprowadzajace nanozeolitu. Czasteczki ,korka” stanowily zwiazki bifunkcyjne,
ktdre z jednej strony posiadaly grupe trietoksysilanowa, pozwalajacg na przyltacze-
nie jej do powierzchni nanozeolitu, a z drugiej strony dodatnio natadowany imi-
dazol, ktory wnikat w kanaly nanozeolitu. Nastepnie, po wypelnieniu nanozeolitu
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jonami ''In*" okna jego kanaléw zostaly ,,zakorkowane” Badania trwaloéci w soli

fizjologicznej dowiodly, ze kanaly te zostaly szczelnie zablokowane, gdyz tym razem
aktywno$¢ nie pojawila sie w roztworze. Zostaly rowniez przeprowadzone badania
biodystrybucji z uzyciem nanozeolitu L wypetnionego '''In. Jednocze$nie zostal
podany myszom czysty roztwér ['''In]InCl,. Nanozeolit L kumulowat si¢ w watro-
bie, $ledzionie oraz ptucach, podczas gdy wolny '''In znaleziono w nerkach oraz we
krwi [46].

W drugim doniesieniu [47] zbadano mozliwo$¢ wykorzystania nanozeolitéw do
zwigzania radionuklidéw “Ra i **Ra z biomolekulg. Oba emitery promieniowania
o posiadajg bardzo atrakcyjne wtasnosci jadrowe, ktore moglyby by¢ wykorzystane
w celowanej radioterapii, jednak zwigzanie ich z biomolekulg poprzez polaczenie
chelatowe jest niemozliwe. Wykorzystujac wysoka selektywnos¢ nanozeolitéw typu
A w stosunku do duzych kationéw grupy 11 II (Cs*, Ba® i Ra’") otrzymano trwalg
immobilizacje ***Ra. Przylaczenie wektora naprowadzajacego powinno pozwolié
na otrzymanie radiobiokoniugatéw przydatnych dla terapii emiterami o, ktéra jest
efektywna przy leczeniu przerzutéw i drobnych zmian nowotworowych.

Zastosowanie nanozeolitéw jako nosnikow radionuklidéw terapeutycznych lub
diagnostycznych wymaga jeszcze dopracowania. Zamykanie kanaléw tych struktur
oraz modyfikacja ich powierzchni jest czasochlonna, dlatego wykonywanie tych
operacji po zaadsorbowaniu radionuklidéw nie jest korzystne, zwlaszcza dla izoto-
péw krétkozyciowych.

3.5. NANOCZASTKI SREBRA

Radionuklid *''At, emiter promieniowania «, jest obiecujacym radionuklidem
terapeutycznym, o czasie pofowicznego zaniku 7,21 h. Dzi¢ki korzystnym wlasciwo-
$ciom jadrowym moze on znalez¢ zastosowanie w celowanej terapii radionuklido-
wej deponujac duzg dawke w matej objetosci tkanek nowotworowych, nie oddziaty-
wujac na zdrowe komérki. Do tej pory opracowanych zostalo wiele nosnikéw *'' At
opartych na przeciwcialach monoklonalnych, ich fragmentach oraz hormonach
steroidowych [48, 49], jednakze w wigkszosci uklady te okazaly si¢ niestabilne.
Zwigzanie za$ astatu w nanoczastkach liposoméw czy nanorurkach weglowych byto
procesem dlugim i skomplikowanym [50].

Wykorzystujac bardzo duze powinowactwo cig¢zkich chlorowcow do meta-
licznego srebra, Lebeda i in. [51] zaproponowali zwigzanie *''At na nanoczast-
kach srebra. W badaniach zostaly wykorzystane komercyjne nanoczastki srebra,
ktore stanowily rdzen pokryty biatkiem, do ktdrego nastepnie przytaczony zostat
tlenek polietylenu. Na tak przygotowanym nanonos$niku osadzono *''At. Podczas
pierwszych eksperymentéw osiagnieto wysoki stopient znakowania, ktéry wynosit
ok. 95%. Wyznakowane nanoczastki byly stabilne, nawet w obecno$ci nadmiaru
jonéw chlorkowych. Wedtug autoréw, nanoczastki srebra z immobilizowanym *'' At
mogg znalez¢ zastosowanie w terapii wykorzystujac bierny transport nanoczgstek
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(EPR) lub po modyfikacji tlenku polietylenu moga zosta¢ przytagczone do wektora
naprowadzajacego je do chorych tkanek.

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY NA PRZYSZEOSC

Jak dotychczas ukazalo si¢ niewiele prac dotyczacych znakowanych radionukli-
dami nanoczgstek nieorganicznych majacych zastosowanie terapeutyczne lub dia-
gnostyczne. W przypadku obrazowania molekularnego, wyznakowane emiterami y
lub B* nanoczgstki pozwalajg na otrzymanie obrazéw ktore charakteryzujg sie duza
czuloscig, przy czym wykonane pomiary odbywaja si¢ w sposob ilosciowy. Dodat-
kowa zaleta jest mozliwo$¢ wykorzystania nanoplatform jako no$nikéw réznych
kontrastow, co pozwala na wykonanie obrazu wigcej niz jedna technika [11].

W przypadku terapii radionuklidowej zastosowanie nanoczastek pozwolito na
zwigzanie radionuklidéw, ktorych w ,tradycyjny” sposdb nie udalo sie przylaczy¢
do biomolekuly. Ponadto, w jednej nanoczastce mozna byto umiesci¢ wiele atomow
radionuklidéw, podczas gdy do jednego liganda mozna w zasadzie przylaczy¢ jedy-
nie jeden atom radionuklidu. Wplywa to istotnie na zwiekszenie dawki deponowa-
nej w chorej tkance [52].

Przyszto$¢ nanoczastek w medycynie nuklearnej zwigzana jest z ich multi-
modalno$cia polegajaca na polaczeniu diagnostyki i terapii w jednym radiofarma-
ceutyku. To nowe podejscie nazywane ,teranostic” pozwala na zastosowanie sper-
sonalizowanej terapii. Najpierw stosujac biokoniugat znakowany radionuklidem
diagnostycznym mozemy zbada¢, czy obserwuje sie gromadzenie radionuklidu
w chorej tkance, ustali¢ optymalna dawke terapeutyczng i nastepnie wykorzystu-
jac ten sam biokoniugat znakowany radionuklidem terapeutycznym przeprowadzi¢
proces leczenia [11].
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ABSTRACT

The Maya Blue is a famous blue pigment developed by pre-Columbian civili-
zations of Mesoamerica and manufactured there for about thousand years. It was
applied for body decoration, important for cruel religious rituals, as well as for arti-
stic paintings, murals, or coloration of ceramics. Its production was abandoned in
XVII century and the procedure forgotten. The chemical nature of this blue pigment
remained a puzzle for a long time and only in nineteen sixties it was revealed [1, 2]
that it is a composite consisting of inorganic matrix (palygorskite) that accommoda-
tes molecules of organic dye - indigo. The preparation procedure was rediscovered
[3] and the products analogous to classical Maya Blue could be obtained by sim-
ple thermal insertion of indigo into palygorskite (and also into sepiolite). Howe-
ver, the nature of chemical interaction between dye and matrix that provides very
high resistibility of resulting pigments remains still not satisfactorily explained. The
hydrogen bonds or coordinative interaction with matrix cations are taken into an
account. Zeolites and other molecular sieves can be efficiently applied as matrices
for pigments similar to Maya Blue. The coloration and other properties of pigments
can be considerably changed by initial modification of zeolites with various cations,
what supports an important role of complexes formed by dye molecules and zeolite
cations. On the other hand, the zeolite-like materials AIPO, as well as to some extent
mesoporous silica (with some contribution of micropores) lacking any cations are
also efficient matrices for pigments analogous to Maya Blue. Not only indigo, but
also indigo derivatives (leucoindigo, thioindigo, indigo carmine) could be embed-
ded inside the molecular sieves. The thermal insertion as well as crystallization of
zeolites from gels supplemented with respective dye can be used for pigment synthe-
sis. It is interesting that role of matrix can be also played by representative of novel
MOF family of the molecular sieves.

Keywords: Maya Blue, pigments, zeolites, indigo, encapsualtion
Stowa kluczowe: Blekit Majow, zeolity, pigmenty, enkapsulacja, indygo
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1. HISTORIA

Blekit Majow jest ,,jednym z najwiekszych technologicznych jak i artystycznych
osiggniec Mezoameryki” [4], wyrdzniajacym si¢ nie tylko niepowtarzalnym zabarwie-
niem od jasnego turkusu po ciemnozielonkawy odcien, ale i niezwykla odpornosciag
na dzialanie $wiatla, wilgoci i czynnikéw chemicznych. Pigment ten otrzymywany
byt na terenie Mezoameryki (od pétnocnej czesci pdtwyspu Jukatan po gorskie
tereny Gwatemali oraz centralny Meksyk, Nikarague oraz Belize) przez ponad
tysiac lat (od VI do XVI wieku). Przez dlugi czas natura chemiczna tego pigmentu
pozostawala nieznana i najczgsciej przypuszczano, ze jest mineratem z rodzaju azu-
rytu lub lazurytu [5, 6]. Dopiero w latach 60. ubieglego wieku wykazano, ze jest on
kompozytem zawierajacym organiczny barwnik (indygo) w nieorganicznej matrycy
wioknistej gliny (patygorskitu) [7].

Rysunek 1. Malowidlo $cienne z Bonampaku zdobione Blekitem Majow [8]
Figure 1. Mural from Bonampak decorated with Maya Blue[8]

Nie zachowaly sie przekazy opisujace klasyczng metode syntezy pigmentu, jed-
nakze pionierskie badania van Olphena [3] doprowadzily do jej odtworzenia. Sto-
sujac dwie nieco odmienne metody, tzw. ,,suchg” oraz ,,mokrg” uzyskat syntetyczne
analogii Blekitu Majow. Pierwsza z nich polegata na ucieraniu indygo z patygor-
skitem, a nastgpnie ogrzewaniu mieszaniny w temperaturze ponizej 200°C. Druga
natomiast koncentrowala si¢ na zwilzaniu palygorskitu octanem indoksylu badz tez
roztworem zawierajagcym zredukowang forme granatowego barwnika - leukoindygo
(tzw. ,barwienie kadzig”), ktéry utleniany tlenem z powietrza prowadzit do ponow-
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nego formowania indygo. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw autor
badan podkreslal, iz powolne ogrzewanie komponentéw pigmentu w temperaturze
ponizej 150°C jest decydujgce w tworzeniu niezwyklego koloru oraz uzyskiwaniu
pigmentu o niezwyklych wlasciwosciach chemicznych i fizycznych [9]. Dalsze
badania wykazaly, iz uzycie juz niewielkiej ilosci (0,5-2%) indygo jest wystarcza-
jace do otrzymania stabilnego pigmentu o intensywnym zabarwieniu [3, 10, 11].
Zastgpienie nieorganicznej matrycy patygorskitu, inng gling widknista o podobne;j
kompozycji (sepiolitu), nie prowadzito do otrzymania pigmentéw o identycznych
wlasciwos$ciach jak oryginalnego klasycznego Blekitu Majow [3].

Na podstawie badan archeologicznych i antropologicznych, do$¢ precyzyjnie
okreslono procedure stosowang przez prekolumbijskie cywilizacje. Skladniki pig-
mentu, znane Majom, jako sak luum (palygorskit) i chooh (indygo) niegdys stoso-
wane byly gtéwnie do celéw leczniczych [12], a produkeja Blekitu Majoéw zwigzana
byta z obrzedem religijnym. Gléwng metoda jego preparowania bylo wypalanie
kadzidel stanowigcych mieszanine kopalu, palygorskitu, jak rowniez czesci roslin
zawierajacych indygo (Indigofera suffruticosa) [12]. Znalezienie w jednej ze $wig-
tyn cenotes [13], misy zawierajacej kopal (pochodzacy z terenéw Tlateloco, obec-
nego Meksyku), fragmenty kadzidel, sadze, oraz pigment potwierdzaly stusznosc¢
prezentowanego pogladu [13]. Wolne wypalanie kadzidet zapewnialo dlugotrwate
ogrzewanie, jakie jest niezbedne do otrzymania trwalego pigmentu. Kopal znany
pod nazwa pon pochodzit z soku roslinnego [14] i stanowil istotny symbol o prak-
tycznym znaczeniu. Majowie utozsamiali go z krwia drzew tropikalnych i wierzyli,
iz stanowi on pozywienie dla bogéw [15]. Ofiary z ludzi oraz przedmioty pokryte
blekitem majanskim wrzucano do wypelnionych woda, swietych jaskin — cenotes.
Indianie w ten sposéb wierzyli, ze po porze suchej nastanie deszcz niosacy uro-
dzaj. Badania archeologiczne dowodzg, iz skladali oni w ofierze gléwnie chlopcow
w wieku od 3 do 11 lat, wierzono bowiem, iz takie ofiary satysfakcjonuja bogdow.
Wyjatkowy kolor Btekitu Majow byt ponadto symbolem bdstwa [12], a takze sym-
bolizowal przeistoczenie, a nawet wcielenie boga deszczu Chaacka. Dla prekolum-
bijskich cywilizacji kolor stanowit cz¢§¢ kodowego jezyka polaczonego z ikonografia
oraz religia. Niebiesko-zielony kolor utozsamiany byl ze $wieta woda, dlatego tez byt
symbolem regeneracji, ptodnosci oraz urodzaju [16].

Pigment byt szeroko stosowany w garncarstwie, ceramice oraz malowidlach
$ciennych [5, 17]. Blekit stanowil tlo dla niektérych nawet najbardziej imponuja-
cych malowidel, a te pochodzace z Bonampaku po dzi$ dzien stanowig najstarszy
material ilustracyjny pochodzacy z tamtego okresu (VIII w.). Wiele z nich do dzi$
podziwia¢ mozna takze w innych meksykanskich miastach tj. Chichén Itz4, Calak-
mul oraz Cacaxtla. Poczatki stosowania blekitu nie sg znane, jednakze pierwsze
wzmianki o jego produkgji i stosowaniu wskazujg na 300 r.n.e [18]. Od czasu pod-
boju Meksyku przez konkwistadoréw pigment stopniowo popadat w zapomnienie
i dopiero w potowie XX w. dzieki archeologom, ktérzy rozpoczeli wykopaliska na
Jukatanie ponownie znalazt si¢ w centrum zainteresowania. Istnieja dowody na to, iz
jego otrzymywania i stosowania nigdy nie zaprzestano. W XVI i XVII w. stosowano
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go do dekoracji kosciotow i klasztoréw. Jego obecnos¢ znaleziono réwniez w kolo-
nialnych budowlach na Kubie pochodzacych z XVIII w., a w XIX w. stal si¢ nawet
przedmiotem handlowym sprzedawanym pod nazwa ,, Havana Blue” [19, 20].

W 1931 roku po odkryciu przez Merwina [21] niemalze idealnie zachowanych
malowidel $ciennych pochodzacych z ok. VIII w. pigment stal si¢ prawdziwym
wyzwaniem dla archeologéw jak i chemikéw. Przykuwatl uwage swoim unikatowym
kolorem rozposcierajacym si¢ od jasnego turkusu, przez biekit, az po ciemnoniebie-
ski kolor [22, 23] oraz swg niebywala trwaloscig.

Nazwa ,,Maya Blue” po raz pierwszy pojawia sie w literaturze w 1942 roku,
w ktorym to Gettens oraz Stout terminem tym nazywali nowo odkryty pigment
[24], a nazwa ta zostala powszechnie przyjeta.

2. WELASCIWOSCI

Przez wiele lat naukowcy zastanawiali si¢, w czym tkwi fenomen blekitu majan-
skiego oraz co generuje w nim niezwykla trwalos¢, bowiem mimo uptywu setek lat
oraz niekorzystnych warunkow klimatycznych pozostawal on ciagle ,,zywy”. Ble-
kit jest odporny na dzialanie $wiatla, na uptyw czasu, podwyzszong temperature
(ok. 100°C), a takze na dzialanie stezonych kwasow, alkaliow, rozpuszczalnikdw
organicznych, utleniaczy czy tez czynnikéow redukujgcych [25]. Potwierdzeniem
jego zdumiewajacej stabilno$ci sg niemalze idealnie zachowane malowidta $cienne,
na ktorych wcigz widnieje niebiesko-turkusowy pigment, ktory po dzi$ dzien nie
ulegl rozkladowi [1, 23, 26].

Odpornos¢ Blekitu Majow na dzialanie stgezonych kwaséw (HNO,, H,SO, czy
tez HCI) jak réwniez wody krolewskiej oraz wodorotlenku sodu po raz pierwszy
sprawdzil Gettens w 1962 roku, i testy te nazywane sa od jego nazwiska , testami
Gettensa” [3, 23]. Analogiczne badania z wykorzystaniem pigmentéw zbudowanych
z indygo i palygorskitu, sepiolitu, a takze kaolinitu i montmorillonitu przeprowadzit
Van Olphen. Postulowal on, iz uzyskanie stabilnych pigmentéw jest mozliwe z uzy-
ciem glin kanalowych, tj. patygorskitu i sepiolitu, przy czym podkreslal mniejsza
stabilno$¢ preparatéw zawierajacych sepiolit. Zastosowanie glin o strukturze lami-
narnej nie prowadzito do otrzymania trwatych pigmentow [11].

Wkroétce Sanchez del Rio [11] potwierdzil doniesienia Gettensa. Badajac pre-
paraty otrzymane z palygorskitu i indygo, jak réwniez sepiolitu i indygo poddawat
je dzialaniu kwaséw (o réznym stezeniu, czasie traktowania jak i temperaturze).
Wykazat powigzanie miedzy zmiang koloru, a strukturg krystaliczng syntetycznego
Blekitu Majow. Pigmenty bazujgce na sepiolicie charakteryzowaly sie znacznie niz-
sz3 odpornoscig na dziatanie kwaséw i juz w temperaturze pokojowej obserwowano
ich stopniowe blakniecie oraz destrukcje struktury krystalicznej. Na podstawie
uzyskanych wynikéw autor badan sugerowal, iz termin ,,Maya Blue” powinien by¢
stosowany jedynie do okreslania pigmentéw zawierajacych w swej strukturze indygo
i palygorskit [11]. Wieksze stezenie oktaedrycznych jonéw Mg”* [27] w sepiolicie
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oraz znacznie wigksze kanaly (0,37 nm x 0,1 nm) w poréwnaniu z palygorskitem
umozliwialy swobodna dyfuzje czasteczek kwasow w wewnatrzkrystalicznych prze-
strzeniach. Przeprowadzone badania dowiodly takze, iz niemozliwe jest otrzymanie
analogéw Blekitu Majow z uzyciem montmorillonitu [3, 10, 23, 28], jak i innych
krzemianéw. Pionierzy tych badan réwniez sceptycznie wypowiadali si¢ na temat
mozliwos$ci zastosowania matryc zeolitowych [3].

3. STRUKTURA

Podobnie jak charakter chemiczny, tak réwniez struktura Blekitu Majow dlugo
pozostawala nieznana, a jej rozwiklanie stalo si¢ prawdziwym wyzwaniem. Mimo
iz pigment byl powszechnie znany i stosowany od wiekow, to jego strukture udato
sie ustali¢ dopiero w latach 60. XX wieku. Poczatkowo Gettens na podstawie badan
dyfrakcji rentgenowskiej sugerowal, iz blekit posiada charakter nieorganiczny, co
tlumaczy jego wysoka odporno$¢ na dziatanie kwaséw, a gtéwnym jego kompo-
nentem jest widknista glina — patygorskit. To jej poczatkowo przypisywano odpo-
wiedzialno$¢ za niebieski kolor btekitu [29]. W tym samym czasie Shepard [30] na
podstawie badan spektralnych (IR) przedstawil nowa koncepcje dotyczaca budowy
Blekitu Majow, postulujac, ze pigment oprocz palygorskitu zawiera takze orga-
niczny barwnik - indygo [17]. Bazujac wlasnie na tych doniesieniach van Olphen
[3] zrekonstruowal metode otrzymywania Blekitu Majow. Struktura otrzymanych
pigmentow zbadana przez Klebera [17] za pomocg spektroskopii w podczerwieni
(FTIR) oraz dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego (XRD) zostala uznana za
identyczng ze strukturg oryginalnych préobek. Littmann [23] sugerowal, iz sktadni-
kiem Blekitu Majow oprocz paltygorskitu moze by¢ rowniez montmorylonit. Poglad
ten nie zostal jednak potwierdzony i pofaczenie palygorskitu z indygo zostalo uznane
za powszechnie dominujgce (3, 30]. Z biegiem czasu stwierdzono, ze w strukturze
pigmentu oprocz palygorskitu obecne sg rowniez domieszki sepiolitu [29, 31]. Jego
obecnos¢ byta bardziej widoczna w pigmentach znajdowanych w Imperium Azte-
kow [11, 32], a nie pigmentach jakie otrzymywane byl przez starozytnych Majow.
José-Yacaman uwazal, ze na odcien pigmentu moze wptywa¢é takze obecnos¢ soli
i tlenkéw zelaza obecnych w mineralach [33]. Pdzniejsze badania [10, 26, 34-37]
dowiodly, iz unikatowy kolor pigmentu jest wynikiem batochromowego przesunie-
cia w widmie elektronowym indygo, wynikajacego z trwalego potaczenia barwnika
z nieorganiczng matrycg. W 2006 roku Doménech [38-40] obok indygo w Blekicie
Majow, wykryl réwniez obecnos¢ jego utlenionej formy - dehydroindygo, co moze
wyjasnic¢ swoistg zmienno$¢ jego odcieni.
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Rysunek 2. Model wodorowego wigzania czasteczek indygo w Blekicie Majow
Figure 2. Model of indigo molecule linked with hydrogen bond in Maya Blue

3.1. INDYGO

Indygo nalezy do najstarszych barwnikéw stosowanych przez ludzko$¢, albo-
wiem istnieja dowody na to, iz byl obecny w tkaninach znalezionych w egipskich
grobach [3, 17], Wierzono, iz barwnik ten zapewnia nierozerwalne polaczenie
z bostwem inaturg [41, 42], a obecnie popularnie wykorzystywany jest w przemysle
wldkienniczym do barwienia bawelny (jeans), a w takze welny [43].

Roslina, z ktdrej otrzymywano indygo nalezala do typu Indigofera, a jej rozne
odmiany typu Indigofera byly uzywane przez réznorodne cywilizacje: Indie (Indigo-
fera tinctoria), Chiny (Indigofera indigotica lub tein-cheing), Daleki Wschéd (Polygo-
num tinctorium), Europa (Isatis tinctoria) [44]. W Europie roélina ta (Isatis tinctoria)
odgrywatla duza role ekonomiczng jak réwniez kulturowa w $redniowieczu [45],
jednakze u schytku XVII jej znaczenie znacznie oslablo, gdyz roslina dostarczala
zbyt malo barwnika w poréwnaniu z tymi sprowadzanymi z Indii czy Ameryki,
a jego cena byta wyzsza.

W klimacie umiarkowanym byla to dwuletnia roélina ziolowa wytwarzajaca
w pierwszym roku li$cie rozety, ktdre nastepnie zbierano do produkeji indygo, nato-
miast w drugim roku wytwarzata kwiaty i nasiona [46].

Roéling $cinano podczas okwiecenia trzy razy w roku, a zebrane peki ukladano
w kadziach i zalewano woda o temp. 30-70°C, ekstrahujac w ten sposob glukozyd
indyga zwany indykanem. Podczas procesu nastegpowata hydroliza indykanu pod
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wplywem zawartego w niej enzymu, a indoksyl byl utleniany tlenem z powietrza, co
w rezultacie dawalo indygo [46, 47].

Indygo, znane réwniez pod nazwg ,indygotyna” lub ,blekit indygowy” w tem-
peraturze pokojowej i pod normalnym cisnieniem wystepuje jako ciemnoniebieski
proszek. W stanie stopionym przybiera natomiast barwe czerwong, a jego pary row-
niez sg czerwone [46]. W rozpuszczalnikach niepolarnych przyjmuje barwe fiole-
towa, a w polarnych czy po wprowadzaniu do tekstyliow, ma barwe niebieska.

Indygo jest czasteczka plaska, o przyblizonych wymiarach 0,48 nm x 1,2 nm
[48], a wiec jest wystarczajaco malg, by mdc penetrowaé w kanatach palygorskitu
[49]. Jego struktura po raz pierwszy zostala okre$lona przez Bradleya w 1940

roku [48].
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Rysunek 3. Modele czgsteczki indygo oraz jego pochodnych
Figure 3. Models of indigo and its derivatives

Pierwsza synteza indygo z izatyny zostata opisana przez Baeyera w 1870 roku
[50], ale znacznie bardziej ekonomiczna metoda zostala przedstawiona przez Heu-
manna w 1890 roku [51, 52]. W procesie tym N-(2-karboksyfenylo)glicyna ogrze-
wana jest w atmosferze obojetnej z NaOH do temperatury 200°C.

0]

0}
0 -CO, [0
dkcm NaOH, 200°C : /{ 0 2 [0]
NH/YO N oH |O

OH

Rysunek 4.  Metoda Heumanna prowadzgca do otrzymania indyga
Figure 4. The Heumann method of indigo synthesis

Pierwotny produkt ulega dekarboksylacji, a nastgpnie utlenia si¢ na powietrzu
do indygo [53].
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Indygo krystalizuje w uktadzie jednoskosnym w grupie P 2,/C, a jego tempe-
ratura sublimacji wynosi okoto 390°C [54]. Wykazuje wlasciwosci amfoteryczne
dajac chlorowodorek w wyniku dziatania HCl w nieobecno$ci wody oraz zielone
polaczenie sodowe pod wplywem wodorotlenku sodu [46, 47].

W wodzie oraz wielu powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach takich jak
alkohol, eter i benzyna indygo jest nierozpuszczalne, natomiast czg¢Sciowo rozpusz-
cza si¢ w chloroformie jak i w rozpuszczalnikach wrzacych w wysokiej temperatu-
rze np. w nitrobenzenie. Ta slaba rozpuszczalno$¢ wynika z silnych wewngtrznych
wiazan wodorowych, jakie tworza czasteczki indygo. Wiazanie wodorowe moze
tez wyjasnia¢ stosunkowo wysoka temperaturg sublimacji.

Centralne wiazanie C=C migdzy pierscieniami indoksylowymi, powoduje, iz
moze ono wystgpowac w postaci izomerdw cis oraz trans grup funkcyjnych C=0
i N—H [44]. W stanie stalym i w roztworach indygo przyjmuje konfiguracjg trans,
ktora stabilizowana jest przez dwa wewnatrzczasteczkowe wiazania wodorowe.

3.2. PALYGORSKIT

Obecnie wiadomo, iz Blekit Majow jest organiczno-nieorganiczng hybryda
[55], bedacg polaczeniem indygo otrzymywanego niegdys z lisci roslin oraz paly-
gorskitu stanowigcego widknista gline. Palygorskit, jak réwniez sepiolit, zawieraja
w swojej strukturze kanaly, ktore nadajg obu mineralom charakterystyczne wtasci-
wosci, tj. zdolnos¢ do adsorpcji wody i innych zwigzkéw czy czynnikéw, np. adsor-
bowanie bakterii powodujacych choroby i nastepnie usuwanie ich z organizmu [56].
Obie gliny nalezg do tej samej rodziny wtoknistych glinokrzemianéw o nastgpujacej
kompozycji [26, 40, 57]:

Patygorskit (Mg,Al), Si,(O,0H,H,0),, - n H,O
Sepiolit Mg, [Si, O, (OH) ,] -6 H, O

Przeprowadzone do tej pory badania strukturalne dowodza, iz sepiolit réw-
niez byt stosowany, jako matryca do preparowania analogéw Blekitu Majow [38].
Palygorskit znany réwniez jako atapulgit lub pod nazwg lokalng, jako sak lu'um jest
uzywany do tej pory przez spotecznos¢ potwyspu Jukatan.

Obie gliny skladajg sie z ciaglych, dwuwymiarowych warstw — tetraedrycznych
i oktaedrycznych. Gliny te stanowig mieszanine dwdch réznych typéw jednoskos-
nego oraz rombowego [58, 59] i charakteryzuja si¢ nieciagtym stosunkiem warstw
tetraedrycznych do oktaedrycznych wynoszacym 2:1, gdzie jedna jednostka pola-
czona jest z kolejng poprzez inwersje tetraedréow SiO, wzdluz wigzania Si-O-Si.
Tetraedryczne i oktaedryczne warstwy powoduja utworzenie prostokatnych tuneli
réwnolegtych do osi x [40].
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Rysunek 5. Modele struktur omawianych glin wiéknistych
Figure 5. Structure models of the discussed fibrous clay

Patygorskit zawiera tunele o wymiarach 0,64 nm x 0,37 nm, natomiast sepiolit
1,06 nm x 0,37 nm [40], co jest istotng réznicg pomiedzy tymi dwoma glinami.

Gliny wykazuja umiarkowane wlasciwosci jonowymienne, a woda zeolitowa
wystepuje wewnatrz kanatéw. Dehydratacja nastepuje w 150°C w palygorskicie,
a w sepiolicie w 120°C [60].

Male organiczne czasteczki takie jak aceton czy pirydyna wykazuja zdolnosé¢
wnikania w kanaly sepiolitu po kolejnych procesach odwodnienia, co mozna ttu-
maczy¢ tworzeniem wigzan wodorowych przez wewnetrznie skoordynowang wode
gliny.

Zerwanie wigzan Si-O-Si na powierzchni gliny kompensowane jest przez ich
protonowanie i hydroksylacje, z utworzeniem grup silanolowych (Si-OH). Grupy te
wykazuja duzg sklonno$¢ do adsorpcyjnego przytaczania czasteczek na powierzchni
mineratu.

Wiéknista struktura patygorskitu czy tez sepiolitu moze zosta¢ zniszczona pod
wplywem silnych kwaséw, co zaprzeczaloby niezwyklej odpornosci samego Maya
Blue na ich dziatanie [23].

3.3. CHARAKTER ODDZIALYWANIA MATRYCY Z BARWNIKIEM

Wiele chemicznych i archeologicznych aspektow dotyczacych Blekitu Majow,
jego wystepowania, otrzymywania, stosowania czy budowy chemicznej jest juz
powszechnie znane. Nie ulega watpliwosci, ze Blekit Majow jest hybrydowym pola-
czeniem czgsteczek organicznego barwnika i nieorganicznej matrycy. Jednak wcigz
otwartym pozostaje pytanie, co generuje jego niezwykla trwato$¢? Poczatkowo
sadzono, zZe wynika ona gléwnie z unikatowego sktadu chemicznego [1, 2], ale cia-
gle pozostaje niewystarczajagco wyjasniona natura oddzialtywania miedzy matryca
i barwnikiem.

Kontrowersje budzi nawet miejsce lokalizacji barwnika. Brane byto pod uwage
zaréwno zwigzanie z powierzchnig zewnetrzna glin, jak i z wewnetrzng powierzchnia
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kanatow palygorskitu (lub sepiolitu). Van Olphen [3] sadzil, ze czasteczki indygo
sg zbyt duze, aby mogly wnika¢ do kanaléow tych mineraléw, ponadto stosunkowo
niska pojemno$¢ adsorpcji palygorskitu i sepiolitu byla dodatkowym argumen-
tem sugerujgcym, iz czgsteczki barwnika adsorbowane s3 jedynie na zewnetrznej
powierzchni glin wtdknistych. Podobny poglad prezentowal Hubbard [10], ktéry
uzywajac spektroskopii *’Si i *C CP/MAS-NMR, wykazal, ze czasteczki barwnika
w przeciwienstwie do innych, mniejszych czasteczek takich jak aceton czy pirydyna,
nie wnikaja do wnetrza kanatéw, pokrywajac jedynie zewnetrzng powierzchnie.
W mysl jego koncepcji grupy karbonylowe badz aminowe barwnika tworzgc wigza-
nie wodorowe z grupami silanolowymi zlokalizowanymi na krawedzi kanatéw glin,
przykrywaja ich ,wejscie”, uniemozliwiajac tym samym dyfuzje innych czasteczek
barwnika do przestrzeni wewnetrznych matrycy. Obserwowany spadek powierzchni
mikroporéw preparowanych analogdw Blekitu Majow w stosunku do czystych glin,
byt dodatkowym argumentem potwierdzajacym stusznos¢ prezentowanych pogla-
dow. Podobne doniesienia prezentowane byly w literaturze przez Sancheza del Rio
[61]. Inna koncepcja budowy Blekitu Majow [64, 65], kwestionowana przez innych
naukowcdw oparta jest na idei, w ktorej, czasteczki indygo ulokowane sg w tzw. row-
kach, obecnych na zewnetrznej powierzchni glin, powstalych w wyniku pewnych
nieciaglo$ci warstw oktaedrycznych badz tetraedrycznych tzw. peknigé.

Usunigcie wody zeolitowej, zwykle w temperaturze preparowania pigmentu
(powyzej 100°C), jest niezbednym krokiem do uzyskania tatwo dostepnych, wol-
nych przestrzeni, w ktorych ostatecznie ulokowane sg czasteczki barwnika [66, 67].

Wiekszo$¢ prezentowanych pogladéw zaklada natomiast penetracje czaste-
czek barwnika do kanatéw gliny, jako czynnik gwarantujacy trwalo$¢ powstajacego
pigmentu.

Jeden z pionieréw badan Blekitu Majow, Kleber [17] rozwazajac rozmiar czgs-
teczkiindyga postulowal penetracje czgsteczek do kanaléw ilastych mineralow. Bada-
jac preparaty otrzymane m.in. poprzez ucieranie palygorskitu z indygo w postaci
proszku i ogrzewanie mieszaniny w temperaturze 120°C i 190°C, podkreslil role
temperatury w procesie preparowania tego pigmentu sugerujac, iz tylko ogrzewa-
nie w 190°C prowadzi do produktdéw analogicznych do oryginalnych preparatow
Blekitu Majow, odpornych na dzialanie kwasu azotowego. Ponadto wskazywal, ze
nieodwracalne polgczenie indygo z palygorskitem jest $cisle zwigzane z ubytkiem
wody zeolitowej w temperaturze 150-200°C. Nieudane préby otrzymania pigmen-
tow w temperaturze 120°C, ktéra byla zbyt niska do usunigcia wody zeolitowej
z kanaléw mialy dowodzi¢ stusznos$¢ tych pogladow.

Licznie badania prowadzone przez innych naukowcéw potwierdzaly moz-
liwo$¢ swobodnej dyfuzji indygo w kanatach glin, po uprzednim usunieciu z ich
przestrzeni wody zeolitowej i tworzenie wigzan wodorowych gltéwnie przez grupy
karbonylowe barwnika z wodg strukturalng matryc [26, 34, 35, 62, 63].

Liczne dane literaturowe [22, 28, 49, 68-70] wskazuja, ze dominujaca role
w wiazaniu czasteczek barwnika majg nie wigzania wodorowe, lecz koordynacyjne
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polaczenia z oktaedrycznymi kationami, tj. A’ lub Mg™. Brane jest réwniez pod
uwage wystepowanie oddzialywan van der Waalsa miedzy palygorskitem a indygo
[26, 71].

Analizujac sklad oryginalnych preparatéw Blekitu Majow [72, 73] wykryto
w nim fazy zelaza, tj. nanoczasteczki tlenku zelaza a takze amorficzne fazy FeO(OH)
zlokalizowane zaréwno na zewnetrznej powierzchni, jak i w kanatach patygorskitu.
Autorzy sugerowali, iz ich obecno$¢ powoduje rozpraszanie $wiatla, co ostatecznie
wplywa na wlasciwosci optyczne pigmentu, a takze na jego charakterystyczny kolor.
Powyzsze poglady byly jednak w literaturze podwazane [70].

Model struktury Blekitu Majéow stanowigcy organiczno-nieorganiczny kom-
pleks zbudowany z patygorskitu i indygo zostal przez Doménecha uzupetniony
o nowy element, ktory sugeruje udzial znaczacych ilosci utlenionej formy indygo
- dehydroindygo w autentycznych probkach Blekitu Majow. Zawierajace w swojej
strukturze pojedyncze centralne wigzanie C—C, dehydroindygo jest bardziej elas-
tyczng czasteczkg niz indygo i zgodnie z prezentowanym pogladem, latwiej dyfun-
duje w kanatach palygorskitu i wykazuje wiekszg podatno$¢ na tworzenie wigzan
wodorowych, oddziatywan van der Waalsa i wigzan koordynacyjnych z okatedrycz-
nymi kationami. R6znorodnos¢ odcieni Blekitu Majow zalezy od stosunku indygo
do dehydroindygo zakotwiczonego w kanatach palygorskitu, ktéry moze by¢ kon-
trolowany przez zmiane temperatury preparowania pigmentdw [38-40, 49, 74].

Najnowsze badania spektroskopowe (UV-vis, spektroskopia Ramana, FTIR,
NMR) wskazuja, ze Blekit Majow jako wielofunkcyjny, hybrydowy material orga-
niczno-nieorganiczny, w zaleznosci od stosowanej temperatury obrobki termicznej
moze zawiera¢ czasteczki indygo i dehydroindygo okupujace rézne pozycje w kana-
fach mineraléw [44, 48, 75].

4. PIGMENTY Z MATRYCAMI SIT MOLEKULARNYCH

Sita molekularne [76] sa uporzadkowanymi, porowatymi materialami o jed-
norodnym systemie poréw, tworzacych uklady jedno-, dwu- lub tréjwymiarowe.
Wykazujg one wiasciwosci selektywnej adsorpcji czasteczek uzaleznione od ich
wielkosci i ksztaltu. Do rodziny sit molekularnych obecnie zaliczamy ogromng
grupe materialéw o réznym skladzie chemicznym, odmiennych wlasciwosciach,
charakterze szkieletu i geometrii, tj. np. zeolity, materialy zeolitopodobne, mezopo-
rowate, a takze metaloorganiczne (MOF). Glinokrzemianowe krystaliczne zeolity
stanowia najwigksza i najszerzej badang grupe. Obecnie znanych jest okoto 200
typow struktur zeolitowych. Zgodnie z klasyfikacjg proponowang przez IUPAC [77]
naleza one do materiatéw mikroporowatych (pory o rozmiarach ~0,3 do 2 nm).
Do materialéw zeolitopodobnych naleza materiaty AIPO, i ich pochodne, a takze
metalokrzemiany, cynkofosforany, tytanosilikality i wiele innych [78, 79]. Materiaty
mezoporowate (najczesciej krzemionkowe) o amorficznych $cianach (np. MCM-41
[80] i SBA-15 [81]) zostaly odkryte w 1992 roku [82]. Wykazuja one uporzadko-
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wanie jednolitych mezopordéw, jednak $ciany kanaldw sa amorficzne. Gwaltowny
postep badan sit molekularnych doprowadzil do odkrycia pod koniec lat 90-tych
[83, 84] metaloorganicznych materialéow MOF (ang. Metal Organic Framework
[85]), ktdre zbudowane sg z segmentdw nieorganicznych (kationéw metali) i ligan-
déw organicznych, ktérych wzajemne potaczenie tworzy sie¢ krystaliczng o bardzo
duzych powierzchniach wlasciwych [86, 87].

Sita molekularne ze wzgledu na uporzadkowang porowata strukture, jednolity
rozmiar i geometri¢ poréw, elastyczno$¢ modyfikacji ich sktadu, a takze wysoka
odpornos¢ chemiczng i termiczng, sa powszechnie stosowane jako adsorbenty,
wymieniacze jonowe, rozdzielacze mieszanin czy katalizatory [88-93]. W ostatnich
latach nastapil dynamiczny wzrost zastosowania ich w roli matryc tzw. ,,gospodarzy”
do lokowania w nich czasteczek (,,gosci”), w tym takze chromoforéw, w celu uzyska-
nia nanomateriatéw o nowych wiasciwosciach np. optycznych, jakich nie posiadaja
»Zwigzki wyjsciowe” i zastosowania ich w laserach, sensorach, pdlprzewodnikach
materiatach fotochromowych, urzadzeniach optoelektronicznych i pigmentach
[94-98]. Enkaspulacja polega na trwalym zamknieciu czasteczek ,,gosci” we wnetrzu
komor lub kanaléw materiatéw porowatych. Wprowadzone czasteczki zwykle, nie
wykazuja silnego oddzialywania chemicznego z matryca sit molekularnych. Maja
rozmiar wigkszy niz $rednica otworéw prowadzacych do ich wnetrza, co uniemoz-
liwia im opuszczenie porowatej matrycy, dlatego enkapsulacja obrazowo nazywana
jest w literaturze ,stateczek w butelce” (ang. ship in the bottle) [99, 100]. Enkap-
sulowane czgsteczki zmieniajg swoje wlasciwosci fizyczne i chemiczne, uzyskujac
np. wyjatkowa trwalos¢, czego najpowszechniejszym przykladem jest naturalna
ultramaryna, w ktorej niestabilne rodniki siarkowe «S’ trwale zamkniete w klat-
kach sodalitowych sa przez nie skutecznie chronione [101]. Analogicznie poprzez
enkapulacje w matrycach zeolitow wiele niestabilnych w roztworach jonéw nieorga-
nicznych (tioweglany) [102] i organicznych fatwo ulegajacych degradacji (np. jon
2,4,6-trifenylopirylowy) zyskuje imponujaca trwalos¢ [103]. Ponadto wysoki sto-
pien dyspersji, jaki osiagaja uwigzione molekuly, w ktérym jedna czasteczka okupuje
jedng klatke np. zeolitu, czgsto wywoluje nowe wlasciwosci, np. potprzewodnictwo
czy luminescencje [104, 105].

Duze czasteczki, takie jak kompleksy metali, moga by¢ enkapsulowane poprzez
ich synteze in situ w matrycach sit molekularnych z mniejszych sferycznie prekur-
soréw. Obecnos¢ w matrycach sit molekularnych aktywnych katalitycznie miejsc
aktywnych moze by¢ czynnikiem inicjujacym zachodzace w nich reakcje. Metoda
ta powszechnie stosowana byla podczas enkapsulacji metaloftalocyjanin (M = Fe,
Co, Ni, Cu). Uzyskane na drodze wymiany jonowej kationowe formy zeolitu Y,
tj. CoY, FeY, traktowano mogacymi fatwo dyfundowaé w ich wnetrzu odpowied-
nimi ilo$ciami dicyjanobenzenu (DCB), ktdry oligomeryzowal w podwyzszonych
temperaturach do metaloftalocyjanin tworzacych polfaczenia kompleksowe z obec-
nymi kationami. Rozmiar powstajacych komplekséw znaczaco przekraczal $rednice
porow zeolitu Y [106-108].
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Wybrane zwiazki moga by¢ takze trwale zakotwiczone poprzez chemiczne wig-
zanie zaadsorbowanych czasteczek z wewnetrzng powierzchnig (np. z kationami)
sit molekularnych [95]. Geometria kanaléw wymusza uporzadkowang lokalizacje
czasteczek gosci.

Zakotwiczenie wprowadzanych zwigzkéw moze by¢ prowadzone juz podczas
syntezy sit molekularnych(,,budowanie butelki wokot stateczku”). Dodawanie meta-
loftalocyjanin (tj. Fe, Co, Ni, Cu) do mieszaniny przeznaczonej do krystalizacji
fojazytu lub materiatu AIPO,-5 [109, 110], biekitu metylenowego podczas syntezy
zeolitu NaY [111], chromoforéw pirydyny [112], rodaminy B, rodaminy 3B i BE50
podczas syntezy materiatu AIPO,-5 [113] umozliwilo takze ich trwale zamknigcie
w strukturach wewnatrzkrystalicznych sit molekularnych. Obecno$¢ czasteczek
»gosci” czesto wplywa jednak na kierunek krystalizacji i osiggnigcie poprawne;j
struktury krystalicznej matrycy jest niekiedy trudne, a ponadto pH zelu i podwyz-
szona temperatura syntezy moga powodowac¢ rozklad enkapsulowanych czasteczek,
co znacznie ogranicza mozliwoéci stosowania tej metody zakotwiczania.

Wprowadzenie organicznych barwnikéw do matryc sit molekularnych czesto
prezentowane w ostatnich latach w literaturze [100, 114, 115] pozwala uzyskac¢
organiczno-nieorganiczne uklady, w ktorych zamkniete we wnetrzu czasteczki
najczesciej oddzialujg z matryca i uzyskuja wysoki stopiel samoorganizacji mole-
kularnej, tworzac zaawansowane materialy o nowych wlasciwosciach, jakich nie
posiadajg czasteczki ,,gosci” w roztworach [103]. Calzaferri [115, 116] uzyskal wiele
interesujacych materiatéw poprzez zamkniecie kationowych, dwubiegunowych
oraz neutralnych barwnikéw w kanafach i klatkach zeolitu L. Zréznicowany spo-
sob ich ulozenia uzalezniony jest od rozmiardéw i ksztaltu uwiezionych czasteczek.
Otrzymane organiczno-nieorganiczne uklady posiadaly unikatowe wlasciwosci,
wykazujac anizotropie optyczng czy zdolnos¢ do efektywnego przekazywanie ener-
gii. Wiele innych rodzajow sit molekularnych wykorzystywano takze do lokowa-
nia w ich wolnych przestrzeniach réznorodnych barwnikéw, jak np. enkapsulacja
blekitu metylenowego w zeolicie Y, kationowych (Na*, Ca®™) i protonowej formie
mordenitu, a takze w materiatach AIPO,-5, SAPO-5 i SAPO-34 [117-119], zieleni
malachitowej w matrycach materialu mezoporowatego MCM-41 [120], barwnika
laserowego — kumaryny 6 w materiale mezoporowatym MCM-48 [121], pyroniny B
i Y w zeolitcie L i fosforanie glinu AIPO,-5 [122], rodaminy B w materiale MCM-41
i SBA-15 [123, 124] tioniny w fojazycie [125], proflawiny w zeolitach X, L i materiale
mezoporowatym MCM-41 [126, 127], a takze enkapsulacja czerwieni metylowej
i oranzu metylowego w zeolicie NaY, HY, wysokokrzemowym zeolicie Y, ZSM-5
i mordenicie [128]. Wiele kationowych barwnikéw organicznych, takich jak np. bte-
kit metylenowy, pyronina, oksonina, tionina, proflawina [117-119, 126, 129], wpro-
wadza si¢ do matryc sit molekularnych (NaX, NaY, L) na drodze wymiany jonowej
najczesciej z roztwordw wodnych lub alkoholowych.
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4.1. ANALOGI BLEKITU MAJOW Z MATRYCAMI SIT MOLEKULARNYCH

W literaturze znajduje si¢ zaledwie kilka doniesien dotyczacych zastosowania
sit molekularnych w roli matryc do enkapsulacji indygo badz jego pochodnych,
takich jak tioindygo, leukoindygo, indygokarmin. Schulz-Ekloft [114, 130] przed-
stawil pierwsze proby zastosowania zeolitéw typu fojazytu do enkapsulacji tioin-
dygo. Trwale zamkniecie tioindygo zlokalizowanego w dwoch sasiadujacych super-
klatakch nastepowalo podczas hydrotermalnej syntezy zeolitu z zelu zawierajacego
tioindygo badz poprzez termiczng inkluzje barwnika podczas ogrzewania jego mie-
szaniny z zeolitem.

trans-tioindygo

Na*
(pozycje Sy) b,

Rysunek 6. Lokalizacja czasteczek tioindygo w klatkach fojazytu [130]
Figure 6. Location of thioindigo molecules in faujasite cages [130]

Grupa Schulza Ekloffa opatentowala metode tworzenia wielu pigmentow (w tym
indygowych) poprzez synteze zeolitow z mieszanin zawierajacych wybrane barwniki
[131]. Skuteczne préoby wprowadzania indygo podczas hydrotermalnej syntezy zeoli-
tow (fojazyt, zeolit L), a takze materiatu zeolitopodobnego AIPO,-5 z Zeli zawieraja-
cych dodatek barwnika w proszku byly takze prezentowane [132, 133]. Otrzymane
barwne preparaty po oczyszczeniu z niezwigzanych czgsteczek barwnika, na drodze
sublimacji w temperaturze ok. 340°C, utrzymywaly swoje zabarwienie. Obecnos¢
indygoidéw w mieszaninach krystalizacyjnych najczesciej nie wplywata na kieru-
nek krystalizacji. Poprawna krystalograficznie strukture potwierdzono za pomoca
dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego XRD. Proby wprowadzenia tioindygo,
leukoindygo i indygokarminy w matryce zaréwno fojazytu, jak i zeolitu L byly mniej
owocne i otrzymywano gléwnie amorficzne produkty.

Zeolity, w poréwnaniu do glin wioknistych, stosowanych podczas preparowania
analogow Blekitu Majow, dzigki ogromnej réznorodnosci struktur stwarzajg szersze
mozliwo$ci doboru odpowiedniego typu zeolitéw, ktorego geometria poréw najbar-
dziej odpowiada rozmiarom wprowadzanych czasteczek. Ponadto charakteryzujg
sie one bardziej uporzadkowang strukturg, wolng od dodatkowych zanieczyszczen
wystepujacych zwykle w mineralach. Bardzo wazng zaletg zeolitow jest tatwo$¢ ich
modyfikacji (gléwnie przez wymiane kationéw), co stwarza znacznie wieksze moz-
liwosci uzyskiwania réznorodnych pigmentéw niz w przypadku tradycyjnych glin.
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Kationy wprowadzone do zeolitow moga zdecydowanie wplywaé na zabarwienie
i trwalos¢ powstajacych pigmentdw.

627

652 2T

2

678
3
= 1T
654
1
535 585
700
indygo
0 T T T
200 400 600 800

Dlugos¢ fali [nm]

Rysunek 7. Widma UV-vis zeolitéw NaX (1) i KL (2) utartych z indygo oraz poddane obrébce termalnej (T)
Figure 7. UV-vis spectra of the zeolite NaX (1) and KL (2) samples grounded with indigo and after further
thermal treatment (T)

Zaadaptowanie procedury analogicznej do tej, jaka prawdopodobnie stosowali
Majowie polegajacej na ucieraniu barwnika z nieorganiczng matryc i ogrzewaniu
otrzymanej mieszaniny w temperaturze powyzej 100°C umozliwilo termiczng
inkluzj¢ indygo do matryc zeolitow typu fojazytu (0,7 nm), mordenitu (0,6 nm),
zeolitu ZSM-5 (0,55 nm), beta (0,7 nm), zeolitu L (0,7 nm) [134, 135], ktorych
rozmiar otworéw sorpcyjnych [136] zblizony jest do rozmiaru czasteczek indygo
0,48 nm x 1,2 nm [48]. Proces ucierania rozpoczyna prawdopodobnie juz tworzenie
polaczen chemicznych miedzy organicznym barwnikiem, a nieorganiczng matryca.
Widma UV-vis (Rys. 7) otrzymanych preparatéw znacznie réznily si¢ od obrazu
uzyskanego dla czystego indygo. Uwiezienie granatowego barwnika w matrycach
zeolitu A (0,4 nm) takze bylo proponowane [137], jednakze prezentowane przez
innych naukowcéw badania [132, 133, 138] nie potwierdzaly mozliwosci zako-
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twiczenia czasteczek barwnika w mniejszych geometrycznie klatach sodalitu
i zeolitu A. Otrzymane preparaty tracily swoja barwe zaréwno podczas sublimacji,
jak i ekstrakcji roztworem nitrobenzenu lub dimetyloformamidu (DMF) w aparacie
Soxhleta. Potwierdza to zdecydowanie nieskutecznos¢ wigzania czasteczek barw-
nika z zewnetrzng powierzchnig matrycy.

Mozliwos¢ tworzenia bezposredniego wigzania koordynacyjnego miedzy czas-
teczkami barwnika a nieorganiczng matryca bylo takze badane z uzyciem réznych
kationowych form zeolitu X i L, tj. Mg2+, Na®, K', Ca’*, Zn** [139-141]. Ich obec-
no$¢ wplywala na barwe i trwalo$¢ otrzymanych pigmentéw. Formy sodowe zeoli-
tow po wprowadzeniu indygo wykazywaly zdecydowanie najnizsza intensywnos¢
barwy po usunieciu nadmiaru niezwigzanych czasteczek barwnika, natomiast przy
uzyciu innych form kationowych pozostawaly intensywnie zabarwione. Prezen-
towane badania jednoznacznie sugeruja, ze tworzenie wigzania koordynacyjnego
z pozasieciowymi kationami zeolitowymi ma znaczacy wptyw na charakter oddzia-
tywania w organiczno-nieorganicznym kompleksie. Réwniez naturalne zeolity,
np. klinoptilolit, mordenit i ich kationowe modyfikacje moga by¢ zastosowane
w celu otrzymania trwatych pigmentéw indygowych [142]. Trwate zakotwiczenie
indygo i tioindygo w neutralnych matrycach materiatu AIPO,-5 okazalo sie¢ réw-
niez mozliwe. Swiadczy to o tym, ze obecnos¢ kationéw pozasieciowych, ktdre nie
wystepuja w tych materiatach nie jest konieczna do zwigzania czasteczek barwnika.
Niewykluczone, Ze sg one zwigzane koordynacyjnie z atomami szkieletowymi lub
za pomoca wigzan wodorowych. Proby uzycia matryc mezoporowatych (SBA-3,
SBA-15) o znacznie wigkszych $rednicach poréw niz rozmiary czasteczek barwnika
okazaly si¢ nieskuteczne i powstajace produkty odbarwialy si¢ podczas ekstrakeji
rozpuszczalnikami. Jedynie w przypadku materiatéw SBA-15 zawierajacego pewien
udzial mikroporéw, pewna ilo§¢ barwnika pozostawata w matrycy po przemywaniu,
co wynikalo z ich lokalizacji w mikroporach. Podjeto réwniez proby zakotwiczenia
czgsteczek barwnika w materiatach typu MOF stanowigcych nowg rodzine sit mole-
kularnych, tj. (MOE-5, NH,-MOE-5, ZIF-8, ZIF-90, M-53, M-101) [143]. Intensyw-
no$¢ barwy otrzymanych materialéw byta zdecydowanie nizsza niz w zeolitowych
analogach Blekitu Majow. Trwale zakotwiczenie indygoidéw nastapilo jedynie
w MOF-5 i NH,-MOF-5 o rozmiarze poréw ok. 1,28 nm [144], natomiast w przy-
padku matryc ZIF o strukturze sodalitu, gdzie wejscie do komory wynosi 0,34 nm,
a rozmiar komoér 1,16 nm [145] produkty odbarwialy si¢ podczas przemywania.
Obecnos¢ grupy aminowej wplywata na barwe formowanych produktéw. Otrzy-
mane pigmenty cechowaly sie ograniczong stabilnoscia i ich oczyszczanie powodo-
walo zmiany strukturalne widoczne na dyfraktogramach XRD (Rys. 8).
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Rysunek 8.  Dyfraktogramy XRD materiatu MOF-5(1) i NH,-MOF-5 utartych i po obrébce termalnej z indygo,
P- preparaty po przemyciu roztworem DMF-u

Figure 8. XRD patterns of MOF-5 (1) and NH,-MOF-5 (2)grounded and thermally treated, P- indicates
the final samples extracted with DME

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatniego pdétwiecza ustalono w sposéb jednoznaczny, ze Bigkit Majow
jest hybrydowym ukladem zawierajacym indygo uwi¢zione w matrycach nieorga-
nicznych, gtéwnie patygorskitu. Domieszki w stosowanym minerale (np. sepiolitu,
takze zanieczyszczen réznymi kationami) wplywa na odcien uzyskanego pigmentu.
Odtworzona procedura najprawdopodobniej stosowana przez cywilizacje przedko-
lumbijskie obejmuje ucieranie gliny z barwnikiem, a nastepnie ogrzewanie w tem-
peraturze powyzej 100°C. Podczas ogrzewania indygo prawdopodobnie penetruje
do wnetrza kanaldéw patygorskitu i tworzy trwale polaczenia z jego powierzchnia,
aczkolwiek w wielu publikacjach (szczegdlnie wczesniejszych) zaklada sie, ze czas-
teczki barwnika zlokalizowane s3 na zewnetrznej powierzchni gliny. Trwate wigzanie
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przypisuje si¢ wigzaniom koordynacyjnym z kationami matrycy, a takze wigzaniom
wodorowym, a nawet wigzaniom van der Waalsa.

Whbrew opiniom pionieréw badan Blekitu Majow efektywnymi matrycami pig-
mentéw indygowych okazaly sie zeolity o odpowiedniej geometrii poréw (FAU, LTL,
MOR, MFI). Wielka zaleta matryc zeolitowych jest mozliwos¢ tatwego wprowadza-
nia do matryc zeolitowych dowolnych kationéw, ktére wplywaja na zabarwienie
i trwalo$¢ otrzymanych produktéw. Niewatpliwy wplyw kationéw na wiasciwosci
pigmentow potwierdza decydujaca role wigzaca barwnik z matrycg. Trwale pig-
menty powstaja rowniez przy uzyciu bezkationowych matryc AIPO,-5, co sugeruje
inne oddzialywanie z matryca.

Uzyciekrystalicznych mikroporowatych sit molekularnych jako matryc pigmen-
tow analogicznych do Blekitu Majow moze mie¢ istotne znaczenie praktyczne. Poza
tym uklady zeolitowe w sposob znacznie bardziej klarowny niz naturalne gliny
pozwalaja $ledzi¢ mechanizmy oddzialywania z czasteczkami barwnika (w tym row-
niez jego pochodnych). Sita molekularne wyraznie wskazujg na lokalizacje barwnika
we wnetrzu przestrzeni sorpcyjnych i konieczno$¢ kompatybilnoéci geometryczne;.
Zbyt szerokie kanaty materialdw mezoporowatych nie stabilizujg pigmentu. Zeoli-
towe analogi Blekitu Majow moga by¢ otrzymywane przez krystalizacje sit moleku-
larnych z mieszanin zawierajacych barwnik, jednak metoda jest mniej skuteczna niz
klasyczna inkluzja termiczna. Niektore typy sit molekularnych MOF réwniez trwale
zakotwiczajg barwniki indygowe i mogg by¢ uzyte jako matryce.
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ABSTRACT

Over the past decade one can observe a scientific revolution taking place resul-
ting in an explosion of new biotechnologies. Moreover, with the end of the human
genome project and following expansion of the extensive genetic research an unpre-
cedented number of new biological targets useful in drug design have been identi-
fied. Simultaneously, new methods such as combinatorial synthesis have expanded
the overall size of chemical libraries and high-throughtput technologies have ena-
bled to screen more than one million compounds a day [43]. However, an incre-
asing size of chemical libraries in a random fashion may not necessary increase a
probability of success and the overall number of successfully identified leads. Thus,
success of any drug discovery program depend heavily on the assumed selection cri-
teria of appropriate molecules [58] which properties should maximize the chances
of identifying ligands for any given target. Selection criteria used for compounds to
generate diverse as well as focused chemical libraries are briefly discussed in the pre-
sent overview. We describe the most important quality factors such as size, diversity
and chemical tractability which should be always kept in mind during the design of
chemical libraries.

Chemical space is enormous and limited only by a chemist's imagination. The
number of possible drug-like molecules within chemical space has been estimated
to be around 10® [17]. In contrast the overall number of atoms in the observable
Universe is approximately 10%. It is obvious that it is impossible to synthesize every
possible molecule so one need to explore only those regions of chemical space which
are enriched with molecules of appropriate structure and function. Recent strategies
for the design of high-quality collections of structurally diverse sets of small mole-
cules are discussed in the context of probing the chemical space in order to find new
biologically active structures.

Keywords: chemical libraries, virtual libraries, chemical space, drug, natural
products

Stowa kluczowe: biblioteki chemiczne, biblioteki wirtualne, przestrzen chemiczna,
lek, zwigzki naturalne
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WPROWADZENIE

Biblioteka zwigzkow nazywa si¢ uporzadkowany zbidr czasteczek chemicznych
o poznanej strukturze oraz wlasciwosciach fizykochemicznych, stworzony z zamia-
rem usprawnienia procesu identyfikacji substancji spelniajacych zatozone kryteria,
a przy tym wykazujacych spodziewang aktywno$¢. Wyjatkiem sa tutaj biblioteki
ekstraktow pozyskiwanych ze zrddet naturalnych, ktore zawierajg wczedniej nie-
zidentyfikowane metabolity wtorne (ang. secondary metabolites). Ze wzgledu na
szczegolny charakter bibliotek ekstraktéw, doktadng analize jakosciowa zdepono-
wanych probek przeprowadza si¢ dopiero po stwierdzeniu w badaniach przesiewo-
wych obecnosci substancji aktywnej (ang. hit).

Biblioteki zwigzkdéw chemicznych dzielg sie na dwie zasadnicze grupy: biblioteki
wirtualne oraz biblioteki eksperymentalne [1]. Biblioteki eksperymentalne skladaja
sie z probek istniejacych w rzeczywistosci zwigzkow, ktorych aktywnos$¢ testuje sie
doswiadczalnie przy wykorzystaniu wysokowydajnych metod eksperymentalnych
(ang. ,wet screening”) [2].

Z kolei biblioteki wirtualne zawieraja jedynie zakodowane w odpowiednim
formacie danych reprezentacje mozliwych do wyprowadzenia z danego sktadu
elementarnego struktur, ktérych aktywno$¢ testuje si¢ w srodowisku wirtualnym
z wykorzystaniem metod obliczeniowych, w tym popularnych obecnie metod
modelowania molekularnego [3].

Biblioteki chemiczne wykorzystuje sie powszechnie w wielu dyscyplinach nauki
poszukujac zwigzkéow aktywnych biologicznie dla przemystu farmaceutycznego,
weterynarii, rolnictwa, biotechnologii, kosmetologii czy tez dodatkéw do zywnosci.
W niniejszym opracowaniu ograniczamy si¢ do bibliotek dedykowanych poszuki-
waniu nowych lekow.

Wielkos¢ bibliotek substancji o potencjalnej aktywnosci biologicznej moze
zmienia¢ sie w bardzo szerokim zakresie poczawszy od niewielkiego zbioru kilkuset
wyselekcjonowanych zwigzkéw a skoniczywszy na kolekcjach zawierajacych kilka
milionéw i wiecej polaczen.

W zalezno$ci od przeznaczenia w sklad bibliotek eksperymentalnych mogg
wchodzi¢ zwiazki niskoczasteczkowe (ang. small molecules) [4], ktérych masa czas-
teczkowa nie przekracza umownej granicy 700 Da, jak réwniez polimery [5], prze-
ciwciata [6], peptydy [7], bialka [8], oligonukleotydy [9] oraz kwasy nukleinowe
[10]. Obecnie znanych jest takze wiele przypadkéw komplekséw metali przejscio-
wych o udowodnionej aktywnosci biologicznej [11], ktdre znalazly zastosowanie,
jako leki antynowotworowe [12], przeciwzapalne [13] czy tez leki stosowane w sta-
nach zaawansowanej cukrzycy [14].
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1. EKSPLORACJA ZASOBOW PRZESTRZENI CHEMICZNE]
- BIBLIOTEKI WIRTUALNE

Na poczatku 2012 r. w najwigkszej na $wiecie naukowej bazie danych che-
micznych Chemical Abstract Service (CAS) odnotowano rekordowg liczbe ponad
63 milionéw zarejestrowanych zwigzkéw chemicznych [15]. Tymczasem liczbe
wszystkich mozliwych czgsteczek organicznych szacuje sie¢ w zalezno$ci od przyje-
tego algorytmu [16] na okoto 10'*~10"* z czego przynajmniej 10* czasteczek moze
stanowi¢ potencjalne modulatory celéw biologicznych [17], a obecny stan zaawan-
sowania technologii pozwala na synteze blisko 10°-10** czasteczek [18]. Jezeli
odnie$¢ te dane do liczby atomdw w obserwowalnym wszechs$wiecie, ktdrg szacuje
sie na okoto 10% atoméw, wéwcezas stanie sie zrozumialym, iz nie jest mozliwa nie
tylko synteza, ale nawet wyczerpujgca analiza zasobow calej przestrzeni chemiczne;.
Wkrétce moze okazac sig, iz wielko$¢ dostepnych zasobow przestrzeni chemicznej
ogranicza juz tylko wyobraznia ludzkiego umystu, dlatego coraz wieksza uwage
przywiazuje si¢ nie tyle do samej eksploracji zasobdw, co do poszukiwan obszaréw
bogatych w zwigzki aktywne w stosunku do danego celu biologicznego.

Przykltadowa baza wirtualnych czasteczek (ang. generated database) GDB-10
stworzona przez Reymonda i wspoélpracownikéw [19] celem przeprowadzenia wir-
tualnych badan przesiewowych zawiera az 26,4 milionéw unikalnych reprezentacji
struktur, z ktérych udaje si¢ wygenerowac 110,9 miliona stereoizomeréw. Wirtu-
alng baz¢ GDB-10 tworza reprezentacje czasteczek o sredniej masie czasteczkowe;j
153,2 Da, z czego az 87% to reprezentacje czasteczek o masie ponizej 160 Da spet-
niajgce kryterium lekopodobnosci (ang. druglikeness) [20].

Przydatno$¢ bazy GDB-10 zademonstrowano w kampanii poszukiwania
nowych kandydatéw na substancje wiodace dla modulatoréw wybranych klas
receptordw i enzymow. Wykorzystujac pakiet obliczeniowy oparty na statystyce
Bayesowskiej [21] w bazie GDB-10 udato si¢ znalez¢ blisko 17,106 modulatoréw
receptordw sprzezonych z biatkiem G, 2,071 inhibitoréw kinaz oraz 7,527 ligandow
regulujacych aktywnos¢ kanaléw jonowych.

Warto zwroci¢ uwage na fakt, iz catkowita liczba czgsteczek zawartych w wirtu-
alnych bazach GDB jest funkcjg liczby atoméw tworzacych czasteczke. I tak wir-
tualne bazy GDB-13 [22] oraz GDB-15 [23] zawieraja odpowiednio 980 milionéw
i 28,8 biliona reprezentacji trwalych w temperaturze pokojowej czasteczek zawie-
rajacych odpowiednio ponizej 13 oraz 15 atomoéw. W drodze ekstrapolacji tatwo
oszacowad, iz dla czasteczek ztozonych z 25 atoméw powinno istnie¢ juz ok. 107
mozliwych kombinacji. Poniewaz nie jest mozliwa nawet zadowalajaca eksploracja
a co dopiero wyczerpujaca synteza astronomicznych zasoboéw chemicznego wszech-
$wiata, dlatego pozostaje nam opracowac skuteczne narzedzia do nawigacji w obsza-
rach bogatych w czgsteczki o pozadanej aktywnosci.

Jak zauwaza Lipinski i Hopkins przestrzen chemiczna w wielu aspektach przy-
pomina nature kosmologicznego wszechswiata, ktory podobnie zresztg jak wir-
tualny wszechswiat czasteczek ,,odznacza si¢ podobna strukturg oraz bezmiarem”
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[24]. Czasteczki aktywne wobec okreslonej klasy celow biologicznych wykazuja
tendencje do grupowania si¢ w specyficznych obszarach przestrzeni chemicznej
przypominajgcych galaktyki [25]. Co wiecej przestrzen chemiczng mozna réwniez
rozpatrywa¢ w kontekscie wielowymiarowej przestrzeni wszystkich deskryptoréow
[26], wyrazajacych w sposob liczbowy cechy strukturalne.

Przez pojecie deskryptora nalezy rozumie¢ ,wynik operacji logicznej lub mate-
matycznej, ktora przeksztalca informacje chemiczna kodowana w symbolicznej
reprezentacji czasteczki w jej posta¢ numeryczng” [27].

Skuteczna nawigacja w calym obszarze przestrzeni chemicznej wymaga, wigc
odwzorowania reprezentacji wszystkich znanych czasteczek na wspotrzednych wie-
lowymiarowej przestrzeni deskryptorow [28]. Jednoczesnie kazdy wymiar powinien
wyrazac unikalne cechy strukturalne wyrazone przez wlasciwosci fizykochemiczne,
molekularne odciski palca (ang. molecular fingerprints), cechy topologiczne, czy tez
podobienstwo do wybranego zwiazku odniesienia [29].

W tak zdefiniowanej przestrzeni chemicznej dwie sasiadujgce ze sobg czasteczki
odznacza zblizony zbidr wartosci numerycznych dla przyjetych deskryptoréw cech
strukturalnych. Niestety dotychczas nie udalo sie skonstruowa¢ skutecznych algo-
rytmow, ktdre pozwalatyby przewidywaé strukture na podstawie wartosci nume-
rycznych samych tylko deskryptoréw. Dlatego nawigacja przestrzeni chemicznej
wymaga znajomosci struktur wszystkich zwiazkéw w niej zawartych.

Nowatorskie podejscie do problemu eksploracji nieznanych obszaréw prze-
strzeni chemicznej, ktore pozwala na znalezienie unikalnych zwigzkéw aktywnych
biologicznie przedstawili Raymond i van Deursen [30]. Przestrzen chemiczng udaje
sie przyblizy¢ w formie grafu, ktérego wierzcholki reprezentowa¢ beda czasteczki,
a krawedzie zmiany, jakie dokonujg sie¢ w obrebie struktury. W opisanej w ten spo-
sOb przestrzeni chemicznej dwie sasiadujace ze sobg czasteczki odrdznia niewielka
zmiana struktury, ktéra moze polegaé na przegrupowaniu badz zmianie charakteru
atomow, jak réwniez dodaniu lub usunieciu dodatkowego atomu lub wigzania. Na
potrzeby nawigacji kierunkéw w obszarach przestrzeni chemicznej skonstruowano
specjalny program o nazwie ,,Spaceship” [31]. Zastosowany w nim algorytm opiera
sie na cyklicznie powtarzanej operacji wprowadzania niewielkich modyfikacji
strukturalnych oraz selekgji tylko tych, sposrdd otrzymanego w ten sposéb zbioru
czgsteczek, ktore wykazuja najwieksze podobienstwo do struktury docelowej mie-
rzone wartoscig wspotczynnika Tanimoto (ang. Tanimoto coefficient) [32]. Warto
w tym miejscu nadmieni¢, iz znanych jest obecnie kilka uzytecznych programoéw
dedykowanych tworzeniu bibliotek wirtualnych [33].

Wigkszo$¢ z nich wykorzystuje znane bloki budulcowe oraz reakcje chemiczne,
umozliwiajgc przygotowanie tatwych do syntezy czasteczek, z ktorych czesto korzy-
sta sie w kampaniach wirtualnych badan przesiewowych (ang. virtual screening)
(34].



BIBLIOTEKI ZWIAZKOW CHEMICZNYCH 747

2. INFRASTRUKTURA EKSPERYMENTALNYCH BIBLIOTEK ZWIAZKOW

Biblioteki eksperymentalne zwykle skladajg si¢ z czterech zasadniczych ele-
mentéw: 1) centralnego magazynu probek, 2) oprogramowania oraz bazy danych
pozwalajacych analizowaé zgromadzone w testach przesiewowych dane doswiad-
czalne, 3) zestawu analitycznego, ktory pozwala na biezgco $ledzi¢, jakos¢ zdepono-
wanych zwigzkéw oraz 4) zautomatyzowanych stacji pipetujacych, stuzacych przy-
gotowaniu plytek macierzystych oraz ich dalszej replikacji [35].

Produkty naturalne

#===* Modyfikowane produkty naturalne

4= Produkty syntezy organicznej

System zarzgdzania
BAZA DANYCH [ Y [; ]
- . Kontrola jakosci
I oprogramowanie =
- - Formatowanie i replikacja HPLC
; ans, =" o
2%, PDA
A R L i i
c g i ESI-MS
. ) CLND
Badania przesiewowe Centralny magazyn prébek ELSD

Rysunek 1. Schemat przykladowej infrastruktury eksperymentalnej biblioteki zwigzkéw chemicznych
Figure 1. Schematic diagram of an example infrastructure of experimental chemical compounds library

W sklad zaawansowanych systemoéw analitycznych pozwalajacych na biezaco
kontrolowa¢, jako$¢ zdeponowanych w bibliotece probek wchodzi wysokosprawny
chromatograf cieczowy (HPLC) wyposazony, w co najmniej trzy niezalezne detek-
tory wykorzystujace rézne metody detekcji [36]. Spektrometr masowy stuzy gtéw-
nie celom identyfikacji substancji, ktéra w zarejestrowanym widmie mas powinna
dawac¢ spodziewany sygnat jonu molekularnego badz pseudomolekularnego. Z kolei
czystos¢ probki okresla si¢ metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej zwy-
kle z uzyciem detektora z matrycg fotodiodowa DAD (ang. Diode Array Detector),
a w przypadku czasteczek stabo absorbujgcych badz tez nieabsorbujgcych promie-
niowania w zakresie Uv-Vis aerozolowego detektora promieniowania rozproszonego
ELSD (ang. Evaporative Light Scattering Detector) [37]. Substancje przeznaczone do
badan przesiewowych standardowo rozpuszcza si¢ w dimetylosulfotlenku (DMSO)
i przechowuje w zabezpieczonych plytkach wielodolkowych. Niestety wysoka higro-
skopijno$¢ DMSO sprawia, iz po uplywie pewnego czasu zdarza si¢ obserwowac
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wytracanie czesci substancji rozpuszczonej, szczegdlnie w przypadku zwigzkow
o podwyzszonej lipofilowosci [38]. Dlatego szczegdlng uwage przywiazuje si¢ do
problemu zmian stezenia roztworéw przechowywanych przez dluzszy okres czasu.
Stezenia substancji zawierajacych atomy azotu oznacza si¢ zwykle metodami chro-
matografii cieczowej z uzyciem detektoréw chemiluminescencji azotu CLND (ang.
Chemiluminescent Nitrogen Detector) [39]. W przypadku roztwordw substancji nie
zawierajacych atomoéw azotu stosuje si¢ gtéwnie metody analizy ilosciowej oparte
na technice 'H NMR, w tym szczegélnie popularng metode wzorca wewnetrznego
[40].

Najwazniejszy element biblioteki eksperymentalnej stanowi jednak baza
danych zawierajaca zbiér zakodowanych w odpowiednim formacie [41] informacji
niezbednych do zidentyfikowania zdeponowanych w jej infrastrukturze zwiazkow.
Standardowo oprdcz danych strukturalnych w bazie danych umieszcza sie réwniez
informacje o dostepnej ilosci, czystosci oraz miejscu i warunkach przechowywania
probki. Ponadto baza danych czesto zawiera kluczowe z punktu widzenia opraco-
wywania procedur testow przesiewowych wyniki badan fizykochemicznych. Przy-
ktadowo zwigzki wykazujace silng wewnetrzng fluorescencje, w testach przesiewo-
wych z detekcja fluorescencyjng beda dawa¢ wyniki falszywie dodatnie (ang. false
positives) [42]. Z tego wzgledu w bazie danych umieszcza sie¢ dodatkowa adnotacje
o mozliwej koincydencji ich wlasciwosci z detektorem fluorymetrycznym.

3. PROJEKTOWANIE STRUKTURY I WEASCIWOSCI BIBLIOTEK

Podczas tworzenia bibliotek zwigzkéw pierwszej generacji, jakie pojawily sie
na poczatku lat dziewigédziesigtych nie przywigzywano wigkszej wagi do sposobu
ich przygotowywania starajac si¢ przeszukiwac jak najwigksze kolekcje w mozliwie
najkrotszym czasie.

Pomimo wdrozenia zaawansowanych technologii, a w szczegolno$ci wysoko-
wydajnych metod przesiewania, ktére obecnie pozwalajg testowa¢ dziennie zasoby
dochodzace nawet do 1 miliona zwigzkéw [43], nie zaobserwowano znaczacego
zwiekszenia czestotliwosci odkrywania nowych substancji wiodgcych. Wynika
z tego, iz powodzenie kampanii poszukiwania nowych substancji wiodacych nalezy
uzalezni¢ nie tyle od ilosci, co od wlasciwego wyboru czasteczek reprezentujacych
niewielkie fragmenty przestrzeni chemiczne;j.

Podejécie do zagadnien projektowania wlasciwosci bibliotek zalezy w pierw-
szej kolejnosci od aktualnego stanu wiedzy o celu biologicznym oraz rozpoznanych
mozliwo$ci modulacji jego aktywnosci. Biblioteki generyczne (ang. generic, unbia-
sed, random) odpowiadajg potrzebie badan przesiewowych skierowanym na nowo
odkryte cele biologiczne, ktérych struktura nie zostala jeszcze w pelni wyjasniona.
Biblioteki generyczne mozna przygotowywa¢ w drodze bezposredniej selekeji
czasteczek sposrdd znanych kolekeji zwigzkow [44]. Znacznie czgéciej biblioteki
generyczne przygotowuje si¢ de novo funkcjonalizujac szkielet znanych czasteczek,
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wykorzystujac strategie syntezy zorientowanej na réznorodno$¢ (ang. Diversity
Oriented Synthesis, DOS) [45].

Biblioteki generyczne przygotowywane metoda bezposredniej selekeji zwykle
zawierajg czgsteczki przypominajace budowg motywy strukturalne znanych lekdw,
a przez to zwane popularnie ,,uprzywilejowanymi” (ang. privileged scaffolds) [46],
badz tez zawierajace kluczowe z punktu widzenia oddziatywan wigzacych farmako-
fory [47]. Najczesciej korzysta si¢ jednak ze zbiorow czasteczek, ktore nie zawieraja,
co prawda uprzywilejowanych motywéw struktury, ale bogate sg w tatwe do funk-
cjonalizacji grupy funkcyjne stanowigc cenne substraty do syntezy zorientowane;j
na réznorodnosc.

Synteza zorientowana na réznorodnos¢ to umyslna, rownoczesna i efektowna
synteza wiecej niz jednego strukturalnie zréznicowanego zwigzku docelowego
o zaawansowanym stopniu skomplikowania szkieletu [48]. W syntezie zoriento-
wanej na roznorodnos¢ dostepne bloki budulcowe stuzg wzbogaceniu szkieletu
zwigzku wiodacego w dodatkowe grupy funkcyjne oraz relacje stereochemiczne.

Sciezki syntetyczne stosowane w syntezie zorientowanej na réznorodno$é
powinny by¢ nie tylko rozgatezione, ale réwniez rozbiezne (ang. divergent), pozwa-
lajac w ten sposdb na szybkie i efektywne przeksztalcenie zbioru prostych i stosun-
kowo podobnych do siebie zwigzkéw w reprezentatywny zbidr czasteczek o wigk-
szym stopniu skomplikowania struktury szkieletu i ptynacej stad réznorodnosci
[49].

Skonstruowane w ten sposob biblioteki generyczne moga obejmowaé swym
zakresem bardzo odlegte obszary przestrzeni chemicznej, a ptynaca z nich réz-
norodno$¢ pozwala szczegoétowo analizowa¢ funkcje enzyméw zaangazowanych
w kluczowe szlaki biochemiczne dostarczajac niezbednych informacji o kluczowych
celach terapeutycznych.

Biblioteki ukierunkowane (ang. focused, biased, directed) [50] zwykle przygo-
towuje sie z mysla o badaniach przesiewowych wobec okreslonego przedstawiciela
danej klasy enzymow.

Proces doboru czgsteczek sposrod wigkszych i bardziej zréznicowanych kolek-
cji opiera sie na szczegélowych informacjach o strukturze docelowego enzymu,
a przynajmniej na znajomosci kluczowych farmakoforéw zaangazowanych w proces
wigzania ligandéw. Czesto biblioteki ukierunkowane wyprowadza si¢ z wigkszych
kolekeji znanych zwigzkéw w procesie selekeji in silico [51]. Zaréwno na etapie
wstepnego doboru kandydatow, jak i dalszej ewaluacji bibliotek ukierunkowanych
korzysta si¢ powszechnie z algorytmoéw genetycznych [52], ktére przeszukujac duze
przestrzenie mozliwych rozwigzan pozwalajg znalez¢ najlepsze, chociaz wcale nie-
koniecznie optymalne rozwigzanie dla skomplikowanych i wielowymiarowych pro-
blemoéw optymalizaciji.

Weber i wspotpracownicy [53] postuzyli si¢ algorytmem genetycznym w pro-
cesie projektowania biblioteki kombinatorycznej celowanej na trombine, znajdujac
silny inhibitor w cyklu syntezy zaledwie 400 ze 160,000 mozliwych zwigzkéow.
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Biblioteki celowane (ang. target-family-oriented libraries) [54] skierowane sg na
poszczegdlne klasy enzymow takie jak metaloproteazy, kinazy czy fosfatazy. Two-
rzac biblioteki celowane dysponuje si¢ zwykle niekompletnym zbiorem informa-
cji, ktore dajg pewne tylko wyobrazenie o mozliwej strukturze docelowego miejsca
wigzacego. Niemniej jednak poszukujac nowej substancji aktywnej wobec przedsta-
wiciela znanej klasy enzymow, wystarczy postuzy¢ si¢ celowang biblioteka bliskich
analogdw wczesniej rozpoznanej substancji wiodacej. Przyktadowo Rice i wspdtpra-
cownicy [55] wychodzac ze struktury wiodacej jednego z rozpoznanych inhibito-
réw fosfatazy przygotowali biblioteke celowana, dzieki ktérej udalo sie znalezé nowe
inhibitory dla czterech réznych fosfataz, o podwojnej specyficznosci.

Strategia syntezy ukierunkowanej na cel (ang. Target Oriented Synthesis, TOS)
stuzy przygotowaniu struktury wiodacej, z ktérej w drodze dalszej funkcjonaliza-
cji wyprowadza si¢ ukierunkowana biblioteke strukturalnie spokrewnionych ana-
logéw. Obecnie w literaturze znanych jest wiele uprzywilejowanych chemotypow
(ang. privileged structures) [56], ktorych dalsza funkcjonalizacja prowadzi do wielu
grup aktywnych modulatoréw strategicznych celéw biologicznych [57].
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Rysunek 2. Pordwnanie struktury przestrzeni chemicznej oraz strategii syntezy dla: a) bibliotek generycznych
oraz b) bibliotek ukierunkowanych

Figure 2. A comparison of chemical space structure and synthetic strategy for: a) generic libraries and
b) directed libraries

Chociaz biblioteki ukierunkowane wokot jednego tylko, konkretnego che-
motypu reprezentujg niewielki fragment przestrzeni chemicznej, to pozwalaja
wyprowadzaé kluczowe z punktu widzenia projektowania lekdéw zaleznosci, jakie
zarysowuja si¢ miedzy strukturg a wynikajaca z niej aktywnoscig. Biblioteki ukie-
runkowane przygotowuje sie najczeéciej metodami TOS wykorzystujac przy tym
strategie analizy retrosyntetyczne;j.
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4. NORMALIZACJA 1 PROFILOWANIE WEASCIWOSCI BIBLIOTEK
METODAMI IN SILICO

Wszystkie dostepne informacje o zwigzkach zdeponowanych w bibliotece eks-
perymentalnej musza zosta¢ zgromadzone w centralnej bazie danych, gdzie pod-
daje sie je kolejno zabiegom normalizacji. Stosujac narzedzia chemoinformatyczne
przeznaczone specjalnie do obstugi baz danych w pierwszej kolejnosci usuwa sie
symbole izotopow, czasteczek wody hydratacyjnej i przeciwjonéw, nastepnie prze-
prowadza si¢ standaryzacje¢ tadunkéw formalnych, a na koncu potwierdza si¢ zgod-
no$¢ otrzymanej w ten sposéb dwuwymiarowej reprezentacji struktury z obowigzu-
jacymi zasadami warto$ciowosci [58]. Na szczegdlng uwage zwraca si¢ rdwniez przy
standaryzacji informacji o obecnosci centrow stereogenicznych, gdyz powszechnie
stosowane wzory klinowe sg niewtasciwie przetwarzane przez wigkszos¢ systemow
komputerowych [59], co przy pdzniejszej konwersji reprezentacji dwuwymiaro-
wych na strukture przestrzenna moze prowadzi¢ do razacych bledéw w analizie
SAR (ang. Structure-Activity Relationship) [60].

Operacje porzadkowania i standaryzacji baz danych prowadzi si¢ zwykle na
liniowych reprezentacjach struktury zapisanej w kanonicznym kodzie SMILES
(ang. Simplified Molecular Input Line Entry Specification) [61]. Kod kanoniczny
SMILES pozwala przetransponowa¢ dowolny wzér strukturalny do postaci zapisu
liniowego, ktéry mozna z kolei fatwo przeprowadzi¢ w kod alfanumeryczny ASCII
(ang. American Standard Code for Information Interchange), przez co nadaje si¢
do indeksowania substancji zawartych w bazach danych. Kodowanie cech struktu-
ralnych w postaci wektoréw binarnych (przedstawianych w postaci ciaggu jedynek
i zer) ma te dodatkows zalete, iz pozwala na szybka i jednoznaczng identyfikacje
okreslonych cech struktury. Przed przystapieniem do przesiewania zasobéw oraz
analizy stopnia zréznicowania struktury bibliotek, wszystkie cechy strukturalne
czasteczek nalezy wyrazi¢ w postaci liczbowej za pomocg odpowiednio wybranych
deskryptorow.

Porzadkowanie zasobow baz danych chemicznych bibliotek obejmuje miedzy
innymi analize zawartos$ci, gdzie poszukuje sie¢ podwielokrotnosci tej samej substan-
cji. W przypadku stwierdzenia w bibliotece obecnosci kilku prébek tej samej substan-
cji zwykle zachowuje si¢ probke o najwigkszym stopniu czysto$ci. Uporzadkowang
w ten sposdb baz¢ danych poddaje si¢ nastepnie przesiewaniu wiasciwosci, ktore
zwykle ma na celu wybranie tylko tych sposréd milionéw zdeponowanych struktur,
ktore spelniaja zatozone kryteria. Nalezy przy tym jednak pamietad, iz od doboru
wlasciwych kryteriow przesiewania wlasciwosci zaleze¢ bedzie, jakos¢ otrzymanej
w ten sposob biblioteki. W przypadku niewlasciwie dobranych kryteriéw istnieje
uzasadniona obawa nieumyslnego przeoczenia tych czasteczek, ktore formalnie nie
spelniaja zalozonych kryteriow a mimo to wykazuja pozadang aktywnos¢.

Rozpoznanych jest obecnie kilkanascie typow klas zwigzkow, ktore w testach
przesiewowych zwykly dawaé wyniki falszywie dodatnie [62]. Z tego wtasnie
wzgledu przyjeto sie w pierwszej kolejnosci przesiewaé bazy danych pod kgtem nie-
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pozadanych wiasciwosci fizykochemicznych [63] oraz toksycznych [64]. Stosujac
odpowiednio dobrane filtry [65] pozadanych wlasciwosci z baz danych usuwa si¢
wszystkie zwigzki zawierajace w strukturze reaktywne, jak réwniez hydrolitycznie
niestabilne, ugrupowania. W szczegélnosci nalezy tutaj wspomniec¢ o takich klasach

zwigzkow

jak chlorki kwasowe, bezwodniki, epoksydy, akceptory reakcji Micha-

ela, estry kwasow sulfonowych, iminy i inne [66]. Zwigzki zawierajace reaktywne
grupy funkcyjne wchodza w reakcje z glutationem oraz grupami tiolowymi pep-
tydow i biatek wykazujac staba stabilno$¢ w osoczu krwi ludzkiej. Nalezy odrzucié

réwniez w

szystkie czgsteczki zawierajace w swej strukturze fragmenty ugrupowan

podejrzanych o dzialanie cytotoksyczne a w szczegdlnosci pochodne 4-piperydonu
oraz tiomocznika [67].
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Wybrane klasy: a) zwigzkéw podejrzanych o dzialanie cytotoksyczne, b) zwigzkéw niestabilnych
w srodowisku fizjologicznym, oraz c) produktéw ich reakeji z nukleofilowymi fragmentami biatek
i peptydéw takich jak d) glutation. Na rysunku przyjeto oznaczenia: X=F, Cl, Br, I, tosyl; R=alkil,
aryl, heteroaryl; G=fragment bialka, badz peptydu (np. glutation)

Selected examples of : a) compounds with possible cytotoxic activity, b) compounds unstable
under physiological conditions, and ¢) products of their reactions with the nucleophilic sites of
proteins and peptides such as d) glutathione. The following abbreviations are used: X=F, Cl, Br, I,
tosyl; R=alkyl, aryl, heteroaryl; G=part of protein or peptide (e.g. glutathione)
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Wstepnej oceny kluczowych z punktu widzenia biodostepnosci wlasciwosci
ADME-Tox (ang. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity)
mozna dokonaé stosujac dostepne narzedzia chemoinformatyczne w tym popu-
larng platforme ZINC wykorzystujaca niekomercyjng wersje programu FILTER
[68]. Warto przy tym réwniez nadmieni¢, iz aktualna wersja algorytmu programu
FILTER zawiera nieco ponad sto empirycznych regut oceny stabilnosci struktury,
co pozwala odrzuci¢ znaczacg wigkszo$¢ reaktywnych i hydrolitycznie niestabilnych
czasteczek.

W tym miejscu nalezy réwniez stanowczo podkresli¢ fakt, iz kazdego rodzaju
profilowanie wlasciwosci prowadzi si¢ zawsze w kontekscie przyjetych oczekiwan.
A zatem w przypadku bibliotek zwigzkéw ukierunkowanych na leki antynowotwo-
rowe nalezy stosowa¢ wylacznie ,,migkkie” kryteria filtrowania wlasciwosci, w prze-
ciwnym wypadku odrzuciliby$my $rodki alkilujace z grupy f-chloroetyloamin, ety-
lenoimin czy epoksyddw, a wiec znaczaca wigkszos¢ stosowanych dzisiaj zwigzkow
o udowodnionej aktywnosci przeciwnowotworowej [69].

Przed przystapieniem do wirtualnego skriningu [70] zwykle dokonuje sie jesz-
cze parametrycznej oceny, jakosci skonstruowanej biblioteki. Wszystkie reprezenta-
cje struktur wchodzacych w skfad bibliotek wyraza si¢ przez deskryptory fizykoche-
miczne i topologiczne, ktére niosg ze soba zakodowane informacje o wlasciwosciach
makroskopowych takich jak lipofilowos$¢ czy cechach topologicznych takich jak
stopien rozgalezienia struktury [71]. Szczegétowe omoéwienie wszystkich typow sto-
sowanych deskryptoréw wykracza poza ramy niniejszego opracowania. Czytelnik
zainteresowany zagadnieniem opisu struktury czgsteczki za pomocg deskryptoréw
powinien przesledzi¢ jedna z wczesniej wydanych monografii [72]. Nalezy przy
tym podkresli¢, ze mimo cigglego wprowadzania nowych typow deskryptoréw jak
dotychczas nie udalo si¢ wypracowa¢ uniwersalnej metody pomiaru stopnia zrézni-
cowania biblioteki zwigzkow [73].

Standardowo do parametrycznej oceny stopnia zréznicowania kolekeji zwigz-
kow stosuje sie wspotczynnik Tanimoto (ang. Tanimoto coefficient) [74], ktérego
warto$¢ zmienia si¢ w waskim przedziale migdzy 0 a 1. Graniczne wartosci poja-
wiajg sie w przypadku, gdy poréwnywane ze sobg struktury nie majg wspdlnych
deskryptoréw (S, = 0) badz tez wszystkie z analizowanych deskryptoréw s3 iden-
tyczne (S, =1).

Nierozlacznie z terminem réznorodnosci wigze sie rowniez pojecie stopnia
skomplikowania struktury [75]. Chociaz w literaturze wcigz toczy sie debata o zna-
czeniu stopnia skomplikowania struktury to zwykle przyjmuje sig, iz bardziej zlto-
zone w swej naturze czasteczki oddzialywuja z bioczasteczkami w sposob bardziej
selektywny a przy tym réwniez specyficzny [24, 76].
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5. BIBLIOTEKI GENERYCZNE

Na poczatku lat dziewigc¢dziesigtych zauwazono, iz przewazajaca czgs¢ grupy
poczatkowo dobrze rokujacych substancji nie przeszta ostatecznie nawet I fazy
badan klinicznych gléwnie ze wzgledu na niekorzystng charakterystyke farma-
kokinetyczna (ang. pharmacokinetics, PK) [77]. Skutecznos$¢ dziatania leku zalezy
nie tylko od pozadanej aktywnosci biologicznej, ale réwniez biodostepnosci, ktora
okresla zdolnos¢ danej substancji do przenikania przez blony biologiczne.

Pod koniec lat dziewie¢dziesiatych Lipinski [78] przeprowadzil statystyczna
analize wlasciwosci fizykochemicznych znanych lekéw formujgc stynng juz dzi$
»regule pieciu” (ang. Rule of Five, RO5) [79]. W mysl ,reguly pieciu” substancje
mozna uzna¢ za dobrze wchlaniajaca po podaniu doustnym, jezeli jej masa czgstecz-
kowa nie przekracza 500 Da, wartos$¢ logarytmu ze wspotczynnika podziatu miedzy
oktanol i wode (logP) jest mniejsza od pigciu, liczba donoréw wiazania wodorowego
jest mniejsza od pieciu a liczba akceptoréw wigzania wodorowego wyrazona przez
sume atomow tlenu i azotu nie przekracza dziesieciu. Pdzniejsze uscislenia zasady
pieciu nakladajag dodatkowe ograniczenia na obszar powierzchni polarnej (ang.
Polar Surface Area, PSA) zdefiniowany poprzez sume donoréw i akceptoréw wia-
zan wodorowych, ktéra nie powinna przekracza¢ dwunastu [80], natomiast liczbe
wigzan zdolnych do swobodnego obrotu zwykle zaweza si¢ do dziesigciu [81].

Przy projektowaniu bibliotek zwigzkéw nie nalezy zapominad, iz regula pieciu
okresla tylko niezbedne warunki, jakie powinien speinia¢ kazda dobrze przyswajana
po podaniu doustnym substancja i z tego wzgledu nie powinna przesadzaé o osta-
tecznej kwalifikacji kandydatéw na substancje wiodaca. Istnieje spora grupa znanych
przypadkow odstepstw od reguly pieciu, do ktdrej zalicza si¢ makrocykliczne pro-
dukty naturalne wytwarzane przez grzyby, bakterie i rodliny [82]. Substancje o masie
czasteczkowej wigkszej niz 500 Da moga wykazywac pozadang biodostepnos¢, jezeli
wlaczy¢ w ich strukture fragmenty odpowiedzialne za usztywnienie konformacji.

Szczegdlowa analiza procesu optymalizacji struktury substancji wiodacej wyka-
zala tendencje wprowadzania podstawnikow, ktére odpowiadajg za wzrost lipofilo-
wosci czgsteczki [83]. Z tego wzgledu czesto zdarza sie, iz kryteria doboru kandyda-
tow na substancje wiodace zaweza si¢ do reguly czterech zdefiniowanej analogicznie
do reguly pieciu Lipinskiego. Dalsza analiza wlasciwosci fizykochemicznych lekow
[84], ktdre zostaly juz dopuszczone do obrotu pozwolila uscisli¢ kryteria doboru
odpowiednich kandydatéw na substancje wiodgce.

Kandydat na zwigzek wiodacy nie powinien zawieraé wiecej niz trzech skon-
densowanych ze soba pierscieni aromatycznych, bowiem tego typu fragmenty
struktury sprzyjaja powstawaniu w warunkach fizjologicznych cytotoksycznych
epoksyddw oraz chinonéw [85]. Pozadane jest rowniez, aby kandydat na substan-
cj¢ wiodacg zawieral mniej niz cztery atomy halogenu, przy czym ze wzgledu na
szczegoOlnie wlasciwosci farmakofordéw zawierajacych atomy fluoru [86], dopuszcza
sie wspotistnienie dwoch grup CF,. W konicu nalezy mie¢ réwniez na uwadze fakt,
iz zmniejszenie dtugosci alifatycznego tancucha oraz wielkosci makrocyklicznego
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pierscienia zawierajacego do 22 atomoéw przyczynia si¢ do ograniczenia labilnosci
konformacyjnej, a tym samym ufatwia racjonalne projektowanie dalszych analogow
substancji wiodace;j.

6. BIBLIOTEKI FRAGMENTOW

Biblioteki fragmentdw (ang. fragment-based libraries) skladajq si¢ z niewielkich
czgsteczek o stosunkowo niskim powinowactwie do celéw biologicznych, ktore zwy-
czajowo przyjelo sie nazywacl ,fragmentami” [87]. Biblioteki fragmentéw ztozone
z czasteczek o niewielkim stopniu skomplikowania struktury odznacza szczegélnie
wysokie prawdopodobienstwo wystapienia komplementarnego ukladu oddzialy-
wan wiazacych.

Zwigzki zaliczane do biblioteki fragmentéw muszg spelnia¢ $cisle okreslone
kryteria zwane popularnie ,,regula trzech” (ang. rule of three, RO3) [88], Zgodnie
z reguly trzech zwigzki wchodzgce w sktad biblioteki fragmentéw powinny posiadaé
mase¢ czasteczkowa nie wieksza niz 300 Da, warto$¢ logarytmu ze wspdtczynnika
podzialu miedzy oktanol i wode¢ (logP) mniejsza niz trzy, a przy tym zawiera¢ nie
wiecej niz trzy H-donory (HBD) i trzy akceptory wigzania wodorowego (HBA).

Ponadto nalezy przy tym podkresli¢, iz w przypadku bibliotek fragmentéw
znacznie wiekszy nacisk kladzie sie na wypadkowa liczbe ciezkich atoméw niz na
mase czgsteczkowy, bowiem atomy o wysokiej liczbie atomowej takie jak atomy
bromu czy jodu wnosi¢ beda znaczacy wklad w mase czasteczkowa. Z tego wzgledu
wlasciwosci bibliotek fragmentdw przyjelo si¢ charakteryzowaé w oparciu o dodat-
kowy parametr zwany ,efektywnoscia liganda” (ang. Ligand Efficiency, LE) zdefinio-
wany poprzez usredniong warto$¢ energii wigzania, ktéra przypada na pojedynczy
atom badz jednostke masy [89]. Jezeli jednak ,.efektywnos¢ liganda” musimy odnies¢
do jego masy czasteczkowej wowczas nalezy postugiwac sie procentowym indeksem
efektywnosci (ang. percentage efficiency index) lub indeksem efektywnos$ci wiazania
(ang. binding efficiency index) [90]. Dla typowej substancji o masie czgsteczkowej
333 Da hamujacej w polowie aktywnos$¢ enzymu przy stezeniu 10 pM procentowy
indeks efektywnosci wynosi 1,5. Niskie wartosci IC, mieszczce si¢ zazwyczaj mig-
dzy 0,1 a 1,0 mM, sprawiaja, iz zwiazki tworzace biblioteki fragmentéw musza by¢
testowane przy stosunkowo wysokich stezeniach [91]. Naturalnym ograniczeniem
stosowania biblioteki fragmentéw w badaniach przesiewowych wydaje si¢ by¢ roz-
puszczalnos¢ samego liganda, ktéra powinna pozwala¢ na przygotowanie roztwo-
réw o odpowiednio wysokim stezeniu [92].

Niskie powinowactwo, staba rozpuszczalno$¢ oraz konieczno$é stosowania
wysokich stezen sprawiajg, iz w badaniach przesiewowych, w ktorych korzysta sie
z bibliotek fragment6éw czesciej udaje sie natrafi¢ na substancje aktywng niz ma to
zwykle miejsce w przypadku analogicznych bibliotek substancji lekopodobnych.

Liczbe czasteczek zawierajacych do 11 atoméw, a ktérych masa czasteczkowa
nie przekracza 300 Da szacuje si¢ na okoto 13 milionéw, co znaczaco zaweza obszar
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przestrzeni chemicznej, a jednocze$nie rowniez wielko$¢ reprezentujacych ja biblio-
tek fragmentow. Wielko$¢ bibliotek fragmentdéw zmienia sie w dosy¢ szerokim
zakresie miedzy 100 a 500 czasteczek dla typowej wielkosci bibliotek celowanych
dochodzac nawet do 20,000 zwigzkéw w przypadku bibliotek generycznych. Zwykle
jednak typowe biblioteki fragmentéw zawieraja od 2 do 5 tysiecy zwiazkow [93]
reprezentujac przy tym poréwnywalnej wielkosdci fragment przestrzeni chemicznej,
co liczace kilka milion6éw biblioteki zwigzkow lekopodobnych [94].

Przygotowujac biblioteki fragmentéw korzysta si¢ zwykle z zasobow wirtual-
nych baz danych takich jak wcze$niej juz wspomniane bazy GDB-10 czy GDB-13.
Alternatywne podejscie do sposobu konstrukgji bibliotek fragmentéw opiera sie na
wyprowadzeniu uprzywilejowanych fragmentdw struktury ze znanych juz czaste-
czek lekow. Analiza zasobow bazy CMC (ang. Comprehensive Medicinal Chemistry)
dostarczyla 32 typy unikalnych szkieletow, ktdre spotyka si¢ w blisko polowie zna-
nych lekéw [95]. Laczac w drodze kombinatorycznej uprzywilejowane fragmenty
szkieletow i fancuchow bocznych [96] wyprowadzono biblioteke SHAPES liczacg
w pierwowzorze 132 fragmenty [97]. Wszystkie zwiazki z biblioteki fragmentéw
SHAPES cechuje niewielka masa czasteczkowa miedzy 68-341 Da, dobra rozpusz-
czalno$¢ w wodzie, wysoka trwalo$¢ chemiczna oraz brak tendencji do agregacji
przy stezeniu 1 mM.

Z kolei procedura kombinatorycznej analizy retrosyntetycznej (ang. Retrosyn-
thetic Combinatorial Analysis Procedure, RECAP) [98] stanowi oryginalne uzupel-
nienie opartej na samym tylko podobienstwie ksztaltéow metodzie SHAPES.

Nalezy podkredli¢, iz metody RECAP i SHAPES nalezy stosowac ze szczegdlna
ostroznoscia, czegsto, bowiem skladowe fragmenty struktury, wiaza sie w zupel-
nie innych miejscach niszy wigzacej, niz czasteczka wyjsciowego liganda, z ktdrej
zostaly wyprowadzone [99].

Projektujac biblioteke fragmentdéw nalezy bra¢ pod uwage réwniez mozliwo-
$ci pozniejszej funkcjonalizacji pierwotnie wyselekcjonowanej grupy fragmentéw.
Nalezy przy tym unika¢ wprowadzania reaktywnych fragmentéw a w szczegélnosci
grup funkcyjnych, ktére moglyby zaklécac przebieg testow enzymatycznych. Te dwa
z pozoru przeciwstawne zadania udaje sie rozwigzywac przez uwzglednienie strate-
gii maskowania reaktywnych grup funkcyjnych [100].

7. BIBLIOTEKI ZWIAZKOW NATURALNYCH

Przyroda dysponujac ograniczong liczba blokéw budulcowych wypracowala
niespotykang w warunkach laboratoryjnych bior6znorodnos¢. Na Rysunku 4 przed-
stawiono dwa przyklady spotykanych w przyrodzie zwigzkdw organicznych o gra-
nicznym zréznicowaniu struktury.
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Rysunek 4.  Przyklady biordéznorodnosci spotykanej w strukturze naturalnych zwigzkoéw organicznych:
a) adrenalina, b) antybiotyk glikopeptydowy — bleomycyna

Figure 4. Examples of biodiversity encountered in natural organic compounds: a) adrenaline, b) antibiotic
- bleomycin

Znanych jest dzi§ wiele mikroorganizméw, ktore przystosowaly sie do zycia
w ekstremalnych warunkach $rodowiska, jakie panuja na lodowcach polarnych
[101], glebinach morskich [102] i ciemnych jaskiniach [103]. Mikroorganizmy
stanowia jedno z najbogatszych zrddel zrdéznicowanych wzgledem struktury
i wlasciwosci substancji biologicznie aktywnych, ktdre wykorzystuje si¢ obecnie,
jako sktadniki aktywne lekéw z grupy antybiotykéw, immunosupresantow czy tez
obnizajacych poziom cholesterolu we krwi statyn. Ocenia sie, ze na Ziemi spotka¢
mozna blisko 1,5 miliona mozliwych gatunkéw grzybéw oraz 1,5 miliondéw gatun-
kow glonéw i organizmoéw prokariotycznych [104]. Z 250,000 gatunkéw roélin, jakie
mogg zamieszkiwac ziemie tylko 10% postuzylo dotychczas, jako zZrédio materialu
do oceny aktywnosci biologicznej [105]. Inne zrédla substancji aktywnych, a w tym
morskie §limaki oraz insekty [106], ze wzgledu na trudnosci z izolacjg wystarcza-
jacej ilosci zwiagzku aktywnego maja obecnie jedynie drugorzedne znaczenie, i nie
beda tu dyskutowane.

Standardowg biblioteke zwigzkdéw naturalnych przygotowuje sie w oparciu o bio-
réznorodnos$¢ spotykang w krélestwie roélin oraz organizméw prokariotycznych.

W niniejszej pracy ograniczymy si¢ jedynie do bibliotek substancji naturalnych
pozyskanych z ekstraktow roslinnych. Wybrane metody selekeji gatunkéw roslin
bogatych w réznorodne substancje aktywne oméwiono szczegdtowo w wielu pra-
cach przegladowych [107].

Wyselekcjonowany material roslinny [108] poddaje sie zabiegom utrwalania,
ktére majg na celu zapobiec enzymatycznej hydrolizie skladnikéw aktywnych.
W tym celu surowy material roslinny poddaje sie najczesciej suszeniu w umiar-
kowanej temperaturze chronigc go przed dostepem s$wiatta [109]. W przypadku
szczegllnie nietrwaltych substancji aktywnych material rodlinny utrwala sie przez
zamrazanie, liofilizacje badz dziatanie par alkoholu. Po utrwaleniu materiat roélinny
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rozdrabnia si¢ w odpowiednich mozdzierzach do konsystencji proszku, ktéry pod-
daje sie¢ w dalszej kolejnoséci procesowi ekstrakeji. Jezeli nie jest znana natura che-
miczna skladnikéw, wowcezas procedura izolacji sktadnikéw aktywnych obejmuje
kilka nastepujacych po sobie proceséw ekstrakeji z uzyciem coraz bardziej polarnych
rozpuszczalnikow lub ich mieszanin. Surowy ekstrakt poddaje si¢ czesto procesowi
usuwania domieszek tanin znanych ze swoich zdolnosci do wytracania biatek [110],
a przez to mogacych wplywa¢ niekorzystnie na przebieg testow enzymatycznych
stosowanych w badaniach przesiewowych.

Surowy ekstrakt przyjeto wlaczac si¢ do biblioteki zwigzkéw naturalnych, jed-
nak obecne w ekstrakcie domieszki substancji cytotoksycznych moga skutecznie
maskowaé aktywnos¢ pozostalych skladnikéw. Z tego wzgledu surowy ekstrakt
zwykle poddaje si¢ procesowi subfrakcjonowania upraszczajac w ten sposob iden-
tyfikacje poszczegolnych sktadnikéw [111]. Chociaz w zaleznosci od zastosowanej
metody oczyszczania poszczegdlne subfrakcje moga nawet w znacznym stopniu
réznic sie czysto$cia, to zwykle jednak przewazajg mieszaniny kilku tylko sktadni-
kéw W przypadku odnotowania aktywnoéci w badaniach przesiewowych zebrane
subfrakcje rozdziela si¢ w preparatywnym systemie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) na indywidualne skladniki, ktére bada si¢ ponownie pod katem
pozadanej aktywnosci.

Z kolei w popularnej strategii frakcjonowania nakierowanego na bioaktywnos¢
[112] (ang. bioactivity-guided fractionation), surowy ekstrakt rozdziela si¢ bezpo-
srednio z pominieciem etapu subfrakcjonowania na frakcje indywidualnych sktad-
nikéw, z ktérych kazda poddawana jest z osobna testom przesiewowym. Zdarza sie
jednak, iz w trakcie procesu frakcjonowania traci sie bezpowrotnie te sposréd skfad-
nikéw aktywnych, ktore w ekstrakcie wystepowaly w nieznacznych tylko ilo$ciach.

Ponadto strategia frakcjonowania nakierowanego na bioaktywno$¢ pomija
aspekt synergizmu farmakodynamicznego [113], w ktdrym przyjmuje sie, ze za
obserwowany efekt biologiczny odpowiada kombinacja skladnikéw aktywnych.
Efekt synergizmu farmakodynamicznego [114] obserwowano juz wczesniej min. w
badaniach nad sktadnikami zen-szenia wtasciwego (fac. Panax ginseng) [115], gdzie
material roslinny wykazywal wyzsza aktywnos¢ niz mogloby to wynika¢ z prostego
sumowania aktywnosci poszczegolnych jej sktadnikdow.

Stosowanie frakcji czystych skladnikéw w testach przesiewowych ma jednak
te dodatkowq zalete, iz pozwala nieznacznie ograniczy¢ koszty badan struktural-
nych gdy?z tylko frakcja sktadnika aktywnego poddawana jest szczegdtowej analizie
tizykochemicznej. Z drugiej jednak strony potaczenie zaawansowania technik prze-
plywowych i metod spektroskopowych, a w szczegdlnosci metod magnetycznego
rezonansu jadrowego, pozwala dzi$ ustala¢ strukture zwigzkéw naturalnych wyizo-
lowanych w ilosci nie wigkszej niz 1 mg [116].
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Rysunek 5. Najpopularniejsze strategie przygotowywania i przesiewania bibliotek zwigzkéow naturalnych:
a) subfrakcjonowanie, b) frakcjonowanie nakierowane na bioaktywnos¢

Figure 5. The most common strategies of preparation and activity screening of natural compounds libra-
ries: a) subfractionation, b) subfractionation focused on bioactivity

Niestety biblioteki zwigzkdw naturalnych nie sa pozbawione szeregu wad, ktére
znacznie ograniczajg mozliwosci ich praktycznego wykorzystania. Po pierwsze,
przygotowanie kolekcji zwigzkéw naturalnych jest bardzo kosztowne obejmuje,
bowiem konieczno$¢ sprowadzenia z odleglych zakatkéw rzadkich a przez to dro-
gich gatunkoéw roslin, zwierzat i grzybow. W przypadku stwierdzenia obecnosci
substancji aktywnej w badanym ekstrakcie nalezy wykona¢ zmudny a przy tym cza-
sochtonny zabieg dekonwolucji mieszaniny, ktéry pozwala zidentyfikowa¢ sktadnik
aktywny. W przypadku, gdy uda si¢ wyizolowa¢ nieopisany jak dotad w literaturze
zwiazek nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania zmierzajace do ustalenia struk-
tury, ktore wymagaja stosowania zaawansowanych metod spektroskopowych [117].
Nierzadko zdarza sie jednak, iz z trudem wyizolowana substancja aktywna znana
jest juz od dluzszego czasu, a co gorsza juz zostata opatentowana. Podobna sytuacja
miata wcze$niej miejsce np. w przypadku ginkgolidéw wyizolowanych z ekstraktu
z Ginkgo biloba [118]. Aby unikna¢ kosztownej izolacji znanych juz zwigzkéw sklad
surowych ekstraktow ocenia si¢ przy wykorzystaniu metod chromatograficznych
i spektroskopowych [119]. Przykladowo niewielka probke surowego ekstraktu roz-
dziela si¢ metodg chromatografii cienkowarstwowej, a wybarwione specjalng mie-
szaning wywolywacza skladniki ekstrahuje sie z adsorbenta polarnym rozpuszczal-
nikiem. Zarejestrowane dla otrzymanego roztworu widmo spektrofotometryczne
poddaje si¢ analizie poréwnawczej z wczesniej przygotowang biblioteka widm zna-
nych zwigzkow.

Z kolei nowo zidentyfikowana substancja aktywna czesto wystepuje w ekstrak-
cie w ilo$ci niewystarczajacej do dalszej ewaluacji jej wlasciwosci farmakologicz-
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nych. O ile to mozliwe proces izolacji substancji aktywnej nalezy wowczas powto-
rzy¢ w skali technicznej. Jak to juz wczesniej oszacowal McChesney [120] 50 kg
surowego materialu wystarcza do pozyskania okolo 500 mg aktywnego skladnika
w postaci nadajacej sie do uzycia w wiekszosci biotestow.

Natomiast badania przedkliniczne a pozniej rowniez testy kliniczne wymagaja
az 2 kg czystej postaci zwigzku aktywnego, ktérg mozna pozyska¢ wykorzystujac
do tego celu nawet 200 ton wyjsciowego materialu. Przykladowo 12 tysiecy drzew
cisa zachodniego (fac. T. brevifolia) dostarcza 27 tysiecy ton kory, co wystarcza do
izolacji zaledwie 2,5 kg taksolu, zwigzku o udowodnionej aktywnosci przeciwnowo-
tworowej [121].

Z tego wzgledu nalezy rozwazy¢ réwniez alternatywne zrodla pozyskiwania
wiekszych ilo$ci substancji aktywnych. Alternatywne metody pozyskiwania taksolu
opierajg sie na zastosowaniu kultur komérkowych oraz kultur korzeni wlo$nikowa-
tych [122]. Nalezy tutaj wspomnie¢ réwniez o mozliwosciach wykorzystania metod
inzynierii genetycznej, ktorych petniejsze wykorzystanie pozwoli otrzymywac zado-
walajace ilosci zwigzkow aktywnych ze szczepéw modyfikowanych genetycznie
[123].
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ABSTRACT

The paper presents the International Avogadro Coordination (IAC) and the
problem of redefinition of the unit of amount of substance (the mole) in the context
of a comprehensive reform of the international system of units (SI) that is expec-
ted to conclude in a few years. The redefinition program, known as the New SI or
the Quantum SI, draws on Maxwell’s concept of replacing artifact standards with
atomic standards, which are considered stable and available - at least in principle
- to everybody, everywhere and at any time; the idea has been generalized and the
present tendency is to define base units in terms of physical constants. Redefini-
tion of the mole is a spin-off project associated with redefinition of the kilogram;
two high-purity, **Si-enriched silicon spheres were manufactured to make possible
very accurate measurements of their parameters in order to determine (“count”)
the number of silicon atoms in each of the two spheres. Initially, the project has
been designed to determine the Avogadro constant, with the intent to redefine the
kilogram as the mass of an exactly specified number of atoms. Once the consensus
had been reached that the kilogram should be defined by fixing the numerical value
of the Planck constant and the unit of mass should be realized with the use of the
watt balance, the Avogadro project of silicon spheres was reinterpreted and became
the basis for the redefinition and realization of the mole. In this paper, I discuss
the origins of the Avogadro project (IAC), the physical principle of a very accurate
measurement of the Avogadro constant and technical details of the realization of
that project. The problem of resolving the discrepancy between results of the IAC
and the watt balance project is reviewed. The current status of the IAC is discussed
and difficulties with the proposed wording of the New SI redefinition of the mole
are indicated. It is expected that all the technical problems can be resolved before
the next meeting of the CGPM, where voting on implementation of the New SI is
expected.
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WSTEP

Migdzynarodowy uklad jednostek miar zostal wprowadzony na mocy Konwen-
cji Metrycznej podpisanej w dniu 20 maja 1875 r. w Paryzu przez 17 panstw przodu-
jacych wowczas w dziedzinie nauki, gospodarki i polityki [1-4]. Na mocy owej kon-
wencji ustanowiono miedzynarodowy wzorzec jednostki masy (ang. International
Prototype of the Kilogram, IPK) oraz miedzynarodowy wzorzec jednostki dtugosci
(ang. International Prototype of the Metre, IPM) w postaci platynowo-irydowych
artefaktow, powolujac rownoczesnie Miedzynarodowe Biuro Miar (fr. Bureau Inter-
national des Poids et Mesures, BIPM) z siedzibg w Sevres, ktérego zadaniem bylo
przechowywanie migdzynarodowych wzorcéw (prototypow) kilograma i metra oraz
wykonywanie wzorcowan na potrzeby krajow-sygnatariuszy Konwencji Metrycz-
nej; zakres odpowiedzialnosci BIPM implikuje potrzebe prowadzenia badan w dzie-
dzinie metrycznego ukladu jednostek miar, tak aby owym zadaniom mozna byto
sprostaé. Przygotowanie nowych wzorcéw masy i dtugosci zakonczylo sie na przelo-
mie 18791 1880 r., ale procedura stanowienia wzorcéw miedzynarodowego uktadu
metrycznego zostala sfinalizowana dopiero w 1889 r. na mocy decyzji pierwszej
Generalnej Konferencji Miar (fr. Conférence Générale des Poids et Mesures, CGPM),
ktora zatwierdzila calos¢ tego procesu.

Konwencja Metryczna nie dotyczyla 6wczesnej jednostki czasu (sekundy,
zdefiniowanej jako 1/86400 czgs$¢ $redniej doby stonecznej), poniewaz definicja ta
nie budzita kontrowersji i byla na owe czasy wystarczajaco doktadna. Przedmiotem
Konwencji Metrycznej nie byly takze jednostki elektryczne, chociaz juz od dawna
prowadzono ilosciowe pomiary elektryczne i magnetyczne: prawo Coulomba jest
datowane na 1785 r., pelng klasyczng teorie pola elektromagnetycznego opracowat
J.C. Maxwell w 1865 r., a na rok przed podpisaniem Konwencji Metrycznej, w 1874 r.,
w Imperium Brytyjskim zatwierdzono pierwszy spdjny uktad jednostek elektrycz-
nych, oparty na jednostkach mechanicznych, tj. jednostkach dlugosci, masy i czasu
(centymetrze, gramie i sekundzie, stad nazwa — uklad cgs). Ustanowienie takiego
systemu jednostek elektrycznych bylo zgodne z dwczesng tendencjg do poszuki-
wania mechanicznego wyjasnienia wszystkich zjawisk fizycznych, skad wyplywalo
(btedne) przekonanie o mozliwoéci wyrazania wszelkich wielkosci fizycznych za
pomoca trzech jednostek mechanicznych.

Metrologia jest nauka koncentrujacy si¢ na dokladnosci, ktdrej pospiech nie
stuzy; poza tym, do wprowadzenia formalnych zmian w ukladzie jednostek metrycz-
nych wymagany jest consensus wielu krajow. Uplynelo zatem kilkadziesiat lat zanim
zdecydowano sie¢ wprowadzi¢ do uktadu metrycznego MKS (akronim wywodzgcym
sie od metra, kilograma i sekundy) nowe jednostki podstawowe. Dopiero 9. Gene-
ralna Konferencja Miar w 1948 r. podjeta rezolucje o wlaczeniu do ukladu metrycz-
nego jednostki natezenia pradu elektrycznego, ampera (A), przyjmujac elektroma-
gnetyczng definicje tej jednostki; od tamtej pory uktad metryczny oznaczany byl
akronimem MKSA. Na tej samej, 9. konferencji CGPM przyjeto definicje jednostki
swiattoéci, nazwanej kandelg (cd). Jednostke temperatury termodynamicznej, kel-
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wina (K), zdefiniowano i wlgczono do uktadu metrycznego jako jednostke podsta-
wowg decyzja 10. konferencji CGPM w 1954 r. Réwniez jednostka czasu, sekunda,
zostala wowczas objeta zakresem odpowiedzialno$ci Konwencji Metryczne;j.

Na 11. konferencji CGPM w 1960 r. dokonano kilku istotnych zmian w metrycz-
nym ukladzie jednostek miar, a przede wszystkim zredefiniowano metr za pomoca
diugosci fali promieniowania emitowanego przez lampe kryptonows (eliminujac
w ten sposdb metrowa platynowo-irydowsa sztabe przechowywanag w BIPM jako
pierwotny wzorzec metra) oraz zmodyfikowano astronomiczng definicje sekundy,
wlaczajac jg formalnie do zbioru szesciu jednostek podstawowych ukladu metrycz-
nego (metr, kilogram, sekunda, amper, kelwin i kandela). Zreformowany uktad
metryczny nazwano Systéme International d’Unités (Migdzynarodowy Uklad Jed-
nostek Miar); zazwyczaj jest on oznaczany akronimem SI.

Jednostka licznosci materii, mol (symbol: mol), jest ,najmtodsza” jednostka
podstawowg uktadu SI, bowiem zdefiniowano jg i wlaczono do SI na 14. konferencji
CGPM w 1971 r. Od tamtej pory, czyli przez ostatnich 40 lat, zbiér 7. podstawowych
jednostek SI pozostal niezmieniony, chociaz definicje i mise en pratique (metody
realizacji) jednostek podstawowych podlegaly modyfikacjom i doprecyzowaniu
w miare postepu naukowego i rosngcych wymagan technicznych.

W rozdziale 1. oméwimy zwigzek mola z kilogramem; zwigzek obu jednostek
implikuje, iz redefinicja kilograma powinna i§¢ w parze z redefinicjg mola i ewen-
tualnie innych jednostek podstawowych zaleznych od kilograma w ukladzie SIL
Rozdzial 2. przedstawia motywacje odchodzenia od definicji jednostek za pomocg
umownych artefaktéw wzorcowych na rzecz definicyjnych wzorcéw atomowych
oraz definicji polegajacych na ustaleniu wartosci stalych fizycznych; te dwie ostatnie
metody, jako do$¢ abstrakcyjne, wymagaja okreslenia sposobu praktycznej reali-
zacji tak zdefiniowanych jednostek miar, czyli okreslenia ich mise en pratique. W
rozdziale 3. zajmiemy sie genezg projektu Avogadro (ang. International Avogadro
Coordination, IAC), ktéry poczatkowo pomyslany byt jako jeden z dwu mozliwych
sposobow zredefiniowania kilograma, a pdzniej wykorzystany zostal do zredefi-
niowania mola. W dwu nastepnych rozdzialach (4 i 5) przedyskutujemy podstawy
fizyczne oraz kwestie techniczne realizacji projektu IAC. Rozbieznos¢ pomiedzy
wynikami projektu Avogadro, a wynikami projektu wagi Watta (jest to konkuren-
cyjne podejscie do zagadnienia redefinicji i realizacji kilograma) oraz rozwigzanie
tego problemu przedstawia rozdzial 6. Aktualny stan zaawansowania programu IAC
oraz perspektywy redefinicji mola za ok. 3 lata oméwione sg w rozdziale 7. Artykut
konczy krétkie podsumowanie zawierajace uwagi natury ogdlne;j.
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1. POJECIE MOLA I JEGO ZWIAZEK Z KILOGRAMEM W UKLADZIE SI

Oficjalna miedzynarodowa definicja mola z 1971 r. stwierdza, ze: ,,The mole
is the amount of substance of a system which contains as many elementary entities
as there are atoms in 0.012 kilogram of carbon 12; its symbol is ‘mol’. When the mole
is used, the elementary entities must be specified and may be atoms, molecules, ions,
electrons, other particles, or specified groups of such particles.” (rozdz. 2.1.1.6 w [5]).
Polska wersja tej definicji brzmi: ,,Mol jest to licznos¢ materii uktadu zawierajgcego
liczbe czgstek rowng liczbie atomow w masie 0,012 kilograma wegla 12. Przy stoso-
waniu mola nalezy okresli¢ rodzaj czgstek, ktorymi mogq byc: atomy, czgsteczki, jony,
elektrony, inne czgstki lub okreslone zespoly takich czgstek” [6].

Wipolczesne pojecie mola i sposdb jego zdefiniowania (okreslona masa danej
substancji wyrazona w gramach) wywodzi si¢ z prawa stosunkéw wielokrotnych
(J. Dalton, 1804). Dziedzictwo teorii atomistycznej Daltona oraz pragmatyzm che-
mikéw sprawil, iz adepci tej nauki postugiwali si¢ pojeciem gramoatomu, gramo-
czasteczki czy kilku rodzajami réwnowaznikéw chemicznych na diugo przed eks-
perymentalnym potwierdzeniem istnienia atoméw na poziomie zadowalajagcym
fizykéw: pomimo wielkich sukcesdw teorii atomowej w wyjasnianiu reakeji che-
micznych, praw gazéw doskonalych (J. Maxwell, 1866), czy teorii roztworéw elek-
trolitéw (S. Arrhenius, 1887), istnienie atomoéw, czasteczek i jonéw przestato by¢
kwestionowane dopiero po odkryciu elektronu przez J.J. Thomsona (1897) i jadra
atomowego przez E. Rutherforda (1909).

Chociaz przedmiot zainteresowan oraz metody pracy chemikéow i fizykow
w pewnym stopniu pokrywaja sie, to obie te grupy badaczy na ogét pracujg nieza-
leznie i majg inny punkt widzenia na to samo zagadnienie. Tak byto w przypadku
(wzglednych) mas atomowych, a w konsekwencji réwniez mas molowych. Chemicy
odnosili masy atomowe i czasteczkowe do 1/16 masy atomowej tlenu wystepujacego
naturalnie w przyrodzie, czyli do $redniej wazonej mieszaniny trwatych izotopow
tlenu: °O (99,760%), 7O (0,039%) i '*O (0,201%). Natomiast fizycy argumentowali,
iz taka usredniona masa atomowa nie odpowiada zadnemu faktycznie wystepuja-
cemu w przyrodzie obiektowi, ze sklad izotopowy tlenu moze si¢ nieco zmienia¢
w zaleznosci od pochodzenia probki, i dlatego mierzyli masy atomowe wzgledem
czystego izotopu '°O, wydzielonego z naturalnej mieszaniny izotopéw tlenu meto-
dami spektrometrii masowej. Réznica w wyborze atomowej masy odniesienia
powodowala, iz wzgledne masy atomowe (a tym samym i masy molowe) wyzna-
czane przez chemikow i fizykéw réznily sie na 5 cyfrze znaczacej, prowadzac do nie-
spojnoéci danych pochodzacych z réznych zrédel (zauwazmy, ze najdokladniejsze
wspolczesne pomiary wzglednych mas atomowych niektérych' izotopéw, np. °O
wzgledem "C, osiggaja dokladnos¢ rzedu 11 cyfr znaczacych [7]).

1 Nie mowimy tu o wzglednych masach atomowych niektérych izotopéw kréotkozyciowych, ktore sa mierzone
ze znacznie mniejsza doktadnoscia.
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Decyzje CGPM maja charakter prawny, sa podejmowane na zasadzie con-
sensusu i obowiazujg wszystkich sygnatariuszy Konwencji Metrycznej. Dlatego
proponowane modyfikacje uktadu jednostek metrycznych sg przyjmowane przez
CGPM dopiero wowczas, gdy wszystkie merytorycznie kompetentne strony uzgod-
nig swe stanowisko i zostanie ono potwierdzone przez Miedzynarodowy Komitet
Miar (fr. Comité International des Poids et Mesures, CIPM) w formie odpowiedniej
rekomendacji. Migdzynarodowe reprezentacje chemikow (ang. International Union
of Pure and Applied Chemistry, ITUPAC) i fizykow (ang. International Union of Pure
and Applied Physics, IUPAP) uzgodnily wspdlne stanowisko w kwestii pomiaru
wzglednych mas atomowych w latach 1959-1960. Kompromis polegal na tym, by
przyja¢ - na mocy definicji - mase atomowg izotopu wegla °C za réwng doktadnie
12 jednostkom masy atomowej, a tym samym (wzgledne) masy atomowe i czgstecz-
kowe wyraza¢ w stosunku do 1/12 masy izotopu "*C. Porozumienie to zostalo zaak-
ceptowane przez Miedzynarodowg Organizacje Normalizacyjng (ang. International
Standardization Organization, ISO), po czym stalo si¢ przedmiotem obrad CIPM,
ktory w 1967 r. sformulowal (jeszcze nieoficjalng) definicje mola jako licznos¢
materii, ktéra zawiera tyle samo czastek danego rodzaju, co 12 graméw czystego
izotopu wegla "°C. Definicja ta dojrzewala jeszcze przez 2 lata, po czym CIPM na
posiedzeniu w 1969 r. przygotowatl odpowiednig rekomendacj¢ dla CGPM, zgodnie
z ktdrg 14. konferencja CGPM w 1971 r. na mocy Rezolucji 3 zatwierdzila zareko-
mendowang definicje jednostki licznosci materii i nadata molowi status jednostki
podstawowej uktadu SI [8].

Poniewaz definicja mola odwoluje si¢ bezposrednio do jednostki masy, wartos¢
mola zalezy od wartosci kilograma. Niektore inne jednostki podstawowe uktadu SI
(np. amper) réwniez zaleza od wartosci kilograma i jakakolwiek zmiana wartosci
jednostki masy implikuje zmiane wartosci jednostek zwigzanych z kilogramem.
Jednostka masy jest, co prawda, przyjmowana za stalg na mocy definicji, ale jest
to tylko kwestia umowy niezgodnej ze stanem faktycznym, co wiadomo na pod-
stawie znajomosci proceséw zachodzacych na powierzchni definicyjnego wzorca
masy (np. adsorpcja fizyczna, reakcje chemiczne, wptyw czyszczenia IPK na jego
mas¢) oraz w bryle wzorca masy (np. reakcje jadrowe pod wplywem czynnikow
zewnetrznych i wewnetrznych); zostalo to potwierdzone pomiarami poréwnaw-
czymi platynowo-irydowych wzorcéw kilograma, ktére wykazujg mierzalny dryft
masy. Co prawda, zaobserwowana warto$¢ dryftu tych artefaktow jest niewielka
(nie przekracza 7,5x107° kg na stulecie [2]), ale (1) wiele pomiaréw na najwyzszym
poziomie metrologicznym charakteryzuje sie obecnie znacznie mniejsza niepewno-
$cig wzgledng (np. 2x10~ w przypadku pomiaru masy, a nawet ~107'° w przypadku
pomiardw czasu); (2) dryft masy pierwotnego wzorca kilograma (IPK) jest niekon-
trolowalny (mozna go jedynie szacowaé przez poréwnanie z innymi platynowo-iry-
dowymi wzorcami); (3) dryft masy IPK powoduje niekontrolowalny dryft wartosci
jednostek podstawowych SI zwiazanych z kilogramem, np. mola.
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Prace badawcze prowadzone w zwigzku z programem redefinicji jednostki masy
[9-10] doprowadzily do wniosku, ze nie mozna ograniczy¢ si¢ do redefinicji kilo-
grama, ale niezbedna jest kompleksowa reforma ukladu SI, ktérej gléwnym punk-
tem powinna by¢ jednoczesna redefinicja czterech jednostek podstawowych uktadu
metrycznego (kilograma, ampera, kelwina i mola) za pomoca stalych fizycznych
(statej Plancka h, fadunku elementarnego e, stalej Boltzmanna k, i statej Avogadro
N,). Poglad ten zostal zaakceptowany przez CIPM (Rekomendacja 1, CI-2005, [11]),
a nastepnie proponenci redefinicji wywodzacy si¢ z BIPM, NIST i NPL przedstawili
programowy artykul na temat reformy ukfadu jednostek SI [12].

2. WEASCIWOSCI ATOMOW I STALE FIZYCZNE JAKO
WZORCOWE WARTOSCI ODNIESIENIA

Kilka lat przed podpisaniem Konwencji Metrycznej, J.C. Maxwell zauwazyl,
ze podstawowe jednostki miar nie powinny by¢ definiowane za pomocg arbitral-
nie wybranych artefaktéw lub innych wielkosci, ktére moga ulega¢ zmianom wraz
z uplywem czasu, a dotyczy to zaréwno kilograma i metra, jak i sekundy (kilogram
i metr byly wowczas jednostkami obowigzujacymi tylko na terytorium Francji).
Maxwell zaproponowat (1870 r.), aby oprze¢ uklad jednostek miar na wlasciwo-
$ciach atomow, poniewaz ich charakterystyki fizyczne uwazal za obiektywnie nie-
zmienne [13]. Propozycja ta znacznie wyprzedzita swdj czas, poniewaz nie bylto
woéwczas technicznych mozliwosci jej zrealizowania.

Koncepcja oparcia podstawowych jednostek miar na wlasciwosciach atomow
zostala oficjalnie wdrozona po raz pierwszy dopiero w roku 1960, gdy w ukladzie
SI jednostke diugosci (metr) zdefiniowano i zrealizowano za pomocg dtugosci fali
linii spektralnej emitowanej przez lampe kryptonowa (**Kr) [14]; definicja ta zostata
zmieniona w 1983 r. W obecnie obowigzujacym ukladzie SI wzorzec atomowy defi-
niuje jednostke czasu: na przetomie roku 1967 i 1968, na 13. konferencji CGPM
zatwierdzono redefinicje i realizacje sekundy za pomoca czestotliwosci przejscia
nadsubtelnego w atomie '*Cs [15].

Budowa pierwszego lasera rubinowego przez T.H. Maimana w 1960 r. [16]
i szybki rozwdj tej dziedziny wiedzy umozliwit bardzo dokladny pomiar szybkosci
$wiatla, co doprowadzito do kolejnej redefinicji jednostki dtugosci. W roku 1983,
decyzja 17. konferencji CGPM, metr zostal zdefiniowany jako droga przebyta przez
$wiatlo w prézni w okreslonym przedziale czasu; na mocy tej definicji ustalona
zostala doktadna warto$¢ szybkosci §wiatta w prézni, ¢ [17].

Miedzynarodowy wzorzec kilograma (IPK) jest jednoczesnie artefaktem defi-
nicyjnym i pierwotng realizacjg kilograma. Natomiast definicja jednostki miary za
pomoca wlasciwosci fizycznych atomu wymaga sprecyzowania réwniez sposobu
realizacji tej jednostki i warunkéw jej odtwarzania w praktyce laboratoryjnej. Defi-
nicja jednostki miary poprzez ustalenie wartosci pewnej stalej fizycznej ma jeszcze
bardziej abstrakcyjny charakter niz odwolywanie si¢ do wlasciwosci atomow, i tym
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bardziej wymaga okreslenia sposobu realizacji tak zdefiniowanej jednostki. Obie
te metody definiowania jednostek miar implikuja rozréznienie miedzy definicjg
a realizacjg danej jednostki; kazdej definicji opartej na wlasciwosci atomoéw danego
rodzaju lub na wartosci stalej fizycznej musi zatem towarzyszy¢ ,,mise en pratique”
(zalecany sposdb realizacji jednostki miary) jako jej nieodzowne uzupelnienie.

3. GENEZA PROJEKTU AVOGADRO

Projekt Avogadro i redefinicja mola sg konsekwencjg prac nad redefinicja kilo-
grama. Redefinicj¢ jednostki masy mozna przeprowadzi¢ dwiema niezaleznymi
metodami: (1) poprzez ustalenie wartosci liczbowej stalej Plancka h, realizujac
kilogram za pomocg tzw. wagi Watta [18-22], lub (2) poprzez ustalenie wartosci
liczbowej stalej Avogadro N,, co pozwala zdefiniowa¢ kilogram jako mase ustalo-
nej liczby (10° x N, x mol/12) atoméw wegla °C; w praktyce, realizacja jednostki
masy jest wowczas krysztal o znanej liczbie atoméw danego rodzaju (np. mono-
krysztal krzemu *Si) [9, 10, 23-26]. Wybér sposobu redefinicji kilograma wplynie
na wartos$¢ jednostek zwigzanych z kilogramem, zaréwno tych nalezacych do SI
(mol, amper, kandela), jak i nienalezacych do SI, ale dopuszczonych do stosowania
w specjalnych obszarach tematycznych, takich jak jednostka masy atomowej (u),
czyli dalton (Da) [27-29].

Ta druga metoda wywodzi sie z pomystu przedstawionego w roku 1963 przez
C. Egidi, ktéry rozwazal definicje i realizacje jednostki masy w postaci monokrysz-
talu (np. germanu) [30]. Wdrozenie tego pomystu umozliwil postep w technologii
wytwarzania monokrysztaléw krzemu dla potrzeb przemystu elektronicznego oraz
rozwdj interferometrii optycznej i rentgenowskiej, pozwalajacy mierzy¢ stale sie-
ciowe krysztatow z wielkg dokladnoscia [31-33]. Pelng koncepcje projektu Avoga-
dro, znanego dzi$ pod nazwg International Avogadro Coordination, IAC, przedstawit
G. Zosi w 1983 r. [34].

Generalna Konferencja Miar (CGPM) zajela oficjalne stanowisko w kwestii
redefinicji kilograma na 21. konferencji CGPM w roku 1999, podejmujac Rezolucje
7 rekomendujgcg wykorzystanie obu wyzej wymienionych metod w pracach badaw-
czych, ktérych celem mialo by¢ wypracowanie nowej definicji i realizacji kilograma
[35]; obie owe metody byly traktowane jako réwnoprawne i konkurencyjne. Kilka
innych sposobdéw redefinicji kilograma réwniez brano wéwczas pod uwage, ale nie
spelnity one oczekiwan [25, 36-41].

Jak wspomniano w rozdziale 1, na przelomie 2004 i 2005 r. proponenci rede-
finicji kilograma opublikowali artykul [9] podsumowujacy stan badan w tej dzie-
dzinie, postulujgc przeprowadzenie redefinicji kilograma juz na 23. konferencji
CGPM w 2007 r. Znaczne rozbieznoéci wynikow uzyskanych w projekcie wagi
Watta i w projekcie Avogadro, o ktérych pisze obszerniej w rozdziale 6, byly jedna
z przyczyn, dla ktérych dotrzymanie tego niezwykle ambitnego (zeby nie powie-
dzie¢ przedwczesnego) terminu nie byto mozliwe.



776 W.T. CHYLA

Prace badawcze nad redefinicjg kilograma oraz toczaca si¢ rownolegle ozywiona
dyskusja doprowadzily do przekonania o koniecznosci przeprowadzenia redefinicji
réwniez innych niz kilogram jednostek podstawowych uktadu SI. Przekonanie to
znalazlo wyraz w rekomendacjach podjetych przez 5 komitetéw doradczych CIPM
(CCM, CCEM, CCQM, CCT i CCU?), ktére podsumowano w Rekomendacji 1 przy-
jetej przez CIPM w pazdzierniku 2005 r. [11]; w ten sposob, prace nad pomiarem
stalej Avogadro z wykorzystaniem krysztalu krzemu zaczely spetnia¢ podwojna role:
jako przygotowanie do redefinicji kilograma i do ewentualnej redefinicji mola.

Projekt Avogadro (IAC) rozpoczat sie oficjalnie w 2004 r., gdy BIPM zorganizo-
wal konsorcjum 7. Krajowych Instytutéw Metrologicznych (ang. National Metrology
Institutes, NMI), by wspdlnymi sitami zmierzy¢ si¢ z problemem pomiaru stalej Avo-
gadro za pomocy artefaktow w postaci 2. kul krzemowych. Do konsorcjum wszed!
PTB (Niemcy), NMIA (Australia), NMIJ (Japonia), NIST (USA), NPL (Zjednoczone
Kroélestwo), INRIM (Wlochy) i IRRM (unijny instytut badawczy usytuowany w
Belgii), a istotng cze$¢ prac, polegajaca na wzbogaceniu krzemu naturalnego w izo-
top **Si, wykonano w Rosji. Koordynatorem tego przedsiewziecia byt i pozostaje
nim nadal Alain Picard, dyrektor Wydzialu Masy BIPM, pomimo iz projekt IAC
jest obecnie zwigzany gltéwnie z redefinicjg mola, a nie kilograma; na marginesie
dodam, ze w projekcie wagi Watta i redefinicji kilograma pierwsze skrzypce graja
elektrycy, zgodnie z zasadg, iz w sprawnie funkcjonujacych organizmach kompe-
tencje merytoryczne przewazajg nad wzgledami administracyjnymi (waga Watta
wywodzi sie z wyrafinowanej formy wagi pradowej). Projekt IAC zakonczyl sie
formalnie w 2011 r., ale juz podpisano porozumienie, by badania te kontynuowac
jeszcze przez 6 lat [42].

4. ZASADA POMIARU W PROJEKCIE AVOGADRO I SPOSOB
REDEFINICJI MOLA

W obowiazujacym obecnie uktadzie jednostek miar SI [5], jednostka licznosci
materii (mol) jest zdefiniowana poprzez odniesienie do liczby atoméw znajdujacych
sie w 12 gramach izotopu "°C. Definicja ta operuje masg jako pojeciem pierwotnym,
natomiast liczba atoméw w 1 molu, czyli liczba Avogadro, jest wielko$cig wtdrng,
podlegajacg pomiarowi. Wynika stad, iz (1) warto$¢ N, jest obarczona niepewno-
$cig pomiaru, oraz (2) niemozliwe jest ustalenie doktadnej wartosci liczbowej N, na
mocy definicji, poniewaz bytoby to sprzeczne z obecng definicja mola i kilograma.

Definicyjny zwiazek mola i stalej Avogadro z jednostka masy zaowocowatl
pomystem, by kilogram zwigza¢ nie ze stalg Plancka h (tak jak to jest w projekcie

2 CCM = Consultative Committee for Mass and Related Quantities (Komitet Doradczy ds. Masy i Wielkosci
Zwigzanych); CCEM = Consultative Committee for Electricity and Magnetism (Komitet Doradczy
ds. Elektryczno$ci i Magnetyzmu); CCQM = Consultative Committee for Amount of Substance (Komitet
Doradczy ds. Licznosci Materii); CCT = Cosultative Committee for Thermometry (Komitet Doradczy
ds. Termometrii); CCU = Consultative Committee for Units (Komitet Doradczy ds. Jednostek Miar).
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wagi Watta), ale wlasnie z N,. Mozna mianowicie ustali¢ warto$¢ stalej Avogadro
(lub liczby’ Avogadro), a kilogram zdefiniowa¢ jako mase pewnej ustalonej liczby
moli (lub liczby atomoéw) danego rodzaju. Projekt IAC, zwany tez ,projektem kuli
krzemowej”, przyjal poczatkowo taka wlasnie strategie. Duza zaleta takiej redefinicji
jednostki masy bytaby (pozorna®) prostota pojeciowa i wynikajaca stad intuicyjno$¢
tak sformulowanej definicji kilograma; natomiast powazng wadg takiego podejscia
byloby utrzymanie zalezno$ci migdzy dwiema jednostkami podstawowymi SI (jed-
nostka masy i jednostka licznosci materii) na poziomie definicji, co nie jest uzasad-
nione wzgledami fizycznymi.
Projekt IAC przewidywal, ze kilogram bedzie zdefiniowany jako masa (10° x

N, x mol/12) atoméw wegla °C (w domysle: swobodnych, w spoczynku i niewzbu-
dzonych), oraz ze jednostka masy bedzie zrealizowana w postaci idealnego mono-
krysztalu (bez domieszek i defektow). Milo byloby umie¢ wyhodowa¢ nieskazitelny
kilogramowy monokrysztal czystego izotopowo diamentu, celem realizacji tak
zdefiniowanej jednostki masy oraz rozwigzania problemu podarunkéw $wigtecz-
nych, ale nie zawsze ,,chcie¢ to moc”; ze wzgledu na doskonale opanowang techno-
logie otrzymywania czystych monokrysztaléw krzemu metodg Czochralskiego oraz
wysoka stabilnos¢ struktury krystalicznej tego pierwiastka, do realizacji kilograma
i pomiaru N, wybrano wlasnie krzem. Masa m monokrysztatu Si jest wprost pro-
porcjonalna do liczby zawartych w nim atoméw (n V'/ V,) oraz masy jednego atomu
(M / N,) i dana jest wyrazeniem

nV M

o Ny
gdzie N, oznacza stalg Avogadro, M — mase molowg krzemu, V' - objetos¢ krysztatu,
V, — objetos¢ komorki elementarnej sieci krystalicznej krzemu, za$ n - liczbe ato-

méw w komorce elementarnej krysztatu Si (n = 8 dla struktury typu diamentu, czyli
sieci regularnej powierzchniowo centrowanej, w jakiej krystalizuje krzem).

(1)

3 Rozréznianie miedzy stalg Avogadro N, (wielkoé¢ majaca wartoé¢ liczbows i wymiar fizyczny mol ), a liczbg
Avogadro {N,} (warto$¢ liczbowa, bezwymiarowa) mozna uwazac za dzielenie wlosa na czworo, ale metrolo-
dzy nie takie rzeczy potrafig robic, i to bez znieczulenia. W tej pracy N, symbolizuje zaréwno staly Avogadro,
jakiliczbe Avogadro. Zwyczajowo utozsamiamy oba te pojecia lub uzywamy tylko terminu ,,stala”, rezerwujac
stowo ,,liczba” dla liczby Loschmidta. W CODATA i literaturze angielskojezycznej najczeéciej uzywa sie nazw
»Avogadro constant” i ,Loschmidt constant”, bez wzgledu na okolicznoéci. Gdy purysta terminologiczny chce
podkresli¢, ze chodzi o warto$¢ liczbowa wielkosci Y, to stosuje nawias klamrowy {Y}, a wymiar fizyczny tej
wielkoéci oznacza nawiasem kwadratowym [Y], tzn. N, = {N,} [N,].

4 Masa jest pojeciem prostym tylko na poziomie codziennego doswiadczenia. Zostawiajac fizykom wnikanie
w istote masy jako skutku istnienia pola Higgsa, chemicy wiedzg doskonale, Ze ze wzgledu na energie wigza-
nia, masa atomow Si w sieci krystalicznej jest mniejsza o 1,4 x 10™°% od masy atoméw swobodnych, z ktérych
krysztat zostal utworzony, co musi by¢ uwzglednione w definicji i w pomiarach na najwyzszym poziomie
metrologicznym (pomiary masy atomowej wykonuje sie zaréwno dla stanu zwigzanego, jak i dla atomdéw oraz
jonéw swobodnych). Istotna jest réwniez temperatura i stopienn wzbudzenia atomow, bowiem energia ruchow
termicznych w temperaturze pokojowej stanowi ~107°%, a energia wzbudzenia atomu moze przekroczyé
10°% jego energii spoczynkowej (masy spoczynkowej).
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Dysponujac dokladnie zmierzonymi wartosciami parametréow krysztalu
krzemu (M, Vi V), réwnanie (1) mozna interpretowa¢ na dwa sposoby:

I. Jezeli zwazymy kule krzemowg (zmierzymy m) stosujac obecny definicyjny
wzorzec kilograma (IPK lub, w praktyce, jego ,,oficjalne kopie”), to mozemy
obliczy¢ wartos¢ stalej Avogadro N, wraz z towarzyszaca temu pomiarowi
niepewnoscia;

II. Jezeli natomiast kilogram zdefiniujemy jako mase¢ dokladnie okreslonej
liczby atoméw danego rodzaju oraz ustalimy warto$¢ N, na mocy tejze defi-
nicji, to pomiar parametréw M, Vi V krysztatu krzemu okresli jego mase
m wraz z towarzyszaca temu pomiarowi niepewnoscia, bez koniecznosci
faktycznego wazenia tego ciala, a monokrysztal Si stanie si¢ pierwotna reali-
zacja jednostki masy.

Nie mozna oczywiscie przyjac obu koncepcji jednoczesnie, poniewaz nie mozna
zdefiniowa¢ tej samej wielko$ci (kilograma) na dwa rézne sposoby naraz, bo popa-
dlibysmy w sprzeczno$¢. Pierwotny zamyst projektu IAC polegal na tym, by korzy-
stajac z pierwszej koncepcji (tzn. postugujac sie réwnaniem (1) i obecng definicjg
kilograma) zmierzy¢ jak najdokladniej warto$¢ N, dla kuli krzemowej, a nastepnie
odrzuci¢ koncepcje pierwsza i przyjac te druga, w ktdrej: (a) na mocy definicji usta-
lona bytaby dokfadna warto$¢ N,; (b) kilogram zdefiniowany bylby jako masa $cisle
okreslonej liczby atoméw “C; za$ (c) pierwotng realizacja kilograma bytby, ze wzgle-
déw praktycznych, monokrysztat Si.

Gdy wraz z postepem prac nad redefinicjami jednostek SI stato sie jasne, ze
redefinicja kilograma bedzie polega¢ na ustaleniu wartosci statej Plancka, a jed-
nostka masy bedzie odtwarzana za pomocg wagi Watta, to przeinterpretowano pro-
jekt IAC tak, aby jego wyniki wykorzysta¢ do zredefiniowania mola (zamiast kilo-
grama). Obecnie przyjmuje sig, Ze (a) wartos$¢ stalej Avogadro N, (zmierzona z duza
dokltadnoscig w programie IAC z wykorzystaniem IPK) bedzie ustalona na mocy
definicji; (b) mol, na mocy tej samej definicji, bedzie zredefiniowany jako liczba
Avogadro czastek danego rodzaju; natomiast (c) monokrysztat Si bedzie interpreto-
wany jako pierwotna realizacja jednostki licznosci materii (a nie kilograma).

W sierpniu 2010 r. w CCU powstal projekt redefinicji jednostek podstawowych
uktadu SI [43]; proponowana definicja mola brzmi: ,,The mole, mol, is the unit of
amount of substance of a specified elementary entity, which may be an atom, molecule,
ion, electron, any other particle or a specified group of such particles; its magnitude
is set by fixing the numerical value of the Avogadro constant to be equal to exactly
6.022 14X x 10* when it is expressed in the unit mol'”, czyli ,,Mol, [oznaczany sym-
bolem] mol, jest jednostkq licznosci materii skladajgcej si¢ z okreslonej liczby takich
samych czgstek, ktorymi mogg by¢ atomy, czgsteczki, jony, elektrony, jakiekolwiek inne
czgstki lub okreslone grupy takich czgstek; wartosc [tej jednostki] jest okreslona poprzez
ustalenie wartosci liczbowej stalej Avogadro, ktéra wynosi doktadnie 6,022 14X x 10%
w jednostkach mol™”. Symbol X oznacza ewentualne dalsze cyfry dziesietne, ktore
maja by¢ ustalone tak, aby byla jak najmniejsza réznica miedzy dotychczas stoso-
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wang warto$cig mola, a wartoscig tej jednostki wynikajaca z nowej definicji; chodzi
o to, by zminimalizowa¢ wplyw zmiany definicji mola na praktyke laboratoryjna.

5. TECHNICZNY ASPEKT REALIZAC]JI PROJEKTU AVOGADRO

W2zér (1) na mas¢ monokrysztalu zawiera mas¢ molowa M. Pomiar tego para-
metru z niepewno$cig wzgledna lepszg niz 107 jest trudny nawet dla pierwiastkow
chemicznych zawierajacych tylko jeden izotop. Gdy pierwiastek sktada sie z kilku
trwalych izotopow, to okreslenie M z taka niepewnoscig wymaga pomiaru wzgled-
nej zawartosci izotopéw (abundancji) i ich mas atomowych z doktadnoscig ~107,
a w dodatku prébka musiataby by¢ jednorodna izotopowo na poziomie 10°+107".
W przypadku krzemu naturalnego okazalo sie to niemozliwe.

Krzem naturalny ma zlozony sklad izotopowy; oprécz trwatych izotopow
krzemu (92,2297% **Si; 4,6832% »’Si; 3,0871% *°Si) wystepuja $ladowe ilosci promie-
niotwdrczego **Si, a mogg pojawia¢ sie takze zaniedbywalne na ogét $lady krotkozy-
ciowego *'Si (oba izotopy podlegaja rozpadowi 7). W pierwszym, wstepnym etapie
realizacji projektu Avogadro, krzem naturalny poddano wzbogaceniu w izotop **Si.
Okoto 20 kg fluorku krzemu (naturalnego) SiF, wzbogacono do poziomu 99,995%
izotopu **Si za pomocg ultrawirdwek. Wzbogacony gazowy SiF, poddano reakeji
podstawienia fluoru wodorem otrzymujac SiH,. W wyniku termicznego rozkladu
wodorku krzemu (chemiczne osadzanie z fazy gazowej) otrzymano czysty krzem
w postaci polikrystalicznej i wodor. Ten wstepny, ale niezwykle wazny etap wzboga-
cenia i krystalizacji krzemu wykonano w Rosji, otrzymujac ponad 5-kilogramowy
polikrysztat Si, ktory przekazano do Niemiec.

W Niemeczech, polikrysztal **Si poddano rekrystalizacji metoda Czochral-
skiego, uzyskujac ok. 5-kilogramowy monokrysztal **Si w formie zblizonej do walca
o $rednicy ok. 10 cm, z dwoma wybrzuszeniami, a zakonczonego stozkiem. Mono-
krystaliczna posta¢ krzemu utatwia pomiar stalych sieciowych, zapewnia jednorod-
no$¢ i stalg gesto$¢ materiatu oraz minimalizuje poziom zanieczyszczen (domie-
szek) i innych defektow sieci oraz tworzenie sie powierzchni granicznych i naprezen
charakterystycznych dla struktury polikrysztatu. Monokrysztal **Si przekazano do
Australii.

Z owych dwu wybrzuszeri monokrysztatu **Si wypreparowano 2 kule o $red-
nicy ok. 10 cm i masie ponad 1 kg kazda oraz kilka mniejszych kul i wiele probek
z r6znych miejsc monokrysztatu do badan materialowych. Dwie wigksze kule oszli-
fowano do $rednicy ok. 9,35 cm i wypolerowano tak perfekcyjnie, ze odstepstwa od
idealnie sferycznego ksztaltu mieszcza si¢ w granicach 60 nm, a réznice miedzy naj-
wigkszymi i najmniejszymi $rednicami (zmierzono ich kilkaset) mieszczg sie w gra-
nicach 100 nm. Ksztalt kulisty monokrysztatéw krzemu (w przeciwienstwie do IPK,
ktéry ma forme walca) wybrano ze wzgledu na tatwiejsze wykonanie tak doskona-
tego szlifu w przypadku cial o symetrii sferycznej, oraz dlatego, ze sferyczny ksztalt
obiektu ufatwia bardzo doktadny pomiar jego objetosci (brak krawedzi i tylko jeden
parametr do pomiaru - $rednica).
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Kule **Si poddano wszechstronnym badaniom; wiekszo$¢ badan materiato-
wych mozna byto wykona¢ postugujac si¢ kulami pomocniczymi, zmniejszajac
tym samym ekspozycje dwu kul wzorcowych na czynniki zewnetrzne. Zauwazmy
na przyklad, ze wzér (1) mozna przeksztalci¢ do postaci N, = (n M) / (V, p), gdzie
zamiast masy i objeto$ci danego monokrysztalu wzorcowego wystepuje jego gestos¢
p =m/V, ktdra jest taka sama dla kul wzorcowych i kul pomocniczych; pomiar ges-
tosci wymaga wielokrotnego wazenia kul w powietrzu, w prézni, a nawet w plynie
[44], co nie pozostaje bez wplywu na ich powierzchni¢. Ponadto, uzycie kilku kul
pomocniczych pozwolito wykonywaé pomiary jednoczesnie w réznych instytutach
badawczych i réznymi metodami, co skrdcito czas badan, umozliwilo weryfikacje
wynikow, minimalizacje niepewnosci pomiaréw oraz pozwolito wnioskowac o jed-
norodnosci materialu pod wzgledem obecnos$ci domieszek i innych niedoskona-
tosci sieci [45].

Pomiary objeto$ci wykonano mierzac $rednice kul metoda interferome-
trii optycznej z dokladnoscig 0,6 nm, co odpowiada grubosci rzedu 2 warstewek
atomowych [46-49]. Kule wazono z wykorzystaniem najwyzszej klasy wzorcow
dostepnych w BIPM; pomiary masy wykonano w prozni, ale takze w powietrzu -
uwzgledniajgc poprawki zalezne od ci$nienia, temperatury i wilgotnosci [50-54].
Mase molowa krzemu zmierzono metoda spektrometrii masowej, stosujac technike
rozcienczenia izotopowego (IDMS), a za wzorcowe materialy odniesienia postuzyly
prébki naturalnego krzemu wzbogaconego w znang iloé¢ izotopéw **Si, *Si, *Si
[55, 56]. Pomiary stalej sieciowej a krzemu (z ktdrej obliczana jest objetos¢ komorki
elementarnej, V, = a’) wykonano metoda interferometrii rentgenowskiej skombino-
wanej z interferometrig w zakresie optycznym [57, 58].

W pomiarach masy, objetosci, gesto$ci, masy molowej i objetosci komorki
elementarnej uwzgledniono obecno$¢ domieszek w monokrysztale (gtéwnie
tlenu, boru i wegla) i innych niedoskonatosci sieci oraz wystepowanie warstewek
powierzchniowych na kulach krzemowych (s3 to tlenki krzemu SiO i SiO,, woda
zwigzana chemicznie i zaadsorbowana fizycznie, a takze warstewki krzemkéw Cu,
Ni, Zn i warstewki weglowodoréw). Warstewki te byly szczegélowo przebadane
i wzieto pod uwage zaréwno ich grubo$¢ (w sumie ponizej 3 nm), jak i zréznicowa-
nie wlasciwosci fizycznych [59-60]. Jest to wazny aspekt analizy wynikéw pomiardw,
poniewaz np. niedokladnos¢ pomiaru érednicy rzedu 1 nm (10 A) databy wktad do
calkowitej niepewnosci wzglednej u_~ 1,5 x 10°°, przy docelowej wartosci ztozonej
wzglednej niepewnosci standardowej u_ < 2 x 107, a przeciez jest to tylko jedno
z licznych zrédel niepewnosci pomiaru w projekcie IAC [61]. Daje to wyobraze-
nie o skali trudnosci calego tego przedsiewziecia i o perspektywach projektu IAC
w konteks$cie poszukiwania trwalego rozwigzaniu problemu definicji i realizacji jed-
nostek SI (kilograma i mola).
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6. KWESTIA ROZBIEZNOSCI WYNIKOW PROJEKTU AVOGADRO
I PROJEKTU WAGI WATTA

W poczatkowej fazie badan, projekt Avogadro (IAC) mial charakter konku-
rencyjny w stosunku do koncepcji wagi Watta. Obie metody redefinicji kilograma
mozna poréwnaé dzigki zwigzkowi stalej Avogadro ze stalg Plancka [9, 12, 23, 26]

ca’d M, 1
2R h’

0

N, = (2)
gdzie ¢ oznacza szybko$¢ $wiatta w prézni, a - stalg struktury subtelnej, A -
wzgledna mase¢ atomowg elektronu (tzn. wyrazong w jednostkach masy atomo-
wej), M, - stala molarng (M, = 10~ kg/mol), a R_ - stala Rydberga. Wszystkie
sktadowe wspolczynnika proporcjonalnosci w relacji (2) sg znane z bardzo duzg
dokladnoscig (CODATA podaje wzgledna niepewno$¢ standardowa tych wielkosci:
u (o) =3,3%x10"%u (A) =4,0x10"% u (R_) = 5,0 - 10™%), co pozwala poréwnaé
stal3 Avogadro N,, uzyskana w projekcie IAC, ze stalg Plancka h, okreslong w pro-
jekcie wagi Watta (NIST).

Juz pierwsze poréwnania wynikéw otrzymanych w projekcie Avogadro i w pro-
jekcie wagi Watta wykazaly ich niespdjnos¢ [62, 63]. Zaobserwowana rozbiez-
no$¢ wartosci h uzyskanej w obu projektach wynosita Ah, , / h ~107°, czyli byta
o 2 rzedy wielko$ci wigksza niz docelowa niepewnos$¢ wzgledna obu pomiaréow
(u,<2x 10°%). Przede wszystkim za$ (1) rdznica ta byla znacznie wigksza niz mozna
to usprawiedliwi¢ niepewnos$cia pomiardw; oraz (2) nie byta znana fizyczna przy-
czyna tak zasadniczej réznicy migdzy oczekiwaniami a rzeczywistoscig. Rozbiez-
no$¢ miedzy wynikami uzyskanymi tymi dwiema metodami byta gléwna przyczyna
merytoryczng zawieszenia przygotowan do przeprowadzenia redefinicji kilograma,
ampera, kelwina i mola, ktéra niektérzy metrolodzy z BIPM, NIST i CCU planowali
przeforsowac juz na 23. konferencji CGPM w 2007 r.

W pazdzierniku 2008 r. stwierdzono, ze przyczyng owej rozbieznosci byta
niewystarczajaca dokltadno$¢ oznaczenia skladu izotopowego krzemu, co implicite
wplyneto na mase molowg krzemu, M. Po wprowadzeniu odpowiednich poprawek
w grudniu 2008 r., niezgodnos$¢ N, z h zmalala do wartoéci mieszczacej si¢ w gra-
nicach uzasadnionych niepewnoscig obu pomiardéw. Aby zweryfikowaé te przy-
czyne bledu i dalej zmniejszy¢ niepewno$¢ pomiaru M, analize skladu izotopowego
przeprowadzono jeszcze kilkakrotnie, w kilku laboratoriach i ré6znymi metodami.
Najskuteczniejsza okazala si¢ metoda rozcienczenia izotopowego (IDMS); praktyka
pokazala, ze nawet $ladowe zanieczyszczenia odczynnikéw uzytych do przygotowa-
nia préobek do badan metoda gazowej spektrometrii masowej (GMS) moga w zasad-
niczy sposob zawazy¢ na wynikach koncowych [61, 64].
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7. OBECNY STAN PROJEKTU AVOGADRO I PERSPEKTYWA FINALIZAC]I
REDEFINICJI MOLA

Projekt Avogadro (ang. International Avogadro Coordination, IAC) formal-
nie zakonczyl sie w kwietniu 2011 r. Zmierzona warto$¢ stalej Avogadro wynosi
N, =6,022 140 82 x 10” mol ', bezwzgledna niepewno$¢ standardowa wynosi u(N, )
= 1,8 x 10" mol, a niepewno$¢ wzgledna u_(N,) = 3,0 x 10~ przekroczyta nieco
zalozong warto$¢ docelowa u (N, ) < 2,0 x 107 [61, 65].

Przekroczenie docelowej wartodci u_(N,) przypisywane jest obecnosci cienkiej
warstewki krzemkow metali na powierzchni obu kul wzorcowych, ktéra powstata
w trakcie ich szlifowania i wplywa na pomiar kilku parametréw, a przede wszystkim
objetodci. Najwiekszy (66%) wktad do u_(N,) daje wlasnie pomiar objetosci ($red-
nicy) kul wzorcowych, a na drugim miejscu (18%) plasuje si¢ wklad zwigzany bezpo-
$rednio z wlasnosciami warstewek powierzchniowych. Pomiar masy molowej, ktory
sprawit tyle klopotéw kilka lat wczesniej, daje obecnie tylko 5% wklad do u(N,);
pomiar objetosci komorki elementarnej (statej sieciowej) — 9%; pomiar masy — 1%;
za$ wplyw defektow wewnetrznych monokrysztatu oceniany jest na 1% wktadu do
u(N,). Cytowane tu wartosci odnosza si¢ do pomiaréw wykonanych dla jednej z kul
wzorcowych (AVO28-S5), dla ktérej catkowita niepewnos¢ wzgledna wynosi u_(N, )
= 3,6 x 10", poniewaz pomiary dla drugiej kuli wzorcowej (AVO28-S8) daty bardzo
podobne wyniki, to podana powyzej niepewno$¢ wzgledna u_(N,) = 3,0 x 10° dla
calego projektu jest nieco mniejsza, niz dla kazdej z kul osobno [61, 65]. Dla poréw-
nania przypomnijmy, Ze w 2010 r. niepewno$¢ wzgledna w projekcie IAC wynosita
u (N,)=3,1x 107, a w projekcie wagi Watta (NIST) wynosita u (h) =3,6 x 10°%.

Pomimo znacznego postepu, jaki dokonal sie w ciggu ostatnich dwu lat, projekt
Avogadro nie stanowi juz konkurencji dla redefinicji jednostki masy poprzez ustale-
nie wartosci stalej Plancka oraz realizacji kilograma za pomoca wagi Watta. Pomiar
stalej Avogadro w projekcie IAC postuzy do przeprowadzenia redefinicji jednostki
licznosci materii (mola) poprzez ustalenie wartoéci N,, a owe dwie kule krzemowe,
w ktdrych liczba atomoéw zostata bardzo dokladnie okreslona, bedg stanowi¢ pier-
wotng realizacje mola. Mozliwo$¢ poréwnania wynikéw uzyskanych w tych dwu
niezaleznych projektach (patrz réwnanie (2)), pozwala zweryfikowa¢ poprawnos¢
ich koncepcji i wykonania, co zalecata Rezolucja 7., podjeta przez CGPM w 1999 .
[35].

Projekt Avogadro, interpretowany jako przygotowanie do redefinicji mola, ma
tez pare stabosci: (1) wytworzenie kilogramowych, czystych izotopowo monokrysz-
talow krzemu byto mozliwe dzieki perfekcyjnej technologii opracowanej na potrzeby
przemystu elektronicznego, a takich technologii nie ma w przypadku innych sub-
stancji; (2) procedura liczenia atoméw w monokrysztale krzemu jest unikatowa, co
implikuje trudnos¢ przeniesienia jednostki (mola) z wzorca pierwotnego na wzorce
nizszego rzedu i inne substancje chemiczne; (3) problem zmian na powierzchni
wzorcowych kul krzemowych wecale nie jest mniejszy niz w przypadku artefaktow
platynowo-irydowych. Wydaje si¢ zatem, ze po wykorzystaniu kul krzemowych
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do pomiaru N,, po przeprowadzeniu redefinicji mola i zademonstrowaniu spo-
sobu realizacji tej jednostki, najwlasciwszym miejscem dla kul krzemowych bedzie
muzeum. Natomiast waga Watta jest urzadzeniem uniwersalnym, ktdre moze by¢
uzywane wielokrotnie i stuzy¢ do pomiaru masy wielu réznych cial.

Zakonczenie projektu Avogadro (IAC) w 2011 r. nalezy rozumiec¢ nie jako defi-
nitywne jego zamknigcie, ale jako zakonczenie pewnego etapu organizacyjno-finan-
sowego. Podpisano juz Memorandum, ktére przewiduje kontynuowanie tego pro-
jektu pod nazwg International Avogadro Project (IAP) przez nastepnych 6 lat, czyli
do 2017 r. Termin ten jest do$¢ odlegly, zwlaszcza, ze cel (pomiar N, z niepewnoscia
wzgledna u_(N,) < 2,0 x 10°°) zostal juz prawie osiagniety, a metody pomiaru sa
opracowane; przede wszystkim za$§ zauwazmy, ze projekt IAP zakonczy sie dopiero
w pare lat po planowanej na 2014 r. lub 2015 r. nastepnej, 25. konferencji CGPM, na
ktorej reforma ukladu SI ma szanse juz by¢ sfinalizowana.

PODSUMOWANIE I DYSKUSJA

Projekt Avogadro jest waznym elementem przygotowan do reformy miedzyna-
rodowego ukladu jednostek miar SI. Reforma ta bedzie polega¢ na: (1) redefinicji
czterech jednostek podstawowych SI (kilograma, ampera, kelwina i mola) poprzez
ustalenie warto$ci liczbowych przypisanych im statych fizycznych (kg - stata Plancka
h, A - tadunek elementarny e, K - stala Boltzmanna k, i mol - stala Avogadro N,);
(2) opracowaniu mise en pratique tych jednostek; oraz (3) przeredagowaniu definicji
i wprowadzeniu poprawek do zalecanych sposobdw realizacji pozostatych jednostek
podstawowych SI. Ze wzgledu na znaczny zakres zmian i szerokie wykorzystanie
wzorcow kwantowych do realizacji jednostek miar, zreformowany SI nazywany jest
Nowym SI lub Kwantowym SI (ang. New SI lub Quantum SI), a ze wzgledu na eli-
minacje ostatniego artefaktu definicyjnego (IPK) mozna go nazwaé Artefact-Free
SI (AF-SI). Oficjalne stanowisko w sprawie sposobu i warunkéw przeprowadzenia
reformy ukfadu SI zostalo ostatnio sformutowane w Rezolucji 1, podjetej na 24.
konferencji CGPM w pazdzierniku 2011 r. [66].

Wprowadzenie nowych definicji jednostek podstawowych SI bedzie niezwy-
kle korzystne z punktu widzenia badan podstawowych oraz rozwoju tych rodzajow
przemystu, ktére wykorzystujg najbardziej zaawansowane technologie. W Nowym
SI wiele statych fizycznych o podstawowym znaczeniu (h, e, k,, N,, stala Joseph-
sona K, stala von Klitzinga Ry, stata Faraday’a F, stata Stefana-Boltzmanna o, stata
gazowa R i wiele innych) uzyska doktadnie znang, stala warto$¢, zamiast wartosci
umownej lub zmierzonej z okre§long niepewnoscia.
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Niektore obowigzujace obecnie definicje jednostek podstawowych SI nie sa
oparte na wielko$ciach absolutnych i pojeciach podstawowych’, a dotyczy to nie tylko
kilograma. Na przyktad, aktualna elektromagnetyczna definicja ampera zaktada, ze
réwnania Maxwella doktadnie opisuja rzeczywisto$¢ fizyczna, a przeciez od 1948 r.
wiadomo, ze jest to tylko klasyczne przyblizenie elektrodynamiki kwantowej (QED);
definicja ampera jest niespdjna z praktyka laboratoryjna, w ktérej pomiary na naj-
wyzszym poziomie metrologicznym sg realizowane z wykorzystaniem kwantowego
efektu Halla i efektu Josephsona.

Definicje jednostek miar sg tym trwalsze, w im wigkszym stopniu abstrahujg od
konkretnych cial materialnych i ich wtasciwosci fizykochemicznych (zaleznych od
warunkéw zewnetrznych) oraz praw fizycznych, ktére odzwierciedlaja obecny (tzn.
chwilowy) stan wiedzy. Ideatem byloby zdefiniowa¢ wszystkie jednostki podstawowe
SI poprzez ustalenie warto$ci fundamentalnych stalych fizycznych; wéwczas postep
naukowy i techniczny znajdowaltby odzwierciedlenie jedynie w ewolucji zalecanych
metod realizacji jednostek SI (mise en pratique) i nie wptywalby na warto$¢ defini-
cyjng tych jednostek. Jest to jednak kwestia dalszej przysztoéci [67].

Program redefinicji jednostek SI bedzie miat wiekszy wpltyw na funkcjonowa-
nie laboratoriéw fizycznych niz pracowni chemicznych, ze wzgledu na inny poziom
wymagan co do niepewnoséci pomiaréw w tych dwu dziedzinach. Ponadto, redefini-
cja mola nie ma tak uniwersalnego znaczenia jak redefinicja kilograma czy ampera
i skupia uwage przede wszystkim chemikéw i fizykochemikdw, ale jednoczesne
przeprowadzenie cafego programu redefinicji jest konieczne do zachowania spoj-
nosci tego przedsiewziecia.

Planowana reforma SI, polegajaca na definicyjnym zwiazaniu niektérych jed-
nostek podstawowych SI ze statymi fizycznymi, stanowi wielki krok w kierunku
stworzenia trwalego, spojnego uktadu jednostek miar. Trzeba jednak przemysle¢
jeszcze raz niektdre proponowane sformutowania nowych definicji. Projekt rede-
finicji jednostki liczno$ci materii [43, 66] kopiuje niezreczno$¢ obecnej definicji
mola, polegajaca na podaniu spisu wybranych rodzajéw czastek, do ktérych stosuje
sie pojecie mola, z pominig¢ciem innych rodzajow czastek (np. wolnych rodnikéw,
fotonow). Kompletna lista roznych rodzajow czastek nie istnieje i istnie¢ nie moze,
poniewaz bylaby ona zbyt diuga, czasem niejednoznaczna i zawsze moga pojawié
sie nowoodkryte czgstki (np. bozony Higgsa, aksjony, skyrmiony, czastki supersy-
metryczne i ich konglomeraty) - czy wowczas bedziemy zmieniaé¢ definicje mola?
Ponadto, stwierdzenie czy czastki sg ,,takie same” zalezy od subiektywnego punktu

5 Relatywistyka powaznie ograniczyla pojecie absolutu w naukach $cistych; w tej pracy, wielko$¢ absolutna
oznacza wielko$¢ niezmienniczg wzgledem dowolnej transformacji uktadu wspétrzednych; state fizyczne i ich
kombinacje sa wielko$ciami absolutnymi; state materialowe (makroskopowe i mikroskopowe) nie sg wiel-
ko$ciami absolutnymi. Pojecia podstawowe s to niedefiniowalne pojecia elementarne (czas, odleglo$¢, masa,
tadunek elektryczny, fadunek silny, tadunek staby) oraz ich definicyjne kombinacje rézniczkowe (predkosé,
przyspieszenie, ped, natezenie pradu, etc.). Nalezy odrozni¢ idee pojecia podstawowego, wprowadzonego na
zasadzie definicji lub oznaczenia, od praw fizycznych, ktére podaja zwigzki miedzy pojeciami podstawowymi
i odzwierciedlajg nasz aktualny stan wiedzy o prawach Natury.
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widzenia i zastosowanego kryterium: czy np. enancjomery, molekuly o réznych kon-
formacjach, czasteczki o réznych konfiguracjach atomowych (np. monosacharydy
w formie ketonowej i enolowej), jony o réznym stopniu solwatacji, czgstki o réznym
stanie wzbudzenia elektronowego lub jadrowego sg takimi samymi, czy réznymi
czgstkami? OdpowiedZ moze by¢ rézna w zaleznosci od rodzaju procesu, w ktérym
te czastki uczestnicza.

Definicja mola to nie jest wtasciwe miejsce do sporzadzenia listy czastek i kry-
teriéw ich rozrdznialnoéci. Nowa definicja mola powinna ograniczy¢ sie do (1)
okreslenia wartosci statej Avogadro (liczby Avogadro) N,, oraz (2) stwierdzenia, ze
1 mol zawiera dokfadnie N, czastek danego rodzaju, pozostawiajac uzytkownikowi
SI okreslenie kryteriow, wedlug ktérych czastki s3 uwazane za takie same lub rézne
[68]. Nie moge oprzec si¢ refleksji, ze taka wlasnie prosta definicje mola pozna-
fem od swej licealnej nauczycielki chemii, w wersji ,,mol to liczba Avogadro czgstek
danego rodzaju” i stuzy mi ona $wietnie do dzi$. Moze to postuzyc¢ za ilustracje ogol-
nej zasady, sprawdzajacej si¢ nie tylko w nauce, iz droga poszukiwania prawdy moze
by¢ dluga i zawila, ale samg prawde charakteryzuje prostota.
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Ignacy Z. Siemion, urodzony w 1932 r., ukonczyl stu-
dia chemiczne na Uniwersytecie Moskiewskim w 1955 r.
Doktorat nauk technicznych na Politechnice Wroctaw-
skiej — 1964. Doktor habilitowany nauk chemicznych -
1968. Profesor nadzwyczajny — 1974, profesor zwyczajny
- 1981. Byl kierownikiem Zakladu Chemii Organicznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego. Wlasne
zainteresowania badawcze: chemia i stereochemia pep-
tydow i biatek. Wypromowat 23 doktoréw chemii, z ktd-
rych pigcioro sie habilitowato. Autor 9 ksigzek, 275 prac
oryginalnych i ponad 140 artykuléw przegladowych oraz
dotyczacych historii nauki. W latach 1983-1994 Redaktor Naczelny ,Wiadomosci
Chemicznych” Obecnie opiekun Gabinetu Historii Chemii Wydzialu Chemii Uni-
wersytetu Wroctawskiego.
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W 2011 roku ukazata si¢ w krakowskim Wydaw-
nictwie Literackim (z do$¢ znacznym opdznieniem)
ksigzka Promo Leviego (1919-1987) pt. ,Uklad
Okresowy”.

Autor, urodzony w Turynie, w zasymilowanej
rodzinie zydéw piemonckich, byl z wyksztalcenia
i wykonywanego przez szereg lat zawodu, chemi-
kiem. Zawdd ten jak sam pisze, uratowal mu zycie,
gdy w lutym 1944 roku trafil do obozu w Auschwitz.
Skierowano go do laboratorium chemicznego ,,Buna-
Werke”, gdzie doczekal uwolnienia w styczniu 1945.
Swoje obozowe doswiadczenia zawarl w stawnej
ksigzce pt. ,Czym jest czlowiek?” (Krakow 1978).
Juz wprowadzanie regulacji rasowych w latach trzydziestych, jakie mialo miejsce
w czasach Mussoliniego, uswiadomito mu, ze jest jednak jakby obcy w rodzinnym
od pokolen kraju. Pobyt w obozie koncentracyjnym byl jakby zakonczeniem szko-
lenia w tym zakresie. Ale ksigzka, o ktorej tu méwimy, tylko marginalnie dotyka
tego najwazniejszego doswiadczenia zyciowego Leviego. Raz je opisal i wyraznie nie
chcial juz do niego wraca¢. O zamiarze, jaki mu przyswiecal, kiedy te ksigzke pisal,
sam mowi tak: ,,Kraze w poszukiwaniu doswiadczen, swoich i cudzych, zeby opisa¢
je w pewnej ksigzce. Chciatem przekonac sig¢, czy uda mi sie przekaza¢ laikom doj-
mujacy i cierpki smak naszej sztuki, ktdra jest przypadkiem szczegdlnym, bardziej
waleczng wersjg rzemiosta zycia. (...) Wydaje mi si¢ czyms$ niesprawiedliwym fakt,
ze $wiat wie wszystko na temat zycia lekarza, prostytutki, marynarza, mordercy, hra-
biny, starozytnego Rzymianina, spiskowca czy Polinezyjczyka, ale nic na temat tego,
jak Zyjemy my, pogromcy materii”. Krotko méwiac, chciat si¢ Levi przekonaé, czy
doswiadczenia zyciowe chemika mogg sie sta¢ materiatem literackim.

Jest to zamierzenie w literaturze pieknej, jak mi si¢ wydaje, nowe. Zdarzajq si¢
wprawdzie literaci o wyksztalceniu chemicznym. W naszym kraju mozna tu wymie-
ni¢ cho¢by Leona Kruczkowskiego, czy Wiadystawa Zembrzuskiego. Ale nikt si¢ nie
pokusil, by doswiadczenia chemika uczyni¢ tworzywem literackim.

Ksigzka Leviego to zbidr 23 opowiadan, noszacych tytuly bedace nazwami
tyluz pierwiastkéw chemicznych. Sa to wigc kolejno: argon, wodor, cynk, zelazo,
potas, nikiel, otéw, rte¢, fosfor, zloto, cer, chrom, siarka, tytan. arsen, azot, cyna,
uran, srebro, wanad i wegiel. Osig porzadkujaca te pierwiastki nie jest znany chemi-
kom uktad okresowy, lecz po prostu koleje zZycia autora, na ktérej to drodze spotkaty
go przygody z tymi pierwiastkami. Przy czym moze to by¢ spotkanie z samym pier-
wiastkiem, ale moze tez by¢ przygoda z jakims jego zwigzkiem, ktdra staje si¢ pre-
tekstem do wymienienia nazwy odpowiedniego pierwiastka w tytule opowiadania.
W ten sposob lista pierwiastkow Leviego to w gruncie rzeczy by¢ moze lista pier-
wiastkow, z jakimi najczesciej spotyka sie chemik w swojej dzialalnosci praktyczne;j?
I taki wlaénie jest figurujacy w tytule ksiazki ,,Uklad Okresowy”.

Fot. 1. Primo Levi
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Rozmieszczenie za$ ,,pierwiastkow Leviego” w ,normalnym” ukladzie okreso-
wym wyglada nastepujaco:

1 H

2 C N

3 p N Ar
4 K i VvV Cr Fe Ni Zn As

5 Ag Sn

6 Ce Au Hg Pb

7 U

W tym wyborze, zwraca uwage wysokie uprzywilejowanie pierwiastkéw czwar-
tego okresu, stanowigce ponad trzecig cz¢$¢ jego catosci. To znaczy, ze podstawowa
cze$¢ pierwiastkow, z ktorymi zetknal sie Levi, stanowity metale. To mozna tatwo
zrozumie¢. W obrebie zawodu chemicznego Levi reprezentowal specjalizacje ana-
lityczng. Co dawalo mu zresztg pewna przewage w jego drugiej zyciowej pasji —
w pisarstwie. Zadania analityczne to w najwiekszym stopniu zadania typu detekty-
wistycznego. Chodzi tu przeciez o rozwiktanie zagadki. Takie doswiadczenie dos¢
tatwo daje si¢ przelozy¢ na jezyk opowiadania literackiego.

Pierwszy rozdzial ksiagzki — ,, Argon” - to rodzaj wprowadzenia do calosci. Levi
ma tu na uwadze szczegolng ceche gazéw szlachetnych - ich obcosé, odmienno$é
od pozostatych pierwiastkow i chociaz w tytule stawia ,,argon”, to w tekscie odwoluje
sie raczej do ,ksenonu” - ,,obcego”. Nawigzuje, wiec tutaj do swojego wyobcowa-
nia w rodzinnym od szeregu pokolen kraju. Przodkowie, ktorzy niegdy$ przybyli
z Hiszpanii, do tego stopnia czuli si¢ wrosnigci w te ziemig, ze dialekt piemoncki,
co Levi ilustruje przykltadami, przeniknal do hebrajskiego jezyka. Opowiada tutaj
tez o galerii postaci z legend rodzinnych, ktére zaznaczyly sie swoja niezwykloscig
i barwnoscig. W ten sposéb uzyskuje bolesny kontrast w stosunku do odrzucenia
i wyobcowania, jakiego sam mial doswiadczy¢.

Nastepny rozdzial ,Wodér”, to historia intelektualnego i zawodowego ksztalto-
wania si¢ przyszlego chemika i pisarza. A wigc wezesne dziecinne jeszcze, doswiad-
czenia z wybuchajacym wodorem.

Leviego ,urzeklo i oniesmielito” szklo laboratoryjne a chemia objawita si¢ mu
»jako nieokreslony obtok nadciagajacych mocy ,,(...) Niczym Mojzesz z tego obtoku
wypatrywalem, mojego prawa, definicji, porzadku we mnie, wokdét mnie, i w §wiecie”.
W uniwersyteckim laboratorium chemii ogélnej, pasywacja bardzo czystego cynku,
stabo reagujacego z kwasem siarkowym, nauczyla go doceniac¢ rol¢ zanieczyszczen
w procesach chemicznych (,Cynk”). Tam po raz pierwszy zetknal sie z rzemiostem
chemicznym, z opanowaniem umiejetnosci wytworzenia czego$ wlasnymi rekoma.
Jak $wiadczg wspomnienia Leviego program nauczania stawial na samodzielnos¢
wykonawcow zadan, Laboratorium za$ zabieralo pie¢ godzin dziennie. Levi odby-
wal studia chemiczne na poczatku lat czterdziestych. Studia, ktére sam odbywalem
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(1950-1955) byly niezbyt odlegle w czasie oraz podobne, pod wzgledem stawianych
celow. Duzg role gralo opanowanie rzemiosta chemicznego, to znaczy umiejetnosci
pracy przy stole laboratoryjnym. Budowalo to specjalny stosunek miodego chemika
do przedmiotu studiéw. Uczylo radosci eksperymentowania. Taki wtasnie stosu-
nek do chemii przebija si¢ z wywodéw Leviego. Pdzniejsze lata zaczely zacieraé ten
intymny kontakt studenta z materig zawodu. Kiedy w pewnym okresie przyszio mi
prowadzi¢ Komisje Dydaktyki Chemii, dzialajacg w ramach Komitetu Nauk Che-
micznych PAN, odruchowo dzialalem w strone przywrocenia roli nauczania rze-
miosta chemicznego, eksperymentu chemicznego w nauczaniu chemii. Dzi$ mysle,
ze bylo to dzialanie wsteczne. Céz, w pracach nad dydaktyka zawsze $cierajg si¢ dwie
tendencje: ludzi mtodych, ktdrzy wszystko by zmieniali, i starszych, ktorzy wszystko
chca zostawic niezmienione. Czytajac ksigzke Leviego odnajdywatem wigc podobne
do wlasnych nastroje, poczucie radosci z wykonanej wlasnymi rekoma pracy. Levi
czgsto nawigzuje do dwezesnej rzeczywistosci politycznej Wloch. Piszac wiec o roli
zanieczyszczen powie: ,,Potrzebna jest niezgoda, odmiennos¢, ziarnko soli i gor-
czycy. Faszyzm ich nie chce, zakazuje, i dlatego nie jestem faszystg.”

Nastepne opowiadanie (,,Zelazo”) to wspomnienie o koledze, towarzyszu
wedréwek i wspinaczek gorskich, odwaznemu oraz nieztlomnemu, wlasnie takiemu
jak zelazo. To jedyne opowiadanie w calym tomie, gdzie cechy charakteru ludz-
kiego staja sie odniesieniem do nazwy pierwiastka. Przyjaciel ten ginie na wojnie.
Tymczasem w 1939 roku ogloszono prawa rasowe, ograniczajgce miedzy innymi
mozliwosci pracy dla miejscowych Zydéw. ,Chemia i fizyka — odnotowal Levi -
ktérymi si¢ zywiliSmy, poza tym, ze z natury s zyciodajna strawa, stanowig owo
poszukiwane antidotum na faszyzm, poniewaz sg jeszcze i wyrazne, i na kazdym
kroku sprawdzalne.”

Rok 1941 przyniost powszechne przekonanie o nadchodzacym zwycigstwie
Niemcoéw. Okres ten upamietnil Levi w opowiadaniu pt. ,,Potas”. Levi przekonal sie
wtedy, ze chemia nie daje mu jednak odpowiedzi na dreczace pytania. Jej reguty zbyt
blisko przypominaja przepisy ksiazki kucharskiej. ,Nalezalo — pisze Levi — pdjs¢
dalej, cofnac sie do zrodet, do matematyki i fizyki” Idac za tym odruchem, zglosit
sie Levi na staz do Instytutu Fizyki. Jego tamtejszy opiekun zlecit mu przygotowa-
nie super czystych rozpuszczalnikéw. Mial w planie sprawdzenie mozliwosci zasto-
sowania réwnania Onsagera dla stezonych roztworéw. Praca ta sprawila Leviemu
wielkg przyjemno$¢. ,,Destylacja — pisal - jest piekna. Przede wszystkim, dlatego,
ze jest to praca powolna, filozoficzna i cicha, ktdéra daje zajecie, ale takze czas na
rozmysélanie o innych sprawach (...). A takze i dlatego, ze niesie w sobie przemiane:
od cieczy do pary (niewidocznej) i z powrotem do cieczy (...). Kiedy przystepuje
sie do destylacji, ma si¢ Swiadomo$¢ odtwarzania uswieconego przez wieki rytuatu,
aktu niemalze religijnego, w ktorym z niedoskonalej materii powstaje esencja, ousia,
duch..” Odczucia, jakie ma Levi podczas tej operacji jakze sg bliskie doznaniom
dawnych alchemikoéw, ktérzy swoje prace poczytywali za akt uzurpacji czesci potegi
boskiej, stworczej. Tego rodzaju religijne rozumienie pracy chemika zywe jest jesz-
cze w psychice Leviego.
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Prace destylacyjne przerwal wybuch resztek potasu metalicznego, pozostawio-
nych na $ciankach kolby. (Stad tytut rozdziatu.) Opiekun - astrofizyk kfadt Leviemu
do glowy zwatpienie w moce fizyki. Uczyt go, ze fizyka zajmuje si¢ ,,unormowaniem
wszech$wiata pozoréw”. Zamiast wiec pewnosci, ze znalazl sie w $wieci ostatecznych
prawd wynidst Levi ze stazu przekonanie o ich kruchosci.

W lipcu 1941 roku Levi, po ukonczeniu studiéw chemicznych, trafia do pracy
w kopalni azbestu, polozonej w gérach Piemontu. Kolonia pracownicza zyje tam
w catkowitym odosobnieniu. W zlozu azbestowym, przenikajacym skale serpenty-
nitowy, odkryto $lady niklu. Zadaniem Leviego bylo okreslenie miejsc w ztozu, gdzie
stezenie niklu jest wyzsze, co by¢ moze uczyniloby je optacalnym dla eksploatacji.
(Rozdziat ,Nikiel”). ,,Analiza ilosciowa -zanotowal Lervi — tak uboga w emocje
i ciezka jak granit, stawala si¢ zywa, prawdziwa, pozyteczna, stanowita cze$¢ powaz-
nego i konkretnego dzialania, byla przydatna, okazala si¢ elementem jakiego$ planu,
niczem kostka mozaiki” Niestety, odkrycie bogatszych z16z rudy niklu w Albanii
potozylo kres tym poczynaniem.

Samotne zycie w calkowitej izolacji, ubarwiane tylko matymi skandalami
obyczajowymi wérdd niewielkiej gromadki pracownikéw kopalni, pobudzalo, jak
sie wydaje, autorska wene Leviego. Napisal tam dwa opowiadania, ktére po latach
wlaczyl do ,,Ukladu okresowego. Sg to opowiadania ,,016w” i ,,Rte¢”. Pierwsze opi-
suje wedrowki poszukiwacza rud otowiu w czasach starozytnego Rzymu. Drugie
- przygody osadzonego na oceanicznej wyspie zolnierza. Z latami pojawia si¢ na
wyspie czworka zyciowych rozbitkow. Wybuch tamtejszego wulkanu spowodowat
pojawienie si¢ metalicznej rteci w pobliskiej jaskini. Zotnierz uzyskuje czystg rtec,
za ktdra sprowadza dla wszystkich zony. W obu opowiadaniach fatwo mozna roz-
poznac nastroje, jaki miewal Levi podczas swojego azbestowego odosobnienia. Sam
przeciez byt tam poszukiwaczem rudy metalu, i zapewne cierpial z racji pozbawie-
nia go niewie$ciego towarzystwa.

W czerwcu 1942 roku Levi porzuca prace w kopalni azbestu i znajduje zatrud-
nienie w Mediolanie, w laboratorium szwajcarskiego przedsigbiorstwa trudnigcego
sie wytwarzaniem ekstraktow hormonalnych. Jego zadaniem jest sprawdzenie czy
rzeczywiscie, zgodnie z ,teorig” nazistowskiego profesora Kerrna, wyciagi roslinne,
zawierajace organiczne zwiazki fosforu (stad nazwa rozdziatu: ,Fosfor”) moga
leczy¢ cukrzyce. ,,Nie jest to — pisze Levi — pierwiastek emocjonalnie neutralny. Byto
czyms$ niezrozumialym, ze jaki$ profesor Kerrn, na wpot biochemik, na wpét czar-
noksieznik, w otoczeniu nazistowskiego dworu przesigknietego czarng magia, nadat
mu rang¢ medykamentu.” Cala ta jednak przedsiewzieta diubanina nie przyniosta
zadnego pozytecznego efektu.

Tymczasem w losach wojny nastepuje przetom. We Wloszech nastepuje zapasé
faszyzmu. Niemcy okupujg pétnocne Wlochy. Levi, schwytany w gorskim obozie
wloskich partyzantow, uwieziony w piwnicy koszar wojskowych, stucha opowiesci
towarzysza niedoli, kontrabandzisty, ktory latem zarabia na zycie ptukaniem zlota
w namutach rzeki Doro. Zawdd ten uprawia rodzina przemytnika od pokolen. ,Nie
wszystkie dni s3 odpowiednie — poucza Leviego przemytnik - idzie lepiej, kiedy
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dopisuje pogoda i jest ostatnia kwadra”. Dlaczego za$ wlasnie ostatnia, to juz tajem-
nica (Rozdziat ,,Z1oto”).

Stad trafit Levi prosto do Auschwitz. Swoje wspomnienia o§wiecimskie zawart
winnej ksigzce; tu wraca do nich tylko sporadycznie. Dojmujacym uczuciem, jakiego
doznawal, byto uczucie ciagltego gtodu. Wsréd odczynnikéw laboratoryjnych szu-
kat czegos do zjedzenia. I trafit na stéj z szarymi laskami stopu zelazowo-cerowego.
Wraz ze wspélwiezniem wpadli na pomyst by laski te przerobi¢ na kamienie do
zapalniczek i zamieni¢ je na zywnos¢ na obozowym czarnym rynku. To poczynanie
pozwolifo mu przetrwa¢ (Rozdzial ,Cer”).

Po wojnie podjal Levi prace w fabryce lakieréw. I tam zlecono mu zbadanie
przyczyn zepsucia si¢ partii farby chromianowej, ktéra zgestniata i nie nadawala
sie do uzytku. Levi przedsigwzigl intensywne studia w archiwum zakladu, gdzie
przechowywano wszystkie wyniki badan analitycznych. Nie bede ich tu referowat
- pozostawiam to gorliwosci czytelnikow. W kazdym razie okazalo sie, ze wytrza-
sanie zepsutej farby z salmiakiem regeneruje produkt. Odtad zalecono dodawanie
salmiaku do farby chromianowej i tak juz trwalo przez lata, i nikt juz nie wiedziat
skad si¢ to wzigto. Levi rozwaza ten przypadek, jako przyktad powstawania i trwania
w przemysle tradycji niczym juz potem nieuzasadnionych i zgota nieprzydatnych.
O ktdrych pochodzeniu nic si¢ juz nie wie. Ale przypadek ten jest jeszcze w innym
aspekcie wysoce pouczajacy. Mowi nam o pozytku czerpania wiedzy z archiwéw.
Bez watpienia od takich studiéw trzeba zaczynad, kiedy przystepuje si¢ do nowego
zadania. Moj przyjaciel, Jurek Pabisz, dyrektor archiwum wojewodzkiego nieraz mi
sie zzymal na kompletne zapoznawanie ukrytej u niego wiedzy przez aktualnych
demiurgéw gospodarki. Organizowal, wigc specjalistyczne konferencje branzowe:
a to o zasobach archiwum w zakresie gospodarki wodnej, a to lesnej. Bo takich
umiejetnosci, korzystania z archiwum, nie dawaly (i nie daja) studia specjalistyczne
(Rozdziat ,,Chrom”).

Kolejne opowiadanie (,,Siarka”) opisuje prace aparaturowego, ktéremu udaje si¢
uniknga¢ grozacej awarii. Kolejne - to obrazek, gdzie dziecko podziwia malowanie
mebli kuchennych bielg tytanowa. Moze w tym wlasnie opowiadaniu najmocniej
odbija si¢ 6w podziw do tajemnic chemii, i czarnoksieskich nieomal mocy malarza,
(czytaj: Chemika), tak namacalnie zmieniajacego rzeczywistos¢.

Mimo tych sukceséw zawodowych, Levi porzuca fabryke, by otworzy¢, wraz
z przyjacielem, prywatne laboratorium chemiczne. Tam ma rézne doswiadczenia.
Oto niedaleki sgsiad, szewc, przynosi mu do analizy ,,cukier”, podrzucony mu przez
konkurenta. ,Cukier” okazuje si¢ oczywiscie arszenikiem (,,Arsen”). A to znowu
pojawia sie zapotrzebowanie na alloksan. Alloksan mozna by tanio uzyska¢ utlenia-
jac kwas moczowy, konicowy produkt przemiany azotowej u gadow i ptakéw. Levi
zdobywa wiec pewna ilos¢ pomiotu kurzego i przystepuje do pracy - ale nic z tego
nie wychodzi. Najwidoczniej nie byta to praca dla analityka. Zupelnie inny wynik
mial kiedys$ wroctawski organik, profesor Bobtanski, ktéry w swoim czasie opaten-
towal sposdb wydobycia kwasu moczowego z guana. Tyle, ze spdltdzielnia pracy,
ktéra probowalo patent wdrozy¢ tez nie miata powodzenia. Bo widzi pan — méwit
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mi kiedy$ profesor - oni nie chcieli guana suszy¢. I taka mokrg maz pakowali do
kotla.

Nieoplacalna okazala si¢ tez chalupnicza produkcja chlorku cyny (,,Cyna”)
przez rozpuszczenie cyny w kwasie solnym. Levi wraca do przemystu. Zajmuje sie
teraz akwizycja zamowien w fabryce farb i lakieréw. W swoich wedréwkach trafia
na zawzigtego rozmoéwce, ktory obdarza go opowiescia o uciekajacych do Szwajcarii
niemieckich lotnikach, ktérzy to za udzielong im pomoc wynagrodzili go probka
metalicznego uranu. To skfania Leviego do przywdziania ponownie fartucha ana-
lityka. Rzekomy uran okazal si¢ metalicznym kadmem o nieznanym pochodzeniu
(Rozdziat ,,Uran”).

Inng opowies¢ przekazal mu dawny kolega ze studiow, pracujacy w przemysle
fotograficznym. Nadzorowal on produkcje klisz rentgenograficznych. I oto pewna
partia tych klisz, po ich wywotaniu, dawala ,efekt fasoli”. Ich powierzchni¢ pokry-
waly biale plamki. Przy blizszej analizie okazalo sig, ze takie zepsute klisze uzyski-
wano z produkeji otrzymywanej w $rody kazdego tygodnia. Czas, w ktérym zaczety
powstawa¢ wadliwe klisze pokrywat sie z czasem otwarcia w poblizu nowych zakta-
dow garbarskich. W zakladach tych w nocy z poniedziatku na wtorek oprézniano
wielka kadz garbarska. Opowiadajacy szybko wykryl, ze garbarska plukanka zawiera
bardzo silne inhibitory czulosci kliszy i odtwarza tez ,,efekt fasoli”. To bardzo poucza-
jaca historia. O tym, jak ostroznym i czujnym musi by¢ chemik, by zawsze umie¢
dostrzec nieznane okolicznosci, mogace fatalnie wplyna¢ na produkgeje.

Nastepny rozdzial (,Wanad”) na powr6t nawigzuje do Auschwitz. Oto uzyski-
wana z Niemiec syntetyczna zywica daje niewysychajaca czarng farbe przy miesza-
niu z sadza. W odpowiedzi na reklamacje¢ przychodzi porada, by do zywicy doda¢
naftoesanu wanadu. Te skuteczng rade podpisal jaki$ doktor Miller. Kierujac si¢
pewnymi poszlakami Levi dochodzi czy nie jest to czasem chemik, nadzorujacy
prace laboratorium w Auschwitz, zresztg zachowujacy sie w tym czasie przyzwo-
icie. Po upewnieniu sie, ze tak wlasnie si¢ rzeczy maja, nawiazuje z Miillerem kores-
pondencje. Niemiec uparcie namawia go na spotkanie. Najwyrazniej chce uzyskac
$wiadectwo, ze sam zachowywal si¢ przyzwoicie, a takze rodzaj rozgrzeszenia wobec
$wiata. Levi wzbrania si¢ jednak. ,Nie czutem si¢ — pisze — na silach, by méwi¢
w imieniu zmartych”. W koncu jednak ustepuje — ale nagta smier¢ Niemca uniemoz-
liwia spotkanie. Tak wiec, grzechy o$wiecimskie pozostaly nieodpuszcone.

Ksigzke zamyka rozdzial ,Wegiel” Jest to poetycki opis wiecznej wedrowki
wegla, ze $wiata nieozywionego do ozywionego i z powrotem, przez tysiace kolej-
nych wcielen. Co$ podobnego mozna by napisac i o innych pierwiastkach, ale wegiel
jest tu moze najbardziej wyrazisty. Ten poemat o wedréwce wegla to rodzaj ideowego
i $wiatopogladowego przestania autora. Odwolam sie tu do wspomnien osobistych.
Latem 1956 bodaj roku bytem na wczasach w Gizycku, organizowanych przez Zwig-
zek Nauczycielstwa Polskiego. Przebywalo tam miedzy innymi dwoch bardzo juz
dla mnie wtedy starszych panéw. Jeden wilasnie na staro$¢ skonczyl studia pedago-
giczne. Drugi, stary nauczyciel taciny, byl bylym ksiedzem. Obydwaj byli w wieku
sklaniajagcym do rozmyslan o sensie Zycia. — ,Wiecie kolego - méwit tacinnik - mnie
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osobiscie zawsze pociesza swiadomos¢ tego wiecznego ruchu, stawania si¢ i zani-
kania, i powstawania czego$ nowego. Tej wiecznej transformacji $wiata” Mysle, ze
odczucia facinnika bardzo byty bliskie doznawanym przez Leviego.

Bardzo szybko, piszac te notatke, zdatem sobie sprawe, ze pisze co$, co jest skro-
cong biografig pisarza. Bo tez sama ksigzka, o ktdérej tu méwimy, jest w gruncie
rzeczy autobiografia pisarza, ,,podzielona na pierwiastki chemiczne”.

W mojej skroconej wersji zyciorysu nie dalo si¢ zawrze¢ dziesigtkow szczego-
téw, charakterystyk napotykanych ludzi i ich frapigcych czesto sprawach. Staralem
sie natomiast odda¢ wiernie opinie pisarza, z zawodu chemika, ktorego zamiarem
bylo wykazanie, ze réwniez przezycia chemika mogg by¢ interesujagcym tworzywem
literackim oraz, ze ich opis moze zainteresowa¢ nawet laika. Czy sig¢ tak stalo? Nie
wiem. Natomiast jestem przekonany, ze ksiazka Leviego jest wielce interesujaca dla
chemika wtasnie, ktory dzieki niej gltebiej moze pozna¢ swoj wlasny zawdd i odkry¢
drzemigcg w jego glebi rados¢.
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Polimerowe kompozyty konstrukcyjne, Wactaw Krolikowski, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2012, wyd. pierwsze, oprawa migkka, s. 332

W pierwszej potowie 2012 roku staraniem Wydawnictwa Naukowego PWN ukazala si¢ ksigzka
pt. »Polimerowe kompozyty konstrukcyjne” autorstwa prof. dr inz. Wactawa Krdlikowskiego. Prof.
Wactaw Krolikowski jest niekwestionowanym autorytetem w zakresie kompozytowych materiatéw poli-
merowych, nestorem wérdd technologéw zajmujacych sie przetworstwem i stosowaniem ttoczyw polie-
strowych czy tez wytwarzaniem i zastosowaniem nienasyconych Zywic poliestrowych wzmacnianych
widknami szklanymi, zwanych zwyczajowo, laminatami poliestrowymi. Ksigzka, jak sam Autor stwier-
dza w przedmowie, stanowi rozszerzong wersje kursu ,,Polimerowe kompozyty konstrukcyjne” bedacego
ofertg dydaktyczng w Zachodniopomorskim Uniwersytecie Technologicznym w Szczecinie. Wbrew suge-
stiom Autora, wynikajacym z jego skromnoéci, jest to bardzo kompletna monografia obejmujgca prawie
wszystkie zagadnienia zwigzane z wieloskladnikowymi materiatami kompozytowymi. Wystarczy poréw-
na¢ skrypt ,Tworzywa wzmocnione i wlékna wzmacniajace” tegoz Autora, wydany przez Politechnike
Szczecinska w 1984, by przekona¢ sie jaka droge przebyly w tym okresie polimerowe kompozyty, jak
bardzo zmienily si¢ materialy inzynierskie dostepne inzynierom i projektantom, jak bardzo zmienit sie
otaczajacy nas $wiat. Warto tez wspomnie¢, ze prof. Wactaw Kroélikowski jest wspotautorem wielu wzna-
wianych wydan ksigzki ,Nienasycone zywice poliestrowe”, zawierajacej mndstwo wiedzy na temat podsta-
wowego sktadnika kompozytéw polimerowych jakim jest faza ciggla kompozytu powstata z usieciowania
(utwardzenia) ciekltej poczatkowo zywicy poliestrowe;.

Ksiazka zawiera 9 rozdziatéw, w kolejnosci: 1) Wiadomosci wstgpne o kompozytach, 2) Polimery,
3) Napelniacze i wzmocnienia, 4) Materialy lekkie do kompozytowych konstrukeji przekladkowych,
5) Struktura i wlasciwo$ci kompozytéw polimerowych, 6) Metody technologiczne wytwarzania wyrobow
kompozytowych, 7) Nanokompozyty polimerowe, 8) Polimery samowzmocnione oraz 9) Podstawy obli-
czen i projektowania konstrukeji.

W pierwszym rozdziale znajdujemy szereg podstawowych definicji, klasyfikacje kompozytéow
uwzgledniajacy typ fazy rozproszonej, rodzaje kompozytow ze wzgledu na typ matrycy. W tej czesci Autor
wymienia szereg kompozytéw funkcjonalnych takich jak np. kompozyty barierowe, magnetyczne, anty-
bakteryjne itp., ale wiodacym tematem ksigzki sa kompozyty konstrukcyjne o bardzo dobrych wtasci-
wosciach wytrzymatosciowych, ktore stuzg do wytwarzania réznych elementéw konstrukceyjnych poczy-
najac od czeéci i obudéw maszyn, przedmiotoéw codziennego uzytku, konstrukeji budowlanych, karoserii
samochodowych, fodzi i jachtow, zaawansowanego technologicznie sprzetu do wyczynowego uprawiania
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sportu itd. Cieszy fakt, ze Autor konsekwentnie uzywa terminu matryca dla okreslenia fazy ciaglej - tacza-
cej — nadajacej ksztalt i wyglad wyrobu. Tu analogia do anglojezycznego terminu ,,matrix” jest oczywista
i zapewne mniej kontrowersyjna do stosowanego niekiedy innego okreslenia tej fazy, ,,osnowa”

Kompozyty sa przedmiotem zainteresowania gtéwnie trzech grup zawodowych: chemikéw, techno-
logéw przetworcéw oraz mechanikow. Kazdy przedstawiciel jednej z tych grup ma inny profil wyksztalce-
nia, inny poziom wiedzy pozwalajacy w réZnym stopniu zrozumiec istot¢ wzrostu wytrzymalosci materiatu
stanowigcego polaczenie polimeru charakteryzujacego si¢ wlasciwosciami lepkosprezystymi z wtoknem
wzmacniajagcym o duzym module sprezystosci. Ksigzka ,,Polimerowe kompozyty konstrukcyjne” jest tak
napisana i tak komplementarna, ze z cala pewnoscia zadowoli czytelnika deklarujacego przynaleznos¢
do kazdej z wymienionych grup. Mechanik znajdzie w ksigzce rozdzialy przedstawiajace w sposéb jasny
i precyzyjny budowe topologiczna polimeréw, opis konformacji fancucha polimerowego, charakterystyke
polimeréw amorficznych i semikrystalicznch, opis wlasciwosci szeregu polimeréw od wielkotonazowych
poliolefin po konstrukcyjne termoplasty takie jak PET, PBT, PC czy poliamidy. Chemik poszerzy swoja
wiedze na temat wtdknin, mat, preform, tkanin i dzianin, réznego rodzaju przedz wykonanych nie tylko
z widkien szklanych, ale takze wiokien weglowych. Dla tej grupy czytelnikéw z caly pewnoscia intere-
sujacy bedzie rozdzial przedstawiajacy podstawy obliczen i projektowania konstrukeji kompozytowych,
z reguly blizszy mechanikom i wymagajacy bardziej zaawansowanej wiedzy matematycznej i obliczenio-
wej. Wspomnie¢ tu mozna opis hipotez wytrzymatosciowych takich jak kryterium maksymalnych napre-
zen, kryterium maksymalnych odksztatcen, kryterium Tsai-Hilla i kryterium Tsai-Wu.

Bardzo wazng czes$¢ ksigzki stanowi rozdzial o technologiach wytwarzania kompozytéw. Na ten
temat dostepna w jezyku polskim literatura nie jest zbyt bogata. Prof. Wactaw Krolikowski podjat si¢
trudu przyblizenia bardzo wielu technologii by wymieni¢ tylko najwazniejsze, takie jak technologie for-
mowania infuzyjnego, metoda RTM, formowanie metoda RIM, formowanie z zastosowaniem autoklawu,
formowanie metoda pultruzji i inne.

Niektore z rozdzialéw maja swoje odpowiedniki w innych podrecznikach czy skryptach, np. opis
wzmacniania kompozytéw wléknami diugimi, wyznaczanie dtugoéci krytycznej widkna cigtego, rowna-
nie kompozycji wigzace wytrzymato$¢ kompozytu z udziatem objetosciowym widkna. Ksigzka zawiera
takze rozdzialy opisujace najnowsze osiagniecia inzynierii materiatowej, mianowicie rozdzial o nanakom-
pozytach polimerowych oraz polimerach samowzmocnionych. Rozdzialy te nie sg zbyt obszerne, majg
charakter informacyjny, ale by¢ moze stang sie impulsem do zainteresowania studentéw politechnik tg
tematyka.

Autor postuguje si¢ poprawna terminologia, czemu trudno si¢ dziwi¢, skoro jako nestor polskich
specjalistow czy technologéw zajmujacych sie¢ kompozytami niejednokrotnie sam ja tworzyl i popula-
ryzowal. W tym kontekscie pewne zdziwienie budzi stwierdzenie Autora, ze w jezyku polskim brak jest
odpowiednika angielskiego terminu ,,crazes” czyli powstawania fibrylarnej struktury powstajacej podczas
plastycznej deformacji w okreslonych warunkach odksztalcen lub w dwufazowych uktadach o podwyz-
szonej udarnosci. Ot6z od wielu juz lat wielu polskich naukowcéw z powodzeniem uzywa w omawianym
przypadku okreslenia ,,rysy (mikrorysy) naprezeniowe”. Termin ten na stale przyjat si¢ w polskich publi-
kacjach.

Ksigzka jest bardzo fadnie wydana, zawiera wiele wykreséw, rysunkow, zdjec i tabel. W mojej skrom-
nej ocenie stanowi bardzo dobry podrecznik dla studentéw wydziatéw chemicznych i mechanicznych
politechnik, w tym takich kierunkéw ksztalcenia jak inzynieria materiatowa czy technologia chemiczna.
Oczywiscie powinna zainteresowac réwniez inzynieréw pracujacych w branzy kompozytow, konstrukto-
réw i przetworcow.

Jacek Pigtowski
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Reakcje kwasow i zasad w chemii analitycznej, Adam Hulanicki, Wydawnictwo Naukowe PWN, War-
szawa 2012, wyd. czwarte zmienione, s. VIII+294, cena 36,70 zt.

Kolejne, dtugo wyczekiwane wydanie tego niezmiernie popularnego podrecznika chemii analitycz-
nej, adresowanego przede wszystkim do studentow wydziatéw chemicznych uniwersytetéw i politechnik,
zostalo nieco tylko zmienione w poréwnaniu z poprzednim, sprzed ponad dwudziestu lat. W szczegol-
nosci Autor dodal w kilku miejscach informacje dotyczace zastosowania komputeréw i metod obliczenio-
wych do poruszanych zagadnien. Jak jednak sam zaznaczyl we Wstepie, zadaniem tej ksigzki jest raczej
ulatwi¢ zrozumienie zjawisk i proceséw, a nie mechaniczne wykonywanie obliczen.

Trudno jest recenzowac¢ ksiazke tak powszechnie znang i uznang. Sam zalecam ja swoim studen-
tom na réwni z klasycznymi podrecznikami chemii analitycznej. Jej zalety to m.in. przejrzysty i konse-
kwentny ukfad rozdzialéw i spora liczba przyktadowych zadan w polaczeniu z wyczerpujaco wylozonymi
zagadnieniami teoretycznymi. ,Reakcje kwasow i zasad..” obejmuja wprawdzie tylko fragment tematyki
poruszanej na zajeciach z tego przedmiotu, ale jest to fragment bodaj najwazniejszy, bo wprowadza stu-
dentéw w obszary dotad im zupelnie nieznane i stabo rozumiane, przede wszystkim w réwnowagi jonowe
w roztworach i ich wzajemne powigzania. Skadinad zresztg s3 to problemy dotyczace chemii w ogole, nie
tylko w aspektach analitycznych.

Ksigzke rozpoczyna chemiczny elementarz, czyli prawo dziatania mas i teoria Debay’a-Hiickla.
Statg rownowagi Autor wyprowadza ze statych szybkosci reakcji — dobry wybodr, poniewaz chemia ana-
lityczna jest wykladana studentom bez rozwinietych podstaw chemii fizycznej. Dodano jednak rozdziat
(»z gwiazdky’, tzn. dla bardziej zaawansowanych) wiazacy state rownowagi z innymi wielkosciami termo-
dynamicznymi. Takie — bardzo konsekwentne — stopniowanie i rozszerzanie wiadomosci jest bardzo
typowe dla stylu prof. Hulanickiego.

Trudno byloby analizowa¢ ,Reakcje kwasow i zasad..” rozdzial po rozdziale, ale nie mozna nie
wspomniec¢ o tych, ktore sg szczegélnie przydatne w pracy ze studentami. W mojej praktyce wykladowcy
bardzo sprawdzil sie np. rozdzial 2.10. ,,Substancje amfoteryczne’, ktoéry pokazuje, ze samo pojecie amfo-
terycznosci jest wzgledne i zalezy od przyjetego progu rozpuszczalnosci. Inny taki rozdziat to 3.7. ,,Pojem-
nos¢ buforowa” - student dowiaduje sie, Ze buforem jest wlasciwie wszystko, jedynie pojemno$¢ buforowa
jest czynnikiem réznicujagcym uklady pod tym wzgledem. Takich przyktadéw - perelek jest w ksigzce
wiele. Oczywiécie nie s to tematy nowe i odkrywcze naukowo, natomiast istotny jest sposob podania
wiedzy i ilustracja zagadnien. Innymi slowy mowiac, mamy po prostu do czynienia z bardzo dobrym
podrecznikiem akademickim.

Z punktu widzenia praktyki analitycznej wazne sg takie tematy, jak obliczanie krzywych miarecz-
kowania i skokéw miareczkowania. Takze one s3 wylozZone starannie i jasno. Mam jedynie uwage do roz-
dzialu 4.7. ,,Krzywe miareczkowania kwasow wieloprotonowych i mieszanin kwasoéw”. Jest to dos¢ istotne
dydaktycznie zagadnienie, poniewaz miareczkowanie np. H,PO, za pomocg mianowanego roztworu
NaOH jest typowym laboratoryjnym ¢wiczeniem praktycznym wykonywanym na pracowni studenckiej.
W tym rozdziale brak jest wyrazistego przykiadu, pozadane byloby takze poréwnanie wigkszej liczby
krzywych o réznym charakterze. Polecalbym np. umieszczenie na jednym wykresie krzywych dla H,PO,
(dwa skoki, pierwszy i drugi) z kwasem winowym lub askorbinowym (jeden, trzeci skok), a w przy-
padku kwaséw dwuprotonowych podobny zabieg dla kwasow szczawiowego (jeden, pierwszy skok), ady-
pinowego (jeden, drugi skok) oraz askorbinowego (dwa skoki, ale pierwszy zbyt staby, aby méc do niego
dobra¢ wskaznik). Takie porownanie jest doskonalym dowodem, Ze miareczkowanie ma sens tylko jesli
najpierw obliczymy najpierw krzywa miareczkowania! Oczywiécie dodatkowym aspektem jest tu dobor
wskaznikow, takze nieraz niemozliwy bez znajomosci krzywej.

Ksiazke zamykaja rozdzialy poswiecone innym (niz Brensteda) teoriom kwasow i zasad, wytozone
wyczerpujaco lecz jasno.
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Pod wzgledem edytorskim ksiazke wydano starannie, niewiele jest bledow (ale si¢ trafiaja, np. na
str. 4 brak drugiej potegi we wzorze 1.15; ,,jon obojnaczny” zamiast ,jon obojnaczy” na str. 42).

Z niedociagnie¢ — niezbyt istotnych, ale jednak — wymienitbym brak wyjasnienia buforujacych wia-
$ciwosci amfolitow (jesli pomina¢ wzmianke na str. 120), a takze nieumieszczenie w spisie literatury uzu-
pelniajacej popularnych podrecznikéw z chemii analitycznej Minczewskiego i Marczenki, Lipca i Szmala,
Cyganskiego, Galusa i in. Wérdd nich wzrastajacym zainteresowaniem cieszy sie wydany niedawno ame-
rykanski podrecznik Skooga, takze wart zauwazenia i wzmianki, cho¢by ze wzgledu na oryginalny uklad
i wiele dodatkowych, ,,pozapodrecznikowych” informacji i ciekawostek.

Niezaleznie od powyzszych uwag trzeba jednakze wyraznie stwierdzi¢, ze podrecznik prof. Adama
Hulanickiego jest jedng z najwartosciowszych pozycji wéréd podobnych na naszym rynku wydawniczym
i ze jego wznowienie jest bardzo dobra wiadomoscia dla wyktadowcéw chemii analitycznej w polskich
uczelniach.

Jacek Glinski
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CENY PRENUMERATY NA ROK 2012

Redakcja miesigcznika PTCh ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze wyso-
kos¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomosci Chemicznych” za 2012 r. bedzie wynosita
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Redakcja ,Wiadomosci Chemiczne”
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- emeryci, doktoranci oraz studenci ptacg 35 zl (sktadka - 15 zt, prenume-

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

Cztonkowie PTCh, ktérzy zechcg zaprenumerowa¢ ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg o0 wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA
NRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458




Wyrdznione prace doktorskie lub habilitacyjne

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych” w porozumieniu z Radg Redakcyjna
podjeta decyzje o utworzeniu nowego dzialu, zatytulowanego ,Wyréznione prace
doktorskie i habilitacyjne”. Redakcja przyjmuje do publikacje artykuly oparte na
pracach doktorskich lub habilitacyjnych, ktore zostaly wyrdznione przez Rady
Wydzialéw, przed ktérymi toczyly si¢ odpowiednie procesy.

Objetos¢ prac nie powinna przekraczaé pietnastu stron maszynopisu. Artykuly
powinny zawiera¢: przedstawienie doniostosci podjetej tematyki badawczej, cel roz-
prawy doktorskiej lub habilitacyjnej oraz w miare zwiezty opis uzyskanych wynikow
przedstawiony w mozliwie przystepny sposob a takze wnioski koncowe.

W notce biograficznej autora poza standardowymi informacjami powinny
zosta¢ zamieszczone nastepujgce dane: termin obrony pracy doktorskiej lub kolo-
kwium habilitacyjnego, Rada Wydzialu, przed ktora toczyl si¢ przewdd, nazwisko
promotora (dotyczy rozpraw doktorskich) oraz nazwiska recenzentow.

Serdecznie zapraszamy doktoréw habilitowanych oraz doktoréw, ktérych prace
zostaly wyrdznione w ciggu ostatniego roku do nadsylania swoich prac.



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa u nas do nabycia
nastgpujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomos$ci Chemicznych™:

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

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

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

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

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

Praca zbiorowa, Uporzqdkowane materiaty mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,
cena 15 zt

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

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwojnych uktadach stopionych

soli,
cena 8 zl.

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

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

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

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

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

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ I, cena 17,50 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ I, cena 17,50 zt.

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

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

Ksiazki wysylamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy Kiero-
wa¢ pod adresem: Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN DLA AUTOROW

»Wiadomosci Chemiczne” publikujg artykuly przegladowe, dotyczace wszystkich dziedzin chemii
i wezeéniej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w ,,Wiadomosciach Chemicz-
nych’, bez zgody Redakcji, nie moga by¢ wydane gdzie indziej. Tres¢ artykuléw powinna odpowiada¢
aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglednia¢ najnowsze osiggniecia z dziedziny, ktérej artykul dotyczy.

Ponadto w serii ,,Biblioteka Wiadomos$ci Chemicznych” publikowane sg prace, bedace z zalozenia
diuzszymi artykutami przegladowymi lub monografiami poswieconymi waznym i aktualnym problemom
wspolczesnej chemii. Autorzy, ktorzy chcieliby taki artykul napisa¢, powinni wezesniej skontaktowac sie
z Redakgja.

W ramach nowej serii wydawniczej pod nazwa ,Habilitacje” moga by¢ publikowane prace
habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie z ustawa, dopusz-
czalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie pliku
bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omdéwieniem w jezyku polskim (tzw. autorefera-
tem), Redakcja przewiduje drukowanie (réwniez w kolorach) obydwu tych wariantéw. W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagan Autoréw,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z Autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

Prace nalezy przesyla¢ do Redakcji poczta elektroniczng na adres: bstran@wchuwr.pl lub wchem@
wchuwr.pl.

Tekst powinien by¢ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office. Artykuly
nalezy opracowywac zwiezle i nie zamieszcza¢ nadmiaru szczegotow, odsylajac Czytelnika do pismiennictwa
oryginalnego, ktore powinno uwzglednia¢ najnowsze prace z dziedziny, ktérej dotyczy artykut.

Plik z praca nie powinien przekracza¢ 25 stron, wliczajac wykaz pismiennictwa w przypadku krétkiego
przegladu, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w ,,Bibliotece Wiadomosci
Chemicznych” Strona powinna zawiera¢ 1800 znakdow (razem ze spacjami), co przy interlinii 1,5 oznacza
30 wierszy po 60 znakéw oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytutem polskim, nalezy umiesci¢ tytul w jezyku angielskim, naz-
wisko(a) i adres autora(éw) oraz spis rozdzialéw. Dalej powinno si¢ znalez¢ obszerne streszczenie
pracy w jezyku angielskim (do 2700 znakdéw, z cytowaniem pi$miennictwa i odsytaczami do tabel
i rysunkow w tekscie) oraz wykaz stow kluczowych, osobno w jezyku polskim i osobno w angielskim.
Redakcja prosi o przysylanie tekstow angielskich adjustowanych.

W oddzielnym pliku prosimy dolaczy¢ krétka (do 150 wyrazéw) notke biograficzna, zawierajaca
tytuly naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autoréw, w tym aktualne zdjecie.
Nadestanie tych informacji bedziemy traktowa¢ jako zgode na ich publikacje.

Rysunki moga by¢ kolorowe, ale wowczas nalezy liczy¢ si¢ z doplata do druku. Musza mie¢ odpowiednia
forme graficzng, by w razie potrzeby nadawaly sie do reprodukcji. W osobnym pliku prosimy dofaczy¢
podpisy pod rysunki w jezyku polskim i angielskim. Rysunki czarno-biale nalezy zapisa¢ w formacie
.doc, .cdr, .jpg, -tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe — w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczo$¢ rysunkow
> 300 dpi. Kazdy z rysunkoéw nalezy zapisa¢ w oddzielnym pliku.

Tabele nalezy ponumerowac cyframi arabskimi, a ich tytuly w jezyku polskim i angielskim zapisac¢
nad tabelami.

PiSmiennictwo nalezy zestawi¢ w kolejnosci cytowania w tek$cie: powinno ono zawierac
kolejno inicjaty imion i nazwisko, skrot tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania,
tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyktad: J. Kowalski, Wiad. Chem., 2007, 61,
473. Wykaz skrotow wazniejszych czasopism chemicznych jest podany w ,, Wiadomosciach Chemicznych”,
1989, 43, 979. Jesli czgs¢ piSmiennictwa zebrana jest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie
nalezy podawac szczegdtowo wykazu tego piSmiennictwa, lecz cytowaé odnosne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjgciem decyzji wszystkie prace
sa recenzowane przez dwoch niezaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze
informacyjnej Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_uplo-
ad/ministerstwo/Publikacje/20110216 MNISW _broszura 210x210.pdf), oraz z uwzglednieniem instrukcji
zamieszczonych na portalu Polska Bibliografia Naukowa (https://pbn.nauka.gov.pl)

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje droga elektroniczng plik
opublikowanej pracy w formacie pdf.

Redakcja
~Wiadomosci Chemicznych”
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