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niu w Zakladzie Chemii Fizycznej. Jej zainteresowania naukowe dotycza: wpltywu
jonow na aktywnos¢ i strukture wody, hydratacji jondw, wlasciwosci fizykochemicz-
nych uktadéw micelarnych modyfikowanych dodatkiem elektrolitow, specyficz-
nych efektéw jonowych oraz powinowactwa jonéw do monomeréw surfaktantow
i powierzchni micel.
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ABSTRACT

This article presents currently available surfactant ionic liquids as well as functionali-
zed and polymeric surfactants.

Ionic liquids (ILs) are organic salts of melting points below 100°C. They have attracted
much attention due to their unique physicochemical properties such as low volatility, high
thermal stability, low toxicity, high ionic conductivity, capacity to dissolve organic, inor-
ganic and polymeric materials [1]. ILs can be used as “green” solvents in electrochemistry,
extraction, chromatography, catalysis, chemical and enzymatic reactions, and synthesis of
new materials [2-4]. Ionic liquids are less corrosive than classical molten salts and therefore
are used as electrolytes in batteries or solar cells [5].

Like other salts, ionic liquids are formed by ions but at least one of them is an organic
ion. Moreover cations and anions differ significantly in their geometrical characteristics [1].
ILs with long alkyl chains and pronounced hydrophilic and lipophilic molecular fragments
have an obvious amphiphilic nature and are called the surface active ionic liquids, SAILs,
because they show combined properties of ILs and surfactants [6].

Recently, there is ever-increasing interest in SAILs based on gemini surfactants (Figs 6
and 7 [21, 22]), dodecyl sulfate, DS (Fig. 8a) and aerosol-OT, AOT (Fig. 8b) anions [23-25],
alkylpyridinium (Fig. 1b [11]), imidazolium (Figs 1a and 3 [13, 14, 16]), alkylpyrrolidinium
[17, 18], and diisopropylethylammonium, DIPEA [19] cations. Apart from SAILs, in recent
years an attention has also been paid to functionalized surfactants such as: bolaform surfac-
tants [32], supra-long chain surfactants [35, 36], calixarene-based surfactants (Fig. 9 [33]).
Surfactants of the above types of SAILs and functionalized surfactants have been synthesi-
zed and their micellar structures formed in water have been studied. For example, very inte-
resting vesicle systems were observed in aqueous solutions of diisopropylethylamine alkyl
carboxylates, [DIPEA]'[C H, ., COO]J, for n = 3-9 (Fig. 5 [19]) and in aqueous solutions
of the surfactant mixture composed of N-dodecyl-N-methyl-pyrrolidinium and sodium
dodecyl sulfate (Fig. 4 [18]). It was found that 1-hexadecyl-3-methyl-imidazolium chloride
in aqueous solutions underwent the phase (micellar) transformations upon cooling (Fig. 2
(13]).

An important group of polymeric surfactants attracting a great interest in literature
is that of triblock copolymers of poly(ethylene oxide) (PEO) and poly(propylene oxide)
(PPO), often abbreviated as [EO] -[PO],-[EO],. Recently, these copolymers, also called
poloxamers, have been proposed for pharmaceutical use [37-40]. These nonionic surfac-
tants form micelles in aqueous solutions with a core containing the hydrophobic PO blocks
and a shell made up of the hydrated EO blocks [41]. The subject of current studies include:
the interactions between poloxamers and anionic surfactant, SDS in aqueous solutions
[42-47], micellization of poloxamers in mixtures of water and organic solvents [48], com-
parison of association properties of diblock and triblock copolymers [49].

The paper also presents the experimental methods used recently to study surface acti-
vity, aggregation behaviors, and micellar structures of surfactants in water.

Keywords: surfactants, ionic liquids, functionalized surfactants, polymeric surfactants,
measurement techniques, micellar structures

Stowa kluczowe: surfaktanty, ciecze jonowe, surfaktanty funkcjonalizowane, surfaktanty
polimerowe, techniki pomiarowe, struktury micelarne
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
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FFEM

FTIR
ILs
NMR
PBO
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PGSE
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SAILs
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przesuniecie chemiczne protonéw w widmach 'H NMR
chlorek 1-heksadecylo-3-metylo-imidazoliowy
bromki 1-alkilo-3-metylo-imidazoliowe

chlorki, odpowiednio, 1-alkilopirydyniowe i 1-alkilo-2-,
-3- albo -4- metylopirydyniowe

aerozol-OT

kation 1-butylo-3-metylo-imidazoliowy

kation N-butylo-N-metylo-pirolidyniowy

krytyczne stezenie powstawania micel (ang. Critical
Micelle Concentration)

kriogeniczna transmisyjna mikroskopia elektronowa
(ang. Cryogenic-Transmission Electron Microscopy)
kation diizopropyloetyloamoniowy

dynamiczne rozpraszanie $wiatla (ang. Dynamic Light
Scattering)

kation 1-dodecylo-3-metylo-imidazoliowy

kation N-dodecylo-N-metylo-pirolidyniowy
spektroskopia dyfuzyjna (ang. Diffusion-Ordered
Spectroscopy), bedaca technika magnetycznego rezo-
nansu jadrowego, NMR

anion dodecylo-siarczanowy

azotan etyloamoniowy

rodzaj mikroskopii elektronowej (ang. Freeze-Frac-
ture Electron Microscopy)

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

ciecze jonowe (ang. Ionic Liquids)

magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Mag-
netic Resonance)

poli(tlenek butylenu)

poli(tlenek etylenu)

dyfuzyjna metoda NMR (ang. Pulsed Gradient Spin--
Echo)

poli(tlenek propylenu)

powierzchniowo czynne ciecze jonowe (ang. Surface
Active Ionic Liquids)

malo-katowe rozpraszanie neutronéw (ang. Small--
Angle Neutron-Scattering)



WSPOLCZESNE SURFAKTANTY I ICH STRUKTURY MICELARNE 985

SAXS i WAXS - malo- i szeroko-kagtowe rozpraszanie promieniowa-
nia rentgenowskiego (ang. Small- and Wide-Angle
X-ray Scatterings)

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa

T - temperatura Kraffta
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WPROWADZENIE

Wspolczesna nauka koncentruje si¢ na otrzymywaniu i badaniu takich sur-
faktantow, ktére w poréwnaniu z surfaktantami dotychczas stosowanymi sg fagod-
niejsze dla $srodowiska, mniej toksyczne, mniej korozyjne, lepiej biodegradowalne,
bardziej stabilne termicznie i maja korzystniejsze wlasciwosci powierzchniowe
i biologiczne. Sposrdd tych surfaktantow szczegolnym zainteresowaniem cieszg sie
surfaktanty wykazujace wlasciwosci cieczy jonowych.

Ciecze jonowe sg solami organicznymi, ktérych temperatura topnienia jest niz-
sza od 100°C [1]. Charakteryzuja si¢ takimi wtasciwo$ciami fizykochemicznymi jak:
niska lotnoscig, wysoka stabilno$cia termiczng, niska toksycznoscia, duzym prze-
wodnictwem jonowym oraz dobrg rozpuszczalnos$cig substancji zardwno nieorga-
nicznych, organicznych jak i polimeréw. Ciecze jonowe s3 niepalne i fatwo ulegaja
recyklingowi. Dzieki swoim wlasciwosciom znajduja szerokie zastosowanie jako
»zielone” rozpuszczalniki w elektrochemii, ekstrakcji, chromatografii, w syntezie
nowych materiatéw, w katalizie, w reakcjach chemicznych i enzymatycznych [2-4].
Moga by¢ stosowane jako elektrolity w bateriach i ogniwach slonecznych, poniewaz
sg mniej korozyjne niz klasyczne sole stopione [5].

Podobnie jak inne sole, ciecze jonowe tworzone s3 przez jony, przy czym przy-
najmniej jeden z jondéw jest jonem organicznym, a ponadto kation rézni si¢ od
anionu struktura geometryczng [1]. Jesli jeden z jonéw cieczy jonowej posiada dtugi
tancuch weglowodorowy, to w czasteczce tej cieczy mozna wyr6zni¢ cze¢sé lipofi-
lowa i cze$¢ hydrofilowa. W takim przypadku ciecz jonowa wykazuje wlasciwosci
amfifilowe i jest substancjg powierzchniowo czynna, a zatem jest surfaktantem [6].
Powierzchniowo czynne ciecze jonowe (ang. Surface Active Ionic Liquids, SAILs)
wykazuja zdolno$¢ do samoorganizacji: czesci hydrofilowe tworzg tréjwymiarowa
sie¢ polarna, w ktorej dominujg silne oddziatywania elektrostatyczne, natomiast
grupy alkilowe tworzg obszary niepolarne, w ktdrych dziataja sily van der Waalsa
o krétkim zasiegu [7]. W obecnos$ci wody sie¢ polarna SAILs stopniowo ulega nisz-
czeniu (w miare wzrostu zawarto$ci wody w ukladzie ro$nie oddzialywanie miedzy
czgsteczkami wody a grupami polarnymi cieczy jonowej) i w odpowiednio rozcien-
czonych roztworach wodnych tworzone sa micele. Obecnie prowadzone sg bada-
nia nad wykorzystaniem SAILs jako surfaktantéw w procesach technologicznych
opartych na solubilizacji, katalizie, makro- i mikro- emulsyfikacji oraz separacji [8].
Popularnymi surfaktantami o charakterze cieczy jonowych sg na przyklad sole dial-
kiloimidazoliowe i dialkilopirydyniowe (Rys. 1).
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Rysunek 1. Wzory strukturalne kationéw: (a) dialkiloimidazoliowych i (b) dialkilopirydyniowych [1]
Figure 1. Structural formulas of: (a) dialkylimidazolium and (b) dialkylpyridinium cations [1]

Zasadniczym celem prezentowanej pracy byto przedstawienie takich wspotcze-
$nie syntetyzowanych i badanych surfaktantow, ktore sg szczegdlnie interesujace ze
wzgledu na budowe swoich czasteczek albo ze wzgledu na tworzone w wodnych
roztworach struktury agregacyjne. Badanie struktur agregacyjnych surfaktantow
ma duze znaczenie, poniewaz struktury micelarne mogg stuzy¢ jako modele mem-
bran biologicznych lub jako nosniki lekéw i reagentéw. W pracy prezentowane sg
techniki pomiarowe stosowane obecnie do badan uktadéw micelarnych.

1. SURFAKTANTY O CHARAKTERZE CIECZY JONOWYCH

1.1. SURFAKTANTY NA BAZIE KATIONOW ALKILOPIRYDYNIOWYCH

Ciecze jonowe posiadajace w swoich czasteczkach jon alkilopirydyniowy sa
wysoce biodegradowalne, przy czym szybko$¢ ich biodegradacji roénie ze wzrostem
diugosci fancucha weglowodorowego jonu [9, 10]. Ostatnio badano zsyntetyzowane
chlorki 1-alkilopirydyniowe, [C, pir]Cl, oraz 1-alkilo-2-, -3- albo -4- metylopirydy-
niowe, [C mpir]Cl, gdzie n = 4, 6, 8 [11]. Dla otrzymanych zwigzkéw wyznaczono
wartosci krytycznego stezenia powstawania micel (ang. Critical Micelle Concentra-
tions, CMC) przy pomocy trzech niezaleznych metod fizykochemicznych, a miano-
wicie poprzez pomiary: napiecia powierzchniowego, przewodnictwa elektrycznego
oraz przesuniecia chemicznego & protonéw w widmach 'H NMR. Poniewaz dwie
pierwsze metody sa powszechnie znane, tutaj zostanie pokrotce omdéwione wyzna-
czanie warto$ci CMC za pomoca spektroskopii NMR. W tej ostatniej metodzie
przygotowuje si¢ w D,O roztwory o réznym stezeniu badanej cieczy jonowej (ste-
zenia roztwordéw powinny by¢ ponizej i powyzej CMC). Z zarejestrowanych widm
'H NMR roztworéw wyznacza sie wartosci 8 dla protonéw obecnych w pierécieniu
pirydyniowym oraz obecnych w grupie metylowej znajdujacej si¢ na koncu fancu-
cha alkilowego. Protony te sa czule na zmiane otaczajacego je srodowiska i w miare
wzrostu stezenia SAILs w roztworze obserwuje si¢: przesuniecie chemiczne w strone
pola magnetycznego o nizszej czestotliwosci dla protondw pierécienia pirydynio-
wego oraz przesuniecie wartosci 6 w strone pola magnetycznego o wyzszej czestotli-
wosci dla protonow ostatniej grupy metylowej fanicucha alkilowego. To przesuniecie
wartosci § w strong pola o wyzszej czestosci dla protonéw na koncu tancucha alkilo-
wego spowodowane jest tworzeniem si¢ agregatow SAILs, na skutek czego protony
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te znajduja si¢ w rdzeniu micel i s3 wysoce przestaniane. Poprzez wykreslenie zalez-
nosci wartosci 6 w funkeji odwrotnosci stezenia badanych roztworéw cieczy jono-
wej wyznacza si¢ warto$¢ CMC w miejscu charakterystycznego zatamania krzywej.

Stwierdzono [11], ze wartosci CMC badanych chlorkéw alkilopirydyniowych
malejg ze wzrostem wartosci n, a wiec w miare wzrostu hydrofobowosci tancu-
cha alkilowego. Obecnos¢ grupy metylowej w pierscieniu pirydyniowym zwigzku
[C,mpir]Cl takze zwigksza hydrofobowos¢ cieczy jonowej i w konsekwencji zmniej-
sza warto$¢ CMC w poréwnaniu do wartoé$ci CMC jego homologicznego zwigzku
[C,pir]Cl z tg samg warto$cig .

1.2. SURFAKTANTY IMIDAZOLIOWE

W przypadku SAILs kationéw alkiloimidazoliowych tworzenie wigzan wodo-
rowych przez heterocykliczny pierscien imidazoliowy zmniejsza charakter hydrofi-
lowy grup polarnych tych surfaktantéw, co utatwia ich agregacje w roztworach wod-
nych [12]. Ponadto tadunek dodatni kationu imidazoliowego jest zdelokalizowany
w pier$cieniu, na skutek czego ten kation jest wysoce stabilny.

ogrzewanic

PRt it
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ogrzewanie

R
iiitiiiii!iiiiiﬁii{ﬁiiiﬁii

?._¥_ig_i%iii!iﬁﬁziﬁiﬁﬁfﬁ
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Rysunek 2. Schematyczny rysunek przedstawiajacy micelarne przejscia fazowe zachodzace w 1% wodnym
roztworze [C, ;mim]Cl [13]

Figure 2. Schematic drawing showing the phase transformations recorded for 1% [C,,mim]Cl aqueous dis-
persion [13]

Na uwage zastuguje zachowanie chlorku 1-heksadecylo-3-metylo-imidazolio-
wego, [C mim]Cl, obserwowane w wodzie po jej ochlodzeniu do temperatury
okoto 0°C [13]. Przemiany fazowe wodnych roztworéw surfaktantu byly badane za
pomoca pomiaréw przewodnictwa elektrycznego, rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego SAXS i WAXS (ang. Small- and Wide-Angle X-ray Scatterings), spe-
ktroskopii w podczerwieni FTIR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) oraz
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mikroskopii elektronowej FFEM (ang. Freeze-Fracture Electron Microscopy). Wyniki
badan wskazujg, ze w temp. 25°C w wodnych roztworach [C, , mim]Cl o stezeniu od
0,5% do 10% obecne sg micele kuliste. Po ochtodzeniu roztworéw do temperatury
okoto 0°C, w stezonych roztworach surfaktantu (> 6%) w miejsce micel kulistych
tworzone s3 struktury warstwowe, natomiast w 0,5 lub 1% roztworze [C, ;mim]Cl
micele kuliste przeksztalcaja si¢ w micele paleczkowate (Rys. 2). Gdy taki rozcien-
czony roztwdr surfaktantu ogrzano do temp. 3°C, to po jego inkubacji w tej tempe-
raturze przez 24 h, w roztworze powstawaly micele plastrowe (warstwowe) (Rys. 2).

Ciekawe sa rowniez badania agregacji bromkoéw 1-alkilo-3-metylo-imidazolio-
wych, [C mim]Br (n = 8, 10, 12), w azotanie etyloamoniowym (EAN) [14]. Azotan
etyloamoniowy jest protyczng ciecza jonowa i podobnie jak woda posiada zdolno$¢
tworzenia tréjwymiarowej sieci wigzan wodorowych, co jest korzystne dla agregacji
surfaktantow [15]. Stwierdzono [14], ze wartosci CMC badanych bromkéw w EAN
maleja, podobnie jak w wodzie, ze wzrostem wartosci n. Jednakze wyznaczone war-
tosci CMC sg znacznie wyzsze od tych otrzymanych w wodnych roztworach surfak-
tantow, co $wiadczy, ze EAN jest lepszym rozpuszczalnikiem dla solwofobowych
tancuchéw weglowodorowych surfaktantéw niz woda. Z kolei na podstawie widm
'H NMR (zarejestrowanych dla roztworéw badanych bromkéw w EAN) i wyzna-
czonych z nich przesunie¢ chemicznych & dla protonéw obecnych w kationie etylo-
amoniowym i w pier§cieniu imidazoliowym wykazano, ze solwofobowa cze$¢ jonu
[CH,CH,NH,]" penetruje micele, natomiast pomiedzy jonami [NO,]” a protonami
pierscienia imidazoliowego sg tworzone wigzania wodorowe. W konsekwencji wig-
zania wodorowe w EAN sg ostabiane.

Na uwage zastuguja tez badania trwalosci termicznej zsyntetyzowanych dlugo-
tancuchowych bromkéw i chlorkéw  3-[3-(alkilooksy)-2-hydroksypropylo]-1-
metylo-imidazoliowych (ilo§¢ atoméw wegla w fancuchu alkilowym surfaktantow
wynosifa 12, 14 lub 16) (Rys. 3). Trwalo$¢ tych SAILs byla wyznaczana w oparciu
o ich analize termograwimetryczng [16]. Stwierdzono, ze badane surfaktanty sg
trwale az do temperatury 320°C, a ich trwalo$¢ termiczna rosnie wraz ze wzrostem
diugosci ich fancucha alkilowego, przy czym SAILSs z przeciwjonami Br™ sg trwalsze
od z SAILs z przeciwjonami Cl .

M\Wﬂ/jf\?iu——

Rysunek 3. Struktura chemiczna surfaktantéw B-hydroksy-y-alkilooksy-N-metylo-imidazoliowych, n = 10,
12, 14; X = CI', Br [16]

Figure 3. Chemical structures of S-hydroxy-y-alkiloxy-N-methylimidazolium surfactants, n = 10, 12, 14;
X = CI, Br [16]
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1.3. SURFAKTANTY NA BAZIE KATIONOW ALKILOPIROLIDYNIOWYCH
I DIIZOPROPYLOETYLOAMONIOWEGO (DIPEA)

Przykladem SAILs otrzymanych na bazie kationéw alkilopirolidyniowych jest
bromek N-heksadecylo-N-metylo-pirolidyniowy. W wodnych roztworach tego
surfaktantu zawierajacych p-toluenosulfonian sodu obserwowano przejscie micel
kulistych w micele pateczkowate [17]. To, zachodzace w wyniku obecnosci soli
organicznej, przejécie micelarne badano przy pomocy transmisyjnego mikroskopu
elektronowego cryo-TEM (ang. Cryogenic-Transmission Electron Microscopy) oraz
pomiardw reologicznych (pomiary lepkosci i szybkosci $cinania).

Interesujgce badania [18] prowadzono w wodnych roztworach mieszaniny
dwdch surfaktantéw: bromku N-dodecylo-N-metylo-pirolidyniowego i dodecylo-
-siarczanu sodu, SDS, przy czym w roztworach stezenie surfaktantu kationowego
byto stale, a ulegato zmianie stezenie SDS. Stosujac technike transmisyjnej mikro-
skopii elektronowej TEM oraz pomiary reologiczne i przewodnictwa elektrycznego
wykazano, ze przy niskich stezeniach SDS w roztworach obecne sa typowe micele,
ktore przeksztalcajg sie w dwuwarstwowe czastki (Rys. 4), gdy stosunek molowy
surfaktantu anionowego do kationowego osiaga w roztworze warto$¢ 0,59-0,94.
W pierwszym etapie procesu powstawania czastek tworzone sg, dzigki oddziatywa-
niom elektrostatycznym, pary jonowe mie¢dzy grupami hydrofilowymi monomeréw
obydwoch surfaktantéw. Utworzone wolne pary jonowe surfaktantéw oddziatuja na
siebie sitami hydrofobowymi i agreguja si¢ w dwuwarstwowe czastki.

Rysunek 4. Dwuwarstwowe czastki tworzone w wodnych roztworach mieszaniny dwoch surfaktantow:
bromku N-dodecylo-N-metylo-pirolidyniowego i dodecylo-siarczanu sodu [18]

Figure 4. Bilayer vesicles formed in aqueous solutions of the surfactant mixture composed of N-dodecyl-N-
methyl-pyrrolidinium and sodium dodecyl sulfate [18]

Na bazie kationu DIPEA zsyntetyzowano alkilo-karboksylany diizopropylo-
etyloamoniowe, [DIPEA]'[C H,  COO] (n = 3-9) [19]. Przy pomocy pomiaréw
napigcia powierzchniowego badano w wodzie aktywno$¢ powierzchniowg otrzy-
manych surfaktantéw oraz wyznaczono ich warto$ci CMC. Z kolei dzigki pomia-
rom przewodnictwa elektrycznego wyznaczono stopien dysocjacji tworzonych
w wodzie agregatow [DIPEA]'[C H, ,COOJ’, a ponadto przy wyzszych stezeniach

2n+1
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surfaktantu w wodzie zaobserwowano powstawanie nowych struktur micelarnych
(wyznaczono warto$¢ drugiego CMC). Za pomocg pomiardw dynamicznego roz-
praszania $wiatla DLS (ang. Dynamic Light Scattering) i SAXS oraz stosujac techniki
mikroskopii elektronowej TEM i FFEM stwierdzono, ze po przekroczeniu wartosci
drugiego CMC alkilo-karboksylany agreguja sie w czastki powstate z dwuwarstwy
skreconej w wezownice w ksztalcie slimaka (Rys. 5).

¥,
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Rysunek 5. Czastki tworzone w roztworach wodnych alkilo-karboksylanéw diizopropyloetyloamoniowych,
[DIPEA]'[C H, ,,COO] (n = 3-9), gdy stezenie surfaktantu jest wyzsze od wartosci drugiego

ne T 2n+1

CMC [19]
Figure 5. Vesicles formed in aqueous solutions of diisopropylethylamine alkyl carboxylates,
[DIPEA]'[C H, COO] (n=3-9), for the surfactant concentrations above the second CMC [19]

ne T 2n+1

1.4. SURFAKTANTY ,,GEMINI”

Tak zwane surfaktanty ,,gemini” (,,blizniacze”, dimerowe) sg nowa grupg sur-
faktantow, ktorych pojedyncze czasteczki zbudowane sg z dwdch identycznych jed-
notancuchowych monomeréw potaczonych ze sobg facznikiem wystepujacym mie-
dzy grupami hydrofilowymi monomeréw. Zatem w czasteczce takiego surfaktantu
znajduja si¢ dwa lancuchy weglowodorowe i dwie grupy hydrofilowe. Surfaktanty
»gemini” maja nizsze wartosci CMC i wykazuja wyzsza aktywnos¢ powierzchniowg
w poréwnaniu z ich jednotancuchowymi odpowiednikami sposréd konwencjonal-
nych surfaktantow [20].
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Rysunek 6.  Struktura chemiczna SAILs otrzymanych na bazie surfaktantéw ,,gemini” pirolidyniowych [21]
Figure 6. Chemical structure of gemini pyrrolidine-based SAILs [21]

W sklad nowych SAILs zsyntetyzowanych na bazie surfaktantéw ,gemini”
wchodzg kationy pirolidyniowe. Zsyntetyzowane surfaktanty ,gemini” pirolidy-
niowe (Rys. 6) poddano badaniom w roztworach wodnych [21]. Wiasciwosci
powierzchniowo czynne tych SAILs byly okreslane na podstawie wynikéw pomia-
réw napiecia powierzchniowego i réwnania izotermy adsorpcji Gibbsa. Agregacja
w wodzie omawianych tutaj surfaktantéw byla badana za pomocg pomiaréw fluo-
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rescencyjnych, przewodnictwa elektrycznego i napiecia powierzchniowego, przy
czym statyczne wygaszanie fluorescencji i pomiary przewodnosci postuzyly réwniez
do wyznaczenia odpowiednio liczb agregaciji i stopnia dysocjacji micel. Wykazano,
ze surfaktanty ,,gemini” pirolidyniowe w poréwnaniu ze swoimi jednotancucho-
wymi odpowiednikami maja [21]: 1) niZsze o okolo jeden rzad wielkosci wartosci
CMC, 2) nizsze nadmiarowe stezenie powierzchniowe, 3) ponad dwukrotnie wigk-
sza powierzchnie jaka zajmuje pojedyncza czasteczka surfaktantu na granicy faz
powietrze|woda, 4) mniejszy stopient wigzania przeciwjonéw do powierzchni micel
oraz 5) ponad dwukrotnie mniejsze wartoéci liczb agregacji micel. Te wlasciwosci
surfaktantéw ,,gemini” s wynikiem obecnosci lacznika (tj. lancucha butylowego
- Rys. 6) pomiedzy grupami pirolidyniowymi czasteczki surfaktantu, przez co czas-
teczki surfaktantu nie moga by¢ ciasno upakowane w miceli, czy tez przy granicy
faz.

Zsyntetyzowano rowniez surfaktanty ,gemini” wykazujace wlasciwosci cieczy
jonowych dzieki obecnosci w czgsteczce surfaktantu kationu imidazoliowego. Przy-
ktadem takiego surfaktantu ,,gemini” jest surfaktant, ktorego czasteczka zbudowana
jest z dwéch monomeréw bromku 1-heksadecylo-3-metylo-imidazoliowego pofa-
czonych ze sobg tgcznikiem (CH,), wystepujacym miedzy pierscieniami imidazo-
liowymi (Rys. 7).
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Rysunek 7. Wzor strukturalny surfaktantéw ,gemini” imidazoliowych
Figure 7. Structural formula of the gemini imidazolium surfactants

Badany byt wplyw dlugosci n tacznika (n = 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12) na wartosci
CMC i wlasciwo$ci micel surfaktantu [22]. Za pomocg pomiaréw fluorescencyjnych
i malo-katowego rozpraszania neutrondw SANS (ang. Small-Angle Neutron-Scatte-
ring; badano ksztalt profilu oraz obecnos¢ i potozenie pikéw w rézniczkowym prze-
kroju czynnym SANS analizowanym w funkcji wektora rozproszenia) stwierdzono,
ze ze wzrostem diugosci n facznika metylowego w czasteczce surfaktantu (Rys. 7)
maleje odlegto$¢ miedzy micelami i liczba agregacji micel, natomiast ich tadunek
ro$nie. Oznacza to, ze ze wzrostem n tworzone s coraz mniejsze micele, przeksztal-
cajace si¢ z micel elipsoidalnych w micele kuliste.

1.5. SAILS NA BAZIE DODECYLO-SIARCZANU I AOT

Ostatnio zsyntetyzowano surfaktanty o wlasciwosciach cieczy jonowych, kto-
rych jonem organicznym o dlugim lancuchu weglowodorowym jest anion [23-25].
Tym anionem byl anion dodecylo-siarczanowy, DS, posiadajacy pojedynczy lan-
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cuch alkilowy albo aerozol-OT, AOT, z podwojnym tancuchem weglowym (Rys. 8).
Zaleta otrzymanych surfaktantéw jest to, ze: 1) byly zsyntetyzowane w procesie
prostej wymiany jonowej z tanich, handlowo tatwo dostepnych i tagodnych dla sro-
dowiska odczynnikéw, 2) tatwo mozna je oczysci¢ oraz 3) nie s zanieczyszczone
halogenkami, co jest bardzo istotne, poniewaz w srodowisku wodnym jony halogen-
kowe tworza zrace kwasy; na przyklad jony Cl" i F tworza w obecnosci wody kwas
HCli HF [26].
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Rysunek 8. Wzory strukturalne anionéw: (a) dodecylo-siarczanowego, DS i (b) aerozolu-OT, AOT
Figure 8. Structural formulas of: (a) dodecyl sulfate, DS, and (b) aerosol-OT, AOT, anions

Gdy jonami dodatnimi tych SAILs byly kationy tetraalkiloamoniowe,
(CH,,.) N, n=1,2, 3, 4, stwierdzono [23], Zze wyznaczone z pomiaréw napiecia
powierzchniowego warto$ci CMC powyzszych surfaktantow maleja ze wzrostem
hydrofobowosci (tj. ze wzrostem 1) kationdw tetraalkiloamoniowych, przy czym
dodanie do tych kationéw grupy CH, ma znacznie mniejszy wplyw na warto$¢
CMC niz dodanie grupy CH, do gléwnego tanicucha weglowodorowego surfaktantu.
Wryniki badan pokazaly, ze wtasciwosci SAILs, ktérych jednym z jonéw jest jon DS
lub AOT, silnie zalezg od struktury chemicznej anionu, a w malym stopniu zaleza od
typu kationu. Z kolei na podstawie badan malo-katowego rozpraszania neutronéw
SANS wykazano, ze SAILs otrzymane na bazie anionu dodecylo-siarczanowego
tworza w wodzie male, wydtuzone micele, poniewaz spelniajace rol¢ przeciwjonow
kationy tetraalkiloamoniowe sg stabo wigzane z jonami DS. Natomiast w przypadku
surfaktantdw, ktérych anionem jest podwojno-tancuchowy AOT, kationy tetraalki-
loamoniowe s3 silnie wigzane z tym anionem i w konsekwencji tworzone sg w wodzie
znacznie wigksze micele niz w przypadku surfaktantéw z anionem DS (w roztworze
surfaktantu o stezeniu 4% tworza si¢ micele elipsoidalne z osig gléwna R: okoto
28 A w przypadku anionu AOT oraz od 1,5 do 1,7 A w przypadku jonu DS).

Zsyntetyzowano rowniez surfaktanty, ktérych anionem byl jon DS lub AOT,
a kationem - jon 1-butylo-3-metylo-imidazoliowy (bmim). Te surfaktanty sa pozba-
wione jonéw halogenkowych, co czyni te zwigzki bardziej przyjaznymi dla $rodo-
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wiska w poréwnaniu do tradycyjnych SAILs imidazoliowych. Ponadto wystepujaca
w jonie bmim grupa imidazoliowa jest mniej toksyczna dla srodowiska wodnego niz
gdy jest polaczona z dtuzszym tancuchem weglowodorowym [27]. Ciekawe wlasci-
wosci powinien wykazywac surfaktant otrzymany z pofaczenia anionu AOT z katio-
nem bmim - jon AOT ma wlasciwosci antybiotyczne i jest pestycydem, natomiast
jon bmim wykazuje wlasciwosci antybakteryjne [28].

Stwierdzono [24], ze wartosci CMC (wyznaczone z pomiaréw napiecia
powierzchniowego) surfaktantéw bmimDS i bmimAOT wynosza odpowiednio:
2,31 1,78 mM [24] i sg nizsze od wartosci CMC form sodowych tych surfaktantow
(CMC, = 8,00 mM [24] i CMC, ,, = 2,88 mM [24]), poniewaz w poréwnaniu do
kationu Na" kation bmim jest bardziej hydrofobowy i efektywniej ekranuje tadunek
powierzchniowy ujemnie naladowanych micel DS i AOT. Z kolei badania SANS
pokazuja, ze w wodnych roztworach o stezeniach 0,5-4,0% bmimDS lub bmimAOT
tworzone sg struktury warstwowe (plastrowe), w ktorych grubos¢ dwuwarstw jest
w przyblizeniu réwna dwukrotnej dlugosci taricucha weglowodorowego anionu
surfaktantu. W miare wzrostu stezenia surfaktantu w wodzie (od 0,5-4,0%) wzrasta
liczba dwuwarstw, a odleglo$¢ miedzy nimi maleje. W micelach warstwowych two-
rzonych przez bmimAOT liczba dwuwarstw jest mniejsza, a odlegto$¢ miedzy nimi
wieksza w poréwnaniu do micel tworzonych przez bmimDS.

Poréwnywano réowniez wlasciwosci dwoch zsyntetyzowanych SAILs, ktérych
anionem byl jon dodecylo-siarczanowy, a kationem - jon bmim lub jon N-butylo-
-N-metylo-pirolidyniowy (bmpirol) [25]. Wartosci CMC dla obu surfaktantéw sa
nizsze od warto$ci CMC dla NaDS oraz bromkéw 1-dodecylo-3-metylo-imidazo-
liowego (dmim) i N-dodecylo-N-metylo-pirolidyniowego (dmpirol): CMC,
= 1,8 mM [25], CMC = 2,7 mM [25], CMC,, = 7,8 mM [25], CMC

bmpirolDS NaD$ dmimBr

= 10,9 mM [25] i CMCdmpimlBr = 13,5 mM [25]. Warto$ci CMC dla surfaktantow
bmimDS i bmpirolDS sa nizsze od wartosci CMC dla NaDS z dwdch powodow:
1) przeciwjony organiczne bmim i bmpirol sg znacznie stabiej hydratowane niz
przeciwjony sodowe, 2) butylowy lancuch weglowodorowy w pierscieniu imidazo-
liowym i pirolidyniowym spetnia rol¢ drugiego fancucha hydrofobowego czasteczki
surfaktantu (po utworzeniu si¢ micel lokuje si¢ w ich wnetrzu). Dzigki zdolnosci two-
rzenia wigzan wodorowych przez pierécien imidazoliowy oraz delokalizacji fadunku
dodatniego w tym pierscieniu, powstawanie micel w wodnych roztworach surfak-
tantu bmimDS jest tatwiejsze niz w przypadku roztworéw surfaktantu bmpirolDS.
Z kolei wartosci stopnia dysocjacji micel (wyznaczone na podstawie zaleznosci
przewodnictwa elektrycznego w funkcji stezenia roztworéw SAIL w zakresie ponizej
i powyzej CMC) wskazuja, ze ze wzgledu na przeszkody steryczne duze, cykliczne
przeciwjony organiczne (bmim, bmpirol) sg gorzej wigzane z powierzchniag micel
surfaktantéw bmimDS i bmpirolDS w poréwnaniu do matych przeciwjonéw nie-
organicznych (Na", Br’) wigzanych do powierzchni micel odpowiednio surfaktan-
tow NaDS, dmimBr i dmpirolBr. Z tego tez powodu micele surfaktantéw bmimDS
i bmpirolDS sg znacznie mniejsze w poréwnaniu do micel tworzonych przez NaDS,

mimDS$
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dmimBr i dmpirolBr (wartosci liczb agregacji micel wyznaczono z pomiaréw sta-
tycznego wygaszania fluorescencji stosujac metode Turro i Yekty [29]).

2. SURFAKTANTY FUNKCJONALIZOWANE

2.1. SURFAKTANTY ,,BOLAFORM”

Czasteczki tak zwanych surfaktantéw ,bolaform” sa dwubiegunowe i posia-
dajg dwie lub wiecej grup hydrofilowych, ktore sg rozdzielone czescig o charakterze
hydrofobowym. Po raz pierwszy te surfaktanty zostaty opisane przez Fuossa i Chu
[30] oraz Fuossa i Edelsona [31]. Mozna powiedzie¢, ze monomer surfaktantu ,,bola-
form” sklada si¢ z dwoch monomerdéw dwoch roznych surfaktantéw, potaczonych
ze sobg poprzez konce ich alifatycznych fancuchéw weglowodorowych. Surfaktanty
»bolaform” maja wyzsze warto$ci CMC i tworza mniejsze micele (o $rednicy prawie
dwukrotnie mniejszej) w poréwnaniu do majgcych te samg dltugos¢ tancucha alki-
lowego surfaktantéw konwencjonalnych (tj. posiadajacych w swoich czgsteczkach
jedng grupe hydrofilowg i jeden tancuch weglowodorowy).

Z tej grupy surfaktantéw zsyntetyzowano ostatnio bromki «,w-hydroksy-hek-
sadecylo-trialkiloamoniowe i a,w-karboksy-heksadecylo-trialkiloamoniowe [32].
Wartosci CMC otrzymanych surfaktantéw wyznaczono przy pomocy spektroskopii
'H NMR i przesunie¢ chemicznych & protonéw, natomiast tworzone w $rodowisku
wodnym micele badano przy uzyciu techniki rozpraszania $wiatta DLS i mikrosko-
pii cryo-TEM. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze liczba agre-
gacji micel jest mniejsza niz 10, przy czym micele hydroksy-surfaktantéw ($rednica
tych micel wynosi okoto 1,0-1,4 nm) sa mniejsze od micel karboksy-surfaktantow
($rednica tych micel wynosi okoto 2,1-2,4 nm). Te rdznice w rozmiarach micel
wyjasniono réznym stopniem penetracji micel przez czagsteczki wody. W przy-
padku karboksy-surfaktantéw obecne na powierzchni miceli grupy karboksylowe
i amoniowe silnie wigza czasteczki wody, przez co monomery w miceli sg luzno
upakowane. W przypadku natomiast hydroksy-surfaktantow silne oddziatywanie ze
sobg obecnych na powierzchni miceli grup hydroksylowych i amoniowych powo-
duje zmniejszenie sie odleglosci migdzy grupami hydrofilowymi surfaktantu i jego
monomerami, co skutkuje wypychaniem czasteczek wody z obszaru powierzchnio-
wego micel.

2.2. SURFAKTANTY NA BAZIE KALIKSARENU

Kaliksareny sa syntetycznymi organicznymi zwigzkami makrocyklicznymi,
ktoérych czasteczki o budowie kielichowej zawieraja 4 lub wigcej jednostek feno-
lowych pofaczonych mostkami metylenowymi znajdujgcymi si¢ w potozeniu orto
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wzgledem grup hydroksylowych - Rysunek 9. Surfaktanty na bazie kaliksarenow
sg otrzymywane poprzez wprowadzenie: grup hydrofobowych (przewaznie - fan-
cuchow alkilowych) do grup OH i grup hydrofilowych w pozycje para pierscieni
aromatycznych.

T
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Rysunek 9.  Budowa przestrzenna kaliks[4]arenu
Figure 9. Structure of calix[4]arene

Ostatnio badano w wodzie agregacje zsyntetyzowanych amfifilowych kaliksare-
noéw p-siarczynowych réznigcych sie dtugoscig tancucha alkilowego i liczbg jedno-
stek aromatycznych w pierécieniu makrocyklicznym [33]. Wartosci CMC i stopnia
dysocjacji micel wyznaczono z pomiaréw przewodnictwa elektrycznego, natomiast
strukture i wielko$¢ agregatéw badano przy pomocy spektroskopii NMR. Do bada-
nia micel zastosowano spektroskopie dyfuzyjng DOSY (ang. Diffusion-Ordered
Spectroscopy), ktéra jest technika NMR pozwalajaca na uzyskanie informacji o szyb-
kosci dyfuzji czasteczek w rozpuszczalniku. Dzigki pomiarom spektroskopowym
DOSY wyznaczono warto$ci wspolczynnikéow dyfuzji monomeréw i agregatow i na
ich podstawie obliczono z rdwnania Stokesa-Einsteina wartosci promieni hydrody-
namicznych micel. Przeprowadzone badania wskazujg, ze struktury micelarne maja
ksztalt elipsoidalny, przy czym monomery kaliksarenéw amfifilowych przyjmuja
w miceli konformacje stozka.

2.3. SURFAKTANTY DEUGOLANCUCHOWE

W przemysle i w badaniach naukowych czgsto sg stosowane surfaktanty posia-
dajgce dwunastoweglowy fancuch alkilowy. W miare wydltuzania si¢ tanncucha weglo-
wodorowego w czgsteczce, ro$nie temperatura Kraffta, T, i maleje rozpuszczalnos¢
surfaktantu w wodzie. I tak na przyklad, wartoséci T dla surfaktantéw kationowych,
bromkéw alkilo-trimetyloamoniowych C H, N'(CH,),Br, wynosza: 3°C dla
n=12,25°Cdlan =16 oraz 36°C dla n = 18 [34]. Na zwiekszenie rozpuszczalnosci
w wodzie surfaktantow diugotancuchowych mozna wplywaé poprzez odpowiedni
dobor grup hydrofilowych w czasteczce zwigzku.

Ostatnio otrzymano nowe surfaktanty dlugotancuchowe (ang. supra-long
chain surfactants), ktore dzieki obecnosci w czasteczkach wielu grup hydrofilowych
charakteryzowaly si¢ wysoka rozpuszczalnoscia w wodzie. Byly to surfaktanty:
CH,  N'(CH,),-(CH,),-N"(CH,),x2Br oraz C H, N"(CH,),-(CH,),-N"(CH,),-
(CH,),-N"(CH,),x3Br , gdzie n = 18, 20 i 22, zawierajace w swoich czasteczkach
dwie lub trzy czwartorzedowe grupy amoniowe [35]. Przy pomocy pomiaréw
napiecia powierzchniowego zbadano aktywno$¢ powierzchniows surfaktantow
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w wodzie oraz wyznaczono ich wartosci CMC. Z kolei z pomiaréw przewodnictwa
elektrycznego wyznaczono dla badanych surfaktantéw wartosci CMC, temperature
Kraffta oraz stopien dysocjacji micel. Stopient wigzania przeciwjonow (tj. jonéw Br )
z powierzchnig micel byt takze wyznaczany z pomiaréw potencjometrycznych przy
zastosowaniu jonoselektywnej elektrody bromkowej [36]. Na podstawie przepro-
wadzonych badan stwierdzono [35], ze ze wzrostem w czasteczce surfaktantu liczby
czwartorzedowych grup amoniowych rosng wartosci CMC, a maleja wartosci T,.
Na szczegdélng uwage zastuguja zmiany w wartosciach T,. Stwierdzono, ze dla sur-
faktantu z n = 18, posiadajagcego jedng grupg amoniowa wartos¢ T, wynosi 36°C,
a po wprowadzeniu do jego czasteczki drugiej i trzeciej grupy amoniowej warto$¢ T,
spada ponizej 5°C. Z kolei surfaktant z n = 22, posiadajacy jedng grupa amoniowa
jest nierozpuszczalny w wodzie (i nie ma dla niego temperatury Kraffta); po wpro-
wadzeniu do jego czasteczki drugiej i trzeciej grupy amoniowej warto$¢ T, wynosi
odpowiednio 26,5°C i 23,5°C.

Ksztalt micel, tworzonych w wodnych roztworach surfaktantéw dlugotan-
cuchowych CH, N'(CH,),-(CH,),-N"(CH,);2Br i CH, N'(CH,),-(CH,),
-N"(CH,),-(CH,),-N*(CH,),3Br’, z n = 18, 20 i 22, byl badany przy uzyciu techniki
rozpraszania $wiatta DLS i mikroskopii elektronowej TEM [36]. Wykazano, ze w
przypadku surfaktantéw ,,dwuwartosciowych” (tj. z dwiema grupami hydrofilo-
wymi) obserwowane sg micele paleczkowate (n = 18, 20 i 22), natomiast monomery
surfaktantdéw ,trojwartosciowych” (tj. z trzema grupami hydrofilowymi) agreguja
sie w micele kuliste gdy n = 18 i w micele o ksztalcie elipsoidalnym gdy n = 20 i 22.

3. SURFAKTANTY POLIMEROWE

W tej grupie surfaktantéw do ciekawych nalezg kopolimery blokowe, a sposrod
nich szczegdlnym zainteresowaniem cieszg si¢ kopolimery tréjblokowe: poli(tlenek
etylenu) (PEO) i poli(tlenek propylenu) (PPO), o wzorze [EO] -[PO],-[EO] . Te
kopolimery tréjblokowe zwane sg powszechnie poloksamerami i ostatnio znalazty
zastosowanie w przemysle farmaceutycznym jako [37-40]: matryce zelowe w roz-
nych masciach do nosa, sktadniki srodkéw stosowanych przy leczeniu oparzen ter-
micznych, systemy kontrolowanego, miejscowego uwalniania leku i wzrostu jego
biodostepnosci w organizmie. Te niejonowe surfaktanty polimerowe tworzg w wod-
nych roztworach micele; hydrofobowe bloki PO tworza rdzen miceli, a hydrofilowe
bloki EO (ktére sg hydratowane) znajduja si¢ w fazie powierzchniowej miceli [41].

W ostatnich latach duzy nacisk kladziono na badanie w wodnych roztworach
oddziatywan kopolimeréw blokowych z surfaktantem anionowym, dodecylo-siar-
czanem sodu, SDS [42-46].1tak, na przyktad, przy pomocy dyfuzyjnej metody NMR,
PGSE (ang. Pulsed Gradient Spin-Echo) oraz pomiardw reologicznych (pomiary lep-
kosciiszybkosci §cinania) badano struktury micelarne (przejscia strukturalne) two-
rzone w funkcji stezenia surfaktantow w tréjskladnikowym ukladzie: poloksamer
[EO] ,-[PO],-[EO] ,/SDS/woda [47]. W badanym uktadzie stwierdzono obecnos¢
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roztworu izotropowego (tzw. fazy L), fazy heksagonalnej oraz lamelarnej fazy cie-
kto-krystalicznej, ktorych obszary zaznaczono na diagramie fazowym (w trojkacie
stezen Gibbsa). W szczegdtowych badaniach skoncentrowano si¢ na fazie L, w ktorej
w miare wzrostu zawartosci SDS obserwowano przejscie micel kulistych w micele
palteczkowate.

W biezacym roku zostala opublikowana praca [48], prezentujaca wplyw roz-
nych rozpuszczalnikéw organicznych na micelizacje poloksamerdéw w roztworach
wodnych. Rozpuszczalniki dodane do wodnych roztworéw surfaktantu ulatwialy
lub utrudnialy jego agregacje zaleznie od tego, czy zachowywaly sie jak kosurfak-
tant, czy jak korozpuszczalnik.

Godna uwagi jest tez praca, w ktdrej poréwnuje si¢ wlasciwosci kopolimerow
dwublokowych z tréjblokowymi [49]. Badane byly kopolimery zbudowane z blo-
kow: PEO i PPO oraz PEO i PBO, gdzie PBO oznacza poli(tlenek butylenu). W wod-
nych roztworach micelarnych kopolimeréw, bloki PO i BO tworza rdzen micel.
Wykazano, ze warto$ci CMC (wyznaczone z pomiaréw napiecia powierzchniowego)
s3 dla kopolimeréw dwublokowych o dwa rzedy wielkosci nizsze w poréwnaniu
do wartosci otrzymanych dla kopolimeréw tréjblokowych (w temperaturze 25°C,
CMC = 0,05 mM [49] dla kopolimeru o wzorze [EO],,-[BO],;, a dla kopolimeru
[EO],,-[BO] ,-[EO],, CMC=2.2 mM [49]). Z kolei dzigki pomiarom dynamicznego
rozpraszania $wiatta DLS stwierdzono, ze dodanie surfaktantu anionowego SDS do
wodnych roztworéw badanych kopolimeréw powoduje znaczny wzrost micel w roz-
tworach kopolimeru dwublokowego i zmniejszanie si¢ micel w roztworach kopoli-
mer6w tréjblokowych. Ta obserwowana zmiana wielkosci micel spowodowana jest
oddzialywaniem SDS z danym kopolimerem i tworzeniem si¢ micel mieszanych
SDS/kopolimer.

PODSUMOWANIE

Jak juz wspomniano we wstepie, obecnie otrzymuje sie i bada takie surfaktanty,
ktére w poréwnaniu z dotychczasowymi sg tagodniejsze dla srodowiska, mniej tok-
syczne, mniej korozyjne, lepiej biodegradowalne, bardziej stabilne termicznie i majg
korzystniejsze wlasciwo$ci powierzchniowe i biologiczne. W roztworach wodnych
czgsteczki surfaktantéw tworza w okre$lonych warunkach rézne struktury mice-
larne, ktére moga stuzy¢ jako modele membran biologicznych lub jako nosniki
lekéw i reagentéw. W niniejszym artykule przedstawiono wspolczesnie syntety-
zowane i badane surfaktanty, ktore sa ciekawe albo ze wzgledu na budowe swoich
czasteczek albo ze wzgledu na tworzone w wodnych roztworach struktury agrega-
cyjne. Do takich surfaktantéw nalezg surfaktanty o charakterze cieczy jonowych,
uzyskiwane na bazie: surfaktantéw ,,gemini’, anionu dodecylo-siarczanowego, DS
lub aerozolu-OT, AOT oraz kationéw alkilopirydyniowych, imidazoliowego, alki-
lopirolidyniowych lub diizopropyloetyloamoniowego, [DIPEA]. W ostatnich latach
uwaga jest rowniez poswigcana surfaktantom funkcjonalizowanym, takim jak sur-
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faktantom ,,bolaform”, surfaktantom dlugotancuchowym (ang. supra-long chain sur-
factants), czy tez surfaktantom otrzymywanym na bazie kaliksarenu.

W niniejszym artykule rozpatrywano takze surfaktanty polimerowe. Spo-
$réd tych surfaktantéw zainteresowaniem cieszg sie obecnie kopolimery blokowe,
a wsrdd nich szczegdlnie — kopolimery tréjblokowe poli(tlenek etylenu) (PEO)
i poli(tlenek propylenu) (PPO), o wzorze [EO] -[PO],-[EO] . Te kopolimery troj-
blokowe zwane sg powszechnie poloksamerami i ostatnio znalazly zastosowanie
w przemysle farmaceutycznym.

W pracy przytoczone sg rowniez techniki eksperymentalne stosowane obecnie
do badan ukladéw micelarnych. I tak, aktywnos¢ powierzchniowa surfaktantow
w wodzie i temperatura Kraffta badane sa przy pomocy pomiaréw, odpowied-
nio, napigcia powierzchniowego i przewodnictwa elektrycznego. Z kolei wartosci
krytycznego stezenia powstawania micel, CMC wyznacza si¢ przy pomocy kilku
niezaleznych metod, a mianowicie poprzez pomiary: fluorescencyjne, napiecia
powierzchniowego, przewodnictwa elektrycznego oraz przesuniecia chemicznego
8 protonéw w widmach '"H NMR. W omawianych w niniejszym artykule pracach
wyznaczano stopien dysocjacji tworzonych w wodzie agregatéw z pomiaréw prze-
wodnictwa elektrycznego oraz z pomiaréw potencjometrycznych przy zastosowa-
niu elektrod jonoselektywnych. Dzieki pomiarom przewodnictwa elektrycznego
mozna réowniez rejestrowaé przemiany fazowe wodnych roztwordw surfaktantow
jonowych. Natomiast do badan struktur micelarnych (ksztattu i wielkosci micel)
stosuje si¢: rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego SAXS i WAXS, spektro-
skopie w podczerwieni FTIR, mikroskopie elektronowa TEM, FFEM, cryo-TEM,
rozpraszanie $wiatta DLS, SANS, spektroskopie dyfuzyjng DOSY i PGSE, pomiary
reologiczne (pomiary lepkosci i szybkosci $cinania), statyczne wygaszanie fluore-
scencji.
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ABSTRACT

Synthetic oligonucleotides (ONs) constitute an important class of compounds
which exhibit biological activity. As potential drugs ONs are employed in the anti-
sense strategy [1]. The antisense therapeutic agent acts on the pathogenic mRNA
causing inactivation of the target. Ideal antisense agent should be resistant to exo
and/or endonucleases, have a suitable pharmacological and pharmacokinetic profile
and high affinity for the target. To improve some properties of antisense oligonu-
cleotides plethora of chemical modifications introduced within both sugar unit and
internucleotides linkage were investigated.

Among numerous ONs modified in internucleotide phosphodiester bond, one
of the most interesting are oligonucleotide phosphoramidates (NP-oligos) in which
one of the bridging oxygens is replaced by nitrogen atom (at 3’ or 5’ position). Hence,
two classes of compounds are formed: oligonucleotide-(N5">P3’)phosphoramidates
and oligonucleotide(N3'>P5’)-phosphoramidates. These compounds, similar to
native DNA and RNA, possess an achiral phosphorous atom and all internucleo-
tides bonds are negatively charged. Additionally, NP-oligo shows good resistance
to nucleolytic degradation and can bind to the target DNA or RNA with high affin-
ity [12]. In literature several synthetic strategies concerning both (N5'>P3’) and
(N3’>P5’) NP-oligos have been described. Some of them allowed to obtain only
corresponding dimers.

In the light of recent discoveries the most promising candidates for therapeutic
and diagnostic applications are oligonucleotide-(N3’>P5’)thiophosphoramidates.
Gryaznov et al. have found that such compounds can act as potent and selective
telomerase inhibitors [29]. Human telomerase (TA) is a reverse transcriptase ribonu-
cleoprotein that synthesizes de novo d-(TTAGGG)n repeats at chromosomal DNA
ends. Whereas activity of this enzyme is observed in ~85% of all human tumors,
most of normal somatic cells either lack TA activity or express it only at low levels.
For these reasons TA constitute an attractive and nearly universal anticancer target
for rational drug development.

Keywords: nucleic acids analogues, internucleotide linkage modifications,
oligodeoxyribonucleoside-(P3’>N5")phosphoramidates, oligodeoxyribonucleoside-
(N3’>P5’)(thio)phosphoramidates, antisense strategy, telomerase, Atherton-Todd
reaction

Stowa kluczowe: analogi kwaséw nukleinowych, modyfikacje wigzania inter-
nukleotydowego, oligodeoksyrybonukleozydo-(P3’>N5’)amidofosforany,
oligodeoksyrybonukleozydo-(N3’>P5")amido(tio)fosforany, strategia antysensowa,
telomeraza, reakcja Athertona-Todda
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WSTEP

Od wielu lat w chemii kwaséw nukleinowych sa prowadzone prace doty-
czace syntezy modyfikowanych oligonukleotydow, ktére wiazac si¢ do wlasciwego
fragmentu DNA lub mRNA na zasadzie hybrydyzacji z wykorzystaniem wigzan
wodorowych moga powodowaé zahamowanie procesu replikacji, transkrypcji lub
translacji. Stad tez jako potencjalne czynniki terapeutyczne ONs moga dziala¢ na
patogenne mRNA powodujac jego inaktywacje [1].

Aby takie oligonukleotydy, nazwane antysensowymi, znalazly zastosowanie
terapeutyczne musza by¢ przede wszystkim odporne na dziatanie egzo- i endo-
nukleaz, co mozna uzyska¢ poprzez wprowadzanie réznego rodzaju modyfikacji
zardbwno w obrebie pierscienia heterozasady, reszty cukrowej jak i wigzania inter-
nukleotydowego. Sposrdd licznej grupy modyfikowanych w obrebie wigzania
internukleotydowego oligonukleotydéw na szczegolna uwage zastuguja analogi,
w ktorych kazdy z mostkowych atoméw tlenu w pozycji 5° lub w pozycji 3” zostat
zastgpiony grupa -NH. Otrzymane w ten sposdb zwiazki sg nazywane w pierwszym
przypadku oligodeoksyrybonukleozydo-(P3’>N5’)amidofosforanami za§ w drugim
oligodeoksyrybonukleozydo-(N3’>P5’)amidofosforanami. Zwiazki te, podobnie
jak i naturalne oligonukleotydy, wystepuja w formie zjonizowanej i przy neutralnym
pH obdarzone s3 tadunkiem ujemnym.

1. SYNTEZA OLIGODEOKSYRYBONUKLEOZYDO-(P3’>N5’)
AMIDOFOSFORANOW

Pierwsza synteze dinukleozydoamidofosforanéw zawierajacych wigzanie
(P3’>N5’) przedstawili Jastorff i Hettler w roku 1969 [2]. Polegata ona na fosforyla-
cji 5’-amino-5’-deoksynukleozydu za pomoca dichlorofosforanu fenylu i nastepczej
reakcji powstatego nukleozydo-amidochlorofosforanu z 3’-hydroksylowa grupa
drugiego nukleozydu. Stosujac analogiczng metode Letsinger i wspotpracownicy
[3] przeksztalcili 5°-azydotymidyne (1) za pomoca dichlorofosforanu fenylu (2)
w chlorofosforanowg pochodng 3 (Schemat 1), ktéra w kolejnym etapie w reakcji
z 5’-amino-5’-deoksytymidyng (4) utworzyla ditymidylo-(P3’>N5’)amidofosforan
5. Redukcja funkcji 5’-azydo w 5 przeprowadzona za pomocg roztworu trifenylofos-
finy w pirydynie (reakcja Staudingera) prowadzita do powstania zwiazku 6. Wyko-
rzystujac nastepnie jako substraty zwigzki 5 i 6 autorzy uzyskali tetramer amidofos-
foranowy 7 zawierajacy grupe azydkowg na 5” koncu. Przeprowadzona w ostatnim
etapie reakcja Staudingera (PPh,/Py) oraz hydroliza alkaliczna prowadzila do final-
nego produktu 8.
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i) PhOP(O)Cl, (2) Py/dioksan; ii) 5'-amino-5'-deoksytymidyna (4), Et;N/dioksan; iii)
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vii) NaOH
Schemat 1. Synteza tetrameru (P5->N3’)amidofosforanowego zawierajacego wolng grupe aminowa na
5’-koncu
Scheme 1. Synthesis of (P5>N3’)phosphoramidate tetramer containing 5’-terminal amine group

Inna opisana przez Letsingera metoda otrzymywania nukleozydo-(P3’>N5’)
amidofosforanéw polegala w pierwszym etapie na fosfitylacji za pomoca chloro-
fosforynu dietylowego 3’-hydroksylowej grupy 5’-blokowanej tymidyny (9) [4].
Powstaly 3’-fosforyn 10 w reakcji z 5°-azydo-5’-deoksytymidyna (1) byt nastepnie
przeksztalcony do odpowiedniego ditymidylo-(P3’>N5’)amidofosforanu 11 (Sche-
mat 2). W kolejnym etapie zwigzek 11 byt uzyty jako substrat do syntezy odpowied-
niego trimeru 12.
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Schemat 2. Synteza trimeru (P5>N3’)amidofosforanowego
Scheme 2. Synthesis of (P5’>N3’)phosphoramidate trimer

Inng strategie syntezy ditymidyloamidofosforanu 16 zaproponowal Hata [5].
Polegala ona na przeksztalceniu 3’-H-fosfonianu tymidyny (13) w odpowiedni
bis(trimetylosililo)fosforyn (14), ktéry w reakeji z 5°-azydo-5’-deoksytymidyng (1)
i nastepczej hydrolizie przejsciowego zwigzku posredniego 15 tworzyl ditymidylo
amidofosforan 16 (Schemat 3).

Me;,Si0 Thy HO Thy
_k_j Me,SiO jhy —k_oj —k_o_\/l
BSA 1, BSA
o) i» (|) 0SiMes K0 (|)
_ —_— D
0= P OH b osiMe N—P=0SiMe; N, O0=P-oH
H | 3 N— N Thy HN Thy
0SiMes o} —k_oj
0SiMe; OH
13 14 L 15 | 16

Schemat 3. Synteza dimeru (P5->N3’) amidofosforanowego poprzez reakcje 5-azydo-5-deoksytymidyny
z fosforynem sililowym

Scheme 3. Synthesis of (P5'>N3’) NP-dimer in the reaction of 5’-azido-5-deoxythimidyne with silyl
phosphite

W literaturze chemicznej opisane sg rowniez przyklady otrzymywania oligo-
nukleozydo-(P3’>N5’)amidofosforanéw z wykorzystaniem metody amidofosfory-
nowej. W ten sposéb wprowadzono do oligonukleotydu jedno lub wigcej wigzan
amidofosforanowych umiejscowionych w réznych fragmentach czasteczki [6]. Sub-
stratem w tego typu syntezach byta réwniez 5’-azydo-5’-deoksytymidyna (1), ktéra
w pierwszym etapie poddana byla reakcji redukcji. Otrzymana 5’-amino-5’-deok-
sytymidyna (4) w regioselektywnej reakeji z chlorkiem monometoksytrytylowym
(MMTrCl) prowadzita do 5’-(MMTr)NH-5"-deoksytymidyny (17) (Schemat 4).
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i) H,, Pd/C; ii) MMTrCl, 4-(Me,N)Py/Et;N; iii) ROP(NiPr), (18), tetrazolidek
diizopopyloamoniowy; iv) 1H-tetrazol; v) L,/H,O; vi) H; vii) NH,OH

Schemat 4.  Synteza oligonukleotydo-(P5>N3’)amidotiofosforanu z wykorzystaniem metody amidofosforynowej
Scheme 4.  Synthesis of oligonucleotide-(P5>N3’)phosphoramidate using phosphoramidite method

Nastepnie zwigzek 17 poddany reakgji fosfitylacji, przeprowadzonej za pomoca
bis(N,N-diizopropylo)-2-cyjanoetoksyamidofosforynu (18) wobec tetrazolidku dii-
zopropyloamoniowego, zostal przeksztalcony w amidofosforyn 19. Synteza oligome-
réw zawierajacych wigzanie amidofosforanowe badz 5°-terminalng grupe aminowg
byta przeprowadzana poprzez wprowadzanie monomeru 19 do rosnacego tancucha
oligonukleotydu 20 z wykorzystaniem metody amidofosforynowej. W ten sposob
autorzy otrzymali miedzy innymi 16-mer zawierajacy jedno wigzanie (P3’>N5’)
amidofosforanowe w centralnej czesci oligonukleotydu oraz 21-mer z trzema takimi
wigzaniami w poblizu 5’-konca. Surowe produkty poddane byly dzialaniu wodnego
roztworu amoniaku w celu usuniecia grup ochronnych na nukleozasadach oraz
odcieciu oligonukleotydéw od ztoza (hydroliza wigzania kowalencyjnego pomiedzy
oligonukleotydem i facznikiem). Nastepnie oligonukleotydy oczyszczono z zasto-
sowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym uklfadzie faz
(RP HPLC) badz poprzez elektroforeze na zelu poliakrylamidowym.
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Interesujacy przyklad syntezy DNA zawierajacego pojedyncza modyfikacje
(P3’>N5")amidofosforanowg przedstawita Shabarova [7]. Wykorzystala ona tzw.
reakcje chemicznej ligacji do wprowadzania modyfikacji w okreslone miejsce jedno-
czy dwuniciowego DNA. Zastosowanie w tym przypadku ligacji enzymatycznej nie
byto mozliwe ze wzgledu na wysoka specyficznos¢ substratowa enzymow.

. _R CH
P - 0 + 3
07 “on 7 NH(CH)aN
' ou =—0C CH;
HN NHCH,CHg
H,N Thy---- Ade— Thy--+-Ade—|
ie i
o) o

Schemat 5. Tworzenie sie struktury dupleksowej poprzez nieenzymatyczng reakcje kondensacji w obecnosci
matrycy
Scheme 5. Duplex formation by non-enzymatic template-directed condensation

Zaproponowana przez Shabarova ligacja chemiczna (Schemat 5) polegala na
kondensacji w obecnosci komplementarnej matrycy dwoch fragmentéw oligonu-
kleotydu, z ktérych jeden zawieral na 3’-koncu aktywowana grupe fosforanowsg
[np. za pomocy 1-etylo-3(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu — EDC], a na
5’-konicu drugiego fragmentu znajdowala si¢ grupa aminowa.

2. SYNTEZA OLIGODEOKSYRYBONUKLEOZYDO-(N3’>P5’)
AMIDOFOSFORANOW

Niezwykle interesujacy przyklad syntezy (N3’->P5’)amidofosforanowych
pochodnych oligonukleotydéw zaprezentowal Orgel [8]. Majgc na uwadze che-
miczne procesy, ktore mogly wnosi¢ istotny wplyw w powstanie zycia na Ziemi
badat tzw. ,chemiczne kopiowanie”, podczas ktérego same oligonukleotydy, bez
udzialu enzymow, ulegaly replikacji. Przeprowadzone eksperymenty polegaty na
kondensacji pary komplementarnych monomerdw, badz krdtszych fragmentow
oligonukleotydéw, z ktorych jeden zawieral odpowiednia grupe reaktywng na 3’-,
a drugi na 5’-koncu. W obecnosci odczynnika kondensujgcego wspomniane grupy
reagowaly ze sobg tworzac odpowiednie struktury dupleksowe. Komplementarnos¢
reagentéw byla konieczna po to, aby stanowily one wzgledem siebie niezbedne do
samoreplikacji matryce.

Opisany przez Orgela proces ,,chemicznego kopiowania” polegat na wykorzy-
staniu dinukleozydo-(N3’>P5’)amidofosforanu (29), na ktorego 5-koricu znajdo-
wala sie grupa fosforanowa, a na 3’-koncu grupa aminowa (Schemat 6). Zwigzek ten
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otrzymano w wyniku reakcji pomigdzy 3’-aminowym ugrupowaniem nukleozydu
24 i zaktywowang za pomoca 1-etylo-3(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu
(EDC) funkcja fosforanowa znajdujaca si¢ na 5-konficu 3’-azydonukleozydu (25).
Powstaly w ten sposdéb dinukleotyd 26 mogt by¢ przeksztalcony w amidofosforan 29
wedlug dwoch droég. Jedna z nich (droga A) polegala na fosforylacji 5’-hydroksylo-
wej grupy za pomocy trichlorku fosforylu i nastepczej redukcji grupy 3’-azydkowej
w zwigzku 27. Druga droga (B) wykorzystywala reakcje Staudingera do przeksztat-
cenia dinukleotydu 26 w 3’-aminopochodng 28, ktéra z kolei fosforylowana za
pomoca kinazy polinukleotydowej prowadzita do dinukleozydo-(N3’>P5)amido-
fosforanu 29 (Schemat 6).

2
_P— B
HO El’ (0} o)
OH oligomeryzacja
HN O

5 i
HO— B \ o
DrogaA
HO— B B
b L
NH, ;

24 — HN e 27 HN_ oH
P
O B 0" o o B
k % DrogaB /
T
3 HN\ /OH NHZ
26 2 29
25 o’ B
S
a B=C VH i
— 2
b B=Gua 28
H ©Q s
N—P-0—
OH
OH
B o O—P—N
§ H
30

Reagenty: i) EDAC/HEPES (pH 7.5); ii) POCL,/(EtO),PO; iii) Ph,P/Py/NH,OH;
iv) kinaza polinukleotydowa

Schemat 6.  Synteza i oligomeryzacja dimeréw 3’-amino-3’-deoksynukleotydéw (GC i CG) w $rodowisku
wodnym

Scheme 6. Synthesis and oligomerization of dimers of 3’-amino-3’-deoxynudeotides (GC and CG) in
aqueous solution

Uzyskane w ten sposob zwiazki 29 byty samokomplementarne, dzigki czemu wobec
EDC mogly ulega¢ w dalszym etapie reakcji oligomeryzacji. Okazalo sig¢, ze dodatek
kationéw jedno- i dwuwarto$ciowych znaczaco hamowal szybkos¢ tego procesu,
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a optymalna wydajnos¢ uzyskiwano przy zastosowaniu buforu HEPES w 0°C. Pro-
duktem polimeryzacji byla mieszanina oligonukleotydéw amidofosforanowych
o roznej dlugosci, przy czym najdluzszym oligomerem byt odpowiedni 30-mer.
Analiza produktéw tej reakcji wykazala, ze oprocz polimeryzacji zachodzita konku-
rencyjna reakcja cyklizacji zaktywowanych zwigzkéw 29 prowadzaca do odpowied-
nich bis(3°>5’)cyklicznych dinukleozydoamidofosforanéw (30).

R
B

O
I
|\/N—P -0 B= Thy, Ade, Cyt, Gua
R=H, Me

NH,
31

Rysunek 1. Struktura 5’-imidazolofosforanowych oraz 5’-(2-metyloimidazolo)-fosforanowych pochodnych
3’-amino-2,3’-dideoksy-nukleozydow

Figure 1. Structures of the activated 3’-amino-23’-dideoxyribonucleoside-5"-phosphorimidazolide and
5-phosphor-2-methylimidazolide monomers

Opracowang przez Orgela [8] strategi¢ ,chemicznej replikacji” wykorzystat
ostatnio Szostak [9], przedstawiajac synteze oligodeoksyrybonukleozydo-(N3'>P5’)
amidofosforanéw, w ktérej 5’-imidazolofosforanowe (3’-NH,-ImpddN) oraz
5’-(2-metyloimidazolo)-fosforanowe (3’-NH2-2-MelmpddN) pochodne 3’-amino-
2’3’-dideoksynukleozydéw (31) byly wykorzystane jako monomery (Rys. 1) w reak-
cji wydluzenia odcinka starterowego (tzw. primera) na odpowiedniej matrycy, ktdra
stanowily czasteczki DNA lub RNA (Schemat 7).

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, ze wydajno$¢ badanej reakcji
w duzym stopniu zalezy od aranzacji i konformacji reszty cukrowej w uzytej nici
matrycowej. Poza przypadkiem kiedy wlgczana byta reszta adenozyny, reakcje ,,che-
micznego kopiowania” zachodzity w sposob bardziej wydajny, gdy RNA byt zastoso-
wany jako matryca. Taki wynik sugeruje, Ze przyjmowanie struktury helikalnej typu
A ma kluczowe znaczenie dla efektywnosci procesu polimeryzacji. Jednoczesnie
w kazdym przypadku pochodna 2-metyloimidazolowa (31, R=Me) okazala si¢ by¢
znacznie bardziej efektywna niz pochodna imidazolowa (31, R=H).

Jednakze w opracowaniu wydajnej metody syntezy oligonukleotydow zawie-
rajacych internukleotydowe wigzania (N3’>P5’)amidofosforanowe szczegélnie
uzyteczng okazala si¢ by¢ reakcja oksydatywnego aminowania (Reakcja Athertona-
-Todda [10]) polegajaca na sprzeganiu w obecnosci czterochlorku wegla H-fosfo-
nianowych diestréw z aminami. Poczatkowo ten typ reakcji byl zastosowany przez
Gryaznova i Sokolova do otrzymywania dinukleozydo-(P3’>N5’)amidofosforanéw,
ktore nastepnie byly wykorzystane do wprowadzenia pojedynczego wigzania ami-
dofosforanowego w okreslone miejsce syntezowanego na fazie stalej fancucha oligo-
nukleotydowego [11].
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Schemat 7.  Reakcja ,,chemicznej replikacji” zaktywowanych monomerdéw 3’-aminonukleotydéw na matrycy
DNA (X = H) lub RNA (X = OH)

Scheme 7. Chemistry of the template-directed ,,chemical replication” on a DNA (X = H) or an RNA (X =
OH) template using activated 3’-aminonucleotide monomers

Nastepnie Gryaznov i Chen w oparciu o reakcje Athertona-Todda opracowali
synteze oligonukleotydow, w ktorych kazde wigzanie internukleotydowe bylo zasta-
pione wigzaniem (N3’>P5’)amidofosforanowym [12].

Zaproponowany przez autoréw cykl syntetyczny obejmowal w pierwszym
etapie detrytylacje nukleozydu 32 za pomoca 3% kwasu dichlorooctowego (DCA)
w CH,Cl,, a nastepnie fosfitylacje uwolnionej 5’-hydroksylowej funkcji za pomoca
roztworu 2-cyanoetylo-N,N-diisopropylo-chloroamidofosforynu w chlorku mety-
lenu w obecnosci N,N-diizopropyloetyloaminy. Otrzymana 5’-O-amidofosfory-
nowa pochodna 33 (Schemat 8) byla nastepnie hydrolizowana do H-fosfonianowej
pochodnej 34 z wykorzystaniem 1H-tetrazolu. Kondensacja 5-DMT-3’-aminonu-
kleozydu 35 ze zwigzkiem 34 w obecnosci CCl, i Et,N prowadzila do pozadanego
dinukleozydu 36. Powtérzenie powyzszego cyklu reakeji, a nastepnie odbloko-
wanie i odcigcie oligonukleotydéw od zloza za pomoca wodnego roztworu amo-
niaku pozwalalo otrzymywa¢ kilkunastonukleotydowe (N3’>P5’)amidofosforany
37 z bardzo dobrymi wydajnosciami. Jednakze wadg tej metodologii byl stosun-
kowo dlugi czas pojedynczego cyklu, ktéry wynosil okolo 60 minut. Otrzymane
amidofosforany w przeciwienstwie do naturalnych oligodeoksyrybonukleotyddw,
wykazywaly wysoka stabilnos¢ nukleolityczng wobec fosfodiesterazy z jadu weza.
Dodatkowo wprowadzenie 3’-aminowego ugrupowania w miejsce atomu tlenu
zmienialo réwniez wlasciwosci hybrydyzacyjne takich zwigzkéw. Obserwowano
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znaczacy wzrost temperatur miekniecia, $wiadczacy o wzroécie trwatosci duplek-
séw utworzonych pomiedzy NP-oligomerami, a DNA i RNA w poréwnaniu do ich
naturalnych odpowiednikéw.
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Schemat 8.  Synteza oligonukleotydéw-(N3->P5’)amidofosforanowych z wykorzystaniem reakcji Athertona-Todda
Scheme 8. Synthesis of oligonucleotide-(N3’>P5’)phosphoramidate using Atherton-Todd reaction

Inng strategie syntezy oligodeoksyrybonukleozydo-(N3’>P5’)-amidofosfora-
néw przedstawita Fearon i wspdtpracownicy [13]. Opracowana przez nich meto-
dologia wykorzystywata jako wyjsciowe monomery 5’-O-(N,N-diizopropylo-
amino-2-cyjanoetylo)amidofosforyno-3’-(trytylo)amino-2>3’-dideoksynukleozydy
39 (Schemat 9). Stad tez synteza oligonukleotydu przebiegala od 5’- do 3’-konca.
Reakcja tworzenia wigzania internukleotydowego zachodzita poprzez prowadzong
wobec 1H-tetrazolu wymiang grupy diizopropyloaminowej we wprowadzanym
amidofosforynie 39 na grupe 3’-aminowa pochodzaca od przylaczonego do ztoza
nukleozydu 38. Nastepnie utworzony na tej drodze dinukleozydoamidofosforyn 40
utleniany byt w standardowych warunkach (I,/H,0) do odpowiedniego amidofos-
foranu 41. Usunigcie grupy trytylowej z funkeji 3’-aminowej nukleozydu 41 pozwa-
lato powtérzy¢ powyzszy cykl reakcji n-krotnie.
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Schemat 9.  Synteza oligonukleotydéw-(N3’>P5’)amidofosforanowych poprzez reakcje wymiany grupy ami-
nowej w amidofosforynie
Scheme 9.  Synthesis of oligonucleotide-(N3’>P5’)phophoramidates by phosphoramidite amine-exchange

reaction

Koncowym etapem syntezy bylo usunigcie grupy trytylowej z 3’- terminalne;j
funkcji aminowej oligonukleotydu 42, a nastepnie odciecie oligomeru od zloza
i deprotekcja zasad za pomocg stezonego wodnego roztworu amoniaku. Otrzymane
oligodeoksyrybonukleotydy 43 oczyszczane byly technika HPLC z wykorzystaniem
kolumny z wypelnieniem jonowymiennym. W ten sposob autorzy uzyskali 12-15-
mery amidofosforanowe z wydajnosciami rzedu 20-50%.

Poza opisanymi powyzej metodami, réwniez w innych laboratoriach prowa-
dzono badania nad otrzymywaniem oligodeoksyrybonukleozydo-(N3’>P5’)amido-
fosforandw. Jednakze zastosowane w tych przypadkach podejscia pozwalaly tylko
na wlaczanie pojedynczych modyfikacji amidofosforanowych do tancucha oligonu-
kleotydu lub na synteze jedynie odpowiednich dinukleotydéw.

Engels przedstawil synteze samokomplementarnego dodekameru zawiera-
jacego jedno internukleotydowe wigzanie amidofosforanowe w centralnej czesci
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oligomeru [14]. Wykorzystujac metode amidofosforynowa otrzymat w pierwszym
etapie pentamer fosforanowy do ktérego przylaczyl dinukleotyd 48 zawierajacy
wigzanie (N3’>P5’)amidofosforanowe, a nastepnie kontynuowal synteze oligonu-
kleotydu o okreslonej dtugosci z wykorzystaniem standardowych monomeréw ami-
dofosforynowych. Wigzanie fosfor — azot w dinukleotydzie 48 (Schemat 10) utwo-
rzone bylo w reakcji typu Staudingera, pomiedzy 5-O-DMT-3’-azydotymidyna
(44) i fosforynem dimetylowym 45. Powstaly iminofosforan (46) byl nastepnie w
obecnosci chlorku litu przeksztalcany do amidofosforanu 47 w transformacji typu
Michaelisa- Arbuzova (Schemat 10). Deprotekcja 3’-hydroksylowej funkeji dinukle-
otydu 47 prowadzilta do zwiazku 48, ktory po przeksztalceniu w odpowiedni 3’-ami-
dofosforyn 49 byl wlaczany do tancucha oligonukleotydu.
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Schemat 10. Synteza dinukleotydu zawierajacego wigzanie (N3’>P5’)amidofosforanowe
Scheme 10.  Synthesis of (N3’>P5’)phosphoramidate dinucleotide

W zespole Stawinskiego zostala opracowana metoda syntezy ditymidylo-
(N3’>P5%)amidofosforanu wykorzystujaca 5°-H-fosfonianowa pochodng tymidyny
50 [15]. Zwigzek ten w reakgji z chlorkiem trimetylosililowym zostat przeksztalcony
w monosililowg pochodng 51, ktéra potraktowana jodem w pirydynie tworzyta
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reaktywny zwigzek 52 (Schemat 11). Dodanie do mieszaniny reakcyjnej 3’-amino-
nukleozydu 53 prowadzito do pozadanego amidofosforanu 54. Ze wzgledu na duzg
nukleofilowo$¢ grupy aminowej, ktora z fatwoscig atakowala centrum fosforowe,
reakcja zachodzita w sposéb ilosciowy.

9 9 .9
0-P—0 Thy Me,Si0O-P—0 Thy O0—P—0 Thy
| | | +
H 10 TMSCI H Y I, Py N 0
- b - U
=
DMTO DMTO ODMT
50 51 52
t-BDMSO Thy
0 t-BDMSO Thy
0
NH
o:lln—o' NH,
) Thy
DMTO
54

Schemat 11.  Synteza ditymidylo-(N3’>P5’)amidofosforanu
Scheme 11.  Synthesis of dithymidyl-(N3’>P5’)phosphoramidate

Dinukleozydo-(N3’>P5’)amidofosforany byly réwniez otrzymane z wykorzy-
staniem opracowanej w zespole Steca metody oksatiafosfolanowej [16]. Opisana
1999 roku strategia polegala na syntezie 3’-N-[(2-0x0-4,4-spiro(pentametyle-
no-1,3,2-oksatiafosfolanylo)]-3’-amino-2;3’-dideoksyrybonukleozydéw (57, Schemat 12)
jako kluczowych zwiazkow posrednich [17]. Byly one otrzymywane w dwuetapowej
syntezie. Reakcja odpowiednio chronionych w czgsci nukleozasady 5-O-DMT-3’-amino-
-2}3’-dideoksyrybonukleozyddw (35) z 2-chloro-4,4-spiro(pentametyleno-1,3,2-oksa-
tiafosfolanem) (55) prowadzita do odpowiednich pochodnych trikoordynacyjnego
fosforu (56), ktore in situ byty w kolejnym etapie utlenione za pomocg nadtlenku
tert-butylowego do odpowiednich pochodnych 2-okso (57).
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Schemat 12. Synteza dimeréw-(N3’»>P5’)amidofosforanowych z wykorzystaniem metody oksatiafosfolanowe;j
Scheme 12.  Synthesis of (N3’>P5’)phosphoramidate dimers using oxathiaphospholane chemistry

Otrzymane w ten sposéb monomery 57 w reakcji wobec DBU z 5’-hydroksy-
lowa grupa przylaczonej do statego nosnika tymidyny (58) prowadzity do odpo-
wiednich (N3’>P5’) dimeréw (59) z wydajnoscig w granicach 89-93%.

Jednakze wydluzanie tancucha oligonukleotydowego, pomimo modyfikowa-
nia warunkow reakeji (np. zmiana czasu kondensacji, rozpuszczalnika, przepro-
wadzenie dwukrotnej kondensacji) przebiegalo z obnizona wydajnoscig ok. 50%.
Stwierdzona niska rozpuszczalnos¢ ditymidylo-(N3’>P5%)amidofosforanu (59a)
w acetonitrylu nasuneta przypuszczenie, ze przyczyng niezadowalajacej wydajnosci
kondensacji na fazie stalej moze by¢ utrudniony kontakt z reagentami wprowa-
dzonymi do kolumny reakcyjnej. Zatem metoda oksatiafosfolanowa nie moze by¢
zastosowana do syntezy NP-ONs, natomiast stanowi wydajna metode syntezy dinu-
kleotydow typu (N3'>P5).
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3. SYNTEZA OLIGODEOKSYRYBONUKLEOZYDO-(N3’>>P5’)
AMIDOTIOFOSFORANOW

Opisane uprzednio (N3’>P5’)amidofosforanowe analogi oligonukleotydow
tworza niezwykle trwale dupleksy z komplementarnymi fragmentami DNA i RNA,
jakirowniez trypleksy z dupleksami DNA oraz wykazujg wysoka odpornoé¢ na dzia-
tanie nukleaz wewnatrzkomorkowych. Jako oligonukleotydy antysensowe wykazuja
one poréwnywalna, a niejednokrotnie nawet zwigkszong aktywnos¢ w stosunku do
tiofosforanowych ohgodeoksyrybonukleotydow [18].

“ %%—9 {W “
wa

@i

l\IIH
S—P=0 0=P=0
0 o 7
(0} (o}
R R
PS-oligo NPS-oligo NP-oligo

Rysunek 2. Struktura chemiczna PS-oligo, NPS-oligo i NP-oligo
Figure 2. Chemical structure of PS-oligo, NPS-oligo and NP-oligo

Naturalng konsekwencja poszukiwania modyfikowanych oligonukleotydéw
o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym bylo wprowadzenie tych dwoéch
modyfikacji w strukture jednej czasteczki (Rys. 3).

Celowos¢ projektowania tak modyfikowanych oligodeoksyrybo-nukleoty-
dow zostala potwierdzona przez Gryaznova i wspolpracownikéw, ktorzy wyka-
zali iz NPS-oligonukleotydy charakteryzujg sie korzystniejszymi wlasciwosciami
w porownaniu do NP-ONs [19].

Jednakze pierwszym przyktadem syntezy dinukleozdydo(N3’>P5’)-amido-
tiofosforanu byla synteza odpowiedniej ditymidylowej pochodnej z wykorzysta-
niem metody oksatiafosfolanowej [17]. Przeprowadzona wobec DBU kondensacja
5’-0-DMT-2’3’-dideoksytymidyno-3’-N-[(2-tio-4,4-spiro-(penta metyleno-1,3,2-
-oksatiafosfolanu), 60] z wolng grupa 5’-hydroksylowa nukleozydu zawieszonego
na zlozu (58) prowadzila do otrzymania oczekiwanego ditymidylo-(N3’>P5’)ami-
dotiofosforanu 61 (Schemat 13). Oksatiafosfolan 60 zsyntezowany zostal w reakcji
utlenienia P-III pochodnej 56a za pomocg elementarnej siarki. Niestety, podobnie
jak w przypadku proby syntezy NP-oligo kolejne przylaczenie réwniez nie bylo
zadowalajaco wydajne.



MODYFIKOWANE OLIGODEOKSYRYBONUKLEOTYDY 1021

H Thy
0 (0]
DMTO Thy
(0] HO Thy
Y DBU N o
+ - > \P/
deprotekcja ~
HN z
\p,o 0 ST\ Thy
Z (0]
S Z N S 4y
OH
60a 58 61

Schemat 13. Synteza ditymidylo-(N3’>P5’)amidotiofosforanu z wykorzystaniem metody oksatiafosfolanowej
Scheme 13.  Synthesis of dithymidyl-(N3’>P5’)thiophosphoramidate using oxathiaphospholane chemistry

Opisana uprzednio procedura syntezy NP-dimeréw z wykorzystaniem chemii
H-fosfonianowej zostala takze uzyta do syntezy ditymidylo-(P3’>N5’)amidotiofos-
foranu 65 [15]. W tym przypadku jako substraty wykorzystano 3’-H-tiofosfonia-
nowa pochodng 5’-DMT-tymidyny 62 oraz 5’-aminotymidyne 64 (Schemat 14).

HN Thy
—I/O DMTO

DMTO Thy DMTO Thy Thy
—l/o 0 0
-BDMSO

(0] 1)TMSCI (6] 64 O
O—El’ S O—IL S O—I" S
I 2)L,, Py I Py I
N\ HN Thy
| (6]
Pz
62 - 63 - t-BDMSO

Schemat 14. Synteza ditymidylo-(P3’>N5’)amidotiofosforanu
Scheme 14.  Synthesis of dithymidyl-(P3’>N5’)thiophosphoramidate

Gryaznov i Pongracz [20] opisali wydajng metode syntezy amidotiofosforano-
wych analogéw DNA na fazie stalej z wykorzystaniem metody amidofosforynowe;j.
Jako wyjsciowe monomery zostaly uzyte 5’-O-(N,N-diizopropyloamino-2-cyja-
noetylo)amidofosforyno-3’-(trytylo)-amino-233’-dideoksynukleozydy (39), ktore
otrzymano wychodzac z 3’-amino-2,3’-dideoksynukleozydéw w kilkuetapowej syn-
tezie [21].

Cykl syntetyczny prowadzacy do oligodeoksyrybonukleozydo-(N3’>P5’)
amidotiofosforanéw obejmowal w pierwszym etapie usunigcie grupy trytylowej
z funkcji 3’-aminowej w nukleozydzie 66 za pomocg DCA (Schemat 15). Nastep-
nie do otrzymanego 3’-aminonukleozydu (38) przylaczony zostal wobec 1H-tetra-
zolu 5’-O-cyjanoetylo-N,N-diizoproyloamidofosforyn 3’-aminonukleozydu (39).
W kolejnym etapie pochodna trikoordynacyjnego fosforu (40) byla utleniona do
NPS-dimeru 67 za pomocg elementarnej siarki. Powtdrzenie powyzszego cyklu
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n-krotnie z nastgpczym odblokowaniem nukleozasad i odcigciu od zloza prowa-
dzito do pozadanych NPS-oligonukleotyddw (68).

iPr,N

@, @ @ 7 o]’
o B, o) By NHTr
:O: 1)DCA Y 2) 39

> HN
1H-tetrazol Sp
NHTr NH, ceo” Yo o B,
66 38
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3) S,/CS, 40
4) DCA
. -
HO o o B,
(0]
powtdrzenie etapow 2-4
N o 5) NH,OH
N2 - -~
P -  HN_ g
s o B, -— “p?
0 VRN B
CEO (e} 2
} o}
NH,
68 67

Schemat 15.  Synteza oligonukleotydo-(N3’>P5’)amidotiofosforanow
Scheme 15.  Synthesis of oligonucleotide-( N3’>P5’) thiophosphoramidates

4. WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE I FIZYKOCHEMICZNE

Oligodeoksyrybonukleozydo-(N3’>P5’)amidofosforany charakteryzuja sie
zwigkszong odpornoscia na degradacje nukleolityczng przez wewnatrzkomorkowe
nukleazy zaréwno in vitro jak i in vivo, a co wazniejsze hybrydyzuja do komplemen-
tarnych fragmentéw DNA i RNA znacznie silniej niz ich naturalne odpowiedniki
[12]. Ta ostatnia cecha wyrdznia je spoérod innych analogéw oligonukleotyddw,
w przypadku ktdrych z reguly, wraz ze wzrostem stabilnosci nukleolitycznej obser-
wuje sie spadek powinowactwa wzgledem docelowej sekwencji DNA lub RNA.
Konsekwencja tego zjawiska jest obserwowany wzrost temperatur miekniecia (T,)'
duplekséw utworzonych pomiedzy NP-ONs, a DNA lub RNA. Co wigcej proces

1 Jest to parametr pozwalajacy okresli¢ trwalos¢ kwaséw nukleinowych. T, to temperatura przy ktérej potowa
ilosci dupleksu utworzonego przez ten oligomer ulega dysocjaji. T, zalezy od takich czynnikéw jak: stezenie
soli, stezenie, sekwencja oraz dlugos¢ oligonukleotydu, jak réwniez od obecnosci czynnikéw denaturujacych
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formowania si¢ wspomnianych dupleksow jest wysoce zalezny od sekwencji. Wyka-
zano, ze pojawienie si¢ w 11-merze amidofosforanowym pojedynczego niekomple-
mentarnego nukleozydu (ang. mismatch) powoduje obnizenie wartoéci T o okolo
12°C[22].

Réwniez mobilno$¢ chromatograficzna NP-ONs jest inna niz naturalnych oli-
gonukleotydéw. Na kolumnach z odwrécong fazg (RP HPLC) wykazuja one kroétsze
czasy retencji niz ich fosforanowe odpowiedniki, podczas gdy w przypadku wypel-
nien jonowymiennych jak i elektroforezy sytuacja jest odwrotna [23].

Wszystkie zaznaczone powyzej réznice $wiadczg o znaczagcym wzroscie hydra-
tacji jak i sztywnosci szkieletu cukrowo-fosforanowego w amidofosforanowych
pochodnych kwasu deoksyrybonukleinowego w poréwnaniu do jego natywnej
formy. Zostalo to potwierdzone za pomoca analizy rentgenostrukturalnej odpo-
wiedniego dupleksu [24]. Ustalono, ze konformacja pierscienia 2’-deoksyfura-
nozy w 3’-amino nukleozydach jest w przewazajacej mierze typu C3’-endo [25],
a dupleksy utworzone przez (N3’>P5’)amidofosforanowe analogii DNA przyjmuja
charakterystyczng dla czasteczek RNA prawoskretng forme A. Jednocze$nie obec-
nos$¢ grupy 3’-aminowej powoduje wzrost ilosci czasteczek wody przypadajacych
na szkielet cukrowo-fosforanowy. W naturalnym DNA w szkielecie cukrowo-fos-
foranowym wystepuje wiele akceptoréw wigzan wodorowych natomiast brak jest
odpowiednich donoréw. Zamiana 3’ atomu tlenu na funkcje aminowg wprowadza
do czasteczki grupe, ktora moze stuzy¢ zaréwno jako donor jak i akceptor wigzania
wodorowego. Stad tez w uzyskanej strukturze krystalograficznej na jedno internu-
kleotydowe ugrupowanie amidofosforanowe przypadato od dwoch do trzech czaste-
czek wody. Wykazano, ze w wickszosci przypadkow dwie czasteczki wody tworzyly
mostek pomigdzy grupg aminowg a jednym sposrdd sgsiadujacych niemostkowych
atomow tlenu.

Inng interesujgcg wlasnoscia, ktorg wykazuja amidofosforanowe pochodne oli-
godeoksyrybonukleotyddw jest ich zdolno$¢ do tworzenia bardzo trwatych struktur
trypleksowych z dupleksami DNA [22]. Szczegdlna stabilno$¢ tego typu komplek-
sOw przypisywana jest, przynajmniej czesciowo, pofatdowaniu piericienia cukro-
wego typu N. Przyjmowanie takiej konformacji ulatwia znaczaco formowanie si¢
wlasciwych par zasad typu Hoogsteena jak rowniez wptywa na ich trwalos¢ [26].

5. POTENCJALNE ZASTOSOWANIE TERAPEUTYCZNE

NP-oligonukleotydy dzigki strukturalnemu podobienstwu do naturalnego RNA
moga specyficznie wigza¢ si¢ z biatkami oraz innymi oddziatujacymi z RNA biomo-
lekutami. Na przyktad zaprojektowane oligonukleozydo-amidofosforany, ktérych
sekwencja zasad odpowiadata fragmentom RRE i TAR w RNA wirusa HIV-1, byly
rozpoznawane przez biatka Rev i Tat pelnigce wazng funkcje w procesie replikacji
wirusa HIV [27].
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Wiréd réznego rodzaju potencjalnych zastosowann NP-ODNs na szczegdlna
uwage zastuguje ich oddzialywanie z ludzka telomerazg (TA), w stosunku do ktdrej
wykazuje aktywnos¢ inhibitorows.

Enzym ten dobudowuje szescionukleotydowa sekwencje telomerowa d(T-
TAGGG)n na koncach chromosoméw komorki ulegajacej podziatowi [28]. Wiek-
szo$¢ prawidlowych komorek jest zdolna do ograniczonej liczby podziatow, ktdra
regulowana jest przez dtugos¢ telomerdw. Telomer skracajac sie podczas kazdego
podzialu komorki jest odbudowywany za pomoca telomerazy. Aktywno$¢ telome-
razy zmniejsza sie z wiekiem, tak ze w wigkszoéci dojrzatych komoérek somatycz-
nych enzym ten nie jest obecny. Jednakze badania prébek pobranych od pacjentow
chorych na nowotwory wykazuja, iz blisko 90% z nich wykazuje aktywno$¢ tego
enzymu. Komoérki nowotworowe sg na ogoét catkowicie zalezne od aktywnosci telo-
merazy. Stad tez prowadzone s3 badania majace na celu blokowanie procesu nowo-
tworowego przez hamowanie aktywnosci telomerazy.

Sposrod roznego rodzaju zwigzkow rozpatrywanych jako inhibitory telomerazy
istotne miejsce zajmujg oligodeoksyrybonukleozydo-(N3’>P5’)amidotiofosforany.
Szczegodlnie atrakcyjnym zwigzkiem okazal sie zaprojektowany przez amerykanska
firme biofarmaceutyczng Geron Corporation oligonukleozydo-(N3’>P5 )amido-
tiofosforan (GRN163L) bedacy 13-merem o sekwencji 5-TAGGGTTAGACAA-3’
[29].

GRN163L zostal dopuszczony do badan klinicznych pod nazwa Imetelstat.
Obserwacje poczynione na kolejnych etapach badan klinicznych wykazaly, iz jest
on szczegblnie aktywny wzgledem nowotwordw piersi, ptuc oraz nowotworéw
hematologicznych tj. szpiczaka mnogiego oraz nadplytkowosci samoistnej. Obec-
nie Imetelstat znajduje si¢ w II fazie badan klinicznych, w ktdrej bedzie oceniania
jego skutecznos$¢ w terapii monolekowej jak rowniez w polaczeniu z cytotoksyczna
chemioterapig.

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone w latach 90-tych ubieglego wieku badania wykazaly, ze wpro-
wadzenie do oligonukleotydu pojedynczej modyfikacji (P3’>N5’)amidofosfora-
nowej nie zmienia jego wlasciwosci hybrydyzacyjnych wzgledem komplementar-
nej nici w poréwnaniu do naturalnych oligonukleotydow. Jednakze wigksza ilo$¢
takich modyfikacji powoduje destabilizacj¢ tworzonych dupleksow [30]. Stad tez
oligorybonukleozydo-(P3’>N5’)amidofosforany nie sg rozpatrywane jako czynniki
terapeutyczne, szczegdlnie w kontekscie ich potencjalnego zastosowania jako lekow
antysensowych. Wprost przeciwnie zachowujg sie oligonukleotydo-(N3’>P5’)ami-
do(tio)fosforany dla ktérych obserwowano wyrazny wzrost stabilnosci utworzo-
nych przez nie duplekséw. Stad tez obecnie wysilki chemikéw organikéw skupiaja
sie wylacznie na poszukiwaniu nowych, efektywniejszych metod syntezy amidofos-
foranowych analogdéw kwaséw nukleinowych typu (N3’>P5’).
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ABSTRACT

Proline in organic synthesis is used as a small molecular organocatalyst.
In a catalytic act proline, similarly to an enzyme, activates reagents, stabilizes trans-
ition state and influences an orientation of substrates [1-12]. Proline works as aldo-
lase I (so called microaldolase I). In comparison with other amino acids it shows
exceptional nucleophilicity which makes imines and enamines formation easier.

In the intermolecular aldol reaction proline was used for the first time by List
and co-workers (Scheme 1) [3, 9, 20]. Since then an immense progress has been
observed in this field. Several aldolization reactions were performed in the presence
of proline. Reactions of this type proceed between the donor (nucleophile) and
the acceptor (electrophile).

In aldol reaction the donors can be both ketones and aldehydes which next
are condensed with ketones and aldehydes acting as electrophiles (Scheme 2-18;
Tab. 1-7) [21-72]. The presence of proline ensures not only high yield of homo- and
heteroaldolization but mainly enables conducting enantio- and diastereoselective
synthesis. Intermolecular proline-catalyzed aldol condensation proceeds according
to enamine mechanism. Anti-aldols, which make a valuable source of intermediates
in the synthesis of important biologically active compounds, are mainly obtained
in this reaction [35-44, 54, 58, 62, 63, 68, 69, 71].

Keywords: intermolecular aldol reaction, donor, acceptor, proline, anti-aldol
Stowa Kkluczowe: migdzyczasteczkowa reakcja aldolowa, donor, akceptor, prolina,
anti-aldole
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WPROWADZENIE

Stereochemia ma szczegolne znaczenie w przemysle farmaceutycznym ze
wzgledu na istotne dla kazdego organizmu zywego interreakcje lek-receptor. Z tego
powodu dazy si¢ do opracowania prostych i praktycznych metod syntezy zwigzkow
chiralnych w postaci czystej enancjomerycznie.

Natura dysponuje szczeg6lnym narzedziem (enzymem), ktéry w niskiej tem-
peraturze przeprowadza synteze asymetryczng. Biatko katalityczne stabilizuje stan
przejsciowy oraz umozliwia wlasciwa orientacje substratu w miejscu aktywnym
dajac czysty enancjomerycznie produkt.

Poszukuje si¢ katalizatoréw uniwersalnych, ktére nie tylko zapewniajg wyjat-
kowg stereoselektywnos¢, ale rowniez wykazuja szeroka specyficzno$¢ substratows.
Kryterium to spelnia maloczgsteczkowy katalizator, jakim jest prolina. Aminokwas
ten posiada wszystkie niezbedne wiasciwosci do przeprowadzenia asymetrycznej
transformacji. W akcie katalitycznym prolina podobnie jak enzym, aktywuje sub-
strat, stabilizuje stan przej$ciowy i wplywa na wlasciwg orientacje substratu [1-12].

Pomimo, iz prolina po raz pierwszy zostala uzyta jako katalizator juz w latach
siedemdziesigtych, dopiero 25 lat pdzniej jej wlasciowsci katalityczne zostaly
w pelni docenione. Obecnie ten prosty katalizator (odpowiednik aldolazy typu I)
wykorzystuje sie w reakcjach kondensacji aldolowych, Mannicha, Michaela oraz
Dielsa-Aldera.

Mechanizm katalizowany w obecnosci proliny moze zachodzi¢ przez enami-
nowy lub iminowy stan przejsciowy. W pierwszym z nich prolina w wyniku utwo-
rzenia enaminy zwigksza charakter nukleofilowy reagenta. Natomiast w mechani-
zmie iminowym aktywowany jest elektrofil, podobnie jak w reakcji katalizowanej
kwasami Bronsteda lub Lewisa [13-18]. W kazdym z tych mechanizméw obie
formy iminowa i enaminowa istnieja obok siebie i wzajemnie si¢ uzupelniaja, z tego
powodu List [16] reakcje, w ktorej prolina pelni funkeje katalizatora nazwat ,)ying
i yang asymetryczng aminokatalizg”

W tej cze$ci pracy poswiecono na przedstawieniu enancjoselektywnych reakcji,
miedzyczasteczkowej kondensacji aldolowej katalizowanej L-proling. Reakcje kon-
densacji aldolowej miedzyczasteczkowej, podobnie jak reakcje kondensacji aldolo-
wej wewnatrzczasteczkowej, w obecnosci proliny przebiegaja wedtug mechanizmu
enaminowego.

1. MIEDZYCZASTECZKOWA REAKCJA ALDOLOWA

W 2000 roku przeprowadzono po raz pierwszy miedzyczasteczkowa enancjo-
selektywna kondensacje aldolowa katalizowang proling. List i Barbas [3, 19, 20]
w reakcji acetonu z aromatycznymi aldehydami oraz o.-podstawionymi aldehydami
alifatycznymi w obecnosci L-proliny otrzymali aldole z wysoka wydajnoscig i o duzej
czystosci optycznej (ee > 99%) (Tab. 3). W tych warunkach nie udalo sie jednak
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uzyskac produktéw krzyzowej kondensacji w reakeji acetonu z a-niepodstawionymi
aldehydami. Aldehydy posiadajace protony w pozycji « enolizujg i moga ulegaé
homodimeryzacji. List i in. [3, 20] przeprowadzili krzyzowa kondensacje w mniej
polarnym rozpuszczalniku (aceton lub mieszanina aceton/chloroform), zmniejszajac
tym samym ryzyko samokondensacji aldehydow. W reakeji z a-niepodstawionymi
aldehydami otrzymali selektywnie produkty krzyzowe z czystoscig optyczng okoto
70% ee i z duzo mniejsza wydajnoscia rzedu 22-35% (Schemat 1). Jeden z tak uzy-
skanych aldoli postuzyl jako zwiazek wyjsciowy w syntezie naturalnego feromonu
kornikéow - (S)-ipsenolu [20].

R =p-NO,CgH, 76%: 76% ee [19]

R = C¢Hs 62%; 60% ee [19]

R =p-BrCqHy 74%; 65% ee [19]

R = 0-CIC¢H, 94%; 69% ee [19]

) o) o on  R=Cply 54%; 77% ee [19]
. R = CH(CH,), 97%; 96% ee [19]

)k + )J\ _ L-prolina M R = cyklo-CeHy 63%; 84% ee [20]
H R 10-30mol% R R—c(CHy), 81%; >99% ee 1201

R = C(CH;3);CH,CH=CH, 85%;>99% ee [20]

R =n-C3H, 31%/38%%; 67%70°% ec [20]

R =n-C4Hy 35%%; 73%% ee [20]

R = CH,CH=CH, 34b%; 72%% ee [20]

R = CH,CH(CHj,), 34%/23%%; 73%/61°% ee [20]

3aceton; P-chloroform R = CH,C(CHjs); 22%%; 36°% ee [20]

Schemat 1. Bezpo$rednia krzyzowa kondensacja aldolowa katalizowana L-proling
Scheme 1. Proline-catalyzed direct cross aldol reactions

Od momentu przeprowadzenia pierwszej krzyzowej kondensacji aldolowej
katalizowanej proling obserwuje si¢ lawinowy postep w tej dziedzinie. L-prolina
okazala sie wyjatkowo skutecznym katalizatorem, w selektywnej reakcji aldolowe;j
katalizowanej proling otrzymuje si¢ cala game waznych zwiazkéw o wlasciwosciach
biologicznie czynnych.

Generalnie kazda migdzyczasteczkowa kondensacja krzyzowa moze przebiegaé
w ukladzie:

- donor-keton i akceptor-aldehyd lub keton,

- donor-aldehyd i akceptor—aldehyd lub keton.

1.1. DONOR KETON

1.1.1. Donor keton - akceptor aldehyd

Najczesdciej krzyzowa kondensacja aldolowa przebiega pomiedzy ketonem pel-
nigcym role donora i aldehydem-akceptorem.
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H ~ e (CH,),NBn, CH,CH,0Bn-p
AN =X ~ z A~
?7_, NBn, .37:\ NBn, .}"'/\ NBn, 3’/\ NBn, .}l' NBny
91%; dr (antizsyn) 88:3  40%; dr (antx svn) 38:2  94%; dr (anti:syn) 90:4  76%: dr (antizsyn) 70:6  92%; dr (antizsyn) 86:6
[23] [23] [23]

W0,
#\ CHZOMOM

NHAcCGH

™ NBn, PREAC e

Q 75%; dr (antizsyn) 61:14 62%; 69%ee

¢} 99%; >99%ee 93%; >99%ee (23] (21]
[26] [26]
)Ol\/l\

OH

Pt | N
&/l\ \ o [ 0 OH /
)]\ ool H; 65%; 77%¢e
-prolin;
25%; 57%¢e [22] . R—k . 1-C4Hy; 65%; 58%ee [21]
3 3

R, R, Ry Ry
)J\Kl\ / e
0% 95%ee [22] o) l OH

41%; dr (anti.syn) 3:1; 96%ee

R
n
vy
N~ N CH,CsH OBnp CH,0MOM 0o N=ch
= - - - Z
- _~ A A x
L"L'/\Nan '1‘-/\ NBn, ‘l"’ NBny .?7’ NBn,
n=2 61%; dr (antizsyn) 59:3 72%; dr (antizsyn) 69:3  57%; dr (antizsyn) 47:10  62%; dr (anti:syn) 56:6  78%; dr (anti:syn) 98:n.z. [25]
n=3 [23] J [23] , 23] [23] 81%; dr (antizsyn) 96:4  [25]
U,
o7<" ~Boc Nache p-NO,CgH, H
n=2 81%; dr (antizsyn) 95:5  [25] 73%; dr (anti:syn) 76:24; 69% ee (anti) [21]
n=3 83%; dr (anti:syn) 98:n.z. 86%; dr (anti:syn) 98:n.z.[25] 65%; dr (antizsyn) 76:24; 89% ee (anti) [21] 45%; >99%ee [22]

[25]
Ac - acyl, Bn - benzyl; MOM - metoksymetyl; Cbz - karboksybenzyl; Boc - ~butoksybenzyl

Schemat 2.  Reakcja kondensacji aldolowej katalizowanej L-proling réznych ketonéw z aldehydami
Scheme 2. L-proline catalyzed aldol reaction of various ketones with aldehydes

Na Schemacie 2 przedstawiono przyklady uzyskanych produktéw miedzyczas-
teczkowej kondensacji aldolowej réznych ketonéw z aldehydami [21-26].

Wydajnos$¢ otrzymanych aldoli wzrasta wraz ze wzrostem charakteru elektro-
filowego aldehydow. Obecnos¢ podstawnikow elektronoakceptorowych zwigksza
elekrofilowo$¢ karbonylowego atomu wegla, ktory staje si¢ bardziej podatny na atak
czynnika nukleofilowego. Na przyklad w reakcji 4-nitrobenzaldehydu z cykloalka-
nonami otrzymano z ponad 60% wydajno$cig w przewadze diastereoizomer o kon-
figuracji anti (Schemat 2) [21]. Podobnie kondensacja aldolowa a-aminoaldehydow
zawierajacych zabezpieczong grupe aminowg z alifatycznymi ketonami przebiega
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réwniez z dobra wydajnoscig i diastereoselektywnie (Schemat 2). Otrzymuje si¢
y-amino-f-hydroksyketony o wysokiej czysto$ci diastereoizomerycznej [23-25].

Natomiast w reakcji zaktywowanego fluorem acetaldehydu generowanego
in situ z hemiacetalu trifluoroacetaldehydu z cykloalkanonami otrzymuje sie
B-hydroksy-p-trifluorometyloketony z dobra wydajnoscia, diastereoselektywnoscia
i wysoki nadmiarem enancjomerycznym (Tab. 1, pozycja 4,6) [27]. W zaleznosci
od zastosowanego ketonu uzyskano preferencyjnie jeden z dwdch mozliwych dia-
stereoizomerow. W reakcji z cyklopentanonem otrzymano izomer syn, a w reakcji
z cykloheksanonem diastereoizomer anti. W Tabeli 1 przedstawiono wydajnosci
chemiczne i optyczne fluoropochodnych (Tab. 1).

Tabela 1. Synteza fluoroaldoli
Table 1. Synthesis of fluoroaldols

0o OH 0 OH
N )\ L-prolina
PR— s ——
R;0 R, 30 mol% R,
l in situ
(6]

Ry Ry

X

H R,
Numer R1 R2 R3 R4 WY‘:;{;‘OS’C’ (airti(/z/;)n) (i/f)
1 |H H |H CF, 64 - 38
2 |H H |CFCE, |CF, 97 - 41
3 |cH, H |H CF,CF, 69 - 44
4 |(cny), CH, CF, 96 2:98 78
5 |(cHy, H CF,CF, 77 6:94 77
6 |(cH), CH, CF, 68 96:4 91
7 |cny, H CF,CF, 71 99:4 93

Ciekawym przyktadem diastereoselektywnej kondensacji aldolowej, w ktorej
bierze udziat akceptor dodatkowo zaktywowany podstawnikiem wyciggajacym
elektrony jest reakcja 4-oksoazetydno-2-karbaldehydu z acetonem [28]. Uzycie
proliny jako katalizatora umozliwia uzyskanie czystych diastreoizomerycznie
y-amino-f-hydroksyketonéw (dr anti/syn 100:0). Na Schemacie 3 podano wydaj-
nosci otrzymanych aldoli.
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O
Z )J\ . R,
+ L-prolina
N 10% mol

R] = CH3, Rz =p-CH3OC6H4; 94%

R, = C4Hs; R, = p-CH;0C4H,; 90%

R, = p-COCH;0C4H,; R, = p-CH;0CH,; 94%
R, = CH3; R, = CH,CHCHo; 56%

Rl = C6H5; Rz = CHzCHCHZ, 100%

Rl = C(,HS; Rz = CHchl‘Cﬂz, 82%

Schemat 3. Diastereoselektywna kondensacja aldolowa katalizowana proling pomiedzy 4-oksoazetydno-
-2-karbaldehydami i acetonem

Scheme 3. Proline-catalyzed diastereoselective direct aldol reaction between 4-oksoazetidine-2-carbaldehy-
des and acetone

Wazng grupa zwigzkéw poddawanych krzyzowej kondensacji aldolowej sa
ketony zawierajace heteroatomy w pozycji & wzgledem grupy karbonylowej. Praw-
dopodobnie heteroatom stabilizuje enaminowy stan przejSciowy i w ten sposdb
wplywa na poprawe selektywnych wlasciwosci katalizatora.

Uzycie ketonéw z dwoma heteroatomami w pozycji a, podstawionych do tego
samego atomu wegla, w reakeji z alifatycznymi i aromatycznymi aldehydami umoz-
liwia syntez¢ polifunkcyjnych aldoli (Schemat 4). Otrzymane krzyzowe produkty
charakteryzowaly si¢ wysoka czystoscig optyczng (73 - >99% ee) oraz diastereoizo-
meryczng (dr = 19:1) [29].

H;CO

o
)J\ L-prolina (30 mol%) TfOH (20 moi%)
R DMSO

(0]
+
H
OCHj;
-
R O Boc
v, ", ‘1, 1,

48%; 93% ee 37%; 85% ee  38%; 91% de; >99% ee  31%, 90% de; >99% ee 35%; 92% de; >99% ee

Zii

Schemat 4. Synteza polifunkcyjnych aldoli
Scheme 4. Synthesis of polifunctionalized aldols

W reakeji kondensacji katalizowanej proling fenylooksoacetonu lub fenylo-
tioacetonu z aldehydami aromatycznymi uzyskano jeden z mozliwych regioizome-
réw (Tab. 2, zwiazek 2). Zastosowanie fenylooksoacetonu umozliwilo otrzymanie
z dobrg wydajnoscig diastereoizomeru anti o wysokiej czystosci optycznej, podczas
gdy uzycie fenylotioacetonu jako donora prowadzi z reguly do uzyskania aldoli bez
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okreslonej preferencji [30]. Tylko w jednym przypadku (Tab. 2, numer 10) wycho-
dzac z fenylotioacetonu otrzymano w przewadze jeden z izomerdw.

Tabela 2. Bezposrednia kondensacja aldolowa fenylookso(tio)acetonu z aldehydami.
Table 2. Direct aldol reaction of aldehydes with phenyloxo(thio)acetone
0 0 OH 0
J‘J\ L-prolina /E\)K/
+ )K/ X —_— X +
~ ~N
H R Ph R Ph i
1
0,
Numer R X Stosunek 1:2 Sum.ary::,zna dr ( %) ee 1(%) ee 2 (%)
wydajnos¢ (%) | (anti/syn)
1 p-NO,CH, 0 <1:99 65 >99:1 - 71
2 p-CNCH, (€] <1:99 70 80:20 - 90 (anti)
3 p-CICH, (€] <1:99 70 75:25 - 99 (anti)
4 |CH, 0 <1:99 66 85:15 - 64 (anti)
SPh
5 [>§r\ o} 50:50 70 96:4 96 93 (anti)
6 |p-NOCH, S <1:99 40 60:40 -
7 | p-CNCH, S 20:80 35 60:40 -
8 |p-CICH, S 50:50 40 50:50 78
9 CH, S 99:<1 27 - 68 -
SPh
10 [>S§s\ S 95:5 40 99:1 95 -

Bardzo dobre rezultaty uzyskano w katalizowanej proling kondensacji aldolo-
wej z uzyciem hydroksyacetonu jako donora [31, 32]. Jest to jedna z alternatywnych
metod syntezy polihydroksylowych zwigzkéw biologicznie czynnych poza ukta-
dem fizjologicznym. Reakcja przebiegala z wysoka regioselektywnoscig. Wigzanie
C-C powstawalo w wyniku addycji aldehydéw aromatycznych i alifatycznych do
hydroksyacetonu w pozycji & w stosunku do grupy wodorotlenowej. Zastosowanie
katalizatora umozliwilo przeprowadzenie kondensacji z wysoka enancjoselektyw-
noscia i diastereoselektywnoscia. W kazdym przypadku niezaleznie od konfiguracji
katalizatora i aldehydu pelniacego funkcje akceptora otrzymano w przewadze anti
1,2-ketodiole. Szczegdlnie wysoka regio- i diastereoselektywno$¢ uzyskano w reak-
cji hydroksyacetonu z a-podstawionymi aldehydami (Tab. 3, numer 1-3, 9-13).

Kondensacja hydroksyacetonu z a-aminoaldehydami umozliwia otrzymanie
y-amino-a,B-dihydroksyketonow [23].
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Tabela 3. Bezposrednia kondensacja aldolowa hydroksyacetonu z aldehydami w obecnosci L-proliny
Table 3. L-proline-catalyzed direct aldol reaction of hydroxyacetone with aldehydes
O O (0] OH
N )k L-prolina M
H R Y R
OH OH
Wydajnos¢ dr (%) ee .
Lit.
Numer R %) (antilsyn) %) it
1 cyklo-C.H,, 60 >20:1 >99 31,32
2 CH(CH,), 62 >20:1 >99 31,32
3 @-/ 51 >20:1 >95 31,32
=
4 0-CICH, 95 1,5:1 67 31,32
5 CH,C(CH,), 38 1,7:1 >97 31,32
A
6 JN 40 21 >97 31,32
O
7 CH. 83 1:1 80 31,32
8 CH, 62 3:1 79 31,32
P
9 = 83 79:4 23
2
‘ NBn,
10 z 80 76:4 23
2 NBn,
N
11 - 78 74:4 23
'
- NBn,
(CH),NBn,
12 N 70 59:11 23
2N NBn,
CH,0MOM
13 X 70 69:9 23
2 NBn,

W reakeji z hydroksyacetonem z zabezpieczong grupg hydroksylowa otrzy-
mano rowniez z dobra wydajnoscig i diastereoselektywnoscia aldole. Kondensacja
z aldehydami aromatycznymi lub nasyconymi alifatycznymi umozliwia uzyskanie
preferencyjnie regioizomeru (1) (Tab. 4, numer 1-9), podczas gdy w reakgji z niena-
syconymi aldehydami otrzymuje si¢ gtéwnie aldole (3) (Tab. 4, numer 10-12) [32].
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Tabela 4. Kondensacja pochodnych a-oksoacetonu z aldehydami katalizowana L-proling.
Table 4. L-proline-catalyzed aldol addition of a-oksoacetone derivatives to various aldehydes
0 OH 0 OH
0 0 = R K
X )k L-prolina OTBDMS OTBDMS
H R 1 2
OTBDMS o oH
TBDMS - t-butylodimetylosilil
R
OTBDMS
3
Wydajnos¢ .. ee1/2
Numer R (%) 1:2:3 (%)
1 CH, 90 75:20:5 40/41
2 p-CH,CH, 82 83:15:2 56:45
3 p-CH,OCH, 84 62:32:6 28:41
4 m-CH,0CH, 74 67:27:6 65:65
5 0-CH,0CH, 80 60:30:10 62:72
6 p-CICH, 77 53:40:7 72:48
7 p-NO,CH, 86 90:7:3 90:15
o

8 - 68 80:15:5 84:75
(N
9 ?\)\ 60 80:10:10 95:95

10 J\/\/k/\ 40 0:0:100 <10
‘}h X X OAc
1 m 54 12:8:18 95

12 — %‘ 83 20:10:70 43
(H;C);CH;CSiO

Inng pochodng acetonu stosowang jako donor w reakcji kondensacji aldolowej
katalizowanej L-proling byl dihydroksyaceton (DHA). W organizmie zywym dihy-
droksyaceton w postaci estrow kwasu fosforowego(V) pelni role substratu w synte-
zie weglowodanéw [33].
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W reakeji DHA z aldehydami uzyskano produkty kondensacji z bardzo dobra
wydajnos$cia. Enancjo- i diastereoselektywnos¢ nie byla jednak zadowalajaca [34].
W poszukiwaniu innych sposobéw na skuteczng aldolizacje zmodyfikowano
DHA poprzez zablokowanie grup hydroksylowych. W reakcji cyklicznego acetalu
1,3-dihydroksyacetonu (2,2-dimetylo-1,3-dioksan-5-on) z aldehydami otrzymano
z wysoka czystoscig optyczng szereg zwiazkow polihydroksylowych na przyktad
pochodne weglowodandw (pochodne D-rybozy, L-liksozy, L-rybulozy L-tagatozy),
azacukroéw i fitosfingozyn (Schemat 5). Uzyskano, podobnie jak dla hydroksyace-
tonu, w przewadze stereoizomery o konfiguracji anti [35-45]. Najlepsze wyniki
otrzymano stosujac alifatyczne a-podstawione aldehydy, podczas gdy reakcja z aro-
matycznymi aldehydami, z wyjatkiem 4-nitrobenzaldehydu, przebiega z niewielka
selektywnoscig. Dodatek niewielkiej ilos¢ wody do mieszaniny reakcyjnej miat
wplyw na zwiekszenie szybkosci reakeji [40, 46-49].

o OH

O
Qmn

R

X

R =H; 0/57/80%; dr (antizsyn) -/15:1/1:1; -/76/97*%ee  [35,37]/[40,46]

R =NO,; 89/72%/58; dr (anti:syn) 6:1/18":1/12:1; 93/93%73%ce [35,37]/[46]/[40]
R = Br; 60/75% dr (anti:syn) 3:1/2:1%; 94/94*%ee  [35]/[40]

R = CN; 88/77% dr (anti:syn) 4:1/2:1%; 84/96%ee [35]/[40]

R = Cl; 73/77%; dr (anti:syn) 4:1/2:1%; 86/95°%ee [37]/[40]

/0><

=S;90%: dr (anti:syn) 2:1; 92%ee [35]
X =0; 70%; dr (anti:syn) 3:1; 92%ee [35]

\

"~
P o) [} OH R
LR )(o /
\ '
- N,
40/78/74%; dr (antizsyn) 15:1/98:2/19:1; 94/>98/>98%ee l :: %
H ”,
}f‘ N [39]/(35,40,46)/[37] ~—
AN

=
61; dr (antizsyn) 4:1; 25%ee [37]

88; dr (anti:syn) 98:2; 68%ee [37]

”,
R = Cbz; 80%; dr (anti.syn) 98:2; >96%ee [37,39]
R = Boc; 80%; dr (anti:syn) 98:2; >96%ee [37,39]

R = CH,CH(CHs)y; 75/97; dr (anti:syn) 10:1/98:2; 98/94%ee [36)/[37,39]

Ph R = n-CsHy; 67; dr (antizsyn) 99:1; 97%ee  [36]
R = CH,Phth; 75; dr (anti:syn) 55:1; 98%ee [36]
e} (6} R = CH,0Ac; 60; dr (anti:syn) 15:1; 98%ee [36]
K/l R = CH,0Bn; 40/85% dr (anti:syn) 98:2/19:1%; 97/98“%ee [37,39]/[40,46]
o R = CH(OCH3)y; 69; dr (antizsyn) 94:6; 93/90%ee [391/[37]

= R = cyklo-C4H, 1; 86: dr (anti:syn) 98:2; 90%ee [37,39]
N; R = CH(CHj),; 90%; dr (antisyn) 19:1%; 99*%ee[40]
70; dr (anti:syn) 20:1 [43,46] R = Cy4Ha0; 60; de>99%: 95%ee [42]

z doadtkiem wody

Schemat 5. Asymetryczna kondensacja 2,2-dimetylo-1,3-dioksan-5-onu z aldehydami w obecnosci L-proliny
Scheme 5. L-proline-catalyzed asymmetric aldol reaction of 2,2-dimethyl-1,3-dioxan-5-one with aldehydes
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1.1.2. Donor-keton - akceptor-keton

Nieenolizujace ketony, ktore nie posiadajg protonéw w pozycji a moga petnic¢
w reakcji kondensacji aldolowej role akceptora. Ketony-akceptory z reguly posia-
daja podstawniki wyciagajace elektrony, ktére zwiekszaja charakter elektrofilowy
karbonylowego atomu wegla.

Na przyklad pochodne a,a,a-trifluoroacetofenonu w reakcji z enolizujagcymi
alifatycznymi ketonami pelnig funkcje akceptora i w wyniku reakcji otrzymuje si¢
fluoroaldole, alkohole trzeciorzedowe (Schemat 6) [50].

AM
F5C
Ar = CgHs; 99%98; 48%/64°%ce
Ar = p-FCgHy; 99%/99P 349/56"%cc

Ar = p-CIC¢Hy; 99%98b: 18%/425%ce
Ar = CoHy; 45% 38%%ee

Ar OH
)J\ )_k L-prolina M
F;C R 10 mol% FyC

Ar = p-FCgHy; 99%; 21%%ee
Ar = p-CICgHy; 99%; 15%%¢e

Ar = p-FC¢Hy; 99%; 44*%ee
Ar = p-CIC¢Hy; 99%; 3,4*%ee

Ar OH
FsC

Ar = p-FC¢Hy; 997 33%%ee
2 temperatura 20°C; ® temperatura -20°C Ar = p-CICHy; 99% 28%%ee

Schemat 6.  Asymetryczna kondensacja aromatycznych fluoroketonéw z metyloketonami katalizowana
L-proling
Scheme 6. L-proline catalyzed asymmetric aldol reaction between methyl ketones and aryl-fluoroketones

Krzyzowej kondensacji aldolowej katalizowanej proling ulegaja réwniez
zwigzki 1,2-karbonylowe na przyklad a-ketoestry [51-52]. Grupa estrowa jako
podstawnik elektronoakceptorowy zwieksza elektrofilowo$¢ ketondw, a-ketoestry
w bezposredniej reakcji z innymi ketonami petnig funkcje akceptoréw. Na przyktad
w obecnosci proliny kondensuje si¢ estry kwasu aryloglikolowego z alifatycznymi
ketonami cyklicznymi (Schemat 7). Reakcja przebiega calkowicie diastereoselek-
tywnie (dr > 95%) z dobra enancjoselektywnoscia, uzyskuje sie anti-izomer o kon-
figuracji absolutnej S.
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O o HO,
“ CO,R,
+
R10,C L-prolina (30 mol%)
N h——
n DMSO
R n
n=1,2 :
R, = C,Hs; R, = H; 86%; >96%de; 93%ee R

Ry = C,Hs; R, = CHj; 78%; >98%de; 81%ee

R = C,Hs; Ry = CyHs; 73%; >98%de; 84%ee
n=1 Ry;=C,Hs; Ry =CH(CHjz),; 70%; >98%de; 81%ee

R = C,Hs; Ry = F; 88%; >95%de; 68%ee

R, = C,Hs; R, = Cl; 90%; >95%de; 60%ee

R = C,Hs; R, = Br; 84%; >95%de; 58%ee

R = C,Hs; R, = Cl; 95%; >95%de; 96%ee

R, = C,Hs; R, = CHj; 45%; >95%de; >99%ee
2 R, = C,Hs; R, = CF3; >99%; >95%de; 97%ee

R = CHs;; R, = H; 89%; >95%de; 98%ee

Schemat7.  Asymetryczna bezpo$rednia kondensacja aldolowa cyklopentanu lub cykloheksanu z pochod-
nymi kwasu fenyloglikolowego w obecnosci L-proliny

Scheme 7. L-proline-catalyzed direct asymmetric aldol reaction of cyclopentanone or cyclohexanone with
phenylglyoxylate derivatives

W wyniku dynamicznego rozdzialu kinetycznego mieszaniny racemicznej
estrow kwasu bursztynowego z nadmiarem acetonu mozna uzyskaé preferencyjnie
jeden z diastereoizomeréw o konfiguracji syn (Schemat 8) [53].

)J\ L-prolina (10 mol%)
+ —_
p— CO,R, CH;CN

R = 0-F; R, = C,Hs; 44%; dr (symanti) 83:17; 97%cee

R = p-F; Ry = CyHs; 79%; dr (symanti) 81:19; 96%ee

R| = 0-Cl; Ry = C,Hs/Cy4Ho; 70/83%; dr (symanti) 84:16/87:13; 99/87%ee

R, = p-Cl; Ry = C,Hs; 72%; dr (sym:anti) 80:20; 99%ee

R} = p-Br; R; = CHs/CH3/C4Hy; 46/79/75%; dr (symanti) 78:22/77:23/80:20; 99/96/89%ee
R = 0-CF5; Ry = C,Hs; 55%; dr (sym:anti) 72:28; 95%ee

R; = p-CH3; Ry = C,Hs; 88%; dr (symanti) 82:18; 99%ee

R =H; R, = CH3/C4Hy; 86/73%; dr (symanti) 82:18; 94/88%ee

Schemat 8.  Dynamiczny rozdziat kinetyczny estréw kwasu 2-okso-3-arylobursztynowego w reakgji aldoliza-
¢ji katalizowanej L-proling
Scheme 8. Dynamic kinetic resolution of 2-oxo-3-aryl-succinates by L-proline-catalyzed aldolization

Kondensacja nieenolizujacych ketonéw a-ketofosfonianéw z podstawnikami
alkilowymi lub arylowymi prowadzi do uzyskania a-hydroksyfosfonianéw z nowym
centrum stereogenicznym (Schemat 9) [54]. Otrzymane w wyniku kondensacji
aldolowej katalizowanej L-proling pochodne kwasu a-hydroksyfosfonowego naleza
do grupy zwigzkow biologicznie czynnych, inhibitoréw enzymow, dziatajacych mie-
dzy innymi przeciwnowotworowo i przeciwwirusowo.
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0 0 OH
OR : 0
)_k / 2, )k/ L-prolina (20 mol%) //0
R] P\ CH}OCH3 P
7 X0 / N\
R,O OR,0 OR,
R, = C¢Hs; 85%65°%; 71%/87°%ee
R; = p-CIC4H,; 68°%; 91%%ee b b
Ry = pFCeH,; 47°%; 80%%ee Ry = Cells; 60°%; 96™%ce
R = pBrCeHy; 66°%; >99%%ce Ry =CH(CHj), Ri=p-CICeHy; 63%%; 95 Woce
R, = pICH,; 67°%: 94%%ce R = p-FCHy; 68°%; 96°%ce
R, = C,Hs R, = p-CH;CHs; 63%%; 85%%ee
R, = p-CH30CgH,; 32%%; 86"%ee R, = CH, R; = C¢Hs; 65%%; 96°%ee

R| = CHjs; 94%91%%; 92%/97%ee

R = CH,C4¢Hy; 86%%; 92%%ece

R = CH,CH,C¢Hy; 76°%; 81°%ee

R, = trans-CH=CHCHj; 67°%; 98>%ee

2 temperatura pokojowa; © temperatura -30°C; © temperatura 0°C

Schemat 9.  Enancjoselektywna synteza estrow kwasu a-hydroksyfosfonowego
Scheme 9.  Enantioselective synthesis of a-hydroxy phosphonates

W reakcji kondensacji aldolowej uzyskano réwniez a-hydroksyfosfoniany
z dwoma centrami asymetrii: czteropodstawiony atom wegla i atom fosforu. L-pro-
lina umozliwia rozdzial mieszanin racemicznych a-ketofosfonianéw i formy uwod-
nionej formylofosfonianéw przez kondensacje z innymi ketonami. W wyniku reak-
cji otrzymuje sie z dobra wydajnoscia diastereoizomery roznigce sie konfiguracja na
atomie fosforu [55].

Opisane wczesniej fenylooksoaceton i fenylotioaceton w reakeji z aldehydami
pelnia funkcje donoréw. Moga tez pelni¢ role akceptora wowczas, jesli do uktadu
reakcyjnego doda si¢ aceton. W rezultacie powstaja aldole z dobrg wydajnoscia, jed-
nak z niezbyt wysoka czysto$cia optyczna [30].

Przykladem reakgcji, w ktorej keton pelni role zaréwno akceptora, jaki i donora
jest reakcja samokondensacji 2,2-dimetylo-1,3-dioksan-5-onu (Schemat 10). Uzys-
kano z 57% wydajnoscia pochodna (S)-dendroketozy o wysokiej 95% czystosci
optycznej [37].

(6] 0 HO o

L-prolina (30 mol%)
—»
DMF

(6] (6] (0]
7’,,/ % S-dendroketoza
2 “

Schemat 10. Samokondensacja 2,2-dimetylo-1,3-dioksan-5-on katalizowana L-proling
Scheme 10.  L-proline-catalyzed asymmetric self-aldolization of 2,2-dimethyl-dioxan-5-one

0
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1.2. DONOR-ALDEHYD

1.2.1. Donor aldehyd - akceptor aldehyd

Ruchliwo$¢ protonu w pozycji « niepodstawionych aldehydéw umozliwia
przeprowadzenie homo i heteroaldolizacj¢, w ktdrej aldehyd pelni role zaréwno
akceptora jak i (lub) donora. Zdecydowanie tatwiej przeprowadza si¢ homoaldoli-
zacje. Przykladem tego typu reakcji jest homodimeryzacja aldehydu propionowego,
w ktorej aldehyd pelni podwdjng role: akceptora i donora. W dimetyloformami-
dzie uzyskano produkt kondensacji z 91% wydajnoscig i wysokim 99% nadmiarem
enancjomerycznym.

Ritn

[¢]
R = CH(C,Hs)y: 75; dr (anti: 10:1; 94%ee  [57]
R = CH(n-C4Hy)y; 68; dr (anti:syn) 10:1; 93%ee [57]

R = cyklo-CgH,; 73; dr (antizsyn) 15:1; 98%ee [57]

SR

R = cyklo-CsHg; 62; dr (antizsyn)14:1; 98%ee  [57] R = CH(CHs),; 89; dr (antizsyn) 6:1; 97%ee [57]

R = CH(OCHj),; 69; dr (antizsyn) 5:1; 86%ee  [57] R = n-C4Hy; 92; dr (antizsyn) 6:1; 95%ee [57]
H (o)

0 (0] o OH
"t OH .
R’ L-prolina
Ry + e
H H Ry H Y R,
d keept R
S\) oo deepor ! R = CH,CgHy; 75; dr (antizsyn) 19:1; 91%ee [56]

R =n-C4Hy; 80; dr (antizsyn) 24:1; 98%ee  [56]
R = cyklo-CgHyy; 75; dr (antizsyn) 20:1; 97%ee[58]
R = n-C4Hy; 73; dr (antizsyn) 20:1; 97%ee [58]
R =H; 91; 96%ee [58]

R

R = C,Hs; 75; dr (anti:syn) 4:1; 99%ee  [56]

R = CH(CH3)CH,CHj; 88; dr (antizsyn) 3:1; 97%ee [56]
R = CgHs; 81; dr (antizsyn) 3:1; 99%ee [56]

R = cyklo-CgHy; 87; dr (antizsyn) 14:1; 99%ee[56]

R = CH(CHy)y; 82; dr (antizsyn) 24:1; >99%ee [56]

PN ¥ s
| |
K\ S U wan v
\) S (HSC)ZHCS)\SCH(CHQZ Cszs/\SCsz

85; dr (antizsyn) 16:1;>99%ee  77; dr (anti:syn) 8:1; 99%ce  41; dr (antizsyn) 8:1; 98%ee  70; dr (antizsyn) 10:1; 97%ee
[58] [58] [58] [58]

Schemat 11.  Enancjoselektywna bezposrednia krzyzowa kondensacja aldolowa aldehydow
Scheme 11.  Enantioselective direct aldehyde cross-aldol reaction

Otrzymanie krzyzowych aldoli w reakcji dwoch réznych czasteczek aldehy-
dow jest wyzwaniem, poniewaz obok oczekiwanego produktu powstaje homoal-
dol. W celu zminimalizowania konkurencyjnej reakcji samokondensacji nalezy do
aldehydu, petnigcego funkcje akceptora, powoli dodawac¢ aldehyd donor. W reakcji
dwdch réznych aldehydéw stosujac powyzszg metode skutecznie przeprowadzono
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krzyzowa kondensacje aldolowa uzyskujac w obecnosci L-proliny liniowe aldole
z dobra wydajno$cia oraz enancjo- i diastereoselektywnoscig (Schemat 11) [56-59].

Innym przykladem tego typu reakcji jest trimeryzacja acetaldehydu w obec-
nosci L-proliny, w ktérej Barbas i wspotpracownicy [60] otrzymali z 10% wydaj-
noscig 5-hydroksy-2(E)-heksenal z 90% ee (Schemat 12).

(0) OH (0]
L-prolina w
5
H THF (S) \ H

10%; 90% ee

Schemat 12.  Samokondensacja acetaldehydu katalizowana L-proling
Scheme 12.  L-proline-catalyzed self-aldol reaction of acetaldehyde

Samokondensacja trzech czasteczek aldehydu na przykiad propionowego
w DMF umozliwia otrzymanie §-laktolu (Schemat 13).

0 HO (6] \\\\\\

3 \)_k L-prolina 10 mol%
‘s
H DMF ‘0,

OH 31%; 85%

Schemat 13.  Samokondensacja propanalu katalizowanej L-proling
Scheme 13.  L-proline-catalyzed self-aldolization reaction of propionaldehyde

Serie triketydow, krzyzowych aldoli, uzyskuje sie w reakcji trzech czasteczek
aldehydéw poprzez dodanie do aldehydu-akceptora, aldehydu-donora (Tab. 5)
[61]. Uzyskane d-laktole utlenia si¢ do 8-laktonéw, z ktérych mozna zsyntetyzowac
zwigzki biologicznie czynne - heksozy. Na przyklad w wyniku powyzszych reakcji
otrzymuje sie 2,4,6-tri-O-benzyloalloze z 28% wydajno$ciag w postaci pojedynczego
diastereoizomeru z 99% ee [62, 63].
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Tabela 5. Bezposrednia dwu etapowa enancjoselektywna synteza heksoz katalizowana proling
Table 5. Two-step direct proline-catalyzed enantioselective synthesis of hexoses
O

NN

(0] (6] OH o) Rv,, O OH
)k \)k Kat. I 10 mol% : Kat. 11 10 mol% !
+ R, —_— [t ———

R{ H H DMF R; H DMF ”

R, v ““
R, s
OH
Wydajnos¢ ee .

Kat. I Kat. IT Lit.

Numer R, R, at at. (%) (%) it

1 | CH, CH, L-Pro D-Pro 29 99 [62]
2 | CH(CHY), CH, L-Pro D-Pro/L-Pro 42/32 >99 | [62]/[61]
3 | CH(CH)CH,CH, |CH, L-Pro D-Pro 24 >99 | [62]/[61]

4 cyklo-CH | CH, L-Pro D-Pro 41 >99 [62]

5 n-C,H,OCH, OCH, L-Pro D-Pro 39 >99 [62]

Poliketydy i syntony weglowodanéw syntetyzuje si¢ na przyklad w tandemowej
reakcji: krzyzowa kondensacja/reakcja Hornera-Wittiga-Emmonsa (HWE) (Sche-
mat 14). L-prolina zapewnia wysoka czystos¢ optyczng (93-98% ee) otrzymanych
a,3-nienasyconych &-hydroksyestrow [64].

1. L-prolina (10 mol%) R

[0} [0}
)’k + R \)‘k = > 1O X o
) >
R, H H 2.DBU, LiBr

o\ 0 R,
\P/\C02CH3 R, = C,Hs: R, = CHy; 52% 2,3:1dr%; 93%ee
CszO/ \ R, = CH(CH3),; R, = CHy; 58%; 11:1d1%; 96%ee
OC,H;s R, = cyklo-C¢H,; Ry = CH3; 59%; 10:1dr%; 98%ee

R; = CH,0C4Hy; R, = OC4Hg; 60%; 4:1dr%; 99%ee

Schemat 14. Krzyzowa kondensacja/reakcja HWE
Scheme 14. Tandem cross-aldol/HWE reactions

Kondensacji aldolowej ulegaja réowniez pochodne hydroksyaldehydow. Sze-
reg zwigzkow polihydroksylowych otrzymanych w wyniku kondensacji a-okso-
aldehydow z zabezpieczong grupa hydroksylowa w reakeji z alifatycznymi alde-
hydami, moze stanowi¢ budulec w syntezie weglowodanéw (Tab. 6). Pochodne
glikoaldehydéw w zaleznosci od uzytego alifatycznego aldehydu pelnig funkcje
donora lub akceptora. Reakcja przebiega enancjoselektywnie (94-99% ee), otrzy-
mano w przewadze diastereoizomer o konfiguracji anti [58, 63, 65]. Czysto$¢
optyczna otrzymanych prekursoréw cukrow jest zwigzana z obecno$cig L-proliny.
Prawdopodobnie to wlasnie aminokwasy mogly pelni¢ istotng role w ewolucji
homochiralnosci $wiata, poprzez katalizowanie enancjoselektywnej syntezy weglo-
wodandw [66, 67].
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Tabela 6. Bezposrednia kondensacja a-oksoaldehydéw z réznymi aldehydami
Table 6. Direct aldol reaction of a-oxaldehydes with various aldehydes
] (o] (0] OH
~ ; 0
)k/ox . )K/R L-prolina 10 mol% MOX R)
H H H e
R (0X)
Wydajnosé dr (%) ee .

Numer R OX (%) antizsyn (%) Lit.
1 CH, (d) OTIPS (a) 75 41 99 [65]
2 CH, (d) OTBDPS (a) 84 5:1 99 [65]
3 CH(CH,), (d) OTIPS (a) 54 4:1 99 [65]
4 CH(CH,), (d) OTBDPS (a) 64 4:1 94 [65]
5 (CH3), (a) OTIPS (d) 43 8:1 99 [65]
6 (CH3), (a) OC4H9 (d) 33 7:1 96 [65]

I
wan
7 S OTBDMS (d) 52 13:1 70 [58]
s )
I
wan
8 K\s H (d) 88 >20:1 >99 [58]
s )

TIPS - triizopropylosilan; TBDMS - t-butylodimetylosilil; TBDPS - t-butylodifenylosilil; d - donor; a — akceptor

Reakcja kondensacji miedzyczasteczkowej umozliwia réwniez uzyskanie
innego naturalnie wystepujacego zwiazku - prelaktonu B (Schemat 15) [68]. Zwia-
zek ten otrzymuje si¢ w reakcji dwodch czasteczek aldehydéw z enolowym eterem
sililowym. Reakcja ta przebiega dwuetapowo: kondensacja aldolowa i tak zwana
kondensacja aldolowa typu Mukaiyama.

krzyiowy aldol
OTBS OH OTBS

H)H/ )k‘ 10 cszok /\/ %

aldol Mukaiyama

Schemat 15.  Synteza prelaktonu B
Scheme 15.  Synthesis of prelactone B

W pierwszym etapie jesli zastosuje si¢ a-oksoaldehydy z zabezpieczong grupa
wodorotlenowg i w etapie nastepnym skondensuje z enolowym eterem sililowym
otrzymuje si¢ sze$ciocztonowe pochodne weglowodanéw [63, 69]. Na przyklad
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w wyniku reakeji otrzymanego w pierwszym etapie dimeru z a-triizopropylosi-
liloksyacetaldehydu z a-oksyenolosilanem mozna uzyska¢ w zaleznoséci od zasto-
sowanych warunkoéw reakcji pochodne glukozy, mannozy lub allozy (Schemat 16).
Obecnos¢ L-proliny zapewnia wysoka enancjoselektywnos¢ i diastereoselektywnosé
kondensacji aldolowej i ostatecznie uzyskuje si¢ weglowodany z wysoka czystoscia
optyczng (okoto 95% ee).

W dwuetapowej reakcji typu domino: kondensacja adolowa/wewnatrzczastecz-
kowa reakcja tworzenia acetalu syntezowano pochodne tetrahydropiranu z trzema
asymetrycznymi atomami wegla (Schemat 17). Substratem reakcji jest tetrahydro-
-2H-pirano-2,6-diol, ktéry w roztworze wodnym jest w rownowadze z aldehydem
glutarowym. Kondensacja tetrahydro-2H-pirano-2,6-diol z aldehydami aromatycz-
nymi prowadzi do aldoli, ktére ostatecznie ulegaja przeksztalceniu w pochodne

tetrahydropiranu. L-prolina zapewnila wysoka enancjoselektywno$¢ etapu pierw-
szego [70].

)
)
HJJ\/ sicpriy,

X )
é (Pr');Si—O
2 MgBr, Et,0 i OAc
° —_—
<
g
E
3 (Pr');Si—0 OH
glukoza
79%; 10:1 dr; 95% ee
OH
o Mg, ccl, SO
H Y gbr; LHyLh
= * Me3Si/ \/\OA0—> nin 111OAC
O O
(Pri)35i/ \Si(iPr)3 4
(Pr);Si—0 OH annoza
87%; >19:1 dr; 95% ee
OH
(Pr');Si—0 0
TiCly CH,Cl
M [LNRY] OAc
(Pr');Si—O OH alloza

97%; >19:1 dr: 95% ee

Schemat 16. Asymetryczna synteza pochodnych glukozy, mannozy, allozy katalizowana L-proling
Scheme 16.  L-proline-catalyzed asymmetric synthesis of mannose, glucose, and allose derivatives
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R
7S
O HO (6] OH
0 OCH,
+ 1. L-prolina DMF
> H;3CO
R H 2. p-TsOH, MeOH 3
OCH,

R =p-NO,; 78%; dr (antizsyn) 7:1; 94%ee
R = m-NO,; 60%; dr (antizsyn) 4:1; 99%ee
R =0-NO,; 50%; dr (anti:syn) 4:1; 93%ee
R = p-CF;3; 71%; dr (anti:syn) 7:1; 97%ee
R = p-CN; 63%; dr (anti:syn) 4:1; 95%ee
R = p-TfO; 52%; dr (antizsyn) 4:1; 97%ee
= 0-Cl; 67%; dr (anti:syn) 4:1; 99%ee

= p-Br; 59%; dr (anti:syn) 4:1; 95%ee

R
R=p
R =H; 42%; dr (anti:syn) 4:1; 97%ee

Schemat 17. Synteza tetrahydropiranow
Scheme 17.  Synthesis of tetrahydropyrans

Przeprowadzenie kondensacji aldolowej katalizowanej L-proling umozliwilo
otrzymanie (-)-enterolaktonu i (7’R)-7’-hydroksyenterolaktonu wykazujacych mie-
dzy innymi aktywnos¢ przeciwnowotworowa (Schemat 18). W pierwszym etapie
w wyniku krzyzowej kondensacji aldolowej w reakeji 4-oksomaslanu metylu z alde-
hydami uzyskano aldole, ktére zredukowano in situ NaBH, do 3-(a-hydroksyalkilo)-
4-butyrolaktonow [71].

H

(6]
o o (6] OH
+ L-prolina (20 mol%) NaBHy; CH30§
H —> H M [0)
DMF z wuH
= OH
H;CO,C H3C02C/
OCH; H;CO

/ H3CO

OH 55%; 97% ee

(-)-enterolakton (7'R)-7"-hydroksyenterolakton

Schemat 18.  Asymetryczna synteza (-)-enterolaktonu i (7’R)-7’-hydroksyenterolaktonu
Scheme 18.  Asymmetric synthesis of (-)-enterolactone and (7'R)-7’-hydroxyenterolactone
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1.2.2. Donor aldehyd - akceptor keton

Aldehydy moga pelni¢ réwniez role¢ donora w reakeji z ketonami. Na przyktad
w asymetrycznej reakcji katalizowanej prolina a-nierozgalezione aldehydy ulegaja
kondensacji z nieenolizujagcymi ketonami: ketomalonianem dietylu lub trifluoro-
pirogronianem etylu. W reakeji ketomalonianu dietylu z aldehydami alifatycznymi
otrzymano aldole z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi (Tab. 7) [72].

Tabela 7. Reakcja roznych aldehydéw z aktywowanymi zwiazkami karbonylowymi w obecnosci L-proliny
jako katalizatora

Table 7. Reaction of different aldehydes with activated carbonyl compounds in the presence of L-proline as
the catalyst

o o O Ho_  CO,C,HS
)k/ )k L-prolina (50 mol%) M
R, + =
H Ry CO,C,H;  CHCh H x R,

Numer R R, Wy(?;));los’c' (i/f)

1 CH, CO,CH, 90 90

2 CH, CO,CH, 91 85

3 CH(CH,), CO,CH, 88 85

4 CH,CH=CH, CO,C,H, 94 88

5 (CH,).CH, CO,CH, 91 84

6 CH, CO,CH, 97 0

7 H CF, 81 0

8 CH, CF, 98 67/81 (dr 3/2)

UWAGI KONCOWE

Prolina nalezy do grupy uniwersanych matoczasteczkowych organokatalizato-
réw. W reakeji kondensacji aldolowej dziala jak mikroaldolaza typu I. Aktywuje
donor poprzez utworzenie enaminowego stanu przejsciowego. Atak z okreslonej
strony enaminowego intermediatu umozliwia otrzymanie aldoli o wysokiej czys-
tosci enancjo- i diastereoizomerycznej. Czyste enancjomerycznie produkty konden-
sacji stanowig wazng grupe zwiazkow przejsciowych w syntezie zwigzkow biologicz-
nie czynnych.
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Stopienn doktora nauk farmaceutycznych uzyskata
w 1998 r. Zajmuje si¢ synteza nowych pochodnych tiazo-
lo[4,5-d]pirymidyny oraz izoksazolo[4,5-d]pirymidyny
o potencjalnej aktywnosci biologiczne;.
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ABSTRACT

Thiazolo[4,5-d]pyrimidine is one of the six structural isomers of the bicy-
clic ring system containing thiazole moiety fused with the pyrimidine. There are
six structural isomers depending on the position of the nitrogen atoms. The iso-
mer [4,5-d] does not contain the bridge-head nitrogen and can be considered as
7-thio analogue of the natural purine bases such as guanine and adenine. Due
to the great of their biological potential the newly synthesized compounds are
evaluated for various pharmacological activities. This review presents numerous
thiazolo[4,5-d]pyrimidine derivatives reported for their interesting biological activ-
ity including antibacterial [2, 3, 5, 7, 8, 10, 19], antifungal [2-6, 9, 10], antiviral
[11-13], analgesic [18, 19], antidepressant [17] and anticancer properties [23-26].
Some urea and thiourea derivatives exhibited significant antiparkinsonian activity
[14-16]. Tumor necrosis factor (TNF) promotes an inflammatory response, which
in turn causes many of the clinical problems associated with autoimmune disor-
ders. Ethyl 4-(2-amino-5,7-dioxo-3,4,5,7-tetrahydro-thiazolo[4,5-d]pyrimidin-
6(2H)-yl)butanoate derivatives 29 (Fig. 24) as a TNFa inhibitors have a potential
use in the treatment of diseases such as refractory asthma, psoriasis, rheumatoid
arthritis, irritable bowel syndrome, and other [21]. Blocade of the CXCR2 recep-
tor by thiazolo[4,5-d]pyrimidine-2(3H)-ones also represents an attractive strategy
for treatment of inflammatory diseases [20]. Recently there have been developed
CX,CR1 receptor antagonists for the treatment of multiple sclerosis [22]. Isatori-
bine, 5-amino-3-$-D-ribofuranosyl-3H-thiazolo[4,5-d]pyrimidin-2-one (20) (Fig.
15) is a small molecule toll-like receptor 7 (TLR7) agonist and an activator of innate
immunity. Its orally bioavailable analogue ANA 975 (Fig. 16) has been reported for
probable use in treating disease states associated with abnormal cell growth, such
as cancer and has anti HCV activity [13]. Thiazolo[4,5-d]pyrimidines inhibit the
growth of the weeds which implies that they have a potential as herbicides [27].

Keywords: thiazolo[4,5-d]pyrimidine derivatives, synthesis, biological activity
Stowa kluczowe: pochodne tiazolo[4,5-d]pirymidyny, synteza, aktywno$¢ biolo-
giczna
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DNA

RNA
MIC

V4
IC

50
CRH
CRH-1

TLR-7

MDA
GSH
GSH-Px

SOD

HEK 293

ED,,
NLPZ
IL-8
GRO«
CXCR2

CX,CRI1

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic
acid)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibi-
tory concentration)

strefa zahamowania wzrostu (ang. inhibition zone)
stezenie przy ktorym proliferacja komoérek zostaje
zahamowana w 50% (ang. inhibitory concentration)
kortykoliberyna, hormon uwalniajacy kortykotro-
pine (ang. corticotropin-releasing hormone)

receptor kortykoliberyny 1 (ang. corticotrophin-relea-
sing hormone receptor 1)

receptory, ktore uczestnicza w indukcji odpowiedzi
immunologicznej, receptory TLR s3 przezblonowymi
glikoproteidami (ang. Toll-like receptor)

dialdehyd malonowy, marker stresu oksydacyjnego
(ang. malondialdehyde)

glutation, tripeptyd o wlasciwosciach przeciwutlenia-
jacych (ang. glutatione)

peroksydaza glutationowa, enzym chronigcy komorki
przed utlenianiem (ang. glutatione peroxidaze)
dysmutaza nadtlenkowa, metaloproteina, enzym kata-
lizujacych dysmutacje anionorodnika nadtlenkowego
do tlenu oraz nadtlenku wodoru. (ang. SuperOxide
Dismutase)

ludzkie embrionalne komdrki nerkowe 293, latwe
w hodowli i transfekcji (ang. Human Embryonic
Kidney 293 cells)

dawka efektywna, powoduje dany efekt u 50% osob-
nikow (ang. effective dose)

niesteroidowe leki przeciwzapalne (ang. Non-Steroi-
dal Anti-Inflammatory Drugs)

interleukina 8, polipeptyd z rodziny chemokin (ang.
intrleukin-8)

czynnik stymulujacy wzrost czerniaka (ang. growth
regulated oncogene-alpha)

receptor interleukiny 8, beta (ang. interleukin 8 recep-
tor, beta)

receptor fraktaliny (ang. fractaline receptor)
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TNFa - czynnik martwicy nowotwordw, glikoproteina, cyto-
kinazwigzanaz procesem zapalnym (ang. Tumor Necro-
sis Factor)

NCI - Narodowy Instytut Raka (ang. National Cancer Insti-
tute)

EGFR - receptor naskdrkowego czynnika wzrostu (ang. epi-

dermal growth factor receptor)
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WPROWADZENIE

Uklad tiazolopirymidyny sklada si¢ z dwdch pierscieni heterocyklicznych,
sze$ciocztonowej pirymidyny sprzezonej z pigciocztonowym tiazolem. Istnieje
sze$¢ izomerow strukturalnych tego uktadu, cztery z nich posiadaja mostkowy atom
azotu: tiazolo[3,2-a]pirymidyna, tiazolo[3,4-a]pirymidyna, tiazolo[3,2-c]pirymi-
dyna i tiazolo[3,4-c]pirymidyna. Dwa kolejne izomery: tiazolo[4,5-d]pirymidyna
oraz tiazolo[5,4-d]pirymidyna nie posiadaja mostkowego azotu i moga by¢ uwazane
za odpowiednio 7 i 9-tio analogi puryn.

N ZZ L\ NN N\ N/\N/\
Q/} QJNS b@ P

[3,2-a] [3,4-a] [3,2-] [3,4-c]
N N N
A S
DN PY
= ~g N~
[4,5-d] [5,4-d]
Rysunek 1
Figure 1

W niniejszej pracy zostanie przedstawiona aktywno$¢ biologiczna pochodnych
tiazolo[4,5-d]pirymidyny. Izomer ten jest przedmiotem badan od 70 lat. Pierwsza
synteze pochodnych tiazolo[4,5-d]pirymidyny przeprowadzili w 1943 r. Erlenmeyer
i Furger [1]. W reakcji kwasu 5-bromobarbiturowego (1) oraz tioformamidu lub
tioacetamidu, otrzymali tiazolo[4,5-d]pirymidyno-5,7(4H,6H)-dion (2a) i jego
2-metylowg pochodng 2b.

H H

OYN o R Ox_ N N

' >:S — Y | Y

HN HN
BI’ H2N S

0 o 2ab

Schemat 1
Scheme 1
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1. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Pochodne tiazolo[4,5-d]pirymidyny nie zostaly dotychczas wprowadzone do
lecznictwa, lecz z przegladu rezultatéw badan dostepnych w pismiennictwie nauko-
wym wynika, ze wiele z nich wykazuje réznorodng aktywno$é¢ biologiczna. Zwigzki
te moga by¢ uwazane za 7-tio analogi strukturalne naturalnych zasad purynowych,
adeniny i guaniny. Atom azotu w pozycji 7 imidazo[4,5-d]pirymidyny (puryny)
zostal w nich zastgpiony atomem siarki. Podobienstwo budowy pochodnych tia-
zolo[4,5-d]pirymidyny do fizjologicznych puryn powoduje, ze moga one wplywac
na przebieg procesu syntezy DNA i RNA. Dzialaja poprzez wigzanie si¢ z wysokim
powinowactwem z roznymi bialkami docelowymi, receptorami i enzymami. Mody-
fikacje struktury naturalnych puryn sg uznang metoda syntezy zwigzkow biologicz-
nie aktywnych, w tym lekdéw przeciwnowotworowych, immunosupresyjnych czy
przeciwwirusowych funkcjonujacych w lecznictwie od wielu lat.
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Rysunek 2
Figure 2

1.1. AKTYWNOSC PRZECIWBAKTERYJNA I PRZECIWGRZYBICZA

Wiele tiazolo[4,5-d]pirymidyn wykazuje aktywnos¢ przeciwbakteryjng i prze-
ciwgrzybicza. Badania mikrobiologiczne najczesciej polegaja na pomiarze strefy
zahamowania wzrostu (IZ) i minimalnego stezenia hamujgcego wzrost patogenu
(MIC). Prowadzone s3 w poréwnaniu do wzorcow, ktérymi sa stosowane w lecz-
nictwie antybiotyki i $rodki przeciwgrzybicze. Nie ma korelacji miedzy strukturg
chemiczng substancji wzorcowych a budowa badanego zwigzku. Dziatanie hamu-
jace wzrost bakterii Staphylococcus aureus (MIC = 20-30 pg/ml) zostalo zaobserwo-
wane u 3,6-difenylo-2-tioksotiazolo[4,5-d]pirymidyn-7(6 H)-onéw 3a-c, podstawio-
nych w pozycji 5 grupa azydows, trifenylofosforanylidenowa i aminowa. Zwiazki
te oraz 5-chloro pochodna 3d byly umiarkowanie aktywne wobec Bacillus subtilis
(MIC = 50-80 pg/ml). Dodatkowo zaobserwowano dobra aktywnos¢ zwigzkow 3a
i 3d przeciwko Escherichia coli (MIC=30-40 ug/ml) [2].



1058 L. BECAN

3 a)R=Nj;
R N N
\(/ | b) R= N=P(06H5)3
)—S
N s ¢c) R=NH,
d)R=Cl
o
Rysunek 3
Figure 3

Aktywnoscig bakteriostatyczng wobec Pseudomonas aeruginosa rdwna wzor-
cowej tobramycynie wykazaly sie zwiazki 4a i 4d (MIC = 8 ug/ml). Escherichia coli
i Enterococcus faecalis byly wrazliwe na dziatanie zwigzku 4b (MIC = 1 pg/ml).
Natomiast pochodna z rodnikiem 4-bromofenylowym 4c byla dwukrotnie bardziej
aktywna od tobramycyny wobec Staphylococcus aureus (MIC = 2 ug/ml), na droz-
dzaki Candida krusei i parapsilosis dzialala silniej od wzorcowego flukonazolu [3].
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Rysunek 4
Figure 4

Dobrg aktywnos$¢ wobec wymienionych drozdzakéw posiadaja réwniez 5-tio-
pochodne 5, dzialajg przeciwgrzybiczo poréwnywalnie z flukonazolem [4].

R
HS N N
Y | >:s
A
0

5 R=CgHs, CHg

Rysunek 5
Figure 5

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna pochodnych 7-amino-3-metylotiazolo[4,5-d]-
pirymidyny byla okreslana w stosunku do ampicyliny. Najaktywniejsze pochodne 6
i 7 posiadaly 50% aktywnosci wzorca wobec Gram(-) bakterii Escherichia coli.
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Rysunek 6
Figure 6

Zwigzki o zblizonej budowie 8 i 9 w stosunku do Pseudomonas aeruginosa
wykazaly si¢ tylko 30% aktywnos$cia w poréwnaniu do wzorca.
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Rysunek 7
Figure 7

Pochodne 6 oraz 10a-c mialy tez niewielkie dziatanie przeciwgrzybicze wobec
Candida albicans (MIC = 31,25 pg/ml), w poréwnaniu do klotrimazolu (MIC = 5 pg/ml)

[5].
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Rysunek 8
Figure 8

Bardzo aktywna wobec szczepdw Candida albicans, Aspergillus Niger, Aspergil-
lus clavatus byta seria pochodnych z réznymi podstawnikami w 3,4 i 5 pozycji ukladu
tiazolopirymidyny. Wykazano wartosci MIC w zakresie 0,2-25,6 pug/ml, byly one
poréwnywalne z wzorcami, ktérymi byly flukonazol (MIC = 0,5-16 pg/ml) i nysta-
tyna (MIC = 7-8 pg/ml). Warunkiem szerokiego spectrum dzialania tych zwigz-
kéw byly rodniki fenylowe z grupami elektrodonorowymi. Najwigksza aktywnos¢
wykazal 3-fenylo-5-metoksyfenyloamino-6-metoksyfenylo-2-tioksotiazolo[4,5-d]-
pirymidyn-7(6H)-on (11) [6].

OCHj

2.0
o

Rysunek 9
Figure 9

H3CO

7-Arylo-6,7-dihydrotiazolo[4,5-d]pirymidyno-2,5(3H,4H)-diony 12a i b wyka-
zaly aktywnos¢ przeciwbakteryjna wobec Staphylococcus aureus (12a MIC = 72 ug/ml,
12 b MIC = 102 pg/ml). W badaniach jako wzorzec zostala zastosowana s6l sodowa
cefuroksymu o MIC = 1,2 pug/ml [7].
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Rysunek 10
Figure 10

Gléwna drogg transportu biatek bakteryjnych przez blony cytoplazmatyczne
jest system sekrecji Sec. Zasadniczym komponentem tego systemu jest biatko
SecA, podstawowe u wszystkich bakterii a nieobecne u ludzi, ktére w zwigzku z
tym moze by¢ celem lekéw przeciwbakteryjnych. Dotychczas w piSmiennictwie
opisano niewiele struktur heterocyklicznych bedacych inhibitorami SecA, wsrod
nich tiazolo[4,5-d]pirymidyny. Badania prowadzono wobec Staphyloccoccus aureus
i Escherichia coli, patogenéw odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne i opornych
na antybiotyki. Wsr6d wielu testowanych pochodnych dwie najaktywniejsze 131 14
hamowaly powyzej 50% aktywno$¢ enzymow bakteryjnych [8].
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Rysunek 11
Figure 11

Aktywnos$¢ nowych zwigzkow sprawdza sie rowniez pomiarem strefy zahamo-
wania wzrostu IZ. 7-Fenylo-3-(2-hydroksyfenylo)-5-metylotiazolo-[5,4-¢][1,2,4]
triazolo[4,3-c]pirymidyno-8(7H)tion (15), 8-benzylo-3-fenylo-5-metylo-2-tiokso-
3,8-dihydroimidazo[1,2-c]tiazolo[5,4-e]pirymidyn-7(2H)on (16) oraz 3-fenylo-
-5(5-nitrofuran-2-ylo)-2-tioksotiazolo[4,5-d] pirymidyn-7(6 H)-on (17) byly bardzo
aktywne wobec Candida albicans (IZ > 15 mm) i Bacillus subtilis (IZ = 11-15 mm)
[9].
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Rysunek 12
Figure 12

Szereg 3-alkilo-6-(2-arylo-2-okso-1-etylo)-2-tioksotiazolo[4,5-d] pirymidyn-
-2(3H)-ono6w 18 bylo testowanych na aktywno$¢ przeciwbakteryjna (wobec Esche-
richia coli i Staphylococcus aureus) oraz przeciwgrzybicza (wobec Candida albicans).
Rezultaty byly poréwnywalne z dziataniem substancji standardowych, chloramfe-
nikolu i ketokonazalu, nie znaleziono jednak zadnych zalezno$ci miedzy strukturg
a biologiczng aktywnoscig nowych pochodnych [10].
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Rysunek 13
Figure 13

R

1.2. AKTYWNOSC PRZECIWWIRUSOWA

Obecnie stosowane leki przeciwwirusowe maja strukture analogéw puryno-
wych (acyklowir, gancyklowir, entekawir). Szereg 3-alkilo-5-aminotiazolo[4,5-d]
pirymidyno-2,7(3H,6 H)-dionéw zostalo przetestowanych w kierunku aktywnosci
przeciw wirusom cytomegalii oraz opryszczki. Zbadano réwniez ich toksyczno$é
w stosunku do komorek szpiku kostnego. Najbardziej aktywny zwigzek 19 okazat
si¢ inhibitorem wirusa opryszczki (IC,, < 4,4 uM). Hamowat takze namnazanie sie
siedmiu szczepoéw wirusa cytomegalii w stezeniu 10-krotnie nizszym niz referen-
cyjny gancyklowir oraz byt od niego mniej toksyczny [11].
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Rysunek 14
Figure 14

Podobny w swej strukturze analog nukleozydu 5-amino-3-f-D-rybofurano-
zylotiazolo[4,5-d]pirymidyno-2,7(3H,6H)-dion (20), w testach in vivo wykazal bar-
dzo silng aktywnos¢ przeciw wirusowi Semliki Forest. Po jego podaniu przezylo 92%
zarazonych myszy, w grupie kontrolnej zadna.
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Rysunek 15
Figure 15

Zwigzek 20 wykazal wieksza immunoreaktywno$¢ niz nukleozyd macierzysty.
Aktywno$¢ przeciwwirusowa obserwowana jedynie w warunkach in vivo sugero-
wala, ze za dzialanie odpowiada interferon, ktérego produkeja znaczaco wzrastata
pod wplywem podania testowanego zwiazku [12].

W wyniku kolejnych badan wykazano, ze pochodna 20, znana obecnie pod
nazwg Isatoribine jest agonistg receptora TLR-7, indukujacego synteze endogennego
interferonu i aktywujacego uktad odpornosciowy. W testach klinicznych wykazano
skuteczno$¢ Isatoribiny w zapaleniu watroby wywotanym przez wirusa HCV. Otrzy-
mano szereg analogdw Isatoribiny, m.in. zwigzek ANA 975, ktéry po podaniu doust-
nym ulega w organizmie przeksztalceniu do substancji czynnej w wyniku hydrolizy
enzymatycznej [13].
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Rysunek 16
Figure 16

W badaniach przeprowadzonych na komoérkach Vero mierzono aktywnos¢
przeciw wirusowi opryszczki (Herpes simplex), w poréwnaniu do leku przeciwwi-
rusowego Aphidicolinu. Przedstawione wczeéniej na Rysunku 11 pochodne 151 17
posiadaly 50-60% aktywnosci przeciwwirusowej leku referencyjnego [9].

1.3. DZIALANIE ANTYPARKINSONOWSKIE

Obecnie duze znaczenie w terapii choroby Parkinsona przypisuje si¢ anta-
gonistom receptoréw adenozynowych A, ,. Zlokalizowany w prazkowiu podtyp
A, receptora adenozynowego bierze udzial w regulacji aktywnos$ci motorycznej,
modulujac aktywacje receptora dopaminowego D,. Receptory adenozynowe A,
i dopaminowe D, dzialaja przeciwstawnie w obrebie neuronéw prazkowia. Blokada
receptor6w A,, na szlaku nigrostratialnym i zahamowanie interakcji adenozyny
z tym receptorem moze okazac si¢ korzystne w leczeniu choroby Parkinsona. Na
modelach zwierzecych zaobserwowano tez efekt neuroprotekcyjny. Powinowactwo
do receptoréw adenozynowych in vitro posiadaja pochodne 7-imino-2-tiokso-
-3,7-dihydro-2H-tiazolo[4,5-d]pirymidyny z ugrupowaniem mocznika w pozy-
c¢ji 6. Optimum aktywnosci wykazal zwigzek 21 z podstawnikiem tréjweglowym
w pozycji 3. Zaréwno dluzsze jak i krétsze tancuchy weglowe wplywaja na zmniej-
szenie aktywnosci, korzystnie dziala wprowadzenie rodnika aromatycznego, zwlasz-
cza w przypadku obecnosci halogenu w pozycji para pierscienia (zwigzek 22) [14].
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Rysunek 17
Figure 17

Trojpierscieniowe pochodne tiazolo[4,5-d]pirymidyny 23 silnie blokowaty
receptor A,, i odwracaly indukowang haloperidolem katalepsje i akinezje u myszy.
Badanie in vitro wykazalo ich powinowactwo do tego receptora poréwnywalne ze
standardowym antagonista SCH58261 [15].
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Rysunek 18
Figure 18

Nowe pochodne tiazolo[4,5-d]|pirymidyny 24 i 25 z podstawnikami 2-metok-
syfenylenoureidowym i 2-metoksyfenylenotioureidowym w pozycji 7 byly testo-
wane in vivo na myszach, u ktérych wywolano katalepsje przez podanie haloperi-
dolu. Jednoczesnie badano poziom stresu oksydacyjnego przez oznaczenie stezen
dialdehydu malonowego MDA i glutationu GSH oraz zmierzenie aktywnosci dys-
mutazy nadtlenkowej SOD i peroksydazy glutationu GSH-Px. W grupie poddanej
dziataniu haloperidolu zaobserwowano peroksydacje lipidéw, obnizony poziom
GSH i spadek aktywnosci enzyméw SOD i GSH-Px. Podanie badanych ureidow
i tioureidéw 30 minut przed haloperidolem znaczaco zmniejszyto stres oksydacyjny
i przywroécilo aktywno$¢ enzymoéw oraz wartosci GSH i MDA niemal do pozioméw
proby kontrolnej. W tescie indukowanej haloperidolem katalepsji zwigzki 24 i 25
okazaly sie skuteczniejsze od wzorcowej lewodopy. Obecnoé¢ grupy metoksylowe;j
W pozycji orto pierécienia aromatycznego zwieksza aktywno$¢ antykataleptyczng
i wlasciwosci antyoksydacyjne pochodnych. Dobre wlasciwosci lipofilowe zwigz-
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kow warunkujg penetracje do osrodkowego ukladu nerwowego i daja mozliwosé
zastosowania ich w leczeniu schorzen neurodegeneracyjnych [16].

H,C
N
’/ N (/N N
D [ =
N N S
R\\/NH R=S,0

HN HN
H4CO

HaCO

Rysunek 19
Figure 19

1.4. DZIALANIE PRZECIWLEKOWE I PRZECIWDEPRESYJNE

Wisrod pochodnych omawianego uktadu znajdujg sie antagonisci receptorow
dla kortykoliberyny (CRH) o potencjalnym zastosowaniu jako leki przeciwlekowe
i przeciwdepresyjne. Ten 41-aminokwasowy peptyd, syntetyzowany w podwzgo-
rzu, odgrywa znaczacg role w regulacji odpowiedzi na stres u ssakdw a takze moze
by¢ wydzielany w nadmiarze (hipersekrecja) u pacjentéw z depresja. Wysokie
powinowactwo in vitro do receptoréw kortykoliberyny CRH-R1 posiadaja niektdre
pochodne 2-tiokso i 2-okso tiazolo[4,5-d]pirymidyny 26 z ugrupowaniem amino-
wym w pozycji 7. Testy zostaly przeprowadzone na komoérkach linii HEK 293E, na
ktérych uprzednio transfekowano i poddano ekspresji ludzkie receptory CRH-1. Ze
wstepnych badan migdzy strukturg i aktywnoscig wynika, ze niecykliczne podstaw-
niki alkiloaminowe zwigkszaja powinowactwo do receptordéw, szczegdlnie korzystne
jest wprowadzenie lanicucha etylowego i n-propylowego. Najsilniejsze dzialanie
wykazuja zwigzki podstawione ugrupowaniami dialkoksy [17].
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Rysunek 20
Figure 20

1.5. DZIALANIE PRZECIWBOLOWE I PRZECIWZAPALNE

Wigkszo$¢ niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych wykazuje dzialanie
gastrotoksyczne. Poszukiwane sg nowe zwigzki, ktére przy zachowaniu aktywnosci
leczniczej bylyby pozbawione niepozadanego wplywu na uklad pokarmowy. Wyniki
badan biologicznych in vivo wykazuja aktywno$¢ przeciwzapalng tiazolopirymidyn
27 b i ¢ poréwnywalnag z fenylbutazonem (test hamowania obrz¢ku mysich fapek,
wywolanego karagening). Dzialanie przeciwbdlowe mierzono w tescie ,,przecigga-
nia si¢’; jako leku referencyjnego uzyto kwasu acetylosalicylowego. Najaktywniejsze
okazaly si¢ pochodne 27 a i d. Czasteczki o najwigkszej aktywno$ci zostaly prze-
badane na szczurach pod katem wartoéci ED, (dawka efektywna, ktéra powoduje
efekt u 50% badanych osobnikéw) i potencjatu wrzodotwoérczego. W badanej grupie
zwierzat nie zaobserwowano zmian struktury sluzéwki zoladka, w przeciwienstwie
do grupy kontrolnej, ktorej podawano fenylbutazon. Nowe pochodne tiazolopiry-
midyny nie dzialajg ulcerogennie, przy aktywnosci poréwnywalnej z klasycznymi
NLPZ [18].
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Rysunek 21
Figure 21

Zwigzek 28 charakteryzuje si¢ w warunkach in vivo jednoczesnym dzialaniem
przeciwbakteryjnym i aktywnoscig przeciwzapalng poréwnywalng z ampicyling
i indometacyna, przy minimalnej ulcerogennosci [19].
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Rysunek 22
Figure 22

Chemokiny stanowig jedng z grup mediatoréw stanu zapalnego, nalezg do nich
m.in. interleukina 8 (IL-8) i onkogen « (GRO «), ktére poprzez receptor CXCR2
aktywuja i rekrutuja neutrofile do miejsc toczacego si¢ stanu zapalnego. Podwyz-
szony poziom IL-8 obserwuje si¢ w przebiegu zapalenia stawdw, astmy, wrzodzie-
jacego zapalenia jelita grubego, tuszczycy i przewleklej obturacyjnej choroby ptuc.
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Poszukiwanie antagonistow receptoréw CXCR2 dla IL-8 wydaje si¢ by¢ atrakcyjna
strategia postepowania w terapii proceséw zapalnych. Seria silnych antagonistow
receptora CXCR?2, 5-tiobenzylo pochodne 7-(1-hydroksypropan-2-ylo)tiazolo[4,5-
-d]pirymidyn-2(3H)-onu 29 cechuje si¢ wysokim powinowactwem oraz dobra
biodostgpnoscia biologiczng w badaniach na szczurach, przy podaniu doustnym.
Aktywnos¢ tych pochodnych warunkuja ugrupowanie 5-tiobenzylowe, optymalnie
podstawione dwoma atomami fluoru oraz obecnos¢ aminoalkoholu w pozycji 7.
Otrzymano réwniez szereg pochodnych z grupa aminowg w pozycji 2, ktdre silnie
blokowaly receptor, niestety cechowaly sie staba biodostepnoscig [20].
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Rysunek 23
Figure 23

Czynnik martwicy nowotworéw (TNF) promuje odpowiedz zapalng, ktéra
z kolei powoduje wiele probleméw klinicznych zwigzanych z chorobami autoim-
munologicznymi. Pochodne estru etylowego kwasu 4-[2-amino-5,7-di-oksotiazo-
lo[4,5-d]pirymidyn-6-ylo]-mastowego 30 s3 inhibitorami uwalniania TNFa. Moga
by¢ uzyteczne w leczeniu tych chordb, w ktorych nadmierne wytwarzanie cytokin
prozapalnych odgrywa gtéwna role takich jak reumatoidalne zapalenie stawdw,
stwardnienie rozsiane, astma, tuszczyca i zapalenie jelit [21].
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Rysunek 24
Figure 24


http://en.wikipedia.org/wiki/Tumor_necrosis_factor

1070 L. BECAN

Fraktalina, jedna z ok. 50 znanych chemokin, stanowi wazny czynnik w patoge-
nezie choréb o podlozu zapalnym i autoimmunologicznym. Podwyzszone stezenie
fraktaliny stwierdzono w przebiegu m.in. stwardnienia rozsianego. 5-Tio podsta-
wione 7-amino-5-tiotiazolo[4,5-d]pirymidyny s3 selektywnymi antagonistami
receptora fraktaliny CX,CR1, pierwszymi ktére moga by¢ stosowane doustnie
w leczeniu stwardnienia rozsianego. Z szeregu przebadanych zwigzkéw pochodne
z rodnikiem leucinolu w pozycji 7 oraz podstawnikiem a-metylobenzylowym
w pozycji 5 31 i 32 charakteryzowaly si¢ wysoka selektywnoscig i powinowactwem
do receptora oraz dobrymi wlasciwosciami fizykochemicznymi [22].
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Rysunek 25
Figure 25

1.6. AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA

W terapii nowotwordéw stosowane sg m.in. leki bedace analogami puryn
i nukleozydéw purynowych, nalezace do antymetabolitéw m.in. merkaptopuryna,
fludarybina, tioguanina, kladrybina. Aktywno$¢ cytostatyczna pochodnych izo-
meru 4,5-d tiazolopirymidyny moze wynika¢ z ich podobienstwa strukturalnego do
naturalnych zasad purynowych.

Badania screeningowe prowadzone sa w warunkach in vitro. National Can-
cer Institute (NCI, Bethesda, USA) badane substancje poddaje wstepnym testom
w dawce 10~ mola, na 60 liniach ludzkich komérek nowotworowych wywodzacych
sie z 9 paneli reprezentujacych biataczke, czerniaka, raka ptuc, okreznicy, piersi, jaj-
nika, prostaty nerki i moézgu.

Wiekszos¢ pochodnych tiazolo[4,5-d]pirymidyny wykazujacych nasilona
aktywno$¢ antyproliferacyjng posiada w swojej strukturze ugrupowania aroma-
tyczne i podstawniki elektroujemne. Silnym dziataniem wobec linii HOP-92 nie-
drobnokomorkowego raka ptuc i IGROV-1 raka jajnika cechuje si¢ pochodna 33.
Zwiazek 34 jest bardzo aktywny wobec nowotworéw osrodkowego ukladu nerwo-
wego [23]. 7-Chloro-3,5-difenylotiazolo[4,5-d]pirymidyn-2(3H)-on (35) najsilniej
hamuje wzrost linii UO-31 raka nerki oraz NCI-H522 niedrobnokomdrkowego
raka ptuc [24].
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34 3

F

Rysunek 26
Figure 26

Znaczng aktywnoscia antyproliferacyjng w badaniach w NCI wykazaly si¢ row-
niez 3-(p-fluorofenylowe) pochodne 36 i 37 [25].

F

= P
NN S F Nl S
| o 37

R 36
R=Cl, 4-FCgH5NH F
Rysunek 27
Figure 27

Substancje hamujace nadmierng aktywacje receptora naskorkowego czynnika
wzrostu (EGFR) moga znalez¢ potencjalne zastosowanie jako leki przeciwnowo-
tworowe. Naleza do nich pochodne 2,7-diaminotiazolo[4,5-d]pirymidyny 38, ktore
w warunkach in vitro wykazujg silne dziatanie antyproliferacyjne wobec ludzkiego
gruczolakoraka jajnika linii SK-OV 3. Najlepsze efekty cytostatyczne majg miejsce,
gdy w pozycji 7 znajduja sie halogeny, w polozeniu meta aniliny. Podstawniki przy
pierécieniu w pozycji 2 nie majg wplywu na aktywnos¢ [26].
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Rysunek 28
Figure 28

1.7. PESTYCYDY

Stosowane w agrochemii herbicydy, insektycydy i fungicydy czesto zawieraja
podstawniki fluorowane, ktore korzystnie wplywajg na aktywnos¢ srodkéw ochrony
roélin. Szereg 5-arylo/alkiloamino-3-fenylo-6-arylo-2,3-dihydrotiazolo[4,5-d]piry-
midyn-7(6H)-onéw 39, w dawce 100 mg/ml hamowalo wzrost chwastnicy jedno-
stronnej i rzepaku. Wyniki powyzej 95% osiagnely zwiazki z podstawnikiem zawie-
rajacym atom fluoru, w pozycji 5 tiazolopirymidyny, niezaleznie od polozenia tego
atomu w pier$cieniu aromatycznym [27].

Rysunek 29
Figure 29

PODSUMOWANIE

Obecnie jako substancje lecznicze zarejestrowane sa dwa zwigzki zawierajace
w swojej czasteczce uklad tiazolopirymidyny - ritanseryna i setoperon, antago-
niéci receptora serotoninowego 5-HT,,. W obydwu przypadkach s3 to pochodne
izomeru tiazolo[3,2-a]pirymidyny. Natomiast tiazolo[4,5-d]pirymidyny nie zostaly
dotychczas wprowadzone do lecznictwa. Trwajg badania kliniczne 5-amino-3-/3-D-
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rybofuranozylotiazolo[4,5-d]pirymidyno-2,7(3H,6 H)-dionu (20) i jego analogéw
[13]. Struktura ta jest przedmiotem badan od lat 90 ubiegtego wieku, w tym czasie
modyfikowano jg w celu polepszenia rozpuszczalnoséci, uzyskania biodostepnosci
przy podaniu doustnym, zmniejszenia toksycznosci. Obecnie zakonczona jest I faza
badan klinicznych na zdrowych ochotnikach oraz chorych na HCV; istnieje szansa
na rejestracje pochodnej tiazolo[4,5-d]pirymidyny jako leku.

Opisane zwigzki wykazuja réznorodng aktywnos$¢ biologiczna. Ich strukturalne
podobienstwo do endogennych zasad purynowych, adeniny i guaniny moze by¢
jednym z czynnikéw warunkujgcych dziatanie. Z przegladu pismiennictwa nauko-
wego wynika, ze pochodne tiazolo[4,5-d]pirymidyny majg dziatanie przeciwbakte-
ryjne [2, 3, 5, 7, 8, 10, 19], przeciwgrzybicze [2-6, 9, 10], przeciwwirusowe [11-13]
i moga by¢ uzyteczne w leczeniu zakazen i infekcji. Wywierajg antagonistyczny
efekt wobec indukowanej haloperidolem katalepsji u myszy i stresu oksydacyjnego
z czego wynika ich dzialanie przeciwparkinsonowskie [14-16]. Jako antagonisci
receptoréw CXCR2 oraz inhibitory uwalniania TNFa moga by¢ uzyteczne w lecze-
niu tych choréb, w ktérych nadmierne wytwarzanie cytokin prozapalnych odgrywa
gléwna rolg, sa to choroby autoimmunologiczne, takie jak reumatoidalne zapalenie
stawdw, stwardnienie rozsiane, astma, tuszczyca, zapalenie jelit i przewlekta obtura-
cyjna choroba pluc [20, 21]. Wsréd pochodnych omawianego uktadu znajduja si¢
antagonisci receptoréw dla kortykoliberyny (CRH) o potencjalnym zastosowaniu
jako leki przeciwlekowe i przeciwdepresyjne [17]. Ostatnio opracowano synteze
7-amino-5-tiotiazolopirymidyn, antagonistéw receptora CX,CR1, do stosowania
w leczeniu stwardnienia rozsianego [22]. Niektdre tiazolo[4,5-d]pirymidyny, szcze-
golnie z podstawnikami elektronegatywnymi, wykazujg dzialanie cytostatyczne na
wiele linii ludzkich komoérek nowotworowych [23-26]. Hamuja tez wzrost roslin,
stad mozliwos¢ ich zastosowania w rolnictwie [27].
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ABSTRACT

The broad spectrum of biological activity of pyrazolo[4,3-c]heterocyclic deri-
vatives is the main of reason for the preparation of new compounds containing this
scaffold. This review presents most of the literature data on the synthesis of pyra-
zolo[4,3-c]heterocyclic derivatives. This isomer system containing pyrazole moiety
condensed with a heterocyclic ring can be synthesized from a different substrates,
but that synthesis may be classified into two main categories: annulation of the pyra-
zole ring onto heterocyclic derivatives or annulation of the heterocyclic ring onto
pyrazole analogs. The main goal of this study is the presentation of various methods
for the preparation of the pyrazolo[4,3-c]pyridine (Rys. 2) [1-15], pyrazolo[4,3-c]
quinoline (Rys. 3) [16-63], pyrazolo[4,3-c]isoquinoline [64, 65], pyrazolo[4,3-c]
naphthtyridine [66-68], pyrazolo[4,3-c]thiazine [69-72], pyrazolo[4,3-c]cinnoline
(73, 74], pyrazolo[4,3-c]quinolizine [75], and pyrazolo[4,3-c]pyridazine [76] deri-
vatives.

Keywords: pyrazolo[4,3-c]heterocyclic derivatives, pyrazolo[4,3-c]pyridine, pyrazo-
lo[4,3-c]quinoline, pyrazolo[4,3-c]naphthyridine, synthesis

Stowa Kkluczowe: pochodne pirazolo[4,3-c]heterocykliczne, pirazolo[4,3-c]pirydyny,
pirazolo[4,3-c]chinoliny, pirazolo[4,3-c|naftyrydyny, synteza
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Ar - aromat (ang. aromate)

Bu - butyl (ang. butyl)

DMF - N,N-dimetyloformamid (ang. N,N-dimethylformamide)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DTBMP - 2,6-di-t-butylo-4-metylopirydyna (ang. 2,6-di-t-butyl
-4-methylpyridine)

Et - etyl (ang. ethyl)

Me - metyl (ang. methyl)

MW - mikrofale (ang. microwave)

Ph - fenyl (ang. phenyl)

PIFA - bis(trifluorooctan) fenylojodyny III (ang. phenyliodi-
ne(IIl) bis(trifluoroacetate))

TFA - kwas trifluorooctowy (ang. trifluoracetic acid)

TEO - trietyloortomréwczan (ang. triethyloortoformate)

Tf - trifluorometanosulfonian CF,SO; (ang. trifluorome-
thanesulfonate)

Ts - p-toluenosulfonian (ang. p-toluenesulfonyl)
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WPROWADZENIE

W ostatnich kilkudziesigciu latach wzrasta zainteresowanie naukowcow
pochodnymi zawierajacymi pierscien pirazolu skondensowany z innym ukladem
heterocyklicznym, ze wzgledu na ich szerokie spektrum aktywnosci biologiczne;.
Przykladem takich zwigzkéw wprowadzonych do lecznictwa sg: stosowany w lecze-
niu dny moczanowej allopurinol 1, inhibitor fosfodiesterazy - sildenafil 2 czy
nasenny zaleplon 3 (Rys. 1) [1].

e g

Rysunek 1. Heterocykliczne pochodne pirazolu stosowane w lecznictwie
Figure 1. Hetrocyclic pyrazole derivatives used in medical treatment

W niniejszej pracy przedstawiono dotychczas poznane i opisane w piSmien-
nictwie chemicznym metody syntezy pochodnych ukfadu pirazolo[4,3-c]heterocy-
klicznego.

1. SYNTEZY UKLADU PIRAZOLO[4,3-C]PIRYDYNY

D
P/

Rysunek 2. Izomer pirazolo[4,3-c]pirydyny
Figure 2. The pyrazolo[4,3-c]pyridine isomer

Uklad pirazolo[4,3-c]pirydyny 4 (Rys. 2) mozna otrzyma¢ w wyniku dobudo-
wania pier$cienia pirazolu do pochodnej pirydyny lub wychodzac z pochodnej pira-
zolu, dobudowac¢ skondensowany z nim pierscien pirydyny
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1.1. ZPOCHODNYCH PIRYDYNY

Najczedciej opisywang metodg syntezy uktadu pirazolo[4,3-c]pirydyny jest
reakcja addycji nukleofilowej hydrazyny do pochodnych pirydyny zawierajacych
ugrupowanie estrowe lub pochodnych pirydynonu.

Ester etylowy kwasu 4-chloro-2,6-dimetylonikotynowego (5) w reakcji
z pochodnymi fenylohydrazyny ulega cyklokondensacji do odpowiednich pochod-
nych 4,6-dimetylo-(2-fenyleno)pirazolo[4,3-c]pirydyn-3-onu 6 (Schemat 1) [2].

A O

Schemat 1
Scheme 1

Spiropochodna estru benzotiofeno[2,3-b]pirydyny 7 w reakcji cyklizacji z ben-
zylohydrazyng wobec trietyloaminy daje odpowiednia pochodng pirazolo[4,3-c]
benzo[b]tieno[2,3-b]pirydyny 8 (Schemat 2) [3].

H
TfO N N

-_—

Schemat 2
Scheme 2

W reakgji cyklokondensacji 1-benzylo-3-[(dimetyloamino)metylideno]pipe-
rydyno-2,4-dionu (9) z pochodnymi hydrazyny otrzymuje si¢ pochodne 5-benzylo-
-6,7-dihydropirazolo[4,3-c]pirydyn-4-onu 10 (Schemat 3) [4].
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RNHNH: * HCI
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Schemat 3
Scheme 3

Pochodne piperydynonu 11 poddane rekeji z pochodnymi hydrazyny wobec
etoksylanu lub bezwodnika octowego i katalizatora cyklizuja do odpowiednich
pochodnych pirazolo[4,3-c]pirydyny 12 (Schemat 4) [5-7].

Schemat 4
Scheme 4

Ketopochodne piperydynonu 13 ulegaja cyklokondensacji z semikarbazydami
do karbamoilopochodnych pirazolo[4,3-c]pirydyny 14 (Schemat 5) [8].

o

Ar )K NH Ar/ \
S v N

C2HsOH

A L

Schemat 5
Scheme 5

W reakgji cyklokondensacji pochodnych estru kwasu 4-chloropirydyno-3-kar-
boksylowego 15 z chlorofenylohydrazyng powstaja pochodne pirazolo[4,3-c]piry-
dyn-3-onu 16 (Schemat 6) [9].
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Schemat 6
Scheme 6

Uktad pirazolo[4,3-c]pirydyny 18, 20, 22 mozna otrzymac¢ w wyniku wewnatrz-

czasteczkowej cykloaddycji diazoketonu 17 [10] lub hydrazonéw 19 [10] i 21 (Sche-
mat 7) [11].

CF

—_—
DTBMP, CH2Cl2

19

R Ra
1 \ ___N

= | NI Ts20/TH0 _ \
——

. H ~ EtsN, CH2Cl2 |

K 2 =
° 21 22

Schemat 7

Scheme 7
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Pochodne acetyloaminopirydyny 23 w reakcji z azotynem tertbutylu wobec
metoksylanu potasu i bezwodnika octowego cyklizuja do odpowiednich ketopo-
chodnych pirazolo[4,3-c]pirydyny 24 (Schemat 8) [12].

[¢}

24 \\\o

Schemat 8
Scheme 8

1.2.ZPOCHODNYCH PIRAZOLU

3-Acetylo-6-metylopirano-2,4-diol (25) w reakcji cyklokondensacji z pochod-
nymi hydrazyny daje pochodne pirano[4,3-c]pirazol-4-onu 26, ktére wobec
wodzianu hydrazyny ulegaja przegrupowaniu do odpowiednich pochodnych pira-
zolo[4,3-c]pirydyny 27 (Schemat 9) [13].

25 26 27

Schemat 9
Scheme 9

W wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji pochodnych 5-amino-3-cyjano-
metylopirazolo-4-karbonitrylu 28 w kwasie solnym powstaja N-pochodne 3-amino-
-4,7-dihydropirazolo[4,3-c]pirydyno-4,6-diolu 29 (Schemat 10) [14].
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Schemat 10
Scheme 10

Diaminopochodna pirazol-3-onu 30 w reakcji kondensacji z pochodnymi ani-
liny daje odpowiednie pochodne pirazolo[4,3-c]pirydyn-3-onu 31 (Schemat 11)
[15].

Schemat 11
Scheme 11

2. SYNTEZY UKELADU PIRAZOLO([4,3-C|CHINOLINY

32

Rysunek 3. Izomer pirazolo[4,3-c]chinoliny
Figure 3. The pyrazolo[4,3-c]quinoline isomer

Najwiecej publikacji naukowych opisujacych syntezy izomeru pirazolo[4,3-c]
chinoliny 32 (Rys. 3) dotyczy dobudowania pierscienia pirazolu do pochodnej chi-
noliny. Pochodne tego ukladu mozna réwniez otrzymac z pochodnych pirazolu lub
w wyniku wewnatrzczgsteczkowej cyklokondensacji innych substratow.
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2.1. Z POCHODNYCH CHINOLINY
Najczesciej wykorzystywana metodg syntezy uktadu pirazolo[4,3-c]chinolin-
-3-onu 34-36 jest cyklokondensacja pochodnych estru kwasu chinolino-3-karbok-
sylowego zawierajacego w pozycji 4 chlorowiec 33 z pochodnymi fenylohydrazyny

w etanolu, Dowtherm A, ksylenie [16-24], DMF [25] lub z hydrazynobenzotiazo-
lem w toluenie [26] czy z karboksylanem hydrazynotiofenu (Schemat 12) [27, 28].

ArNHNH:

. ) N\ .
Q e _</j© N,~>/

COOCH

3

HNH

Schemat 12
Scheme 12

Analogicznej reakcji (Schemat 13) ulegaja tiopochodne estru kwasu chinolino-
-3-karboksylowego 37 i 39 dajac odpowiednie N-podstawione pochodne pirazo-
1o[4,3-c]chinoliny 38 [29] i 40 [30].
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Schemat 12
Scheme 12

Ester etylowy kwasu 4-chloro-1-metylo-2-okso-1,2-dihydrochinolino-3-kar-
boksylowego (41) poddany reakcji cyklokondensacji z pochodnymi hydrazyny
w etoksyetanolu daje odpowiednie pochodne pirazolo[4,3-c]chinolino-3,4-dionu
42, natomiast z p-tolueno-sulfonylohydrazydem w DMSO daje 5-metylo-2-(tolu-
eno-4-sulfonylo)-1,2-dihydro-5H-pirazolo[4,3-c]chinolino-3,4-dion  (43) (Sche-
mat 14) [31].
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a AN
RNHNH2

AN 2 / | 42
» TsNHNH;. \\S
N

Schemat 14
Scheme 14

Udowodniono, ze w wyniku cyklokondensacji 3-acylo-4-metoksy-1-metylo-
chinolin-2-onu (44) z pochodnymi hydrazyny moga powsta¢ dwa regioizomery
1,3-dipodstawiona pochodna i 2,3-dipodstawiona pochodna pirazolo[4,3-c]chino-
liny w zaleznosci od zastosowanych reagentéw (Schemat 15). W reakcji z chlorowo-
dorkami hydrazyny powstaje gtéwnie 1,3-dipodstawiona pochodna 45 a z wolnymi
hydrazynami pochodna 2,3-dipodstawiona 46 [32].

N
~o o RNHNH * HCI

h |

45 "
NN /
RNHNHz

44

Schemat 15
Scheme 15
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Pochodne 4-chloro, 4-azydo lub 4-hydroksy-3-hydrazonochinolin-2-onu 47
ulegaja wewnatrzczasteczkowej cyklizacji wobec mieszaniny kwasu octowego
i siarkowego do odpowiednich pochodnych pirazolo[4,3-c]chinolin-4-onu 48
(Schemat 16) [33, 34].

H

N R,
X N /

R 2
—_ N
X E H2S04/CH3sCOOH Qiﬁ/ika
—_— 1
]
48 Rl

47 X =Cl, OH, N3

Schemat 16
Scheme 16

Uklad pirazolo[4,3-c]chinolin-4-onu 50-51 mozna otrzymac¢ w wyniku cyklo-
kondensacji pochodnych 4-hydrazynochinolin-2-onu 49 (Schemat 17) z trietylo-
ortomréwczanem w glikolu etylenowym [35] lub z metyloizotiocyjanianem [36].

\
NS
BN V
|

50

CHsNCS
| I

49

Schemat 17
Scheme 17

Pochodne 3-aminopirazolo[4,3-c|chinoliny otrzymaé¢ mozna w reakcjach
pochodnych chinolino-3-karbonitryli zawierajacych w pozycji 4 rodnik chlorkowy
lub aminowy.

W wyniku reakcji pochodnych 2-okso-4-piperydynochinolino-3-karbonitrylu
52 z hydrazyng otrzymuje si¢ 4-hydrazynopochodng 53, ktéra ulega wewnatrzczas-



SYNTEZY POCHODNYCH UKELADU PIRAZOLO[4,3-cJHETEROCYKLICZNEGO 1089

teczkowej cyklizacji dajac odpowiednie 3-aminopochodne pirazolo[4,3-c]chinolin-
-4-onu 54 (Schemat 18) [37, 38].

H 2N \N : N
" !
\
oN CN NN H,
~N NH2NH2 N
—e -
-H20
) ) J

52 53 54

Schemat 18
Scheme 18

2-Benzyloamino-4-(piperydyn-1-ylo)chinolino-3-karbonitryl (55) w analo-
gicznej reakcji daje N-benzylo-1H-pirazolo[4,3-c]chinolino-3,4-diaming (56)
(Schemat 19) [37].

oN NH2NH2*H20 \ H,
AN = AN
_— =

55 56

Schemat 19
Scheme 19

Pochodne 2,4-diaminochinolino-3-karbonitrylu 57 w reakcji z hydrazyng two-
rzg pochodng hydrazyny 58, ktéra nastepnie cyklizuje do 3,4-diamino-1H-pirazo-
lo[4,3-c]chinoliny (59) (Schemat 20) [39].

R R NH 2
v in NN
CN CN \ H )
N NHaNH; N XX
N N P
57 58 59

Schemat 20
Scheme 20
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2,4-Dichlorochinolino-3-karbonitryl (60) w reakcji z pochodnymi hydra-
zyny, wedlug opisanego poprzednio mechanizmu ulega cyklizacji do pochodnych
3-amino-4-chloropirazolo[4,3-c]chinoliny 61 (Schemat 21) [40, 41].

R

H,N R
cl \N / N
CN CN \ "
AN RNHNH; AN :
DMF
= =
|

60

61

N\ //

Schemat 21
Scheme 21

Pochodne chinolin-4-onu 62, 65 sa réwniez wykorzystywane w reakcjach
kondensacji z hydrazynami w celu uzyskania pochodnych pirazolo[4,3-c]chino-
liny. Najcze$ciej 3-karbonylopochodne chinolin-4-onu 62 w reakcji z hydrazynami
w $rodowisku kwasnym tworza odpowiednie hydrazony 63, ktdre cyklizuja z grupa
karbonylowg wobec pirydyny lub katalizatora jonowymiennego (Amberlyst) do
pochodnych pirazolo[4,3-c]chinoliny 64 (Schemat 22) [42-45].

o o N / 2 \ o
| " NHNHR: A AN
— | .
b J , CHsCOOH ! ) kat. . J/
62 63 64 1
Schemat 22
Scheme 22

Pochodne 3-oksydochinolin-4-onu 65 ulegaja cyklokondensacji z pochodnymi
hydrazyny w absolutnym etanolu wobec katalitycznej ilosci lodowatego kwasu octo-
wego do odpowiednich pochodnych pirazolo[4,3-c]chinoliny 66 (Schemat 23) [46].
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R1NHNH2
_—
EtOH/CH3COOH

66
65

Schemat 23
Scheme 23

2.2.Z POCHODNYCH PIRAZOLU

NajczgsSciej opisywang metoda syntezy ukladu pirazolo[4,3-c]chinoliny
z pochodnych pirazolu jest wewnatrzczasteczkowa reakcja cyklizacji miedzy grupa
aminowg w pierscieniu fenylowym i karbonylowa w pierscieniu pirazolu. Substra-
tem sg pochodne 4-karbonylo-5-(2-nitrofenylo)-pirazolu 67, ktére poddane katali-
tycznej redukeji do pochodnych 4-karbonylo-5-(2-aminofenylo)-pirazolu 68 cykli-
zujg z utworzeniem szczesciocztonowego pierscienia pirydyny skondensowanego
z pirazolem i pierscieniem fenylowym (Schemat 24), dajac uklad pirazolo[4,3-c]
chinoliny 69 [46-48].

R 1
NO , ‘\n/N NH, \/N \N,,—N
N\, A\ \
S Hakat XX - A :
-H0
/ =
o [e]
67 68 69

Schemat 24
Scheme 24

Gdy substratem jest pochodna 5-(2-nitrofenylo)-pirazolo-4-karboksylanu 70
powstaja odpowiednie pochodne pirazolo[4,3-c]chinolin-4-onu 71 (Schemat 25)
[49-53].
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R R
Ny
Hz NS !
—_—
PtOz2lub SnCl2
AN
H
71
Schemat 25
Scheme 25

Pochodne 5-(2-halogenofenylo)-pirazolu podstawione w pozycji 4 grupa ami-
nowa 72 lub nitrylowa 74 cyklizuja odpowiednio do pochodnych pirazolo[4,3-c]
chinoliny 73 i 75 (Schemat 26) [54, 55].

&J@T©f\~
Re

N
=
N NN
Br N — /
, / Cul, CsOAc/DMSO 120°C /
HCIl/MeOH
HN J
\ :

75

74
Schemat 26
Scheme 26

W wyniku cyklizacji pochodnych 5-(2-fluorofenylo)-pirazol-3-onu 76 powstajg
pochodne pirazolo[4,3-c]chinolin-3-onu 77 (Schemat 27) [56].

R

N _—_N
R3NH2
K2CO3/DMSO |
R2 Rl 1

Schemat 27
Scheme 27
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Pochodne pirazolo[4,3-c]chinolin-4-onu 79 powstaja w wyniku wewnatrzcza-
steczkowej cyklizacji pochodnych 3-fenylopirazolo-4-karboksyamidu 78 pod wply-
wem bis(trifluorooctanu)fenylojodyny III i kwasu trifluorooctowego w chlorku
metylenu (schemat 28) [57].

o

PIFA/TEA

79
78

Schemat 28
Scheme 28

Uklad pirazolochinoliny otrzymywany jest rowniez w reakcjach Picteta-
-Spenglera, gdzie substratem wyjsciowym jest pochodna pirazolu podstawionego
pochodng aniliny.

Pochodne 2-(2,5-difenylopirazol-3-ylo)aniliny 80 w reakcji cyklokondensa-
cji z aldehydami aromatycznymi lub ferrocenokarboksyaldehydem wobec kwasu
p-toluenosulfonowego daja pochodne 1,3,4-trifenylopirazolo[4,3-c]chinoliny 81
(Schemat 29) [58, 59].

Rz =fenyl, 5-F-fenyl, ferrocen

Schemat 29
Scheme 29
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2.3. Z INNYCH SUBSTRATOW

Substratem wyjsciowym w syntezie uktadu pirazolo[4,3-c]chinoliny sa
réwniez pochodne aniliny. W rekcji wewngtrzczasteczkowej cyklizacji pochodnej
2-aminobenzenoamidu 82 wobec etoksylanu powstaje 1,3,4-trimetylopirazolo[4,3-
-c]chinolina (83) (Schemat 30) [60, 61].

° W \, L N .
N . HO
/ \ \
—_— —_ = \
| C2HsONa “H.0
H, " =
H
82
83
Schemat 30
Scheme 30

Cyklokondensacja 2-aminobenzenohydrazydu (84) z pentano-2,4-dionem
w ksylenie prowadzi do 3,4-dimetylo-1H-pirazolo[4,3-c]|chinoliny (85) (Sche-
mat 31) [62].

[e] H N
/N H 2 o] \ /O \
¥ . _ A
" P
84 85

Schemat 31
Scheme 31

Pochodne estru etylowego kwasu 9-chloro-3H-pirolo[3,2-f]chinolino-8-kar-
boksylowego 86 ulegaja cyklokondensacji z pochodnymi hydrazyny wobec triety-
loaminy w ksylenie do pochodnych pirazolo[4,3-c]pirolo[3,2-f]chinolin-3-onu 87
(Schemat 32) [63].

R

cl N__N /
H5C,000 "~ RINHNHz R— = / ~
/ > |
\
H
86 87

Schemat 32
Scheme 32
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4-(7,10-Dichloro-3,4-dihydro-1H-benzo[b][1,6]naftyrydyn-2-ylo)benzonit-
ryl (88) ulega rekcji przegrupowania i cyklokondensacji z fenylohydrazyng wobec
HCI do 4-[2-(7-chloro-2-fenylopirazolo[4,3-c]chinolin-4-ylo)etyloamino]benzoni-
trylu (89) (Schemat 33) [1].

N - : "~ PhNHNH,
_ " EoH/HOl Hel

Schemat 33
Scheme 33

3. SYNTEZY INNYCH UKEADOW PIRAZOLO[4,3-c]
HETROCYKLICZNYCH

3.1. SYNTEZY UKLADU PIRAZOLO(4,3-c]IZOCHINOLINY

Ester metylowy kwasu 1,2,3,4-tetrahydro-2-(4-metoksyfenylo)metylo-4-okso-
izochinolino-3-karboksylowego (90) w reakcji cyklokondensacji z trifluorometylo-
fenylohydrazyng daje 3-hydroksy-4-[(4-metoksyfenylo)metylo]-2-(4-trifluorome-
tylofenylo)-2H-pirazolo[4,3-c]izochinoline (91) (Schemat 34) [64].

CF

COOCH o
CF3C6HsNHNH; NN
TsOH m

90

Schemat 34
Scheme 34

Pochodne 4-benzamido-3-fenylopirazolu 92 ulegaja wewnatrzczasteczkowe;j
cyklizacji pod wptywem mieszaniny pigcio- i trojtlenku fosforu wobec dietyloani-
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liny do odpowiednich pochodnych 5-fenylopirazolo[4,3-c]izochinoliny 93 (Sche-
mat 35) [65].

R
(e}
“ \
H N/
/
H P20s5/ POCI3
—_—
92

Schemat 35
Scheme 35

3.2. SYNTEZY UKLADU PIRAZOLO[4,3-CINAFTYRYDYNY

Pochodna 3-hydroksymetyleno-1,8-naftyrydyn-4-onu 94 w reakcji z pochod-
nymi fenylohydrazyny daje odpowiednie pochodne pirazolo[4,3-¢c][1,8]naftyrydyny
95 (Schemat 36) [66].

\
= = R1PhNHNH; = | X
—_—
X | A
| ]
94 95
Schemat 36
Scheme 36

Reakgji cyklokondensacji z pochodnymi fenylohydrazyny ulegaja réwniez
pochodne estru kwasu 4-chloro-1,8-naftyrydyno-3-karboksylowego 96 dajac
pochodne pirazolo[4,3-c][1,8]naftyrydyn-3-onu 97 (Schemat 37) [67].
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Ar

Cl N _/_N /
COOR / \O
-
= N ArNHNH: = | |
N = N
1 H 1
97

96

Schemat 37
Scheme 37

Powstala w reakcji kondensacji pochodnych 5-aminopirazolu 98 i 2,2-dihy-
droksy-1-aryloetanonu 99 pochodna pirazolu 100 dipolimeryzuje do cyklicznego
zwiazku posredniego 101, ktory nastepnie ulega wewnatrzczasteczkowej elektrocy-
klizacji do pochodnej dipirazolo[4,3-c][2,6]naftyrydyny 102. Jest to synteza typu
»one pot” prowadzona w reaktorze mikrofalowym wobec kwasu mastowego (Sche-
mat 38) [68].

Y/ * on )
v feoom MW N
] o |
9

1

98 9

-H20 | dipolimeryzacja

101

Schemat 38
Scheme 38
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3.3. SYNTEZY POCHODNYCH PIRAZOLO[4,3-c]TIAZYNY

Pochodne 1,1-ditlenku pirydo[3,2-e]-1,2-tiazyny 103, wystepujace w tautome-
rii keto-enolowej, ulegaja cyklokondensacji z metylohydrazyng do odpowiednich
pochodnych 5,5-ditlenku pirazolo[4,3-c]pirydo[3,2-e]-1,2-tiazyny 104 (Sche-
mat 39) [69].

103
CH3NHNHz
+ 4 AN
N AN
104
Schemat 39
Scheme 39

1,1-Ditlenek 4-chlorofenylo-(4-hydroksy-2H-1,2-benzotiazyn-3-ylo)metanonu
(105) w reakgeji cyklokondensacji z pochodnymi fenylohydrazyny w kwasie siar-
kowym daje odpowiednie pochodne 5,5-ditlenku 3-(4-chlorofenylo)pirazolo[4,3-c]
[1,2]benzotiazyny 106 (Schemat 40) [70].

OH o

X PhNHNH2
N H H2SO4
o 2/ |

105

106

Schemat 40
Scheme 40
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Pochodne 4,4-ditlenku pirazolo[4,3-c][2,1]benzotiazyny 108 otrzymuje si¢
w wyniku cyklokondensacji pochodnych benzotiazyn-4-onu 107 z pochodnymi
hydrazyny (Schemat 41) [71].

NP e )
\\J R1NHNHz O\\]J| o
~ ) -
R
107 108

Schemat 41
Scheme 41

Pirazolopochodne sulfonyloaniliny 109 wobec SOCI, cyklizuja do odpowied-

nich pochodnych dwutlenku pirazolo[4,3-¢c][1,2,6]benzotiadiazocyn-11-onu 110
(Schemat 42) [72].

R

/ \ 1)4% NaOH/ EtOH
N
N\ OOCH 5 2) SOCl2
C|2H 5
109 110
Schemat 42
Scheme 42

3.4. SYNTEZY UKLADU PIRAZOLO[4,3-CICYNNOLINY

W wyniku reakcji 4-amino-3-cyjanocynnoliny (111) z wodzianem hydrazyny,
poprzez przejsciowy amidrazon, nastepuje cyklizacja z odlgczeniem czgsteczki
amoniaku do 3-imino-1H-pirazolo[4,3-c]cynnoliny (112) (Schemat 43) [73].
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N NH2NHz * H20
=
111
Schemat 43
Scheme 43
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N
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W reakeji cyklokondensacji 3-acetylo-7-chloro-6-fluoro-1H-cynnolin-4-onu
(113) z hydrazydami kwaséw aromatycznych wobec HCl w bezwodnym dioksa-
nie powstaja pochodne 7-chloro-8-fluoro-3-metylopirazolo[4,3-c]cynnoliny 114

(Schemat 44) [74].

(e} (o]
.
ArCONHNHz  ©
—_—
o P HCI
H Cl

113

Schemat 44
Scheme 44

Ar

07&%
_’N
AN
=
114

oy

3.5. SYNTEZY INNYCH POCHODNYCH

W reakeji pochodnych 5-aminopirazolu 115 z cyklicznym diketonem i alde-
hydami aromatycznymi wobec tert-butanolanu potasu, prowadzonej w reaktorze
mikrofalowym w wysokiej temperaturze, powstaja pochodne pirazolo[4,3-c]chino-

lizyn-9-onu 116 (Schemat 45) [75].

—_—
\ / MW, 150°C .

115

Schemat 45
Scheme 45

OH

116
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Pochodne ketonu pirydazyny 117 cyklokondensujg z arylohydrazynami w $ro-

dowisku kwasnym dajac odpowiednie pirazolo[4,3-c]pirydazyny 118 (Schemat 46)

[76].

= | ArNHNH; =~ | N\
—_—
o HCI/ EtOH Y
X = X
117 118
Schemat 46
Scheme 46
UWAGI KONCOWE

Zwigzki zawierajace pierscien pirazolu skondensowany z innym ukladem

heterocyklicznym moga wystepowac w postaci kilku izomeréw. W niniejszej pracy
omoéwiono metody syntezy pochodnych izomeru pirazolo[4,3-c], z ktorych najcze-
$ciej opisywanymi w pismiennictwie chemicznym sg pirazolo[4,3-c]pirydyny i pira-
zolo[4,3-c]chinoliny. Z przegladu literatury naukowej wynika, iz uktad pirazolo-

[4,3-

clheterocykliczny mozna otrzymaé najczesciej w wyniku dobudowania pier-

$cienia pirazolu do pochodnej heterocyklicznej lub gdy substratem jest pochodna
pirazolu, poprzez cyklizacje sprzezonego z nig ukladu heterocyklicznego.
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ABSTRACT

Platinum drugs belong to one of the oldest [2] and best investigated groups of
cytotoxic drugs. On account of their high efficacy and alkylating-like action [14] they
are used in a treatment of various types of neoplasms [3-5]. Despite investigators’
best efforts survival time of patients diagnosed with cancer is still short. Respon-
sible for the fact is high toxicity of used therapeutic methods and development of
resistance to them [3-5, 19]. In this paper authors review reasons behind decreased
sensitivity of neoplastic cells to platinum treatment and discuss the newest promi-
sing trends in its overcoming.

Due to different properties of neoplastic cells, availability of a chemothera-
peutic agent inside a tumour is limited [9-12]. Moreover continuous development
of resistance to platinum drugs further decreases their cellular concentration and
inactivates their functions. Also owing to increased activity of DNA repair systems,
higher tolerance to genome deformations and numerous mechanisms that lead to
impaired apoptosis, drug efficacy is reduced [3-5, 19].

In order to increase a potency of platinum agents new therapeutic strategies are
investigated. Coadministration with resistance modulators [20, 22, 23] and com-
bination therapy with other antineoplastic drugs [8, 24-30] have already proved
their effectiveness. Additionally, newer generations of platinum drugs are developed
[15-18]. Mostly platinum(IV) prodrug complexes often releasing axial ligands with
their own pharmacological action [5, 6, 31], but also multi-nuclear platinum com-
pounds that form more complex DNA-adducts [32-35]. Other strategies include
the development of innovative dosage forms such as single walled carbon nanotubes
(SWCNTs), multiwalled carbon nanotubes (MWCNTs) [38, 39] or encapsulation
(36, 37]. Finally utilisation of oncolytic viruses could be a way to selectively destroy
neoplastically transformed cells [40].

Keywords: platinum drugs, drug resistance, cancer therapy, influx, efflux, carbon
nanotubes, cisplatin

Stowa Kkluczowe: leki platynowe, opornos¢ lekowa, leczenie nowotwordw, influx,
efflux, nanorurki weglowe, cisplatyna
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ABC
ABCC1/2

AFt
APO-1

ATP
ATP7A
BAD
BAX
Bcl-2
Bcl-xS
CH
COX-2
Ctrl
DNA

ECMP

EGFR

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

kaseta wiazaca ATP (ang. ATP-binding Cassette)
biatka zwigzane z opornoscig wielolekowa (ang. multi-
drug resistance-associated protein 1)

apoferrytyna (ang. apoferritin)

antygen apoptozy 1, CD95, receptor $mierci Fas (FasR)
(ang. apoptosis antigen 1)

adenozyno-5’-trifosforan (ang. adenosine-5"-triphos-
phate)

transportujacamiedz ATP-aza 1 (ang. copper-transpor-
ting ATPase 1)

promotor $mierci zwigzany z Bcl-2 (ang. Bcl-2-asso-
ciated death promoter)

bialko x zwiazane z Bcl-2 (ang. Bcl-2-associated X
protein)

podstawowe biatko rodziny Bcl-2, chioniaka z komo-
rek typu B (ang. B-cell lymphoma)

biatko rodziny Bcl-2, krétsza forma biatka Bcl-x (ang.
B-cell lymphoma-extra small)

cholesterol (ang. cholesterol)

cyklooksygenza 2 (ang. cyclooxygenase-2)
transporter miedziowy 1 (ang. copper transporter I)
kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic
Acid)

bialka macierzy pozakomorkowej (ang. extracellular
matrix proteins)

receptor nablonkowego czynnika wzrostu (ang. epider-
mal growth factor receptor)

ligand receptora $mierci Fas (ang. fas ligand)

Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (ang. food and drug
Administration)

fluorourydyno monofosforan (ang. Fluorouridine
monophosphate)

faza spoczynku (ang. G zero phase)

faza wzrostu 1, przerwa 1 (ang. gap 1)

faza wzrostu 2, przerwa 2 (ang. gap 2)

calosciowa naprawa genomu (ang. global genome
repair)

y-glutamylo transferaza (ang. gamma glutamyl trans-
ferase)

peroksydaza glutationowa 1 (ang. glutathione peroxi-
dase 1)
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GSH - glutation (ang. glutathione)

GST - glutationo-S-transferaza (ang. glutathione S-transfe-
rase)

H-1PV - parwowirus H-1 (ang. parvovirus H-1I)

HER2 - drugi ludzki naskérkowy receptor dla czynnika wzro-
stu (ang. human epidermal growth factor receptor 2)

HMGB1 - biatko duzej mobilnosci Bl (ang. high-mobility group
protein BI)

ICL repair - naprawa miedzyniciowych polaczen krzyzowych
(ang. intrastrand crosslink lesion repair)

M - faza mitozy (ang. mitosis)

MMR - naprawa niesparowanych zasad (ang. mismatch repair)
MRP-1 - biatko zwigzane z opornoscig wielolekowg (ang. multi-
drug resistance protein 1)

MT - metalotioneina (ang. metallothionein)

MWCNTs - wielowarstwowe nanorurki weglowe (ang. multi-
walled carbon nanotubes)

NER - naprawa przez wyciecie nukleotydu (ang. nucleotide
excision repair)

NSCLC - niedrobnokomérkowy rak ptuc (ang. non-small-cell
lung carcinoma)

LMP - permeabilizacja blony lizosomu (ang. lysosomal mem-
brane permeabilization)

PC - fosfatydylocholina (ang. phosphatidylcholine)

PE - fosfatydyloetanolamina (ang. phosphatidylethanola-
mine)

RR - naprawa rekombinacyjna (ang. recombinational repair)

S - w cyklu komérkowym, faza syntezy (ang. synthesis)

SWCNTs - jednowarstwowe nanorurki weglowe (ang. single
walled carbon nanotubes)

TLS - naprawa ponad miejscem uszkodzenia (ang. transle-
sion synthesis)

TNF - czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis
factor)

VEGF - czynnik wzrostu $rédblonka naczyniowego (ang.

vascular endothelial growth factor)
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WPROWADZENIE

Choroby nowotworowe sa druga najczestsza, po chorobach ukladu krazenia,
przyczyng $mierci Polakéw. Z danych statystycznych wynika, ze 24% wszystkich
zgonow w Polsce jest nastepstwem choréb nowotworowych [1]. Mimo iz arsenal
lekéw cytostatycznych jest dos$¢ szeroki, to jednak czas przezycia pacjentéw zdia-
gnozowanych onkologicznie nie jest dlugi, wynosi od kilku miesiecy do kilku lat.
Tak niekorzystne rezultaty leczenia sa wynikiem duzej toksycznosci cytostatykow,
a takze pojawiajacej si¢ w czasie terapii opornosci komorek nowotworowych na sto-
sowane leki. Terapia onkologiczna, to poszukiwanie kompromisu pomiedzy wysoka
skutecznoscig leczenia i niskg toksycznosciag wobec zdrowych komorek.

Do jednych z najdtuzej i najczesciej stosowanych grup lekéw przeciwnowotwo-
rowych nalezg leki platynowe. Podstawowym lekiem tej grupy jest cisplatyna, ktorej
wlasciwosci hamujace cykl komérkowy zostaly odkryte juz w 1965 roku [2]. Lek
ten z powodzeniem stosowany jest od lat siedemdziesiatych, jednak ze wzgledu na
duza toksycznos¢ oraz liczne mechanizmy opornosci rozwijajace si¢ w komérkach
nowotworowych, stosowanie cisplatyny bywa ograniczone. Cz¢sciowym sukcesem
w pokonywaniu tych probleméw bylo wprowadzenie do leczenia karboplatyny
i oksaliplatyny, czyli mniej toksycznych lekéw platyny(II) [3, 4].

Ze wzgledu na potencjal do przetamywania opornosci komoérek nowotworo-
wych bardziej obiecujace wydaja si¢ by¢ zwigzki platyny(IV), a zwlaszcza bedace
w fazie badan klinicznych satraplatyna i LA-12. Zwigzki te s3 mniej reaktywne niz
analogi cisplatyny, s prolekami, ktére w srodowisku kwasowym wnetrza strans-
formowanych komorek tatwo ulegaja redukeji do zwigzkow platyny(II) odtaczajgc
w tym procesie dwa ligandy osiowe [5]. Satraplatyna zostala zaprojektowana jako
doustny prolek o wlasciwosciach lipofilnych. Charakteryzuje sie szybkim wychwy-
tem komorkowym, co prowadzi do zwigkszenia jej kumulacji. w komoérkach [5].
Satraplatyna powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G,/M. W poréw-
naniu do oksaliplatyny charakteryzuje sie wigksza aktywnoscig oraz czterokrotnie
wyzszym stezeniem komdrkowym [6]. Wszystko to czyni leki platynowe interesu-
jacym obiektem rozwazan w odniesieniu do problemu oporno$ci nowotworow
na leczenie oraz strategii pokonywania zjawiska opornosci.

W pracy podjeto probe wyjasnienia najwazniejszych mechanizmdéw powstawa-
nia opornosci komodrek nowotworowych na leki bedace pochodnymi platyny oraz
pokazania najnowszych strategii przelamywania opornosci.

1. ISTOTA PROCESU NOWOTWOROWEGO

Nowotwdr to nieprawidtowy i nadmierny rozrost liczby komorek, spowodo-
wany utratg wplywu na kontrole wzrostu, trwajgcy pomimo usunigcia przy-
czyny stymulujacej powstanie tej zmiany. Na skutek kumulacji pojawiajacych
sie stopniowo nieletalnych uszkodzen genetycznych, komorki tracg zdolno$¢
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do réznicowania i kontynuujg replikacje niezaleznie od czynnikéw reguluja-

cych oraz kontrolujacych normalny wzrost komorki. Wady w strukturze kwasu

deoksyrybonukleinowego (DNA) pojawiaja sie¢ w komorkach osob genetycznie
predysponowanych do rozwoju nowotworu a wywolywane sa przez karcynogeny.

Nowotwory zachowuja si¢ jak pasozyty, konkuruja ze zdrowymi komérkami

w walce o tlen i skladniki odzywcze, co powoduje wyniszczanie organizmu [7].

Podstawowa réznica pomiedzy komérkami nowotworowymi a zdrowymi to ich

niekontrolowany wzrost, inwazyjny charakter oraz zdolno$¢ do tworzenia ognisk

przerzutowych [8].

Uszkodzenia DNA powodujgce powstanie nowotworéw mogg dotyczy¢ czte-
rech klas genow:

o Gendw regulatorowych, zwanych tez protoonkogenami, obecnych w kazdej
prawidlowej komorce. Pelnig one wazng role w regulacji takich procesow jak
wzrost, dojrzewanie i réznicowanie si¢ komorek. Zawierajg sekwencje biatek
(tzw. onkoprotein) uczestniczacych w proliferacji komorek [9]. Geny regulato-
rowe na skutek przebiegajacej transformacji nowotworowej (mutacji punkto-
wej, amplifikacji lub translokacji) przeksztalcaja si¢ w onkogeny, ktére powo-
duja niekontrolowana proliferacje komoérek koniczaca si¢ rozwojem nowotworu.
Onkogeny dzialaja w sposéb dominujacy, gdyz prowadza do transformacji
komorek pomimo obecnosci ich prawidtowego odpowiednika [10].

o Genodw supresorowych (antyonkogenéw), ktore hamujg proliferacje komo-
rek lub kontroluja procesy utrzymujace stabilnos$¢ genetyczng komorki [10].
Sa one czasem nazywane recesywnymi onkogenami, gdyz oba allele musza
by¢ uszkodzone, aby zaszla transformacja komorki. Geny supresorowe obej-
muja dwie podgrupy. Wyrdznia si¢ geny bramkowe, kodujace biatka odpo-
wiedzialne za hamowanie cyklu komoérkowego oraz geny opiekuncze, ktére
kontrolujg stabilno$¢ genetyczng komorki.

o Genéw regulujacych apoptoze. Apoptoza to zaprogramowana $mieré
komorki w organizmie wielokomérkowym, majaca na celu usuniecie zuzy-
tych lub zniszczonych komorek. Jest aktywowana przez swoisty sygnat
dziatajacy w okreslonym punkcie czasowym. Skierowanie komorki na szlak
apoptotyczny jest wynikiem przewagi czynnikéw proapoptotycznych m.in.
bialek Bcl-xS, BAD (zwigzanego z Bcl-2 promotora $mierci), BAX (zwig-
zanego z Bcl-2 biatka X) nad czynnikami antyapoptotycznymi np. Bcl-2
[10]. Indukcja apoptozy moze zachodzi¢ dwukierunkowo. Istotg pierwszej
drogi apoptozy jest posredniczenie w przewodzeniu zewnatrzkomorkowego
sygnalu do komdrki za pomoca receptoréw $mierci np. oddzialywanie czyn-
nika martwicy nowotworu (TNF) z receptorem TNF1 czy ligandu Fas (FasL)
z receptorem APO-1 (receptorem dla antygenu apoptozy 1). Druga droga
apoptozy moze zostaé zapoczatkowana przez cytostatyki lub radioterapie.
Przebiega wtedy niezaleznie od pobudzenia receptoréw $mierci, z uwolnie-
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niem cytochromu C aktywujacego kaspazy, ktoére rozpoczynajg zaprogramo-
wang $mier¢ komorki [11].
o Gendw naprawiajgcych DNA

Leczenie choréb nowotworowych polega na zniszczeniu wszystkich strans-
formowanych komoérek lub na zahamowaniu ich wzrostu. W terapii przeciwno-
wotworowej prowadzi si¢ leczenie skojarzone: operacje chirurgiczne, chemiote-
rapi¢, immunoterapie, hormono-terapie lub radioterapie. Takie wielokierunkowe
leczenie zwigksza szans¢ na zniszczenie wszystkich komdrek nowotworowych
i osiggniecie celu zasady ,total cell kill” [8]. Dopiero po osiagnieciu owego efektu
terapeutycznego mozna méwic¢ o pomyslnym wyleczeniu z choroby nowotworowe;j.

Leczenie onkologiczne jest niezwykle ucigzliwe dla chorego a towarzyszace mu
bardzo powazne dziatania uboczne i toksyczne obcigzajg organizm pacjenta. Czgsto
zaawansowanie choroby nowotworowej lub ogdlny stan chorego sa przeciwwska-
zaniami do rozpoczecia terapii onkologicznej. Problemy pojawiajace sie w czasie
onkoterapii wynikajg z natury samego guza nowotworowego lub powstania opor-
nosci komorek nowotworowych na stosowane leki. Ogdlny stan chorego, budowa
guza i lekooporno$¢ limitujg skuteczno$¢ prowadzonego leczenia.

Waznym celem chemioterapii jest dostarczenie czynnika przeciwnowotworo-
wego do calej objetosci guza. Jednak ze wzgledu na nieprawidiowa budowe sieci
naczyn krwionosnych zadanie to jest znacznie utrudnione. Naczynia krwiono$ne
w obrebie guza s3 nieszczelne, charakteryzuja si¢ powolnym przeplywem krwi
zaktécanym dodatkowo przez obecne przewezenia. Sie¢ naczyn krwionosnych jest
niejednorodna, wystepuja w niej obszary gorzej ukrwione, w ktoérych otrzymywane
stezenie leku jest nizsze, zatem mniej skuteczne. Sposobem radzenia sobie z tg wta-
$ciwoscig guza jest systematyczne podawanie malych dawek leku. Postepowanie
takie polega na niszczeniu komorek lezacych w sgsiedztwie naczyn krwionoénych,
prowadzac do stopniowej regresji guza i w konsekwencji do catkowitego jego znisz-
czenia [12]. Nieprawidtowe unaczynienie guza powoduje niedotlenienie komorek,
a to z kolei prowadzi do selekcji komdrek nowotworowych oraz dodatkowo zmniej-
sza skutecznos$¢ stosowanej chemio- i radioterapii. Podanie pacjentom erytropo-
etyny zwieksza natlenienie tkanki nowotworowej, redukujac te negatywne zjawiska.

Kolejng wlasciwoscig guza nowotworowego jest jednorodno$¢ cisnienia $rod-
migzszowego w calej jego objetosci oraz jego niewielki spadek w warstwach najbar-
dziej zewnetrznych. W polaczeniu z brakiem prawidtowo dzialajacych naczyn lim-
fatycznych przeklada si¢ to na ograniczenie konwekcji w guzie. W efekcie zdolnos¢
leku do dyfuzji w masie nowotworowej jest ograniczona. Natomiast réznica ci$nien
na granicy guza i srodowiska zewnetrznego powoduje wyplyw ptynu tkankowego
na zewnatrz nowotworu, zmniejszajac w ten sposob ilo$¢ leku obecnego w masie
nowotworowej [12]. Obecnie prowadzi sie badania nad skutecznoscig hialuronidazy
i kolagenazy w redukeji gestosci macierzy pozakomorkowej celem ulatwienia dyfu-
zji lekéw w obrebie mas nowotworowych.
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Na skuteczno$¢ stosowanych cytostatykow wplywaé moze réwniez tworzenie
sie putapki jonowej. U podtoza tego zjawiska lezy zdolno§¢ komoérek nowotworo-
wych do wypompo-wywania jonéw H" sprawniej niz czynig to komorki zdrowe.
W efekcie wzrasta stezenie protonéw w macierzy pozakomoérkowej, co moze prowa-
dzi¢ do uprotonowania lekéw i utrudnienia ich dyfuzji do wnetrza komorek. Zapo-
biega sie temu niekorzystnemu zjawisku podajac roztwér weglanu sodu.

2. MECHANIZMY POWSTAWANIA LEKOOPORNOSCI

Pod pojeciem opornosci rozumie si¢ ogét mechanizméw wplywajacych
na obnizenie skutecznosci prowadzonej terapii. Czesto terminu tego uzywa sig
w odniesieniu do drobnoustrojow i komodrek nowotworowych, ktére moga charak-
teryzowac si¢ pewng niewrazliwo$cig na czynniki wczesniej uznane za skuteczne
w ich leczeniu. Skutecznos$¢ odpowiedzi nowotworu na leczenie zalezy w znacznej
mierze od wrazliwosci stransformowanych komorek na stosowang terapie. Coraz
cze$ciej podczas leczenia pojawia sie problem lekoopornosci, ktéry skutecznie ogra-
nicza wybor terapii.

Opornos¢ komorek na leki jest wypadkowa kilku mechanizméw. Pierwszy
mechanizm zwigzany jest z uposledzeniem kumulacji leku w komorce, a jego wazng
sktadowa jest tzw. efflux. Jest to mechanizm odpowiedzialny za aktywne wypom-
powywanie ksenobiotyku poza komorke przez zlokalizowane w blonie komoérko-
wej biatka zalezne od adenozyno-5-trifosforanu (ATP-zalezne). Wazna role w tym
procesie odgrywaja transportowe bialka rodziny ABC posiadajace kasete wiazaca
ATP (ATP-binding cassette). Biatka te w warunkach fizjologicznych pelnig role
ochronng, jednak ich nadekspresja prowadzi do obnizenia stezenia cytostatyku
w komorce i w efekcie do powstania opornosci [12]. Istotng role w kumulacji leku
w komoérce nowotworowej pelni réwniez influx. Jest to proces odpowiedzialny
za aktywny transport zwigzkow do wnetrza komoérki przez blone komoérkows za
posrednictwem wyspecjalizowanych bialek transportowych. Przyktadem takiego
biatka jest Ctrl (ang. copper transporter 1), ktére ulatwia transport cisplatyny do
komorek [3].

Opornos¢ komoérek nowotworowych jest takze efektem nasilenia procesow
naprawczych uszkodzonego DNA. Stransformowane komorki, oprocz naturalnie
zwiekszonej tolerancji na uszkodzenia w obrebie DNA, posiadaja czgsto zwigkszong
ilo$¢ bialek naprawczych, a tym samym charakteryzuja si¢ wieksza niewrazliwo-
$cig na stosowang terapie. Waznymi systemami stuzacymi do usuwania uszkodzen
w obrebie struktury DNA sg NER (ang. nucleotide excision repair) i MMR (ang.
mismatch repair). Opornos$¢ komoérek wynika ponadto z wadliwego przebiegu
szlaku apoptotycznego np. z powodu mutacji biatka p53, ktére jest czynnikiem
transkrypcyjnym o zdolnosciach aktywujacych naprawe DNA oraz inicjujacych
apoptoze [12].
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Zmieniony metabolizm cytostatykéw moze réwniez prowadzi¢ do rozwoju
opornosci wsrod komorek nowotworowych. Niekiedy stosowany lek jest prolekiem,
ktoéry dopiero we wnetrzu komorki, pod wptywem obecnych czynnikow, staje sie
wlasciwg substancjg czynng. Takim prolekiem jest 5-fluorouracyl, ktoéry pod wply-
wem kilku enzymoéw przeksztalcany jest do hamujacego syntez¢ DNA fluoroury-
dyno monofosforanu (FUMP) [13].

3. KOMPLEKSY PLATYNY JAKO LEKI CYTOSTATYCZNE

Kompleksy platyny zaliczane sg czgsto do cytostatykow alkilujacych DNA,
mimo ze nie tworzg one jonéw karboniowych. Co wiecej, cisplatyna podstawowy
lek tej grupy, nie posiada zadnej grupy alkilowej, zatem trudno moéwic¢ o dziata-
niu alkilujagcym pochodnych platyny. Jednakze ze wzgledu na tworzenie przez nie
wigzan kowalencyjnych z miejscami nukleofilowymi w DNA oraz podobienistwo
farmakologiczne do $rodkéw alkilujacych, okresla si¢ pochodne platyny jako leki
alkilujaco-podobne (ang. alkylating-like drugs) [14].

Leki platynowe to zwiazki kompleksowe, w ktorych atomem centralnym jest
dwuwarto$ciowy lub czterowarto$ciowy jon platyny. Ligandami moga by¢ atomy
chloru lub reszty kwaséw (czesto dikarboksylowych), wystepujace przewaznie
w polozeniu cis. Wyjatek stanowia oksaliplatyna i pochodna BBR-3464, ktore posia-
dajg konfiguracje trans. Przeglad lekéw pochodnych platyny ilustruje Tabela 1.

Tabela 1. Zwigzki platyny stosowane w terapii, oraz bedace w fazie badan klinicznych [15, 16]
Table 1. Platinum compounds used in the treatment and those undergoing clinical trials [15, 16]
Cisplatyna C'f».,,P( NHa Lek zatwierdzony przez FDA w 1978
paty o™ NH, roku [15, 16]
e
Karboplatyna HzN\P{O Lek zatwierdzony przez FDA w 1989
platy: N, roku [15, 16]
0
Hy
"\ /OIO Lek zatwierdzony przez FDA w 2003
. P{
Oksaliplatyna O/N 7o roku [15, 16]
Ha
N Lek zatwierdzony w Japonii w 1995
P
Nedaplatyna HNT Q\O:[/ roku [15, 17]
N P rCHe Lek zatwierdzony w Chinach w 2005
Lobaplatyna \:‘\/ 2 I roku
NHy Ny
° [15]
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H, o
N
HC Ou. \ P Lek  zatwierdzon w  Korei
Heptaplat — Pt y
cptaplatyna HaC o/([\‘/ % Poludniowej w 1999 roku [15]
Hy 0
CI\P;,NH3
Pikoplatyna o D Zwigzek w fazie badan klinicznych
7
HyC
CHs
o=(
I
cl NH Zwigzek w fazi 1 klini h
Satraplatyna, M216 Sh” JO wigzek w fazie badan klinicznyc
o N (18]
2
0O
CHs
JM118 bt Metabolit satraplatyny [18]
LN
cl NH;
CI\P|1NH3
HQN\ NHs
BBR-3464 /F"z\’ Zwiazek w fazie badan klinicznych
HoN NH,
HoN NH;
’ \F1{
o wmg

4. MECHANIZMY OPORNOSCI NA LEKI PLATYNOWE

Obok toksyczno$ci, najwazniejszym czynnikiem utrudniajgcym skuteczne
leczenie nowotwordw lekami platynowymi jest problem opornosci. Oporno$¢ moze
mie¢ charakter wrodzony jak ma to miejsce np. w nowotworze okreznicy czy nerek
lub moze by¢ nabyta, powstajaca dopiero po kontakcie z cytostatykiem, co czesto
spotyka si¢ w nowotworze jajnika [4, 19]. Mechanizmy opornosci na leki platynowe
zroznicowane sg pod wzgledem farmakokinetycznym. Moze wystepowa¢ zjawisko
opornoéci aktywnej, u podtoza ktdrej lezy nadmiar czynnika wywolujacego opor-
nos¢, czego przykladem sg systemy naprawy DNA, pompy effluksu oraz czynniki
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antyapoptotyczne [4]. Inny rodzaj to opornos¢ pasywna nasycalna wynikajgca z nie-
doboru czynnika wymaganego do skutecznego dzialania leku oraz nienasycalna
powstajaca na skutek zmiany czynnika opornosci. [4].

Opornos¢ na leki platynowe jest wypadkowa roznych czesto skomplikowanych

mechanizméw. Najlepiej poznane i udokumentowane sag mechanizmy klasyczne:

o Ograniczony dostep cytostatyku do guza nowotworowego.

o Zmniejszona wewnatrzkomoérkowa kumulacja leku na skutek utrudnionego
transportu do komorki i aktywnego usuwania cytostatyku z komorki.

o Detoksykacja leku.

«  Nasilenie proceséw naprawczych uszkodzonego DNA.

«  Zwiekszona tolerancja na uszkodzenia DNA.

o Zakldcenie przebiegu procesu apoptozy.

Bardziej ztozone i nie do konca poznane sg molekularne mechanizmy oporno-
$ci, ktorych podstawg sg ztozone procesy biochemiczne.

Podstawowym mechanizmem obnizajgcym wrazliwo$¢ komdrek nowotwo-
rowych na leki platynowe jest zmniejszenie wewnatrzkomodrkowej kumulacji tych
chemioterapeutykow, przedstawione na Rysunku 1. Proces ten polega na obnizeniu
influksu, czyli transportu leku do wnetrza komoérki np. na skutek degradacji blono-
wych transporteréw miedziowych Ctr1 [3, 19]. Na obnizenie kumulacji leku wptywa
takze nasilenie procesu aktywnego usuwania tych cytostatykdw z wnetrza komorek
w procesie zwanym jako effluks. Wzrost aktywno$ci effluksu moze wynikac z nade-
kspresji biatek rodziny ABC [12] i transportujacych miedz ATP-az typu P [4].

Leki platynowe ulegaja tez inaktywacji na skutek tworzenia wigzan z obecnymi
w cytoplazmie zwigzkami posiadajacymi grupy tiolowe np. z glutationem i metalo-
tioneinami [3, 4]. Innym mechanizmem opornosci jest nasilenie aktywnosci syste-
moéw naprawczych DNA, a zwlaszcza systemu naprawy przez wyciecie nukleotydu
(NER). Istotne sg rowniez wzrost tolerancji komdrek nowotworowych na uszkodze-
nia w obrebie genomu czy zmniejszenie wrazliwosci nowotwordw na apoptoze [19].

Na uwage zastuguja badania wskazujace na to, ze istotny wplyw na powstawa-
nie opornosci na cisplatyne ma enzym cyklooksygenza-2. Cyklooksygenza-2 jest
enzymem bioracym udzial w procesie otrzymywania z kwasu arachidonowego pro-
staglandyny H2, ktora jest nastepnie przeksztalcana w inne prostaglandyny i trom-
boksan [20]. Ekspresja enzymu COX-2 indukowana jest mitogeneza, cytogeneza,
a takze towarzyszy stanom zapalnym. W wielu nowotworach np. w nowotworze
pecherza moczowego zaobserwowano podwyzszony poziom ekspresji COX-2 [4].
Wysoki poziom tego enzymu prawdopodobnie powoduje wzrost ekspresji innych
czynnikow opornosci jak: MRP-1 (bialka zwiazanego z opornoscia wielolekowa)
czy Bcl-2. Dlatego czesto faczy si¢ wysoki poziom COX-2 z opornoscig na zwigzki
platynowe.
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Rysunek 1.  Mechanizmy opornoéci na cisplatyne [19]
Figure 1. Mechanisms of resistance to cisplatin [19]

Q- cisplatyna; Ctrl - transporter miedziowy 1; ABCC1/2 - bialka zwigzane z opornoscia wielolekowa; GSH -
glutation; GGR - calo$ciowa naprawa genomu; MT — metalotioneiny; ECMP - biatka macierzy pozakomoérko-
wej; NER - naprawa przez wyciecie nukleotydu; MMR - naprawa niesparowanych zasad; ICL- naprawa miedzy-
niciowych potgczen krzyzowych; RR - naprawa rekombinacyjna; TLS - naprawa ponad miejscem uszkodzenia

Poza omdwionymi mechanizmami istnieje jeszcze szereg innych proceséw
mogacych utrudniaé terapie cisplatyna jak i pozostalymi lekami platynowymi.
Nalezg do nich zmiany ekspresji miedzy innymi nastepujacych gendw: c-Myc,
c-Fos, c-Jun, PKCy, PP2A, PP4, SKP2, NF-«B [4]. W chwili obecnej ilo§¢ poznanych
gendw, ktorych ekspresja zwigksza oporno$¢ na zwiazki platynowe siega dziesigtek
[21].

Stwierdzono ponadto, zZe komérki nowotworowe platynooporne charaktery-
zujg si¢ znieksztalceniami chromosomalnymi. Komorki takie majg zmniejszong

diugos$¢ telomerdw, obnizong aktywnos¢ telomeraz i obnizong ekspresje telomerazy
mRNA [4].



1118 W. WEISS-GRADZINSKA, W. KRZEMPEK, L. TRYNDA-LEMIESZ

5. STRATEGIE POKONYWANIA ZJAWISKA OPORNOSCI NA LEKI
PLATYNOWE

Staba odpowiedz organizmu oraz rozwdj opornosci komoérek nowotworowych
na dostgpne procedury terapeutyczne, to czynniki skutecznie ograniczajace czas
przezycia chorych. Dlatego od wielu lat prowadzi si¢ szeroko zakrojone badania nad
mechanizmami oporno$ci nowotwordw na cytostatyki, w tym na leki pochodne pla-
tyny. Naukowcy poszukujg nowych strategii umozliwiajacych przetamywanie opor-
nosci, zwigkszania cytotoksycznosci lekéw i podnoszenia skutecznosci leczenia.

5.1. KOMBINACJE CISPLATYNY Z MODULATORAMI ODGRYWAJACYMI GEOWNA
ROLE W ROZWOJU OPORNOSCI

Skuteczng strategia pokonywania wspomnianych mechanizmdéw opornosci na
leki platynowe moze by¢ wykorzystywanie modulatoréw opornosci, czyli zwigzkow
zwiekszajacych wrazliwos¢ komorek nowotworowych na leki platynowe.

Jednym z takich modulatoréw opornosci jest tilmakoksyb, ktory jest selektyw-
nym inhibitorem cyklooksygenazy 2. Nadekspresja tego enzymu obserwowana jest
w przebiegu stanu zapalnego i rozwoju nowotworu, zwigksza ona m.in. ekspresje
biatka opornosci wielolekowej MDR-1. Biatko MDR-1 jest P-glikoproteing odpo-
wiedzialng za effluks lekéw platynowych [20]. Stosowanie leczenia skojarzonego,
cisplatyny z tilmakoksybem, nasila dzialanie cytotoksyczne cisplatyny oraz apop-
toze opornych na cytostatyk komdrek nowotworowych pecherza moczowego linii
komorkowej T24 [22] oraz opornych komoérek nowotworu okreznicy [20]. Zainte-
resowanie badaczy przyciagaja takze inne selektywne inhibitory COX-2, m.in. cele-
koksyb. Jak dotad nie wykazano jednak, by lek ten poprawial dzialanie jednoczesnie
stosowanych chemioterapeutykow [23].

5.2. LACZENIE CISPLATYNY Z LEKAMI, KTORYCH DZIALANIE SKIEROWANE JEST
WPROST NA KOMORKI NOWOTWOROWE

Inng strategia jest podawanie lekéw platynowych w terapii skojarzonej wraz
z innymi chemioterapeutykami. Takie postepowanie pozwala zwigkszy¢ skutecz-
no$¢ rownolegle stosowanych lekow, a takze pokona¢ lekoopornoséé. Jednym z lekow
stosowanych w terapii skojarzonej jest inhibitor proteasomu 26S - Bortezomib.



MECHANIZM OPORNOSCI NA LEKI PLATYNOWE 1119

OH

i |
N NH _B
| AN NH \/ SoH
= 0 X CH,
: e

CH

3

Rysunek 2. Wzér strukturalny bortezomibu [11]
Figure 2. Structural formula of bortezomib [11]

Bortezomib jest lekiem zatwierdzonym do stosowania w szpiczaku mnogim
i chloniaku, ale moze okazac si¢ rowniez skuteczny m.in. w nowotworze jajnika [24].
Zwiazek ten dziala synergistycznie z cisplatyng. Zapobiega indukowanej cisplatyna
degradacji transportera miedziowego Ctr1, co w konsekwencji zwigksza wewnatrz-
komorkowg kumulacje cisplatyny. Ponadto blokuje proteasomy, ktére biorg udziat
w degradacji licznych bialek komérek nowotworowych jajnika ludzkiego [24]. Bor-
tezomib podawany w leczeniu skojarzonym z gemcytabing i karboplatyng w nie-
drobnokomdrkowym raku ptuc (NSCLC) znacznie zwigksza cytotoksycznos¢ kar-
boplatyny [25].

Standardowym postepowaniem w terapii onkologicznej jest laczenie dzialania
réznych chemioterapeutykéw. Jednoczesne podawanie kilku lekdéw w zestawach
pozwala zwiekszy¢ skuteczno$é terapeutyczng oraz przetamaé oporno$é komorek
nowotworowych. Nazwy zestawdw tworzone s3a najcze¢sciej od pierwszych liter
lekéw wchodzacych w ich sklad np. PAC (cisplatyna, doksorubicyna, cyklofosfa-
mid), PVB (cisplatyna, winblastyna, bleomycyna), MVP (mitomycyna, wineoreli-
bina, cisplatyna) [8].

Do czynnikéw przetamujgcych oporno$¢ na leki platynowe nalezg tez prze-
ciwcialta monoklonalne oddzialywujace z czynnikami wzrostu, ich receptorami
i ligandami. Do grupy przeciwcial skutecznych w chorobach nowotworowych
nalezg: cetuximab, bevacizumab oraz trastuzumab. Cetuximab to przeciwciato
monoklonalne, inhibitor naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth
factor receptor, EGFR). Stosowanie tego przeciwciala jest jedyna celowang terapig
w nawracajgcym lub tworzacym przerzuty nowotworze glowy i szyi. Stosowany jest
zardwno w polgczeniu z chemioterapia jak i w monoterapii. Lek ten podawany jest
pacjentom, u ktérych pojawila si¢ opornos¢ na leki pochodne platyny. Cetuximab
podawany chorym }3cznie z lekami platynowymi wyraznie wydluza czas przezycia
pacjentdéw [26, 27]. Z kolei bevacizumab to humanizowane, monoklonalne przeciw-
cialo skierowane przeciwko czynnikowi wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang.
vascular endothelial growth factor, VEGF). VEGF jest waznym regulatorem procesu
angiogenezy. Bevacizumab zwieksza skutecznos$¢ terapii w polaczeniu z gemcyta-
bing i cisplatyng w niedrobnokomoérkowym raku ptuc [28].
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Trastuzumab to kolejne przeciwcialo monoklonalne, ktére skierowane jest
przeciwko zewnatrzkomorkowej domenie drugiego ludzkiego naskorkowego recep-
tora dla czynnika wzrostu (ang. human epidermal growth factor receptor 2, HER2).
Jest to zwigzek skuteczny w HER2-dodatnim rozsianym raku piersi. Trastuzumab
wykazuje synergizm dzialania z lekami platynowymi. Przeciwcialo to utrudnia
sygnalizacje z udzialem HER2 i tym samym ostabia proces naprawy uszkodzen
DNA wywolanych przez addukty platynowe [29]. Wysoka skutecznos¢ stosowania
terapii faczonej cisplatyna-trastuzumab-docetaksel w HER2-dodatnim nowotworze
piersi zostata potwierdzona w badaniach klinicznych [30].

5.3. NOWE LEKI PLATYNOWE

Kompleksy platyny(II) sa powszechnie stosowanymi chemioterapeutykami
w wielu typach nowotwordw. Jednak ze wzgledu na liczne dzialania toksyczne oraz
rozwijajace si¢ mechanizmy opornosci na te grupe¢ lekow konieczne stalo si¢ poszu-
kiwanie nowych rozwigzan terapeutycznych. Jedna z takich strategii jest opraco-
wanie lekéw pochodnych platyny(IV) - prolekow, ktore w ustroju ulegajg redukeji
do bardziej aktywnych pochodnych platyny(II) [5]. Innym skutecznym rozwigza-
niem moga okaza¢ si¢ wielojadrowe kompleksy platyny tworzace z DNA addukty
o odmiennej strukturze od tych tworzonych przez analogi cisplatyny.

5.3.1. Zwiazki platyny(IV)

Kompleksy platyny(IV) posiadajg oktaedryczna symetrie oraz dwa dodat-
kowe ligandy w stosunku do plasko-kwadratowych komplekséw platyny(II).
W konsekwencji, kompleksy o takiej strukturze charakteryzuja si¢ wieksza inercja
wewnetrzng i mniejszg reaktywnoscig. Tym samym, rzadziej podlegaja pobocznym
reakcjom i interakcjom z czynnikami opornosci. Zwigzki platyny(IV) sa prolekami,
ktore w organizmie ulegaja redukcji uwalniajac zwigzki platyny(II) i ligandy osiowe
(ang. axial ligands) [5]. Projektowanie komplekséw platyny(IV) stwarza mozliwo-
$ci otrzymywania zwiazkow o lepszych parametrach farmako-kinetycznych takich
jak lipofilno$¢. Pozwala to redukowa¢ dzialania niepozadane, zwiekszaé selektyw-
no$¢, ponadto ligandy osiowe po odlaczeniu moga wywiera¢ dodatkowe dziatanie
np. cytotoksyczne. Niestety, pomimo licznych zalet, kompleksy platyny(IV) posia-
daja tez wady, a mianowicie znacznie wolniej ulegaja wychwytowi do komorki
niz zwigzki platyny(II) [5]. Ciekawa wiasciwoscig zwiazkow platyny(IV) jest ich
aktywno$¢ nawet w warunkach hipoksji. Te specyficzng wlasciwos¢ mozna wyko-
rzysta¢ w onkologii do leczenia nowotwordéw beznaczyniowych. Obecnie najlepiej
poznanym zwigzkiem platyny(IV) jest satraplatyna (JM216). Satraplatyna zostata
zaprojektowana jako doustny lek o wlasciwos$ciach lipofilnych. Charakteryzuje sie
szybkim wychwytem komdrkowym, co prowadzi do zwigkszenia kumulacji che-
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mioterapeutyku w komdrkach opornych [5]. Satraplatyna powoduje zatrzymanie
cyklu komérkowego w fazie G,/M. W poréwnaniu do oksaliplatyny charakteryzuje
sie wiekszg aktywnoscia oraz osigganiem czterokrotnie wyzszego stezenia komor-
kowego. [6].

Lekiem nowej generacji jest réwniez pochodna platyny(IV) o nazwie LA-12
i budowie zblizonej do satraplatyny [31]. Lek ten jest silnie lipofilowy i w badaniach
in vitro nie daje opornosci krzyzowej z cisplatyna [5].

CH3 CHs
O:< O:<
e} O
CI\| /NH3 C]\| /NH3
/Pt\ c /Pt\
c | NH, ! | NH,
O o} 0 o)
CHj CHj
Satraplatyna LA-12

Rysunek 3. Wzory strukturalne komplekséw platyny(IV): satraplatyny i LA-12 [31]
Figure 3. Structural formula of platinum(IV) complexes: satraplatin and LA-12 [31]

Projektujac zwigzki kompleksowe platyny(IV) jako ligandy osiowe wprowa-
dza sie zwigzki o wlasciwosciach modulujacych opornosé. Jednym z takich lekow
pochodnych platyny(IV) jest etakraplatyna (ang. ethacraplatin). Ligandami osio-
wymi tego zwiazku s3 zdeprotonowane czasteczki kwasu etakrynowego. Kwas eta-
krynowy jest inhibitorem glutationo-S-transferazy (GST). Zahamowanie aktyw-
nosci GST ogranicza inaktywacje cytostatyku, poniewaz nie dochodzi do aczenia
z glutationem. Ze wzgledu na t¢ wlasciwo$¢ oraz zwigkszong lipofilnos¢, etakrapla-
tyna wywiera dzialanie cytotoksyczne w nizszym stezeniu niz cis platyna [5].

Cl Cl
O>_/o
o

O
H,C CH,

Cl Cl

Rysunek 4. Wzor strukturalny etakraplatyny [5]
Figure 4. Structural formula of ethacraplatin [5]
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Innymi ligandami osiowymi, ktére umozliwiaja przelamywanie opornosci na
zwiazki platyny sa ligandy estradiolo-3-benzoesowe. Ligandy te moga by¢ skuteczne
wobec komoérek nowotworowych piersi o nadekspresji receptoréw estrogenowych.
Powstale podczas redukeji wewnatrzkomoérkowej ligandy estradiolo-3-benzoesowe
zwigkszajg ekspresje biatka HMGBI (biatka duzej mobilnosci, B1). Biatka HMGB1
ostaniajg addukty DNA przed systemem naprawy NER. Konsekwencja takiej nie-
skutecznej naprawy jest indukcja apoptozy [5].

5.3.2. Wielojadrowe kompleksy platyny

Kompleksy tej grupy to zwiazki o konfiguracji trans, posiadajace dwa lub
wiecej atomow platyny. Atomy te taczac si¢ kowalencyjnie z DNA tworzg addukty
o odmiennej strukturze od tych tworzonych przez analogi cisplatyny [32]. Badania
nad tg grupg zwigzkow rozpoczely sie od polaczenia dwdch pochodnych cisplatyny
fancuchem diaminowym. Nastepnie wprowadzano stopniowe zamiany ligandéw na
takie, ktore zapewnialy lepsza rozpuszczalno$¢ zwigzkéw w wodzie oraz wigksza
cytotoksycznosé¢. Niektore z nich czgsciej niz cisplatyna tworza addukty miedzyni-
ciowe [33].

NH, Cl

Cl H.N
Npp SN
Cl NH2—(CH2)n——NH2/' cl

Rysunek 5. Wzor strukturalny dwujadrowych komplekséw platyny [32]
Figure 5. Structural formula of bis(platinum) complexes [32]

Nowoécig podczas projektowania trojjadrowych kompleksow (np. BBR3464),
a takze dwujadrowych komplekséw potaczonych ligandami poliaminowymi (np.
BBR3610), jest mozliwo$¢ wprowadzenia do nich tadunku i zdolnos$¢ tworzenia
przez te zwigzki wigzan wodorowych.

H3N H3N H3N
\\ +/NH2 \32+‘NH2 \ +/NH3
Pt \/\/\/\ ot \/\/\/\ _Pt
o\ NH; NH, \
NH, H, cl
BBR3464
H N
H N \_ AN

NH NH;, Pt
\Pt+/ S N P g g N \
e 2 2 X
cl
NH, BBR3610

Rysunek 6. Wzor strukturalny BBR3464 i BBR3610 [34]
Figure 6. Structural formula of BBR3464 and BBR3610 [34]
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W wielojadrowych zwigzkach centralne atomy platyny oraz grupy aminowe
ligandow poliaminowych odpowiadajg za tworzenie wigzan wodorowych z atomami
tlenu guaniny lub tyminy, zasad azotowych kwasu DNA [32]. Zwigzki te charakte-
ryzujg si¢ tez dobrg rozpuszczalno$cig w wodzie. Na aktywno$¢ wielordzeniowych
kompleksow platyny maja wplyw parametry takie jak: zdolnos¢ do tworzenia wia-
zan wodorowych, dlugos¢, elastycznos¢, fadunek tancucha taczacego atomy platyny,
a takze potozenie tego tanicucha wzgledem ligandu chlorkowego. Jak wynika z badan
najodpowiedniejsza dlugoscig tancucha laczacego jest sze$¢ grup metylenowych
i dwie aminowe. Taka struktura ttumaczy dlaczego zwigzek BBR3464 jest aktyw-
niejszy od zwigzkéw o krétszych oraz dluzszych tancuchach weglowych. Natomiast
zwigzki o poliaminowych ligandach zyskujg na aktywnosci wraz z wydluzaniem
tancucha weglowego [32]. Dowiedziono, ze I3czenie atomdw platyny elastycznymi
ligandami alifatycznymi daje lepsze efekty niz stosowanie aromatycznych ligandow
jak np. bis(pirazolilo)metanowych. Dzieje si¢ tak dlatego, ze usztywnienie czaste-
czek zmniejsza ich aktywno$¢ [32]. Ponadto wykazano, ze zwigzki o konfiguracji
trans ligandow chlorkowych wzgledem tancucha weglowego charakteryzuja sie sil-
niejszym dziataniem cytotoksycznym w poréwnaniu do izomeréw cis [35].

N, ANY
\ — —_— /

Cl /N N\ Cl
Pt /Pt:
Cl N Nae
HN/ \\N
= NN

Rysunek 7. Przyktad kompleksu wielordzeniowego platyny o ligandach bis(pirazolilo)metanowych [32]
Figure 7. Example of a multi-nuclear platinum complex containing dipyrazolylmethane ligands [32]

5.4. NOWE POSTACIE LEKU

Ze wzgladu na krotka retencje cisplatyny w nowotworze, duza toksycznosé
oraz rozwdj opornosci, zacz¢to poszukiwania nowych sposobdw zwiekszenia sku-
tecznosci leczenia zwigzkami platyny. Jednym z takich rozwigzan bylo opracowanie
odpowiedniej postaci leku, ktdra bedzie skutecznie dostarcza¢ chemioterapeutyk do
komorek nowotworowych.

5.4.1. Enkapsulacja

Enkapsulacja to metoda polegajagca na zamknieciu $rodka leczniczego wewnatrz
ostonki lub warstwy lipidowej, co powinno zwiekszy¢ transport cytostatykéow do
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wnetrza stransformowanych komorek. Najczesciej przeprowadza si¢ enkapsulacje
cisplatyny wewnatrz sfer zbudowanych z fosfatydylocholiny (PC), fosfatydyloetano-
laminy (PE) i cholesterolu (CH) [36]. Istotnym problemem napotykanym podczas
projektowania takich postaci leku jest zamykanie matych ilosci leku we wnetrzu sfer.
Badania dowodzg, ze mozliwe jest upakowanie cisplatyny w liposomach z PE z wie-
lokrotnie wigksza wydajnoscig niz w liposomach z PC. Za taki stan odpowiada che-
latacja akwakompleksow cisplatyny z wolnymi parami elektronowymi dwuwarstwy
fosfolipidowej w PE. Zjawisko to nie zachodzi w liposomach zbudowanych z PC.
Karboplatyna nie tworzy akwakomplekséw, stad jej stopien wigzania wewnatrz
liposomoéw z PE jest nizszy [36]. Enkapsulowana cisplatyna dostaje si¢ do wnetrza
komorki gléwnie na zasadzie endocytozy, ale czesciowo tez przez bezposrednia
fuzje liposoméw PE.

Przewaga liposomoéw, nad tradycyjnie podanym lekiem, jest ich dtuzsze pozo-
stawanie w masie nowotworowej. Waznym parametrem odpowiedzialnym za te¢
wlasciwo$¢ jest wielkos¢ liposomoéw, ktérych $rednica powinna wynosi¢ okoto
100 nm. Tak zbudowana postac¢ leku, po wstrzyknieciu do nowotworu, dostaje
sie w sie¢ widkien w §rédmigzszu nowotworowym i nie potrafi wydosta¢ sie do
przestrzeni naczyniowej. Enkapsulowana cisplatyna jest wyraznie skuteczniejsza
niz podana tradycyjnie, poniewaz pozostaje dtuzej w masie nowotworowej. Roz-
wdj nowych, skuteczniejszych postaci leku moze zwigkszy¢ wewnatrzkomorkowa
kumulacje cytostatyku oraz umozliwia przezwyciezanie opornosci wobec cispla-
tyny. Inkorporowanie pochodnych polietylenoglikolu do liposoméw PE z cisplatyna
dodatkowo zwigksza dziatanie cytotoksyczne cisplatyny [36]. Liposomy PE zawie-
rajace cisplatyne sa aktywne wobec wielu nowotworéw m.in. komorek czerniaka.
Komorki te sg niezwykle oporne na chemio- i radioterapi¢, ponadto charakteryzujg
sie stabg odpowiedzig na tradycyjne leczenie.

Leki, pochodne platyny, moga by¢ tez enkapsulowane w demineralizowanej
ferrytynie np. apoferrytynie (AFt). Metoda ta jest interesujaca, gdyz w komorkach
nowotworowych zaobserwowano obecno$¢ miejsc wigzacych ferrytyne oraz endo-
cytoze ferrytyny. Stwarza to szanse na terapie celowang wobec komoérek stransfor-
mowanych o nadekspresji receptoréw dla ferrytyny. Ponadto enkapsulowana w AFt
cisplatyna charakteryzuje si¢ wyraznie wyzszym wychwytem do komoérki niz sama
cisplatyna. Natomiast enkapsulowane formy karboplatyny i oksaliplatyny w AFt,
podawane w tych samych stezeniach, wykazujg znacznie mniejsza cytotoksycznos¢
w poréwnaniu do enkapsulowanej w AFt cisplatyny [37].

5.4.2. Nanorurki

Ciekawym systemem dostarczajacym leki platynowe do wnetrza komorek
nowotworowych sg nanorurki. Ta nowa postac leku daje wielkie nadzieje na poko-
nanie opornosci na grupe lekéw platynowych. Jednym z rodzajow tej postaci leku sg
rozpuszczalne, jednowarstwowe nanorurki weglowe pokryte z zewnatrz zwigzkami
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platyny. Jednowarstwowe nanorurki weglowe (ang. single walled carbon nanotubes,
SWCNTs) dostarczajg mate czasteczki zwiagzkow platyny(IV) do komdrek na zasa-
dzie zaleznej od klateryn endocytozy. Rozpuszczalne SWCNTSs pokryte sg z zewnatrz
kompleksami platyny(IV) zwigzanymi z ich $ciang za pomoca ligandéw osiowych.
Podczas endocytozy, SWCNTs zostaja zamkniete we wnetrzu endosomdw. Niska
warto$¢ pH endosomu ulatwia redukcje zwigzkéw platyny(IV) i utrate ligandow
osiowych, nastepuje wowczas uwolnienie komplekséw platyny(II). Zastosowanie
SWCNTs w transporcie lekdw platynowych, pozwala osiagnagé nawet szes¢ razy
wyzsze stezenie tych chemioterapeutykéw wewnatrz komdrek nowotworowych, niz
obserwowane po tradycyjnym podaniu leku [38].

Inng strategia terapeutyczng, jest zamykanie lekow platynowych we wnetrzu
wielowarstwowych nanorurek weglowych (ang. multiwalled carbon nanotubes,
MWCNTs). Zastosowanie wielowarstwowych nanorurek weglowych MWCNTs
pozwala umiesci¢ w ich wnetrzu mniejszg ilo$¢ substancji niz w nanorurkach jedno-
warstwowych, ale jednoczes$nie wiecej zwigzku ulega uwolnieniu. Odpowiedzialne
za to sg interakcje cisplatyny z SWCNTs, ktore z jednej strony zwiekszajg upakowa-
nie cytostatyku na powierzchni nanorurki, ale zmniejszaja tez ilos¢ niezwiazanego,
uwolnionego chemioterapeutyku. Wyptyw leku z MWCNTs jest zalezny od czasu
i ma miejsce pomigdzy 12-48 godzing po wprowadzeniu do ustroju, a wydajnos¢
takiego procesu to okoto 95% [39].

6. INFEKCJA WIRUSAMI ONKOLITYCZNYMI

Jedna z najnowszych strategii pokonywania mechanizméw lekoopornosci jest
metoda polegajaca na infekcji komdrek nowotworowych za pomocg wiruséw onko-
litycznych.

Wirus onkolityczny to taki typ wirusa, ktory selektywnie infekuje i lizuje tylko
komorki nowotworowe nie naruszajac tym samym komorek prawidtowych.

Jednym z nich jest szczurzy parwowirus H-1 (H-1PV). Dowiedziono, ze H-1PV
jest skuteczny wobec niewrazliwych na cisplatyne komorek glejaka opornych na
zewnatrzkomorkowy i wewnatrzkomorkowy szlak apoptozy [40]. H-1PV jest row-
niez skuteczny wobec komorek biataczki monoblastycznej linii U937 wystepujacej
u ludzi, kilku linii komdrek nowotworowych watroby, stransformowanych keraty-
nocytéw i komoérek nowotworowych piersi [40]. Szczurzy parwowirus H-1 zabija
komorki glejaka przez nieapoptotyczny, nie do konica jeszcze poznany, mechanizm
z uzyciem katepsyn. Infekcja wirusowa permeabilizuje (zwigksza przepuszczal-
nos¢) blony lizosomu (ang. lysosomal membrane permeabilization, LMP). Nastepuje
uwolnienie lizosomalnych enzymow, a zwlaszcza katepsyn, do cytozolu. Jak dowie-
dziono, aby nastgpita $mier¢ komorki tym szlakiem musi doj$¢ nie tylko do kumu-
lacji katepsyn w cytozolu na skutek LMP, ale rdwniez do zmniejszenia stezenia ich
inhibitoréw np. cystatyn. Opornos¢ glejakéw na liczne czynniki wywolujace LMP
wynika wlasnie z nadekspresji cystatyn. Sa one jednak wrazliwe na infekcje H-1PV,
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gdyz wirus ten nie tylko podwyzsza stezenia katepsyn w cytozolu, ale takze obniza
stezenia cystatyny B i C [40]. Ponadto infekcja parwowirusem charakteryzuje si¢
selektywnoscig wobec komorek stransformowanych i jest znacznie mniej szkodliwa
wobec zdrowych komorek gleju, astrocytow. Uwaza sie, ze ta onkospecyficzno$é
wynika z nizszego stezenia katepsyny B, braku obnizonej ekspresji cystatyny B oraz
obnizenia zdolnoséci do namnazania si¢ H-1PV w ich wnetrzu. Infekcja wysoko-
opornych komdrek nowotworowych z wykorzystanym H-1PV moze by¢ skuteczng
metoda aktywacji szlaku lizosomalno-katepsynowego i indukcji $mierci komorek
niezaleznie od wrazliwosci na inne terapie lecznicze.

UWAGI KONCOWE

Leki platynowe naleza do jednych z najczesciej stosowanych chemioterapeu-
tykow w terapii nowotworéw. Najdtuzej i najczesciej stosowanym lekiem tej grupy
jest cisplatyna. Jednakze ze wzgledu na duzg toksycznos¢ wobec zdrowych komo-
rek oraz rozwdj licznych mechanizméw opornoséci w komoérkach nowotworowych,
mozliwosci stosowania tego leku w onkoterapii sa ograniczone. Pewnym sukcesem
w pokonywaniu tych problemoéw, byto wprowadzenie do leczenia drugiej generacji
lekéw platynowych: karboplatyny i oksaliplatyny. Skutecznym lekiem jest zwlaszcza
oksaliplatyna, ktéra nie podlega wielu mechanizmom opornosci. Aktualnie prowa-
dzone sg intensywne badania kompleksow platyny(IV), ktére posiadajg lepsze para-
metry farmakokinetyczne takie jak lipofilnos¢, co pozwolilo zredukowa¢ niektore
dziatania niepozadane oraz zwickszy¢ selektywnos¢. Niestety minusem stosowania
kompleksow platyny(IV) jest znacznie wolniejszy wychwyt do komoérki w poréwna-
niu do zwigzkoéw platyny(II).

Pomimo swoich wad cisplatyna, dzigki duzej cytotoksycznosci, jest skuteczna
w leczeniu duzej grupy nowotwordw zlosliwych. Dlatego szereg badan koncentruje
sie na opracowaniu metod dostarczania jej do wnetrza komdrek nowotworowych.
Obejmuja one wykorzystanie nanorurek weglowych oraz enkapsulacje w liposo-
mach lub w transferrynie. Takie rozwigzania pozwalaja na wielokrotne podwyz-
szenie stezenia leku wewnatrz komérki w poréwnaniu do podania tradycyjnego.
Natomiast wykorzystanie wiruséw onkolitycznych np. H-1PV moze dawaé szanse
na selektywne niszczenie komorek nowotworowych.

Dotychczas opracowano szereg réznych strategii przelamywania mechani-
zmow opornosci na leki platynowe, ale tylko nieliczne z nich sa wykorzystywane
w leczeniu nowotwordw, a te stosowane nie zawsze przynosza zadowalajace efekty
terapeutyczne. Dlatego potrzebne sg dalsze badania i opracowania nowych, skutecz-
nych strategii terapeutycznych przeciw opornym komdrkom nowotworowym.
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ABSTRACT

Tea has been consumed all over the World for over two thousand years
and now it is the most popular caffeine-containing beverage. Its worldwide
consumption is second only to water [1-3]. The tea is not only important
because of its popularity but also due to its beneficial influence on human
health [4]. The biological benefits of tea are due to their flavanol content
[5-13]. Tea flavanols are a group of natural polyphenols (Fig. 2). Therapeutic effects
of tea have been extensively examined in many in vitro and in vivo tests. It was
confirmed that tea leaves ingredients have antibacterial, antifungial, antiviral pro-
perties, they also prevent cell mutations and they inhibit progress of heart diseases.
Moreover, tea can stimulate neural system and regulate its functions [14-20]. All
this activities are mostly due to antioxidant ability of tea polyphenols (Fig. 4).

Tea production process can be run in different ways and this affects of the tea
taste, aroma, colour and antioxidants content. According to fermentation degree,
different tea kinds can be obtained (Fig. 1). During the manufacturing process of
black and oolong teas, tea leaves are crushed to allow polyphenol oxidase to cata-
lyze the oxidation and polymerization of catechins to polymers called theaflavins
and thearubigins (Fig. 3) [21-23]. Green or white teas are obtained through shorter
fermentation, so the catechin concentration remains higher. Tea is prepared by infu-
sing tea leaves in hot water. Brewing process conditions like temperature, brewing
time, pH, besides other factors has a significant influence on polyphenols content
[24-32]. Many studies have determined total flavonoids content and antioxidant
activity according to different tea type and brewing conditions, tea plantation type
or fermentation process. The amount of total polyphenol was determined using
the F-C method, catechins, caffeine and polyphenolic acids were analysed using
High Performance Liquid Chromatography with reversed phase. Obtained results
let compare how different production and brewing processes affect the tea quality
[33-56].

Keywords: tea, antioxidants, total antioxidant capacity
Stowa kluczowe: herbaty, antyoksydanty, calkowita aktywnos¢ antyoksydacyjna
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WSTEP

Herbata to aromatyczny napar, powszechnie przygotowywany poprzez zalewa-
nie goracg lub wrzaca woda lisci i pgkdéw krzewu herbacianego (Camellia sinensis).
Nie wiadomo, kiedy tak naprawde zaczeto spozywaé napar herbaciany. Wedtug
chinskich legend herbata byla juz spozywana od III wieku p.n.e., jednak pierwsze
pisemne wzmianki o herbacie mozna znalez¢ w tzw. ,,Ksiedze Chou Huna’, dato-
wanej na 770 rok p.n.e. Poczatkowo napar herbaciany przygotowywany z lici dziko
rosnacych drzew i krzewow, byl stosowany jako lek oraz $rodek wzmacniajacy
i poprawiajacy samopoczucie. Wraz z opracowaniem metod pozyskiwania i obrébki
lisci C. sinensis, herbata zyskalta na popularnosci jako napdj i coraz czeéciej trakto-
wano jg jako uzupelnienie codziennego jadlospisu. Obecnie napar herbaciany jest
drugim, zaraz po wodzie, najcze$ciej spozywanym napojem na swiecie [1, 2].

Klasyfikacje herbat mozna prowadzi¢ na wiele sposobéw i wedlug réznych
kryteriow, np. ze wzgledu na ksztalt lisci lub terminu ich zbioréw. Dogodnym kry-
terium mogg by¢ réwniez roznice w przebiegu poszczegdlnych etapéw produkeji
lisci C. sinensis, ktore pozwolily na otrzymanie réznych rodzajow herbat (Rys. 1).
W naszym obszarze geograficznym, najczesciej stosowanym kryterium podziatu
herbat, jest ich stopien fermentacji. Uwzgledniajac ten podzial, wyrdznia si¢ her-
baty: niefermentowane (Sencha, Pai Mu Tan), potfermentowane (Oolong) oraz cal-
kowicie fermentowane (Yunnan Gold, Pu-erh) [1, 3].

( Suszenie }_. Biala
L herbata

. . . Japofiska
Parowanie Zwijanie/ Suszenie .
) zielona
ksztattowanie
herbata
N
. L _ L. _ Chiniska
‘Wiednienie Opalanie Zwijanie/ Suszenie .
. zielona
ksztaltowanie
herbata
e
Wiednienie Zwijanie Pot-
na stonicu fermentacja
. .. . K . Czarna
Wiednienie Zwijanie Fermentacja Suszenie .
ortodoksyjna
tacowe
herbata
‘Wiednienie Maceracja H Fermentacja H

Rysunek 1. Glowne etapy produkcji réznych gatunkéw herbaty
Figure 1. The main stages of the different kinds of tea production

Suszenie Oolong

tacowe

Suszenie

fluidalne herbata

Czarna ‘

Powszechnie wiadomo, ze spozywanie herbaty przynosi wiele korzysci zdro-
wotnych. Aby okresli¢ przyczyny tego zjawiska, bardzo duzo uwagi poswigcono
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badaniom aktywnosci antyoksydacyjnej substancji aktywnych C. sinensis oraz roli,
jaka odgrywaja napary herbaciane w prewencji réznych choréb [4]. Dotychcza-
sowe badania potwierdzaja antyoksydacyjne dzialanie sktadnikéw herbat, za ktore
w gléwnej mierze odpowiedzialne sg katechiny. Sg to zwigzki naturalnie wystepu-
jace w lisciach C. sinensis, nalezace do grupy polifenoli (Rys. 2) [5].

R>
OH

HO O W

* OH

“OR,
OH

Epikatechina: R; =R, =H Teaflawina: R, = R, = OH
Epigalokatechina: R, = H; R, = OH Galusan teaflawiny: R, = gr. galusowa; R, =OH
Galusan epikatechiny: R, = gr. galusowa R, = H Galusan teaflawiny: R, = OH; R, = gr. galusowa
Galusan epigalokatechiny: R, = gr. galusowa R, = OH Digalusan teaflawiny: R, = gr. galusowa; R, = gr. galusowa

OH

Tearubigniny: R = gr. galusowa lub inna

Rysunek 2. Struktury katechin i ich pochodnych wystepujacych w lisciach herbaty
Figure 2. Structures of catechines and their derivates present in tea leaves

Katechiny nadaja herbacie gorzkawy i cierpki smak. Jest on szczegélnie wyraz-
nie wyczuwalny w herbacie zielonej. Dluzszy proces fermentacji, z ktéorym mamy
do czynienia podczas produkcji czarnej herbaty wplywa znaczaco na obnizenie
zawartoéci katechin (Tab. 1). Zanika réwniez gorzkawy smak zielonej herbaty,
na korzy$¢ intensywnego aromatu herbaty czarnej. W procesie fermentacji her-
bat, kluczowa jest obecno$¢ oksydazy polifenolowej, enzymu odpowiedzial-
nego za proces oksydacji prowadzacej do epimeryzacji katechin. W wyniku tego



WPLYW WARUNKOW PARZENIA NA ZAWARTOSC ANTYOKSYDANTOW W NAPARACH HERBAT 1135

procesu powstaja bardziej zlozone czasteczki polifenolowe: teaflawiny
i tearubigniny odpowiedzialne za barwe, smak i aromat czarnej herbaty. Innymi
zwigzkami z grupy polifenoli, znajdujacymi sie w lisciach herbaty - cho¢ w znacz-
nie mniejszej iloéci — sg kwasy fenolowe (kwas galusowy i cynamonowy) oraz estry
kwasu chinowego [6-9].

Tabela 1. Zawarto$¢ katechin (%) w herbatach o réznym stopniu fermentacji [10]
Table 1. Catechins contents (%) in tea with different fermentation degree [10]
Hebata EGC | C | BC | BGcG | Bcg | Calkowitazawartose
katechin
niefermentowana (zielona) 135 | 0.5 | 4.0 20.1 7.9 46.0
pétfermentowana (oolong) 17.8 1.2 | 3.2 19.1 5.8 47.1
catkowicie fermentowana (czarna) 1.7 | 03 | 22 1.3 0.7 6.2

Badania aktywnosci antyoksydacyjnej herbat jednoznacznie wskazuja, ze
aktywno$¢ teaflawin i katechin jest poréwnywalna. Zawarty w czarnej herbacie
3-3-O-digalusan teaflawiny wykazuje podobng aktywno$¢ antyoksydacyjng jak
galusan epigalokatechiny wchodzacy w sktad ekstraktu z zielonej herbaty [11, 12].
Poréwnanie licznych wynikow badan wskazuje, ze najwyzszg aktywno$¢ antyoksy-
dacyjna wykazuje herbata zielona [13]. Z drugiej strony, nie brakuje prac wykazu-
jacych, ze to czarna herbata jest najbardziej wartosciowym naparem ze wzgledu
na zawarto$¢ flawonoidow [14]. Oczywistym wiec wnioskiem, ktéry nasuwa si¢
podczas interpretacji uzyskanych wynikéw badan jest fakt, ze ich obiektywna ocena
wymaga wzigcia pod uwage wielu dodatkowych czynnikéw, majgcych istotny wptyw
na wlasciwo$ci poszczegolnych rodzajoéw herbat.

Dziatanie terapeutyczne zwigzkéw aktywnych zawartych w lisciach herbaty
nie ogranicza si¢ jedynie do neutralizacji wolnych rodnikéw, powodujacych nie-
korzystne procesy utleniania. Zwiazki te wykazujg tez dzialanie przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybiczne i przeciwwirusowe [15], spowalniajg rozwdj wielu choréb uktadu
sercowo-naczyniowego [16], hamujg rozwdj komérek nowotworowych [17-19],
pobudzajg organizm wplywajac dodatnio na wydzielanie neuroprzekaznikéw [20],
moga tez dziala¢ uspokajajaco na uktad nerwowy, przy czym dzialanie to silnie
zalezy od czasu i warunkow parzenia lisci herbaty [21].

1. HERBATY NIEFERMENTOWANE

Przedstawicielami tej grupy sa herbaty zielone i biate. Herbate zielona, uzyskuje
sie ze $wiezo zebranych lisci, ktdre nastepnie sa poddawane natychmiastowemu
suszeniu, by zapobiec procesom fermentacji. Dzigki temu herbata zielona obfituje
w katechiny, ktére nadaja jej cierpki, orzezwiajacy smak.

Do produkgji herbaty bialej uzywa sie tylko zebranych recznie, wczesng wiosna,
jeszcze nierozwinietych listkdw i pgczkow krzewu C. sinensis. Nastepnie pozwala sie
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im lekko zwigdna¢ na storicu (aby uzyskac lagodniejszy smak, niz w przypadku her-
baty zielonej) i dopiero w takiej formie poddaje si¢ je procesowi suszenia. Uwaza sie,
ze herbaty zielone i biale zawierajg najwiecej sposrod wszystkich gatunkéw herbat,
zwigzkéw z grupy polifenoli, dzieki czemu ich aktywno$¢ antyoksydacyjna jest naj-
wyzsza. W obliczu tych danych nie jest niczym zaskakujacym, ze to wlasnie herbaty
niefermentowane staly si¢ tematem najintensywniejszych badan, majacych na celu
okreslenie czynnikéw wplywajacych na aktywnos¢ antyoksydacyjng tego rodzaju
naparéw herbacianych [1].

Oproécz poréwnania bezwzglednej zawartosci substancji aktywnych, w bada-
niach herbat istotne jest rdwniez opracowanie metody umozliwiajacej okreslenie
rzeczywistego stezenia tych substancji przedostajacych si¢ do organizmu czlowieka.

Jednym z wazniejszych zagadnien, ktére powinno si¢ rozpatrze¢ podczas
prac z materialem roélinnym, jest dobor odpowiedniej metody analitycznej.
El-Shahawi i in. [22] w swojej pracy oznaczyli stezenie katechin w naparach
29 odmian zielonej herbaty, pochodzacej z réznych regionéw uprawnych (Chiny,
Japonia, Indonezja, Sri Lanka i Tajwan). Roztwory przygotowywano poprzez parze-
nie 0,25-0,26 grama lisci herbaty w 100 ml wody przez 5 min w temperaturze 90°C.
Analize zawarto$ci katechin wykonywano metodg HPLC z detektorem UV. Bada-
nia wykazaly, ze technika chromatografii cieczowej, ze wzgledu na duza czulo$¢
i doktadno$¢ stanowi precyzyjne narzedzie, ktore moze stuzy¢ do okreslania skladu
probek herbaty [22].

Wiele prac dotyczy okreslenia wptywu warunkéw parzenia herbaty na ste-
zenie poszczegdlnych zwigzkéw biologicznie czynnych. Tematyke te podjal m.in.
Labbé i in. [23]. W swoich badaniach oznaczali oni wplyw temperatury i czasu
parzenia na stezenie katechin i kofeiny w naparach herbacianych. Materiat badawczy
stanowita japoniska zielona herbata. Probki o masie 20 g ekstrahowano 1 dm’ wody
destylowanej. Napary przygotowywano dla pigciu réznych temperatur parzenia: 50,
60, 70, 80 oraz 90°C. Wplyw czasu parzenia oznaczano po uplywie: 5, 10, 20, 40
i 80 minut. Stezenie katechin i kofeiny oznaczano metoda HPLC stosujac technike
odwréconych faz i detektor UV. Uzyskane wyniki pozwolily podzieli¢ oznaczane
zwiazki na dwie grupy: zwiazki, ktorych stezenie w ekstrakcie zalezy od czasu parze-
nia (EGC, EC) oraz zwiazki, ktorych stezenie zalezy od czasu i temperatury parze-
nia (C, EGCG, GCG, ECG). Wedlug autoréw [23] najkorzystniejsza temperatura,
pozwalajaca na ekstrakcje EGC i EC, wynosi 50°C przy czasie parzenia 20-40 minut.
Natomiast w przypadku EGCG, GCG i ECG, najefektywniejsza temperatura i czas
parzenia wynosza odpowiednio 90°C i 80 minut. Stwierdzono, ze najwiecej kofe-
iny zawieraly ekstrakty parzone w temperaturze 70-80°C przez 20-40 minut.
Laurent i in. [24] réwniez oznaczali stezenie katechin w naparach japonskiej zie-
lonej herbaty. Przeprowadzili badania dotyczace wplywu drugiego parzenia na
zawarto$¢ katechin w naparze. Pierwszy napar przygotowano poprzez 10-minu-
towa ekstrakcje 20 graméw herbaty, 1 dm® wody destylowanej w temperaturze
50°C. Nastepnie liscie poddawano drugiemu parzeniu. Napar przygotowano
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poprzez powtdrng ekstrakcje lisci w 1 dm’ wody destylowanej o temperaturze 80°C
przez kolejne 10 minut. Stezenie katechin i kofeiny badano metodg HPLC z odwré-
conym ukladem faz, stosujac detektor UV. Dwuetapowy proces parzenia herbaty
wykorzystujacy roéznice w optymalnych temperaturach ekstrakeji dwoch gtéwnych
katechin (EGC, EGCG) pozwolit otrzymac ekstrakt o nizszej zawartoséci popiotow
i zwigkszong zawarto$¢ katechiny ECG w ekstrakcie po drugim stopniu parzenia
[24]. Drazenka i in. [25] prowadzili badania majace na celu okreslenie wpltywu
warunkdow parzenia (temperatury, czasu oraz ilo$ci parzen) na zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych i metyloksantyn w herbatach zielonych. Okre$lili wptyw warunkéw eks-
trakeji i czasu przechowywania gotowych ekstraktéw na zdolnos¢ antyoksydacyjna
zielonej herbaty. Poréwnali réwniez zawarto$¢ substancji bioaktywnych dla réznych
postaci herbat dostepnych w handlu (herbata sproszkowana, torebkowa oraz lis-
ciasta). Do badan wybrano w sumie jedenascie herbat zielonych w postaci sprosz-
kowanej (Matcha), lisciastej (Gyokuro, Sencha, Bancha, Kukicha, Longjing, Yunnan,
Sencha i Gunpowder) oraz torebkowej (Twinings of London i Franck). Napary przy-
gotowywano poprzez zalanie 2 g herbaty 200 ml wody destylowanej o temperaturze:
60, 80 i 100°C, przez 3 minuty. Identyczne probki byly parzone przez: 3, 5, 10, 15,
30 minut w temperaturze 80°C. Do oznaczenia calkowitego stezenia zwiazkéw poli-
fenolowych zastosowano metode Folina-Ciocalteu (F-C), natomiast do okreslenia
zawartosci flawonoidéw metode wytracania z formaldehydem. Pomiaru catkowitej
zdolnosci antyoksydacyjnej herbat dokonano metoda redukcji roztworu wolnego
rodnika DPPH oraz metoda FRAP. Zawartos¢ substancji aktywnych oznaczono
metoda HPLC. Badania wykazaly znaczne réznice miedzy sktadem chemicznym
herbat dostepnych w handlu w Europie. Stwierdzono, ze zawarto$¢ substancji
aktywnych silnie zalezy od warunkéw ekstrakeji, przy czym najwieksze stezenie
zwigzkow aktywnych w badanych naparach wystepuje, gdy ekstrakcja prowadzona
jest w temperaturze 80°C przez 5 minut dla herbat sproszkowanych, 15 minut dla
herbat torebkowych oraz 30 minut dla herbat lisciastych [25].

Venditti i in. [26] okreslili w swoich badaniach jak zmienia si¢ zdolno$¢ antyok-
sydacyjna roznych herbat, w zaleznosci od zastosowania zimnej lub cieplej wody do
sporzadzenia naparu. Do badan wybrano herbaty: czarng (Lapsang Souchong), biala
(Pai Mu Tan), zielong (Special Gunpowder) i oolong (z prowincji Fujian). Ekstrakty z
zimng wodg wykonano ekstrahujac 0,5 g herbaty 50 ml wody mineralnej o tempera-
turze otoczenia przez 2 godziny. Ekstrakt z ciepla woda wykonano ekstrahujac 0,5zg
herbaty 50 ml za pomocg wody mineralnej, o temperaturze 90°C przez 7 minut.
Calkowite stezenie fenoli oznaczano metoda F-C. Ponadto w badaniach przepro-
wadzono trzy dodatkowe testy: FRAP, ABTS i DMPD. Badania wykazaty, ze nie ma
istotnej réznicy miedzy catkowitym stezeniem fenoli w ekstraktach otrzymanych
zimng i ciepla wodg. Jednak wigksze stezenie fenoli dla herbaty biatej w zimniej
wodzie moze sugerowal, ze zwigzki fenolowe unikalne dla herbaty biatej s roz-
ktadane lub ulegajg przeksztalceniu w podwyzszonej temperaturze, co wptywa na
spadek ich stezenia [26].
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Quan i in. w swoich badaniach zajeli si¢ okresleniem wplywu pH wody na ste-
zenie katechin w naparach herbacianych. Materiat roélinny stanowita odmiana Shan
zielonej herbaty (C. sinensis odmiana pubilimba). 5 gramoéw lisci herbaty parzono
przez 30 minut w 100 ml wody destylowanej o temperaturze 80°C. Do sporzadze-
nia naparéw uzyto wody o pH z zakresu od 1 do 9. W pierwszym eksperymencie
monitorowano zmiany pH podczas parzenia, natomiast w drugim podczas parze-
nia utrzymywano pH na stalym poziomie, dodajac odpowiednio kwasu lub zasady.
Stezenie katechin oznaczano metodg HPLC z odwréconym uktadem faz. Badania
wykazaly, ze pH roztworu istotnie wplywa na zawarto$¢ katechin w naparze. Wigk-
sze stezenie otrzymuje si¢ w sSrodowisku kwasnym, niz neutralnym lub zasadowym.
Dla uzyskania maksymalnej zawartosci katechin, napar zielonej herbaty powinien
by¢ przygotowany w wodzie, ktérej pH wynosi od 3 do 5,3 [27].

Perva-Uzunali¢ iin. [28] badali wplyw rodzaju rozpuszczalnika uzytego do eks-
trakcji (woda, aceton, metanol, etanol, acetonitryl i ich wodne roztwory o stezeniu
25, 50, 80%) na zawartos¢ katechin w ekstraktach lisci zielonej herbaty. Ekstrakcje
prowadzono w temperaturze wrzenia danego rozpuszczalnika przez 2 godziny. Eks-
trakcje wodne prowadzono w temperaturach: 60, 80 1 95°C przy czasie ekstrakeji od
1 do 120 minut. Analize prébek prowadzono metodg HPLC. Wykazano, ze w zalez-
nosci od zastosowanych warunkow ekstrakcji mozliwe jest otrzymanie od 270 do
650 g katechin na 1 kg herbaty. Jednocze$nie autorzy stwierdzili, ze w odniesieniu
do czasu i temperatury ekstrakcji, aby uzyska¢ duza zawarto$¢ katechin nalezy uzy¢
wysokiej temperatury (95°C) i krétkiego czasu ekstrakeji (5-10 minut) lub stosujgc
nizsze temperatury (60 lub 80°C) nalezy wydluzy¢ czas ekstrakcji do 20 minut. Naj-
wyzszg zawarto$¢ katechin otrzymano stosujac, jako rozpuszczalnik, 80% roztwor
acetonu [28]. Rusak i in. [29] w swojej pracy oznaczali zawartos¢ zwigzkow feno-
lowych w herbacie zielonej (Long Jing) i bialej (Pai Mu Tan Superior). Zastosowali
rézne warunki parzenia, rozpuszczalniki oraz postacie lisci herbacianych (toreb-
kowa i liSciasta). Poszczegolne probki o masie 2 g parzono w temperaturze 80°C.
Jako rozpuszczalniki zastosowano po 200 ml: wody destylowanej, wody destylowa-
nej z $wiezo wycisnietym sokiem cytrynowym oraz 10, 40 i 70% wodne roztwory
etanolu. Czasy parzenia, po ktérych dokonywano pomiaréw wynosily odpowied-
nio: 5, 15 i 30 minut. Caltkowite stezenie fenoli oznaczono metodg F-C, do ozna-
czenia stezenia flawonoidéw zastosowano metode wytrgcania z formaldehydem.
Ponadto oznaczono aktywno$¢ antyoksydacyjng metoda FRAP. Jakosciowe ozna-
czenie zwigzkéw fenolowych wykonano metoda HPLC z detektorem UV/Vis. Na
podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze zielona herbata jest bogatszym
zrodtem zwigzkow polifenolowych niz herbata biala. Ponadto wykazano, ze ekstrak-
cja zwigzkow fenolowych z herbaty lisciastej przebiega wolniej w przypadku her-
baty bialej niz w przypadku herbaty zielonej, jednak mozna jg przyspieszy¢ poprzez
dodanie soku z cytryny. Badania wykazaly réwniez, iz 40% wodny roztwér etanolu
jest najbardziej efektywnym rozpuszczalnikiem do ekstrakcji zwiazkéw fenolowych
z herbat, oraz ze w przypadku herbaty zielonej bardziej efektywna jest ekstrakcja
herbaty lisciastej niz herbaty z torebek [29].
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Carloni i in. [30] badali jak na zdolno$¢ antyoksydacyjna danego gatunku her-
baty, uprawianego i zbieranego w tych samych warunkach, wplywa rézny stopien
fermentacji (herbata czarna, zielona i biata). W badaniach 0,5 g herbaty parzono
w 20 ml wody, o temperaturze 90°C, przez 7 minut. Calkowite stezenie fenoli ozna-
czano metodg F-C, natomiast zawartos¢ flawonoidéw oznaczano testem kolory-
metrycznym wg metody [30]. Catkowite stezenie teaflawin okreslano za pomoca
metody Flavognost. Analize zwigzkéw fenolowych i kofeiny przeprowadzono
metoda HPLC. W badaniach uzyto réwniez testy ABTS, ORAC oraz FRAP. Wyka-
zano, iz proces produkcji herbaty wptywa w istotny sposéb na zdolnosci antyoksy-
dacyjne herbat oraz ze najwieksze stezenie katechin, a co za tym idzie najwieksza
zdolnos¢ antyoksydacyjna wykazuje herbata zielona, nastepnie biala, a najnizsza
herbata czarna [30].

Wang i in. [32] w swojej pracy badali epimeryzacj¢ katechin ekstrahowanych
z zielonej herbaty w réznych temperaturach w wodzie oczyszczonej i wodociago-
wej. Badali oni chiniskg zielong herbate (Gunpowder). Probki zawierajace 1 g lisci
parzono w 100 ml wrzacej destylowanej lub wodociagowej wody przez 5 min.
Ochlodzone probki termostatowano nastepnie w temperaturach 20, 40, 80 oraz
100°C przez 20 minut. Stezenie katechin oznaczano przy uzyciu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z odwroconym ukladem faz, z detektorem UV. Badania
wykazaly, ze epimeryzacja poszczegolnych katechin zachodzi w wysokiej tempe-
raturze oraz zachodzi latwiej w wodzie wodociggowej niz w wodzie oczyszczonej.
Ponadto stwierdzono, ze mozliwa jest rowniez epimeryzacja katechin w zimnej
wodzie podczas dlugotrwalego procesu ekstrakeji [32].

Zhang i in. [33] oznaczali zdolnos$¢ antyoksydacyjng réznych herbat, wskazu-
jac zwiazki o najwickszej aktywnosci antyoksydacyjnej. Do badan wybrano szes¢
typow herbat zielonych, cztery typy herbat biatych oraz sze§¢ typdw herbat Oolong.
0,1 g sproszkowanej herbaty parzono w 10 ml wody, w temperaturze 100°C przez
10 min. Napary badano metoda HPLC z detektorem DAD oraz okre$lano aktyw-
nos$¢ antyoksydacyjna za pomoca odczynnika DPPH. Ponadto, w celu wskazania
zwiazkow wykazujacych najwyzsza aktywnos¢ antyoksydacyjna uzyto polaczonego
testu HPLC-DAD-DPPH. Metoda ta polega na rozdzieleniu zwiagzkéw wchodza-
cych w sklad probki metodg chromatografii cieczowej, nastepnie wprowadzeniu ich
do drugiego chromatografu, gdzie do kolumny dodawany jest roztwor DPPH. Bada-
nia wykazaly, Ze na catkowita aktywnos¢ antyoksydacyjna najwiekszy wptyw maja
katechiny, w szczegélnosci EGCG, oraz ze stezenie tych zwigzkow spada podczas
fermentacji lisci herbaty, co przyczynia sie¢ do zmniejszenia ich zdolnosci antyoksy-
dacyjnych [33].

2. HERBATY POLFERMENTOWANE

Najpopularniejszym przedstawicielem herbat pétfermentowanych jest oolong.
W trakcie obrébki, liscie nie s3 poddawane catkowitej fermentacji, lecz jest ona
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zatrzymana na pewnym etapie. LiScie krzewu C. sinensis uzywane do produkeji her-
bat oolong zbierane sa w $cisle okreslonym czasie. Zaraz po zbiorach pozostawia si¢
je na stonicu by zwiedly, a nastepnie poddaje sie je wytrzasaniu. Po kilkukrotnym
powtorzeniu na przemian etapow wiedniecia i wytrzgsania, liscie poddawane sq fer-
mentacji. Warto$¢ stopnia fermentacji zmienia si¢ w zaleznosci od regionu uprawy
herbat oolong, np. w Tajlandii stopien fermentacji liSci siega nawet 60%. Liscie
herbat oolong moga dojrzewac¢ nawet 60 lat. Tak dlugi czas lezakowania zapewnia
otrzymanie najwyzszej jakosci napardw, a takze ich wyjatkowego smaku i aromatu
[1]. Herbaty oolong czesto okreslane sg jako ogniwo znajdujace si¢ pomiedzy herba-
tami zielonymi i czarnymi. Poprawno$¢ tej hipotezy postanowili sprawdzi¢ Benzie
i Szeto [34]. W swojej pracy zdecydowali sie okresli¢ aktywno$¢ antyoksydacyjna
$wiezo sporzadzonych naparéw 27 réznych rodzajow herbat (9 czarnych, 5 typu
oolong, 13 zielonych) metoda FRAP i F-C. Napary byly przygotowywane poprzez
zalanie 5 g li$ci danej herbaty, 100 ml wrzacej wody destylowanej. Ponadto zbadano
réwniez stabilnos¢ substancji biologicznie aktywnych w przygotowanych naparach
herbacianych - probki ekstraktow pozostawiono na 48 godzin, w temperaturze
4°C. Analiz¢ przeprowadzono metoda HPLC z elucja gradientowa. Wyniki badan
jednoznacznie potwierdzily, ze sposrdd badanych probek, najwyzsza aktywnoscia
antyoksydacyjng charakteryzujg si¢ herbaty zielone, a najnizsza czarne. Herbaty
oolng, ktére mialy petni¢ role posrednig migdzy czarnymi, a zielonymi herbatami,
wykazywaly aktywnos¢ antyoksydacyjng zblizong do herbat czarnych. Ponadto nie
zaobserwowano istotnych réznic w wynikach analiz wraz z uptywem czasu prze-
chowywania ekstraktéow (48 godzin), co pozwolilo stwierdzi¢, ze antyoksydanty
znajdujace si¢ w naparach herbacianych sg stabilne w niskiej temperaturze. Kolejng
kwestig bylo ustalenie sktadu chemicznego ekstraktow, okredlenie, ktore ze zwigz-
kow fenolowych wystepuja w najwiekszym stezeniu i w jakim stopniu odpowiadaja
za ich moc antyoksydacyjna. Pracy tej podjeli sie Zuo, Chen i Deng [4], ktorzy za
pomoca wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej z detektorem fotodio-
dowym, oznaczali w prébkach stezenie katechin, kwaséw polifenolowych i kofeiny.
Do badan wybrano 4 herbaty zielone (Meifoo green, Shanghai green, Lung Ching
i JaSminowa), dwa typu oolong (Fujian oolong i Jiangxi), jedna czarng (Fujian black)
i jedna pu-erh. Odwazono 1,9-3,8 g danej probki, i po rozdrobnieniu przepro-
wadzono pigciokrotng ekstrakcje. Wykazano, ze czterema gtéwnymi katechinami
w badanych prébkach sa EGCG, ECG, EGC i EC. Kwas galusowy jest kwasem
polifenolowym wystepujacym w najwiekszym stezeniu w analizowanych herba-
tach. Ponadto wszystkie badane herbaty zawieraly wysokie stezenia kofeiny. Steze-
nie katechin byto najwieksze w przypadku herbat zielonych, a dla herbaty czarnej
i pu-erh bardzo niskie. Byto to spodziewanym rezultatem, ze wzgledu na proces
fermentacji, zachodzacy przy obrobce liSci herbacianych w produkgji tych herbat.
Najwieksze stezenie kwasu galusowego zawarte byto w ekstraktach herbaty czarnej
i pu-erh, najmniejsze w herbatach zielonych. Analiza zawartosci katechin i kwasu
galusowego w herbatach oolong pozwala stwierdzi¢, iz faktycznie sa one ogniwem
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pomiedzy herbatami niefermentowanymi, a poddanymi catkowitej fermentacji. Ste-
zenie katechin jest nizsze, niz dla herbat zielonych, jednak jest ono znacznie wyzsze
(w przypadku EGC $rednio trzykrotnie, w przypadku EGCG $rednio siedmiokrot-
nie) niz dla herbaty czarnej i pu-erh. Analizujagc wyniki badan, widoczne jest, ze
stezenie kwasu galusowego w poszczegolnych herbatach, rosnie wraz ze stopniem
fermentacji. Rowniez w tym przypadku widac, ze oolong’i zajmujg miejsce pomig-
dzy herbatami calkowicie sfermentowanymi, a niefermentowanymi.

Warunki uprawy C. sinensis sg istotne dla sktadu chemicznego herbat. Potwier-
dzily to badania Chen i in. [35], ktorzy w swojej pracy badali wplyw wysokosci, na
ktorej prowadzono uprawe oraz czasu zbioréw na zawartos$¢ katechin w li§ciach her-
baty. Material badawczy stanowita bardzo popularna w Chinach odmiana oolong,
Huang Zhi Xiang, ktéra przygotowana byla z liSci, zebranych z reprezentatywnej
grupy krzewow herbacianych uprawianych na wysokosci 350 i 500 m n.p.m. Zbiory
na obu wysokoséciach prowadzono wiosng i jesienia. Napary sporzadzono poprzez
zalanie 2 g herbaty wodg destylowang o temperaturze 90°C1i przez 10 minut mieszano
je na mieszadle magnetycznym. Z tak sporzadzonych ekstraktéw pobierano probki,
ktore analizowano za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Wyniki
badan wykazaly, ze calkowita zawartos$¢ katechin jest znaczaco wigksza w naparze
oolong, ktérego liscie pochodzily z partii uprawianej na wysokosci 500 m n.p.m.
Poréwnujgc napary sporzadzone z lisci zebranych wiosna i jesienig zauwazono, ze
TC jest wyzsza dla herbaty, ze zbioréw wiosennych. Jednak zmiane ta zaobserwo-
wano tylko dla herbaty, ktérej krzewy uprawiane byly w nizszej partii. W przypadku
krzewdéw uprawianych na wyzszej wysokosci nie zaobserwowano znaczgcej zmiany
TC w naparach sporzadzonych z lici zbieranych w réznych sezonach.

3. HERBATY FERMENTOWANE

Czarna herbata, jest najpopularniejszym i najczesciej spozywanym rodzajem
herbat ze wzgledu na intensywny smak i charakterystyczny aromat powstajacy pod-
czas zlozonego procesu fermentacji i przygotowania lisci herbacianych. Charakte-
rystyczne dla czarnej herbaty teaflawiny i tearubiginy, odpowiedzialne za jej barwe
i smak, powstaja podczas dluzszego, niz w przypadku pozostatych rodzajow herbat,
procesu fermentacji [36]. Jako$¢ czarnej herbaty, a co za tym idzie zawartos¢ zwigz-
kéw biologicznie czynnych w naparze herbacianym, jest écisle uzalezniona nie tylko
od konkretnego gatunku drzewa herbacianego, ale réwniez od miejsca i sposobu
zbioru, procesu produkcji, a takze warunkéw parzenia lisci. Wszystkie te czynniki
wplywaja decydujgco na zawartos¢ zwiazkéw wykazujacych aktywnosé biologicznie
czynng [37-39].

Warunki parzenia stanowig czynnik istotnie wplywajacy na zawartos¢ poszcze-
golnych zwigzkéw wykazujacych korzystne dzialanie zdrowotne, szczegélnie tych
o charakterze antyoksydantéw [40]. Khokhar i in. [14] badajac wplyw temperatury
procesu parzenia na zawarto$¢ katechin w naparze z czarnej herbaty wnioskuja,
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ze najwigksza ilos¢ tych zwigzkéw przechodzi do roztworu w temperaturze 80°C,
natomiast im wyzsza temperatura, tym czesciej katechiny ulegaja procesowi epime-
ryzacji. Badania te potwierdzit Chen i wsp. [41] wykazujgc ze wzrost temperatury
powoduje degradacje nie tylko katechin, ale réwniez teaflawin, przy réwnoczesnym
wzroscie zawartosci kofeiny, kwasu galusowego i epikatechiny [41]. Prace innych
badaczy nad wplywem temperatury na zawarto$¢ poszczegoélnych antyutleniaczy
réwniez wykazaly, ze wysoka temperatura parzenia sprzyja ekstrakeji katechin,
kofeiny oraz kwasu galusowego (Rys. 3), jednak zawarto$¢ tych zwigzkéw maleje
wraz z czasem parzenia. Potwierdza to teorie zespotéw Khokhar’a i Chen’a ze wzrost
temperatury powoduje epimeryzacje katechin (Rys. 3). Venditti i in. w swoich bada-
niach dowiedli, ze w przypadku ekstrakcji woda w temperaturze pokojowej, zwigz-
kami o najwigkszym stezeniu sg epigalokatechiny [42].

oksydaza

polifenolowa

OH OH
katechina teaflawina

Rysunek 3. Schemat epimeryzacji katechin do teaflawin
Figure 3. Catechins to teaflavins epimerization scheme

Wyzsza temperatura parzenia sprzyja ekstrakeji kofeiny, ktérej znaczne steze-
nia wystepuja we wszystkich rodzajach herbat, od zielonej do czarnej. Wplyw tem-
peratury parzenia na zawarto$¢ kofeiny badali Suteerapataranon i in. [43]. W tym
celu 1g herbaty parzono w 100 ml wody o temperaturze: 80, 90 i 100°C. Zawartos$¢
kofeiny mierzono metoda spektrofotometrii UV/VIS. Dodatkowo okreslano, jak
zmienia si¢ zawartos¢ kofeiny w naparze w zalezno$ci od czasu parzenia. Stwier-
dzono, Ze stezenie tego zwigzku wzrasta gwaltownie poczawszy od 0,5 minuty do
15 minut ekstrakcji, aby ustali¢ si¢ na stalym poziome po czasie 60 minut [43].
Wplyw czasu parzenia na zawarto$¢ zwiazkow fenolowych badal Ramalho i in.
[44]. Badano osiem rodzajow czarnej herbaty, zaréwno w postaci liSciastej, jak
i w formie torebek. 2 g herbaty parzono w 200 ml wody, o temperaturze 100°C.
Czasy parzenia wynosity od 2-5 do 30 minut, z poczatkowym interwalem czaso-
wym pomiaréw 2-5 minuty, a po 10 minutach parzenia pomiary wykonywano co
10 minut. Calkowita zawarto$¢ polifenoli mierzono metoda F-C. Identyfikacje
ianalize ilo§ciowg oznaczanych zwigzkow fenolowych oraz kofeiny przeprowadzono
metoda HPLC z detektorem DAD. Stwierdzono, ze zawarto$¢ takich zwigzkow jak
katechiny, rutyna, kwas galusowy, kwas kumarynowy, kwas chlorogenowy (Rys. 4),
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najbardziej intensywnie wzrasta w ciagu pierwszych 10 minut parzenia, w przy-
padku kofeiny czas potrzebny do ekstrakcji maksymalnego stezenia tego zwigzku
wynosit 20 minut. PdZniej zawarto$¢ tego zwigzku ustalila sie na stalym poziomie,
co jest zgodne z wynikami prac zespolu Suteerapataranonia [43].

HO
C Ho
GHs HO p \/§\/OH
o N N \\ //\OH
N o \\
| \> O\{ OH
N OH
HaC”™ N o
o CHj o
OH
kofeina (teina) o]
; OH
katechina rutyna
HsC
OH
OH
o) OH
HO OH X
OH
o OH
kwas chlorogenowy kwas galusowy kwas kumarynowy

Rysunek 4. Struktury wazniejszych zwigzkéw wchodzacych w sktad naparéw herbacianych
Figure 4. Structures of main compounds contained in tea extracts

Badania te wskazaly réwniez jak rézna zawarto$¢ zwiazkow o charakterze anty-
utleniaczy wystepuje w poszczegdlnych rodzajach herbat. Wieksza zawartoscig kate-
chin, kwasu galusowego, kofeiny i rutyny charakteryzowaly sie herbaty brazylijskie,
niz herbaty indyjskie, ktore z kolei zawieraty wigcej kwasu chlorogenowego i kuma-
rynowego. Kwas chlorogenowy nie zostal wykryty w ogéle w herbatach brazylijskich
nawet po 30 minutowym czasie ekstrakcji. Waznym, z punktu widzenia konsumen-
tow wnioskiem, jaki wysuneli Ramalho i in. jest to, ze dluzszy czas parzenia herbat
wplywa pozytywnie na ich warto$¢ zdrowotng, ze wzgledu na wyzsza zawartosé
zwigzkow fenolowych w naparze [44].

Poniewaz wspoélczesne badania konsumenckie wykazuja, ze coraz czesciej stan-
dardowe parzenie herbaty zastegpowane jest przygotowaniem jej w kuchence mikro-
falowej, Spignoiin. [45] badali wplyw promieniowania mikrofalowego na zawarto$¢
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polifenoli w naparach herbacianych. Prébki o masie 1,5 g parzono w 150 ml wrzacej
wody, zawarto$¢ badanych zwigzkéw mierzono spektrofotometrycznie UV/VIS
metoda F-C, pomiary wykonywano po 30, 60, 90, 120, 180 i 210 sekundach. Row-
nolegle sporzadzono identyczne probki i prowadzono ekstrakcje przy promienio-
waniu mikrofalowym, o mocy od 450 do 900 W. Otrzymane wyniki przedstawiono
w odniesieniu do krzywej wzorcowej sporzadzonej dla roztworéw kwasu galuso-
wego. Rezultaty badan okazaly si¢ nadzwyczaj zaskakujace, calkowita zawartosé¢
polifenoli w herbacie parzonej z udziatem promieniowania mikrofalowego znacznie
przekraczala warto$ci otrzymane w przypadku tradycyjnej metody parzenia. Co
wigcej, zaréwno czas parzenia, jak i moc promieniowania wplywaly pozytywnie na
ekstrakcje zwiagzkow fenolowych. Catkowite stezenie polifenoli w herbacie parzonej
w konwencjonalny sposéb przez 210 sekund bylo okoto dwukrotnie mniejsze niz
w herbacie parzonej przy zastosowaniu promieniowania mikrofalowego o mocy 450
W oraz ponad 3-krotnie mniejsze w przypadku promieniowania o mocy 900 W.
Tak wysokie stezenie polifenoli w badanych naparach, oprécz samego wplywu fal
mikrofalowych na efektywnos¢ ekstrakcji, niewatpliwie zwigzanie jest takze z utrzy-
mujacy sie maksymalng temperaturg parzenia w probkach bedacych pod wplywem
promieniowania, co nie miato miejsca w przypadku tradycyjnego sposobu parzenia
(45].

Innym przedstawicielem herbat calkowicie sfermentowanych jest produko-
wana w Chinskiej prowingji Yunnan i na Tajwanie herbata pu-erh. W procesie jej
produkgji zbierane sg $wieze paczki kwiatu z dwoma lub trzema li$¢mi. Po zbiorach
licie ukladane s3 na bambusowych matach, gdzie przez okoto 8 godzin sg suszone.
Czesciowo wysuszone liscie pakowane sg do bebna, gdzie w trakcie podgrzewania,
poddawane sg procesowi inaktywacji enzymu oksydazy polifenolowej [46]. Po eta-
pie inaktywaciji, liscie s3 rolowane, po czym s3 ponownie suszone od 3 do 5 godzin.
Nastepnie zbiera si¢ je w stosy, w ktorych przez kilka tygodni zachodzg procesy
utleniania, kondensacji i degradacji substancji bioaktywnych herbaty. Procesy te
sa katalizowane przez wewnatrzkomoérkowe enzymy, wytwarzane przez mikroor-
ganizmy. Ten etap jest rowniez odpowiedzialny za nadanie charakterystycznych
cech sensorycznych herbacie pu-erh. Po zakonczeniu fermentacji, licie sg suszone
w temperaturze nie wyzszej niz 60°C i ponownie poddawane fermentacji. Nastepnie
proces prowadzony jest w autoklawie, a dalej liScie sg suszone i poddawane diu-
giemu lezakowaniu by mogty dojrze¢ [47-49].

Dodatkowy proces fermentacji sprawia, ze sklad chemiczny herbaty pu-
-erh znacznie rozni si¢ od innych gatunkéw herbat, ponadto w trakcie prze-
biegu tego procesu powstaja nowe zwiazki chemiczne, odpowiedzialne za uni-
kalne wtasciwoséci herbaty pu-erh [50]. Badanie zawartosci katechiny w naparze
pu-erh, jako zwiazkéw odpowiedzialnych w gtéwnej mierze za aktywnos¢ antyok-
sydacyjna herbat, byto tematem wielu badan. Lin i in. [51] w swojej pracy wykazali,
ze stezenie katechin dla herbaty pu-erh jest znacznie nizsze, niz w przypadku her-
bat zielonych, bialych, czarnych i oolong. Do podobnych wnioskéw doszli Liang
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[46] i Qian [52] wraz ze wspdlpracownikami. W obu pracach analiza HPLC sktadu
katechin dla réznych gatunkow herbat wskazywata pu-erh, jako gatunek zawiera-
jacy najmniejsze ich stezenie. Ponadto autorzy [46, 52] wykazali, ze katechinami
wystepujacymi w najwiekszym stezeniu w pu-erhiach byly GC i EC. Tanaka i wsp.
[53] zasugerowali, ze wysoka zawarto$¢ GC jest najprawdopodobniej spowodo-
wana biotransformacja, zachodzacg podczas procesu fermentacji EGCG do EGC,
a nastepnie do GC. Za prawdziwoscig tego twierdzenia przemawiajg wyniki analizy,
ktoére wskazuja na sladowg obecno$¢ EGCG i ECG w ekstraktach herbaty pu-erh.

Niska zawartos¢ katechin w herbatach pu-erh wynika z faktu, ze podczas pro-
cesu dodatkowej fermentacji, zachodzace reakcje chemiczne prowadza do powsta-
nia TFs, TRs i TB. ZwiazKki te, podobnie jak w przypadku herbat czarnych, sa odpo-
wiedzialne za specyficzny aromat, kolor naparu oraz smak herbaty pu-erh. Ponadto
katechiny, czute na wysoka temperature, ulegaja termicznej degradacji podczas
suszenia [54]. Dlatego tez, herbata pu-erh charakteryzuje si¢ wysokim stezeniem
kwasu galusowego. Prace, w ktdrych zastanawiano sie nad przyczynami tak wysokiej
zawartosci kwasu galusowego w tym gatunku herbaty pozwolity stwierdzi¢, ze ste-
zenie GA znacznie wzrasta na etapie dodatkowej fermentacji. Najprawdopodobniej
jest to zwigzane z aktywno$cig mikroorganizmoéw, ktéra promuje formowanie GA
poprzez hydrolize tanin [55, 56], natomiast, jak wykazano w pracy Tanaki i innych
[53], czynnikami, ktére powoduja wzrost stezenia GA sg szczegdlnie wysoka tem-
peratura oraz duza wilgotno$¢, wynikiem czego jest przemiana chemiczna pochod-
nych katechin.

PODSUMOWANIE

Herbaty, ze wzgledu na dlugoletnig tradycje, walory smakowe, a takze prozdro-
wotne dziatanie na organizm cztowieka zawsze bedg cieszy¢ sie ogromng popular-
noscia. Jak mozna wnioskowac¢ z opisanych w literaturze wynikéw badan, napary
herbaciane stanowig bogate zrodlo polifenoli, zwigzkéw o dzialaniu antyoksydacyj-
nym, ktdrych wysoka zawartos¢ w duzej mierze wplywa na jako$¢ naparu. Czynniki,
ktoére wywierajg wplyw na stezenie polifenoli w naparach herbacianych sg zwigzanie
zaréwno z gatunkiem herbaty, umiejscowieniem plantacji, procesem obrdbki lisci,
jak rowniez ze stopniem fermentacji. Nalezy jednak podkresli¢, ze bardzo istotny
wplyw na jako$¢ naparu maja warunki parzenia herbat. Réwniez zastosowanie
dodatkowych czynnikéw wspomagajacych proces ekstrakcji takich jak np. pro-
mieniowanie mikrofalowe wplywa, na jakos$¢ otrzymanego ekstraktu. Reasumujac,
warto siega¢ po herbate jako zrodlo cennych substancji biologicznie czynnych, przy
czym nie nalezy zapomina¢ o wlasciwym ich przygotowaniu [57].
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Elzbieta Wojaczynska

WYDZIAL CHEMICZNY POLITECHNIKI WROCELAWSKIE] -
TRADYCJA I NOWOCZESNOSC

Wydzial Chemiczny byt jednym z czterech utworzonych na Politechnice Wro-
clawskiej dekretem z 24 sierpnia 1945 roku, powolujacym do zycia polskie uczel-
nie wyzsze we Wroclawiu. Ma jednak starsze korzenie: jego bazg materialng staly
sie budynki przedwojennej niemieckiej Technische Hochschule (obecne budynki
A-3 1 B-1) a gtéwng role w pierwszym, pionierskim okresie odegrali uczeni zwig-
zani przed wojna z Politechnikgq Lwowska lub tamtejszym Uniwersytetem: Edward
Sucharda, Henryk Kuczynski, Wiktor Gorzelany, Tadeusz Baranowski, Zofia Skro-
waczewska, Wlodzimierz Trzebiatowski, Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska,
Edwin Ptazek, Ewa Neyman-Pilatowa i inni. To w gtéwnej mierze dzigki determina-
cji tych osob, a takze bylego asystenta na Politechnice Warszawskiej, a pozniejszego
rektora Politechniki Wroclawskiej, Dionizego Smolenskiego, w listopadzie 1945
roku na Wydziale Chemicznym zajecia moglo rozpocza¢ pierwszych 87 studentow.

Po okresie dominacji dzialan organizacyjnych i intensywnej pracy dydaktycz-
nej, kiedy priorytetem bylo ksztalcenie nowej kadry inzynierskiej dla rozwijajacego
sie przemystu, coraz wazniejsza role zaczeta odgrywac dziatalnos¢ naukowa. Oprocz
kontynuacji badan prowadzonych na Politechnice Lwowskiej rozwijano takze nowe
kierunki. W ciggu pierwszych kilku lat dzialalnosci Wydzialu wydatnie wzrosta
liczba studentéw oraz pracownikéw naukowych, wybudowano tez nowy gmach
(budynek A-2, tzw. ,Nowa chemia”). Zmianie ulegala struktura wydzialu: poczat-
kowy system katedr zastapito w roku 1968 szes¢ instytutéw: Chemii Nieorganicz-
nej i Metalurgii Pierwiastkéw Ziem Rzadkich, Chemii i Technologii Nafty i Wegla,
Chemii Organicznej i Fizycznej, Inzynierii Chemicznej i Urzadzen Cieplnych,
Technologii Nieorganicznej i Nawozéw Mineralnych oraz Technologii Organicz-
nej i Tworzyw Sztucznych. W latach 70. rozpoczgto badania z zakresu biochemii
i biotechnologii (prof. M. Kochman, prof. P. Mastalerz, prof. A. Zabza), ktore po6z-
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niej zaowocowa¢ mialy utworzeniem nowego kierunku studiéw - biotechnologii.
Prowadzono kolejne inwestycje budowlane: powstaty budynki F-1, F-2 i F-3 przy
ul. Gdanskiej, gmach Inzynierii Chemicznej z halg technologiczng (C-6, ul. Nor-
wida, obecnie rowniez siedziba dziekanatu Wydziatu) oraz budynek H-6.

Ustawa z roku 1990 przywroécila role wydzialu jako jednostki organizacyjnej
uczelni, nadajac mu jednoczesnie znaczne uprawnienia w ksztalttowaniu sposobu
ksztalcenia. Rada Wydzialu Chemicznego wprowadzila wowczas funkcjonujacy do
dzis elastyczny, modulowy system studiow. W 2005 roku przeprowadzono kolejng
restrukturyzacje, pozostawiajac 2 instytuty, z pozostalych natomiast wyodrebnito
sie 13 zakladow. Taka jest tez obecna struktura Wydziatu, na ktory skladajg sie insty-
tuty: Technologii Nieorganicznej i Nawozéw Mineralnych oraz Chemii Fizycznej
i Teoretycznej oraz zaklady: Biochemii, Chemii Analitycznej, Chemii Bioorganicz-
nej, Chemii Nieorganicznej i Strukturalnej, Chemii Organicznej, Chemii i Techno-
logii Paliw, Inzynierii Chemicznej, Inzynierii i Technologii Polimeréw, Materialow
Polimerowych i Weglowych, Metalurgii Chemicznej, Proceséw Chemicznych i Bio-
chemicznych, Technologii Organicznej i Farmaceutycznej oraz Chemii Medycznej
i Mikrobiologii.

Nazwy jednostek wydzialowych odzwierciedlaja niezwykle zréznicowana
tematyke badawcza Wydzialu. Obecnie Wydzial Chemiczny prowadzi zaawanso-
wane badania migdzy innymi w zakresie chemii i technologii paliw, produktéow
nieorganicznych, polimerdéw, chemii surfaktantéw, metalurgii chemicznej, ochrony
srodowiska, biochemii i mikrobiologii, syntezy organicznej, chemii fizycznej i teo-
retycznej oraz informatyki chemicznej. Badania ukierunkowane sa na potrzeby
gospodarki i rynku pracy. Warta podkreslenia jest aktywna wspolpraca naukowa
z placowkami zagranicznymi, takimi jak: Jackson State University, State University
of New York at Buffalo, Genentech Inc. (USA), Research School of Physical Sciences
and Engineering, The Australian National University, Canberra (Australia), Univer-
sity of Cambridge, Surrey University (Wielka Brytania), Karel De Grote Hogeschool
of Antwerp (Belgia), Ecole normale supérieure Cachan (Francja), Compultense
Universidad de Madrid (Hiszpania) czy European Molecular Biology Laboratory,
Hamburg (Niemcy).

Wydzial Chemiczny Politechniki Wroclawskiej dysponuje nowoczesna, wyso-
kospecjalistyczng aparaturg badawczo-pomiarowa (m.in. spektrometry NMR
600 MHz i 300 MHz, spektrometr masowy z analizatorem TOF, spektrometry
FT-IR), z ktorej korzystaja w glownej mierze pracownicy naukowi Wydziatu. Akre-
dytowane Laboratorium Chemiczne Analiz Wielopierwiastkowych, Laboratorium
analiz produktéw naftowych i Laboratorium proceséw katalitycznych i adsorpcyj-
nych wykonuja réwniez liczne analizy dla uzytkownikéw spoza Wydziatu, migdzy
innymi dla potrzeb przemystu chemicznego.

Niezwykle waznym aspektem dziatalno$ci Wydzialu Chemicznego jest dydak-
tyka. Wydzial ksztalci na studiach inzynierskich I stopnia oraz studiach magister-
skich II stopnia specjalistow pigciu kierunkéw: Biotechnologii, Chemii, Inzynierii
Chemicznej i Procesowej, Inzynierii Materialowej oraz Technologii Chemicznej.
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Wisréd specjalno$ci znajdujg si¢ rowniez prowadzone w jezyku angielskim, takie
jak: Bioinformatics, Medicinal Chemistry czy Applied Chemical Engineering. Nowe
specjalno$ci wprowadzane sg zgodnie z potrzebami rynku polskiego i Unii Europej-
skiej. Wydzial Chemiczny uczestniczy w programach podwdjnego dyplomowania
(Uniwersytet NYSA, MONABIPHOT). Edukacja blisko 3000 studentéw (okoto 400
absolwentéw rocznie) zajmuje si¢ ponad 200 pracownikéw naukowo-dydaktycz-
nych, w tym blisko 80 profesoréw i doktoréw habilitowanych. Wykorzystywane sa
nowoczesne metody ksztalcenia (e-learning, korzystanie z e-portali). W ostatnich
latach wyremontowano szereg laboratoriow, w planach jest budowa nowego gma-
chu Centrum Zaawansowanych Technologii Chemicznych.

Studenci Wydzialu Chemicznego biorg aktywny udzial w miedzynarodowych
programach wymiany studenckiej (LLP/Erasmus, Erasmus-Mundus, Leonardo
da Vinci). Swoje zainteresowania naukowe poglebiaja w kilku funkcjonujacych
na roznych kierunkach kofach naukowych. Kontakty Wydzialu z pracodawcami
z branzy chemicznej owocujg mozliwosciami odbywania praktyk w czasie stu-
di6éw, a najlepszym absolwentom utatwiajg znalezienie zatrudnienia zgodnego z ich
wyksztalceniem.
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Chemistry

towards

Biology

The 7th CTB conference will take place in Katowice, Poland, from 9-12 September 2014.
The web site will appear soon at: http://www.ctb2014.us.edu.pl/
For contacts please use an e-mail address of 7th CTB: CTB2014@us.edu.pl

Additionally to the main topics

The organizing committee of the 7th Central European Conference “Chemistry
towards Biology” would like to continue the initiative started at the last 6th CTB in
Trieste. The starting action is this survey that intends to promote networking and to
facilitate access to EU funding opportunities believing that times are mature to
enlarge the scope of the conference beyond the pure scientific event and to create
the foundations for a permanent “environment” where the R&D potential of

Central Europe acquires voice and solidity.

The main goal of these symposia is to bring together scientists whose research interests are
at the interface between chemistry and biology, thus transcending the specific topics of these
disciplines and pursuing an interdisciplinary route which is the main characteristic of modern
science. The interdisciplinary character of the conferences will certainly promote the cross-
fertilization process to accelerate the advancement of knowledge.

The research topics identified for the conference sessions are:

Carbohydrate chemistry and biochemistry

Chemistry of cell biology

Nucleic acids chemistry

Structure, function and interactions of proteins

New/engineered enzymes

Drug design and drug delivery

Molecular pharmacology, medicine and biomaterials.

Invited lectures on these topics will be given by internationally renowned scientists.
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INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2014

Redakcja miesigcznika PTCh ,Wiadomo$ci Chemiczne” zawiadamia, Ze wyso-
kos$¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomosci Chemicznych” za 2014 r. bedzie wynosita
200 z1 + 5% VAT dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych.
Dla czlonkéw PTChem 20 zl. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywaé na
konto:

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

Prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” dla czlonkéw PTCh, polaczona

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

- prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” na rok 2014 wraz ze skladka

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

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

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

Cztonkowie PTCh, ktérzy zechca zaprenumerowaé ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni s3 o wnoszenie optat na konto:

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

Petnych ciepta, spokoju i radosci
Swiqt Bozego Narodzenia
oraz szczescia, pomyslnosci i sukceséw
w Nowym Roku 2014
wraz z podziekowaniami za dotychczasowq

owocnq wspdtprace,

wszystkim

Czytelnikom, Autorom oraz Recenzentom,
Zyczy

Zespot Redakeyjny

»Wiadomosci Chemicznych”
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PODZIEKOWANIA

Komitet Redakcyjny ,Wiadomo$ci Chemicznych” pragnie zlozy¢ stowa podzie-
kowania za okazang pomoc i wsparcie finansowe w roku 2013:
o Panu prof. dr hab. Henrykowi Koroniakowi, Dziekanowi Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu,
o Panu prof. dr hab. Andrzejowi Trochimczukowi, Dziekanowi Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroclawskiej,
o Panu prof. dr hab. Andrzejowi Jezowskiemu, Dyrektorowi Instytutu Niskich
Temperatur i Badan Strukturalnych im. Wlodzimierza Trzebiatowskiego
PAN we Wroctawiu,
o Pani prof. dr hab. Annie M. Trzeciak, Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersy-
tetu Wroclawskiego,
o Firmie Farmaceutycznej Merck Sp. z o.0.
Kierujemy réwniez bardzo serdeczne stowa podziekowania dla wszystkich
Recenzentow i Autoréw, ktorzy wspotpracowali znami w roku 2013. To whasnie dzieki
ich pracy mozliwe byto utrzymanie wysokiego poziomu naukowego czasopisma.

prof. dr hab. Zdzistaw Latajka
Redaktor Naczelny
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WYROZNIONE 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
Wydzialdw, przed ktérymi toczyly si¢ odpowiednie procesy.

Objetos¢ prac nie powinna przekraczaé pigtnastu 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 sposéb a takze wnioski koncowe.

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

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

LISTA RECENZENTOW WSPOEPRACUJACYCH
Z REDAKCJA ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH” W LATACH 2012-13

prof. zw. dr hab. inz. Stanistaw Blazewicz
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydziat Inzy-
nierii Materialowej i Ceramiki; Katedra Biomateriatow

dr hab. inz. Katarzyna Borowska
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich
w Bydgoszczy

dr Anna Bodzon-Kulakowska
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydzial Inzy-
nierii Materialowej i Ceramiki

prof. dr hab. Stanistaw Boryczka
Slaski Uniwersytet Medyczny, Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej w Sosnowcu, Katedra i Zaktad Chemii Organicznej

prof. dr hab. Jerzy Boryski
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN



1156 INFORMACJE

prof. zw. dr hab. Wanda Brzyska
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej; Wydzial Chemii; Zaklad Chemii Ogdlnej i
Koordynacyjnej

prof. zw. dr hab. inz. Bogdan Burczyk
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny; Instytut Technologii Organicznej i
Tworzyw Sztucznych

prof. zw. dr hab. Boguslaw Buszewski
Wydzial Chemii UMK, Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki

dr hab. Lech Celewicz
Uniwersytet A. Mickiewicza Wydzial Chemii Pracownia Chemii Nukleozydow i
Nukleotydow

prof. zw. dr hab. inz. Jerzy Feliks Choma
Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach; Wydzial Matematyczno-Przyrodni-
czy; Instytut Chemii

dr Grazyna Chwatko
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Srodowiska

prof. dr hab. Leszek Adam Czepirski
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydzial Ener-
getyki i Paliw, Katedra Chemii Wegla i Nauk o Srodowisku

prof. dr hab. Jerzy Datka
Uniwersytet Jagiellonski; Wydzial Chemii; Zaklad Chemii Nieorganicznej

dr Krzysztof Drabent
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

dr hab. inz. Krystyna Jolanta Dzierzbicka
Politechnika Gdanska; Wydziat Chemiczny; Katedra Chemii Organicznej

dr inz. Mateusz Fijaltkowski
Technicka Unverzita w Liberci, Institute for Nanomaterials, Advanced Technology
and Innovation

prof. dr hab. Jolanta Floryszak-Wieczorek
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Ogrodnictwa i Architektury Krajo-
brazu; Katedra Fizjologii Roslin
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prof. dr hab. Andrzej Wincenty Gamian
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu; Wydziat Lekarski; Kate-
dra i Zaktad Biochemii Lekarskiej

prof. dr hab. inz. Roman Gancarz
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Technologii
Organicznej i Farmaceutycznej

prof. zw. dr hab. Jacek Glinski
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Jolanta Gromadzinska
Instytut Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera,
Zaklad Toksykologii i Kancerogenezy

prof. dr hab. Grzegorz Grynkiewicz
Instytut Farmaceutyczny, ul. Rydygiera 8, 01-793 Warszawa

prof. dr hab. Hanna Maria Gulinska
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaktad Dydak-
tyki Chemii

prof. dr hab. Jerzy Kazimierz Hanuza
Uniwersytet Ekonomiczny we Wroclawiu; Wydzial InZzynieryjno-Ekonomiczny;
Instytut Chemii i Technologii Zywnosci

dr hab. inz. Andrzej Huczko
Uniwersytet Warszawski; Wydzial Chemii

dr Agnieszka Masajada
Politechnika Wroclawska, Instytut Fizyki

prof. dr hab. inz. Stefan Jankowski
Politechnika Lodzka; Wydzial Chemiczny; Instytut Chemii Organicznej

prof. dr hab. Bronistaw Janczuk
Katedra Chemii Fizycznej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie

prof. zw. dr hab. inz. Pawel Kazimierz Kafarski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Chemii
Bioorganicznej
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dr hab. inz. Aleksandra Kolodziejczyk
Uniwersytet Gdanski, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Medycznej

prof. dr hab. Marek Andrzej Kojdecki
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarostawa Dabrowskiego; Wydziat Cyberne-
tyki; Instytut Matematyki i Kryptologii

dr Edyta Kostrzewa-Suslow
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu; Wydziat Nauk o Zywnosci; Katedra Chemii

prof. dr hab. inz. Malgorzata Kotulska
Politechnika Wroctawska, Instytut Inzynierii medycznej i Pomiarowe;

prof. dr hab. Teresa Kowalik-Jankowska
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Marek Andrzej Kojdecki
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarostawa Dabrowskiego; Wydzial Cyberne-
tyki; Instytut Matematyki i Kryptologii

prof. dr hab. czl. koresp. PAN Henryk Koztowski
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Stanistaw Krompiec
Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Matematyki, Fizyki i Chemii

prof. dr hab. Boguslaw Kazimierz Kryczka
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Organicznej i Stosowanej

prof. dr hab. Andrzej Ksigzczak
Politechnika Warszawska; Wydzial Chemiczny; Zaktad Materiatow
Wysokoenergetycznych

prof. dr hab. Przemystaw Kubisa
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN

prof. dr hab. Stanistaw Lamparski
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaklad Chemii
Fizycznej

prof. dr hab. Stanislaw Lesniak
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii, Katedra Chemii Organicznej i Stosowanej
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prof. dr hab. Jarostaw Lewkowski
Uniwersytet Lodzki, Wydzial Chemii

prof. dr hab. Beata Liberek
Uniwersytet Gdanski; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Organicznej

prof. dr hab. Teodozja Lipinska
Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach, Instytut Chemii

prof. dr hab. Stefan Lis
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Jerzy Lisowski
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Chemii

prof. dr hab. Eugeniusz Antoni Lagiewka
Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Informatyki i Nauki o Materiatach

prof. dr hab. inz. Maria Madej-Lachowska
Polska Akademia Nauk, Instytut Inzynierii Chemicznej

prof. dr hab. inz. czl. koresp. PAN Bogustaw Major
Instytut Metalurgii i Inzynierii Materialowej PAN, Krakow

prof. zw. dr hab. inz. Andrzej Wiktor Maranda
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarostawa Dabrowskiego; Wydzial Nowych
Technologii i Chemii

dr hab. Katarzyna Malolepsza-Jarmolowska
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Katedra i Zaklad
Technologii Postaci Leku

dr Agata Markowska-Szczupak
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie; Wydzial Technolo-
gii i Inzynierii Chemicznej; Instytut Technologii Chemicznej Nieorganicznej i Inzy-
nierii Srodowiska

dr hab. inz. Witold Zygmunt Mielcarek
Instytut Elektrotechniki

prof. dr hab. Roman Mieczystaw Mierzecki
Polska Akademia Nauk; Wydzial I Nauk Humanistycznych i Spotecznych; Komitet
Historii Nauki i Techniki
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prof. dr hab. Konrad Misiura
Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum w Bydgoszczy
Katedra i Zaklad Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych

prof. dr hab. inz. Jan Mosio-Mosiewski
Instytut Cigzkiej Syntezy Organicznej

prof. dr hab. inz. Jacek Mlochowski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny;

prof. dr hab. Krystyna Nowinska
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii, Zaktad

Heterogenicznej

prof. dr hab. inz. Aleksandra Barbara Olma
Politechnika Lodzka; Wydzial Chemiczny; Instytut Chemii Organicznej

dr Marcin Olszewski
Politechnika Gdanska, Katedra Mikrobiologii

prof. dr hab. Kazimierz Orzechowski
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii

prof. dr hab. czl. koresp. PAN Stanistaw Penczek
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN

prof. dr hab. Marek Pietraszkiewicz
Polska Akademia Nauk w Warszawie, Instytut Chemii Fizycznej

prof. dr hab. inz. Jacek Piglowski

Katalizy

Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydziatowy Zaklad Inzynierii

i Technologii Polimerow

dr hab. Piotr Piszczek
Uniwersytet Mikolaja Kopernika, Wydziat Chemii

prof. dr hab. Florian Pawel Pruchnik
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. inz. Janusz Rachon
Politechnika Gdanska; Wydzial Chemiczny; Katedra Chemii Organicznej
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prof. dr hab. inZz. Gabriel Rokicki
Politechnika Warszawska; Wydzial Chemiczny; Katedra Chemii i Technologii

prof. dr hab. Krzysztof Rolka
Uniwersytet Gdanski; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Bioorganicznej

dr Grzegorz Rusek
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Chemii

prof. dr hab. inz. Wojciech Sas
Politechnika Warszawska; Wydzial Chemiczny; Zaklad Chemii Organicznej

prof. dr hab. Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii; Zakltad Chemii
Supramolekularnej

prof. dr hab. Ignacy Zenon Siemion
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. inz. Jacek Mikotaj Skarzewski
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Chemii
Organicznej

prof. dr hab. inz. Wincenty Antoni Skupinski
Politechnika ~ Warszawska; ~ Wydzial ~ Chemiczny;  Zaklad  Materiatow
Wysokoenergetycznych

prof. dr hab. Jadwiga Soloducho
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Chemii
Medycznej i Mikrobiologii

prof. dr hab. Stanistaw Kazimierz Sobiak
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu; Wydzial Farma-
ceutyczny; Katedra i Zaktad Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych

prof. dr hab. Mirostaw Soszynski
Uniwersytet £.6dzki; Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska; Katedra Biofizyki
Molekularnej

dr hab. Piotr Tadeusz Stefanowicz
Uniwersytet Wroctawski; Wydziat Chemii
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prof. dr hab. Wiestaw Stanistaw Strek
Polska Akademia Nauk, Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych

prof. zw. dr hab. Zbigniew Szewczuk
Uniwersytet Wroctawski; Wydziat Chemii

prof. dr hab. Anna Szmyrka-Grzebyk
Polska Akademia Nauk, Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych

prof. dr hab. Artur Piotr Terzyk
Uniwersytet Mikotaja Kopernika; Wydzial Chemii

prof. zw. dr hab. inz. Janusz Tadeusz Trawczynski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Zaktad Chemii i Technologii Paliw

prof. zw. dr hab. inz. Andrzej Witold Trochimczuk
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Materialow
Polimerowych i Weglowych

dr hab. Lilianna Trynda-Lemiesz
Akademia Medyczna im. Piastéw Slaskich; Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem
Analityki Medycznej; Katedra i Zaklad Chemii Analitycznej

prof. zw. dr hab. Anna Maria Trzeciak
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

dr Katarzyna Elzbieta Wajda-Hermanowicz
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Monika Ewa Waksmundzka-Hajnos
Uniwersytet Medyczny w Lublinie; Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki
Medycznej; Katedra Chemii

prof. dr hab. Maciej Wisniewski
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Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia
nastepujace 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 molekul zamknigtych w zeolitach i zol-Zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzgdkowane 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
I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt
M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwojnych uktadach stopionych
soli,
cena 8 zk.

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 tlum. 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 setng 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 jonow 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.

Ksigzki wysylamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy Kiero-
wacé 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 I INFORMACJE DLA AUTOROW PUBLIKUJACYCH
W CZASOPISMIE ,WIADOMOSCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogolne

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

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowig dwie odrebne serie, ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz
seria ,,Habilitacje”. W serii ,, Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” publikowane sg dluzsze artykuty przegladowe
lub monografie poswigcone waznym i aktualnym problemom wspolczesnej chemii, w ramach serii wydawniczej
pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane prace habilitacyjne z obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie
z ustawg, dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku powigzanych publikacji, poprzedzonych omoéwieniem w jezyku polskim (tzw. autoreferatem), Redakcja
przewiduje drukowanie obydwu tych wariantéw. Autorzy, ktérzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wcze-
$niej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie przesta¢ wstepnie przygotowang publikacje (redagowang na wzor
artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Chemicznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul
przygotowywanej publikacji, przyblizong liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada
$rodkéw na finansowanie prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz serii ,, Habilitacje” W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z auto-
rami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” znajduja si¢ na liscie czasopism punktowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Zawartos$¢ czasopisma dostepna jest zarowno w formie drukowanej jak i elektronicznej. Elek-
troniczny dostep do pelnych tekstow prac jest mozliwy poprzez strone Dolnoslaskiej Biblioteki Cyfrowej, http://
www.dbc.wroc.pl/.

Anglojezyczne streszczenia wszystkich opublikowanych prac sg dostgpne na stronie internetowej ,Wiadomo-
$ciach Chemicznych’, http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html.

Czasopismo od wielu lat jest indeksowane/abstraktowane w dwdch bazach danych (Chemical Abstracts oraz
AGRO), a od roku 2012 zostaly umieszczone w bazie Polskiej Bibliografii Naukowej, https://pbn.nauka.gov.pl/
journals/24384.

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

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

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

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

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

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

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

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

o Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace s3 recenzowane przez co najmniej dwoch nie-
zaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
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http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf

pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

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

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

3. Koszty

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

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

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz ,,Habilitacje”, Redakcja nie posiada
srodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zleca-
jacymi druk.

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

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

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

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

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

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

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:



Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pismiennictwo cytowane

» Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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

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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

Jezeli tabele i rysunki zostaly wykonane w edytorze Word, zaleca sig, aby byly zamieszczone w tekscie

artykulu, w innym przypadku wymagane jest dotaczenie oryginalnych plikdw.

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

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

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

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

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczo$ci co najmniej 300 dpi.

« Pi$miennictwo cytowane

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

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dostepu, np.

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

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

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji
Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastgpujacej postaci:
o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji;
« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);


1.Tytul
Wiad.Chem

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

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

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

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesylania prac z kolorowymi stronami prosimy o zazna-
czenie, stron ktore w formie druku majg by¢ czarno-biate. Brak tej czynno$¢ moze skutkowa¢ wystawieniem
faktury za wydruk kolorowych stron. W przypadku zmian kolorowych rysunkéw na czarno biate prosimy
roéwniez o zasygnalizowanie, ze w postaci elektronicznej, zyczg sobie Panistwo wersje w kolorze.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje drogg elektroniczng plik opubliko-
wanej pracy w formacie pdf.

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

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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